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Zusammenfassung

Serielle Analysen der Himatopoese in c-mpl*-Mausen

Thrombopoetin (TPO) ist der wichtigste humorale Regulator fur die Megakaryozyto-
poese, spielt aber auch eine bedeutende Rolle fir multipotente hamatopoetische
Vorlauferzellen. Mutationen im Gen fir den TPO Rezeptor MPL flihren im Menschen
zur kongenitalen amegakaryozytaren Thrombozytopenie (CAMT), die sich im Laufe
der ersten Lebensjahre von einer isolierten Thrombozytopenie zu einer aplastischen
Panzytopenie entwickelt. Im Tiermodell der c-mpf"-Maus konnen die Auswirkungen
des TPO Rezeptorverlustes fir die Hamatopoese in vivo untersucht werden. Mit Hilfe
durchflusszytometrischer Analysen hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen in
verschiedenen hamatopoetischen Organen und funktioneller Untersuchungen sortier-
ter Vorlauferzellpopulationen wurden die Veranderungen im hamatopoetischen
System bei c-mpf"-Méusen uber einen Zeitraum von 24 Monaten analysiert um
mogliche Parallelen im Krankheitsverlauf zwischen Mensch und Maus zu identi-
fizieren. Wir fanden in c-mpl™-Mausen eine starke Reduktion von multipotenten
Stammzellen und von frihen myeloiden und lymphoiden Vorlaufern in verschiedenen
hamatopoetischen Geweben. Fir frihe myeloide Vorlauferzellen konnte in vitro ein
deutlich vermindertes klonogenes Potential nachgewiesen werden. Fruhe T-Zell-
Vorlaufer im Thymus waren ebenfalls stark vermindert. Damit konnte erstmals ein
Einfluss von TPO auf die Lymphopoese gezeigt werden.

Die Reduktion der frihen Vorlauferzellen wird allerdings im Laufe der weiteren hama-
topoetischen Differenzierung durch zusatzliche Mitosen zunachst fast vollstandig
kompensiert: junge c-mpl"-Mause wiesen, abgesehen von einer profunden Throm-
bozytopenie, normale Zellzahlen im peripheren Blut auf. Im Altersverlauf zeigten c-
mpl-Mause jedoch eine Abnahme des klonogenen Potentials hamatopoetischer
Vorlaufer und eine, verglichen mit Wildtypmausen, friihere immunologische Senes-
zenz mit verminderten T-Zellzahlen, die auf eine Erschopfung des hamatopoetischen
Systems hinweist. Untersuchungen der mRNA Expression friher Stammzellen aus c-
mpl"-Mausen zeigten eine verdnderte Expression bei Genen, die fiir die
Selbsterneuerung und das Uberleben von hamatopoetischen Stammzellen wichtig
sind und geben damit Hinweise auf mdgliche Mechanismen des Effekts von TPO auf

frihe Stammzellen.

STICHWORTE: Thrombopoetin / c-mp/ Knockout / Hamatopoese
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Abstract

Serial Analysis of Hematopoiesis in c-mpl’” Mice

Thrombopoietin (TPO) is the pivotal regulator of megakaryocytopoiesis but is also an
important factor for early multipotent hematopoietic progenitors. Loss-of-function
mutations in the gene MPL coding for the TPO receptor are the cause of congenital
amegakaryocytic thrombocytopenia (CAMT) in men, a rare disease presenting as
isolated thrombocytopenia at birth and progressing to aplastic pancytopenia during
the first years of life. We used the model of the c-mpl”~ mouse to study the effects of
TPO receptor loss in vivo. Our aim was to identify parallels and differences in the
course of the disease between c-mpl” mice and CAMT patients. To achieve this goal
we serially analyzed hematopoietic cells from early progenitors to mature peripheral
blood cells over a period of 24 months using flow cytometric analyses of different
hematopoietic compartments as well as functional assays of sorted progenitor popu-
lations. Multipotent hematopoietic stem cells as well as early myeloid and lymphoid
progenitors were strongly reduced in different hematopoietic tissues. Furthermore,
we found a reduced clonogenic potential of early myeloid progenitors in vitro. Even
early T-cell progenitors in the thymus showed a marked reduction. These results
provided first evidence for an influence of TPO on lymphopoiesis. The decreased
numbers of early hematopoietic progenitors are compensated during additional
mitoses during the subsequent expansion and differentiation: young c-mpf"-mice
demonstrated normal blood cell counts, except for a profound thrombocytopenia.
However, with increasing age c-mpl”™ mice developed signs of a starting exhaustion
of the hematopoietic system: we found an age-dependent decrease of the clonogenic
potential of hematopoietic progenitors and a premature immunologic senescence
with decreased T-cell numbers. mRNA expression analysis of early progenitors of c-
mpf" mice revealed an altered expression of genes necessary for self-renewal and
survival of hematopoietic stem cells and can help to clarify the mechanisms of the

various effects of TPO on early hematopoiesis.
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1. Einleitung

1.1 Hamatopoese

Alle zellularen Bestandteile des Blutes werden im Knochenmark gebildet und im
Laufe eines Lebens kontinuierlich erneuert. Der Prozess der Entwicklung und Diffe-
renzierung von Blutzellen aus pluripotenten Stammzellen (Hematopoietic Stem Cells
- HSCs) wird Hamatopoese genannt. Die Blutzellbildung ist dynamisch, da die Zellen
eine ihren Funktionen entsprechend begrenzte Lebensdauer haben. Pluripotente
hamatopoetische Stammzellen im Knochenmark kénnen sich lebenslang selbst
erneuern und Uber unterschiedlich weit differenzierte Zwischenstufen alle Blutzellen
in grofer Zahl neu bilden. Abbildung 1.1 zeigt stark vereinfacht die Entstehung von
Erythrozyten, Megakaryozyten, Granulozyten und Monozyten innerhalb der Myelo-

poese im Knochenmark und die Bildung von B- und T-Zellen innerhalb der Lym-

phopoese in Knochenmark und Thymus.

Fluripotente
Stammazelle

fulyelaider
Waorldufer

Granulozyten

Monozyten
Warldufer

Enthrozyden
tleg akanyozyten
Worldufer

asmazytoi

LC 2

Lymphaider
Warldufer

CLE+
T-Zelle

(Abk.: DC - dendritische Zellen, NK - Naturliche Killerzellen)

Abb. 1.1: Vereinfachte schematische Darstellung der Hamatopoese im Knochenmark




Das Zusammenspiel von intrinsischen und extrinsischen Faktoren, die diese Pro-
zesse flexibel und prazise innerhalb der Hamatopoese steuern, ist von gréfitem

Interesse und Gegenstand aktueller Forschung.

In der Maus konnte gezeigt werden, dass eine einzelne frihe Stammzelle das ge-
samte hamatopoetische System wiederherstellen kann (Osawa et al. 1996). Diese
frGhen pluripotenten Stammzellen kommen im Knochenmark der Maus je nach
Spezies, Alter und verwendetem Assay-System mit einer Frequenz von 1/10 000 —
1/1 000 000 vor (Smith 2003). Unter normalen Bedingungen sind fruhe Vorlaufer
ruhend und befinden sich Uberwiegend in der Gy Phase (Wilson et al. 2004),
wahrend sich nur 5% dieser Zellen in der S oder G,/M Phase des Zellzyklus befinden
(Cheshier et al. 1999). Viele der reiferen Vorlaufer proliferieren und differenzieren zu
Blutzellen. Dieser Prozess wird durch kontrollierte Apoptose ausbalanciert (Domen
2000).

Hamatopoetische Wachstumsfaktoren sind essentiell fir die Bildung von Blutzellen
und fur die Erhaltung von Stammzellen im Knochenmark. Sie werden im Knochen-
mark hauptsachlich von nicht-hamatopoetischen Zellen, wie Stroma- und Endothel-
zellen gebildet (Smith 2003). Das Zusammenspiel dieser extrinsisch wirkenden Zyto-
kine steuert die linienspezifische Differenzierung (Metcalf 1998). Derzeit gibt es zwei
Modelle zur Steuerung der Liniendifferenzierung durch Zytokine: Im stochastischen
Modell erfolgt die Differenzierung von hamatopoetischen Vorlaufern in Richtung einer
bestimmten hamatopoetischen Linie zufallig. Das Zusammenspiel der auf diese
Zellen wirkenden Zytokine entscheidet Uber ihre Ausdifferenzierung zu einer spezi-
fischen Subpopulation oder fuhrt zu ihrer Apoptose. Im instruktiven Modell werden
die Zellen durch extrinsische Faktoren auf eine definierte Liniendifferenzierung
festgelegt (Lemischka 1992). Es deutet einiges darauf hin, dass beide Mechanismen
bei der Regulation eine Rolle spielen und die Hamatopoese kein rein dichotomes
Modell darstellt. Wahrscheinlich existiert eine Vielzahl variierender Differenzierungs-

moglichkeiten, die von intrinsischen und extrinsischen Faktoren beeinflusst werden.

Zu wichtigen Funktionen von Wachstumsfaktoren gehdoren die Induktion von Zellproli-
feration und Beteiligung an der Regulation der Differenzierung spaterer Vorlaufer. So
unterstitzt Erythropoetin (EPO) die Bildung von Erythrozyten (Lin et al. 1996), der
Granulozyten-Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF) die Bildung von
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Granuloyzen und Monozyten/Makrophagen (Burgess et al. 1980) und Thrombopoetin
(TPO) die Reifung von Megakaryozyten (Kaushansky et al. 1994). Andere, frih
agierende Zytokine wie Stammzellfaktor (SCF), Flt3-Ligand (fms-related tyrosine
kinase 3), Interleukin 3 und 6 sowie TPO sind fiir das Uberleben multipotenter
Stammzellen notwendig (Kimura et al. 1998, McKenna et al. 2000). FIt3-Ligand und
SCF schitzen frihe Vorlaufer vor Apoptose und sensibilisieren sie fur die Wirkung
von Zytokinen (Haylock et al. 1997, Lyman & Jacobsen 1998). Weitere wichtige
Regulatoren der Hamatopoese in Mensch und Maus sind die von Knochenmark-
zellen sezernierten Chemokine. Einige konnen die Proliferation von Vorlauferzellen
inhibieren (Youn et al. 2000). Andere wie SDF-1, das in groRen Mengen von Stroma-
zellen und Osteoblasten gebildet wird, haben Einfluss auf die Migration von Stamm-
zellen (Neiva 2005). Chemokine spielen auch bei der Lymphozytenentwicklung im
Thymus eine grofl3e Rolle (Hedrick & Zlotnik 1999).

Mit Hilfe von Microarray-Analysen und differential display-PCR konnten Gene identi-
fiziert werden, die bevorzugt in frihen Vorlaufern exprimiert werden (Rosmarin et al.
2005). Innerhalb der Differenzierung von frihen Stammzellen werden diese Gene
graduell abgeschaltet und linienspezifische Gene aktiviert (lvanova et al. 2002).
Dieses geordnete Muster der Genexpression wird allerdings haufig durchbrochen.
Beispiele hierfiir sind humane Lin" CD34" Zellen, die charakteristische Gene aller
hamatopoetischen Entwicklungslinien koexprimieren (Hu et al. 1997), das myeloide
Lysoszymgen, das auch in lymphoiden Zellen exprimiert wird (Ye & Iwasaki 2003)
und Zytokinrezeptorgene, die nicht nur linienspezifisch exprimiert werden (Billia et al.
2001).

Mit der Expression des Transkriptionsfaktors PU.1 beginnt die Differenzierung der
hamatopoetischen Stammzellen (Chen et al. 1995). Innerhalb der weiteren Ent-
wicklung von myeloiden Vorlaufern werden zusatzlich Transkriptionsfaktoren wie
GATA-1, GATA-2, TAL1/SCL, NF-E2, FOGH1 (friend of gata-1), AML1 (acute myeloid
leukemia1) und Oberflachenrezeptoren wie G-CSFR, TPOR und EPOR exprimiert
(Zhu & Emerson 2002). Bei der Differenzierung von hamatopoetischen Vorlaufern zu
lymphoiden Zellen werden zusatzlich zu PU.1 Faktoren wie lkaros, Notch1, PAXS,
und Oberflachenmarker wie IL-7R, FIt3R und CD44 exprimiert (Scott et al. 1994,
Hirose et al. 2002).



Viele dieser genannten Faktoren regulieren die Hamatopoese in verschiedenen
Entwicklungsphasen. Dabei werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Zellent-
wicklung unterschiedliche Gene aktiviert. Notch1 beispielsweise spielt zunachst in
der Selbsterhaltung friher Stammzellen eine Rolle und legt zu einem spateren Zeit-
punkt der Differenzierung das Entwicklungsschicksal von myeloiden und lymphoiden

Vorlauferzellen fest (Milner et al. 1999).

Die Steuerung der Selbsterhaltung von Stammzellen ist ein bedeutender, aber auch
kritischer Vorgang, weil eine Dysregulation von Proliferationsprozessen zu maligner
Entartung fUhren kann. Die Regulation erfolgt z. B. Uber WNT, Notch oder BMI1
vermittelte Signalwege, in deren Folge Transkriptionsaktivatoren oder -inhibitoren
aktiviert werden. Die Regulation der Stammzellproliferation durch BMI1 fuhrt zu
einem komplexen Zusammenspiel von Zellzyklusproteinen wie Cyclin D, CDK4
(cyclinabhangige Kinase), p16, p19 (Cyclin-Kinase-Inhibitoren INK4A, ARF), RB und
p53 (Pardal et al. 2003). Aber auch Faktoren wie HOXB4 (Homeobox B4), Ikaros und
p21 konnen die Selbsterneuerungskapazitat von fruthen Stammzellen im Knochen-

mark von Mausen erhalten (Zhu & Emerson 2002).

1.2 Charakterisierung von hamatopoetischen Stammzellen-HSC

Friihe hdmatopoetische Stammzellen

Frihe Stammzellen sind undifferenziert, pluripotent, besitzen Selbsterneuerungs-
potential und befinden sich in einem stark verlangsamten Zellzyklus. Die Erhaltung
dieses Selbsterneuerungspotentials und der Repopulationsfahigkeit wird durch eine
spezifische Mikroumgebung im Knochenmark, die sogenannte ,Stammzellnische®
(Abb. 1.2) aus Osteoblasten, Stromazellen und Blutgefal3en, reguliert. Innerhalb der
Stammzellnische ist der Stammzell-Osteoblast Zellkontakt fur die unlimitierte Prolife-
rationsfahigkeit und die Inhibierung der Differenzierung von Stammzellen verantwort-
lich. In transgenen Mausen, in denen sich keine Osteoblasten entwickeln, ist das
Knochenmark aplastisch (Visnjic et al. 2004). Mause, die den sehr fruhen fur Osteo-
blasten spezifischen Transkriptionsfaktor RUNX2 (CBFA1) nicht exprimieren, haben

eine defekte Hamatopoese (Deguchi et al. 1999).

Da frihe Stammzellen sehr selten, morphologisch nicht erkennbar und nur in auf-

wandigen in vivo und in vitro Assay-Systemen nachweisbar sind, konnten sie in der
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Vergangenheit nur schwer identifiziert und charakterisiert werden. Mitte der 80er
Jahre beschrieben Andrews et al. (1986) einen monoklonalen Antikorper (anti-
CD34), mit dessen Hilfe primitive Kolonie-bildende Vorlauferzellen aus Knochenmark
angereichert werden konnten. Heute ermdglichen Kenntnisse Uber Expressions-
muster von Oberflachenrezeptoren auf Vorlauferpopulationen detaillierte Unter-
suchungen zur Entstehung und Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen.
Um die Funktion von Zellen zu charakterisieren, die eine Kombination bestimmter
Oberflachenantigene aufweisen, missen diese z.B. mittels durchflusszytometrischer
Zellsortierung isoliert und anschlielfend mit Hilfe verschiedener in vivo und in vitro
Methoden untersucht werden. In vivo Assay-Systeme dienen dazu, das Anwachsen
(engraftment) und die Rekonstitutionsfahigkeit transplantierter Zellpopulationen in

Empfangertieren zu untersuchen.

é Qsteoblast

g HSC Blood vessels
| | -~
| / ‘
| e i |
Bone N " & o

- P =

| L)' - ‘ Abb. 1.2: Schematische Darstellung der
= gl - ~Stammzellnische® im Knochenmark mit den
| - Stromal beteiligten hamatopoetischen und nicht-
e celis - hamatopoetischen Zelltypen (aus: Moore &
(@) 'l Lemischka 2006).
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RJ. Berenson gelang 1988 zum ersten Mal eine autologe Stammzelltransplantation
von CD34" Knochenmarkzellen in sublethal bestrahlten Affen. Diese CD34" Zell-
population enthielt frihe Stammzellen, die in der Lage waren, hamatopoetische Sub-
populationen Uber einen langen Zeitraum neu zu bilden (long-term repopulation).
Durch Einsatz zusatzlicher Antikorper zur Charakterisierung dieser frihen Stamm-
zellen wurde die Heterogenitat der CD34" Vorlauferpopulation deutlich. Selbst die Ex-
pression von CD34 erwies sich als kein zwingendes Merkmal hamatopoetischer
Stammzellen: 1996 beschrieben Osawa et al. eine erfolgreiche Rekonstitution im

Mausmodell durch eine CD34" Zellpopulation.
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Zwei Jahre spéater zeigten Zanjani et al. die Entstehung von CD34" Zellen nach

Transplantation von humanen CD34" Knochenmarkzellen in fetalen Schafen.

Durch Transplantationsexperimente in NOD/SCID-Mausen konnten Bhatia et al.
(1998) den Stammzellcharakter von humanen Lin" CD34  CD38" Zellen bestatigen. Im
Gegensatz zu CD34" Zellen bildeten CD34 Zellen kaum Kolonien in Langzeit-
kulturen, was als Hinweis auf sehr frihe Reifungsstufen gewertet wurde. Zur in vitro
Charakterisierung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen werden Methoden
wie die Langzeitkultivierung in LTC-IC (Long-term culture initiating cell) Assays,
CAFC Assays (Cobblestone Area-Forming Cell Assay) oder - fur weiter differenzierte
Zellen - klonogene Assays in halbfesten Medien (CFU-(colony forming unit)-Assay)
eingesetzt. Diese Methoden dienen der funktionellen Charakterisierung von multi-
potenten Vorlaufern und der Untersuchung ihrer Differenzierungs- und Proliferations-
kapazitat (de Wynter & Ploemacher 2001).

LinrSca-1*cKit*FIt3-CD127-Thy1.1'owC D27
Knochenmark

Lin-Sca-1*c-Kit* Ft3+*CD127-

Lin Sca-1-c-Kit*CD127 Rag+CD27+ CD44+

LinSca-1*c-Kit

Thymus

Lin Sca-1'owg-Kitow
CD16/321wCD34 CLP ) cDi27:AAd.1-

Lin- Sca-1*¢c-KittCD25-

CD127-0owCDA4"
-Zell-Makrophageri
Vorlaufer
CD16/32:CD34*  CD16/32+CD34- Scad c-Kit AAd.1* 'éigé%‘jg'é;‘;_:,(thD19"

CcD127+CD19*

Abb. 1.3: Ubersicht charakterisierter friiher hamatopoetischer Stammzellen in Knochenmark und Thymus.

In der Maus werden alle HSCs in einer Zellpopulation gefunden, die keine linien-
spezifischen Marker (Lin") tragt, sondern den Tyrosinkinaserezeptor c-Kit und das

Stammzellantigen Ly-6A/E (Sca-1) hoch exprimiert (lkuta & Weissman 1992,
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Morrison & Weissman 1995) (Abb. 1.3). Diese Subpopulation Lin"Sca-1" c-Kit" (LSK)
enthalt sehr frihe Stammzellen (CD34 FIt3") mit hohem Selbsterneuerungspotential
(Christensen & Weissman 2001) und weiter differenzierte Stammzellen (CD34" FIt3")
mit begrenztem Selbsterneuerungspotential (Yang et al. 2005). Beginnen CD34"
Stammzellen zu reifen Blutzellen zu differenzieren, andern sie je nach Entwicklungs-
stufe ihr Oberflachenantigenmuster. Ausgehend vom friihen LSK Vorlaufer kénnen
myeloide und lymphoide Vorlaufer entstehen, die proliferieren und zu reifen Blut-

zellen differenzieren.
Lymphopoese

Innerhalb der lymphoiden Entwicklung zu lymphoiden Vorlaufern verlieren die HSCs
ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung, beginnen CD27 und FIt3 (FIk-2, CD135) zu
exprimieren und werden zu lymphoiden Vorlaufern (Perry et al. 2003). FIt3 spielt eine
entscheidende Rolle bei der Erhaltung von B-linienspezifischen (Adolfsson et al.
2003) und dendritischen Vorlaufern (Dong et al. 2002). Die frihe lymphoide Vorlau-
ferpopulation LSKfIt3" ist multipotent, hat ihr Selbsterneuerungspotential verloren und
verfugt noch tUber schwaches myeloides Entwicklungspotential. Sie ist heterogen und
enthalt Zellen, die ihre rekombinationsaktivierenden Gene (RAG) noch nicht ablesen
und Zellen, die die Expression von RAG-1 und RAG-2 gestartet haben. Der frihe
lymphoide Vorlaufer ELP (early lymphoid progenitor, LSK FIt3* RAG-1*") exprimiert
zusatzlich CD44 und CD27 und kann B-, T- und NK-Zellen generieren (Igarashi et al.
2002, Pelayo et al. 2005).

Der weiter differenzierte lymphoide Vorlaufer-CLP (common lymphoid progenitor)
wurde von Kondo et al. (1997) identifiziert. Er leitet sich wahrscheinlich vom LSK
FIt3* RAG™ Vorlaufer ab. CLP Vorlauferzellen exprimieren auf ihrer Oberflache Lin c-
Kit® Sca-1°" CD127" Thy1.1" und kdnnen dendritische Zellen, NK-Zellen, T-Zellen
und B-Zellen generieren. Zellen aus der CLP Subpopulation kénnen den Thymus
nicht besiedeln und nur mit geringer Effizienz T-Zellen bilden (Allman et al. 2003).
Darum wird heute vermutet, dass der CLP Vorlaufer zwar das Differenzierungspoten-
tial fur die gesamte lymphoide Reihe besitzt, aber hauptsachlich der Vorlaufer von B-

Zellen im Knochenmark ist (Bhandoola et al. 2003).

Die T-Zellen differenzieren sich aus dem friilhen Thymusvorlaufer ETP (early thymic

progenitor, Allman et al. 2003). Im Unterschied zum CLP ist der ETP nicht in der
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Lage, ausreichende Mengen von B-Zellen Uber einen langeren Zeitraum zu bilden.
Er kann im Thymus radioaktiv bestrahlter Mause Uber einen langen Zeitraum CD4"
CD8" doppelt positive T-Zellen generieren. Untersuchungen an Mausen, denen der
fur die lymphoide Entwicklung wichtige Transkriptionsfaktor lkaros fehlt, zeigten,
dass sich der ETP Vorlaufer auf einem vom CLP Vorlaufer unabhangigen Weg
entwickelt (Allman et al. 2003).

Myelopoese

Auch innerhalb der myeloiden Entwicklung wurden verschiedene Vorlaufer identi-
fiziert: Der gemeinsame myeloide Vorlaufer CMP (common myeloid progenitor), der
Vorlaufer fur die Granulozyten und Makrophagen GMP (granulocyte/macrophage
lineage-restricted progenitor) und der Vorlaufer fur die erythrozytare und megakaryo-
zytare Reihe MEP (megakaryocyte/erythrocyte lineage-restricted progenitor) wurden
von Akashi et al. (2000) identifiziert und funktionell charakterisiert. Der friheste
myeloide Vorlaufer CMP entsteht aus dem Lin™ c-Kit" Sca-1" Vorlaufer, generiert alle
myeloiden Zelltypen und ist durch die Oberflaichenantigene LK CD127" CD16/32°"
CD34" gekennzeichnet. CMP Vorlaufer haben kein Selbsterneuerungspotential mehr
und verlieren in Primarkulturen schnell ihr oligopotentes Potential. Der bipotente
GMP Vorlaufer entwickelt sich aus dem CMP Vorlaufer und exprimiert die Ober-
flachenmarker LK CD127° CD16/32" CD34". In klonogenen Assays generiert er
Monozyten- Granulozyten- und gemischte Granulozyten/Monozyten-Kolonien. Der
MEP Vorlaufer differenziert sich ebenfalls aus dem CMP Vorlaufer und wird durch die
Oberflaichenmarker LK CD127  CD16/32"°" CD34" charakterisiert. Die exakte Identi-
fizierung und Isolierung dieser seltenen Populationen ermdglicht eine genaue Unter-

suchung der Regulation der Hamatopoese auf Gen- und Proteinebene.

1.3 Der Thrombopoetin Rezeptor

Seit den spaten 50er Jahren wird vermutet, dass ein spezieller Wachstumsfaktor —
schon damals als Thrombopoetin bezeichnet (Kelemen et al. 1958) — die Megakaryo-
zytopoese steuert. Die gezielte Aufklarung der Thrombozytopoese begann als das
virale Onkogen v-mpl des myeloproliferativen Leukamievirus (MPLV) identifiziert und
kloniert wurde (Souyri et al. 1990). Das zellulare Gegenstuck, das Protoonkogen c-

mpl, wurde 1992 von Vigon et al. auf dem humanen Chromosom 1 entdeckt.
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Strukturahnlichkeiten wiesen das Protein als Mitglied der Familie der hamato-
poetischen Wachstumsfaktorrezeptoren aus. Das c-mpl Gen besteht aus 12 Exons
und kodiert ein aus 635 Aminosauren bestehendes Transmembranprotein (Typ 1),
von dem 4 Splicevarianten beschrieben sind (Mignotte et al. 1994). Das ent-
sprechende murine Gen wurde 1993 ebenfalls von Vigon et al. auf Chromosom 4

detektiert und ist ahnlich wie das humane Gen organisiert (Alexander & Dunn 1995).

Die funktionelle Aufklarung von c-Mpl erfolgte mit Hilfe von Rezeptorchimaren be-
stehend aus c-Mpl/IL-4 und G-CSF/c-Mpl. Dabei wurde gezeigt, dass c-Mpl pro-
liferative Signale in hamatopoetische Zellen transduziert (Skoda et al. 1993, Vigon et
al. 1993). Der Zusammenhang zwischen c-Mpl vermittelter Signaltransduktion und
Megakaryozytendifferenzierung konnte durch die Arbeitsgruppe um Methia et al.
(1993) erbracht werden. Diese wies in CD34" Zellen und Megakaryozyten c-mpl Ex-
pression nach und zeigte, dass die Inhibierung der c-mp/ Expression in CD34" Zellen
zu einer selektiven Verminderung von CFU-Meg Kolonien flhrte, wahrend andere

myeloide Kolonien nicht betroffen waren.

Parallel zur Identifizierung des c-mpl/ Gens begann die intensive Suche nach dem c-
Mpl Liganden. Innerhalb eines Jahres wurde TPO von mehreren Gruppen als c-Mpl
Ligand identifiziert (Bartley et al. 1994, Lok et al. 1994, Kuter et al. 1994).
Funktionelle Untersuchungen in Schweinen und Mausen erbrachten den Beweis fur
die Rolle von TPO als linienspezifischen Hauptregulator der Megakaryozytopoese
(de Sauvage et al. 1994, Kaushansky et al. 1994). Die Untersuchung einer c-mp/™"-
Maus durch Gurney et al. (1994) konnte die essentielle Bedeutung von TPO fur die

Megakaryozytopoese bestatigen.

Der vom c-mpl Gen kodierte TPO Rezeptor besteht aus 2 extrazellularen ,cytokine
receptor homolgy“ Domanen, einer Transmembrandomane und einer intrazytoplas-
matischen Domane ohne intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat (Kaushansky 1995). Die
Bindung von TPO an den Rezeptor fuhrt zur Homodimerisierung und zur Rekrutie-
rung von Signalmolekilen an spezifische intrazellulare Proteinmotive (Box 1, Box 2),
die verschiedene Signalkaskaden auslosen konnen (Gurney et al. 1995):

Die Dimerisierung von c-Mpl fuhrt zur Aktivierung von JAK2 (das seinerseits zur
Phosphorylierung von anderen Molekllen flihrt), von Tyrosinresten des c-Mpls

selbst, von Molekllen aus proliferativ und anti-apoptotisch wirkenden Signalwegen
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(STATs, PI3-Kinase und MAP-Kinasen) und von Molekulen, die fur eine Inhibition
des Signals wichtig sind wie z.B. SOCS, Phosphatasen SHP1 und SHIP1
(Kaushansky 2005).

Der TPO Rezeptor wird im Knochenmark nicht nur auf megakaryozytaren Vorlaufern,
sondern auch auf frihen Stammzellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei
der Erhaltung multipotenter Vorlaufer (Kobayashi et al. 1996; Borge et al. 1997).
Ninos et al. (2006) konnten zeigen, dass die Expression von c-mpl/ in humanen
CD34* CD38  Stammzellen hoch ist und wahrend der Differenzierung zu CD34""
CD38" abnimmt. Die meisten Knochenmark-Stromazelllinien exprimieren ebenfalls c-
mpl (Tsuji et al. 1996). Der TPO Rezeptor wurde auch auf erythrozytaren Zellen ge-
funden, wo er nach Aktivierung zusammen mit anderen Zytokinen in myelosuppri-
mierten Mausen die Proliferation friher erythrozytarer Vorlaufer anregt und die

Erythrozytenbildung erhdht (Kaushansky et al. 1995).

1.4 Die Bedeutung von TPO fir die Megakaryozytopoese und frihe
Hamatopoese

Megakaryozytopoese

Der Prozess der Proliferation und Differenzierung von Megakaryozyten aus dem ge-
meinsamen Vorlaufer der megakaryozytaren und erythrozytaren Reihe (MEP) wird
Megakaryozytopoese genannt. Nach Abschluss der mitotischen Teilungsphase der
megakaryozytaren Vorlaufer kommt es zur Vervielfachung der Chromosomenzahl
(16-32N) durch Endomitose. Es folgt eine vermehrte Produktion von Zytoskelettpro-
teinen, thrombozytenspezifischen Granula und Bestandteilen des Membransystems,
die zu einer starken Zunahme des Zytoplasmas und somit zur Entstehung von
Riesenzellen (160 ym) fuhrt.

In der zweiten Phase wird das Zytoplasma in Prothrombozyten umgewandelt. Die
Prothrombozytenauslaufer (Proplatelets) schniren mit Hilfe von Mikrotubuli die reifen
Thrombozyten ab, welche im Blut flr die primare Hamostase verantwortlich sind
(Italiano et al. 1999). Die freigesetzten Thrombozyten haben eine durchschnittliche
Lebensdauer von 10 Tagen und mussen kontinuierlich nachgebildet werden. Taglich
werden im Menschen 10" Thrombozyten neu gebildet, eine Zahl, die im Krankheits-

fall noch um das 10fache ansteigen kann (Kaushansky 1997).
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Die Regulation der Megakaryozytopoese

TPO unterstitzt das Uberleben und die Expansion aller megakaryozytaren Vorlaufer-
zellen, fordert die Reifung von Megakaryozyten durch Erhdhung von Groflze und
Ploidie und wirkt zusammen mit anderen Plattchenaktivatoren auf die Thrombozyten-
aktivierung (Kaushansky 2005, de Sauvage et al. 1994, Teramura et al. 1992,
Broudy et al. 1995). TPO wird hauptsachlich in Leber und Milz gebildet. Knochen-
markstromazellen exprimieren wenig TPO mRNA, kdnnen aber in hamatopoetischen
Stresssituationen wie z.B. einer Thrombozytopenie die TPO Bildung deutlich erhéhen
(Sungaran et al. 1997). In vivo erhoht die Gabe von TPO die Thrombozytenzahlen im
Blut um das 10fache und stimuliert die Bildung von Megakaryozyten und ihren Vor-
laufern im Knochenmark (Kaushansky et al. 1994). Umgekehrt fuhrt das Fehlen von
Thrombopoetin in TPO”-M&usen zu stark reduzierten Zahlen von Megakaryozyten-
vorlaufern und reifen Megakaryozyten im Knochenmark sowie von Thrombozyten im
Blut. Die vorhandenen Megakaryozyten zeigen einen niedrigeren Ploidiegrad als die
Kontrollzellen (de Sauvage et al. 1996). Die TPO Plasmakonzentration wird Uber
einen negativen Feedbackmechanismus durch Bindung an c-Mpl auf Thrombozyten
und Megakaryozyten reguliert und ist umgekehrt proportional zur Thrombozytenzahl
im Blut (Kuter & Rosenberg 1994, Nagata et al. 1997).

Neben TPO wirken noch andere Wachstumsfaktoren (IL-1, SCF, IL-3, IL-6, IL-11) auf
die Megakaryozytendifferenzierung ein (Gordon et al. 1992). Fur die Bildung von
Thrombozyten wichtige Migrationsprozesse von Megakaryozyten werden durch
Chemokine (SDF-1, FGF-4) und spezifische Adhasionsmolekiule (VCAM-1, VLA-4)
reguliert (Avecilla et al. 2004). SDF-1 kann alleine oder synergistisch mit TPO als
Kolonie-stimulierender Faktor auf Megakaryozyten wirken (Hodohara et al. 2000).
AuRerdem konnen SDF-1 und FGF-4 die Thrombozytenzahlen in c-mpl-Mausen

normalisieren (Avecilla et al. 2004).
Einfluss von TPO auf die friihe Hamatopoese

In den letzten Jahren konnte die grof3e Bedeutung von TPO flr die Aufrechterhaltung
der Hamatopoese in Mensch und Maus durch eine Reihe von in vitro- und in vivo-
Untersuchungen gezeigt werden. Schon bei ersten Untersuchungen von TPO™- und
c-Mpl”-Mausen fiel eine Einschrankung multipotenter hamatopoetischer Vorlaufer-
zellen auf (Carver-Moore et al. 1996, Gurney et al. 1994, Alexander et al. 1996).
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Transplantationsexperimente zeigten eine deutliche Einschrankung der Langzeit-
Rekonstitutionsfahigkeit von Knochenmarkzellen (Kimura et al. 1998) und von LS
Zellen aus c-mpl-Mausen (Solar et al. 1998). Transgene Mause, die Thrombopoetin
uberexprimieren, zeigten nicht nur 4fach erhohte Thrombozytenzahlen sondern auch
erhdohte Zahlen von zirkulierenden myeloiden und lymphoiden Zellpopulationen im
Blut (Zhou et al. 1997). Die Behandlung von Mausen mit TPO brachte zusatzliche
Erkenntnisse Uber die Wirkung dieses Wachstumsfaktors auf hamatopoetische
Stammzellen. Bestrahlte Mause, denen TPO verabreicht wurde, entwickelten keine
Panzytopenie (Neelis ef al. 1998). In normalen und myelosupprimierten Mausen
fuhrte die Gabe von TPO zu einer signifikanten in vitro Expansion von erythro-
zytaren, granulozytaren und monozytaren Vorlauferzellen (Kaushansky et al. 1996).
Dabei scheint TPO wichtig fur die Erhaltung friher Stammzellen, aber nicht fur die
Liniendetermination zu sein (Kaushansky 2005).

In Patienten mit kongenitaler amegakaryozytarer Thrombozytopenie (CAMT), die
keinen funktionsfahigen TPO Rezeptor exprimieren, kommt es zur Entwicklung einer
schweren Thrombozytopenie, die mit stark reduzierten Megakaryozytenzahlen und
mit der Ausbildung einer Panzytopenie einhergeht (Ballmaier et al. 2001, 2003;

Germeshausen et al. 2006).

Die Bedeutung von TPO fir den Selbsterhalt und die Proliferation von multipotenten
Vorlauferzellen konnte auch in in vitro Untersuchungen belegt werden. TPO kann
synergistisch mit anderen Zytokinen, die auf frihe Vorlaufer wirken, das Uberleben
und die Proliferation multipotenter hamatopoetischer Zellen férdern (Ku et al. 1996,
Sitnicka et al. 1996, Kobayashi et al. 1996). Zusammen mit FIt3 erhoht TPO z.B. die
Zahl hamatopoetischer Stammzellen in LTC-IC Assays und unterdruckt die
Differenzierung dieser Vorlauferzellen (Lewis & Verfaillie 2000). TPO kommt zu-
sammen mit anderen fruihen Wachstumsfaktoren in zahlreichen Protokollen zur in

vitro Langzeitkultivierung von frihen Vorlaufern zum Einsatz.

1.5 Die Bedeutung von c-Mpl und TPO in der Embryonalentwicklung
und in nicht-hamatopoetischen Organen

Die Expression des TPO Rezeptors ist nicht auf Megakaryozyten und Thrombozyten
beschrankt. c-Mpl und TPO scheinen sogar schon eine wichtige Rolle bei der Ent-

wicklung der hamatopoetischen Gewebe innerhalb der Embryonalentwicklung zu
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spielen: c-mpl mMRNA Expression ist schon wahrend der Embryogenese im Ham-
angioblasten nachweisbar. TPO unterstiutzt in vitro die Bildung von Hamangio-
blasten-Kolonien (BL-CFC) und regt zusammen mit SCF und VEGF die Proliferation
von Hamangioblastzellen und ihre Differenzierung zu CD34" Zellen an (Perlingeiro et
al. 2003, Wang et al. 2005). Challier und Souyri (2002) fanden c-mpl/ Expression
bereits ab Tag 6 der murinen Embryonalentwicklung in der Aorta-Gonaden-Meso-
nephros (AGM) Region. Im humanen Fetus beginnt die TPO Rezeptor Expression

innerhalb der 5.-6. Schwangerschaftswoche (Sola et al. 1999).

Auch in nicht-hamatopoetischen Zellen konnte die c-mpl Expression nachgewiesen
werden, ihre Bedeutung ist jedoch derzeit noch unklar. c-mpl Expression wurde in
murinen sinusoiden Leberendothelzellen (LEC-1) nachgewiesen (Cardier et al.
1999). In diesen Zellen induziert TPO die Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-1B, IL-6 und TNF-a und aktiviert die Proliferation. Darlber hinaus
fuhrte die Bindung von TPO an seinen Rezeptor in der Leberzelllinie (HepG2) zur
Aktivierung von MAP Kinasen wie JNK und ERK und zu einem Anstieg von NF-
kappaB im Zellkern (Romanelli et al. 2006). Des Weiteren ist Thrombopoetin in der
Lage HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) zu stimulieren und in vivo

Neoangiogenese zu aktivieren (Brizzi et al. 1999).

Seit einiger Zeit wird eine Bedeutung von TPO fur die Gehirnentwicklung und
-regeneration vermutet. Tatsachlich konnte eine TPO und c-mpl Expression im
humanen Gehirn in verschiedenen Regionen detektiert werden (Colombyova et al.
1995, Li et al. 1996, Nakanishi et al. 1999, Dame et al. 2003). Ein entscheidender
Hinweis auf die Bedeutung von TPO bei der Hirnentwicklung kam von Ehrenreich et
al. (2005), die eine proapoptotische Wirkung von TPO auf unreife Nervenzellen im
Gehirn nachweisen konnten. TPO wirkt dabei als Gegenspieler von EPO, das neuro-
protektive Wirkung bei cerebraler Ischamie zeigt (Brines et al. 2000, Siren et al.
2001).

1.6 Die kongenitale amegakaryozytare Thrombozytopenie - CAMT

Ein Thrombozytenmangel im Blut (Thrombozytopenie) kann bei betroffenen
Patienten zu spontanen, in schweren Fallen lebensgefahrlichen Blutungen fuhren.

Man unterscheidet angeborene und erworbene Thrombozytopenien. Erworbene

-19-



Thrombozytopenien treten haufig als Folge von Infektionen oder Autoimmun-
erkrankungen auf oder werden medikamentds induziert. Hereditare Thrombozyto-
penien sind im Gegensatz dazu sehr selten und werden haufig schon im friihen
Kindesalter diagnostiziert. Zu den angeborenen Thrombozytopenien zahlen unter
anderem das Thrombozytopenie-Radius-Aplasie Syndrom (TAR), die kongenitale
amegakaryozytare Thrombozytopenie (CAMT), das Wiskott-Aldrich Syndrom (WAS)

und die Fanconi-Anamie.

Die kongenitale amegakaryozytare Thrombozytopenie wurde zundchst von
O’Gorman Hughes (1974) als konstitutionelle aplastische Anamie vom Typ Il be-
schrieben. Die CAMT ist ein rezessiv vererbtes ,bone marrow failure - Syndrom, bei
dem zum Zeitpunkt der Geburt zunachst eine isolierte Thrombozytopenie mit einem
hypomegakaryozytarem Knochenmark vorliegt. Im weiteren Verlauf der Erkrankung
kommt es zur Entwicklung einer Panzytopenie, die derzeit nur durch eine Knochen-
marktransplantation kurativ behandelt werden kann. Die Panzytopenieentwicklung
deutet auf eine grundlegende Stérung in der Hamatopoese hin, die nicht auf die
Megakaryozytopoese beschrankt ist. Von Freedman und Estrov (1990) durch-
gefuhrte Untersuchungen erbrachten Hinweise darauf, dass es sich bei der Ursache
der Erkrankung um einen intrinsischen Stammzelldefekt handeln muss. Erst einige
Jahre spater konnten von lhara et al. (1999) Punktmutationen in Exon 4 und 10 des
c-mpl Gens einer CAMT Patientin nachgewiesen werden, die zum frihzeitigen

Abbruch der Translation und zu einem Fehlen des TPO Rezeptors fuhrten.

In der Folge wurden von van den Oudenrijn et al. (2000) und von unserer Arbeits-
gruppe (Ballmaier et al. 2001, 2003; Germeshausen et al. 2006) eine Vielzahl von
Nonsense und Missense Mutationen in nahezu allen Exonen des c-mpl/ Gens
nachgewiesen und damit die molekulare Ursache fur die CAMT definiert (Abb. 1.6).
Durch detaillierte klinische Untersuchungen an einer gro3eren Gruppe von CAMT
Patienten konnte eine direkte Korrelation zwischen Mutationstyp und Krankheits-
verlauf gezeigt werden (Ballmaier et al. 2001, 2003; King et al. 2005, Germeshausen
et al. 2006). Diese Genotyp—Phanotyp Korrelation ermdglichte die Unterteilung der
CAMT Patienten in 2 Gruppen mit unterschiedlichem klinischen Verlauf: Patienten
der Gruppe CAMT | mit Mutationen, die zum Totalausfall des TPO Rezeptors fuhren,
haben von Geburt an sehr niedrige Thrombozytenzahlen und entwickeln schon fruh

eine schwere Panzytopenie.
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Abb. 1.6: MPL Mutationen in CAMT Patienten (Abb. aus: Germeshausen et al. 2006)

Die obere Reihe zeigt die in unserer Arbeitsgruppe, die untere Reihe die von anderen Arbeitsgruppen
identifzierten Mutationen. Im mittleren Bildteil wird die Exonstruktur des MPL Gens und im unteren Bildteil die
Proteinstruktur des c-Mpl Proteins dargestellt.

Patienten der Gruppe CAMT Il zeigen im ersten Lebensjahr einen transienten
Anstieg der Thrombozytenzahlen und frihestens im Alter von 3 Jahren zellulare Ein-
schrankungen im Knochenmark mit Entwicklung einer Panzytopenie (King et al.
2005). Bei diesen Patienten liegen Missense-Mutationen vor, die eine Restaktivitat
des TPO Rezeptors zulassen und zu einem moderateren Krankheitsverlauf fihren
(Germeshausen et al. 2006). Neben dem hamatologischen Phanotyp konnten ver-
einzelt auch Fehlbildungen anderer Organsysteme wie z.B. Hirn oder Herz beob-
achtet werden (King et al. 2005).

1.7 Das c-mpl’*-Mausmodell

1994 wurde erstmals eine c-mpl™-Maus generiert und beschrieben. Die c-mpl"-Maus
ist bei unauffalligem nicht-hamatologischen Phanotyp charakterisiert durch erhdhte
TPO Plasmakonzentrationen, um 85% reduzierte Megakaryozyten- und Thrombo-
zytenzahlen und deutliche Einschrankungen bei nahezu allen myeloiden Vorlaufern
in hamatopoetischen Organen (Gurney et al. 1994, Carver-Moore et al. 1996). Dazu
zahlen megakaryozytare Vorlaufer, bipotente MEP Vorlaufer, multipotente Vorlaufer,
erythrozytare Vorlaufer und GMP Vorlaufer. Innerhalb der fetalen Hamatopoese ist
die Zahl hamatopoetischer Vorlauferzellen in der Leber allerdings normal (Alexander
et al. 1996).
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TPO ist der wichtigste Faktor flr die Erhaltung der Megakaryozytopoese, indem er
die Proliferation und Differenzierung friher megakaryozytarer Vorlaufer steuert.
Diese Ergebnisse weisen jedoch auch auf wichtige Regulatorfunktionen von TPO auf

frihe hamatopoetische Vorlaufer aller Linien im Knochenmark hin.

Es ist ungeklart, wie die verbleibende Megakaryozytopoese bei den c-mpf"-Méusen
ohne den Einfluss von TPO aufrechterhalten wird. In der Maus werden im Unter-
schied zum Menschen so viele Thrombozyten gebildet, dass die Tiere unter kontrol-
lierten Haltungsbedingungen ein normales Alter erreichen koénnen und keine
Spontanblutungen auftreten. Mit Hilfe von Doppelknockout-Modellen konnte der Ein-
fluss verschiedener anderer Zytokine fir die residuelle Thrombozytenproduktion aus-
geschlossen werden: IL-3 -, IL-6-, IL-11- und LIF- (leukemia inhibitory factor) haben
keinen signifikanten Einfluss auf die Thrombozytenbildung in c-mpl"-Mausen
(Gainsford et al. 1997). Moglicherweise ist hier das Zusammenspiel verschiedener
Zytokine flir die verbleibende Megakaryozytopoese von Bedeutung. Wichtige TPO-
unabhangige Faktoren fiir die Thrombozytenbildung in c-mpl”-Mausen stellen die auf
die Megakaryozytopoese wirkenden Chemokine FGF-4 (fibroblast growth factor-4)
und SDF-1 (stromal-derived factor-1) dar. Diese Faktoren sind in der Lage, in der
Regenerationsphase von myelosupprimierten c-mpl”-Mausen fast normale Thrombo-
zytenzahlen im Blut, erhdhte myeloide Vorlauferzahlen in der Milz, aber keine
Erhdhung von Vorlauferzellen im Knochenmark der KO-Mause zu gewahrleisten
(Levin et al. 2001, Avecilla et al. 2004).

Es mehren sich die Hinweise, dass TPO Einfluss auf die Bildung dendritischer Zellen
haben konnte. Auf humanen dendritischen Zellen konnte der TPO Rezeptor detek-
tiert werden (Kumamoto et al. 1999). Des Weiteren konnten Chen und Kollegen
(2004) einen deutlichen Einfluss von TPO zusammen mit FIt3-Ligand auf die Diffe-
renzierung von plasmazytoiden dendritischen Zellen aus frihen hamatopoetischen
Vorlaufern nachweisen. Es gibt bisher nur wenige Hinweise auf eine Wirkung von
TPO auf Zellen lymphoiden Ursprungs: Ku und Kollegen konnten 1996 nachweisen,
das der lésliche TPO Rezeptor zusammen mit SCF die Bildung myeloider und B-
lymphoider Kolonien anregt. Grassinger und Kollegen (2006) beobachteten in
Expansionskulturen von Lin" CD34" CD38 nach 7 Tagen Stimulation mit IL-3, TPO
und HGF eine 55fach erhéhte CD19" B-Zellzahl.
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1.8 Ziele dieser Arbeit

Basis dieser Arbeit bildeten die Ergebnisse aus den Untersuchungen der CAMT
Patienten in unserer Arbeitsgruppe (Ballmaier et al. 2001, 2003; King et al. 2005,
Germeshausen et al. 2006). Mit der c-mpl-Maus stand uns ein Tiermodell zur Ver-
fugung, an dem die in vivo Bedeutung von Thrombopoetin fir die gesamte Hamato-
poese untersucht werden sollte. Hauptziel war, die durch den TPO Rezeptorverlust
verursachten quantitativen und qualitativen Veranderungen hamatopoetischer Vor-
lauferzellen in verschiedenen Entwicklungsstadien zu erfassen, um die auftretenden
Einschrankungen in der Myelo- und Lymphopoese bei CAMT Patienten und c-mpf"-

Mausen besser zu verstehen.

Dafur sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden: Welche Vorlaufer und
reife Subpopulationen sind in den KO-Mausen eingeschrankt? Wie stark sind die
Einschrankungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Hamatopoese? Gibt es
einen Einfluss auf die Lymphopoese? Kommt es im Alter in den KO-Mausen zu einer
Stammzellerschopfung ahnlich der bei CAMT Patienten? Entwickeln KO-Mause im
Alter eine Panzytopenie? Welche Kompensationsmechanismen existieren zum Aus-
gleich des Stammzelldefektes? Findet eine transkriptionelle Regulation auf Stamm-

zellebene statt?

Zur Beantwortung dieser Fragen sollten die verschiedenen hamatopoetischen Vor-
lauferzellpopulationen in den hamatopoetischen Organen und die reifen Zellen im
peripheren Blut bei c—mpf"- und c—mpF’*-Méusen seriell untersucht werden. Die
Charakterisierung dieser Zellpopulationen sollte durchflusszytometrisch Uber die
Expression spezifischer Oberflachenmarker erfolgen. Verschiedene myeloide Vor-
lauferzellpopulationen sollten dartber hinaus in in vitro Assays funktionell untersucht
werden. Da die Panzytopenieentwicklung ein dynamischer Prozess innerhalb der
Hamatopoese ist, sollten im Abstand von 3 Monaten Zellen aus Knochenmark, Milz,
Thymus und peripheren Blut der Maus Uber einen Altersverlauf von 2 Jahren
charakterisiert werden. Die bislang veroéffentlichten Untersuchungen an c-mpf/'
Mausen wurden ausschlieBlich an 12 Wochen alten Tieren durchgefiuhrt. Von
grollem Interesse sind die Mechanismen, die den Selbsterhalt, die Proliferation und
die Differenzierung von multipotenten Stammzellen und die TPO-unabhangige

Thrombozytenbildung regulieren.
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Zellanalysen - Knochenmark

pre-B-Zellen

Gemeinsamer
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Abb. 1.8.1: Schematische Ubersicht der durchgefiihrten Zellanalysen im Knochenmark von c-mpf"- und c-
mpf”-Méusen. Abbkirzungen: Die frihen Vorlaufer im oberen Teil der Darstellung wurden alle in Kapitel 1.2.
beschrieben. Mix = CFU-GEMM (colony forming unit — bestehend aus Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten
und Megakaryozyten), GM = CFU-GM (colony forming unit — bestehend aus Granulozyten, Monozyten und
gemischten Granulozyten/Monozyten), E = CFU-E (colony forming unit — bestehend aus Erythrozyten), Meg/E

= CFU-Meg/E (colony forming unit — bestehend aus Erythrozyten, Megakaryozyten und gemischten
Erythrozyten/ Megakaryozyten), Meg = CFU-Meg (colony forming unit — bestehend Megakaryozyten)

Aus diesem Grund sollten vergleichende cDNA Microarray-Analysen einer friihen
hamatopoetischen Stammzellpopulation bei c-mpl’- und der c-mpl”*-Mausen im
Altersverlauf durchgefuhrt werden. Die Abbildungen 1.8.1. und 1.8.2. geben einen
Uberblick Uber die erfolgten Untersuchungen in den c-mpl™- und der c-mpl*-
Mausen.
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Zellen Zellen

Zellanalysen - Thymus
Plasmazytoide Lymphoide @
Dendritische Dendritische C-ZellEn

CD&* T-Zellen CD4* T-Zellen
Zellanalysen - Milz

B - Zellen Plasmazellen MMegakaryozyten CDg* T-Zellen CD4d* T-Zellen

Zellanalysen — Peripheres Blut

Abb. 1.8.2: Schematische Ubersicht der durchgefiihrten Zellanalysen im Thymus, Milz und peripheren Blut von
KO- und Wildtyp-Mausen. Abk.: ETP — early thymoid progenitor, TN — Dreifach Negative (triple negative) T-
Zellen, DP — Doppelt Positive T-Zellen, PDC — plasmazytoide dendritische Zellen, LDC — lymphoide dendri-
tische Zellen, MDC — myeloide dendritische Zellen, G — Granulozyten, M — Monozyten, E — Erythrozyten
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2. Material

2.1 Chemikalien

Acetylthiocholinjodid Sigma
Cal-Lyse-Reagenz Caltag
Dimethylsulfoxid Merck
Diethylether J.T.Baker
Ethanol 99,9% MHH Klinikapotheke
Formamid Merck
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma

Turksche Losung Fluka

Tween 20 Biorad

Penicillin (10.000 Einheiten/ml) Invitrogen-Gibco
Streptomycin (10 mg/ml) (100 x Lsg.) Sigma

Heparin (5000 U/ml) Ratiopharm
Propidiumjodid Sigma
4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) Merck

RNAZzol Biozol

Alle hier nicht aufgefliihrten Reagenzien wurden im jeweils hochsten Reinheitsgrad

der Firmen Sigma und Merck verwendet.

2.2 Haufig verwendete Losungen

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS) pH 7,2:
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM NazHPOy,

5,5 mM KH,PO4

FACS-Puffer pH 7,2:

0,1% Natriumazid in PBS

0,5% BSA

1 M Tris—HCI Stocklésung pH 7,2
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2.3 Gerate

FACSCalibur™

FACSAria™ Zellsortiersystem
MoFlo™ Zellsortiersystem
Zellkultur Inkubator Forma Scientific
Zentrifuge Varifuge K

Zentrifuge 5415D

Inverses Mikroskop

Sterile Werkbank -Hera Safe 373
autoMACS™—Zellseparator
Metall-Zellsieb

Neubauer Zahlkammer

Vet abc Animal Blood Counter

2.4 Verbrauchsmaterialien
Gewebekulturschalen (@ 2,5 cm)
(mit 2 mm Gitter)

Gewebekulturschalen (@ 2,5 cm)
(ohne Gitter)

Gewebekulturschalen (& 10 cm)
Zellkulturflaschen
Pipettenspitzen

Kryorohrchen

Pipetten (2, 5, 10, 25 ml)

15 ml Réhrchen

50 ml Réhrchen

Petrischalen

Objekttrager

Faltenfilter

1,5 ml Reaktionsgefalie
Wagepapier

Filterpapier

20 pl Blutkappillaren mit EDTA
2 ml Spritzen
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Becton Dickinson
Becton Dickinson
DakoCytomation
Labotect
Heraeus
Eppendorf

Zeiss

Heraeus

Miltenyi Biotec
Carl Roth GmbH
Karl Hecht KG
Scil

Nunc
Greiner

Greiner

Nunc

Sarstedt
Greiner
Sarstedt
Greiner

Greiner
Sarstedt
Knittel-Glaser
Carl Roth GmbH
Eppendorf

Carl Roth GmbH

Schleicher & Schuell

Sarstedt
Omnilab



2.5 Zellkulturmedien

Kolonie-Assay-Komplettmedium in 2 x IMDM (Endkonzentrationen):

7,5% Rinderserumalbumin — Stocklésung
1 mg/ml Insulin—Stockl6sung in IMDM

20 mg/ml Transferrin—Stocklésung in Ampuwa

Rinderkollagen

IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium)
RPMI 1640-Medium

MegaCult™-Medium

Hanks-Puffer

Fotales Kalberserum

Fotales Kalberserum (FKS)

2.6 Zytokine

Far die Kultivierung der Knochenmarkzellen in Kolonie-Assays wurden folgende

Faktoren benutzt:

0,0326 mg/ml
0,033 pg/ml
0,66 pug/ml

StemCell
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
StemCell
Sigma

Hyclone

Gibco-Invitrogen

Rekombinantes murines SCF (50 ng/ml) PeproTech
(stem cell factor)

Rekombinantes murines Interleukin 3 (10 ng/ml) PeproTech
rekombinantes humanes Interleukin 6 (10 ng/ml) Boehringer
Rekombinantes humanes G-CSF (10 ng/ml) Amgen
(granulocyte colony stimulating factor)

Rekombinantes murines GM-CSF (10 ng/ml) PeproTech
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

Rekombinantes humanes Erythropoietin (3 U/ml) Boehringer
2.7 Antikorper und sekundare Farbstoffe

Name Klonname |Isotyp Reaktivitat | Konjugation | Firma

CD3e CTCD3 Ratte IgG2a | Maus PE-Cy5 Caltag

CD3e 145-2C11 Hamster IgG1 | Maus FITC Becton Dickinson
CD4 RM4-5 Ratte IgG2a | Maus PE-Cy5 Caltag

CD4 GK1.5 Ratte IgG2b | Maus APC BD Pharmingen
CD8a 5H10 Ratte IgG2b | Maus PE-Cy5 Caltag

CD8a 53-6.7 Ratte IgG2a | Maus PE Miltenyi Biotec
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CD11b M1/70 Ratte IgG2b | Maus PE-Cy5 eBioscience
CD11b/Mac-1 | M1/70 Ratte IgG2b | Maus FITC BD Pharmingen
CD11c N418 Hamster IgG | Maus FITC eBioscience
CD11c HL3 Hamster IgG1 | Maus APC Becton Dickinson
CD16/32 2.4G2 Ratte IgG2b | Maus PE BD Pharmingen
CD16/32 CT-17.1/C Maus Ig Maus unkonjugiert Caltag

CD19 6D5 Ratte IgG2a | Maus PE-Cy5 Caltag

CD19 1D3 Ratte IgG2a | Maus PE-Cy7 Becton Dickinson
CD24 R7129.7 Ratte 1IgG Maus APC Leinco

CD25 PC61.5 Ratte 1gG1 Maus PE eBioscience
CD34 RAM34 Ratte IgG2a | Maus FITC BD Pharmingen
CD41 MWReg20 Ratte 1gG1 Maus FITC BD Pharmingen
CD43 S7 Ratte IgG2a | Maus FITC BD Pharmingen
CD44 M7 Ratte IgG2b | Maus FITC eBioscience
CD45R/B220 | RA3-6B2 Ratte IgG2a | Maus Biotin eBioscience
CD45R/B220 | RA3-6B2 Ratte IgG2a | Maus PE-Cy5 Caltag
CD45R/B220 | RA3-6B2 Ratte IgG2a | Maus Pacific Blue Caltag

AA4 1 AA4 1 Ratte IgG2b | Maus FITC eBioscience
CD61 HMR3-1 Hamster IgG | Maus PE Caltag
CD90.1/Thy1.1 | HIS51 Maus IgG2a | Maus/Ratte |FITC eBioscience
CD117/c-kit 2B8 Ratte IgG2b | Maus APC BD Pharmingen
CD127 A7R34 Ratte IgG2a | Maus PE-Cy5 eBioscience
CD127 A7R34 Ratte IgG2a | Maus PE eBioscience
CD135 A2F10.1 Ratte IgG2a | Maus PE Becton Dickinson
F4/80 BMS8 Ratte IgG2a | Maus APC eBioscience
Gr-1/Ly-6G/C | RB6-8C5 Ratte IgG2b | Maus PE-Cy5 Caltag
Gr-1/Ly-6G/C | RB6-8C5 Ratte IgG2b | Maus PE eBioscience

IgM 1B4B1 Ratte 1gG1 Maus Biotin eBioscience
mPDCA-1 JF05-1C2.4.1. | Ratte IgG2b | Maus Biotin Miltenyi Biotec
Sca-1/Ly6A-E | D7 Ratte IgG2a | Maus Biotin eBioscience
Ter119 Ter119 Ratte IgG2b | Maus PE-Cy5 eBioscience

IgM R6-60.2 Ratte IgG2a | Maus PerCP-Cy5.5 | Becton Dickinson
Ly-6C AL-21 Ratte IgM Maus FITC Becton Dickinson
Streptavidin PE Caltag
Streptavidin PE-Cy7 BD Pharmingen
Streptavidin APC Caltag

Ziege anti-Ratte IgG Microbeads
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2.8 DNA-Sequenzen

Primersequenzen flr Genotypisierung von c-mpf"- und c-mpl*’*-Méusen:
5 TCC AAG GTAAAG CACTGAAGTCCA Z

5 GTC TCC ATG GAG GCT TAG GTG GGA &

5 GAA GAG CTT GGC GGC GAATGG GCT &

2.9 Versuchstiere

Verwendete Mausstamme (Mus musculus):

c-mpl* C57BL/6J Charles River

c-mpl” in C57BL/6J Hintergrund WEHI

Der Knockout-Stamm wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. Warren Alexander
vom Institut of Medical Research des Walter and Eliza Hall Instituts—WEHI

(Melbourne, Australien) zur Verfligung gestellt.
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3. Methoden

3.1 Haltung der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden im Zentralen Tierlabor der Medizinischen Hochschule
Hannover (MHH) in einem geschlossenen Barrieresystem unter spezifiziert patho-
genfreien Bedingungen gehalten. Alle Gerate und Materialien, die zur Versorgung
der Tiere erforderlich waren, wurden autoklaviert in die Tierstélle gegeben. Personal
und Experimentatoren betraten das Barrieresystem mit Schutzkleidung. Die Tiere
wurden in Gruppenkafigen gehalten. In regelmafigen Abstanden fanden mikrobio-
logische Untersuchungen der Tiere, Kafige und der technischen Einrichtungen statt.
Alle ,Tétungen von Versuchstieren zu wissenschaftlichen Zwecken® wurden von der
Tierschutzkommission des Landes Niedersachsen genehmigt und den Vorschriften

des Tierschutzgesetzes entsprechend durchgefiuhrt.

3.2 Genotypisierung

Die Versuchstiere wurden mittels PCR-Analyse stichprobenartig auf die Deletion des
c-mpl Gens untersucht. Dazu wurde DNA aus Schwanz- oder Ohrgewebe der Maus
gewonnen. Die Untersuchung erfolgte gemaf einem Protokoll der Arbeitsgruppe W.-
Alexander (WEHI, Melbourne, Australien).

PCR-Ansatz 50 yl:

1 pl Schwanz — DNA

2 yl Oligo Ivg 17 (5 pmol/l) 5 TCC AAG GTA AAG CAC TGAAGT CCA &
2 pl Oligo Ivg 15 (5 pmol/l) 5 GTC TCC ATG GAG GCT TAG GTG GGA ¥
1 ul Oligo Ivg 19 (5 pmol/l) 5 GAA GAG CTT GGC GGC GAATGG GCT &
1 ul dNTP’s (10 mM)

5 ul 10 X PCR-Puffer (Roche)

0.5 uyl Taq Polymerase (Roche)

37.5 yl H,0

PCR—Zyklus (40 Zyklen):
95° C 10 min
94° C 30 sec
60° C 30 sec
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72° C 1 min
72° C 5 min
4° C 5 min halten

5-10 pl der amplifizierten DNA wurde in einem Agarosegel (2%) aufgetrennt. Das
PCR Produkt aus dem Wildtyp-Allel war 230 bp, das aus dem KO-Allel war 670 bp

lang.

3.3 Praparation von Zellen und Geweben

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Nach einer
Ethernarkose wurde den Mausen aus dem retrobulbaren Venenplexus 500 pl Blut
entnommen. Anschlielend wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet. Mit
einem sterilen Praparationsbesteck wurden Knochen und Organe entnommen.
Getotete Tiere und Kafige wurden in das Tierhaus Uberfihrt und dort ordnungs-
gerecht entsorgt. Die Mause wurden uber einen Zeitraum von 25 Monaten im

Abstand von 3 Monaten prapariert und untersucht.

3.3.1 Isolierung von Knochenmarkzellen der Maus

Femora, Tibiae und Humeri einer getdteten Maus wurden entnommen und in
PBS/10% FKS auf Eis gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurden in einer Petri-
schale die Enden der Knochen mit einer Schere gedffnet und das Knochenmark mit
PBS/10% FKS (20 ml Spritze und 0,4 mm Kanule) ausgespult. Das Knochenmark
wurde Uber ein Zellsieb gegeben und die Zellen vereinzelt. Die Suspension wurde
mit einer Pipette in ein 50 ml Réhrchen uberfuhrt. Die Zellen wurden bei 300 x g/5
min/ 4° C pelletiert. Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden 20 ul Zellsuspension mit
80 pl Turkscher Losung gemischt und in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Mit
Hilfe der Formel, die die Verdunnung der Zellsuspension (Faktor 5) und den
Kammerfaktor (Faktor 10*) beriicksichtigt erhdlt man die Zellzahl pro ml Zellsus-

pension (z).
z=nx5x10*

Es wurden pro Maus 1-1,4 x 10® Knochenmarkzellen isoliert. Da die durchflusszyto-

metrischen Analysen und die Zellsortierung am darauf folgenden Tag stattfanden,

-32-



wurden die Zellen Uber Nacht in Hanks Puffer oder PBS/10% FKS bei 4° C aufbe-
wahrt. Zellproben fur die Langzeitlagerung wurden in 1,5 ml Einfriermedium aufge-

nommen und in Flussigstickstofftanks bei -188° C gelagert.

Einfriermedium:
40% RPMI 1640
10% DMSO
50% FKS

3.3.2 Isolierung von Milz- und Thymuszellen der Maus

Milz und Thymus wurden nacheinander auf Eis in 3 mm grol3e Stlicke zerkleinert und
mit einem Spritzenkolben Uber einem Zellsieb zerrieben. Das Metallsieb wurde an-
schliefend mit PBS/10% FKS gespult und die Zellen mittels Pipette vereinzelt. Die
Zellsuspension wurde in ein 50 ml Réhrchen Uberfuhrt und bei 300xg/5 min/4° C ab-
zentrifugiert. Die unerwinschten Erythrozyten im Milzpellet wurden mit 2 ml Erythro-

zytenlyse-Puffer fur 2 min bei Raumtemperatur lysiert.

Erythrozytenlyse-Puffer pH 7,2:
0,1 mM NaEDTA

155 mM NH4CI

10 mM KHCO3 in H,O

AnschlieRend wurden die Zellen 2 x mit PBS/10% FKS gewaschen und bei 400 x g/
5 min/4° C pelletiert. Fur durchflusszytometrische Analysen am darauf folgenden
Tag, wurden Thymus- und Milzzellen Uber Nacht bei 4° C in PBS/10% FKS gelagert.

3.4 In vitro Kultivierung hamatopoetischer Vorlauferzellen

Hamatopoetische Vorlauferzellen aus dem Knochenmark kénnen in Kollagenkulturen
(Kollagen-Assay) Kolonien bilden. Diese Kolonien entstehen aus einer Vorlauferzelle
und werden auch colony forming units (CFU’s) genannt. Kolonie-Assays dienen der
Bestimmung der Anzahl von Vorlauferzellen unter kontrollierten Wachstumsbedin-
gungen. Das fir Kolonie-Assays benutzte Rinderkollagen vernetzt bei 37° C und
bildet eine gelartige Matrix, die die Zellen einer Kolonie im Verband zusammenhalt

und so eine Quantifizierung und Identifizierung moglich macht. Die Kultivierung und
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Vermehrung von Zellen erfolgte unter Standardbedingungen bei 37° C, 5% CO; und
95% Luftfeuchtigkeit in einem Wassermantelinkubator. Dazu wurden, Uber einen
Zeitraum von 12 Tagen, aus frisch isoliertem Knochenmark 25000 Zellen/Schale im
Kolonie-Assay kultiviert. Die Inkubation erfolgte pro Versuchstier mit 2 verschiedenen
Zytokinkombinationen. Es wurde ein speziell fir die Kultivierung von Megakaryozyten
entwickeltes serumfreies Kulturmedium (Megakult™) der Firma StemCell eingesetzt.
Am Tag 10 und 12 wurden die Kulturschalen des Doppelansatzes auf Objektrager
uberflhrt und gefarbt.

Die Kultivierung erfolgte mit folgenden Ansatzen:

Teilstimulation-Ansatz 1:
1,7 ml Megakult™—-Medium
1,2 ml Rinderkollagen

50 ng/ml rekombinantes murines SCF

10 ng/ml rekombinantes murines Interleukin 3
10 ng/ml rekombinantes humanes Interleukin 6
3 U/ml rekombinantes humanes Erythropoetin
1: 100 Penicillin/Streptomycin

25000 Knochenmarkzellen/Schale

Vollstimulation-Ansatz 2:
1,7 ml Megakult™ — Medium
1,2 ml Rinderkollagen

50 ng/ml rekombinantes murines SCF

10 ng/ml rekombinantes murines Interleukin 3
10 ng/ml rekombinantes humanes Interleukin 6
3 U/ml rekombinantes humanes Erythropoetin
10 ng/ml rekombinantes murines GM-CSF

10 ng/ml rekombinantes humanes G-CSF

1: 100 Penicillin/Streptomycin

25000 Knochenmarkzellen/Schale

Beide Ansatze wurde mit IMDM auf ein Gesamtvolumen von 3,3 ml aufgefillt und je

1,5 ml in 2 Gitternetzschalen (Durchmesser 2,5 cm) Uberfiihrt. Die Kultivierung von
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sortierten frGhen Vorlaufern (CMP, MEP, GMP) aus dem Knochenmark erfolgte in

einem serumhaltigen Assay-System in Anlehnung an Akashi et al. (2000).

Kultivierungsansatz fiir sortierte myeloide Vorlaufer aus Gesamtknochenmark:

956 pl Komplettmedium

900 ul Hyclone FKS

1,2 ml Rinderkollagen

50 ng/ml rekombinantes murines SCF

10 ng/ml rekombinantes murines Interleukin 3

10 ng/ml rekombinantes humanes Interleukin 6

3 U/ml rekombinantes humanes Erythropoetin

10 ng/ml rekombinantes murines GM-CSF

10 ng/ml rekombinantes humanes G-CSF

1 : 100 Penicillin/Streptomycin

150 sortierte CMP Vorlauferzellen pro ml aus Wildtyp- und Knockout-Maus (KO)
450 sortierte GMP Vorlauferzellen pro ml aus Wildtyp-Maus

650 sortierte GMP Vorlauferzellen pro ml aus KO-Maus

3000 sortierte MEP Vorlauferzellen pro ml aus Wildtyp- und KO-Maus

Die Kulturen wurden am Tag 10 und 12 auf Objekttrager tberfihrt und gefarbt.

3.5 Farbung von Kollagen-Assays

Zur Identifizierung der megakaryozytaren Kolonien wurde eine Acetylthiocholinjodid-
Farbung eingesetzt. Bei dieser Farbung wird ein kinstliches Substrat durch die in
Megakaryozyten und Thromobozyten von Nagern spezifisch vorhandene Acetyl-
cholinesterase abgebaut. Bei dieser Reaktion wird Eisenzyanid Ill zu Eisenzyanid |l
reduziert und mit Kupferionen zu einem unldslichen braunen Niederschlag kom-
plexiert. Zur Identifizierung der verbleibenden Kolonietypen wurde eine May-

Grinwald-Losung in Verbindung mit Hamatoxilin nach Harris eingesetzt.

Acetylthiocholinjodid — Farbung:
15 ml Natriumphosphat Puffer 0,1 M
10 mg Acetylthiocholinjodid

1 ml Natriumcitrat Lésung 0,1 M

-35-



2 ml Kupfersulfat Losung 30 mM

2 ml Kalium—-Eisenzyanid Losung 5 mM

Die Losung wurde immer frisch angesetzt. Die Objekttrager wurden liegend in einer
feuchten Kammer gefarbt. Auf einen Assay wurde 800 pl Farbelésung aufgetragen.
Nach 6h Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Farbelésung abgekippt und die
Objekttrager fur 10 min in 95%igen Ethanol inkubiert. Mit Leitungswasser wurde das
Ethanol abgewaschen und die Objekttrager an der Luft getrocknet. Anschlie3end
wurden alle Assays 40 sec mit Hamatoxilin nach Harris gefarbt, wiederholt mit

Wasser gespult und luftgetrocknet.

Nicht-megakaryozytare Kolonien wurden liegend 4 min mit May-Grunwald-L6sung
gefarbt und mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die Zellkerne eben-
falls 40 sekunden mit Hamatoxilin nach Harris angefarbt. Die Auszahlung der Kolo-

nien erfolgte am Mikroskop.

3.6 Durchflusszytometrische Untersuchung

Die durchflusszytometrische Zellanalyse (FACS-Analyse) dient der quantitativen Be-
stimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen mit Hilfe Fluoro-
chrom-markierter Antikorper. Die verwendeten Gerate werden fluorescence activated
cell sorter (FACS) genannt, auch wenn sie nicht Uber eine Sortierfunktion verfligen.
Durch hydrodynamische Fokussierung gelangen die Zellen einzeln durch eine Dise
(Nozzle) in einen gebundelten Laserstrahl. Trifft das Laserlicht auf die Zelle wird es
gestreut und gelangt durch spezielle Filter auf Photodetektoren. Die Seitwarts-
streuung (Signal im Seitwartsscatter = SSC) enthalt Informationen Uber die Granu-
laritat der Zelle. Wahrend die Vorwartsstreuung (Signal im Vorwartsscatter = FSC)
Auskunft Gber die GroRe der Zelle gibt. Definierte Zellpopulationen lassen sich Uber
Antikérper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind, identifizieren. Dabei

werden die unterschiedlichen Emissionsspektren der Farbstoffe ausgenutzt.

An einigen Geraten kdénnen bis zu 6 verschiedene Fluoreszenzen gleichzeitig
gemessen werden, solange sich die Emissionsspektren nicht zu stark Uberlagern.
Entsteht trotz korrekter Emissionsfiltereinstellung eine Uberlappung der Spektren,
kann diese im Rahmen der elektronischen Kompensation weitgehend ausgeglichen

werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Fluorochrome eingesetzt:
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Anregungswellenlange Detektionswellenldange

FITC (Fluoresceinisothiocyanat) 488 nm 530/30 nm
PE (Phycoerythrin) 488 nm 585/40 nm
PE-Cy5 488 nm 695/40 nm
PE-Cy7 488 nm 780/60 nm
Pl (Propidiumjodid) 488 nm 610/20 nm
APC (Allophycocyanin) 630 nm 660/20 nm
Pacific Blue 405 nm 450/40 nm
DAPI 405 nm 450/40 nm

3.6.1 FACS-Analyse von Knochenmark, Thymus und Milz

Die verschiedenen Zelltypen und ihre Reifestadien lassen sich anhand der von ihnen
exprimierten Differenzierungsantigene unterscheiden. Die Antigene von Leukozyten
wurden zu einem grofden Teil systematisch als sogenannte cluster of differentiation
(CD) erfasst. Mit Fluorochrom-konjugierten monoklonalen Antikérpern gegen diese
spezifischen Antigene auf der Zelloberflache kdonnen unterschiedliche Zelltypen im
FACS identifiziert, quantifiziert und sortiert werden. Zur Identifizierung friher Vor-
lauferzellen missen reife Blutzellen aus der Analyse ausgeschlossen werden. Das
geschieht durch den Einsatz von linienspezifischen Markern. In dieser Arbeit wurden
mittels FACS-Analyse hauptsachlich bereits beschriebene hamatopoetische Sub-

populationen in verschiedenen Kompartimenten identifiziert und quantifiziert.

Unspezifische Antikdrperbindungen gegen Fc—Rezeptoren (fragment crystalline)
wurden in allen Proben mit anti-Maus CD16/32 blockiert. Die Fc-Rezeptoren werden
auf B-Zellen, Monozyten, neutrophilen Granulozyten und NK-Zellen exprimiert und
binden den Fc-Teil des Antikdrpers im Rahmen einer unspezifischen Immunantwort.
Da diese Rezeptoren Immunglobuline aller Art mit hoher Affinitat binden, kénnen sie
die Bindungsspezifitat von Antikdrpern in durchflusszytometrischen Analysen beein-

flussen.

Pro Ansatz wurden 2—6 x 10° Zellen in einem Endvolumen von 100 pl PBS/10% FKS
mit den entsprechenden direkt konjugierten Antikdrpern 30 min/4° C im Dunkeln
gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen 2 x mit PBS/10% FKS gewaschen und bei
300 x g/5 min/4° C abzentrifugiert.
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Alle Farbeansatze mit biotinylierten Antikorpern wurden danach fur 20 min bei 4° C
im Dunkeln mit dem entsprechenden mit Streptavidin (SA) konjugierten Farbstoff
inkubiert. Dann wurden die Zellen nochmals gewaschen und in 100 yl PBS/10% FKS
zur Analyse aufgenommen. Alle Proben wurden vor der Analyse durch Nylongaze

mit der Maschenweite 40 um gegeben, um Zellkonglomerate zu entfernen.

Fir jedes Versuchstier wurde eine ungefarbte Kontrolle mitgeflihrt. Bei der Etablie-
rung neuer Farbungen wurden so genannte FMO (fluorescence minus one)
Kontrollen durchgefuhrt. Des Weiteren wurden fur frihe Vorlauferanalysen Kontrollen
eingesetzt, die nur linienspezifische Marker enthielten. Die Gerateeinstellungen,
sowie die Kompensationseinstellungen am FACSAria™ erfolgten mit Einzelfarben-
messungen, die in regelmalligen Abstanden wiederholt wurden. Die Auswertung der

Messdaten erfolgte mit Hilfe der Software Summit (DakoCytomation) oder FlowJo

(Verity).

Farbeprotokoll fiir die Analyse von Gesamtknochenmarkzellen:

Zelltyp Phanotyp | linienspezifische | zelltyp- Referenz
Marker (in PE- spezifische
Cy5) Marker
LSK Lin"Sca-1" CD3,CD4,CD8,CD19, | CD117-APC (c-Kit), | Morrison ef al. 1995
c-Kit" CD127 | Gr-1,CD11b, B220, Sca-1-biotin-SA- Ikuta & Weissman
FIt3 CD127,Ter119 PE-Cy7, 1992
LSKflIt3+ Lin"Sca-1" CD3,CD4,CD8,CD19, | CD117-APC, Sca- | Adolfsson et al. 2001
c-Kit"CD127 | Gr-1,CD11b,B220, 1-biotin-SA-PE-
CD44" FIt3" IgM,CD127,Ter119 Cy7, CD44-FITC,
FIt3-PE
LK Lin'Sca-1 wie LSK wie LSK Ikuta & Weissman
c-Kit" CD127 1992
LS Lin"Sca-1" wie LSK wie LSK Ikuta & Weissman
c-Kit CD127" 1992
CLP Lin"Sca-1°" CD3,CD4,CD8,CD19, | CD117-APC, Sca- | Kondo et al. 1997
c-Kit'™" Gr-1,CD11b, B220, 1-biotin-SA-PE-
CD127" Ter119 Cy7, Thy1.1-FITC,
Thy-1.1 CD127-PE
BMP B220°CD19" | keine CD24-APC, AA4.1- | Montecino-Rodriguez
cD127* FITC, B220-PE- et al.2001
AA4.1" Cy5,
CD127-PE, CD19-
PE-Cy7
kleine pra B220" keine B220-Pacific Blue Hardy et al. 1991
B-Zellen CD43 CD19" (PB), CD43-FITC, (Fraktion D)
IgM’ CD19-PE-Cy7,
IgM-biotin-SA-PE
unreife B220" Keine wie pra B-Zellen Hardy et al. 1991
B-Zellen CD43 CD19" (Fraktion E)
IigM*
Megakaryo- | Lin CD41" CD3,CD4,CDs, CD41-FITC, CD61- | Knapp et al. 1989
zyten CcD61* CD19,Gr-1,CD11b, PE Yasuda et al.1995
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B220, IgM,Ter119,

CD11c-APC,
F4/80-APC
Granulo- Lin"Gr-1"" | CD3,CD4,CDS, Gr-1-PE, CD11b- | Taylor et al. 2003
zyten CD11b™ CD19,Gr-1,CD11b, FITC
B220, IgM,Ter119
Monozyten | Lin" Gr-1°" wie Granulozyten Gr-1-PE, CD11b- Taylor et al. 2003
CD11b" FITC

Farbeprotokoll fur die Analyse von Gesamtthymuszellen:

Zelltyp Phanotyp | linienspezifische | zelltyp- Referenz
Marker (in PE- spezifische
Cy5) Marker
ETP Lin"Sca-1" CD3,CD4,CD8,CD19, | CD117-APC, Allman et al. 2003
c-Kit" Gr-1,CD11b,B220, Sca-1-biotin-SA-
cD1277™" CD127,Ter119 PE-Cy7,
CD25 CD44-FITC, CD25-
CD44"9" PE
TN1-TN4 Lin"CD3" CD3,CD4,CD8,CD19, | CD44-FITC, Pearse et al. 1989
CD4 CD8 Gr-1,CD11b,B220, CD25-PE
CD25 und CD127,Ter119
CD44
variieren
T-Zellen CcD3" keine CD3-FITC, Samelson et al. 1987
CcD4" cD8* CD4-APC, CD8-PE | Dyanilas et al. 1983
CD4" CD8 Ledbetter et al. 1980
CD4 CD8"
reife Lin"'B220" CD4,CD8,Ter119 CD43-FITC, B220- | Akashi et al. March
B-Zellen CD19" IgM+ PB, CD19-PE-Cy7, | 2000
CD43 IgM-biotin-SA-PE
plasma- Lin" PDCA" CD3,CD19,CD11b, CD11c-APC, Fischer et al. 2004
zytoide Ly-6C* Ter119,IgM Ly-6C-FITC, Vremec et al. 2000
DC CcD11c™ mPDCA-biotin-SA-
PE
lymphoide Lin"CD11b’ CD3, CD19, Ter119, CD11c-APC, CD8- | Pia Bjorck 2001
DC B220CD11c’ IgM PE, B220-PB,
cD8" CD11b-FITC

Farbeprotokoll fur die Analyse von Gesamtmilzzellen:

Zelltyp Phanotyp | linienspezifische | zelltyp- Referenz
Marker (in PE- spezifische
Cy5) Marker
T-Zellen CD3" keine CD3-FITC, Samelson et al. 1987
CD4" CD8" CD4-APC, Dyanilas et al. 1983
CD4" CD§ CD8-PE Ledbetter et al. 1980
CD4 CD8"
B-Zellen B220" CD19" | keine B220-PB, CD19- Coffman 1982
IgM* PE-Cy7, IgM-biotin- | Engel et al. 1995
SA-PE Kroese et al. 1987
Plasma- CD19" keine CD19-PE-Cy7 Sanderson et al.
zellen Syndecan1” Syndecan1-biot- 1989

APC
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plasma- Lin PDCA" CD3,CD19,IgM, CD11c-APC, Ly- Fischer et al. 2004
zytoide Ly-6C* CD11b,Ter119, 6C-FITC, mPDCA- | Vremec et al. 2000
DC cD11c™ biotin-SA-PE
lymphoide Lin"CD11b’ CD3,CD19,Ter119, CD11c-APC, CD8- | Bjorck Pia 2001
DC B220'CD11¢" | IgM PE, B220-PB,
CcD8’ CD11b-FITC
myeloide Lin CD11b" CD3,CD19,Ter119, CD11c-APC, CD8- | Bjorck Pia 2001
DC B220°CD11¢c" | IgM PE, B220-PB,
CD§8 CD11b-FITC
Megakaryo- | Lin CD41" CD3,CD4,CD8,CD19, | CD41-FITC, Knapp et al. 1989
zyten CD61" Gr-1,IgM,CD11b, CD61-PE Yasuda et al. 1995
B220,Ter119,
CD11c-APC, F4/80-
APC

3.6.2 FACS-Analyse von Subpopulationen im peripheren Blut

Das retrobulbar enthommene, heparinisierte Blut der Mause wurde mittels Blutbild-
automaten untersucht. Der Anteil von B-Zellen, T-Zellen, Granulozyten und Mono-
zyten im Blut wurde zusatzlich mittels FACS-Analyse und manueller Differential-
blutbildzahlung bestimmt. Die durchflusszytometrische Analyse der Leukozyten-Sub-
populationen erfolgte nach einer Farbung in Vollblut und anschlie3iender Erythro-
zytenlyse mit einem speziellen Lysereagenz (Cal-Lyse, Caltag). Fur diese Methode
wurden 50 ul Vollblut mit 3 ul anti-Maus CD16/32 fur 10 min inkubiert, um un-
spezifische Antikérperbindung Uber die Fc-Rezeptoren zu verhindern. AnschlieRend
wurden die Proben mit je 1 yl anti-Maus CD3-FITC und anti-Maus B220-PE-Cy5 (B-
und T-Zellfarbung), sowie 1 pl anti-Maus CD11b-FITC und anti-Maus Gr-1-PE
(Granulozyten und Monozytenfarbung) versehen und 15 min bei RT inkubiert. Dann
wurden 100 pl Cal-Lyse Reagenz auf die Proben pipettiert, diese gemischt und flr
weitere 10 min inkubiert. Im nachsten Schritt wurde 3 ml Aqua dest auf die Proben
gegeben und bis zur Aufhellung der Zellsuspension (héchstens 3 min) gewartet. Um
die lysierten Erythrozyten zu entfernen, wurden die Proben einmal mit PBS ge-
waschen und pelletiert. Zur Messung am FACSCalibur™ wurden die Zellen in 200 pl

PBS aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der FACS-Software Summit.

3.6.3 Zellsortierung friiher myeloider Vorlduferzellen am FACSAria™

Bei der durchflusszytometrischen Zellsortierung wird die Zellsuspension im Zellsorter
nach dem Passieren des Laserstrahls und der Analyse der Zellen durch eine dinne
Duse gepresst und der Flussigkeitsstrahl durch periodische Druckschwankungen in
einzelne Tropfchen zerlegt. Der Abrisspunkt des Tropfens kann prazise bestimmt

werden. Die Tropfen, die eine fur die Sortierung vorgesehene Zelle enthalten,
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werden mit einer Ladung versehen und durch elektrostatische AbstoRung zwischen
zwei elektrisch geladenen Platten aus dem Hauptstrahl abgelenkt und in das ent-
sprechende Auffangrohrchen geleitet. Die Zellen wurden nach definiertem Farbe-
protokoll (wie in 3.6.1 beschrieben) inkubiert und in 300-400 ul PBS/10% FKS aufge-
nommen. Alle Proben wurden vor der Sortierung durch 40 um Nylongaze gegeben,
um Zellkonglomerate zu entfernen. Fur jede Messung wurden Kontrollen mitgefihrt.
Direkt vor der Zellsortierung wurde zu der Zellsuspension 3 ul DAPI-Losung ge-
geben, um die toten Zellen anzufarben und sie von der Sortierung auszuschlieen.
Die Zellen wurden direkt in Komplettmedium mit Zytokinen fur Kollagen-Assays
sortiert. Nach Zugabe von 1,2 ml Rinderkollagen wurden die Proben im Doppel-

ansatz zu je 1,5 ml ausplattiert und 10-12 Tage inkubiert.

Farbeprotokoll fiir die Sortierung myeloider Vorlaufer aus Gesamtknochen-
mark:

Zelltyp | Phanotyp linienspezifische | zelltypspezifische | Referenz
Marker (in PE-| Marker
Cys5)
CMP Lin Sca-1" CD3,CD4,CDS8, CD117-APC, Sca-1— | Akashi et al.
c-Kit"CD127" | CD19,Gr-1,CD11b, biotin-SA-PE-Cy?7, 2000
CD34" B220,CD127,Ter119 | CD34-FITC, CD16/32-
CD16/32"" PE
GMP Lin" Sca-1" wie CMP wie CMP Akashi et al.
c-Kit" 2000
CD127 CD34"
CD16/32"
MEP Lin" Sca-1" wie CMP wie CMP Akashi et al.
c-Kit" CD127 2000
CD34"™"
CD16/32"%

3.6.4 Sortierung des LS Vorlédufers fiir eine mRNA-Array-Analyse

Fiar eine vergleichende Analyse des mRNA Expressionsspektrums von hamato-
poetischen Vorlaufern in einem cDNA-Microarray-Experiment wurden jeweils 1x10°
LS (Lin" Sca-1") Vorlauferzellen sortiert. Dazu wurden Knochenmarkzellen aus 10
Mausen isoliert und vereinigt. Die Erythrozyten wurden mit 2 ml Lysepuffer entfernt
und die Probe 2 x mit PBS/10% FKS gewaschen. Um reife Blutzellen vor der Sortie-
rung zu entfernen wurde eine Depletion von Zellen, die linienspezifische Antigene
exprimieren (lineage-depletion), am autoMACS™ mit paramagnetischen MicroBeads
(Ziege anti-Ratte 1gG) vorgenommen. Zunachst wurden alle Zellen mit linien-

spezifischen Antikérpern nach folgendem Ansatz markiert.

-41 -



4 x 108 Zellen in 820 pl PBS/5% FKS
+ 40 pl (1:50) CD3-PE-Cy5

+ 20 pl (1:100) CD4-PE-Cy5

+ 20 pl (1:100) CD8-PE-Cy5

+ 20 pl (1:100) CD19-PE-Cy5

+ 40 pl (1:50) Gr-1-PE-Cy5

+ 40 pl (1:50) B220-PE-Cy5

Nach 30 min Inkubation auf Eis im Dunkeln wurden die Zellen 2 x mit 4 ml MACS-
Puffer pH 7,2 (2 mM EDTA in PBS, 0,5% Rinderserumalbumin) gewaschen. An-
schlieRend wurden pro 1 x 10” Zellen 20 ul MicroBeads und 80 ul Macs-Puffer
pipettiert und fur 15 min bei 4° C inkubiert. Dabei binden die Beads an die Fc-
Domane der Antikdrper auf den Zellen und lassen sich, durch Fixierung an eine
magnetische Saule im autoMACS™ aus der Zellsuspension entfernen. Dadurch
erfolgt eine Anreicherung von unreifen Zellen, die keine linienspezifischen (Lin’)
Marker tragen. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 4° C in Hanks—Puffer gelagert. Am

nachsten Tag wurden die Zellen flr die Sortierung (siehe 3.6.1.) gefarbt.

Farbeprotokoll fiir Lin” Sca-1* Vorlaufer aus Knochenmark:

Zelltyp | Phanotyp linienspezifische | zelltyp- Referenz
Marker (in PE- | spezifische
Cy5) Marker

LS Lin"Sca-1" CD3,CD4,CD8,CD19, | Sca-1-biotin-SA-PE- | Akashi et al.
Gr-1,CD11b, B220, Cy7 2000
CD127,Ter119

Die sortierten Zellen wurden in 200 yl RLT-Puffer aufgenommen und bei -25° C flr

die spatere Gewinnung von RNA aufbewahrt.

3.7 Statistische Methoden

Fir Vergleiche der einzelnen Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten wurde der
Student’s t-Test, fur die Auswertung der Zeitverlaufe eine ANOVA-Varianzanalyse
und fur Vergleiche zwischen einzelnen Zeitpunkten der Bonferroni-Test durchgeflhrt.

Alle Berechnungen wurden mit der Software SPSS durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Hamatopoese von c-mpl”*- und c-mpf"-Méusen im Alter
von 3-25 Monaten in Knochenmark, Thymus, Milz und peripherem Blut untersucht.
Dabei wurden im Altersabstand von 3 Monaten friihe und spate Vorlaufer myeloiden
und lymphoiden Ursprungs sowie linienspezifische Zellen in unterschiedlichen Reife-
stadien durchflusszytometrisch quantifiziert und - zum Teil nach durchflusszyto-

metrischer Sortierung - funktionell untersucht.

4.1 Untersuchung frither hamatopoetischer Vorlaufer im Knochen-
mark

Der multipotente friihe hamatopoetische Progenitor LSK (Lin® CD127" Thy1.1°" Sca-
1* c-Kit") und die weiter differenzierten Vorlaufer LK (Lin~ Sca-1" c-Kit") und LS (Lin

Sca-1" ¢c-Kit") wurden in Anlehnung an Spangrude et al. (1988), Ikuta & Weissman
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Abb. 4.1: Identifikation hdmatopoetischer Vorlaufer LSK, LK und LS im Gesamtknochenmark

A: Die Lin" CD127 Zellpopulation wurde anhand der Expression von Sca-1 und c-Kit in 3 Vorlauferpopu-
lationen unterteilt und quantiiziert. B: Langzeitanalyse von Knochenmarkzellen aus c-mpl"”- und c-mpl'/'-
Mausen. Gezeigt wird der prozentuale Anteil der Vorlauferpopulationen bezogen auf Gesamtknochenmark-
zellen Uber einen Zeitraum von 25 Monaten. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichung
aus mehreren unabhangigen Experimenten, flir die pro Altersgruppe und Genotyp 8-12 Mause untersucht
wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).
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(1992) und Osawa et al. (1996*) durchflusszytometrisch untersucht. Schon bei
jungen KO-Mausen ist eine starke Reduktion der Anzahl an LSK Vorlaufern im
Knochenmark um 65% und an LK Vorlaufern um 42% im Vergleich zur Kontroll-
gruppe festzustellen. Diese Reduktion der frGhen Vorlauferpopulationen gegenuber
der Kontrollgruppe konnte Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 25
Monaten beobachtet werden (Abb. 4.1 B). Die Anzahl an weiter differenzierten LS
Vorlaufern ist bei jungen KO-Mausen leicht erhéht und zeigt keine signifikante alters-

abhangige Veranderung.

4.2 Langzeitbeobachtung myeloider Vorlaufer im Knochenmark und
reifer Subpopulationen der myeloiden Reihe in der Milz und peri-
pherem Blut
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Abb. 4.2: |dentifikation myeloider Vorlduferzellen im Mausknochenmark

A: Die Lin" CD127 Sca-1" c-Kit" Population wurde durchflusszytometrisch in Abhéngigkeit von der CD16/32
und CD34 Expression in 3 Subpopulationen unterteilt und sortiert. B: Reanalyse von sortierten CMP, GMP
und MEP Vorlauferpopulationen.
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4.2.1 Sortierung und Kultivierung friiher myeloider Vorldufer aus Knochenmark

Die Analyse und Sortierung der frihen myeloiden Vorlaufer CMP (common myeloid
progenitor), GMP (granulocyte/macrophage lineage-restricted progenitor) und MEP
(megakaryocyte/erythrocyte lineage-restricted progenitor) aus dem Knochenmark
erfolgte in Anlehnung an ein Protokoll von Akashi et al. (2000). Die FACS-Analyse
diente der Quantifizierung dieser 3 Vorlauferpopulationen im Knochenmark in Abhan-
gigkeit vom Alter. Zur Uberpriifung des Differenzierungsspektrums und des klono-
genen Potentials der Zellen in diesen Populationen wurden die frlhen myeloiden
Vorlaufer in Kolonie-Assays sortiert. Abbildung 4.2 zeigt die durchflusszytometrische

Identifikation der 3 Vorlauferpopulationen und ihre Reanalyse nach der Zellsortie-

rung.
A C CMP Kolonie Assay
g =] 3
) . 245 Wildtyp 2 45 B wildtyp
Lin-c-Kit+ ~ ; Ok~ g "] ; o Fhe
104 2 - P | - L
g 1 . 2" 1M .
2 1 2 s
8 8
~ 05 — 4
3 X =
) = | o
— 50 5 0 l . - .
] e 3 14-19 22-25 z 3 1419 22-25
[&] :
= Alter in Monaten Alter in Monaten
I I iy 1+ N2y .
@ |
]D‘ é 44 T E 1.5 | * .
s 24 = | i
Ay | ) 05|
“.J wo ;
o | + - — ! .
g 03 1419 2225 g0 3 14-19 22-25
(5] ) = .
. B CMP Analyse Alter in Monaten Alter in Monaten
© Ewildtyp
€ 0,16 T Oko
c
2 " *
8 0.12
c
=
E 008
w
3 T
© 004 - |
= 1
O 4
2 0
> ,
2 3 14-16 22-25

Alter in Monaten

Abb. 4.2.1.1: Analyse von sortierten CMP Vorlauferzellen aus Mausknochenmark in Kolonie-Assays

A: Identifikation des CMP Vorlaufers Lin® CD127 Sca-1" c-Kit" CD16/32°" CD34" im KM. B: Durchfluss-
zytometrische Langzeitanalyse von Knochenmarkzellen aus c-mpf'”- und c-mpl"'-Méusen. Gezeigt wird der
prozentuale Anteil der Vorlauferpopulationen bezogen auf Gesamtknochenmarkzellen Gber einen Zeitraum von
25 Monaten. C: Analyse von sortierten CMP Zellen in Kollagen-Assays (s. 3.4) mit Zytokin-Vollstimulation
(SCF, IL-3, IL-6, EPO, GM-CSF, G-CSF). Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen
Experimenten, fir die pro Altersgruppe und Genotyp 10-14 Mause untersucht wurden. Die Sternchen
bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).
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CMP - die gemeinsame Vorléduferzelle der myeloiden Zellreihen
Die Anzahl an multipotenten Vorldufern CMP (Lin” CD127" Sca-1" c-Kit" CD16/32°"
CD34"*) war im Knochenmark von c-mpl”-Mausen im Vergleich zur c-mpl*"*-Kontroll-
gruppe im Altersverlauf durchgehend um 60% reduziert (Abb. 4.2.1.1 B). Diese uber
die Expression von Oberflachenantigenen charakterisierten Vorlaufer zeigten aulRer-
dem ein vermindertes klonogenes Potential in Kolonie-Assays (Abb. 4.2.1.1 C). Die
Anzahl von CFU-Mix (definiert als Kolonien, die Zellen der roten und der weilden
Reihe enthalten) war bei c-mpl”-Mausen deutlich reduziert (40% im Alter von 3
Monaten und 60% im Alter von 2 Jahren). Die Anzahl von CFU-GM (Granulo-
zyten/Monozyten-Kolonien) war bei jungen c-mpl"-Mausen um 25% reduziert und
veranderte sich im Altersverlauf nicht signifikant. Die Anzahl an CFU-E (Erythro-
zyten-Kolonien) war im Vergleich zur Kontrollgruppe um durchschnittlich 43% re-
duziert und zeigte bei beiden Gruppen keine Veranderung im Altersverlauf. Uner-
wartet nahm die Anzahl an CFU-Meg/E (Megakaryozyten/Erythrozyten-Kolonien) im
Altersverlauf leicht zu, bei den KO-Mausen war dieser Effekt sogar starker ausge-
pragt als in der Kontrollgruppe. Die CFU-E- und CFU-Meg/E Kolonien aus den c-mpl
"_Mausen enthielten weniger Zellen als die der Kontrollgruppe, was auf eine einge-

schrankte Proliferationsfahigkeit der Ursprungszellen verweist.
MEP - die gemeinsame Vorlduferzelle von Erythrozyten und Megakaryozyten

Die Anzahl an bipotenten MEP Vorlaufern war bei den KO-Mausen erwartungs-
gemal durchgehend Uber den gesamten Untersuchungszeitraum stark vermindert
(Abb. 4.2.1.2 B). Der prozentuale Anteil im Knochenmark bei jungen KO-Mausen (3
Monate) betrug 45% und bei alten KO-Mausen (24 Monate) nur noch 34% im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Es wurde eine signifikante (p<0,001) Abnahme der Anzahl
von MEP Vorlauferzellen im Altersverlauf von KO-Mausen beobachtet. Dieses
Resultat entspricht damit den Ergebnissen aus den Kolonie-Assay Untersuchungen
von sortierten MEP Vorlaufern: So konnte bei der KO-Maus eine Abnahme der Zahl
aller Kolonietypen im Altersverlauf, eine deutliche Reduzierung der Koloniegrof3e und
ein vollstandiges Verschwinden von Megakaryozyten-Kolonien (>50 Zellen) ab einem
Alter von 14 Monaten beobachtet werden. Diese Ergebnisse spiegeln die starke Ein-

schrankung der gesamten Megakaryozytopoese bei den KO-Mausen wider.
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Abbildung 4.2.1.2: Sortierung der GMP und MEP Vorlauferzellen aus Mausknochenmark in Kolonie-Assays
A: Identifikation des MEP Vorlaufers (Lin° CD127" Sca-1" c-Kit" CD16/32°" CD34°") und des GMP Vorlaufers
(Lin" CD127 Sca-1" c-Kit" CD16/32" CD34") im Knochenmark von c-mp/™*- und c-mpl"-Mausen.

B oben: Durchflusszytometrische Analyse des MEP Vorlaufers im KM. Gezeigt wird der prozentuale Anteil der
Vorlauferpopulationen bezogen auf Gesamtknochenmarkzellen Gber einen Zeitraum von 25 Monaten.

B unten: Langzeitanalyse von sortierten Zellen des MEP Vorlaufers in serumhaltigen Kollagen-Assays mit
Zytokin-Vollstimulation (SCF, IL-3, IL-6, EPO, GM-CSF, G-CSF). Es erfolgte eine Differenzierung in CFU-E,
CFU-Meg/E und CFU-Meg Kolonien (letztere weiter differenziert nach KoloniegréRe 3-10,11-20,20-50 und
>50 Zellen). C: Untersuchung des GMP Vorlaufers. Quantifiziert wurde die Gesamtzahl an CFU-GM, CFU-G
und CFU-M. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten, fiir die pro
Altersgruppe und Genotyp 10-14 Mause untersucht wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante
Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).
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GMP - der Granulozyten-Monozyten Vorlaufer

Die Anzahl an den bipotenten Vorlaufern GMP war im Knochenmark der KO-Mause
um 25% und im Kolonie-Assay um 22% gegenuber der Kontrollgruppe vermindert.
Eine funktionelle Einschrankung wie bei den frihen myeloiden Vorldufern und bei
den Megakaryozyten-Erythrozyten Vorlaufern zeigte sich bei den GMP-Vorlaufer-
zellen nicht. Sortierte GMP Zellen aus KO-Mausen zeigten in vitro das gleiche klono-
gene Potential wie die aus Wildtyp-Mausen (Abb. 4.2.1.2 C).

4.2.2 Untersuchung myeloider Vorldufer aus Knochenmark in Kolonie—Assays

Um zu Uberprifen wie stark die quantitativen Reduktionen innerhalb der gesamten
Myelopoese sind und ob die verschiedenen Differenzierungsstadien funktionelle
Einschrankungen zeigen, sollte der Anteil Kolonie-bildender Zellen im Gesamt-
knochenmark Uber den Experimentierzeitraum von 2 Jahren in Kolonie-Assays
untersucht werden. Dazu wurden Gesamtknochenmarkzellen mit zwei verschiedenen
Zytokinkombinationen in einem halbfesten Medium auf Kollagen-Basis fur 12 Tage
kultiviert und die Kolonietypen nach Fixierung und Farbung bestimmt. Die Zytokin-
kombination ,Teilstimulation enthielt Faktoren, die vorwiegend die Erythrozytopoese
und Megakaryozytopoese stimulieren wie: SCF, EPO, IL-6 und IL-3. Fur eine
Stimulation granulozytarer und monozytarer Vorlaufer enthielt die Kombination
,Vollstimulation“ zusatzlich zu den Faktoren in der Kombination ,Teilstimulation" noch
G-CSF und GM-CSF.

Die Anzahl Kolonie-bildender Zellen im Knochenmark von KO-Mausen war Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum von 24 Monaten signifikant reduziert und nahm im
Alter weiter ab (Abb. 4.2.2 A-B). Dies betraf granulozytare und erythrozytare Kolo-
nietypen gleichermalien. Die Ergebnisse aus den Versuchen mit unterschiedlichen
Zytokinkombinationen unterschieden sich daher nur unwesentlich (Abb. 4.2.2 A vs.
B). KO-Mause im Alter von 3 Monaten hatten eine um 58% reduzierte Gesamtkolo-
niezahl, wahrend KO-Mause im Alter von 2 Jahren eine Verminderung um 70%
zeigten. Zusatzlich konnte eine deutlich reduzierte Proliferationsfahigkeit der friihen
und erythrozytaren Vorlaufer (CFU-Mix, CFU-Meg/E, CFU-E) beobachtet werden, die
kleinere Kolonien bildeten als die Zellen in der Kontrollgruppe. Die Anzahl der Mega-
karyozyten-Kolonien war in 3 Monate alten KO-Mausen um 40% und in 18-22
Monate alten KO-Mausen um 63% reduziert.
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Abb. 4.2.2: Langzeitbeobachtung von Knochenmarkvorlduferzellen aus c-mp/™*-
Kolonie-Assay nach Te|I und Vollstimulation mit Zytokinen
A: Jeweils 2,5 x 10° Knochenmarkzellen/Schale wurden mit SCF, EPO, IL-6 und IL-3 (ber 12 Tage im
Kollagen Assay inkubiert. Quantifiziert wurden folgende Kolonietypen CFU-GM, CFU-Mix, CFU-E, CFU-
Meg/E und Megakaryozytenkolonien differenziert nach Zellzahl (3-10, 11-20, >20 und >50 Zellen). B: wie A,
Jedoch mit SCF, EPO, IL-6, IL-3, G-CSF und GM-CSF) C: Prozentualer Anteil von Megakaryozyten (Lin" c-Kit"
CD41" CD61%) im Knochenmark von c- mpl" - und c-mpf -Mausen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus
mehreren unabhangigen Experimenten, fir die pro Altersgruppe und Genotyp 8-12 Mause untersucht wurden.
Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).

und c-mpl-Méausen im
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Uberraschenderweise beobachteten wir einen Anstieg der Megakaryozyten-Kolonien
bei den KO-Mausen im Alter von 25 Monaten. Um zu Uberprifen, ob diese in vitro
Beobachtung mit dem Vorkommen von durchflusszytometrisch nachweisbaren
megakaryozytaren Vorlaufern im Knochenmark korreliert, wurde der prozentuale
Anteil der friihen Megakaryozytenvorlaufer Lin™ c-Kit" CD41" CD61" (Hodohara et al.
2000) im Knochenmark von KO- und Wildtyp-Mausen untersucht (Abb. 4.2.2 C).

Im Knochenmark von KO- und Wildtyp-Mausen zeigten die frihen Megakaryozyten-
vorlaufer eine deutliche altersabhangige Zunahme. In der Wildtyppopulation war
diese Zunahme im Alter mit einer Verdreifachung des Megakaryozytenvorlaufer-
anteils im Knochenmark sehr deutlich zu beobachten. Die Megakaryozyten in der LK
Population bei jungen KO-Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe waren zwar
erwartungsgemald quantitativ verringert, aber auch ihre Zahl nahm bis zum Alter von

24 Monaten um ca. 30% zu.

Es wurde nicht Uberpriuft, ob diese Megakaryozyten ausreifen und Thrombozyten
bilden kénnen. Eventuell handelt es sich um eine Verschiebung des Verhaltnisses
von Endomitosen und Mitosen mit vollstandiger Zellteilung innerhalb der Ausreifung

der Megakaryozyten.

4.2.3 Untersuchung von reifen myeloiden Zellen im Knochenmark

Zusatzlich zur Untersuchung der hamatopoetischen Vorlauferzellen wurde auch der
Anteil reifer Zellen der myeloiden Reihe im Knochenmark durchflusszytometrisch
analysiert. Aus den Resultaten geht hervor, dass der Anteil reifer Granulozyten bei c-
mpl"-Mausen im Vergleich zur Kontroligruppe um 40-50% vermindert war (Abb.
4.2.3 A). Der Anteil von Monozyten war bei c-mpl”-Méusen ebenfalls deutlich re-
duziert (50% im Alter von 3 Monaten, 25% im Alter von 2 Jahren) (Abb. 4.2.3 B).

Der Unterschied zwischen KO- und Wildtyp—Mausen hinsichtlich der Anteile an reifen
Granulozyten und Monozyten war bei jungen Mausen starker ausgepragt als bei den
2 Jahre alten Tieren. Die CD41" CD61" Megakaryozyten waren bei den KO-M&usen
uber den gesamten Altersverlauf stark reduziert (Abb. 4.2.3 C).
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Abb. 4.2.3: Durchflusszytometrische Analyse von Granulozyten, Monozyten und Megakaryozyten im
Knochenmark von c-mpl™*- und c-mpl"™-Mausen ,

A: Lin" (CD3, CD4, CD8, CD19, CD11b, B220, IgM, Ter119) Gr-1Mah Granulozyten (n=8); B: Lin" (wie Granulo-
zyten) CD11b* Monozyten (n=5-8); C: Lin" (CD3, CD4, CD8, CD19, Gr-1, CD11b, B220, IgM, Ter119, CD11c-
APC, F4/80-APC) CD41" CD61" Megakaryozyten wurden im Gesamtknochenmark identifiziert und im Alters-
verlauf quantifiziert. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten, fir die
pro Altersgruppe und Genotyp 6-12 Mause untersucht wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch
signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).

4.2.4 Untersuchung von reifen myeloiden Zellen in der Milz

Um zu Uberprifen, ob die Verminderung der Zellen aus der myeloiden Reihe nur auf
das Knochenmark beschrankt ist, wurden reife myeloide Zellen in der Milz und im
peripheren Blut (siehe 4.2.5) untersucht.

In der Milz befinden sich besonders viele dendritische Zellen, die hier naive Lympho-
zyten durch Antigenprasentation aktivieren. Die durchflusszytometrische Untersuch-
ung der dendritischen Zellen myeloiden Ursprungs (MDC) in der Milz ergab eine
leichte Verminderung bei den c-mpl™-Mausen (79% vom Wildtyp, s. Abb. 4.2.4 A).
Um herauszufinden, inwieweit die extramedullare Hamatopoese in der Milz an der
TPO-unabhangigen Produktion von Thrombozyten beteiligt ist, wurde auch hier der

Anteil von Megakaryozyten untersucht.
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Dabei zeigte sich in der Megakaryozytenpopulation, ahnlich wie im Knochenmark,
eine altersunabhangige Verminderung um 90% im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abb. 4.2.4 B). Die Hamatopoese in der Milz tragt also nicht im verstarkten Mal3e zur

Thrombozytenbildung in der KO-Maus bei.
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Abb. 4.2.4: Durchflusszytometrische Untersuchung von myeloiden dendritischen Zellen (MDC) und
Megakaryozyten in der Milz von c-mpf”- und c-mpf"-Méusen

A: Prozentualer Anteil von MDCs Lin" (CD3, CD19, Ter119, IgM) CD11c” CD11b* B220" CD8 in der Milz B:
Prozentualer Anteil von Lin" CD41" CD61" Megakaryozyten in der Milz. Die Daten reprasentieren Mittelwerte
aus mehreren unabhangigen Experimenten, fir die pro Altersgruppe und Genotyp 6-8 Mause untersucht
wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).

4.2.5 Untersuchung von Granulozyten und Monozyten im peripheren Blut

Der Anteil reifer Granulozyten und Monozyten im peripheren Blut wurde, analog zu
den Untersuchungen im Knochenmark, seriell untersucht (Abb. 4.2.5). Im Blut beo-
bachteten wir eine altersabhangige Abnahme der Zahl an Granulozyten und Mono-
zyten bei Wildtyp- und KO-Mausen, die zwischen 20-27% liegt. Dabei waren die
Zahlen bei den c-mpf"-Méusen nur unwesentlich niedriger als bei den Wildtyp-
Tieren. Innerhalb der hamatopoetischen Entwicklung dieser Zellen findet eine fast

vollstandige Kompensation des Stammzelldefektes statt.
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Abb. 4.2.5: Durchflusszytometrische Analyse von Granulozyten und Monozyten im peripheren Blut

A: Identifizierung der Subpopulationen mittels FACS—Analyse. Gr-1h" CD11b™ Granulozyten wurden von Gr-
1" CD11b" Monozyten unterschieden und quantifiziert.B: Serielle Analyse von Granulozyten und Monozyten
im peripheren Blut von c-mpl"/"— und c-mpf/'—Méusen. Die Zellzahl in B ergibt sich aus der Kombination von
Messung der Gesamtleukozytenzahl im Blutbild-Automaten und der Bestimmung des prozentualen Anteils der
Zellpopulation aus der FACS—-Analyse. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen
Experimenten, fir die pro Altersgruppe und Genotyp 6-12 Mause untersucht wurden. Die Sternchen
bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).

4.3 Langzeitbeobachtung von Subpopulationen lymphoider Zellen
und deren Vorlaufer in Knochenmark, Milz, Thymus und peripherem
Blut

4.3.1 Untersuchung friiher lymphoider Vorlaufer im Knochenmark

Im Rahmen der Versuche an frithen Vorlduferzellen im Knochenmark von c-mpf’-
Mausen sollte geklart werden, ob lymphoide Vorlaufer ahnliche quantitative und funk-
tionelle Einschrankungen zeigen wie myeloide Vorlaufer. In friheren Untersuchun-
gen wurden keine auffalligen Veranderungen in Lymphozyten-Subpopulationen

beschrieben (Alexander et al. 1996). Vorlaufer der lymphoiden Reihe wurden bisher
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noch nicht untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der friihe lymphoide LSKfIt3*
(Lin" Sca-1" c-Kit" FIt3" CD127  CD44") Vorlaufer seriell im Abstand von 3 Monaten in
Anlehnung an ein Protokoll von Adolfsson et al. (2001) identifiziert und quantifiziert.
Die Anzahl an friilhen lymphoiden LSKflt3* Vorlaufern im Knochenmark von c-mp/™-
Mausen war im Vergleich zur Kontrollgruppe um 65% deutlich reduziert (Abb. 4.3.1.1
A). In den Wildtyp-Mausen war eine altersabhangige signifikante Abnahme der
LSKI{It3* Zellen von 50% Uber einen Zeitraum von 2 Jahren (Abb. 4.3.1.1 B) nachzu-
weisen (p<0,006). Bei den KO-Mausen zeigte sich dagegen im Altersverlauf keine
wesentliche Veranderung des Anteils von LSKIfIt3" Zellen. Fir den von Kondo et al.
(1997) definierten gemeinsamen Vorlaufer der lymphoiden Reihe CLP (common

lymphoid progenitor) ergaben sich ahnliche Ergebnisse (Abb. 4.3.1.2).
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Abb. 4.3.1.1: Identifizierung und Quantifizierung des friihen lymphoiden Vorlaufers LSKflt3" im Knochenmark
A: |dentifizierung und Vergleich des LSKfIt3* Vorlaufers zwischen 3 Monate alten KO- und Wildtyp-Mausen.
B: Durchflusszytometrische Analyse des LSKflt3" Vorldufers im Knochenmark. Als linienspezifische Marker
dienten CD3, CD4, CD8, CD19, Gr-1, CD11b, B220, IgM, CD127, Ter119. Die Daten reprasentieren Mittel-
werte aus mehreren unabhangigen Experimenten, fiir die pro Altersgruppe und Genotyp 6-12 Mause unter-
sucht wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).
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Der CLP Vorlaufer (Lin” Sca-1"" c-Kit® CD127* Thy-1.1") stammt von dem friiheren
LSKflt3"Vorlaufer ab und generiert vorwiegend B-Zellen, aber auch T-Zellen, NK
Zellen und dendritische Zellen. Auch fir diesen lymphoiden Vorlaufer konnte wie fur
den friiheren LSKIfIt3" Vorlaufer bei den Wildtyp-Mausen, eine signifikante altersab-
hangige Abnahme gezeigt werden (p<0,001). Bei den KO-Mausen war der Anteil an
CLP Vorlauferzellen &hnlich stark reduziert wie der des LSKIflt3" Vorlaufers und
zeigte ebenfalls eine weitere signifikante Abnahme im Alter (p<0,007) (Abb. 4.3.1.2).
Insgesamt konnten wir also eine ahnlich starke Verminderung der Anzahl friher lym-
phoider Vorlaufer feststellen, wie fur die frihen hamatopoetischen Stammzellen (s.

4.1) und die frihen myeloiden Vorlauferzellen (s. 4.2.1).
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Abb. 4.3.1.2: Durchflusszytometrische Untersuchung des lymphoiden Vorlaufers CLP im Altersverlauf

A: Identifizierung der CLP Population mit folgenden linienspezifischen Markern (CD3, CD4, CD8, CD19, Gr-1,
CD11b, B220, Ter119).B: Serielle Analyse des prozentualen Anteils von CLP im Gesamtknochenmark von
KO- und Wildtyp-Mausen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten,
fur die pro Altersgruppe und Genotyp 6-12 Mause untersucht wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch
signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).
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4.3.2 Untersuchung von B-Zellen im Knochenmark

Die Analyse von B-Zellen im Knochenmark sollte Aufschluss dartber geben, ob die
Reduzierung des CLP Vorlaufers der KO-Mause Auswirkungen auf die weitere Ent-
wicklung der B-Zell-Reihe hat. Daflr wurden die von Hardy et al. (1991) definierten
B-Zell-Vorlauferpopulationen Fraktion D (kleine pra-B-Zellen) und Fraktion E (unreife
B-Zellen) durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 4.3.2).

A B

kleine pra B-Zellen unreife B-Zellen

= wildt = wil
B w g

, Com .
LLEAL L

3 9-12 21-24 3 9-12 21-24

B
(9]
1

% von Gesamtknochenmark
I
% von Gesamtknochenmark

(=]
o

Alter in Monaten Alter in Monaten

Abb. 4.3.2: Durchflusszytometrische Untersuchung von B-Zellen im Knochenmark von c-mp/”*- und c-mpl”-
Mausen

A: Prozentualer Anteil von kleinen pra-B-Zellen (B220" CD43 CD19" IgM Fraktion D nach Hardy et a.1991) im
KM. B: Prozentualer Anteil von unreifen B-Zellen (8220'm CD43 CD19" IgM” Fraktion E nach Hardy et al.1991)
im KM. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten, fiir die pro Alters-
gruppe und Genotyp 6-8 Mause untersucht wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante
Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).

Sowohl die Anzahl an pra B-Zell-Vorlaufern als auch die an unreifen B-Zellen waren
bei den KO-Mausen bis zum Alter von 12 Monaten nicht oder nur leicht vermindert.
Die Reduktion des Anteils dieser Vorlauferzellen wurde offensichtlich in jungen Mau-
sen durch vermehrte Zellteilungen wahrend der B-Zell-Differenzierung ausgeglichen.
Im Altersverlauf jedoch wurde in KO-Mausen eine signifikant starkere Abnahme der
Anzahl an kleinen pra B-Zellen (p<0,001) und unreifen B-Zellen (p<0,003) um jeweils
45% beobachtet (21-24 Monate). In den Wildtyp-Mausen konnte im Altersverlauf
ebenfalls eine signifikante Abnahme von kleinen pra B-Zellen (p<0,05) um 35%
nachgewiesen werden. Diese altersabhangige Verringerung von pra B-Zellen und
unreifen B-Zellen der Wildtyp-Population entsprach den Ergebnissen der Unter-
suchungen von Allman et al. (2005). Die starkere Reduktion dieser Vorlaufer bei den

KO-Mausen zeigt vermutlich die frihere ,Alterung“ der B-Zell-Entwicklung an.
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4.3.3 Untersuchung friiher lymphoider Vorlaufer im Thymus

Um festzustellen, ob sich die im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen deutlich reduzierte
Zahl friher lymphoider Vorlaufer im Knochenmark von KO-Mausen auf die weitere
Entwicklung der lymphoiden Reihe auswirkt, untersuchten wir die Entwicklung der T-
Zellen im Thymus. Dabei wurde eine durchflusszytometrische Analyse des ETP
(early thymic progenitor) und der T-Zell-Vorlauferpopulationen TN1-TN4 (triple
negative: CD3 CD4  CD8") vorgenommen (s. Abb. 4.3.3.1).
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Abb. 4.3.3.1: Durchflusszytometrische Untersuchung lymphoider Vorlaufer im Thymus

A: FACS-Analyse zur Identifizierung des seltenen ETP Vorlaufers in Gesamtthymus von c-mp/"*- und c-mpl"-
Mausen. Als linienspezifische Marker wurden folgende Antikérper eingesetzt (CD3, CD4, CD8, CD19, Gr-1,
CD11b, B220, CD127, Ter119); B: Prozentualer Anteil von ETP Vorldufern in Gesamtthymus. C: Analyse der
T-Zell-VorlauferpopulationenTN1-4 (CD3" CD4™ CD8’): TN1 (Lin™ ¢c-Kit" CD44" CD257), TN2 (Lin” c-Kit" CD44"
CD25%), TN3 (Lin” c-Kit CD44 CD25%), TN4 (Lin" c-Kit CD44 CD25) in Gesamtthymus. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten, fir die pro Altersgruppe und Genotyp 6-
12 Mause untersucht wurden.. Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-
Test, p<0,05).
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Die Anzahl an ETP Vorlaufern (Lin" CD127™% c-Kit* Sca-1* CD44" CD25), die
ebenfalls vom LSKflIt3" Vorlaufer aus dem Knochenmark abstammen, war bei KO-
Mausen Uber den gesamten Altersverlauf stark vermindert. Der gréf3te Unterschied
zwischen KO- und Wildtyp-Mausen war mit 75% in den Gruppen der 3 Monate alten
Mause zu verzeichnen. Durch eine altersbedingte signifikante Reduktion des ETP
Vorlaufers in den Wildtyp-Mausen (p<0,001), die bereits bei Min et al. (2004)
beschrieben wurde, betrug dieser Unterschied in 21-24 Monate alten KO-Mausen nur
noch 35% (Abb. 4.3.3.1 B).

Ein vergleichbares Ergebnis wurde aus der Analyse der in der Entwicklung spater
folgenden triple negative Vorlauferpopulationen TN1-TN4 erhalten. Es zeigte sich ein
paralleler Verlauf zwischen ETP und TN1-4 Vorlaufern in Wildtyp- und KO-Mausen:
Dabei wurde eine ahnlich starke Verminderung dieser Vorlaufer in den jungen KO-
Mausen wie flir den ETP Vorlaufer (-70%) und einen signifikanten altersbedingten
Abfall der TN-Population in der Wildtyp-Maus (p<0,007), der im Alter von 2 Jahren zu
einer Angleichung der Vorlauferzahlen zwischen Wildtyp und KO-Maus fuhrte,
beobachtet (Abb. 4.3.3.1 C). Bei den TN1-4 Vorlaufern konnte keine wesentliche

Kompensation der Verminderung des frihen ETP Vorlaufers beobachtet werden.

4.3.4 Untersuchung von T- und B-Zellen im Thymus

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der weiter ausgereiften doppelt positiven
und einfach positiven Thymozyten stutzten die Beobachtungen aus frahen
lymphoiden Vorlaufer — Analysen. Innerhalb der T-Zellreifung in den KO-M&ausen
fand nur in CD8" T-Zellen eine vollstandige Kompensation des Vorlauferzelldefizits
statt, wahrend bei den unreiferen doppelt positiven T-Zellen eine deutliche Re-
duzierung des Zellanteils im Vergleich zum Wildtyp vorlag (24% im Alter von 3
Monaten, 44% im Alter von 2 Jahren). Zusatzlich dazu zeigte sich in beiden Maus-
populationen eine signifikante Abnahme von CD4" T-Zellen im Altersverlauf (Wildtyp
p<0,001; KO p<=,002), die bei KO-Mausen starker ausgepragt war (Abb. 4.3.4 A).

B-Zellen stellen im Thymus eine sehr kleine Zellpopulation dar. Sie wurden nach
einem Protokoll von Akashi und Weissman (2000) identifiziert und quantifiziert. In der
c-mpl*-Maus wurde ein deutlicher Anstieg der B-Zellzahlen im Alter: Wahrend bei
jungen Mausen die B-Zellen weniger als 0,5 %0 der Thymuszellen ausmachten, stieg
dieser Anteil im Alter von 2 Jahren auf > 3 %o an.
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Abb. 4.3.4: Durchflusszytometrische Analyse von T- und B-Zellen im Thymus von c-mp/”*- und c-mpl’-
Mausen

A: Prozentualer Anteil von CD4°CD8" T-Zellen und von CD4" und CD8" T-Zellen im Altersverlauf. B:
Prozentualer Anteil von B-Zellen (Lin" B220" CD19" IgM" CD43"). Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus
mehreren unabhangigen Experimenten, fur die pro Altersgruppe und Genotyp 6-10 Mause untersucht wurden.
Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).

Bei der c-mpl”-Maus wurde dagegen ein deutlich geringerer Anstieg der Thymus-B-
Zellen auf Werte um 1%o0 nachgewiesen (Abb. 4.3.4 B). Die Rolle der B-Zellen im

Thymus ist noch nicht vollstandig geklart.

Bekannt ist, dass dendritische Zellen und B-Zellen in der negativen Selektion (Selbst-
toleranz) von T-Zellen im Thymus eine Bedeutung besitzen (Brocker et al. 1997,
Fukuba et al. 1994). Sie tragen aber auch zum B-Zell-Repertoire in der Peripherie
bei: Akashi et al. (2000) konnten zeigen, dass in der Maus ca. 2x10* B-Zellen pro
Tag aus dem Thymus in die Peripherie entlassen werden. Die Autoren vermuten,
dass Thymus-B-Zellen auf Grund eines abweichenden Immunglobulin (lg)-
Repertoires in der Lage sind, die Ig-Diversitat in der Peripherie zu erhéhen.

Obwohl im Bereich der T-Lymphozyten-Entwicklung im Thymus eine fast vollstandige
Kompensation der Vorlauferzelldefizite zu beobachten war, deuten die Unterschiede
des Anteils von Thymus-B-Zellen in den alten Mausen auf Unterschiede in der
Produktion reifer Lymphozyten zwischen c-mpf"- und c-mpF’*-Méusen hin, die sich

erst im hoheren Alter auswirken.
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4.3.5 Untersuchung reifer Zellen lymphoiden Ursprungs in der Milz

Die Milz stellt in der Maus ein wichtiges hamatopoetisches Organ dar. In der Milz
werden naive B-Zellen von aktivierten T-Zellen und naive T-Zellen von antigen-
prasentierenden Zellen wie Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen akti-
viert. Dabei entstehen aus B-Zellen Plasmazellen und aus unreifen T-Zellen

aktivierte T-Zellen, die in die Peripherie emigrieren.
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Abb. 4.3.5: Untersuchung reifer Lymphozyten und dendritischer Zellen in der Milz von c-mp/™*- und c-mpl”-
Mausen

A-B: Prozentualer Anteil von B-Zellen (B220" CD19" IgM*) und Plasmazellen (CD19" Syndecan1®); C-D:
Prozentualer Anteil von CD4" und CD8" T-Zellen; E-F: Prozentualer Anteil von PDC (Lin” mPDCA" Ly-6C*
CD11c'"t) und LDC (Lin”" CD11b” B220" CD11c* CD8"). Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus mehreren
unabhangigen Experimenten, fir die pro Altersgruppe und Genotyp 6-12 Mause untersucht wurden. Die
Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).
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In der Milz finden sich aber auch frihe hamatopoetische Vorlaufer aus dem Kno-
chenmark, die hier zu verschiedenen Zelltypen wie Megakaryozyten, Granulozyten
und dendritischen Zellen differenzieren. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde der
Anteil von B-Zellen, Plasmazellen, T- Zellen sowie plasmazytoiden und lymphoiden
DCs in der Milz untersucht. Obwohl CLP Vorlaufer im Knochenmark stark reduziert
sind, wurde keine signifikante Reduktion von B-Zellen und Plasmazellen in der Milz
von KO-Mausen gefunden (Abb. 4.3.5 A-B): der Anteil dieser Zellen in der Milz war
in Wildtyp- und KO-M&usen vergleichbar. Auch der prozentuale Anteil der CD4" und
CD8" T-Zellen in der Milz von KO-Mausen war nur leicht vermindert (Abb. 4.3.5 C-
D). Bei den KO-Mausen zeigte sich allerdings im Alter eine etwas starkere Abnahme
der T-Zellen in der Milz als sie bei den Wildtyp-Mausen nachgewiesen werden
konnte: Wahrend bei den 3 Monate alten KO-Mausen die T-Zellzahl in der Milz noch
mehr als 90% des Wertes vom Wildtyp betrugt, erreichten die Zahlen bei 2 Jahre
alten KO-Mausen nur noch ca. 80% des Wildtyp-Wertes. Diese Tendenz kdonnte auf
eine sich im Alter erschdopfende Kompensation des Stammzelldefekts bei c-mpf"-
Mausen hinweisen. Uberraschenderweise war der Anteil von plasmazytoiden dendri-
tischen Zellen in der Milz junger KO-Mause im Vergleich zu Wildtyp-Mausen deutlich
erhoht (um 88%). Dieser Unterschied wurde jedoch durch eine nur bei den Wildtyp-
Mausen beobachtete Zunahme dieser Population ausgeglichen, was dazu fluhrte
dass der Anteil von PDCs bei 2 Jahre alten KO-Mausen leicht unter dem Wert der
Kontrollgruppe lag (Abb. 4.3.5 E). Die lymphoiden dendritischen Zellen waren in der
Milz junger KO-Mause kaum verandert. Sie zeigten nicht die bei den Wildtyp-Mausen
beobachtete Abnahme im Alter (Abb. 4.3.5 F).

4.3.6 Untersuchung dendritischer Zellen im Thymus

Neben Lymphozyten wurden auch lymphoide dendritische Zellen (LDC) und plasma-
zytoide dendritische Zellen (PDC) im Thymus untersucht (Nomenklatur nach Bjorck
2001). Dabei ergab sich ein Uberraschendes Ergebnis: Die Anzahl an PDCs stieg im
Altersverlauf leicht an und zeigte nicht die bei den Wildtyp-Mausen beobachtete Ab-
nahme im Alter (Abb. 4.3.6 A-B). Die 2 Jahre alten KO-Mause zeigten daher einen
gegenuber den Wildtyp-Mausen erhdhten Anteil dieser Zellen im Thymus. Analog
konnte flir den Anteil an LDC am Gesamtthymus ein kontinuierlicher Anstieg im
Altersverlauf nur bei den c-mpl™-M&usen beobachtet werden (Abb. 4.3.6 C).

Wahrend Wildtyp-Mause einen mit ca. 0,8%o relativ konstanten Anteil von LDCs im
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Thymus aufwiesen, zeigten die KO-Mause im Verlauf von 3-24 Monaten — aus-
gehend von einem ahnlichen Ausgangswert - eine Uber 50%ige Zunahme des Anteils
an Thymus-LDCs. Die PDC und LDC Populationen waren in dieser Untersuchung die

einzigen Zellpopulationen, die in der KO-Maus erhdht waren.
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Abb. 4.3.6: Durchflusszytometrische Analyse von PDCs und LDCs im Thymus von c-mpl™*- und c-mpl"-
Mausen

A: FACS-Analyse von PDC (plasmazytoide dendritische Zellen: Lin- mPDCA" Ly-6C* CD1 1c'"t) mit folgenden
linienspezifischen Markern: CD3, CD19, CD11b, Ter119, IgM; B: Prozentualer Anteil von PDCs im Alters-
verlauf; C: Prozentualer Anteil von LDC im Altersverlauf (lymphoide dendritische Zellen: Lin” CD11b™ B220
CD11¢” CD8+) mit folgenden linienspezifischen Markern: CD3, CD19, Ter119, IgM. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten, fiir die pro Altersgruppe und Genotyp 5-10 Mause
untersucht wurden.

4.3.7 Untersuchung reifer B- und T-Zellen im peripheren Blut

Die durchflusszytometrische Analyse von B- und T-Zellen im peripheren Blut wurde
wie in Abschnitt 3.6.2. beschrieben vorgenommen (Abb. 4.3.7 A). Im Gegensatz zu
den Untersuchungen in den blutbildenden Organen konnten nicht nur Aussagen uber
den relativen Anteil sondern auch Uber die absolute Zellzahl im Blut getroffen wer-

den. Uber den gesamten Altersverlauf konnte eine leichte Verminderung von B-
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Zellen um 20% bei den c-mpl"-Mausen gezeigt werden. Die T-Zellzahlen im Blut
unterschieden sich bei jungen c-mpf"- und c-mp/”*-Méusen nicht. Allerdings konnte
in beiden Gruppen im Altersverlauf eine signifikante Abnahme der T-Zellzahlen ver-
zeichnet werden (Wildtyp p<0,017; KO p<0,001). Diese Reduktion war jedoch, wie
schon im Thymus beobachtet, bei den KO-Mausen signifikant starker ausgepragt als
bei den Wildtyp-Mausen, so dass 22-24 Monate alte KO-Mause um 40% reduzierte
T-Zellzahlen aufwiesen (Abb. 4.3.7 B). Die Ergebnisse zeigen, dass die Vorlaufer-
defizite im Thymus von KO-Mausen in der Peripherie nicht ausreichend kompensiert
werden konnen. Eine Ursache dafur ist die im Alter einsetzende Thymusatrophie, die
auch die Wildtyp-Mause betrifft. Eine andere Ursache kdnnte eine friher eintretende

Seneszenz lymphoider Vorlauferzellen von KO-Mausen sein.
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Abb. 4.3.7: Untersuchung von B- und T-Zellen im peripheren Blut von c-mpl™*- und c-mpl"-Mausen

A: Serielle FACS — Analyse von B220" B-Zellen und CD3" T-Zellen im peripheren Blut. B: Zellzahlen von B-
Zellen und T-Zellen im Altersverlauf. Die Absolutzahlen wurden aus dem prozentualen Anteil der Zellen in der
FACS-Analyse und den im Blutbildautomaten ermittelten Leukozytenzahlen errechnet. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte aus mehreren unabhangigen Experimenten, fir die pro Altersgruppe und Genotyp
6-12 Mause untersucht wurden. Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-
Test, p<0,05).
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4.4 Serielle Blutbildanalysen

Die Blutbildanalysen wurden mit Hilfe eines speziell fur murine Blutzellen geeichten
Blutbildautomaten (Vet abc Animal Blood Counter, Scil GmbH) erstellt. Dabei wurden
die Konzentrationen fur Erythrozyten (und Hamoglobin), Thrombozyten und Leuko-
zyten ermittelt. Der ebenfalls bestimmte Hamatokrit gibt einen Wert fir den Anteil der
korpuskularen Bestandteile im peripheren Blut an. Hamoglobin und Hamatokrit Werte
waren in beiden Maus-Populationen nur leicht altersbedingt reduziert (um 12%, ohne
Abbildung). Die Erythrozytenzahlen zeigten ebenfalls bei beiden Gruppen eine
leichte altersabhangig Verminderung. Ein Unterschied zwischen KO- und Wildtyp-
Mausen wurde hingegen nicht festgestellt (Abb. 4.4 A).
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Abb. 4.4: Ergebnisse der seriellen Blutbildanalysen von c-mp/”*- und c-mpfl"™-Mausen

A-C: Heparinisiertes Blut aus dem retrobulbdren Venenplexus der Mause wurde im Blutbildautomaten auf
Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahlen untersucht. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus
mehreren unabhangigen Experimenten, fiir die pro Altersgruppe und Genotyp 8-12 Mause untersucht wurden.
Die Sternchen bezeichnen statistisch signifikante Abweichungen (Student’s t-Test, p<0,05).

Die Leukozytenzahlen unterschieden sich nicht zwischen KO- und Wildtyp-Popula-
tion bis zu einem Alter von ca. 15 Monaten. Danach nahmen die Leukozytenwerte
bei den KO-Mausen etwas starker ab, als bei den Wildtyp-Mausen: Im Alter von 2
Jahren wiesen die Wildtyp-Mause noch ca. 85% der Leukozytenzahl von jungen
Mausen (3-9 Monate) auf, wahrend bei den KO-Mausen die Leukozytenzahl im
gleichen Zeitraum auf ca. 60% abfiel (Abb. 4.4 B).

Die Thrombozytenzahlen waren mit durchschnittlich 160/nl in den KO-Mausen wie
erwartet um durchschnittlich 80% im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (Durchschnitt
750/nl) vermindert (Abb. 4.4 C). Sowohl bei KO- als auch bei Wildtyp-Mausen blieb
der Thrombozytenwert Uber die gesamte Lebensspanne relativ konstant, eine

weitere Abnahme der Thrombozytenzahlen war bei den KO-Mausen bis zu einem
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Alter von 30 Monaten nicht feststellbar (Daten nicht gezeigt). Trotz der vergleichs-
weise niedrigen Thrombozytenzahlen zeigten die KO Mause jedoch keine Spontan-

blutungen.

4.5 Untersuchung der mRNA Expression von Lin" Sca-1"
Vorlauferzellen in c-mpl™- und c-mpl**-Mausen

Mit Hilfe von cDNA-Microarrays wurde das mRNA Expressionsspektrum friher
hamatopoetischen Stammzellen in c-mpl”- und c-mpl"*-Méusen im Alter von 3 und
12 Monaten verglichen. Dieses Experiment sollte Aufschluss Uber Veranderungen in
der Expression von Genen, die fur die Regulation der Stammzellfunktion wichtig sind,
geben. Dazu wurden Lin" Sca-1" Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von Wildtyp-
und KO-Mausen sortiert und die extrahieten mRNAs in einem high-density
Microarray (25.000 Gene) untersucht. Die untersuchte Population enthielt neben Lin
Sca-1" c-Kit” Zellen auch ca. 8-10% LSK (Lin" Sca-1" c-Kit") Zellen und Osteoblasten,
die wie hamatopoetische Stammzellen c-Kit und Sca-1 auf ihrer Oberflache
exprimieren (Gattei et al. 1996, van Vlasselaer et al. 1994). Bei der Analyse der
Ergebnisse musste berlicksichtigt werden, dass die von uns untersuchte Lin~ Sca-1"
Population entsprechend heterogen ist und Unterschiede in der Expression von
spezifischen mRNAs auch Verschiebungen im Verhaltnis der Vorlaufer-Subpopu-
lationen untereinander innerhalb der sortierten Zellpopulation reprasentieren konnen.
Andererseits war eine Untersuchung der friheren LSK Zellen nicht moéglich, da die
Zahlen dieser Vorlduferpopulation in den c-mpl-M&usen stark reduziert war und
nicht gentigend Zellen dieser Population fur eine cDNA-Microarray-Analyse gewon-

nen werden konnten.

In c-mpl™-Mausen war erwartungsgeman die Expression der Gene stark vermindert,
die TPO-abhangig innerhalb der Megakaryozyten- und Thrombozytenbildung
reguliert werden (ohne Abbildung). Es wurde eine starke Verminderung der mRNA
Expression von c-mpl, Selp (CD62p), Gpllb (CD41) und Trfr2 (Transferrin 2
Rezeptor) in KO-Mausen. Diese fur Megakaryozyten und Thrombozyten typischen
Oberflachenmarker werden TPO-abhangig exprimiert. CD41 und CD61 haben grolRe
Bedeutung bei der Plattchenadhasion und -aggregation innerhalb der Homdostase.
Der Tansferrin-Rezeptor wird ebenfalls auf Megakaryozyten exprimiert und ist wichtig

fur den Eisenstoffwechsel der Zellen.
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In der weiteren Auswertung beschrankten wir uns zunachst auf die Gene, denen
wichtige Funktionen in murinen hamatopoetischen Vorlauferzellpopulationen zuge-
schrieben werden (Auswahl aus Forsberg et al. 2005, Passegue et al. 2005). Die in
Stammzellen regulierten Gene werden gemald des Klassifizierungsschemas ,gene
ontology“ (Ashburner et al. 2000) in verschiedene Kategorien eingeteilt. Dabei
bildeten ihre Beteiligung an biologischen Prozessen innerhalb der Zelle, ihre
molekulare Funktion und ihre zellulare Lokalisation die Grundlage fur die Unter-
teilung. Die Gruppierung der dargestellten Gene und ihre Diskussion im Text folgen
dieser Einteilung. Im Text naher erwahnt werden nur Gene, denen nach derzeitigem
Kenntnisstand eine entscheidende Bedeutung in der Hamatopoese bzw. flr die

Stammzellfunktionen zukommt.
Extrazelluldre Proteine

Eine Reihe von Genen, die fur Proteine der Extrazellularen Matrix (ECM) oder
andere sezernierte Proteine kodieren, sind spezifisch in hamatopoetischen
Stammzellen exprimiert (Forsberg et al. 2005). Offensichtlich tragen die frihen
Stammzellen damit selbst zum speziellen Umfeld der Stammzellnische bei. Fur die
Mehrzahl dieser Gene fanden wir in den KO-Mausen eine deutlich geringere
Expression als im Wildtyp (Abb. 4.5.1 A).

Zu den beschriebenen ECM Genen, die als in hamatopoetischen Stammzellen
hochreguliert beschrieben wurden und in den c-mpl"-Mausen eine verminderte
Expression zeigten, gehoren Tgm2 (Transglutaminase 2), Bgn (Biglycan), Dag1
(Dystroglycan), Emilin1 (elastin microfibril interfacer 1) sowie die Gene fur die
Prokollagene (Type IV, alpha 2) Col4a1 und Col4a2. Neben den ECM-Genen fanden
sich bei den KO-Mausen hochregulierte Gene fir andere durch hamatopoetische
Stammzellen sezernierte Proteine. Hierzu zahlten Mmp2 und Timp2, die fur Matrix
Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren kodieren und Motilitdt und Differenzierung
von HSCs regulieren (Forsberg et al. 2005). Fur die meisten der oben beschriebenen
Gene konnten wir die verminderte mRNA Expression in der c-mpl™-Maus unab-
hangig vom Alter nachweisen. Ein spezifisches Schema einer altersabhangigen

Regulation konnte bei den durchgefuhrten Analysen nicht festgestellt werden.
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Abb. 4.5.1: Untersuchung der mRNA Expression von sortierten Lin™ Sca-1" Vorlduferzellen in einem cDNA-
Microarray Experiment.

Gezeigt wird die relative mRNA Expression regulierter Gene in hamatopoetischen Stammzellen von KO-
Mausen. Die Signalintensitaten wurden auf eine Basis bezogen (Kontrollgruppe: Wildtyp-Mause) und als Log»
Wert ausgegeben. Es wurden die Gene ausgewabhlt, die sich bezogen auf die Kontrollgruppe mehr als 2fach
unterscheiden (Log, Wert > 1 oder <-1).

A: Expression von Genen, die fir extrazellulare Matrixproteine kodieren. B: Expression von Genen die fir
membrangebundene Proteine kodieren.

Membranproteine

Innerhalb der Gruppe der membrangebundenen Proteine konnte eine deutlich
verminderte Expression friiher Stammzellmarkergene wie Abcg2 (ABC-Transporter,
verantwortlich fir den SP-Phanotyp von hamatopoetischen Stammzellen), Cd34 und
Kit beobachtet werden (Abb. 4.5.1 B). Dieses Ergebnis stutzt die wahrend der Arbeit
gewonnenen Daten aus den FACS-Analysen von HSCs im Knochenmark der KO-
Mause, die deutlich verminderte Stammzellzahlen zeigten. Die mMRNA Expression
von /I7r (IL-7-Rezeptor), I117r (IL-17-Rezeptor), Bink (SLP-65) sowie von Thy1 war
dagegen bei den KO-Mausen hoher als im Wildtyp (Abb. 4.5.1 B). Die meisten
dieser Gene werden spezifisch innerhalb der Lymphopoese exprimiert und die
erhdohte Expression dieser Marker konnte auf einen hoheren relativen Anteil
lymphoider Vorlaufer in der untersuchten Lin~ Sca-1" Population bei KO-M&usen
zuruckzufuhren sein. Membranproteine aus der Gruppe der Gap Junction und Tight
Junction Proteine, Syndekane und Adhasionsmolekule, fur die eine erhdhte Expres-
sion in hamatopoetischen Stammzellen beschrieben wurden (Forsberg et al. 2005),
unterschieden sich nicht auffallig in ihrem Expressionslevel zwischen Wildtyp- und
KO-Mausen.
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Intrazelluldre und intranukleédre Faktoren

Auch bei der Untersuchung von Genen fir Molekile intrazellularer Signalkaskaden
und Transkriptionsfaktoren, fur die eine erhdhte Expression in hamatopoetischen
Stammzellen von Wildtyp-Mausen beschrieben wurde, zeigte sich in der Tendenz
eine verringerte mMRNA Expression in KO-Mausen. Eine verminderte mRNA Ex-

pression in den KO-Mausen betraf folgende Gruppen (Abb. 4.5.2):

e die Homeobox-Gene Hoxab, Hoxb5 und Hoxa9, die wichtige Funktionen flr
die Entwicklung und Erhaltung von hamatopoetischen Stammzellen besitzen,

e die Transkriptionsfaktoren Tal-1, Gata-1 und Nf-e2, die eine wichtige Funktion
bei der Differenzierung von Erythrozyten und Megakaryozyten besitzen und
die eine erhOhte Expression in hamatopoetischen Stammzellen zeigen
(Forsberg et al. 2005),

e intrazellulare Adapterproteine wie Epb4.1 und Fgd1, die Transmembran-
proteine mit dem intrazellularen Aktin-Zytoskelett verbinden,

e die Glutathion-S-Transferasen Gstm1 und Gstk1, die wichtige Schutzsysteme

langlebiger Zellen gegen zelltoxische Verbindungen darstellen.

Alle aufgefihrten Gene missen als potentielle Zielgene fur die Funktion von TPO auf

frihe hamatopoetische Zellen in Betracht gezogen werden.

Abweichend davon fanden sich fir Hoxa4 und Hoxb4 keine unterschiedlichen
Expressionslevel fir 3 Monate alte KO- und Wildtyp-Mause. In den 12 Monate alten
KO-Mausen wurde sogar eine hdhere Expression dieser Gene festgestellt. Fir das
Hoxb4 Gen wurde eine Bedeutung als Zielgen von TPO auf hamatopoetischen
Stammzellen postuliert (Kirito et al. 2003). Auch die mRNA Expression von Notch1
war bei 12 Monate alten KO-Mausen deutlich héher als bei den Wildtyp-Mausen. Die
Notch-vermittelte Signalkaskade ist wichtig fur die Inhibition der HSC Differenzierung
und somit fur die Selbsterhaltung von hamatopoetischen Stammzellen (Duncan et al.
2005). Das Gen Cat, welches fur das Protein Katalase kodiert und fur die Selbst-
erneuerung von HSCs wichtig ist (Ito et al. 2004), fanden wir in 3 Monate alten KO-

Mausen erhoht exprimiert.
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Abbildung 4.5.2: Untersuchung der mRNA Expression von sortierten Lin™ Sca-1" Vorlauferzellen in einem
cDNA-Microarray Experiment.

Gezeigt wird die relative mRNA Expression regulierter Gene in hdmatopoetischen Stammzellen von KO-
Mausen, die fir spezifische Transkriptionsfaktoren und intrazelluldre Signalmolekiile kodieren. Die
Signalintensitaten wurden auf eine Basis bezogen (Kontrollgruppe: Wildtyp-Mause) und als Log, Wert
ausgegeben. Es wurden die Gene ausgewahlt, die sich bezogen auf die Kontroligruppe mehr als 2fach
unterscheiden (Log, Wert >1 oder <-1).

Zellzyklusregulatoren

Basierend auf Ergebnissen von Passegué et al. (2005) zur Zellzyklus-Regulation
friher hamatopoetischer Stammzellpopulationen in der Maus zeigt Abbildung 4.5.3
ausgewahlte Zellzyklusgene, die bei frihen Stammzellen differenziell hochreguliert
sind. Die Unterschiede in den Expressionslevels der verschiedenen Zellzyklusgene
zwischen KO- und Wildtyp-Mausen ergaben ein komplexes Bild, das auf eine

veranderte Zellzyklusregulation in den Stammzellen der KO-Mause hindeutet.

Die Genexpression der zyklinabhangigen Kinasen Cdk2, 4, 5, 8, 9 war bei den 3
Monate alten KO-Mausen vermindert, wahrend im Alter von 12 Monaten keine Unter-
schiede zu den Wildtyp-Mausen festgestellt werden konnten. Die mRNA Expression
des Cdk Inhibitors p57 (Cdknic) war bei KO-Mausen stark reduziert, wahrend die
Cdk Inhibitoren p18 (Cdkn2c) und p27 (Cdkn1a) eine leicht erhdhte Expression

zeigten. Einige Faktoren, die wichtig fur die Kontrolle der Differenzierung und
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Proliferation von Stammzellen sind, wiesen in KO-Mausen deutlich veranderte mRNA
Expressionsmuster auf (Abb. 4.5.3). Eine in KO-Mausen reduzierte mRNA Ex-
pression wurde fur die S-G,/M-Zykline G2 und F sowie fir Spags (hMAP126, mitotic
spindle associated protein) beobachtet, wahrend Rb71 (Retinoblastom1), ler5

(immediate early response) und Sestrin1 erhohte Expression zeigten.
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Abb. 4.5.3: Untersuchung der mRNA Expression von sortierten Lin™ Sca-1" Vorlduferzellen in einem cDNA-
Microarray Experiment.

Gezeigt wird die relative mMRNA Expression von Zellzyklusgenen in hamatopoetischen Stammzellen von KO-
Mausen. Die Signalintensitaten wurden auf eine Basis bezogen (Kontrollgruppe: Wildtyp-Mause) und als Log>
Wert ausgegeben. Es wurden die Gene ausgewahlt, die sich bezogen auf die Kontrollgruppe mehr als 2fach
unterscheiden (Log, Wert >1 oder <-1).
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5. Diskussion

Mit der c-mpl”-Maus (Alexander et al. 1996) stand uns fiir diese Arbeit ein Tiermodell
zur Verfugung, das wichtige Aufschllsse Uber die in vivo Bedeutung von Thrombo-
poetin und seinem Rezeptor c-Mpl fur die Regulation der frihen Hamatopoese im
Knochenmark geben und somit auch zur Aufklarung der Ursachen der hamato-
poetischen Stérungen bei Patienten mit CAMT beitragen kann. Die c-mp/™-Maus
wurde in den letzten Jahren von mehreren Arbeitsgruppen untersucht und beschrie-
ben (Gurney et al. 1994, Alexander et al. 1996, Carver-Moore et al. 1996, Kimura et
al. 1997, Gainsford et al. 2000, Levin et al. 2001). Alle diese Untersuchungen
spiegelten allerdings nur Momentaufnahmen des hamatopoetischen Systems der
Knockout-Mause wider, da alle Tiere zu einem definierten Zeitpunkt, i.d.R. im Alter
von 3-6 Monaten, untersucht wurden. Ein Vergleich mit dem Krankheitsbild der
CAMT beim Menschen, bei der es im Verlauf von einer isolierten Thrombozytopenie
zu einem Ausfall aller hamatopoetischen Zellen und einer Panzytopenie des
peripheren Blutes kommt, war daher nur sehr bedingt moglich. Aus diesem Grund
schien uns eine detaillierte Untersuchung der Tiere Uber einen langeren Zeitraum
notwendig. Aus der Tatsache, dass CAMT-Patienten eine Panzytopenie entwickeln,
kann gefolgert werden, dass TPO fur den Erhalt der Hamatopoese im Menschen
essentiell ist (Ballmaier et al. 2003). Fiir die c-mpl-Mause waren jedoch keine
Auffalligkeiten in Zellpopulationen des peripheren Blutes, keine Veranderungen lym-

phoider Zellpopulationen und keine Entwicklung einer Panzytopenie beschrieben.

In dieser Arbeit wird erstmals detailliert der quantitative und qualitative Verlauf
hamatopoetischer Vorlaufer und reifer Blutzellen der myeloiden und lymphoiden
Reihe in der c-mpl"-Maus Uber einen Zeitraum von 2 Lebensjahren beschrieben.
Dazu wurde seriell im Abstand von 3 Monaten die Zellverteilung verschiedener
hamatopoetischer Kompartimente in Wildtyp- und Knockout-Mausen untersucht, um
mogliche Parallelen im Krankheitsverlauf zwischen Mensch und Maus zu identifizie-
ren. Ein Schwerpunkt der Arbeit lag in der Identifizierung von Hinweisen auf eine
altersabhingige Anamie- oder Panzytopenieentwicklung in der c-mpl-Maus. Die
vertiefende Untersuchung der Hamatopoese sollte aber auch Hinweise auf mogliche
Kompensationsmechanismen in der Maus geben, die eine TPO-unabhangige Throm-
bozytenbildung ermodglichen und eine Panzytopenieentwicklung verhindern.

Zusatzlich dazu sollte durch den Vergleich von Wildtyp- und KO-Mausen die Regu-
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lation der Genexpression von hamatopoetischen Stammzellen durch TPO untersucht

werden.

5.1 Schwere Einschrankungen von hamatopoetischen Vorlaufer-
zellen im Knochenmark von c-mpl’“-Mausen

Schon frihere Untersuchungen konnten zeigen, dass TPO nicht nur in der Thrombo-
zytopoese, sondern auch in der frihen Hamatopoese eine essentielle Rolle spielt. In
einer Anzahl von Arbeiten konnte eine deutliche Verminderung hamatopoetischer
Stammzellen bei fehlendem TPO Rezeptor beobachtet werden (Fox et al. 2002,
Solar et al. 1998, Kaushansky 2005, Ballmaier et al. 2001, 2003, Ninos et al. 2006).
TPO gilt zusammen mit SCF, IL-3 und Flt3-Ligand als frGh wirkender Wachstums-
faktor innerhalb der Hamatopoese (Antonschuk et al. 2004). Es wird vermutet, dass
TPO Einfluss auf das Selbsterneuerungspotential und die Expansion von hamato-
poetischen Stammzellen hat (Lewis et al. 2000, Ku et al. 1996, Kobayashi et al.
1996, Grassinger et al. 2006). Untersuchungen von c-mpl"-Mausen zeigten Ein-
schrankungen vor allem friher myeloider Vorlaufer, aber auch multipotenter Vor-
laufer im Knochenmark (Alexander et al. 1996, Carver-Moore et al. 1996, Murone et
al. 1998, Kimura et al. 1998). Trotz einer Reihe von Untersuchungen in KO-Mausen
ist bis heute nicht genau geklart, wie stark diese Vorlaufer quantitativ und funktionell
eingeschrankt sind und welche Entwicklungsstufen in Knochenmark, Thymus und
Milz betroffen sind. In dieser Arbeit konnte detailliert die Bedeutung von TPO fir die

frihe Hamatopoese in der Maus nachgewiesen werden.
Die Rolle von c-Mpl innerhalb der friihen Hdmatopoese im Knochenmark

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass der Verlust des TPO Rezeptors
zu einer gravierenden quantitativen und qualitativen Einschrankung des gesamten
frihen hamatopoetischen Stammzellpools im Knochenmark flhrt und sich die Folgen
dieser Stammzelleinschrankung in alle hamatopoetischen Kompartimente
erstrecken. In jungen (3 Monate) und alten c-mpl-Mausen (2 Jahre) konnte im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant starke Reduzierung sehr friher multi-
potenter Stammzellen sowie verminderte myeloide und lymphoide Vorlauferzahlen in
Knochenmark und Thymus beobachtet werden. Durch die Identifizierung und
Quantifizierung aller bedeutenden hamatopoetischen Vorlaufer konnen wir ein

genaueres Bild der Stammzellsituation im Knochenmark von KO- und Wildtyp-
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Mausen im Altersverlauf zeichnen (Abb. 5.1). Diese Untersuchungen zeigten eine
Stammzellverminderung aller Differenzierungslinien in c-mpl"™-Mausen. Auffallend
war die starke Reduzierung des multipotenten Stammzellvorlaufers HSC schon bei

jungen KO-Mausen.

Zellanalysen - Knochenmark

3 WT 100%
24Wt  80%

3 KO 34%
24K0 51%

JIWT 100 %
24Wt  80%

3 KO 34%
24K0 51%

3 WT 100 %
24Wt  50%

I KO 57%
24K0 108 %

3 KO 28%
24K0 45%

small pre-B-
Zellen

JWT100% 3 KO 64% JWT100% 3 KO 45% JWT100% 3 KO 80% JWT100% 3 KO 98%
24Wt 92% 24K0 75% 24Wt 67% 24K0 37% 24Wt 47%  24KO073% 24Wt 65%  24KO0 57%

3 WT 100 %
24Wt 170%

3 KO 132%
24K0 87%

3 WT 100%
24Wt 32%

3 WT 100%
24Wt 78%

3 KO 35%
24K0 38%

Gemeinsamer
B-Zell-Makrophagen
Vorlaufer

Abbildung 5.1: Schematische Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten frilhen hamatopoetischen
Vorlaufer im Knochenmark von c-mpf"- und c-mpf“-Méusen im Alter von 3 und 24 Monaten. Die darge-
stellten Prozentzahlen beziehen sich jeweils auf die Werte bei 3 Monate alten Wildtyp-Mausen.

Diese Verminderung kénnte darauf hinweisen, dass TPO eine wichtige Rolle bei der
Etablierung der frihen Hamatopoese innerhalb der Embryogenese spielt. Tatsachlich
konnte von anderen Autoren ein Einfluss von TPO auf die Entwicklung des
Hamangioblasten innerhalb der Embryogenese gezeigt werden. Perlingeiro et al.
(2003) und Wang et al. (2005) zeigten, dass TPO in vitro die Bildung von
Hamangioblasten-Kolonien (BL-CFC) unterstitzt und zusammen mit SCF und VEGF
die Proliferation und Differenzierung von Hamangioblastzellen zu CD34" Zellen an-
regt. Xie und Chan fanden 2002 in murinen embryonalen Stammzellen (ES) c-mpl -
Expression und konnten zeigen, das TPO die Proliferation undifferenzierter ES
Zellen anregt. Auf Grund dieser Ergebnisse vermuten wir, dass die Stammzellver-

minderung, die wir im Knochenmark der KO-Mause beobachten, moglicherweise
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eine ,Folgekomplikation® einer friher in der Embryogenese auftretenden Entwick-
lungsstorung widerspiegelt.

Die fehlende Wirkung von TPO auf den hamatopoetischen Stammzellpool kann
offensichtlich nicht durch andere Zytokine kompensiert werden. Allerdings werden
die Einschrankungen, die im Stammzellpool der KO-Mause beobachtet werden, in
der weiteren Entwicklung durch zusatzliche Mitosen weitgehend ausgeglichen. Nur
innerhalb der Megakaryozytopoese und Thrombozytopoese und der T-Zellent-
wicklung werden auch im Altersverlauf bei den KO-Mausen deutliche Ein-
schrankungen beobachtet. Ansonsten ist das Knochenmark normozellular und die
KO-Mause entwickeln keine Panzytopenie. Abweichend vom Krankheitsbild der
CAMT wurden im peripheren Blut trotz verminderter B- und T-Zellzahlen keine
Anzeichen fir eine Leukozytopenie oder Anamie gefunden. Trotzdem zeigten die
KO-Mause im Alter von 2 Jahren eine den Patienten ahnliche Erschopfung des
Stammzellpools. Wir beobachteten dabei nicht nur eine quantitative Abnahme des
CMP Vorlaufers im Knochenmark, sondern auch eine Abnahme der Proliferations-
fahigkeit und eine stark eingeschrankte Fahigkeit dieses frihen myeloiden Vorlaufers
gemischte Kolonien (CFU-Mix) zu bilden. Einen ahnlichen Befund erhielten wir aus
der Untersuchung der Erythrozytenvorlaufer. Die beobachtete Einschrankung der
Expansionsfahigkeit von Vorlauferzellen der myeloiden Linie ist wahrscheinlich eine
Folge der Erschopfung des Stammzellvorlaufers HSC. Durch die flr die Kompen-
sation der Hamatopoese notwendigen zusatzlichen Mitosen konnte es zu einer
Verminderung der Proliferationskapazitat von weiter ausdifferenzierten Vorlaufern
kommen. Trotz dieser Beobachtungen bleibt die Frage offen, ob die Mause eine
Panzytopenie entwickeln wurden, wenn sie ein hoheres Lebensalter erreichen

konnten.
Transkriptionelle Regulation in hdmatopoetischen Stammzellen

Die gravierende Einschrankung fruher hamatopoetischer Stammzellen, die in den
KO-Mausen im gesamten Altersverlauf beobachtet wurde, deutet auf eine reduzierte
Fahigkeit dieser Zellen auf Selbsterneuerung hin. Im mRNA Expressionsprofil der
Lin" Sca-1" Vorlauferzellen fanden sich Hinweise auf mégliche Mechanismen fir
diese Stammzelleinschrankung. Notch, WNT und BMI1 vermittelte Signalkaskaden
sind wichtig fur die Inhibition der HSC Differenzierung und somit fur die

Selbsterhaltung von hamatopoetischen Stammzellen essentiell (Duncan et al. 2005,
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Pardal et al. 2003). Die mRNA Expression von Wht2b, 3a, 10a und Bmi1 war in den
LS-Zellen von KO-Mausen im Alter von 3 Monaten 2fach hoher als bei Wildtyp-
Mausen. In 12 Monate alten KO-Mausen wurde eine erhohte mRNA Expression von
Wnt10a, Bmi1, Notch1 und seinem Zielgen, dem Negativregulator der Transkription
bHLH gemessen. Moglicherweise ist die Erhdhung der mRNA Expression von Whnit,
Bmi1 und Notch1 in 12 Monate alten KO-Mausen eine Antwort auf die verringerte
Selbsterneuerungs- und Proliferationskapazitat von Vorlauferzellen in Folge des TPO

Rezeptorverlustes.

Die Homeobox Proteine fungieren als Transkriptionsfaktoren mit bedeutenden Funk-
tionen innerhalb der Embryonalentwicklung. Sie Ubernehmen Aufgaben bei der
Selbsterhaltung von Stammzellen und in der Regulation der Differenzierung ver-
schiedener Zelltypen (Kirito et al. 2003). Mause die kein Hoxa9 exprimieren
entwickeln weniger Lymphozyten, Granulozyten und linienspezifische Vorlaufer, aber
zeigen keine Einschrankung in frihen Vorlaufern (Owens et al. 2002), wahrend eine
Hoxb4 Uberexpression in vitro in embryonalen Stammzellen zur Erhdhung von
repopulationsfahigen Vorlauferzellen fuhrt (Antonchuk et al. 2002). Auf Grund der
Bedeutung der Hox Gene flr die Entwicklung von Stammzellen und der Funktion von
TPO als frih agierender Faktor innerhalb der Hamatopoese, vermuteten wir in
Vorlauferzellen von KO-Mausen Veranderungen in der Expression von Hox Genen.
Tatsachlich zeigten sich in der mRNA Analyse die fur die Differenzierung von
hamatopoetischen Stammzellen bedeutenden Hoxa5, Hoxb5 und Hoxa9 Gene und
der Kofaktor von HOXA9 - MEIS1 - in KO-Mausen runterreguliert. Interessanterweise
waren Hoxa4 und Hoxb4 in 12 Monate alten KO-Mausen im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen leicht hochreguliert. Dieses stand im Kontrast zu den Ergebnissen
von Kirito et al. (2003), die eine Erhéhung der Hoxb4 mRNA Expression durch TPO
in hamatopoetischen Vorlauferzelllinien als wesentlichen Mechanismus fur die
Wirkung von TPO auf friihe hamatopoetische Stammzellen postulierten. Unsere
Ergebnisse verdeutlichen, dass dieser Mechanismus in vivo offensichtlich keine Rolle

zu spielen scheint.
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Bedeutung der Stammzellnische

Wahrend dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob die Mikroumgebung der Stamm-
zelle im Knochenmark, die so genannte ,Stammzelinische®, Einfluss auf diese Pro-
zesse hat. Tatsachlich erfolgt die Selbsterhaltung, Proliferation und Migration friher
Stammzellen in enger Wechselwirkung mit den Zellen der Stammzellnische, so dass
eine Beteiligung nicht auszuschlielRen ist. Liang et al. (2005) konnten zeigen, dass
die Einnistung junger HSCs in das Knochenmark alter Mause um 70% verringert war.
Das deutet auf eine veranderte Funktion der Stromazellen in alten Mausen hin.
Moglicherweise sind die Zell-Zell-Interaktionen und somit die Kommunikation
zwischen Stammzellen und Stromazellen gestort. Tatsachlich produzieren gealterte
Stromazellen geringere Mengen IL-7 und SDF-1 und zeigen eine eingeschrankte

Fahigkeit die B-Zellproliferation zu unterstitzen (Petit et al. 2002).

Einen Hinweis auf eine veranderte Mikroumgebung der Hamatopoese konnten die
Ergebnisse der cDNA Microarray Untersuchungen liefern: Die von uns fur die mRNA
Expressionsuntersuchung sortierte Zellpopulation LS enthielt auch Osteoblasten, die
genau wie die frihen hamatopoetischen Stammzellen c-Kit und Sca-1 auf ihrer
Oberflache exprimieren (Gattei et al. 1996, van Vlasselaer et al. 1994). Die
Osteoblasten sind der Hauptproduzent von SDF-1, das unter anderem Migration und
Proliferation von Stammzellen reguliert. Das Resultat der Untersuchung dieser LS
Zellpopulation verdeutlichte, dass die Sdff mRNA Expression in Wildtyp-Mausen im
Alter von 12 Monaten um mehr als 50% hochreguliert wird, wahrend in der KO Maus

Population die Expression gleich bleibt.

5.2 Quantitative Veranderungen innerhalb der Myelopoese von c-
mpl"-Mausen

In mehreren Untersuchungen wurde die Einschrankung des myeloiden Vorlaufer-
pools in c-mpl-Mausen beschrieben (Alexander et al. 1996, Carver-Moore et al.
1996, Murone et al. 1998, Kimura et al. 1998). Viele unserer Daten konnten diese Er-
gebnisse bestatigen. Wie erwartet waren sowohl der gemeinsame Vorlaufer der
myeloiden Zellen CMP und Vorlaufer von Megakaryozytopoese und Erythrozyto-
poese MEP stark reduziert. Besonders starke Einschrankungen wurden bei Vor-
laufern der erythrozytaren und megakaryozytaren Linien und bei den Thrombozyten

im peripheren Blut, die den Endpunkt der megakaryozytaren Entwicklung darstellen,
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gefunden. Dieses ist einem kumulativen Effekt auf Grund der Wirkung von TPO in
der frlhen Hamatopoese und als linienspezifischer Faktor innerhalb der Mega-

karyozytopoese zuzuschreiben.

Parallel zur Verminderung der megakaryozytaren Vorlaufer beobachteten wir eine
verminderte mRNA Expression vieler fur die Megakaryozytopoese beschriebener
wichtiger Faktoren wie TAL1/SCL, Nf-e2, GATA-1 und STAT3 in den Lin~ Sca®

Vorlaufern der c-mpl-Mause.

In dieser Arbeit konnte erstmals die quantitative Verteilung der verschiedenen
myeloiden Vorlaufer (CMP, MEP, GMP) in verschiedenen Entwicklungsstadien und
unterschiedlichen hamatopoetischen Kompartimenten von KO- und Wildytp-Mausen
gezeigt werden (Abb. 5.2).

Gesamt Koloniezahl

Gasamt Koloniezahl

Kolonie-Assay Gesamt Koloniezahl

Sortierte myeloide

. JWT100% 3 KO 90%
Vorlaufer

24Wt 123% 24K0 70%

JWT100% 3 KO 63%
24Wt 89% 24K084%

JWT100% 3 KO 53%
24Wt 49% 24KO072%

FACS-Analysen - Knochenmark

IWT100% 3 KO 45%
24Wt 92% 24K061%

JWT100% 3 KO 46%
24Wt 120% 24K0 76%

Megakaryozyten

IWT100% 3 KO 16%
24Wt 80% 24K022%

Kolonie-Assay von
Gesamtknochenmark

Vollstimulation

JWT100% 3 KO 47%
24Wt 80% 24K0 36%

Teillstimulation

JWT100% 3 KO 42%
24Wt 100% 24K029%

FACS-Analysen - Milz

Megakaryozyten

JWT100% 3 KO 9%
24Wt 54% Z4K0 19%

FACS-Analysen — Peripheres Blut

JWT100% 3 KO 74%
24Wt 73% 24K092%

JWT100% 3 KO 93%
24wt 78% 24K093%

Thrombozyten

JWT100% 3 KO 22%
24Wt 100% 24KO0 20%

Abbildung 5.2: Schematische Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten Zellen der myeloiden Reihe in c-
mpf"- und c—mpf'/*-Méusen im Alter von 3 und 24 Monaten. Die dargestellten Prozentzahlen beziehen sich
jeweils auf die Werte bei 3 Monate alten Wildtyp-Mausen.
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Um herauszufinden, ob die verminderten myeloiden Vorlaufer (CMP, MEP, GMP) in
c-mpf/'-Méusen auch funktionell eingeschrankt sind, wurden diese in in vitro Assays
zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Diese Untersuchungen wiesen ein deutlich
verringertes klonogenes Potential dieser Vorlaufer nach, was weitestgehend dem
Befund in CAMT Patienten entspricht.

Fir CAMT Patienten konnte in unserer Gruppe nicht nur eine Reduktion von CD34"
hamatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark, sondern auch ein stark ver-
mindertes klonogenes Potential dieser Stammzellen in vitro gezeigt werden
(Ballmaier et al. 2003).

In den KO-Mausen konnte die starkste Einschrankung fur erythrozytare und mega-
karyozytare Kolonien sowie fir HPP-CFC (high proliferative potential-colony forming
cells) aus dem CMP Vorlaufer nachgewiesen werden (Abb. 5.2). Die CMP und MEP
Vorlaufer zeigten im Alter von 2 Jahren eine deutliche Erschopfung ihres replikativen
Potentials. Sie waren nicht nur quantitativ im Knochenmark noch starker vermindert
als in jungen KO-Mausen, sondern wiesen auflerdem eine stark eingeschrankte
Proliferationskapazitat auf, die auf eine Stammzellerschépfung hindeutet. Dieser
Befund zeigte sich deutlich im Kolonie-Assay von Gesamtknochenmarkzellen.
Moglicherweise wird dieser Effekt durch eine erhdhte Zahl von Zellteilungen
hervorgerufen, die eine verfrihte Alterung induzieren, (stress-induced premature

senescence — SIPS) (Toussaint et al. 2000).

Replikative Seneszenz wird als Erschopfung des Proliferationspotentials von Zellen
definiert (Toussaint et al. 2000). So kann z. B. ein T-Lymphozyt maximal 80 Zellver-
doppelungen nach der Generierung aus einem T-Zell-Vorlaufer im Knochenmark
durchlaufen (Adibzadeh et al. 1995). Charakteristika der replikativen Seneszenz sind
z.B. permanenter Zellzyklusarrest, DNA-Abbau und Induktion spezifischer apoptose-
fordernder Signaltransduktionswege (Meng et al. 2003). Tatsachlich kann ein Zu-
stand verfrihter Seneszenz durch Chemotherapie oder Bestrahlung in Vorlaufer-
zellen kunstlich erzeugt werden, die dann alle Merkmale replikativer Seneszenz von
Vorlauferzellen aus alten Tiere zeigen (Meng et al. 2003). Auf Grund der begrenzten
Proliferationskapazitat differenzierter Zellen kann ein Mechanismus, der durch zu-
satzliche Zellteilungen eine Stammzelleinschrankung kompensiert, Gber lange Zeit-
raume nur bedingt erfolgreich sein. Vermehrte asymmetrische Zellteilungen von
HSCs, die einerseits der Selbsterneuerung und andererseits der Bildung multi-
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potenter Vorlaufer dienen, fihren in KO-Mausen wahrscheinlich schon im Alter von

15 Monaten zu einer replikativen Seneszenz und Erschopfung friiher Stammzellen.

Die quantitative Einschrankung des GMP Vorlaufers im Knochenmark ist moderater
und bleibt im Altersverlauf ungefahr gleich. Interessant ist, dass dieser Vorlaufer Uber
den gesamten Altersverlauf durch zusatzliche Zellteilungen in ganz unterschiedlichen
Entwicklungsstadien sehr erfolgreich die Stammzelleinschrankung ausgleichen kann.
Im Knochenmark wurde im Alter sogar eine Erhdhung reifer Granulozyten und Mono-
zyten in KO- und Wildtyp-Mausen beobachtet. Dieser Effekt wurde fur Mause im
Alter von 20 Monaten von Wang et al. (1995) beschrieben. Hier konnte eine ver-
mehrte Monozytenbildung im Alter als Folge einer reduzierten Funktion dieser Zellen
beobachtet werden. Das Auftreten dieser Funktionseinschrankung ist moglicherweise
eine Folge der replikativen Seneszenz friher Stammzellen. Bestatigt wird dieses Er-
gebnis auch von der Arbeitsgruppe um Barrat et al. (1999), die in 23 Monate alten
Mausen um 20% erhoéhte Monozyten- und Granulozytenzahlen im Knochenmark

fanden.
Megakaryozytopoese und Thrombozytenbildung in der c-mpl”-Maus

Trotz dieser beschriebenen quantitativen und funktionellen Einschrankungen der
myeloiden Reihe sind die KO-Mause in der Lage uber die gesamte Lebenspanne von
2 Jahren eine TPO-unabhangige Megakaryozytopoese aufrechtzuerhalten. Tatsach-
lich kommt es trotz einer um 90% reduzierten Thrombozytenzahl zu einem aus-
reichend schnellen Blutungsstopp in den KO-Mausen. Die verbleibenden Megakaryo-
zyten sind in c-mpl-Mausen morphologisch identisch mit denen in Wildtyp-Mausen
und kénnen funktionell aktive Thrombozyten bilden (Bunting et al. 1997). Auf Grund-
lage dieser Ergebnisse vermuteten die Autoren, dass TPO nur fir die Regulation der
Thrombozytenzahlen, nicht aber fur deren Ausreifung essentiell ist. Ein interessantes
Experiment von Levin et al. (2001) gab einen weiteren Hinweis fur die TPO-unab-
hangige Regulation der Thrombozytenbildung: Obwohl in c-mpf"-Méusen alle frihen
Vorlaufer stark eingeschrankt sind, kénnen die Mause nach 5-Fluorouracil-Gabe in
der Regenerationsphase der Hamatopoese erhohte Zellzahlen aller myeloiden
Vorlaufer bilden. Interessanterweise wurde in dieser Phase auch eine erhdhte Zahl
von Megakaryozyten generiert, was vorubergehend zu normalen Thrombozyten-

zahlen im Blut fUhrte.
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Die im wesentlichen fur diese Regulation verantwortlichen Faktoren konnten kurzlich
als SDF-1 (stromal-cell derived factor) und FGF-4 (fibroblast growth factor) identi-
fiziert werden (Avecilla et al. 2004).

Einige frhe Vorlauferpopulationen im Knochenmark kdnnen ohne Wirkung von TPO
zumindest Uber einen begrenzten Zeitraum ausreichende Mengen von Megakaryo-
zyten bilden. Mdglicherweise spielt dabei die Stammzellnische eine wichtige Rolle.
Es gibt einige Hinweise darauf, dass in der TPO unabhangigen Megakaryozyten-
bildung auch Erythropoetin eine wichtige Rolle spielt. Auf Grund des gemeinsamen
Ursprungs von Megakaryozyten und Erythrozyten wird schon langer ein wechsel-
seitiger Einfluss der ,linienspezifischen® Faktoren TPO und EPO auf Erythrozyto-
poese und Megakaryozytopoese vermutet, der experimentell bestatigt werden
konnte: Hiernach exprimieren mehr als 90% der Zellen der MEP Population und reife
Megakaryozyten den EPO Rezeptor (Terskikh et al. 2003, Kieran et al. 1996).
Metcalf et al. (2002) konnten in in vitro Assays zeigen, dass EPO als Einzelstimulus
in der Lage war, mehr Megakayozyten-Kolonien zu induzieren als TPO. SCF und
EPO zusammen induzierten die Bildung von doppelt soviel Megakaryozyten-
Kolonien als eine Kombination von SCF und TPO. Andererseits konnen TPO und
SCF in vitro in EPO Rezeptor” Leberzellen die Bildung von BFU-E stimulieren. Diese
Kolonien sind morphologisch normal und exprimieren den c-Mpl Rezeptor (Kieran et
al. 1996).

In myelosupprimierten Mausen kann TPO die Erythrozytenvorlauferzahl deutlich
erhdhen und Retikulozytenbildung anregen (Kaushansky et al. 1995). In der Erythro-
poese kann TPO als spater Faktor bei der Differenzierung von Erythrozyten mitwir-
ken (Liu et al. 1999). Diese Ergebnisse bestatigen, dass EPO und TPO Einfluss auf
die Proliferation und Differenzierung der jeweils anderen Zellreihe haben. Der Grund
hierfur liegt woméglich in der groRen Ubereinstimmung von Signalmolekiilen
innerhalb der EPO und TPO Signalkaskade und in der Uberlappung linien-
spezifischer Transkriptionsfaktoren wie GATA-1 und GATA-2. Beide Zytokine
induzieren durch Bindung an ihren Rezeptor uber einen JAK/STAT vermittelten
Signalweg gemeinsame intrazellulare Faktoren (Ghezzi et al. 2004, Kaushansky et
al. 2005).

In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass sich die intrazyto-

plasmatischen Domanen verschiedener Zytokinrezeptoren in ihrer Wirkung teilweise
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ersetzen kdnnen: So konnten z.B. Stoffel et al. (1999) mit einem chimaren Rezeptor,
der aus einer extrazellularen c-Mpl Domane und einer intrazellularen G-CSF-
Rezeptordomane bestand, in einem Knock-In Modell durch Stimulation mit TPO eine
normale Thrombozytenbildung induzieren. Die Ergebnisse deuten auch darauf hin,
dass zumindest fur einen Teil der MEP Vorlaufer die Entscheidung uber die Richtung
der Zelldifferenzierung in megakaryozytare oder erythrozytare Vorlaufer zytokinunab-
hangig nach dem stochastischen Modell erfolgt.

Die linienspezifischen Faktoren steuern in diesem Modell nicht die Differenzierung
des MEP Vorlaufers, sondern vermitteln antiapoptotische Signale und erhdhen die

Proliferationsfahigkeit bereits differenzierter Zellen.

5.3 Beeintriachtigung der Lymphopoese bei c-mpl"-Mausen

Innerhalb der komplexen Entwicklungsreihe hamatopoetischer Stammzellen finden
sich frihe lymphoide Vorlaufer im Knochenmark nur sehr selten. Die bisher fruhesten
beschriebenen lymphoiden Vorlauferzellen befinden sich in der LSK FIt3" CD127
CD44" (LSKflt3*) Stammzellpopulation. Diese multipotente Subpopulation ist hetero-
gen: Ein Teil der LSKIflt3" Zellen exprimiert RAG1 und RAG2 und wird dann ELP
(early lymphoid progenitor) genannt. Der CLP (common LP) differenziert sich mit
groler Wahrscheinlichkeit aus dem ELP und ist auf Grund neuester Erkenntnisse
kein gemeinsamer Vorlaufer fir die gesamte lymphoide Entwicklungslinie sondern
eher ein sehr fruher B-Zellvorlaufer (Bhandoola et al. 2006, Miller et al. 2003). Ein
weiterer friher lymphoider Vorlaufer ETP konnte im Thymus in der TN1 Population
identifiziert werden. Der ETP Vorlaufer entwickelt sich im Thymus wahrscheinlich auf
einem CLP unabhangigen Weg und zeigt groRe phanotypische Ahnlichkeit mit dem
multipotenten LSKfIt3™ Vorlaufer.

Ein Einfluss von TPO auf die Lymphopoese wurde bisher nicht beschrieben. Umso
interessanter ist die von uns erstmals gezeigte Einschrankung der lymphoiden
Vorlaufer in Folge des c-mpl - Defekts. Schon in jungen KO-Mausen beobachten wir
eine starke Verringerung des prozentualen Anteils von LSKfIt3* und CLP Vorlaufern
(um 70%) im Knochenmark im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der frihe ETP Vorlaufer
und die frihen T-Zellstadien TN1-4 im Thymus sind ahnlich stark betroffen (Abb.
5.3.). Der Thymus hat eine besondere Rolle in der Hamatopoese inne. Obwohl im

Thymus sehr fruihe HSCs ausdifferenzieren, bietet er keine Nische fur die Selbst-
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erneuerung von Stammzellen. Man nimmt an, dass der Thymus kontinuierlich von
frGhen lymphoiden Vorlaufern (LSK CD127°) aus dem Knochenmark besiedelt wird,
die im Blut zirkulieren (Pelayo et al. 2005). Tatsachlich fanden Schwarz und
Bhandoola (2004) zirkulierende LSKft3", LSKfIt3" und ELP aber keine CLP Vorlaufer-
zellen im peripheren Blut. Wenn signifikant weniger oder funktionell eingeschrankte
LSKflt3" Vorlaufer den Thymus der KO-Mause besiedeln, konnte daraus eine Ver-
minderung des ETP Vorlaufers resultieren. Die deutliche Verminderung friher
lymphoider Vorlaufer in Knochenmark und Thymus entsteht wahrscheinlich in Folge
der quantitativen und funktionellen Einschrankung der multipotenten Vorlauferzellen
HSC (Abb. 5.1). Anscheinend sind diese frihen lymphoiden Vorlaufer in dieser
Differenzierungsphase nicht in der Lage durch vermehrte Zellteilungen das Stamm-
zelldefizit auszugleichen. Erst im Rahmen der linienspezifischen Differenzierung beo-
bachten wir in den KO-Mausen eine durch zusatzliche Zellteilungen in der B-Zell-

Entwicklung stattfindende Kompensation.

FACS-Analysen
Knochenmark

FACS-Analysen
dendritische Zellen

B220*CD18% Ight*
B-Zellen
3WT100% 3 KO 88%
24Wt 78% 24K0 42%

plasmazytoids
1-Zellen DC

FWT100% 3 KO 76%
24Wt 64% 24K0 36%

/

FACS-Analysen
Thymus

JWT100% 3 KO 25%
24Wt 43%  24K027%

JWT100% 3 KO 98%
Wt 63% 24K0 115%

Lymphoide

CD4* T-Zellen

JWT100% 3 KO 86%

3WT100% 3 KO 35% 24Wt 58% 24KO0 47%

24Wt 41%  24K0 26%

CD8* T-Zellen DC

3WT100% 3 KO 85%
24Wt100% 24K064%

3WT100% 3 KO 82%
24Wt100% 24K0 130%

CD4d* T-Zellen

JWT100% 3 KO 90%
24Wt 67 % 24KO0 51%

FACS-Analysen B220*C D19 Ight*
Milz B-Zellen

JWT100% 3 KO 95%
24Wt 85% 24K073%

Plasmazellen

JWT100% 3 KO 83%
24Wt 95% 24KO086%

CD8* T-Zellen

JWT100% 3 KO 93%
24Wt 77 % 24K062%

FACS-Analysen
Peripheres Blut

B-Zellen

JWT100% 3 KO 85%
24Wt 96% 24K072%

JWT100% 3 KO 100%
24Wt 69 % 24KO 36%

plasmazytoide
DC

JWT100% 3 KO 183%
24Wt138% 24K0 125%

ymphoide
DC

JWT100% 3 KO 85%
24Wt 59% 24K0 78%

myeloide
DC

JWT100% 3 KO 79%
24Wt 96% 24K0 86%

Abbildung 5.3: Schematische Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten lymphoiden Zellen und
dendritischen Zellen in c-mpl"- und c-mpl”*-Mausen im Alter von 3 und 24 Monaten. Die dargestellten
Prozentzahlen beziehen sich jeweils auf die Werte bei 3 Monate alten Wildtyp-Mausen.
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Dieser Mechanismus sorgt dafir, dass sich die drastische Reduzierung des CLP und
ETP Vorlaufers in der Peripherie junger KO-Mause zunachst nicht auswirkt. Reife T-
Zellen sind im Thymus junger Mausen nur moderat vermindert. Obwohl sich bereits
in KO-Mausen im Alter von 12 Monaten eine Verminderung doppelt positiver T-Zellen
im Thymus um die Halfte einstellt, beobachten wir die Auswirkungen dieser Ein-
schrankung in reifen T-Zellen erst im Alter von 2 Jahren. Ahnliche Ergebnisse er-
hielten wir aus den Untersuchungen von T-Zellen in der Milz. Im peripheren Blut
beginnt eine kontinuierliche signifikante Verminderung von CD3" T-Zellen ab einem
Alter von 12 Monaten (Abb. 5.3). In der B-Zellreihe beobachteten wir einen ahnlichen
Effekt. Wahrend der kleine pra B-Zellvorlaufer schon in einem Alter von 12 Monaten
reduziert ist, finden wir erst im Alter von 2 Jahren eine Verminderung reifer B-Zellen
im Knochenmark. Im peripheren Blut ist der prozentuale Anteil von B-Zellen (75%) in
KO-Mausen im Alter von 2 Jahren nicht so stark verringert wie der von T-Zellen
(59%) (Abb. 5.3).

B-Zellen und Plasmazellen sind in der Milz nur leicht vermindert und spiegeln in
diesem hamatopoetischen Organ nicht die starken Einschrankungen im Knochen-
mark wieder. Ein ahnlicher Effekt wurde fir alte Mause beschrieben. So findet man,
trotz stark verminderter B-Zellvorlaufer im Knochenmark, normale Zellzahlen fur reife
B-Zellen in der Milz. Grinde dafir sind eine im Alter zunehmende Lebensdauer von
B-Zellen und die Anreicherung von IgM" B-Zellen und Gedéachtniszellen in der Milz
(Kline et al. 1999). Obwohl die Zellzahl normal ist, zeigen sich in der Diversitat der B-
Zellen erheblich Einschrankungen (Weksler et al. 2002) und die Repopulations-
fahigkeit ist deutlich vermindert (Kim et al. 2003).

5.4 Verinderungen dendritischer Zellpopulationen in c-mp/l™-
Mausen

Dendritische Zellen wurden in c-mpf"-Méusen bisher nicht untersucht. Da
dendritische Zellen sich wahrscheinlich aus Vorlaufern ableiten, die in den KO-
Mausen reduziert sind und TPO einen Einfluss auf die Bildung von spezifischen
Vorlaufern dendritischer Zellen hat (Arrighi et al. 1999), war fur uns interessant, ob
sich ein Ausfall des TPO Rezeptors in vivo negativ auf die Produktion von
dendritischen Zellen auswirkt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden myeloide
dendritische Zellen (MDC: CD11c” CD11b" CD8 B2207), lymphoide dendritische
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Zellen (LDC: CD11c* CD11b” CD8" B220"), sowie plasmazytoide dendritische Zellen
(PDC: CD11¢* CD11b” CD8 B220%) in Thymus und Milz untersucht (Einteilung nach:
Bjorck 2001).

Dendritische Zellen sind antigenprasentierende Zellen, die fur die Erhaltung der
Selbsttoleranz und die Initiierung einer Immunantwort verantwortlich sind. Die
Gruppe dendritischer Zellen ist heterogen und erflllt eine Vielzahl von Funktionen
innerhalb des Immunsystems (Wu et al. 2001). Bisher ist wenig Uber dendritische
Vorlaufer im Knochenmark bekannt. Urspringlich vermutete man einen myeloiden
Vorlaufer fur MDCs und einen lymphoiden Vorlaufer fir LDCs im Knochenmark auf
Grund der Expression des Oberflachenmarkers CD8. Mittlerweile konnte gezeigt
werden, dass die FIt3" Fraktionen myeloider und lymphoider Vorlaufer (CMP, CLP,
ELP) im Knochenmark CD8" und CD8" dendritische Zellen bilden kénnen (D"Amico
et al. 2003). Ein dendritischer Vorlaufer wurde kirzlich von der Arbeitsgruppe um
Fogg und Geissman (2006) in der LK Population entdeckt. Immunophanotypisch
befindet sich dieser Vorlaufer sehr nah am GMP Vorlaufer. Er exprimiert Lin~ c-Kit"
CD16/32" CD34" CX3CR1" und generiert CD11b* Makrophagen und CD11c"
dendritische Zellen (Fogg et al. 2006).

Die Ergebnisse aus den FACS-Analysen von dendritischen Zellen in KO-Mausen
waren vor diesem Hintergrund Uberraschend. Tatsachlich waren zwar die MDCs, die
sich hochstwahrscheinlich aus myeloiden Vorlaufern ableiten, in der Milz moderat
vermindert. Ganz anders stellte sich uns jedoch die Situation fur die PDC und LDC
Populationen dar: Bei den KO-Mausen beobachteten wir im Thymus eine altersab-
hangige Zunahme von PDCs (um 17%) und LDCs (um 57%), wahrend in der
Kontrollgruppe die LDC Zahlen im Altersverlauf gleich blieben und die PDC Zahlen
sogar abnahmen (Abb. 5.3). In der Milz waren die LDCs in jungen KO-Mausen (3
Monate) leicht vermindert, bleiben aber im Gegensatz zu den Wildtyp-Mausen, bei
denen im Alter eine deutliche Reduktion festzustellen war, im Altersverlauf
unverandert. Interessanterweise beobachteten wir eine signifikant vergroferte PDC
Population (um 88%) in jungen KO-Mausen. Im Altersverlauf sank dieser Anteil
allerdings wieder auf 90% im Vergleich zum Wildtyp ab (Abb. 5.3.). Offensichtlich hat
der Verlust des TPO Rezeptors nur einen negativen Einfluss auf dendritische Zellen,
die sich aus myeloiden Vorlaufern entwickeln. Tatsachlich konnte die Expression des
TPO Rezeptors auf humanen myeloiden dendritischen Zellen (Kumamoto et al.

1999) und ein synergistischer Einfluss von TPO bei der in vitro Generierung von

-84 -



myeloiden dendritischen Zellen aus CD34" Zellen nachgewiesen werden (Encabo et
al. 2004).

Die Rolle von PDCs im Thymus ist weitgehend unbekannt. PDCs entstehen im
Thymus unabhangig von T-Zellen (Ferrero et al. 2002). Es deutet einiges darauf hin,
dass sich PDCs aus LSK FIt3" CD62L" Vorlaufern im Knochenmark und Thymus
Uber die Zwischenstufen ELP, CMPflt3" und CLPfIt3" entwickeln (Pelayo et al. 2005).
Danach gelangen die ausdifferenzierten PDCs ahnlich wie B-Zellen Uber das Blut in
die lymphoiden Organe (Naik et al. 2005). Ausgehend von diesen Untersuchungen
entwickeln sich die PDCs und LDCs moglicherweise aus einer TPO-unabhangigen
Vorlauferpopulation, die in den KO-Mausen ausreichende Zellzahlen produzieren
kann. Allerdings konnte in vitro auch ein positiver Einfluss von TPO auf die
Generation plasmazytoider dendritischer Zellen aus HSCs gezeigt werden (Chen et
al. 2004). Wahrscheinlich handelt es sich daher bei der Erhéhung der DC
Subpopulationen eher um einen sekundaren Effekt des c-Mpl Defekts. Die DCs als
Produzenten hamatopoetischer Wachstumsfaktoren kdonnten auch als Antwort auf
die Stammzellverminderung in KO-Mausen regulatorisch erhoht sein: Tatsachlich
gibt es Hinweise auf einen mdglichen Einfluss von antigenstimulierten dendritischen
Zellen auf die Expansion hamatopoetischer Vorlaufer im Knochenmark von Mausen.
Dabei sollen diese DCs in vivo durch Expression I6slicher Mediatoren wie TPO, IL-6
und IL-12 und durch Zell-Zell Interaktionen mit Stammzellen sogar die Megakaryo-
zytopoese unterstutzen (Wang et al. 2001).

Insgesamt bleiben die Mechanismen, die fur diesen Befund in den KO-Mausen ver-

antwortlich sind, unklar und missen weiter untersucht werden.

5.5 Altersabhingige Verianderungen der Himatopoese in c-mp/**-
und c-mpl"-Miusen

Unsere Ergebnisse aus den Untersuchungen von c-mpl*’*- und c-mpf"-Méusen im
Alter von 22-25 Monaten, mussen im Kontext mit bereits beschriebenen alters-
abhangigen Veranderungen innerhalb der Hamatopoese von Wildtyp-Mausen ge-
sehen werden. Der Alterungsprozess wird durch einen graduellen Verlust des Zell-
entwicklungspotentials begleitet (Kamminga et al. 2006). Anders als frlher ange-
nommen unterliegen auch die sich selbsterneuernden Stammzellen Hayflicks

»mitotischer Uhr* (de Haan et al. 1997, Hayflick et al. 1961). Stammzellen von alten
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Mausen zeigen eine verminderte Repopulationseffiziens im Vergleich zu jungen

Mausen, die auf Veranderungen intrinsischer Faktoren beruht (Linton et al. 2004).

Altersabhédngige Verédnderungen in hdmatopoetischen Stammzellen

Es haufen sich Hinweise daflir, dass die ,Stammzellqualitat® mit jeder Selbst-
erneuerungsteilung abnimmt (van Zant 1997). Tatsachlich beobachteten wir in den
von uns untersuchten KO-Mausen nicht nur eine Einschrankung des Selbster-
neuerungspotentials frGher Stammzellen, sondern auch eine verminderte Fahigkeit,
in vitro Kolonien zu bilden und eine reduzierte Proliferationsfahigkeit. Diese Defekte
sind moglicherweise Ausdruck flur einen frih einsetzenden beschleunigten Alterungs-
prozess von Stammzellen in KO-Mausen als Folge einer andauernden hamato-
poetischen Stresssituation. Van Zant (2003) vertritt die Hypothese, dass Stamm-
zellen innerhalb des Alterungsprozesses zellulare Schadigungen anhaufen, die ihr
Entwicklungspotential und ihre Fahigkeit zur Blutzellregeneration vermindern. Diese
veranderte Stammzellfunktion wird besonders in hamatopoetischen Stresssituationen
sichtbar und aufert sich in einer fehlerhaften Neubildung friher Vorlaufer, in einem
frihen Auftreten replikativer Seneszenz differenzierter Zellen und in einem einge-

schrankten Selbsterneuerungs- und Expansionspotential von Stammzellen.

Die Arbeitsgruppe um Morrison et al. (1996) fand heraus, dass die Mehrzahl der
HSCs in jungen und mittelalten Mausen in der Go-Phase ruht, wahrend sich in alten
Mausen fast alle HSCs im Zellzyklus befinden. Weitere Untersuchungen in der Maus
konnten intrinsische Faktoren als Hauptursache fur die altersabhangige Stamm-
zellerschopfung identifizieren. Aus jeder Zellteilung resultieren DNA Veranderungen,
die durch Versagen von Reparatur-Mechanismen entstehen kénnen (Prasher et al.
2005). Diese DNA Lasionen haufen sich je nach Replikationsgeschichte einer
Stammzelle friher oder spater im Alterungsprozess an und konnen Ursache einer
Stammzellerschopfung sein. Folge von DNA Lasionen koénnen z.B. Hetero-
chromatinverluste sein. Die graduellen Veranderungen in der Heterochromatin-
struktur der DNA im Alter reflektieren die Anzahl der Zellteilungen einer Stammzelle
und resultieren in einer veranderten Genexpression, die zur Transkription von Genen
fuhrt, die nicht mehr stammzellspezifisch sind (Kamminga et al. 2006).

Ein weiterer Faktor fur die replikative Seneszenz in HSCs ist das Ansteigen von

altersbedingten Proteinveranderungen durch oxidativen Stress. Eine Vielzahl von
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Untersuchungen konnte einen Anstieg der Carbonylierung und eine vermehrte
Proteolyse in alten Zellen zeigen (Levine et al. 2002). Induziert man in Mausen
hamatopoetischen Stress durch radioaktive Bestrahlung oder Verabreichung von
Chemotherapeutika, verandert sich die Zellzyklusregulation. Interessanterweise
werden dabei Zellzyklusproteine exprimiert, die als Biomarker fir replikative Senes-
zenz gelten (Wang et al. 2006).

Zytokine haben als extrinsische Faktoren ebenfalls Einfluss auf altersabhangige Ver-
anderungen von Stammzellen. Tatsachlich andert sich das Profil der Zytokin-
produktion in alten Mausen. So nimmt die IL-2 Produktion in der Milz im Alter deutlich
ab, wahrend die IFN-gamma Bildung zunimmt. Die Arbeitsgruppe um Henckaerts et
al. (2004) konnte eine dramatische Einschrankung der Proliferationsantwort von LSK

Zellen alter Mause auf FIt3 Ligand und TPO feststellen.

Fasst man all diese Ergebnisse zusammen, zeigen hamatopoetische Stammzellen
als Folge von hamatopoetischem Stress oder naturlichen Alterungsprozessen
deutliche Anzeichen einer Stammzellerschopfung und haben damit eine limitierte
Lebenserwartung. Da der TPO Rezeptordefekt in den von uns untersuchten Mausen
wahrscheinlich zu einer hamatopoetischen Stresssituation fuhrt, muss man in KO-
Mausen viel friher als in Wildtyp—Mausen mit einer replikativen Seneszenz von
klonal expandierenden Stammzellen und als Folge mit einer friheren Stammzell-
erschopfung rechnen. Die Ergebnisse aus der mRNA Analyse hamatopoetischer
Vorlauferzellen konnten zeigen, dass einige der Gene, die als hochreguliert in
ruhenden Stammzellen beschrieben wurden, in den KO-Mausen im Vergleich zum
Wildtyp in ihrer Expression deutlich vermindert waren. Dazu gehoérten Abcg2, das fur
einen ABC Transporter kodiert, der fur den fur Stammzellen beschriebenen ,side
population ,, Phanotyp verantwortlich ist (Zhou et al. 2001), Cdkn1c (p57/Kip2), ein
Hauptregulator fur den Zellzyklusarrest von ruhenden Stammzellen (Umemoto et al.
2005) sowie die Transkriptions-Repressoren E2f6 (Trimarchi et al. 1998) und Rbl/1
(p107, Zhamanian & La Thangue 1993). Die verminderte Expression dieser flr
ruhende Stammzellen wichtigen Faktoren koénnte bedeuten, dass auf Grund der
verringerten myeloiden und lymphoiden Vorlauferzahlen in den KO-Mausen nur noch
wenige HSCs ruhen und die Mehrzahl der Stammzellen proliferiert, um den Zellpool
in der Peripherie aufzufullen. Die mRNA Analyseergebnisse bestatigen damit unsere
These einer replikativen Seneszenz der Stammzellen in c-mpl"-Mausen. Unsere

Beobachtungen kénnen einen Hinweis auf den Mechanismus des auch von anderen
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Arbeitsgruppen beobachteten Effekts von TPO auf den Selbsterhalt und die
Proliferation friher Stammzellen geben (Grassinger et al. 2006, Neelis et al. 1998,
Lewis et al. 2000, Yagi et al. 1999).

Altersabhangige Veranderungen zeigten sich in einer signifikanten Reduktion der
Anzahl an CLP Vorlauferzellen nicht nur in KO-Mausen, sondern auch in 24 Monate
alten Wildtyp-Mausen. Miller und Allman (2003) konnten diese altersabhangige
Reduzierung des CLP Vorlaufers um 90% in 20 Monate alten Mausen zeigen.
Wahrend der LSK{lt3" Vorlaufer in den Wildtyp-M&usen im Altersverlauf kontinuierlich
abnahm, blieb dieser Vorlaufer in der KO-Maus immer gleich stark vermindert. Die
signifikante Abnahme des CLP Vorlaufers in den KO-Mausen im Alter scheint
unabhangig vom TPO Rezeptordefekt zu sein, da sie auch bei den Wildtyp-Mausen
beobachtet wird. Parallel verlief auch die altersabhangige Zunahme des LS
Vorlaufers im Knochenmark von KO- und Wildtyp-Mausen. Diese wurde fur Wildtyp-
Mause schon in Studien von Morrison et al. (1996) und Sudo et al. (2000)
beschrieben.

Altersabhéngige Verénderungen in der Myelopoese

Detaillierte Untersuchungen altersabhangiger Veranderungen sind in Mausen haupt-
sachlich fur lymphoide Zellen und kaum fur myeloide Zellen beschrieben. Die
wenigen Ergebnisse die es aus Untersuchungen der Myelopoese gibt, sind zum Teil
kontrovers. So beobachteten Wang et al. (1995) im Alter erhéhte Makrophagen-
zahlen im Knochenmark, wahrend Morrison et al. (1996) keine Veranderungen in der
myeloiden Reihe zeigen konnten. Altersabhangige Veranderungen der Immunant-
worten die durch Makrophagen oder neutrophile Granulozyten vermittelt werden,
wurden durch Plackett et al. (2004) beschrieben. Daraus geht hervor, dass diese
Dysfunktion eine Folge der altersabhangigen Veranderungen der Makrophagen-
Gewebeumgebung ist (Stout et al. 2005). Trotz der verminderten T-Zellzahlen als
Folge der Thymusatrophie sind Makrophagen und dendritische Zellen im Alter kaum
reduziert (Varas et al. 2003).

Die Arbeitsgruppe von Min et al. (2005) fand keine Unterschiede in der Frequenz von
CMP, GMP und MEP Vorlaufern zwischen jungen und alten Mausen im Knochen-
mark wahrend Rossi und Mitarbeiter (2005) in alten Mausen eine erhdhte Zahl von
GMP Vorlaufern fanden. Wir konnten den Befund von H. Min fir die GMP und CMP
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Vorlaufer in Wildtyp-Mausen bestatigen, beobachteten aber im Unterschied zu
seinen Ergebnissen eine deutliche Verringerung des prozentualen Anteils des MEP
Vorlaufers (um 33%) im Knochenmark alter Wildtyp-Mause. Die sortierten MEP
Vorlaufer aus alten Wildtyp-Mausen zeigten im Unterschied zu den aus jungen
Wildtyp-Mausen eine verringerte Fahigkeit CFU-E, CFU-Meg und CFU-Meg/E zu
bilden.

Auf den ersten Blick schienen die Ergebnisse der Stammzellassays aus Gesamt-
knochenmarkzellen diesen Daten zu widersprechen. Es wurde hier keine alters-
abhangige Verringerung in der Anzahl an megakaryozytaren und erythrozytaren
Kolonien in alten Wildtyp-Mausen beobachtet. Das deutet darauf hin, dass sich diese
Kolonien aus dem CMP Vorlaufer entwickeln. Die CMP Vorlauferzellen aus alten
Wildtyp-Mausen waren in der Lage, normale Zahlen an CFU-E und im Vergleich zu
jungen Mausen sogar erhohte Zahlen (um 40%) an CFU-Meg/E zu bilden. Dies
konnte Folge eines Kompensationsmechanismus sein, der durch klonale Expansion
bereits differenzierter Vorlaufer aus der CMP Population die altersabhangige
Reduzierung des MEP Vorlaufers im Knochenmark ausgleicht. Zum Mechanismus

dieser Kompensation kann hier noch keine Angabe gemacht werden.
Altersabhédngige Verdnderungen in der Lymphopoese

Die Lymphozytenbildung in Knochenmark und Thymus geht im Altersverlauf zurtck.
Es ist nicht vollstandig geklart warum es zu dieser Verminderung kommt, die Teil der
beobachteten Immunseneszenz ist (Min et al. 2005). Beschrieben sind Faktoren die
die T-Zell Immunseneszenz hervorrufen wie a) veranderte Bildung von T-Zell-Vor-
laufern durch Stammzelldefekte, b) Thymusatrophie, c) Alterung von ruhenden
Zellen, d) altersbedingte Veranderungen in T-Zellrezeptor vermittelten Signaltrans-
duktionskaskaden und e) replikative Seneszenz von klonal expandierenden Zellen
(Pawelec et al. 2002). Der fruihe Thymusvorlaufer ETP ist im Alter stark vermindert
und zeigt eine eingeschrankte Proliferationsfahigkeit (Min et al. 2004). Zusatzlich zu
dieser Stammzelleinschrankung fihrt die Thymusatrophie zu einer signifikanten Ver-
minderung von T-Zellzahlen in der Peripherie, zu Veranderungen in T-Zell-
Subpopulationen und zu einer veranderten Immunantwort (Prelog et al. 2006). Naive
T-Zellen werden im Alter durch Gedachtnis T-Zellen ersetzt und die transendotheliale
Migration ist verschlechtert (Kudlacek et al. 2000).
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TN1 T-Zellen alter Mause haben ein normales Entwicklungspotential. Sie kdénnen
aber nicht ausreifen, weil die Thymusumgebung durch den Alterungsprozess
funktionell stark eingeschrankt ist (Aspinall et al. 2001). Die von uns untersuchten
Wildtyp-Mause zeigten im Alter von 24 Monaten im Thymus deutlich verringerte
Zellzahlen von doppelt positiven T-Lymphozyten. Die klonale Expansion von CD8" T-
Zellen im Thymus, die wir in alten Wildtyp-Mausen beobachteten, entsprach der von
Ku et al. (2000) beschriebenen. Mdglicherweise ist diese Erhéhung der CD8" T-

Zellen eine Reaktion auf haufige Virusinfektionen im Alter (Khan et al. 2002).

Altersabhangige Defekte treten in der B-Zellentwicklung vom pra B-Zellstadium
(Hardy C) zum pro B-Zellstadium (Hardy D) auf. Dabei sind die pra B-Zellzahlen in
alten Mausen im Vergleich zu jungen Mausen um ca. 20% vermindert (Kirman et al.
1998). In unseren Untersuchungen wurde eine signifikante Verringerung von kleinen
pra B-Zellen in 24 Monate alten Wildtyp-Mausen um 35% im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen im Alter von 3 Monaten beobachtet. Miller und Allman (2003) konnten zuerst
eine starke altersabhangige Reduzierung des CLP Vorlaufers zeigen. Die Ver-
minderung der B-Zellvorlaufer und die Einschrankung ihres Selbsterneuerungs-
potentials flihrt im Alter zu einer starken Reduzierung von naiven B-Zellen, zu einer
Ansammlung von Gedachtnis-B-Zellen in sekundaren Lymphorganen, zur Abnahme
der Rezeptorvielfalt und zur Entstehung von Immunseneszenz (Colonna-Romano et
al. 2006). Dabei kommt es haufiger zur Bildung von autoreaktiven Antikorpern und
zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen (Johnson et al. 2002).

Es konnte nachgewiesen werden, dass in pro-B-Zellen die V(D)J Gene nicht
erfolgreich rekombiniert werden (Labrie et al. 2004) und demzufolge die pra B-Zellen
in Folge des fehlenden pre-BCR Signals in Apoptose gehen (Kirman et al. 1998). Die
V(D)J Rekombination ist ein IL-7-abhangiges Ereignis. Ursache fur die fehlerhafte
Rekombination kdnnte ein Defekt in der IL-7 Signalkaskade sein, welcher als Folge
einer verminderten Reaktivitdt des IL-7 Rezeptors auf den IL-7 Ligand auftritt
(Corcoran et al.1998).

Wir beobachteten eine altersabhéngige Abnahme (um 45%) von Lin® IL-7" Zellen im
Knochenmark von Wildtyp-Mausen im Alter von 24 Monaten und konnten zeigen,
dass die unreifen B-Zellen im Knochenmark von Wildtyp-Mausen im Alter von 24
Monaten um 22% vermindert sind. Tatsachlich konnte Linton et al. (2004) nach-
weisen, dass neu generierte B-Zellen, die aus dem Knochenmark in die Milz

emigrieren, verringert sind.
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Trotzdem ist die Anzahl peripherer B-Lymphozyten im Alter nicht verandert (Kline et

al. 1999), weil sich Gedachtnis B-Zellen in der Peripherie ansammeln.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Thrombopoetin ist der wichtigste humorale Regulator fur die Bildung von Thrombo-
zyten und spielt dariber hinaus jedoch auch eine bedeutende Rolle bei der Re-
gulation multipotenter hamatopoetischer Vorlaufer. Der Verlust des TPO Rezeptors
c-Mpl fuhrt beim Menschen zu einer schweren hamatologischen Erkrankung der
kongenitalen amegakaryozytaren Thrombozytopenie (CAMT). Im Verlauf dieser Er-
krankung entwickelt sich die bei Geburt auftretende schwere Thrombozytopenie zu
einer generellen Erschopfung der gesamten Hamatopoese, die nur durch eine
Knochenmarktransplantation kurativ behandelt werden kann. Das Krankheitsbild der
CAMT zeigt die essentielle Bedeutung von TPO sowohl fiir die Bildung von Thrombo-
zyten als auch fiir die Erhaltung der gesamten Hamatopoese. Mit der c-mpl-Maus
steht uns ein Tiermodell zur Verfigung, in dem die Funktion von TPO und seinem
Rezeptor flr die Himatopoese untersucht werden kann.

Obwohl auch c-mpl™-Mause um ca. 80% verminderte Thrombozytenzahlen sowie
eine deutliche Verminderung friher hamatopoetischer Vorlauferzellen zeigen, ent-
wickelt sich in den KO-Mausen jedoch kein der CAMT vergleichbares Krankheitsbild:
Die Thrombozytenzahlen sind ausreichend hoch um spontane Blutungen zu ver-
hindern, dass Knochenmark ist normozellular und die Erythrozyten- und Leukozyten-
zahlen im peripheren Blut sind normal. Allerdings lagen Literaturdaten bislang nur far
Mause im Alter von 12 Wochen vor, die Entwicklung der Hamatopoese Uber einen
langeren Altersverlauf war nicht bekannt.

In dieser Arbeit sollten seriell Uber einen Altersverlauf von 2 Jahren verschiedene
hamatopoetische Kompartimente in c-mp/*’*- und c-mpl"-Mausen untersucht werden

mit dem Ziel, folgende Fragestellungen zu beantworten:

Welche Vorlaufer und reife Subpopulationen sind in den KO-Mausen einge-

schrankt?

- Wie stark sind die Einschrankungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der
Hamatopoese?

- Gibt es einen Einfluss auf die Lymphopoese?

- Kommt es im Alter in den KO-Mausen zu einer Stammzellerschépfung ahnlich der

bei CAMT Patienten? Entwickeln KO-Mause im Alter eine Panzytopenie?
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- Welche Kompensationsmechanismen existieren zum Ausgleich des Stammzell-
defektes? Findet eine transkriptionelle Regulation auf Stammzellebene statt?

Mit Hilfe von durchflusszytometrischen Analysen verschiedener hamatopoetischer

Kompartimente und funktionellen Untersuchungen von sortierten Vorlauferzell-

populationen konnte ein detailliertes Bild der veranderten hamatopoetischen Ent-

wicklung von frihen Vorlauferzellen bis hin zu den reifen Zellen des peripheren

Blutes bei c-mpl-Mausen gezeichnet werden.
Altersunabhéngige Unterschiede zwischen c-mpl”- und c-mpl™”*-Mausen

Bei der Untersuchung der Ausreifungsstadien der verschiedenen hamatopoetischen
Entwicklungslinien zeigte sich als allgemeine Tendenz eine erhebliche Verminderung
friiher hamatopoetischer Vorlauferzellen bei c-mpl-Mausen, die im Verlauf der
weiteren Liniendifferenzierung der Vorlaufer zum Teil kompensiert wird. So fanden
wir die frilhen hamatopoetischen Vorlduferzellen LSK in den c-mpl"-Mausen
gegenuber dem Wildtyp um 2/3 reduziert. Bei den reifen Zellen des peripheren Bluts
fanden sich, abgesehen von der Thrombozytopenie bei der c-mpf"-Maus, keine
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Die Kompensation durch zu-
satzliche Zellteilungen innerhalb der Ausreifung aller hamatopoetischen Entwick-
lungslinien, die megakaryozytare Linie ausgenommen, konnte durch quantitative
Untersuchungen verschiedener Zwischenstufen der hamatopoetischen Entwicklung
belegt werden. In mMRNA-Array Analysen von sortierten hamatopoetischen Vorlaufern
fanden sich zahlreiche flr frihe, ruhende hamatopoetische Vorlaufer typische
mRNAs in c-mpl-Méausen deutlich weniger exprimiert als im Wildtyp. Im Kontrast zu
der in vivo beobachteten erhdhten mitotischen Aktivitat hamatopoetischer Vorlaufer
wurde in vitro eine eingeschrankte Koloniebildung myeloider Vorlaufer beobachtet.
Das klonogene Potential durchflusszytometrisch-sortierter Vorlaufer war bei c-mp/l”-
Mausen deutlich eingeschrankt und die KoloniegroRe als Maly fur das mitotische
Potential der Ursprungszelle war geringer. Dies deutet auf die enorme Bedeutung
der hamatopoetischen Umgebung im Organismus fir die Kompensation des Stamm-
zelldefektes bei c-mpl™-Mausen hin.

In dieser Arbeit konnte erstmals eine starke Reduktion friher lymphoider Vorlaufer in
Knochenmark und Thymus bei c-mpl™-M&usen beschrieben werden, die der Vermin-
derung friiher myleoider Vorlaufer vergleichbar war (LSKflt": 34%, CLP: 28% von

Wildtyp-Mausen). Innerhalb der T-Zellentwicklung fanden wir in der c-mpf"-Maus
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signifikant verminderte Zahlen der fruihen Thymus-Vorlaufer (ETP und TN1-4) und
reifer CD4" T-Zellen in der Peripherie. Bei der weiteren Ausreifung des CLP
Vorlaufers kam es innerhalb der B-Zellentwicklung durch zusatzliche Mitosen zu
einer vollstandigen Kompensation der verminderten Vorlauferzellzahlen. Abweichend
von den Beobachtungen fur alle anderen Zelltypen konnten wir eine bisher nicht
beschriebene erhdhte Zahl plasmazytoider dendritischer Zellen (PDC) in der Milz
junger KO-Mause und eine erhdhte Zahl lymphoider dendritischer Zellen im Thymus

von alten KO-Mausen beobachten.
Entwicklung der Hamatopoese im Altersverlauf bei c-mpl”- und c-mpl”*-Mausen

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der jungen c-mpl-Méuse entsprachen im
Wesentlichen den Befunden bei CAMT-Patienten wahrend der ersten Lebens-
monate, in denen eine isolierte Thrombozytopenie vorliegt. Die Kompensation des
Stammzelldefektes durch zusatzliche Mitosen innerhalb der Hamatopoese fihrt in
CAMT-Patienten im Verlauf der Erkrankung zu einer vollstandigen Erschopfung des
Stammzellpools und zur Entwicklung einer aplastischen Anamie und Panzytopenie.
Trotz verminderter B- und T-Zellzahlen im peripheren Blut zeigten die c-mpf"-Méuse
im Gegensatz zu den CAMT-Patienten bis zum Alter von 2 Jahren keine Anzeichen
fur eine Anadmie oder Leukozytopenie. Die stark verminderten Zahlen an frihen
hamatopoetischen Vorlaufern bei den KO-Mausen veranderten sich im Altersverlauf
kaum. Interessanterweise zeigten einige Gene (wie Wnt, Bmi1, Notch1, Hoxa4,
Hoxb4), die fur die Selbsterneuerung von Stammzellen wichtige Faktoren kodieren in
c-mpl™-Mausen im Alter von 12 Monaten eine gegeniiber den Wildtyp-Mausen
erhdhte Expression, die einen Hinweis auf eine Gegenregulation als Antwort auf den
erhdhten Verbrauch friher Vorlaufer innerhalb der Hamatopoese geben kdnnte.

Im Altersverlauf konnten Unterschiede zwischen c-mpl- und c-mpl”*-Mausen
beobachtet werden, die auf eine frihere Alterung des hamatopoetischen Systems
hindeuten. So konnten wir z.B. bei den KO-Mausen eine frihere Immunseneszenz
als bei Wildtyp-Mausen beobachten. Des Weiteren zeigten die KO-Mause im
Altersverlauf eine starkere Abnahme des klonogenen Potentials friher Kolonie-
bildender Zellen als Wildtyp-Mause. Interessant im Vergleich mit den CAMT
Patienten ist in diesem Zusammenhang, dass dort die Abnahme des klonogenen
Potentials hamatopoetischer Vorlaufer in vitro der verminderten Produktion der

entsprechenden reifen Zellen deutlich vorausgeht. Der beobachtete Phanotyp in der
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24 Monate alten c-mpl”-Maus kénnte daher als Zeichen einer beginnenden hamato-
poetischen Erschoépfung gedeutet werden.

Auffallig war ein Anstieg der Anzahl megakaryozytarer Vorlaufer im Knochenmark im
Alter, der bei Wildtyp und KO-Mausen zu beobachten war und daher TPO-
unabhangig erfolgte. Aus der weiteren Untersuchung dieses Phanomens konnte man
in Zukunft Hinweise auf eine TPO-unabhangige Regulation der Hamatopoese er-

halten.
Ausblick

Innerhalb dieser Arbeit konnten neue wichtige Erkenntnisse Uber die veranderte
hamatopoetische Entwicklung in c-mpl"-Mausen gewonnen werden. Dabei wurde
auch eine starke Beeintrachtigung der Entwicklung friher lymphoider Vorlaufer nach-
gewiesen. Im weiteren Verlauf der Forschung stellt sich jetzt vor allem die Frage
nach den Zielgenen von TPO in den frihen hamatopoetischen Stammzellen: Aus
den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich vielversprechende Hinweise fur die
weitere Forschung. So zeigten sich in den Vorlauferzellen von c-mpl™-Méusen
Veranderungen in der Genexpression diverser Zellzyklusgene und Transkriptions-
faktoren, die bei der Selbsterhaltung und Proliferation friiher Stammzellen eine
wichtige Bedeutung haben.

Eine weitere Aufgabe wird sein die Genregulation in frGhen Vorlaufern zwischen
Mensch und Maus zu vergleichen, um Mechanismen ausfindig zu machen, die
moglicherweise eine Stammzellerschépfung in der Maus verhindern.

Die Suche nach Kompensationsmechanismen, die in der Maus die TPO-unab-
hangige Thrombozytenbildung regulieren, ist ebenfalls noch nicht abgeschlossen.
Unsere Ergebnisse und aktuelle Literaturdaten geben Hinweise auf mogliche
Mechanismen, die naher untersucht werden missen wie z.B. der Einfluss der

Stammzellnische und ihrer sezernierten Chemokine.
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cluster of differentiation
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common lymphoid progenitor

common myeloid progenitor
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early thymoid progenitor
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fibroblast growth factor
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granulocyte colony stimulating factor
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granulocyte/macrophage lineage-restricted progenitor
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transforming growth factor
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vascular endothelial growth factor

versus

wingless related MMTYV integration site

zum Beispiel

zum Teil

- 109 -



9. Anhang

9.1 Danksagung

Mein Dank gilt an dieser Stelle allen, die an der Entstehung dieser Arbeit beteiligt
waren insbesondere jedoch

Herrn Prof. Welte fur die Aufnahme in sein Institut, fr die Bereitstellung vielfaltiger
Arbeitsmoglichkeiten und der Ubernahme des Korreferates,

Herrn Prof. Dr. Holtmann fiir die Ubernahme des Hauptreferates und der damit
verbundenen Unterstitzung und Ratschlage,

Herrn Dr. Ballmaier fur die Betreuung der Arbeit, fur die vielen Anregungen, Ideen
und Gesprache, die zum Entstehen dieser Arbeit beigetragen haben und fur die sehr
faire Zusammenarbeit und das freundliche Arbeitsklima,

Frau Dr. Germeshausen flr die praktische molekularbiologische Unterstitzung und
die guten Ratschlage,

Christina Reimer fur die geduldige Sortierung von Unmengen von Zellen, die sehr
grolde Hilfsbereitschaft und die Uberaus freundschaftliche Zusammenarbeit,

Klara Cherkaoui fur die vielen Ratschlage und die warmherzige Zusammenarbeit,

Marly Dalton und Eva Brinkmann fur die fleiBigen molekularbiologischen Arbeiten an
der Maus DNA,

Markus Grahler und Petra Hahnel fur die Bereitstellung von Laborarbeitsflache und
die guten Gesprache.

Konny Kerberger fir die gute Pflege und Flrsorge meiner Versuchstiere,

Jorg Scheffler fur IT-Support, unendliche Geduld, die Bereitwilligkeit zum Verzicht
und viel Verstandnis fur eine oft erschopfte Partnerin,

Fatih Noyan und Gesine Kohne flir die mentale Starkung und die guten
freundschaftlichen Beziehungen,

und meiner GroBmutter ohne deren Hilfe und Verstandnis dieser lange Weg viel
schwieriger gewesen ware.

- 110 -



9.2 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation
selbstandig und ohne fremde Hilfe angefertigt habe und alle benutzten Hilfsmittel
sowie evtl. zur Hilfeleistung herangezogene Institutionen vollstandig angegeben
habe. Diese Dissertation wurde nicht schon als Diplom- oder ahnliche Prufungsarbeit
verwendet oder in einem anderen Fachbereich eingereicht.

Hannover, den 02.10.2006

Janet Kaffanke

- 111 -



