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1.Einleitung

1.1 Die hamatopoetische Stammzelle

1.1.1 Historisches und Definition

Die Bildung der zellularen Bestandteile des Blutes, folglich der Blutplattchen (Throm-
bozyten), der roten Blutkdrperchen (Erythrozyten) sowie der wei3en Blutkérperchen
(Leukozyten) wird in ihrer Gesamtheit als Hamatopoese bezeichnet.

Alexander Maximow stellte 1924 erstmals die These auf, dass alle Zellen des Blutes
von einer gemeinsamen Vorlauferzelle, einer hamatopoetischen Stammzelle abstam-
men kdnnten (Maximow, 1924). In den folgenden Jahrzehnten konnte diese These
durch Tierexperimente bestatigt werden.

Lorenz et al. zeigten 1951, dass letal bestrahlte Mause durch die Injektion von Kno-
chenmark gerettet werden konnen (Lorenz et al., 1951). Wagers et al. konnten 2002
beweisen, dass eine einzige, dem Knochenmark entnommene hamatopoetische
Stammzelle ausreicht, um in einer letal bestrahlten Maus das gesamte hamatopoeti-
sche System zu erneuern und somit diese Zelle Ausgangspunkt fiir die Bildung der
Thrombozyten (Thrombozytopoese), der Erythrozyten (Erythropoese) und der Leuko-
zyten (Leukopoese) ist (Wagers, 2002). Dadurch wurde bestétigt, dass eine hamato-
poetische Stammzelle zur Selbsterneuerung, zur Differenzierung in alle Zelllinien sowie
zur Repopulierung des Knochenmarks fahig ist.

Die hamatopoetische Stammzelle ist jedoch im Gegensatz zu einer omnipotenten Zel-
le, beispielsweise der befruchteten Eizelle (Zygote), nicht in der Lage, sich in eine be-
liebige Zelle embryonalen oder extraembryonalen Ursprungs zu entwickeln. Auch ge-
hort sie nicht zu den sogenannten pluripotenten Stammezellen, die sich zu Zellen aller
drei Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm, Entoderm) differenzieren kdénnen (Mitalipov
and Wolf, 2009). Definitionsgemal gehotren die hamatopoetischen Stammzellen zu
den multipotenten Zellen, aus welchen zwar noch die unterschiedlichen Zellreihen des
Blutes, nicht jedoch Zellen anderer Organe hervorgehen kénnen.

Die Unterscheidung zur hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzelle (HSPC), der in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Population, erfolgt tber bestimmte Oberflachen-
marker (siehe 1.1.3) (Spangrude et al., 1988) und scheint - trotz ausfihrlicher Unter-

suchung — noch nicht abschliel3end geklart (Schroeder, 2010).



1.1.2 Ein Uberblick tiber die Entwicklung der Hamatopoese der Maus

Die genaue Entwicklung der murinen Hamatopoese, also der Hamatopoese der Maus,
ist nicht vollstandig geklart. Bekannt ist, dass sich bereits im Dottersack, auRerhalb des
Embryos, multipotente Progenitorzellen befinden, die in entsprechenden Assays zur
Koloniebildung fahig sind. Diese sind jedoch in einer letal bestrahlten Maus nicht durch
Transplantation ins Knochenmark zu tberfuhren, sofern sie vor Beginn der Blutzirkula-
tion an Tag 8.25 der Embryonalperiode (E8.25) entnommen wurden (Moore and
Metcalf, 1970, McGrath et al., 2003, Ueno and Weissman, 2010). Aus diesen Zellen
scheinen erste, primitive rote Blutkdrperchen, die Erythrozyten, hervor zu gehen, die
wahrend der Fetalperiode verschwinden. Innerhalb des Embryos zeigen sich die ers-
ten, hdmatopoetischen Zellen im Bereich der paraaortalen Splanchnopleura um E8.5
(Cumano et al., 2001). Multipotente Progenitorzellen werden wohl erstmals um E10.5
in der Aorto-gonadalen-Mesonephros-Region (AGM) gebildet. Es konnte gezeigt wer-
den, dass diese Zellen transplantierbar sind (Medvinsky and Dzierzak, 1996). Ob die
Zellen der AGM-Region einen anderen Ursprung als diejenigen des Dottersacks haben
oder ob es sich um deren gereifte Form handelt, konnte noch nicht abschlieRend ge-
klart werden (Ueno and Weissman, 2010).

Bekannt ist jedoch, dass die hamatopoetischen Vorlauferzellen im Verlauf der Embryo-
nalentwicklung zunachst in die fétale Leber und spéater, ungefahr zum Zeitpunkt der
Geburt, in das Knochenmark wandern, wo sie fir den Rest des adulten Lebens ver-
bleiben und fur die Aufrechterhaltung der Hamatopoese verantwortlich sind (Johnson
and Moore, 1975, Clapp et al., 1995). In der neugeborenen Maus ist wohl auch die Milz
Ort hamatopoetischer Aktivitat, welche sich jedoch im Verlauf auf reine Erythropoese
reduziert (Wolber et al., 2002).

1.1.3 Charakterisierung der murinen hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzelle

Sowohl die humane als auch die murine HSPC ist gekennzeichnet durch das Vorhan-
densein bzw. das Fehlen bestimmter Oberflachenmolekile auf der Auf3enseite der
Zellmembran, im Folgenden als Oberflachenmarker bezeichnet. Reife Blutzellen, z.B.
Leukozyten, tragen ganz bestimmte Oberflachenmarker, sogenannte Lineage-Marker,
die sie beispielsweise von Erythrozyten unterscheiden. Lineage-Marker flr murine Zel-

len sind, unter anderen, CD45 fur B-Zellen, CD71 fur Zellen der erythroiden Reihe oder
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CD13 und CD33 fur Granulozyten. Es konnte gezeigt werden, dass eine Population
von Knochenmarkszellen existiert, die noch keine Oberflichenmarker exprimiert, wel-
che bereits auf eine Differenzierung in eine bestimmte Zelllinie hindeuten wirden. Da-
her wird diese Zellpopulation als lineage-negativ (lin-) bezeichnet. Unter diesen Zellen
finden sich vermehrt solche, die als Progenitorzellen zu bezeichnen sind (Spangrude et
al., 1988).

Zwei ebenfalls von Spangrude et al. zur Selektion von Progenitorzellen verwendete
Oberflachenmarker sind Thy-1/CD90 und Sca-1. Irving Weissman und Kollegen aus
Stanford zeigten, dass HSPC durch das Fehlen von lin- Markern, eine niedrige Expres-
sion von Thy-1 und das Vorhandensein von Sca-1 charakterisiert sind und mit gro3er
Wabhrscheinlichkeit die einzigen multipotenten Stammzellen darstellen. Schritte zur wei-
teren Aufreinigung dieser Zellen waren jedoch unumgénglich. In ihrem Ubersichtsarti-
kel zur Biologie der HSPC von 1995 geben Weissman et al. eine Zusammenfassung
relevanter Marker zur Isolation muriner HSPC und ergénzten das Oberflaichenmolekdl
c-kit (CD117), eine Rezeptor-Tyrosinkinase, als positiven Marker fUr die multipotenten
Progenitorzellen (siehe Tabelle 1) (Morrison et al., 1995). Da Thy-1 nur in einer ganz
bestimmten Mauslinie (C57BL/Ka-Thyl.1.) existiert, hat c-kit diesen Oberflachenmar-
ker zur Zellisolierung weitgehend abgeldst (Morrison and Weissman, 1994).

Oberflachenmarker Priméarer Expressionsort Multipotente Progenitor zellen
Thy-1 T-Zellen niedrig

Sca-1 T-Zellen hoch

c-kit Progenitorzellen positiv

Mac-1 Granulozyten, Monozyten negativ bis niedrig
CD4 T-Zellen negativ bis niedrig
CD3 T-Zellen negativ

CD5 T-Zellen, Bla B-Zellen negativ

CD8 T-Zellen negativ

B220 B-Zellen negativ

Gr-1 Granulozyten negativ

Terll9 Erythroide Progenitorzellen negativ

CD34 Progenitorzellen positiv

WGA Zellen, die Reste von Sialsdure exprimieren hoch

H2-K Alle hdmatopoetischen Zellen hoch

Ly5 Grof3teil der hamatopoetischen Zellen positiv

Tabelle 1: Ubersicht Oberflachenmarker
Ubersicht Uber die von Weissman et al. zur Charakterisierung hamatopoetischer Vorlauferzellen
postulierten Oberflachenmarker. (Morrison et al., 1995).

Innerhalb der so definierten Population (lin-, Sca-1+, c-kit+) kann weiter unterschieden
werden zwischen sogenannten Long-term-HSPC, aus denen lebenslang alle Zellreihen
der Hamatopoese hervorgehen konnen, und Short-term-HSPC, deren Fahigkeit zur

Selbsterneuerung eingeschrankt ist und die nur 8-12 Wochen lang die Bildung lympho-
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ider und erythroider Zellen gewahrleisten konnen. Ein Marker, der sich typischerweise
auf LT-HSPC findet, ist SLAMF1 (CD150), wohingegen Flk-2 (CD135) (Christensen,
2001), CD48 und CD244 fehlen (Kiel et al., 2005). Charakteristisch fir die Unterschei-
dung zwischen LT- und ST-HSPC ist vor allem die Expression von CD34, ein Marker
der sich erst auf ST-HSPC findet (Osawa et al., 1996).

1.1.4 Die hamatopoetische Stamm- und Progenitorzelle im Knochenmark

Wie Adams und Scadden in ihrem Ubersichtsartikel von 2006 zusammenfassen, geht
die HSPC ihren zahlreichen Aufgaben hauptsachlich im Knochenmark nach, und be-
darf dort spezieller Umweltbedingungen — sogenannter Nischen — um diese optimal
erfullen zu kénnen (Adams and Scadden, 2006). Die Nischenzellen unterstiitzen durch
Membran-gebundene sowie sezernierte Faktoren das Uberleben und die Selbsterneu-
erung der HSPC und regulieren Wanderung, Differenzierung in die unterschiedlichen
hamatopoetischen Zelllinien oder den Ubergang in ein ruhendes Stadium (Schofield,
1978). Sowohl Zellen, die sich an der Innenschicht des Knochens (Endost) als auch
Zellen, die sich an der AuRBenseite der GefaRwande befinden (perivaskular), scheinen
hier einen Beitrag zu leisten, da sich HSPC vor allem in ihrer Umgebung aufhalten
(Gong, 1978, Kiel et al., 2005).

1.1.5 Zirkulation im Organismus und Homing der hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzelle

HSPC finden sich nicht ausschlief3lich im Knochenmark, vielmehr ist bereits seit 1962
bekannt, dass auch das Blut einen rezirkulierenden Besatz hdmatopoetischer Stamm-
und Progenitorzellen enthélt (Goodman and Hodgson, 1962, Wright et al., 2001). Auch
in anderen Organen, wie beispielsweise der Leber (Cardier and Barbera-Guillem,
1997) und der Milz (Wright et al., 2001) kdnnen HSPC nachgewiesen werden. Die ge-
nauen Wege dieser Zellen sowie der physiologische Sinn dieser Zirkulation durch un-
terschiedliche Kompartimente des Korpers waren lange Zeit unklar. 2007 konnten
Massberg et al. erstmals zeigen, dass auch die Lymphwege einen relativ konstanten
Anteil an HSPC enthalten. Es wurde ein Modell fir die Reise dieser aus dem Kno-

chenmark stammenden Zellen durch den Korper aufgestellt (Massberg et al., 2007).



Dieses Modell wurde 2009 von Massberg et al. noch weiter ergéanzt und soll im Fol-
genden dargestellt werden (Massberg and Von Andrian, 2009).

HSPC verlassen das Knochenmark uber den Blutkreislauf, wandern in nicht-
lymphatisches, extramedullares Gewebe, wie beispielsweise die Leber, und gelangen
nach ca. zweitdgigem Aufenthalt in letzterem Uber die Lymphe wieder in das Blut und
damit letztlich auch zuriick an ihren Ursprungsort. Diese Ruckkehr ins Knochenmark
wird auch als Homing bezeichnet. Wahrend die Zirkulation zwischen Blut und Kno-
chenmark wahrscheinlich der gleichmafligen Besetzung aller Nischen dient (Wright et
al., 2001), zeigten Massberg et al., dass HSPC in extramedullaren Organen auch zur
Bildung von Abwehrzellen vor Ort fahig sind und somit zur Immunabwehr in diesen
Geweben beitragen (Massberg et al., 2007). HSPC tragen sogenannte Toll-like-
Rezeptoren (TLR) auf lhrer Oberflache. Diese Rezeptoren, die fir das angeborene
Immunsystem eine bedeutende Rolle spielen, erkennen spezifische Komponenten auf
potenziell pathogenen Organismen (Antigene) und lésen dadurch nicht nur eine Ent-
ziindungsreaktion aus, sondern bewirken auch eine zusétzliche, Antigen-spezifische
Aktivierung des erworbenen Immunsystems (Hashimoto et al., 1988, Takeda et al.,
2003). Die Bindung bakterieller Molekille an TLR von HSPC im Knochenmark flhren
zu deren verstarkter Selbsterneuerung sowie zur Differenzierung in Zellen der myeloi-
den Reihe (Nagai et al., 2006).

Im peripheren Gewebe kénnen HSPC ebenfalls Gefahr durch mdogliche Infektionen
erkennen, dementsprechend reagieren und durch Proliferation den Bestand der im
jeweiligen Gewebe ansassigen Zellen des Immunsystems gewahrleisten bzw. erhéhen.
Die zirkulierenden HSPC scheinen demnach eine Art Wachter-Funktion zu tberneh-
men und gleichsam durch den Korper zu patrouillieren, um im Falle einer Verletzung
oder einer Entziindung fur ausreichend Nachschub an Immunzellen vor Ort zu sorgen.
Auch unter nicht entziindlichen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass HSPC im
peripheren Gewebe zu Zellen der myeloiden Linie differenzieren. Folglich ist ihre Mig-
ration auch fir die Erhaltung des peripheren Status Quo unerlasslich (siehe Abb.1)
(Massberg and Von Andrian, 2009, Mazo et al., 2011)

Um diesen Weg zu bewaéltigen, verfigen HSPC lber eine Fille von Molekilen, wie
beispielsweise Integrine (Wright et al., 2002), auf deren Bedeutung im nachsten Kapitel

eingegangen wird.



HSPCs ~ Homing of
: recirculating HSPCs
o .4 o to the bone marrow
e g __ - e - T S o -
Mobilization of HSPCs

R

blood| BM

Local dif ferentiation
of HSPCs
in peripheral tissues

¥ TLR ligand

Peripheral tissue !

Abb.1: Der Weg der hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzelle durch die unter-
schiedlichen Kompartimente

Dargestellt ist der Austritt der HSPC aus dem Knochenmark ins Blut (links oben) und konsekutiv
in peripheres Gewebe. Hier erfolgt lokal und in Abh&ngigkeit von Faktoren wie S1-P und TLR-
Liganden die Differenzierung in verschiedene Zelltypen, z.B. B-Zellen (Bildmitte). Ein Teil der
HSPC kehrt Gber die Lymph- und BlutgefaRe ins Knochenmark zurtick (rechts oben) — ein Pro-
zess, der als Homing bezeichnet wird (Massberg et al., 2007).

1.2. Integrine

1.2.1 Grundlagen — Struktur

Integrine gelten als die wichtigsten Rezeptormolekile auf den Zellen eukaryotischer
Organismen. Sie vermitteln Kontakte zwischen Zellen und nicht-zellularen Bestandtei-
len (extrazellulare Matrix), sowie auch Kontakte unter den Zellen selbst. Integrine ha-
ben Uber die Zellmembran hinweg Kontakt zum Zytoskelett und kénnen damit zur Akti-
vierung zahlreicher Signalwege in der Zelle (intrazellular) beitragen. Hynes beschrieb
die Familie der Integrine erstmalig 1987 (Hynes, 1987) und fasst in seinem Ubersichts-
artikel von 2002 den bisherigen Kenntnisstand in Bezug auf diese multifunktionalen
Molekule zusammen (Hynes, 2002).

Bei Integrinen handelt es sich um sogenannte heterodimere Transmembranproteine,
die jeweils aus einer sogenannten a- und einer B-Kette bestehen, welche wiederum

jeweils eine extra- und eine intrazelluldare Doméane aufweisen. Die a-Kette legt die Lig-



andenspezifitat des Integrins fest, wahrend die B-Kette vor allem fir die Vorgange in-
nerhalb der Zelle verantwortlich zu sein scheint (Barczyk et al., 2010).

Saugetiere haben acht unterschiedliche B- Ketten und 18 a-Ketten zur Verfiigung, um
die bisher bekannten 24 verschiedenen Integrine zu bilden. Jedes dieser Integrine
scheint eine besondere Funktion zu erfillen, da Mause, in denen das entsprechende
Integrin durch eine genetische Veranderung nicht mehr hergestellt werden kann
(Knockout), jeweils einen charakteristischen Defekt zeigen. Bei fehlendem B2 Integrin
beispielsweise kommt es zu einer massiv kompromittierten Leukozytenfunktion mit

Leukozytose und eingeschrankter Immunantwort (Scharffetter-Kochanek et al., 1998).

1.2.2 Grundlagen — Funktion

Zweierlei Mechanismen der Signalvermittiung durch Integrine gelten als gesichert, das
sogenannte ,outside-in-signaling’ und das ,inside-out-signaling® (Hynes, 1992). Unter
outside-in-signaling versteht man die auf ein Signal von auf3en folgende Konformati-
onséanderung des Molekils, welches dann eine Reaktion innerhalb der Zelle nach sich
zieht. Das Signal stellt ein Bindungsmolekiil dar (Ligand), das in diesem Fall an das
Integrin bindet. Ein mogliches Beispiel ware die Bindung des Liganden Fibrinogen an
das auf Thrombozyten vorhandene Integrin allbp3, welche intrazellular diverse Reakti-
onen auslost, die fir die Blutgerinnung wichtig sind (Shattil and Brugge, 1991).

Inside-out-signaling beschreibt hingegen einen umgekehrten Prozess, namlich die
Vermittlung von Information aus dem Inneren der Zelle nach auf3erhalb. Entscheidend
ist in diesem Zusammenhang die Aktivierung der Integrine, auf welche unter Punkt

1.2.4 noch ausfiihrlich eingegangen wird.

1.2.3 Die Bedeutung der Integrine fiir hamatopoetische Stammzellen

Wie bereits erwahnt, bedirfen die HSPC auf ihrem Weg durch die verschiedenen
Kompartimente — Knochenmark, Blut und extramedullares, nicht-lymphatisches Gewe-
be — der Hilfe unterschiedlicher Moleklle. Von grofRer Bedeutung ist vor allem die Fa-
higkeit, am GefalRendothel anzuhaften, sei es beim Eintritt in periphere Gewebe, wie
z.B. die Leber, sei es bei der Riickkehr — dem sogenannten Homing — ins Knochen-
mark (Wright et al., 2002, Massberg and Von Andrian, 2009).



Eines der an diesen Mechanismen beteiligten Molekiile ist das Integrin a8, auch be-
kannt als VLA-4 (very late antigen 4), das sowohl fur die Stammzellmobilisierung als
auch den Homingvorgang von grof3er Bedeutung zu sein scheint. Der entsprechende
Ligand ist VCAM-1 (vascular cell adhesion protein 1), der vom Gefal3endothel expri-
miert wird (Papayannopoulou and Nakamoto, 1993, Papayannopoulou et al., 1995).
Mazo und Kollegen gelang es 1998 durch Intravitalmikroskopie zu beweisen, dass ne-
ben anderen Adhasionsmolekilen (P- und E-Selektine), auch die Verbindung VLA-4/
VCAM-1 am sogenannten Rollen der HSPC auf dem Endothel von Knochenmarksge-
falen beteiligt ist und Integrine hier demnach eine wichtige Rolle im Homing-Prozess
spielen. Diese Art der Aufgabenteilung zwischen Integrinen und Selektinen scheint
dartber hinaus knochenmarksspezifisch zu sein (Schulz et al., 2010, Mazo et al.,
1998). Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung von VLA-4 liefert die Tatsache, dass
eine Unterbrechung der Verbindung VLA-4/VCAM-1 durch BIO5192, ein small
molecule inhibitor, zu einer um den Faktor 30 erhéhten Mobilisierung von HSPC flhrt
(Ramirez et al., 2009).

Vanderslice und Kollegen gelang zudem jiingst die Synthese eines small molecule a-
gonist an VLA-4, THI0019, der in vitro zu einer verstarkten Bindung von Progenitorzel-
len an VCAM-1 fuhrte und somit in Zukunft ein verbessertes Einnisten von hdmatopoe-
tischen Stamm- und Progenitorzellen (Engraftment) nach Stammzelltransplantation
ermdglichen kénnte (Vanderslice et al., 2013).

Auch das Phanomen der Chemotaxis scheint beim Weg der HSPC durch den Kdorper
eine Rolle zu spielen. Chemotaxis beschreibt einen Prozess, bei welchem Zellen durch
Botenstoffe bzw. Signalmolekiile angelockt werden — diese Stoffe werden dementspre-
chend auch als Chemokin bezeichnet. Fir humane HSPC konnte gezeigt werden, dass
SDF-1a (stromal cell derived factor 1a), ein Chemokin, dass an den auf HSPC expri-
mierten Chemokin-Rezeptor CXCR4 bindet, zu einer Aktivierung von VLA-4 und somit
zu einer hoheren Affinitat zum Gefal3endothel fuhrt. Ebenfalls durch SDF-1a aktiviert
wird wohl auch das Integrin aLB2, besser bekannt als LFA-1 (lymphocyte function-
associated antigen 1), dessen Ligand ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) sich
unter anderem auch an der Oberflache von Gefal3endothelien findet (Peled et al.,
2000). Wright et al. konnten 2002 vergleichbare Ergebnisse fir murine HSPC nachwei-
sen (Wright et al., 2002).

AulRerdem zeigte sich, dass der funktionelle CXCR4-Antagonist ATI-2341 zu einer ver-
besserten Mobilisierung von HSPC flhrte (Tchernychev et al., 2010).

In jingster Vergangenheit konnten weitere Faktoren, wie beispielsweise Sphingosin-1-
Phosphat (S1-P), identifiziert werden (Ratajczak et al., 2012).



Eine Arbeit vom Mai 2011 konnte weiterhin zeigen, dass die Aktivierung des NO/cGMP-
Sighalweges, also eines Signalweges, der Uber eine Interaktion zwischen Stickstoff-
monoxid und cyclischem Guanosinmonophosphat funktioniert, in Stammzellen zu einer
Konformationsanderung im Sinne einer Deaktivierung von VLA-4 fuhrt und damit zur
Losung einer zuvor eingegangenen Bindung zu VCAM-1 (Chigaev et al., 2011).

Aus den bisher gewonnenen Erkenntnissen lasst sich folglich schlie3en, dass Integrine
— wahrscheinlich insbesondere VLA-4 — fur den nach wie vor nur in Ansatzen verstan-
denen Weg der hamatopoetischen Stammzellen durch das GefalRendothel ins Kno-

chenmark eine wichtige Rolle spielen.

1.2.4 Die Aktivierung von Integrinen

Wie bereits mehrfach angedeutet, liegen Integrine nicht dauerhaft in aktivierter, also
bindungsfahiger Form vor, sondern kénnen vielmehr durch Signale aus dem Inneren
der Zelle — Inside-Out — ihre Konformation andern. Die Mdglichkeit eines inaktiven Zu-
stands (,OFF-State®) ist aus biologischer Sicht essentiell: wéaren beispielsweise die von
Thrombozyten in groRer Zahl exprimierten allbp3- Integrine standig aktiv, so kame es
regelmafig durch Bindung ihres Hauptliganden Fibrinogen zu thrombotischen Ereig-
nissen im Gefal} (Hynes, 2002).

Zahlreiche Elemente beeinflussen den Zustand der Integrine, seien es die Art des In-
tegrins, die extrazellulare Matrix oder auch die komplexe Interaktion verschiedener G-
Protein-Rezeptoren mit Wachstumsfaktoren (Baker and Zaman, 2010, Schwartz and
Ginsberg, 2002). Ein Beispiel ware die schon erwédhnte Chemokin-getriggerte Aktivie-
rung von VLA-4.

Die einzelnen Schritte, die dann letztendlich zu einem aktivierten Integrin an der Zell-
oberflache fuhren, sind bereits teilweise bekannt. Entscheidend scheint ein intrazellul&r
vor allem an die B-Kette adharierender Proteinkomplex zu sein, der aus mindestens
156 Proteinen besteht und auch als ,Adhesom® bezeichnet wird. Unter anderen finden
sich hier Paxillin, Filamin, ILK (Integrin-linked Kinase), FAK (Focal adhesion Kinase)
und Talin (Zaidel-Bar et al., 2007).

Talin ist ein Molekul, dessen Rolle im Prozess der Aktivierung bereits verhaltnisméanig
genau charakterisiert werden konnte. Dieses grofl3e, 2541 Aminoséauren lange Protein,
enthalt an seinem N-Terminus, dem Amino-Terminus, die sogenannte FERM-Domane,
benannt nach den vier Proteinen, in denen ihre Existenz erstmals nachgewiesen wurde

(band Four-point one, Ezrin, Radixin und Moesin) (Chishti et al., 1998). Diese kann
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wiederum in drei Unterdomanen unterteilt werden, F1, F2, und F3, wobei F3 direkt an
die B-Kette des Integrins binden kann. Am C-Terminus, dem Carboxy-Terminus, erfolgt
die Bindung von F-Aktin, folglich kann Talin eine direkte Verbindung zwischen der B-
Kette des Integrins und dem Zytoskelett schaffen. Eine mogliche Hypothese zur Akti-
vierung ist, dass es durch die Anlagerung von Talin an den intrazellularen Teil der B-
Kette zu einer Destabilisierung der Interaktionen zwischen der Transmembran- und der
zytoplasmatischen Doméne des Integrins kommt. Aufl3erdem scheint Talin eine veran-
derte Ausrichtung der Transmembrandoméane zu bedingen (Anthis et al., 2009).
Allerdings scheinen auch andere Molekule eine entscheidende Rolle bei der Konforma-
tionsanderung von Integrinen hin zur vollstandigen Aktivierung zu spielen. Der Familie
der Kindline wird in letzter Zeit eine zunehmende Bedeutung bei diesem komplexen
Prozess attestiert (Larjava et al., 2008, Meves et al., 2009, Lai-Cheong et al., 2010).

1.3. Kindline

1.3.1 Charakterisierung der Molekulfamilie

Die Entdeckung der Kindline 1994 durch Wick et al. erfolgte nicht im Kontext der In-
tegrin-Aktivierung. Vielmehr war man auf der Suche nach Proteinen, die mdglicher-
weise eine Progression der Zelle von der G0/1-Phase des Zellzyklus in die S-Phase
triggern konnten. Im Zuge dieser Versuche wurde ein Protein identifiziert, welches heu-
te als Kindlin-2 bezeichnet wird (Wick et al., 1994, Siegel et al., 2003). Bereits 1954
beschrieb die Dermatologin Therese Kindler den Fall eines 14-jahrigen Madchens, das
an durch mechanische Traumata induzierbarer Blasenbildung, progressiver Atrophie
der Haut, sowie Poikilodermie (dt.: bunte Haut) litt. Die dieser nun als Kindler-Syndrom
bekannten Erkrankung zugrunde liegende Mutation beeintréchtigt das Protein UNC-
112, welches 2003 aufgrund der 62%igen Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz
mit Kindlin-2 in Kindlin-1 umgetauft wurde (Kindler, 1954, Siegel et al., 2003). Ein wei-
teres Protein, das in seiner Aminosauresequenz zu 49% mit Kindlin-1 Ubereinstimmt,
wurde Kindlin-3 genannt (Siegel et al., 2003).

Die Tatsache, dass alle drei Kindline an den intrazellularen Anteil der B-Kette von In-
tegrinen binden kénnen, legt den Schluss nahe, dass auch diese Molekuilfamilie zur

Aktivierung der Integrine beitragen konnte. Méglich wird dies durch die zunéchst bei
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Kindlin-1 nachgewiesene FERM-Domane, die jener von Talin sehr &hnlich ist und
ebenfalls aus drei Untereinheiten besteht (Kloeker et al., 2004).

Es bestehen verschiedene Theorien daruber, wie diese beiden Proteine miteinander
interagieren. Eine Mdglichkeit wére die aufeinander folgende Bindung von Talin und
einem Kindlin an die gleiche B-Kette, um eine Konformationsénderung hin zu einer ho-
heren Affinitat zu extrazellularen Liganden herbeizufiihren. Alternativ kbnnten die Pro-
teine auch gleichzeitig an die B-Kette binden, um diesen Effekt hervorzurufen. Eben-
falls diskutiert wird die Bindung von Talin und Kindlin an jeweils unterschiedliche B-
Ketten, die dann eine Art Cluster bilden wirden (Moser et al., 2009b). Unabhé&ngig von
den genauen Mechanismen konnte jedoch mehrfach gezeigt werden, dass Kindline zur
Aktivierung von Integrinen unerlasslich sind (Moser et al., 2008, Moser et al., 2009a,
Montanez et al., 2008).

1.3.2 Kindlin-1 und Kindlin-2: ein Uberblick

Kindlin-1 findet sich nach immunhistochemischer Farbung vor allem an der Grenze
zwischen Dermis und Epidermis, nahe der Basalmembran, sowie in Epithelzellen des
Verdauungstraktes. Es kann an B1- und p3- Ketten binden (Siegel et al., 2003, Kloeker
et al., 2004, Ussar et al., 2008). Wie bereits erwahnt, konnen Mutationen im Gen, das
fur Kindin-1 codiert, dem Kindler-Syndrom zugrunde liegen. Diese Erkrankung zahlt zu
den erblichen Epidermolysis-bullosa-Stérungen, die klinisch durch die damit einherge-
henden Hautveranderungen diagnostiziert werden.

Mause, die genetisch so verandert wurden, dass sie Kindlin-1 nicht exprimieren (Kind-
lin1-Knock-Out), zeigen einen anderen Phéanotyp. Sie fallen durch eine massive Ent-
zundung im Darmtrakt auf, die an eine Colitis Ulcerosa erinnert, perinatal meist letal
verlauft, und auf eine verminderte Anhaftung des Epithels an die Basalmembran zu-
rickzufuihren ist. Dieser geht wiederum eine mangelnde Aktivierung der entsprechen-
den Integrine voraus. Die Haut ist zwar atrophisch, Blasen kénnen jedoch nicht nach-
gewiesen werden. Daraus lasst sich ableiten, dass mogliche Frihformen des Kindler-
Syndroms primé&r durch intestinale Probleme imponieren und deshalb méglicherweise
als chronisch entziindliche Darmerkrankung fehldiagnostiziert werden (Ussar et al.,
2008).

Kindlin-2 hingegen wird im Korper nahezu ubiquitar exprimiert, die einzige Ausnahme

bilden die Zellen der hdmatopoetischen Reihe. Kindlin-2 findet sich des Weiteren als
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einziges der drei Molekule bereits in embryonalen Stammzellen. Wie Kindlin-1 bindet
auch Kindlin-2 an B1- und B3-Ketten von Integrinen.

Es Uberrascht nicht, dass Mause, denen Kindlin-2 fehlt, bereits kurz nach der Implanta-
tion versterben, da die Integrinfunktion in Zellen des Entoderms und Epiblasts gestort
ist. Dies fuhrt zu massiven Adhasionsdefekten, sowie einem mangelhaften Aufbau der
Basalmembranen (Montanez et al., 2008).

Eine Genmutation, die beim Menschen zu einem Ausfall von Kindlin-2 fihrt, wére
wahrscheinlich ebenfalls schon in der Embryonalphase letal, demnach ist in diesem
Fall keine assoziierte Erbkrankheit bekannt.

1.3.3 Kindlin-3: Integrin-Aktivierung in hAmatopoetischen Zellen

Die ersten Erkenntnisse Uber die Bedeutung von Kindlin-3 bei der Aktivierung von In-
tegrinen liefern Moser et al. in einer Arbeit, deren Fokus auf der Aggregation von
Thrombozyten liegt (Moser et al., 2008). Hier konnte gezeigt werden, dass Thrombozy-
ten, denen Kindlin-3 fehlt, trotz normaler Expression von Talin nicht zur Aktivierung von
Integrinen, z.B. allbp3, und somit auch nicht zu regelhafter Funktion fahig sind.

Die In Vivo-Versuche wurden an Chiméren durchgefihrt, da Kindlin-3-Knockout-Mause
bereits kurz nach der Geburt an schweren Blutungen versterben. Chimaren sind defini-
tionsgeman Lebewesen, die Zellen mit unterschiedlichem genetischem Material enthal-
ten, welche aus zwei befruchteten Eizellen stammen. Damit unterscheiden sich Chima-
ren vom Mosaik, welches ebenfalls Zellen mit unterschiedlichem Genmaterial enthalt,
diese stammen jedoch von einer einzigen Eizelle ab. Fir die Herstellung der Chimaren
werden HSPC aus den fotalen Lebern der Knockout-Mause entnommen und in letal
bestrahlte Wildtypen transplantiert. Bei diesen Mausen zeigt sich eine deutlich verlan-
gerte Blutungszeit, wobei die Thrombozytenzahl an sich unauffallig ist. Moser et al.
konnten aus ihren Versuchen schlie3en, dass Kindlin-3, neben Talin, fiir die Aktivierung
von B1- und B3-Integrinen eine entscheidende Rolle zu spielen scheint.

Doch auch die fur verschiedene Leukozytenfunktionen essentiellen B2-Integrine arbei-
ten nicht unabh&ngig von Kindlin-3. So werden beispielsweise in der komplexen Adhé-
sionskaskade, die der Transmigration von Leukozyten in entziindete Gewebe voraus-
geht, einzelne Schritte bei fehlender Kindlin-3-Expression deutlich beeintrachtigt.
Wahrend das sogenannte Rollen auf dem Gefaliendothel, ein friiher Schritt, der haupt-
sachlich durch Selektine vermittelt wird, nicht gestért zu sein scheint, ist ein stabiles

Anhaften auf aktiviertem Endothel fir Leukozyten ohne Kindlin-3 kaum noch méglich.
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Fur diesen Schritt zeichnen vor allem die Verbindungen LFA-1/ICAM-1 sowie zu gerin-
geren Anteilen VLA-4/VCAM-1 verantwortlich. Dass ein Ausschalten von Kindlin-3 die-
se Verbindungen erschwert bzw. unmoéglich macht, beweist auch die herausragende
Bedeutung dieses Molekuls fur eine intakte Funktion des Immunsystems (Moser et al.,
2009a, Malinin et al., 2009, Ley et al., 2007).

Dies zeigt sich umso deutlicher bei Patienten, deren Leukozyten ein Adh&sionsdefizit
aufweisen und die an Leukocyte adhesion definciency-Ill (LAD lll) leiden. Diese auto-
somal-rezessiv vererbte Erkrankung geht mit einer verstarkten Blutungsneigung, der
Glanzmann-Thrombasthenie, die ihrerseits auf einem Defekt in den Genen GPllb oder
GPIlla beruht, nicht unéahnlich, sowie einer massiven Infektneigung einher (Etzioni and
Alon, 2004). Genanalysen bei mehreren Patienten konnten nachweisen, dass Mutatio-
nen im Gen von Kindlin-3 dieser Erkrankung hdchstwahrscheinlich ursachlich zu Grun-
de liegen. Dafir spricht auch die Tatsache, dass die Expression von Wildtyp-Kindlin-3
in Leukozyten, die zuvor nicht zu Adhasion und Migration fahig waren, wieder zu einer
normalen Funktion dieser Zellen von LADIII-Patienten flhrt (Svensson et al., 2009).
Um differenzieren zu kénnen, welche Rolle Kindlin-3 genau bei den Funktionsein-
schrankungen von Leukozyten spielt, untersuchten Manevich-Mendelson et al. den
Einfluss von Kindlin-3 auf LFA-1 und VLA-4 bei Lymphozyten. Interessanterweise zeig-
ten sich hier insofern Unterschiede, als nach Stimulation durch Chemokine (inside-out)
in Effektor-T-Zellen ohne Kindlin-3 jedwede durch LFA-1 vermittelte Adhé&sion ausfiel,
wahrend ein erstes Andocken durch VLA-4 noch mdglich war. Eine stabile Bindung
durch VLA-4 kam nicht zustande. Unter kontinuierlichem Fluss, dem sogenannten
shear stress, und ohne Chemokine konnte VLA-4 durch VCAM1 normal aktiviert wer-
den, wahrend LFA-1 kaum auf ICAM-1 reagierte (outside-in). Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass Kindlin-3 fur die Aktivierung von LFA-1 eine grof3ere Rolle spielt
(Manevich-Mendelson et al., 2009).

Verhaltnismafig neu ist die Erkenntnis, dass Kindlin-3, anders als lange Zeit vermutet,
nicht nur von Zellen der hdmatopoetischen Reihe exprimiert wird, sondern auch von
Endothelzellen. Allerdings konnten Versuche zeigen, dass ein Verlust von Kindlin-3 in
diesen Zellen nicht zu Problemen bei der Adhasion von Leukozyten fuhrt (Bialkowska
et al., 2010).
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1.4 Fragestellung

Fasst man die bereits gewonnenen Erkenntnisse zu Kindlin-3 zusammen, so kdénnen
drei Punkte als wahrscheinlich gelten: 1) wird Kindlin-3 in relevanter Form nur in hama-
topoetischen Zellen exprimiert, 2) wird sowohl die Funktion von Leukozyten als auch
die von Thrombozyten bei Fehlen von Kindlin-3 massiv beeintrachtigt und somit kann,
3), geschlossen werden, dass Kindlin-3 als Integrin-Co-Aktivator, neben Talin und mog-
licherweise anderen Molekiilen, unerlasslich ist.

Nun liegt der Gedanke nahe, hamatopoetische Stammzellen, aus denen sowohl Leu-
kozyten als auch Thrombozyten hervorgehen, in Hinblick auf ihre Abhangigkeit von
Kindlin-3 zu untersuchen. Gerade mit Bezug auf das Homing ins Knochenmark, ein
Vorgang, bei welchem Integrine eine wichtige Rolle spielen, erscheint es sinnvoll, Mau-
se zu untersuchen, deren HSPC kein Kindlin-3 exprimieren. Hierbei stellen sich folgen-
de Fragen:

1. Zeigen sich Unterschiede in der Verteilung der HSPC auf die verschiedenen Kom-
partimente Knochenmark, Blut und Milz als extramedulldares Gewebe?

2. Ist der Prozess des Homings in das Knochenmark beeintrachtigt oder gar unmog-
lich?

3. Sofern sich Auffalligkeiten finden: Welcher Schritt der Adhasionskaskade ist gestort —
erstes Anheften, Rollen, Crawling, stabiler Arrest oder die Migration durchs Gefa-
Rendothel?

4. Falls die Transmigration durch das Endothel méglich ist — finden sich Unterschiede

bezliglich des Zellverhaltens im Knochenmarksinterstitium?

Um festzustellen, ob sich der Gehalt an HSPC in Knochenmark, Milz und Blut zwi-
schen Kindlin-3-Knockout-Chimaren und Wildtypen jeweils unterscheiden, wurden
CFU-Assays angefertigt und der Gehalt an lin-, Sca-1+, c-kit+ Zellen durchflusszyto-
metrisch bestimmt.

Um den Homingprozess als solchen zu visualisieren, wurden durch Zwei-
Photonenmikroskopie, einer Form der Fluoreszenzmikroskopie, das Knochenmark so-
wie die Knochenmarksgefal3e einer Maus sichtbar gemacht und entsprechend sortierte

und markierte HSPC injiziert.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate, Chemikalien und verwendete Mauslinien

2.1.1 Geréate

Cs-Bestrahlungsquelle Fa. Buchler GmbH (Braunschweig, D)
CO,-Begasungsbrutschrank Fa. Heraeus (Hanau, D)
Durchlichtmikroskop Axiovert 100 Fa. Zeiss (Jena, D)

Eismaschine AF 100 Fa. Scotsman-Enodis(Bettolino, ML, ITA)
FACSAria Fa. Becton Dickinson (San Jose, CA, USA)
FACSCyanADP Fa. Beckman-Coulter (Krefeld, D)
Isofluranverdampfer Fa. Volker (Kaltenkirchen, D)

Kamera AxioCam HRc Fa. Zeiss (Jena, D)

Lamin Air Flow Herasafe Fa. Heraeus (Hanau, D)

Megafuge 1.0R Fa. Heraeus (Hanau, D)

Multifuge 1.L-R Fa. Heraeus (Hanau, D)

Neubauer Zéahlkammer Fa. Marienfeld (Lauda-Konigshofen, D)
OP-Lampe KL 200 Fa. Zeiss (Jena, D)

OP-Mikroskop Wild M3z Fa. Wild-Heerbrugg (Heerbrugg, CH)
Sterigard Hood Fa. Baker Company (Maine, USA)
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 R Fa. Eppendorf (Hamburg, D)

Vortexer REAX 2000 Fa. Heidolph (Schwabach, D)

Waage LC 2200 P Fa. Sartorius (Goéttingen, D)
Warmeschuttler Thermomixer Comfort Fa. Eppendorf (Hamburg, D)

Laser Neslar KMC 100 Fa. Spectra Physics (Santa Clara, USA)
Hydrauliktisch ST -UT2 Fa. Newport (Darmstadt, D)
2-Photonen-Mikroskop Fa. LaVision Biotec (Bielefeld, D)
Mauspraparationsvorrichtung Dipl.ing. Martin Humps

2.1.2 Chemikalien

Ammoniumchorid Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA) Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)
Fetales Kélberserum (FCS) Fa. Pan Biotech (Aidenbach, D)
Kollagenase 1/XI Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)
Methylcellulose medium with recombinant

cytokines and EPO (MethoCult®) Fa. StemCell Technologies(Grenoble,F)
Penicillin (5000 U), Streptomycin (5000ug/ml)

(PenStrep®) Fa. Invitrogen (Darmstadt, D)
Phosphate-buffered Saline (PBS) Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)
Roswell Park Memorial Institute

1640 Medium (RPMI) Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)
Trypan Blue Solution 0,4 % Fa. Sigma Aldrich (Steinheim, D)
Propidium lodid Fa. eBioscience (San Diego, USA)
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2.1.3 Puffer und LOsungen

FACS-Puffer
2mM EDTA
2 Vol % FCS
pH 7,4

in PBS

Red Blood Cell Lysis Buffer

14 ml H,O + 4ml SolA+ 1ml Sol B + 1 ml Sol C

Solution A (1000ml)

NH,CI 654 mM 35¢g

KCl 24,8 mM 1,85¢g

Na,HPO, X 12H,0 4,2 mM 1,5¢g
KH,PO, 88uM 0,12g

Glucose 27,7 mM 5¢g

Phenolred 0,059

Solution B (100ml)

MgCl, X 6H,0 20,7 mM 0,42g
MgSO, X 7H,0 5,68 mM 0,149
CacCl, 30,6 mM 0,349

Solution C (100ml)
NaHCO; 268 mM 2,25¢g

2.1.4 Narkose und Operation

Fentanyl 0,5 mg

Fibrinkleber Histoacryl

Isofluran 100%

Katheter Propylene 0,28id/0,620d
Medetomidinhydrochlorid 1mg/ml
Midazolam 5mg/mi

NaCl 0,9%

Nahtmaterial

OP-Besteck

Fa. Merck (Darmstadt, D)
Fa. Merck (Darmstadt, D)
Fa. Merck (Darmstadt, D)
Fa. Merck (Darmstadt, D)
Fa. Merck (Darmstadt, D)
Fa. Roth (Karlsruhe, D)

Fa. Merck (Darmstadt,D)
Fa. Merck (Darmstadt,D)
Fa. Merck (Darmstadt,D)

Fa. Merck (Darmstadt,D)

Fa. Janssen Cilag (Neuss, D)

Fa. Braun (Melsungen, D)

Fa. Abbott (Wiesbaden, D)

Fa. Smith Medical Ltd.(St. Paul, USA)
Fa. Fort Dodge (Wirselen, D)

Fa. Actavis (Minchen, D)

Fa. Delta Select (Miinchen, D)

Fa. Ethicon (Norderstedt, D)

Fa. Medicon (Tuttlingen, D)

Plastikmaterialien fur die Zellkultur wurden von den Firmen Eppendorf (Hamburg, D),

Falcon (Heidelberg,D), und Greiner (Frickenhausen, D) bezogen.
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2.1.5 Antikorper

Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten Antikorper

Fur die Durchflusszytometrie (nicht fluoreszenzmarkiert-Primarantikdrper =

Lineage-Mix, Biotin-markiert)

Bezeichnung Spezies Klon Herkunft

Anti CD5 Confidential Confidential Miltenyi Biotec
Anti B220 Confidential Confidential Miltenyi Biotec
Anti CD11b Confidential Confidential Miltenyi Biotec
Anti GR1 Confidential Confidential Miltenyi Biotec
Anti Ter 119 Confidential Confidential Miltenyi Biotec
Anti 7-4 Confidential Confidential Miltenyi Biotec

Fur die Durchflusszytometrie (fluoreszenzmarkiert-Primar- und Sekundarantikdrper)

Bezeichnung Klon Fluorochrom Herkunft

Anti Sca-1 D7 PerCP/Cy5.5 eBioscience
Anti c-kit/CD117 2B8 APC eBioscience
Anti CD 34 RAM34 FITC eBioscience
Anti FIk-2/CD135 A2F10 PE eBioscience
Anti Biotin/Streptavidin  Sekundéarer AK PB eBioscience

Fur die Zellisolation mittels FACS (nicht fluoreszenzmarkiert-Primarantikérper = Line-

age-Mix, Biotin-markiert)

Bezeichnung Spezies Klon Herkunft

Anti CD3e Hamster IgG1 145-2C11 Pharmingen
Anti Macl Ratte 19G2b,k M1/70 Pharmingen
Anti Ter 119 Ratte IgG2b Ter 119 Pharmingen
Anti GR1 Ratte 1I9G2b,k RB6-8C5 Pharmingen
Anti CD8a Ratte 1IgG2a 53-6.7 eBioscience
Anti B220 Ratte IgG2a RA3-6B5 eBioscience
Anti CD4 Ratte 19G2a,k GK 1.5 eBioscience
Anti NK1.1 Maus PK 136 eBioscience

Fur die Zellisolation mittels FACS (fluoreszenzmarkiert-Primar-/Sekundarantikorper)

Bezeichnung

Klon

Fluorochrom

Herkunft

Anti-Biotin/Streptavidin  sekundéarer AK

PerCP Cy 5.5

Pharmingen
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Anti c-kit/CD117 2B8 APC eBioscience

Anti Sca-1 D7 PE Pharmingen

2.1.6 Sonstige fluoreszenzmarkierte Stoffe

Bezeichnung Fluorochrom Herkunft
Dextran 150 kDa FITC Sigma Aldrich
CellTracker Orange CMTMR 25mM  TRITC Molecular Probes

2.1.7 Mausstamme und Chimaren

Als Wildtypen wurden C57/BI6-Mause verwendet, die Uber Charles River Laboratories,
Wilmington, USA bezogen wurden und in der laboreigenen Tierhaltung des Deutschen
Herzzentrums (LazarettstraRe 36, 80636 Miinchen) gehalten wurden. Die Mause hat-
ten freien Zugang zu Futter und Wasser und wurden in vierer- bis sechser Kéafigen ge-
halten.

Die Kindlin3-Knockout-Chiméaren, sowie auch die Wildtyp-Chimaren wurden freundli-
cherweise vom Max-Planck-Institut fur Biochemie (Am Klopferspitz 18, 82152 Mun-
chen) zur Verfigung gestellt (Moser et al., 2008).

Das vorliegende Tierversuchsvorhaben wurde von der Regierung von Oberbayern ge-
mafl 88 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG, in der Fassung vom
25.05.1998) genehmigt.
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2.2. Zellular-immunologische Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Allgemeines Vorgehen

Samtliche Experimente mit und Manipulationen an Zellen wurden ausnahmslos unter
sterilen Bedingungen in einem Laminar-Air-Flow durchgefihrt.

Die Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat erfolgte mittels Neubauer-Z&hlkammer im
Trypanblauausschlusstest im Durchlichtmikroskop bzw. mittels Propidium-lodid-Test in
der Durchflusszytometrie, wobei lebende Zellen den Farbstoff jeweils nicht aufnehmen.

2.2.1.2 Bestimmung des Gehalts an hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
durch Colony Forming Unit — Assays

Zur Bestimmung der Anzahl an HSPC in den Kompartimenten Knochenmark, Milz und
Blut wurden jeweils fir Kindlin-3-Knockout-Chiméren und C57/BI6-Wildtyp-Chiméren
sogenannte Colony Forming Unit- Assays durchgefihrt.

Fur dieses Verfahren wurden Zellen aus dem Knochenmark des Oberschenkels
(Femur) der Maus, sowie aus Milz und Blut isoliert. Die Blutentnahme aus dem Herzen
(intrakardial) erfolgte in Isoflurannarkose, die Entnahme von Knochen und Milz erfolgte
im Anschluss nach T6tung des Versuchstiers durch Genickbruch.

Danach wurden die Femuren mit PBS/EDTA Uber einen 40um-Filter ausgeptilt und das
Knochenmark aufgefangen. Nach einem ersten Waschschritt in der Zentrifuge bei 1500
Umdrehungen pro Minute (rpm), Raumtemperatur, tber finf Minuten erfolgte die Aufl6-
sung der Erythrozyten (Erylyse) Uber drei Minuten mit 2 ml Ammoniumchlorid auf Eis.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde der verbleibende Rickstand (das Pellet) in
600ul RPMI wieder gelost und die Gesamtzahl vitaler Zellen mittels Trypanausschluss-
test (Verdinnung 1:100) in der Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Nun wurden 20000
Knochenmarkszellen in Methocult® aufgenommen, 200ul antibiotischer/antimykotischer
Ldsung hinzugefigt und in einer 6-Well-Platte ausplattiert.

Zur Isolierung der Zellen aus der Milz wurde diese nach Entnahme zun&chst in einer
Losung zum Auflésen der Bindegewebsfasern (Kollagen | und Xl) eingelegt und eine
Stunde bei 37°C und 5% CO; inkubiert. AnschlieRend wurde das geldste Milzgewebe
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mit Phosphate Buffered Saline/Fetal Calf Serum 5% durch einen 70um-Filter gespuilt.
Die Zentrifugation erfolgte bei 2100 rpm. Nach der Erylyse wurde abermals zentrifu-
giert. Zellzahlung und Ausplattierung erfolgten analog zum Knochenmark, wobei
200000 Milzzellen verwendet wurden.

Die Verarbeitung des Blutes, das mit einer citrathaltigen Spritze entnommen wurde, um
eine vorzeitige Koagulation zu vermeiden, erfolgte ahnlich. Nach Auffillung mit PBS
wurde bei 2100rpm zentrifugiert und im Anschluss die Erythrozyten mit 4ml Ammoni-
umchlorid tGber 3 Minuten aufgeldst. Nach zwei weiteren Waschschritten wurde eben-
falls analog zu Knochenmark und Milz verfahren, allerdings wurde das gesamte Blutvo-
lumen ausplattiert.

Die Bebritung der 6-Well-Platten erfolgte bei einer Temperatur von 37°C, 95% Luft-
feuchtigkeit und einem 5%igen CO.-Luftgemisch Uber sieben Tage. Jede in dieser ei-
nen Woche gewachsene Kolonie reprasentiert eine HSPC. Von der Anzahl der Kolo-
nien, die mittels Durchlichtmikroskopie bestimmt und fotografisch festgehalten wurde,
konnte dann wiederum auf die Zahl an HSPC in einem Femur, einer Milz bzw. einem

Milliliter Blut geschlossen werden.

2.2.2 Bestimmung des Gehalts an hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen

mittels Durchflusszytometrie

Die FACS-Analyse erfolgt durch die Bestimmung des Vorhandenseins spezieller Ober-
flachenmarker, die von HSPC exprimiert bzw. nicht exprimiert werden. Fluoreszenz-
markierte Antikorper gegen diese Molekile werden vom FACS-Gerét detektiert und
mittels Messung und Vergleich der Intensitat des Fluoreszenz-Signals kann auf Art und
Anzahl der gemessenen Zellen geschlossen werden.

Um tote Zellen von den Messungen ausnehmen zu kdnnen, wurde kurz vor Beginn der
FACS-Analyse zu jeder Probe Propidium-lodid gegeben.

Untersucht wurden die drei Kompartimente Knochenmark, Milz und Blut, jeweils bei
Kindlin-3-Knockout-Chimaren,  C57/BI6-Wildtyp-Chimaren und reinen C57/BI6-
Wildtypen.

Die Aufbereitung der Zellen erfolgte bis einschlieZlich Zellzdhlung analog zum Vorge-
hen bei den CFU-Assays, wobei die Zellen nach der letzten Zentrifugation jeweils in
150pl FACS-Puffer (PBS, 2 % FCS, 2 mM EDTA) resuspendiert und anschlie3end zu

gleichen Teilen auf zwei FACS-Ro6hrchen verteilt wurden.
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Nach Zugabe weiterer 225 pl FACS-Puffer wurden der Inhalt des einen Réhrchens
wiederum auf sechs weitere verteilt, in die jeweils nur ein Antikérper pipettiert wurde.
Dies diente der Kompensation der einzelnen Fluoreszenz-Signale vor Beginn der ei-
gentlichen Messung.

In das zweite Rohrchen, die eigentliche Probe, wurde zunéchst der Biotin-Lineage-Mix
in einer Verdinnung von 1:10 gegeben und 20 Minuten lichtgeschutzt bei 4°C inkubiert.
Nach einem Waschschritt in der Zentrifuge wurden die fluoreszenzmarkierten Antikoér-
per gegen c-kit/CD117 (APC), Sca-1 (PeCy5.5), CD34 (FITC), FIk-2/CD135 (PE) und
Biotin/Streptavidin (Pacific Blue) in einer Verdinnung von 1:50 dazu gegeben und
wiederum 20 Minuten bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. AnschlieRend wurde mit
FACS-Puffer zweimal gewaschen.

Die Fluoreszenzintensitat wurde mit einem FACSCyan ADP gemessen, die Analyse

erfolgte mit der Software FlowJo (Tree Star, San Carlos, Californien, USA)

2.2.3 Isolation von hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen aus dem

Knochenmark mittels Durchflusszytometrie

Zweck der Isolierung der HSPC aus dem Knochenmark war die spatere Injektion die-
ser Zellen in eine letal bestrahlte Maus. Es wurden bei jedem Versuch HSPC aus drei
bis vier Kindlin-3-Knockout-Chimaren sowie drei bis vier C57/BI6-Wildtyp-Chiméaren
sortiert.

Um eine moglichst gro3e Zahl an HSPC zu gewinnen — im Durchschnitt jeweils ca.
150000 Zellen — wurden der in Isoflurannarkose durch Genickbruch getéteten Maus
neben den Femuren auch die Unterschenkel (Tibiae), die Beckenknochen sowie die
Oberarmknochen (Humeri) enthommen und das Knochenmark wiederum durch einen
40um-Filter gespilt. Nach einem ersten Waschschritt erfolgte die Erylyse tber 10 Mi-
nuten bei 4°C mit dem Red Cell Lysis Buffer for Bone Marrow.

Nach zwei weiteren Waschschritten wurden die Zellen analog zum Vorgehen bei der
bloRen Zellzahlbestimmung zundchst mit den Biotin-markierten Antikbrpern gegen die
Oberflachenmolekiile, die im Lineage-Mix enthalten sind, fir 20 Minuten bei 4°C licht-
geschutzt inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt kamen die Fluoreszenz-
markierten Antikorper gegen Biotin (PerCP Cy5.5), c-kit/CD117 (APC) und Sca-1 (PE)
hinzu. Nach einer weiteren Inkubation von ebenfalls 20 Minuten unter den oben ge-
nannten Bedingungen und zwei weiteren Waschschritten wurden die Zellen in FASC-

Puffer aufgenommen und mit einem FACSAria sortiert. Die sortierten HSPC wurden
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anschlieRend in einer Neubauer-Zahlkammer gezéahlt und mit Trypanblau auf ihre Vita-

litdt hin gepruft.

2.2.4 Farbung der sortierten hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen mit

fluoreszierenden Farbstoffen zur Visualisierung im Zwei-Photonen-Mikroskop

Im Anschluss an die Isolation der HSPC mittels FACS und vor der Injektion in eine letal
bestrahlte Maus wurden die Zellen mit einem fluoreszierenden Farbstoff, einem soge-
nannten CellTracker, gefarbt, der die Zellmembran durchdringt und sich intrazellular
ablagert. Das Ziel hierbei war die Sichtbarmachung der Zellen mittels des 2-Photonen-
Mikroskops. Verwendet wurde hierbei Chloromethyl)Benzoyl)Amin) Tetramethylrhoda-
min (CMTMR, rot-orange).

Die sortierten Zellen wurden abzentrifugiert und in 500ul RPMI/10% FCS wieder
aufgenommen. In einer Verdiinnung von 1:100 wurde der Farbstoff dazu gegeben und
die Zellen wurden anschliel3end fir 20 Minuten bei 37°C und 450 rpm in den Thermo-
mixer gestellt. Danach wurde mit RPMI aufgeflllt und ein FCS-Gradient pipettiert,
durch welchen die Zellen fir 3 Minuten bei 3600 rpm zentrifugiert wurden. Dieser
Schritt wurde noch einmal wiederholt, um zu gewahrleisten, dass ungebundener Farb-
stoff im FCS-Gradienten abgefangen wird. Das Pellet wurde dann in 300 ul PBS wie-
deraufgel6st. Die Zellen wurden daraufhin gezéhlt und falls mehr als 150000 Zellen in

der Losung waren, in einer Konzentration von 50000 Zellen pro 100 pl PBS gelbst.

2.3. Darstellung des Homing- und des interstitiellen Verhaltens
hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark mittels

Zwei-Photonen-Mikroskopie

2.3.1 Prinzip der Zwei-Photonen-Mikroskopie

Bereits 1931 stellte Maria GOppert-Mayer erste Vermutungen uber die Moglichkeit der
Teilchenanregung durch mehrere Lichtteilchen (Photonen) an, doch erst 1990 gelang
Denk et al. an der Cornell University die Mikroskopie mit Zwei-Photonen-Fluoreszenz-
Anregung (M.Goppert-Mayer, 1931, Denk et al., 1990).
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Bei normaler Fluoreszenzmikroskopie wird ein Photon vom Farbstoff absorbiert, mit
geringerer Wellenlange und Energie wieder abgegeben und dadurch Fluoreszenz er-
zeugt. Wird beispielsweise mit blauem Licht angeregt, so wird im Mikroskop ein griines
Signal sichtbar.

Statt mit einem Anregungsphoton kann auch mit zwei Photonen Fluoreszenz erzeugt
werden, sofern deren Energie in der Summe derjenigen Energie eines Anregungspho-
tons entspricht. Entscheidend ist auRerdem, dass beide Photonen gleichzeitig bzw. mit
maximal einer Attosekunde (=10 s) Verzogerung eintreffen. Auf diese Weise kann
auch die Anregung mit dunkelrotem oder infrarotem Licht zu einem grinen Signal fuh-
ren. Bei der Zwei-Photonen-Mikroskopie haben die beiden Photonen folglich eine gro-
Bere Wellenldange und weniger Energie.

Um ein mdglichst gleichzeitiges Eintreffen der beiden Photonen im Fokuspunkt des
Mikroskops sicherzustellen, muss mit sehr hohen Photonendichten gearbeitet werden.
Moglich wird dies durch einen sogenannten gepulsten Laser mit Modenkopplung, der
bis zu 80 Millionen Mal in der Sekunde sehr kurze und intensive Laserpulse aussendet.
Der Laserstrahl wird durch das Objektiv des Mikroskops auf einen Punkt des Praparats
gelenkt. Im Strahlengang des Lasers befinden sich Spiegel, auch Scanspiegel genannt,
die durch Ablenkung des Laserstrahls in bestimmte Richtungen eine Durchsicht des
gesamten Praparats moglich machen. Die hierbei entstehende Fluoreszenz wird durch
Strahlteiler spektral aufgetrennt und zu den Detektoren, den sogenannten Photomulti-
pliern, weitergeleitet. Diese messen die Helligkeit der Bildpunkte, im Steuerungscom-
puter erfolgt dann die optische Zusammensetzung des gesamten Préparates (siehe
Abb. 2).

Die Zwei-Photonen-Mikroskopie bietet gegentuber der einfachen Fluoreszenzmikrosko-
pie sowie auch der konfokalen Mikroskopie zahlreiche Vorteile. Zum einen werden so-
wohl mdégliche phototoxische Effekte als auch das Ausbleichen der fluoreszierenden
Farbstoffe auf den aul3erst kleinen Bereich des Fokuspunktes beschréankt. Zum ande-
ren erlauben die groReren Wellenlangen und niedrigeren Frequenzen der beiden Pho-
tonen durch ihre geringere Streuung eine hoéhere Eindringtiefe ins Préaparat. Violettes
Licht mit einer Wellenlange von ca. 400 nm bedingt beispielsweise eine 16-fach héhere
Streuung als rotes Licht, dessen Wellenlange bei ca. 800 nm liegt. Die durchschnittli-
che Eindringtiefe mit dem Zwei-Photonen-Mikroskop wird mit circa 200 um angegeben,
madglich sind in Einzelféllen bis zu 1000 pm.

Auf3erdem reicht die Anregung durch die Photonen auf3erhalb der Fokusebene nicht
mehr aus, um weitere Fluoreszenz auszulésen. Insofern sind anders als zum Beispiel

beim konfokalen Laser-Mikroskop keine Lochblenden oder dergleichen nétig, um diese
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herauszufiltern. Dies erméglicht es, die eigentliche Detektion ndher am Praparat selbst
erfolgen zu lassen.

Ein weiterer Punkt, der fir den Einsatz des Zwei-Photonen-Mikroskops spricht, ist die
Erzeugung eines sogenannten Second Harmonic Signals, auch Frequenzverdoppelung
genannt. Dieses Phanomen, das darauf beruht, dass bei Bestrahlung bestimmter Ob-
jekte Strahlung mit doppelter Frequenz entsteht, zeigt sich nur bei nicht-symmetrischen
Materialien. In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde diese Technik genutzt, um die

Kollagenfasern des Schadelknochens und damit den Knochen selbst darzustellen

Infrarot Laser Scan-Spiegel
(Mode-locked)

dich r0|t|sch er

Strahlteiler
dlchr0|t|scher
Strahlteiler \J—<FPhotomultipIie]
Rotfilter
Griinfilter
| \ :
S
- - o
Objektiv < | 2
\ S
=
Fluoreszenz-
farbstoff Fokusebene

Abb. 2: Funktionsprinzips eines Zwei-Photonen-Mikroskops
Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines Zwei-Photonen-Mikroskops mit Detekto-
ren (Photomultiplier) fir griine und rote Fluoreszenz

(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Diagram_of_a_two-
photon_excitation_microscope_de.svg)

2.3.2 Operation der Empfangertiere

2.3.2.1 Visualisierung des murinen Knochenmarks der Schadelkalotte im Zwei-
Photonen-Mikroskop

Angelehnt an die von Mazo et al. etablierte Methode zur Darstellung von HSPC im

murinen Knochenmark des Schéadels, erfolgte die Operation der Maus im Vorfeld der

Verwendung des Zwei-Photonen-Mikroskops (Mazo et al., 1998).

Die Maus wurde zunachst durch eine Inhalationsnarkose mit Isofluran ruhig gestellt

und anschlieend durch die intraperitoneale Injektion einer Kombination aus Fentanyl
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(Dosierung: 0,05 mg / Kilogramm Korpergewicht), Midazolam (Dosierung: 5,0
mg/Kilogramm Korpergewicht) und Medetomidin 0,5mg / Kilogramm Kdrpergewicht) in
tiefe Narkose versetzt (Erhardt and Kdlle, 2004). Die ausreichende Narkosetiefe wurde
durch Testung des Zwischenzehenreflexes ermittelt, der fehlende Lidschluss durch das
Auftragen von Augensalbe kompensiert und der Maus wurde sowohl wéahrend der fol-
genden Operation als auch wahrend des Versuchs selbst Sauerstoff zugefihrt.

Die Enthaarung der Haut oberhalb der Schadelkalotte erfolgte mit einem elektrischen
Rasierer und Enthaarungscreme. Die Maus wurde dann in einer eigens daflir angefer-
tigten Fixierungsvorrichtung fixiert, die durch eine Warmeplatte konstant bei 37°C, also
der physiologischen Kdrpertemperatur der Maus, gehalten wurde.

Im Anschluss wurde die Kopfhaut im Bereich der vorderen Fontanelle eroffnet, der
Knochen freiprapariert und ein Kunststoffring mit Gewebekleber an der Innenseite der
Haut angebracht, um die Feuchthaltung des zu untersuchenden Bereichs durch isoto-
ne Kochsalzlésung zu erméglichen (siehe Abb. 3).

Die Kochsalzlésung innerhalb des Kunststoffrings wurde zur Konstanthaltung der
Schéadeltemperatur durch ein beheizbares Objektiv auf 37°C erwarmt.

Die entscheidenden Strukturen, die Kreuzung der Schadelndhte an der vorderen Fon-
tanelle bzw. die Kreuzung der beiden grof3en vendsen Sinuus, konnten durch das Se-
cond Harmonic Signal, welches die Kollagenfasern des Knochens dunkelblau erschei-
nen lasst sowie durch Applikation des grin fluoreszierenden Plasmafarbstoffes FITC-
Dextran aufgefunden werden (siehe Abb. 4).

Untersucht wurden jeweils die sogenannten Endothelkissen, folglich die Bereiche, in
denen sich ein besonders dichtes Netz an Gefalien findet, in allen vier Quadranten

uber eine Tiefe von im Schnitt ca. 300um.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des operierten Tieres
Narkotisiertes und operiertes Empfangertier mit intraarteriellem Katheter in der A. carotis ex-

terna; vorbereitet zur Applikation von Plasmafarbstoff FITC-Dextran und CMTMR-gefarbter

HSPC; frei praparierte Schadelkalotte zur Visualisierung der Kreuzung der venésen Sinus im
Knochenmark (Mazo and von Andrian, 1999).

Abb. 4: Kreuzung der beiden venésen Sinus im Bereich der vorderen Fontanelle
Der Knochen erscheint durch das Second Harmonic Signal dunkelblau, GefaRe durch Gabe von

FITC-Dextran hellgrin. Markiert ist einer von vier untersuchten Quadranten. Insgesamt ent-
spricht der untersuchte Bereich einem Volumen von ca. 4,8pl.

26



2.3.2.2 Visualisierung der hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen 18 Stunden
nach Injektion

Da davon auszugehen ist, dass HSPC, die in eine letal bestrahlte Maus injiziert wer-
den, sich nach 18 Stunden im Knochenmarksinterstitium befinden sofern kein Homing-
Defekt besteht, wurde dieser Zeitpunkt gewabhilt.

Ziel dieser Versuchsreihe war es zu Uberprifen, ob und in welcher Anzahl HSPC, die
wie unter 2.2.3 beschrieben aus Kindlin-3-Knockout-Chiméaren sortiert wurden und
dann in mit 9,5 Gy bestrahlte C57/BI6-Wildtypen injiziert wurden, im Interstitium nach-
zuweisen sind.

Als Kontrolle wurde mit aus C57/BI6-Wildtyp-Chiméaren gewonnenen HSPC analog
verfahren.

Die sortierten und mit CMTMR gefarbten HSPC — im Durchschnitt ca. 200000 Zellen —
wurden in die Schwanzvene des Empfangertieres injiziert und 18 Stunden spéter er-
folgten die Praparation des Schadelknochens sowie die Injektion des Plasmafarbstoffs
wie oben beschrieben.

Verglichen wurden die Gesamtzahl der im Knochenmarksinterstitium befindlichen
CMTMR gefarbten Zellen, die Geschwindigkeit ihrer Bewegung innerhalb des Kno-
chenmarksinterstitiums, ihre Distanz zum Endost, und ihre Distanz zum nachstgelege-
nen Gefal? (Lo Celso et al., 2008). Letztere Daten wurden durch manuelles Tracking
der Zellen, sowie manuelle Abstandsmessungen zum Endost bzw. Gefal3 mit der Soft-
ware Volocity® (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, US) erhoben (siehe auch
2.3.3).

2.3.2.3 Visualisierung der hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in den
ersten sechs Stunden nach Injektion

Dieser Versuch zielte auf die Sichtbarmachung der einzelnen Schritte des Homing-
Prozesses in das Knochenmark in Echtzeit, um mdogliche Einschrankungen des
Homingverhaltens der HSPC aus Kindlin-3-Knockout-Chiméaren nachzuweisen.
Sortierte HSPC aus Kindlin-3-Knockout-Chiméaren und C57/BI6-Wildtyp-Chimaren wur-
den hier bereits unter dem Zwei-Photonen-Mikroskop injiziert und ihr Verhalten am Ge-
falRendothel untersucht.

Anders als bei Lo Celso et al., die parallel zu diesen Versuchen im Januar 2011 ein

ahnliches Protokoll publizierten, erfolgte die Injektion nicht intravends, sondern intraar-

27



teriell, um ein mogliches Hangenbleiben der HSPC im pulmonalen Kapillarsystem zu
vermeiden (Lo Celso et al., 2011). Die bei Mazo et al. beschriebene Injektion in die A.
carotis communis wurde ebenfalls weiter modifiziert (Mazo and von Andrian, 1999).
Beim analog zur Praparation des Schadelknochens narkotisierten Tier wurde ein Haut-
schnitt im Bereich des Halses gesetzt und die Arteria carotis communis frei prapariert.
Nach Ligation des internen Astes, der hauptséchlich das Gehirn versorgt und durch
welchen womoglich Zellen dorthin verloren gegangen waren, wurde eine Katheter in
die Arteria carotis externa geschoben, den Ast, der hauptsachlich fir die Versorgung
des Knochenmarkraums verantwortlich ist. Der Katheter wurde belassen (siehe Abb.
5). Im Anschluss wurde der Hautschnitt vernéht und die Préparation des Schadeldachs
erfolgte wie beschrieben.

Bereits unter mikroskopischer Sicht wurden dann die sortierten HSPC der Kindlin-3-
Knockout-Chimaren bzw. der C57/BI6-Wildtyp-Chimaren injiziert. Es handelte sich je-
weils um ca. 150000 Zellen, wobei diese zuvor mit CMTMR geféarbt wurden. AuRerdem
wurde zur Visualisierung der KnochenmarksgefalRe FITC-Dextran appliziert.

Verglichen wurde die Anzahl der Zellen, die mit dem Endothel interagieren und unter
diesen wiederum die Anzahl derer, die fest adhérieren.

Abb. 5: Katheter in der Arteria carotis externa des Empfangertieres
Gefald zur besseren Praparation und Kathetereinbringung mit 4 Katheterschlauchen unterlegt.

Als Empféangertiere wurden C57/BI6-Wildtypen verwendet. Diese Tiere wurden im Vor-
feld mit 9,5 Gy letal bestrahlt um die Einnistung (Engraftment) der HSPC zu optimieren
(Lo Celso et al., 2008).
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2.3.3 Digitale Bildbearbeitung

Das mittels des Zwei-Photonen-Mikroskops gewonnene Bildmaterial wurde digital
nachbearbeitet und ausgewertet. Zellzahlen wurden bestimmt, auRerdem wurden Ab-
standsmessungen durchgefiihrt und Geschwindigkeiten bei Zellbewegungen ermittelt.
Informationen wurden weder hinzugefligt noch entfernt.

Dazu dienten sowohl die Software des Steuerungscomputers selbst, Imspector Pro®
(LaVision Biotech, Bielefeld, D), als auch Volocity® (PerkinElmer, Waltham, Massachu-
setts, US).

2.4, Statistische Auswertung

Bei zahlreichen Versuchen sind die Ergebnisse als arithmetisches Mittel angegeben,
die Streuung der Werte wurde als Standardabweichung dargestellt. Die Prifung auf
Signifikanz der Daten erfolgte mittels des T-Tests.

AulRerdem wurden zahlreiche Versuche in Form von DotBlots ausgewertet, die eine
sehr gute Visualisierung der Streuung um den Mittelwert bzw. Median mdglich machen.
Fur die rechnerische Auswertung und graphische Darstellung wurden die Programme
Microsoft Excel (Microsoft Cooperation, CA, USA) und SigmaPlot (Systat Inc., CA,
USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung des Gehalts an hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen in drei verschiedenen Kompartimenten mittels Colony Forming

Unit-Assays
3.1.1 Bestimmung der Zellzahl im Knochenmark

Untersucht wurde das Femurknochenmark von jeweils sechs Kindlin3-Knockout-
Chiméren sowie C57/BIl6-Wildtyp-Chimaren.

Das Knochenmark wurde entnommen, die Erythrozyten aufgeltst und die verbliebenen
Zellen anschlielBend in einem speziellen Nahrmedium fir HSPC (Methocult®) ausplat-
tiert. Nach einer Woche Kultur im Begasungsbrutschrank konnten die Kolonien unter
Durchlichtmikroskopie ausgezéhlt werden. Da jede gezahlte Kolonie aus einer Stamm-
bzw. Progenitorzelle hervorgegangen ist, kann von der Zahl der vorhandenen Kolonien
auf den urspriinglichen Gehalt an Vorlauferzellen geschlossen werden.

Im Mikroskop zeigten sich die Kolonien als mehr oder minder grofze Ansammlungen
identischer Zellen, wobei eine weitere Untersuchung in Bezug auf die Differenzierung
der Zellen in Granulozyten, Lymphozyten usw. — nicht erfolgte (siehe Abb. 6).

Die Gesamtzahl an Zellen im Femur der C57/BI6-Wildtyp-Chimare betrug im Mittel ca.
72000 Zellen, im Femur der Kindlin3-Knockout-Chimare ca. 44000 Zellen; p=0.29
(siehe Abb. 7).

b d

Abb. 6: Kolonien im Knochenmark

Die Bilder a) und b) zeigen Kolonien, die aus dem Knochenmark der C57/BI6-Wildtypchiméaren
entstanden sind, c) und d) zeigen Beispielkolonien aus Kindlin3-Knockout-Chimaren. In den
Bildern a) bis c) sind je eine, in Bild d) vier Kolonien zu sehen.
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Abb. 7: Zellen pro Femur im CFU-Assay

Dargestellt sind das arithmetische Mittel der Zellzahlen, die Uber die Anzahl der gewachsenen
Kolonien pro Femur ermittelt wurden, sowie die Standardabweichung (n=6 fir Wildtyp-Chiméare
und Kindlin3-Knockout-Chimare).

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl in der Milz

Ebenfalls von sechs Kindlin3-Knockout-Chiméaren und sechs C57/BI6-Chiméren wur-
den die Milzen entnommen und nach entsprechender Aufbereitung in Methocult® aus-
plattiert. Nach einer Woche zeigten sich im Durchlichtmikroskop die erwarteten Kolo-
nien (siehe Abb. 8).

Bei der Auswertung der Koloniezahl wurde analog zum Knochenmark verfahren.

Die ermittelten Kolonien pro untersuchte Milz betrugen bei den Wildtyp-Chiméren im
Mittel ca. 6600 Zellen und bei den Knockout-Chimaren ca. 10000 Zellen; p=0.29 (siehe
Abb. 9).
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Abb. 8: Kolonien in der Milz

Die Bilder a) und b) zeigen Kolonien, die aus den Milzen der C57/BI6-Wildtypchiméaren entstan-
den sind, c) und d) zeigen Beispielkolonien aus Kindlin3-Knockout-Chiméren. In Bild a) und b)
werden jeweils zwei Kolonien, in Bild ¢) und d) jeweils 1 Kolonie gezahlt.
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Abb. 9: Zellen in der Milz im CFU-Assay

Dargestellt sind das arithmetische Mittel der Zellzahlen, die Gber die Anzahl der gewachsenen
Kolonien pro Milz ermittelt wurden sowie die Standardabweichung (n=6 fur Wildtyp-Chimé&re und
Kindlin3-Knockout-Chimare).
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3.1.3 Bestimmung der Zellzahl im Blut

Auch flr die Untersuchung der Stamm- und Progenitorzellen im Blut wurden Gruppen
zu vier Kindlin3-Knockout-Chimaren und sechs C57/BI6-Wildtyp-Chimaren gebildet.
Das intrakardial entnommene Blut wurde nach Reinigung und Erylyse ebenfalls in Met-
hocult® ausplattiert. Die Kolonien, die aus den im Blut enthaltenen Stamm- und Proge-
nitozellen hervorgingen, waren im Durchlichtmikroskop ebenfalls gut beurteilbar (siehe
Abb. 10).

Die Anzahl der Kolonien bei den Wildtyp-Chimaren liel3 auf im Mittel ca. 13 Zellen pro
Milliliter Blut schlieRBen, bei den Knockout-Chiméaren auf 145 Zellen pro Milliliter Blut;
p=0.37 (siehe Abb. 11).

Abb. 10: Kolonien im Blut
Die Bilder a) und b) zeigen Kolonien, die aus dem Blut der C57/BI6-Wildtypchiméaren entstan-
den sind, ¢) und d) zeigen Beispielkolonien aus dem Blut von Kindlin3-Knockout-Chimaren.
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Abb. 11: Zellen im Blut im CFU-Assay

Dargestellt sind das arithmetische Mittel der Zellzahlen, die Uber die Anzahl der gewachsenen
Kolonien pro Milliliter Blut ermittelt wurden, sowie die Standardabweichung (n=4 fur Wildtyp-
Chiméare und Kindlin3-Knockout-Chimare).

3.2. Bestimmung des Gehalts an hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen in drei verschiedenen Kompartimenten mittels

Durchflusszytometrie

3.2.1 Bestimmung der Zellzahl im Knochenmark

Untersucht wurde das Knochenmark aus beiden Femuren von jeweils vier C57/BI6-
Wildtypen, C57/BI6-Wildtyp-Chimé&ren und Kindlin3-Knockout-Chimaren.
Das Knochenmark durchlief nach der Erylyse mehrere Waschschritte und wurde dann
zunachst mit den Biotin-gelabelten Primar-Antikdrpern des Lineage-Mix inkubiert. Da-
nach folgten die Fluoreszenz-gelabelten Primar-Antikérper gegen c-kit/CD117 (APC),
Sca-1 (PeCy5.5), CD34 (FITC) und Flk-2/CD135 (PE), sowie der Sekundar-Antikdrper
gegen Biotin (Pacific Blue).
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Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurde auf3erdem Propidium-lodid zu der
jeweiligen Probe gegeben, um tote Zellen von den Messungen auszunehmen.
Analysiert wurde der Gehalt an lin-, c-kit+ und Sca-1+ Zellen und unter diesen wiede-
rum die Anzahl an Flk-2- und CD34- Zellen.

Der in Abb.12 exemplarisch dargestellte Dot-Plot einer Messung zeigt einen prozentua-
len Anteil der HSPC an allen lebenden Zellen von 0,39% bei den Wildtyp-Chiméaren im
Vergleich zu 0,38% bei den Knockout-Chimaren.

In der statistischen Auswertung aller durchgefiihrten Messungen findet sich im Kno-
chenmark der Kindlin3-Knockout-Chimaren prozentual ein héherer Anteil an HSPC an
den Gesamtzellen als bei den Wildtyp-Chimaren, beim Vergleich der absoluten Zell-
zahlen allerdings ist die Differenz zwischen den Wildtyp-Chiméaren und den Knockout-
Chimaren gering. Im Mittel finden sich im Femur-Knochenmark des Wildtyps ca. 52000
Zellen, bei der C57/BI6-Wildtyp-Chiméare 44000 Zellen und bei der Kindlin3-Knockout-
Chimaére ca. 37000 Zellen (siehe Abb. 13).

Die Messung des Gehalts an CD34-, FIk-2- Zellen innerhalb der lin-, c-kit+ und Sca-1+
Zellen ergab, dass sich prozentual im Knochenmark der Kindlin3-Knockout-Chimaren
signifikant weniger putative Long-Term-HSPC befanden, als bei den C57/BI6-Wildtyp-
Chiméren (Abb. 14).
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10t 102 10°
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CD34/FITC

Flk-2/PE
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Abb. 12: Dot-Plot einer durchflusszytometrischen Bestimmung des prozentualen Anteils

an HSPC am Gesamtzellbestand im Knochenmark

Die linke Spalte zeigt exemplarisch das Ergebnis des prozentualen Anteils von HSPC (oben)
bzw. LT-HSPC (unten) im Knochenmark einer Wildtyp-Chimére. Rechte Spalte: Kindlin3-

Knockout-Chimare. n=1.
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Abb. 13: Bestimmung der Anzahl der HSPC im Knochenmark in der Durchflusszytometrie
Das linke Diagramm zeigt die durch FACS ermittelten, prozentualen Anteile der HSPC (lin-, c-
kit+, Sca-1+) am Gesamtzellbestand im Knochenmark von Wildtyp, Wildtyp-Chiméare und

Kindlin-3-KO-Chiméare. Das

rechte Diagramm zeigt die entsprechenden Absolutzahlen.

Dargestellt ist jeweils das arithmetische Mittel mit Standardabweichung. n=4.
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Abb. 14: Bestimmung des prozentualen Anteils der Long-term-HSPC im Knochenmark in
der Durchflusszytometrie

Das Diagramm zeigt jeweils den prozentualen Anteil an putativen LT-HSPC (CD34-, Flk-2-) im
Knochenmark von Wildtyp, Wildtyp-Chimare und Kindlin3-Knockout-Chimére. Dargestellt ist das
arithmetische Mittel mit Standardabweichung. n=4.

3.2.2 Bestimmung der Zellzahl in der Milz

Auch fir die Untersuchung der Milz wurden jeweils vier C57/BI6-Wildtypen, C57/BI6-
Wildtyp-Chimaren und Kindlin3-Knockout-Chiméaren verwendet. Die Milzen wurden
analog zum Knochenmark nach Erylyse und den folgenden Waschschritten mit den
genannten Antikdrpern inkubiert und zum Ausschluss toter Zellen mittels Zugabe von
Propidium-lodid geféarbt.

Bei der Analyse des Zellgehalts in der Milz wurde wiederum innerhalb eines Versuchs
auf die Vergleichbarkeit der Gates geachtet und sowohl der Gehalt an lin-, c-kit+ und
Sca-1+ Zellen als auch der an CD34-, Flk-2- Zellen gemessen.

Die exemplarisch dargestellten Daten einer Messung als Dot-Plot zeigen deutlich ho-
here prozentuale Anteile an HSPC in den Milzen der Kindlin3-Knockout-Chiméaren
(0,18%) im Vergleich zu den C57/BI6-Wildtyp-Chiméaren (0,028%) (siehe Abb. 15).

Die statistische Auswertung der prozentualen Anteile sowie der absoluten Zahlen konn-

te dieses Bild weiter bestatigen. Im Durchschnitt finden sich prozentual gesehen in der
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Milz der Knockout-Chiméaren ca. funfmal so viele HSPC wie in den Wildtyp-Chimé&ren
und ca. dreimal so viele wie in den Wildtypen (siehe Abb. 16).
Beim Vergleich des Gehalts an CD34-, Flk-2- Zellen hingegen fallt auf, dass dieser in
den Milzen der Knockout-Chiméaren ca. 2,5mal geringer ist, als in den Wildtyp-
Chiméren und ca. halb so grof3 wie in den Wildtypen (Abb. 17)
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Sca-1/PeCy5.5
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60.9

1
10° 10

10° e et
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Abb. 15: Dot-Plot einer durchflusszytometrischen Bestimmung des prozentualen Anteils
an HSPC am Gesamtzellbestand in der Milz
Die linke Spalte zeigt exemplarisch das Ergebnis des prozentualen Anteils von HSPC (oben)

bzw. LT-HSPC (unten) in der Milz einer Wildtyp-Chiméare. Rechte Spalte: Kindlin3-Knockout-
Chimére. n=1.
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Abb. 16: Bestimmung der Anzahl der HSPC in der Milz in der Durchflusszytometrie

Das linke Diagramm zeigt die durch FACS ermittelten, prozentualen Anteile der HSPC (lin-, c-
kit+, Sca-1+) am Gesamtzellbestand in der Milz von Wildtyp, Wildtyp-Chimére und Kindlin-3-
KO-Chiméare. Das rechte Diagramm zeigt die entsprechenden Absolutzahlen. Dargestellt ist das
arithmetische Mittel mit Standardabweichung. n=4
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Abb. 17: Bestimmung des prozentualen Anteils der LT-HSPC in der Milz in der
Durchflusszytometrie

Das Diagramm zeigt jeweils den prozentualen Anteil an méglichen LT-HSPC (CD34-, FIk-2-) in
den Milzen von Wildtyp, Wildtyp-Chimare und Kindlin3-KO-Chiméare. Dargestellt ist das
arithmetische Mittel mit Standardabweichung. n=4.

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl im Blut

Fur die Messungen des Gehalts an HSPC in diesem Kompartiment wurde jeweils vier
C57/BI6-Wildtypen, vier C57/BI6-Wildtyp-Chimaren und vier Kindlin3-Knockout-
Chiméren intrakardial Blut entnommen. Wie bei Knochenmark und Milz wurden zu-
nachst die Erythrozyten lysiert, die Proben mehrfach gewaschen und dann mit den
Antikoérpern inkubiert. Auch bei der Analyse des Blutes erfolgte der Ausschluss toter
Zellen mittels Zugabe von Propidium-lodid.

Die Setzung der Gates erfolgte analog zu den anderen Kompartimenten und es wurde
ebenfalls der Gehalt an HSPC und moglichen LT-HSPC bestimmit.

Der exemplarisch dargestellt Dot-Plot einer einzelnen durchflusszytometrischen Mes-
sung zeigt im Blut der Knockout-Chiméare einen prozentual htheren Anteil an HSPC am
Gesamtbestand lebender Zellen (0,31%) als bei den Wildtyp-Chiméaren (0,063%) (siehe
Abb. 18).

Auch in der statistischen Auswertung und anschlieBenden graphischen Darstellung der
prozentualen Anteile sowie der Absolutzahlen aller durchgeflihrten Messungen besta-
tigt sich dieses Ergebnis. Prozentual gesehen finden sich im Blut der Knockout-
Chiméren ca. viermal mehr HSPC als bei den Wildtyp-Chimé&ren und ca. 1,5mal mehr
als bei den Wildtypen. Bei den absoluten Zahlen finden sich &hnliche Ergebnisse (sie-
he Abb. 19).

Der Gehalt an CD34- und Flk-2- Zellen ist jedoch im Blut der Knockout-Chiméren pro-
zentual nur halb so hoch wie bei den Wildtyp-Chimaren. Es zeigen sich demnach
diesbezlglich ahnliche Befunde wie in der Milz (Abb. 20).
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Abb. 18: Dot-Plot einer durchflusszytometrischen Bestimmung des prozentualen Anteils
an HSPC am Gesamtzellbestand im Blut

Die linke Spalte zeigt exemplarisch das Ergebnis des prozentualen Anteils von HSPC (oben)
bzw. LT-HSPC (unten) im Blut einer Wildtyp-Chimére. Rechte Spalte: Kindlin3-Knockout-
Chimére. n=1.
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Abb. 19: Bestimmung der Anzahl der HSPC im Blut in der Durchflusszytometrie
Das linke Diagramm zeigt die durch FACS ermittelten, prozentualen Anteile der HSPC (lin-, c-
kit+, Sca-1+) am Gesamtzellbestand im Blut von Wildtyp, Wildtyp-Chimé&re und Kindlin-3-KO-
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Chimare. Das rechte Diagramm zeigt die entsprechenden Absolutzahlen. Dargestellt ist das
arithmetische Mittel mit Standardabweichung. n=4.

50 1 p=0.049

45 -
40 A
35 A
30 A
25 1

20 A

15 1

Anteil an Flk-2-, CD34- Zellen in %

10 1

WT kin3+/+  kin3 -/-

Abb. 20: Bestimmung des prozentualen Anteils der LT-HSPC im Blut in der
Durchflusszytometrie

Das Diagramm zeigt jeweils den prozentualen Anteil an mdéglichen LT-HSPC (CD34-, Flk-2-) im
Blut von Wildtyp, Wildtyp-Chimare und Kindlin3-KO-Chimére. Dargestellt ist das arithmetische
Mittel mit Standardabweichung. n=4.

3.3. Vergleich der im Zuge der CFU-Assays und der Durchflusszytometrie

ermittelten Gesamtzellzahlen innerhalb der drei Kompartimente

Bei jeder Untersuchung der drei Kompartimente wurde nach der Erylyse und vor der
weiteren Bearbeitung die Anzahl der vitalen Zellen mit Hilfe der Trypanblau-Farbung
und einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Es liegen die Zahlen fir das Knochenmark
und die Milzen von vier Wildtypen und jeweils zehn Wildtyp- und Knockout-Chiméren
vor, sowie die Daten fir das Blut von vier Wildtypen und jeweils acht Wildtyp- und
Knockout-Chiméren vor.

Bei der statistischen Auswertung zeigen sich im Knochenmark der Knockout-Chiméaren
geringfugig niedrigere Gesamtzellzahlen als bei den beiden Kontrollen, wohingegen
der Unterschied in der Milz gravierender imponiert. Wéhrend sich bei den Wildtyp-

Chiméren pro Milz ca. 4,5 Millionen Zellen fanden, sind es bei den Knockout-Chiméaren
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nur ca. 1,6 Millionen Zellen. Im Blut der Knockout-Chimaren hingegen finden sich ca.
fast dreimal so viele Zellen wie im Blut der Wildtyp-Chiméaren; dieser Unterschied war
signifikant (siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Absolutzahl lebender Zellen in den untersuchten Kompartimenten

Dargestellt ist jeweils die Gesamtzahl lebender Zellen nach Erylyse, ermittelt durch Farbung mit
Trypanblau-Losung und Auszéhlung in der Neubauer-Zéahlkammer im Durchlichtmikroskop.
Arithmetisches Mittel mit Standardabweichung. a) Gesamtzellzahl pro Femur. kin3+/+: n=10;
kin3-/-: n=10. b) Gesamtzellzahl pro Milz. kin3+/+: n=10; kin3-/-: n=10. c) Gesamtzellzahl pro ml
Blut. kin3+/+: n=8; kin3-/-: n=8.
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3.4. Visualisierung der hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im

murinen Knochenmark mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie

3.4.1 Untersuchung 18h nach Injektion

Ziel dieser Versuchsreihe war es zum einen festzustellen, ob und wenn ja, wie viele,
HSPC sich 18h nach Injektion in die Schwanzvene im Knochenmark der Schadelkalot-
te des Empfangertiers befinden, zum anderen sollte auch ihr Verhalten in selbigem
untersucht werden. Ein besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Geschwindigkeit
der Zellbewegung im Interstitium sowie auf den Abstand zum néachstgelegenen Gefal
und zum Endost gelegt. Verglichen wurden wiederum HSPC aus Kindlin3-Knockout-
Chiméren sowie aus Wildtyp-Chiméaren.

Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, mittels Durchflusszytometrie sortiert (lin-, c-
kit+, Sca-1+) und anschlieBend mit CMTMR gefarbt. Die Injektion der jeweils ca.
200000 Zellen in die Schwanzvene der mit 9,5Gy bestrahlten C57/BI6-Wildtypen er-
folgte 18h vor Beginn der Aufnahmen mit dem Zwei-Photonen-Mikroskop. Untersucht
wurden alle vier Quadranten, die sich aus der Kreuzung der venésen Sinus ergeben,
bis zu einer Tiefe von jeweils ca. 300um. Zur Sichtbarmachung der Gefal3e wurde un-
mittelbar vor Versuchsbeginn FITC-Dextran appliziert.

Es zeigte sich bereits wahrend des Mikroskopierens ein Unterschied in Bezug auf die
Zahl der transmigrierten Zellen. Es fanden sich bei den HSPC der Wildtyp-Chimaren
pro 100000 injizierte Zellen im Schnitt 7,25 Zellen im Knochenmarksinterstitium, bei
den HSPC der Knockout-Chiméaren im Durchschnitt 1,24 Zellen. Dieser Unterschied
war hochsignifikant (siehe Abb. 22, Abb. 23).
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Abb. 22: Anteil transmigrierter Zellen pro 100000 injizierte Zellen

Dargestellt ist jeweils die Anzahl ins Interstitium transmigrierter Zellen pro 100000 in die
Schwanzvene injizierte Zellen fir Wildtyp-Chiméaren bzw. Kindlin-3-Knockout-Chimaren. Mittel-
wert £ Standardabweichung. n=4 fir kin3+/+; n=5 fir kin3-/-.

15.4.2010 . [, 26.5.2010 9.6.2010

kind3+/+

16.4.2010 23.6.2010

kind3-/-

Abb. 23: HSPC im Interstitium 18h nach Injektion

Reprasentative Aufnahmen von HSPC aus Wildtyp-Chiméaren (obere Reihe) bzw. Knockout-
Chiméren (untere Reihe) 18h nach Injektion in die Schwanzvene. Gezeigt werden jeweils Auf-
nahmen aus drei Versuchen. Die Zellen befinden sich im Interstitium. HSPC rot (CMTMR);
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Knochen blau (Second Harmonic Signal); Plasma griin (FITC-Dextran). Die Pfeile markieren
HSPC. Die Balken rechts unten im Bild entsprechen 100um.

Als nachstes wurde untersucht, mit welcher Geschwindigkeit sich die HSPC jeweils im
Interstitium bewegen. Hierzu wurden die am Zwei-Photonen-Mikroskop erstellten Vi-
deos mit der Volocity® Software ausgewertet und die von den HSPC zurlickgelegte
Strecke (in um) pro Zeit erfasst. Fur die HSPC aus Wildtyp-Chimaren ergab sich eine
Durchschnittsgeschwindigkeit von 57um/h, wahrend sich die HSPC aus Knockout-
Chiméaren fast doppelt so schnell bewegten (Durchschnittsgeschwindigkeit: 118,8um/h)
(siehe Abb. 24).
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Abb. 24: Geschwindigkeit der HSPC im Knochenmarksinterstitium
Dargestellt ist jeweils die Geschwindigkeit der Zellen im Knochenmarksinterstitium in um/h fr
HSPC aus den Wildtyp-Chimaren bzw. Kindlin-3-Knockout-Chiméaren 18h nach Injektion in die
Schwanzvene. Jedes Symbol reprasentiert eine einzelne Zelle (Kreise: kin3+/+; Dreiecke: kin3-
/-). Die Linien entsprechen dem Median. n=4 fur kin3+/+; n=5 fir kin3-/-.

Die Bestimmung des Abstands der HSPC zum nachstgelegenen Gefald innerhalb des
Knochenmarks erfolgte ebenfalls durch manuelle Abstandsmessung mittels Volocity®.
Gemessen wurde jeweils der geringstmdogliche Abstand. Es ergab sich hierbei ein
Durchschnittsabstand von 8um bei den HSPC aus Wildtyp-Chiméaren gegeniber 7um
bei den HSPC aus Knockout-Chiméaren.

Ahnliche Ergebnisse fanden sich bei den Abstandmessungen zum Endost, die eben-

falls mittels Volocity® durchgefiihrt wurde. Der Abstand zum Endost bei den HSPC aus
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Wildtyp-Chiméaren betrug im Durchschnitt 21um, bei den HSPC aus den Knockout-
Chiméren ca. 19um (siehe Abb. 25).
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Abb. 25: Abstand der interstitiellen HSPC zum Gefal bzw. zum Endost

a) Dargestellt ist jeweils der Abstand der einzelnen Zellen zum néchstgelegenen Knochen-
marksgefaf in um, fur HSPC aus den Wildtyp-Chiméaren bzw. Kindlin-3-Knockout-Chiméren 18h
nach Injektion in die Schwanzvene.

b) Dargestellt ist jeweils der Abstand der einzelnen Zellen zum Endost in um, fir HSPC aus den
Wildtyp-Chiméaren bzw. Kindlin-3-Knockout-Chiméaren 18h nach Injektion in die Schwanzvene.
Jedes Symbol repréasentiert eine einzelne Zelle (Kreise: kin3+/+; Dreiecke: kin3-/-). Die Linien
entsprechen dem Median. n=4 flr kin3+/+; n=5 fir kin3-/-.

3.4.2 Untersuchung der hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen 0-6h nach

Injektion

Aus den Ergebnissen der 18h-Versuche ergab sich, dass weniger Kindlin3-Knockout-
HSPC im Knochenmarkinterstitium vorhanden sind als HSPC aus Wildtyp-Chiméaren.
Ob die geringe Zahl durch eine schlechtere Immigration erklart wird, sollte im nachsten
Experiment geklart werden. Dazu erfolgte die Visualisierung der HSPC unmittelbar bei
ihrer Ankunft in den GefalRen des Schadelknochenmarks.

Hierzu wurden die HSPC wiederum jeweils aus Kindlin3-Knockout-Chiméren und Wild-
typ-Chimaren durchflusszytometrisch sortiert (lin-, c-kit+, Sca-1+) und mit CMTMR als
CellTracker® gefarbt (jeweils n=5,). Als Empfangertiere dienten mit 9,5Gy bestrahlte
C57/BI6-Wildtypen. Die Applikation der Zellen und des Plasmafarbstoffs FITC-Dextran
erfolgte Uber einen in der A. carotis externa liegenden Katheter (siehe 2.3.2.3), die
Knochenmarksgefal3e wurden analog zu den 18h-Versuchen dargestellt. Diese Ver-
suchsanordnung erlaubte es, die HSPC direkt nach der Applikation in den Gefal3en

sichtbar zu machen und ihr Verhalten am GefaRendothel zu beurteilen. Von besonde-
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rem Interesse war hier, wie viele der gespritzten Zellen jeweils langerfristig an der Ge-
faBwand adhéarieren. Es zeigte sich bereits unter Sicht, dass die HSPC aus den Kind-
lin3-Knockout-Chimaren weniger adharent waren, als die HSPC aus den Wildtyp-
Chiméren. Bei der statistischen Auswertung ergab sich entsprechend ein hochsignifi-
kanter Unterschied beim Anteil der adharenten Zellen an den insgesamt visualisierten
Zellen (83,5% fur HSPC aus Wildtyp-Chiméaren vs. 20,3% fur Kindlin3-Knockout-
Chimaren), wobei die Zahlen bei den Kindlin3-Knockout-Chiméaren deutlich unter de-
nen der Wildtyp-Chiméren lagen (n=48 vs. n =139) (siehe Abb. 26, Abb. 27).
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Abb. 26: Anteil an der GefaRwand adharenter HSPC an allen visualisierten HSPC
Dargestellt ist der Anteil an fest am GefalRendothel adharenten HSPC an der Gesamtzahl der im
Zwei-Photonen-Mikroskop visualisierten HSPC in den ersten 6 Stunden nach Injektion in die A.
carotis externa. Mittelwert £ Standardabweichung. n=5 flr kin3+/+; n=5 flr kin3-/-.
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Abb. 27: Visualisierung der HSPC zu verschiedenen Zeitpunkten nach intraarterieller
Injektion

Repréasentative Aufnahmen adhéarenter HSPC aus Wildtyp-Chiméren (obere Reihe) und Knock-
out-Chiméren (untere Reihe) zu unterschiedlichen Zeitpunkten unmittelbar nach der intraarteri-
ellen Injektion. HSPC rot (CMTMR); Knochen blau (Second Harmonic Signal); Plasma grin
(FITC-Dextran). Die Pfeile markieren einzelne HSPC. Die Balken rechts unten im Bild entspre-
chen 100um.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1.1 Bestimmung des Anteils an hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in
den drei Kompartimenten Knochenmark, Milz und Blut mittels Colony Forming

Unit-Assays

In den Ergebnissen dieser Versuchsreihe zeigte sich eine leicht, aber nicht signifikant
erniedrigte Konzentration von hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im Kno-
chenmark der Kindlin3-Knockout-Chimaren, wahrend der Anteil in Milz und Blut jeweils
hoher lag als bei den Wildtyp-Chimaren. Auch dieses Ergebnis erreichte nicht das Sig-

nifikanzniveau.

4.1.2 Bestimmung der Anteils an hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in
den drei Kompartimenten Knochenmark, Milz und Blut mittels
Durchflusszytometrie

In der Fluoreszenz-gestitzten, durchflusszytometrischen Analyse der HSPC-Anteile
fand sich ein ahnliches Bild wie bei den CFU-Assays, allerdings lag in diesem Fall der
prozentuale Anteil an HSPC im Knochenmark der Kindlin3-Knockout-Chimaren tber
demjenigen der Wildtyp-Chimaren. Die Absolutzahlen lagen jedoch knapp unter denen
der Kontroll-Tiere. Die Ergebnisse fur Milz und Blut hingegen entsprachen in etwa den-
jenigen aus den Versuchen in der Zellkultur und zeigten erhéhte HSPC-Zahlen bei den
Kindlin3-Knockout-Chiméaren. Auffallig war der signifikant niedrigere, prozentuale Ge-
halt an putativen Longterm-HSPC, die innerhalb der oben genannten Gruppe die Diffe-
renzierungsmarker CD34 und FIk-2 nicht exprimieren, im Knochenmark der Kindlin3-
Knockout-Chimaren. Insgesamt zeigen sich also erhdhte Anteile an HSPC in den peri-

pheren Kompartimenten bei vergleichbaren Zellzahlen im Knochenmark.

4.1.3 Untersuchung des Verhaltens der hdmatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen in murinen KnochenmarksgefalRen in vivo mittels Zwei-

Photonen-Mikroskopie 18h nach Injektion



Bei der Visualisierung der gefarbten HSPC im Knochenmarksinterstitium der bestrahl-
ten Empfangertiere 18h nach Injektion in die Schwanzvene zeigte sich, dass sich signi-
fikant weniger Zellen aus Kindlin3-Knockout-Chiméren im Knochenmarksinterstitium
befanden als Zellen aus Wildtyp-Chimaren. Die im Interstitium befindlichen Kindlin3-
Knockout-Zellen bewegten sich deutlich schneller. In Bezug auf die Abstande zum
nachstgelegenen Gefald bzw. dem Endost, fielen keine nennenswerten Unterschiede

zwischen den beiden Gruppen auf.

4.1.4 Untersuchung des Verhaltens der hdmatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen in murinen KnochenmarksgefalRen in vivo mittels Zwei-

Photonen-Mikroskopie 0-6h nach Injektion

Bei der darauffolgenden Darstellung der HSPC unmittelbar bei Ankunft in den Kno-
chenmarksgefaflen und bis zu 6h danach fiel insbesondere das Uiberwiegende Unver-
mogen der Kindlin3-Knockout-Zellen im Vergleich zu aus Wildtyp-Chimaren isolierten
Zellen auf, fest ans GefaRendothel zu adhérieren.

4.2. Methodendiskussion

4.2.1 Bestimmung des Gehalts an hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in

verschiedenen Kompartimenten mittels CFU-Assay und Durchflusszytometrie

Der Einsatz spezieller Nahrbdden zur Isolierung und Anreicherung muriner, hamatopo-
etischer Stamm-und Progenitorzellen in vitro ist ein etabliertes Verfahren, das zunachst
mit Hilfe sogenannter Feeder-Layer durchgefuhrt wurde (Till and Mc, 1961, Bradley
and Metcalf, 1966). Im Verlauf kam es zur Entwicklung spezieller Nahrmedien, die die
Feeder-Layer ablosten und mittlerweile fester Bestandteil der Arbeit mit hamatopoeti-
schen Stammzellen in der Zellkultur sind (Miller and Lai, 2005, Sarma et al., 2010,
Wognum et al., 2013)

In der vorliegenden Arbeit wurden Knochenmark, sowie Milz und Blut als periphere
Kompartimente auf ihren Gehalt an HSPC hin untersucht. Die Kolonien wurden nach 7
Tagen Inkubation ausgezahlt und von diesen Zahlen auf den Anteil der HSPC an den

Zellen des gesamten Organs, bzw. 1ml Blut geschlossen. Diese Methode unterliegt
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insofern einer gewissen Subjektivitat, als unter Umstanden Differenzen bei der Zahlung
der Kolonien durch die jeweiligen Untersucher vorliegen konnten. Dieser Aspekt wurde
jedoch durch stete Kontrolle mittels einer zweiten Z&hlung eingedammt. Ein weiterer
Punkt ist die mangelnde Charakterisierung der kultivierten Zellen im Hinblick auf Leu-
kozytensubpopulationen. Fir einen ersten Hinweis auf mdgliche Unterschiede bei der
Verteilung der HSPC auf die jeweiligen Kompartimente, an den sich dann weitere Un-
tersuchungen anschlossen, war der CFU-Assay durchaus geeignet.

Die durchflusszytometrische Bestimmung des Gehalts an HSPC in unterschiedlichen
Organen ist ebenfalls eine bereits bewéhrte Methode. Zellen mit zahlreichen Kombina-
tionen an Oberflachenmolekiilen kénnen auf diese Weise genau selektiert und aufge-
reinigt werden. Zellen, die keine Lineage-Marker, dafir jedoch Sca-1 und c-kit (CD117)
exprimieren werden als LSK-Zellen bezeichnet und gelten in der Durchflusszytometrie
als klassische pluripotente Stamm- und Progenitorzellen (Morrison and Weissman,
1994). Innerhalb dieser Population erfolgt die Differenzierung in Short-Term- und Long-
Term-HSPC mittels weiterer Oberflachenmarker. Hier sind v.a. Flk-2 (CD135)
(Christensen, 2001) sowie CD34 (Osawa et al., 1996) zu nennen, die von Long-Term-
HSPC jeweils noch nicht exprimiert werden. Die Auftrennung in Short- und Long-Term-
HSPC wurde jedoch nur mit wenigen Experimenten tberprift (n=4 pro Kompartiment).
In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen sowohl bei der durchflusszytometrischen
Analyse ihrer Anzahl als auch bei der Sortierung zur spéateren Injektion in die Maus
nach etablierten Protokollen gefarbt (Lin and Goodell, 2011), die Auswertung der Roh-
daten erfolgte ebenfalls anhand standardisierter Methoden. Somit wurde eine grof3t-
mogliche Verlasslichkeit der Ergebnisse erzielt.

Zwei problematische Aspekte missen in diesem Kontext erwahnt werden. Zum einen
sorgt die geringe Anzahl an Experimenten bei den jeweiligen Assays fir eine sehr brei-
te Streuung der Ergebnisse: so kann bereits ein Tier in schlechtem Gesundheitszu-
stand und moglicherweise dadurch bedingt verdnderten Zellzahlen bei insgesamt vier
Versuchen eine hohe Standardabweichung bedingen und dadurch die Signifikanz der
Daten schwéachen.

Zum anderen wurde in der vorliegenden Arbeit mit Stamm- und Progenitorzellen (LSK-
Zellen) anstelle von reinen Stammzellen gearbeitet, folglich mit einer Population, die
mit weiteren Oberflachenmarkern, beispielsweise aus der Familie der SLAM-Marker,
noch spezifischer charakterisiert und aufgereinigt werden konnte (Kiel et al., 2005,
Morita et al., 2010). Grund fir die Wahl dieser Zellpopulation war, dass fur die Darstel-
lung von ca. 10 Zellen im Knochenmark der Schadelkalotte mittels der Zwei-Photonen-

Mikroskopie mindestens 10000 Zellen injiziert werden muissen; dies entspricht in etwa

52



dem Ergebnis der durchflusszytometrischen Isolierung der Zellen von vier Tieren (Lo
Celso et al., 2011). Bei der Untersuchung moglichst reiner, hamatopoetischer Stamm-
zellen ware die Isolierung von maximal 1000 Zellen pro Tier realistisch und somit kaum

ausreichend fur die Darstellung im Zwei-Photonen-Mikroskop (Schroeder, 2010).

4.2.2 Visualisierung des murinen Knochenmarks und injizierter hAmatopoetischen

Stamm- und Progenitorzellen im Zwei-Photonen-Mikroskop

Der 1990 von Denk et al. erstmals beschriebene Einsatz des Zwei-
Photonenmikroskops fiihrte zu einer breiten Anwendung im Bereich der biomedizini-
schen Forschung, da die Multi-Photonen-Mikroskopie im Vergleich zur langer etablier-
ten konfokalen Mikroskopie zahlreiche Vorteile bietet, die unter 2.3.1 bereits ausfuhrlich
dargelegt wurden (Denk et al., 1990, Rubart, 2004).

Zur Darstellung des Knochenmarks innerhalb der murinen Schéadelkalotte in vivo sowie
auch injizierter und gefarbter HSPC kam diese Methode 1998 zum ersten Mal bei Ma-
zo et al. zum Einsatz und konnte sich in der Folge nicht nur bei dieser speziellen Fra-
gestellung durchsetzen (Mazo et al., 1998, Mazo and von Andrian, 1999). Die Schadel-
kalotte eignet sich besonders gut, da aufgrund der diinnen Knochenschicht und der
hohen Eindringtiefe des Zwei-Photonen-Mikroskops im Gegensatz zur Untersuchung
des Femur-Knochenmarks kein vorheriges Anbohren des Knochens oder das Einfiih-
ren einer endoskopischen Sonde nétig ist. Die Applikation des Plasma-Farbstoffs FITC-
Dextran sowie der sortierten und gefarbten HSPC und die Nutzung des Second Har-
monic Signals zur Untersuchung des Verhaltens der Zellen in den Knochenmarksgefa-
Ben und im Interstitium wurde auch von Lo Celso et al. aufgegriffen und weiterentwi-
ckelt (Lo Celso et al., 2008, Lo Celso et al., 2011).

Allerdings durfen auch die moglichen Fehlerquellen nicht unerwéhnt bleiben. Es ist
unklar, inwieweit sich die Erkenntnisse, die aus der Beobachtung des Knochenmark-
raums der Schadelkalotte gewonnen werden, auf andere Bereiche, v.a. die Markraume
der langen Roéhrenknochen, tbertragbar sind. Lo Celso und Kollegen konnten zeigen,
dass die beiden Knochenmarksraume beziglich Dichte an HSPC und Repopulations-
potential der Zellen vergleichbar sind, Unterschiede bei der Visualisierung jedoch nicht
ausschlieen (Lo Celso et al., 2008). Darlber hinaus kann aktuell noch nicht ausge-
schlossen werden, dass die vorherige Bestrahlung der Empfangertiere, die Transplan-

tation der HSPC oder der Imaging-Prozess selbst einen Einfluss auf das Verhalten der
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HSPC in den Knochenmarksgefaf3en und dem Interstitium hat. So wurde gezeigt, dass
durch die letale Bestrahlung der Empfangertiere die Knochenmarksgefalie hinsichtlich
ihrer Durchlassigkeit fur kleinste Partikel, nicht aber fur Zellen, kompromittiert werden
(Lo Celso et al., 2008).

Zusammenfassend kann jedoch festgestellt werden, dass die in der vorliegenden Ar-
beit verwendete Zwei-Photonen-Mikroskopie sich auf dem Gebiet der Visualisierung
des Markraums der Schéadelkalotte, seiner GefalRe und von Zellen auf Einzelzell-
Niveau als valide Methode etabliert hat (Lo Celso et al., 2011, Mazo and von Andrian,
1999).

4.2.3 Intravendse und intraarterielle Injektion der hamatopoetischen Stamm- und

Progenitorzellen

Sowohl die intravendse als auch die intraarterielle Applikation der mittels Durchflusszy-
tometrie sortierten hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen sind in der Literatur
beschrieben (Mazo and von Andrian, 1999, Lo Celso et al., 2011) und zur Sichtbarma-
chung eben jener Zellen im Knochenmark der Schadelkalotte erfolgreich angewandt
worden. Wahrend die intravendse Injektion — wahlweise in die Schwanzvene oder den
retroorbitalen Venenplexus der Maus — vergleichsweise rasch und ohne den gréReren
Aufwand einer Operation des Tieres durchgefihrt werden kann, ist bei der intraarteriel-
len Injektion in die A. carotis communis das Legen eines Katheters notwendig. Die in-
travendse Injektion birgt das Risiko, dass der groRe Teil der Zellen zunéachst im pulmo-
nalen Kapillarnetz verbleibt und somit das Imaging im Knochenmark unmittelbar nach
der Injektion erschwert wird. Die intraarterielle Injektion ist mit einem gréReren OP-
Risiko fur das Empfangertier verbunden und technisch anspruchsvoller, fuhrt jedoch zu
héheren Zellzahlen im Knochenmark, da auf dem Weg dorthin keine Kapillaren passiert
werden missen. Ein weiterer Vorteil ist, dass Uber den liegenden Katheter gegebenen-
falls auch FITC-Dextran nachinjiziert werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst beide Methoden auf ihre Vorteile bei den
18h- respektive 0-6h-Versuchen hin verglichen. Es zeigte sich, dass die intraventse
Injektion bei Visualisierung 18h danach gute Ergebnisse mit addquat hohen Zellzahlen
bei minimalem Risiko brachte. Der Versuch, die Ankunft der Zellen im Knochenmark
unmittelbar (0-6 Stunden) nach intravendser Applikation darzustellen, verlief wenig er-
folgreich. Die intraarterielle Injektion wurde insofern zundchst modifiziert, als die A.

carotis interna ligiert wurde und der Katheter Uber die Bifurkation hinaus in die A. caro-
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tis externa, die das Knochenmark tber einen ihrer Endéaste, die A. meningea, versorgt,
geschoben wurde. Ziel war es, einen tUberméaRigen Verlust an Zellen im hirnversor-
genden Gefalnetz zu vermeiden. Diese Variante der bereits etablierten Operation
fuhrte zu sehr guten Ergebnissen bei der Visualisierung der Zellen in den 0-6h-
Versuchen. Fir die 18h-Versuche war sie insofern nicht geeignet, als weder ein Entfer-
nen des Katheters mit Verschluss der Arterie noch das Belassen desselben tber 18h
praktikabel und tiermedizinsich vertretbar war.

Schlussfolgernd ist die intravendse Injektion fir eine Darstellung der Zellen zu einem
spateren Zeitpunkt besser geeignet, wahrend die intraarterielle Injektion vor allem bei

der unmittelbaren Visualisierung der Zellen von Vorteil zu sein scheint.

4.3. Diskussion der Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

4.3.1 Anteil an hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in den CFU-Assays
und der Durchflusszytometrie

In beiden Versuchsreihen zeigten sich vergleichbare oder leicht erniedrigte Anteile an
HSPC im Knochenmark der Kindlin3-Knockout-Chiméren im Vergleich zu den Wildtyp-
Chiméren bei erhéhten Zellzahlen in Milz und Blut. Der prozentuale Anteil an LT-HSPC
im Knochenmark der Kindlin3-Knockout-Chiméaren war signifikant niedriger als bei den
Wildtyp-Chimaren.

Ein moglicher Erklarungsansatz ware eine diskret eingeschrankte Homing-Kapazitat
derjenigen HSPC, die kein Kindlin3 exprimieren. Alternativ muss auch an eine Stérung
der Nischenfindung im Knochenmark bei weitgehend intaktem Homing gedacht wer-
den. Beide Theorien wirden sowohl die leicht verminderte HSPC-Zahl im Knochen-
mark als auch die erhdhten Zellzahlen in der Peripherie erklaren. Auf eine Stérung der
Einnischung kénnte auch der niedrige Anteil an LT-HSPC hindeuten, da der Ubergang
der HSPC in dieses Ruhestadium von Faktoren der Nische abhéngig ist (Schofield,
1978).

Wie bereits eingangs erlautert, scheint bei HSPC vor allem das Integrin VLA-4 (a4p1)
eine entscheidende Rolle zu spielen (Mazo et al., 2011). Es konnte gezeigt werden,
dass die Gabe eines gegen VLA-4 gerichteten Antikérpers vor Transplantation von
HSPC zu erhohten Zellzahlen in Blut und Milz bei geringeren Zahlen im Knochenmark
fuhrte (Papayannopoulou et al., 1995). Auch der Verbleib in letztgenanntem Komparti-

ment innerhalb einer Nische scheint - unter anderen — von VLA-4 beeinflusst zu wer-
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den. So konnte gezeigt werden, dass transplantierte HSPC vor allem in perivaskulare
Nischen homen, in denen die Expression von CXCL12, einem Chemokin, das fir die
inside-out-Aktivierung von VLA-4 sorgt, erhoht ist (Sipkins et al., 2005). AulRerdem fand
sich bei leukamischen Blasten mit einer Uberexpression von VLA-4 eine verstarkte
Adhéasion an Fibronectin innerhalb des Knochenmarks (Matsunaga et al., 2003). Die
verstarkte Mobilisierung von HSPC aus dem Knochenmark durch den small molecule
inhibitor BIO5192, der die Verbindung VLA-4/VCAM-1 unterbricht, soll in diesem Zu-
sammenhang ebenfalls hochmals erwahnt werden, sowie auch die in vitro bestétigte
Wirksamkeit des small molecule agonist an VLA-4, THI0O019 (Ramirez et al., 2009,
Vanderslice et al., 2013).

Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll, hinter dem in dieser Arbeit bei den Kind-
lind3-Knockout-HSPC vermuteten Problem bei der Nischenfindung eine Stérung auf
Ebene der Interaktion zwischen dem Integrin-Co-Aktivator Kindlin3 und VLA-4 anzu-
nehmen. Auf die Auswirkungen auf den Homing-Prozess als solchen soll im folgenden

Punkt naher eingegangen werden.

4.3.2 Visualisierung der hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen in vivo im

Zwei-Photonen-Mikroskop 18h und 0-6h nach Injektion

Bei der Darstellung des Knochenmarksinterstitiums 18h nach Injektion fiel auf, dass
sich signifikant weniger HSPC aus Kindlin3-Knockout-Chimaren fanden als HSPC aus
Wildtyp-Chiméaren. AuRerdem bewegten sich erstgenannte deutlich schneller innerhalb
des Interstitiums. Bei der Visualisierung der Ankunft der Zellen in den Knochenmarks-
gefalRen zeigten dich eindeutige Einschrankungen der Kindlin3-Knockout-HSPC bei
der festen Adhérenz an das Endothel.

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die Transmigration durch das
Endothel der KnochenmarksgefaRe fir HSPC, die Kindlin3 nicht exprimieren, grund-
satzlich moglich ist. Allerdings lassen die Daten aus den Versuchen mit dem Zwei-
Photonen-Mikroskop auf eine Storung der initialen Adhérenz an die Gefallwand schlie-
Ben. Die erhdhte Geschwindigkeit der HSPC aus Kindlin3-Knockout-Chiméren im In-
terstitium konnte, ebenso wie die Daten aus der Durchflusszytometrie, auf eine gestor-
te Einnischung der Zellen im Knochenmark hindeuten.

Bezlglich der Fahigkeit zur Uberwindung der Endothel-Barriere unterscheiden sich die

HSPC drastisch von Leukozyten mit dem entsprechenden Gendefekt. Es wurde nach-
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gewiesen, dass Neutrophile ohne Kindlin3 zu fester Adhasion und Arrest auf dem En-
dothel sowie zur Transmigration nicht fahig sind und dass diese Einschrankung bei
Patienten mit LADIII zu schweren, infektionsbedingten Komplikationen fiihrt (Moser et
al., 2009a, Svensson et al., 2009). Entscheidend fiir die Adhasion und Extravasation
von Leukozyten ist LFA-1, ein B,-Integrin, flr welches gezeigt werden konnte, dass
seine Funktionsfahigkeit durch den Verlust von Kindlin3 stark herabgesetzt wird
(Manevich-Mendelson et al., 2009, Feigelson et al., 2011).

Doch wie bereits erlautert, scheint das Integrin VLA-4 (a.B:) bei HSPC die entschei-
dendere Rolle zu spielen (Mazo et al., 2011). Zum einen ist die Expression dieses B:-
Integrins auf HSPC hdoher als diejenige von B, (Voura et al., 1997). Zum anderen zeig-
ten HSPC von Mausen, bei denen B,-Integrine ausgeknockt wurden, kein gestértes
Homing-Verhalten, wahrend die Inaktivierung von VLA-4 zu einem um ca. 40% vermin-
derten Homing fiihrte (Papayannopoulou et al., 2001).

Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass HSPC, die kein Kindlin3 exprimieren,
nur eingeschrankt zu fester Adhasion am Endothel und zur Transmigration durch selbi-
ges fahig sind. Eine bereits erwéhnte Arbeit von Manevich-Mendelson et al. untersuch-
te, inwieweit die Abwesenheit von Kindlin3 die Funktion von LFA-1 und VLA-4 bei Lym-
phozyten beeintrachtigt. Es zeigte sich, dass SDF-1a (=CXCL12) auch bei Zellen, die
kein Kindlin3 exprimieren, zur Verbindung von VLA-4 mit VCAM-1 im Sinne eines insi-
de-out-Signaling fuhrt, dass diese Verbindung jedoch in der Folge weniger stabil und
dauerhaft war, als diejenige bei Wildtypen. Dass outside-in-Signaling nach Bindung an
VCAM-1 unter Shear Flow war bei Lymphozyten nicht merklich beeintrachtigt
(Manevich-Mendelson et al., 2009).

Diese Ergebnisse wurden weiter bestétigt durch Versuche, die zeigen konnten, dass in
Monozyten, in welchem die Transkription des Gens, das fir Kindlin3 kodiert, durch
small interfering RNA (siRNA) ausgeschaltet wurde, die Bindung von VLA-4 an VCAM-
1 in Anwesenheit von SDF-1a nicht signifikant reduziert wurde. Die Dauer der Adhési-
onskontakte war jedoch deutlich kirzer (<1s) als bei den Kontrollen. Gefolgert wurde
daraus, dass Kindlin3 vor allem fiir die Festigung des Adhasionskontaktes nach Che-
mokin-induzierter Affinitatsdnderung des a.p:-Integrins und Bindung von VLA-4 an

VCAM-1 verantwortlich sein kénnte (Hyduk et al., 2011).

Inwiefern diese Ergebnisse auch auf die Stammzellen der hamatopoetischen Reihe
Ubertragbar sind, wurde bisher nicht untersucht. Unter der Pramisse, dass sich VLA-4
und Kindlin3 hier jedoch &hnlich zueinander verhalten, erscheinen die folgenden An-

nahmen plausibel.
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Die injizierten Kindlin3-Knockout-HSPC sind zu kurzen, wahrscheinlich Chemokin-
induzierten Kontakten zum Gefal3endothel tUber die Verbindung VLA-4/VCAM-1 fahig.
Im Anschluss an diesen ersten Adh&asionskontakt kommt es jedoch nur bei einer Min-
derheit der HSPC zu einer Stabilisierung dieses Kontaktes und einem dauerhaften Ar-
rest auf dem GefalRendothel sowie zur Transmigration durch selbiges. Die ubrigen Zel-
len 16sen sich wieder von der Gefaldwand und zirkulieren erneut durch die Peripherie.
Innerhalb des Knochenmarksinterstitiums kdnnen die transmigrierten HSPC nur zum
Teil in ihre Nische finden, da auch der Kontakt zu den Zellen, die die Nische bilden,
sowie zur extrazellularen Matrix, wie beispielsweise Fibronectin, zumindest zum Tell
von einem stabilen, Uber VLA-4 vermittelten Kontakt, abhangig ist. Der verminderte
Anteil an LT-HSPC — das Ruhestadium ist, wie oben erwahnt, von der Einnischung
abhangig — sowie die erhdhte Geschwindigkeit der Zellbewegung im Interstitium kdnnte
dadurch erklart werden. Wenn man davon ausgeht, dass die transmigrierten Zellen
mangels einer Nische in einem Stadium verbleiben, dass zu vermehrter Proliferation
innerhalb des Knochenmarks fihrt, ergibt sich ein schlissiges Bild, das sowohl die
ann&ahernd mit der Kontrollgruppe vergleichbaren Zellzahlen im Knochenmark als auch
die erhdhten Zellzahlen in den peripheren Kompartimenten Blut und Milz erklaren wir-
de.

4.4. Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit regen in vielerlei Hinsicht zu weiteren, tieferge-
henden Untersuchungen des Verhaltens von hamatopoetischen Stamm- und Progeni-
torzellen an, die kein Kindlin-3 exprimieren. Zunachst ware eine kompetitive Transplan-
tation von HSPC aus Wildtyp- und Kindlin-3-Knockout-Chiméren, jeweils
unterschiedlich gefarbt, in ein letal bestrahltes Empfangertier denkbar. Eine Darstellung
der Ankunft der Zellen im Knochenmark mittels des Zwei-Photonen-Mikroskops waére
insofern sinnvoll, als eventuelle dulRere Einflussfaktoren, die das Homing-Verhalten
beeinflussen koénnten - Gesundheitszustand der Maus, der Imaging-Prozess selbst —
auf beide Zellpopulationen gleichzeitig wirken wiirden und sich dadurch eine bessere
Vergleichbarkeit ergabe. Eine Untersuchung des Empfangerstiers 18h nach Injektion
der HSPC wiirde die Visualisierung beider Populationen nebeneinander innerhalb des
Interstitiums ermd@glichen, kleinere Unterschiede im Verhalten kdnnten so gegebenen-

falls klarer detektiert werden. Auch eine, sich eventuell an die Versuche unter dem
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Mikroskop anschlieBende, durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks und
peripherer Kompartimente in Bezug auf die Verteilung der Wildtyp- bzw. Knockout-
Zellen erscheint sinnvoll.

Ein spaterer Untersuchungszeitpunkt, beispielsweise vier Tage nach intravenodser Ap-
plikation der Zellen, konnte zu klareren Ergebnissen beziiglich der Einnischung der
HSPC im Knochenmark fuhren und moglicherweise fanden sich hierbei deutlichere
Unterschiede beim Abstand zu den Gefal3en und zum Endost als nach 18h. Bereits
geplant ist eine genaue Untersuchung der Interaktion zwischen HSPC und Osteoblas-
ten.

Die Vermutung, dass der dhnliche Gehalt an HSPC im Knochenmark von Wildtyp- und
Kindlin-3-Knockout-Chimaren durch ein eingeschranktes Ruhestadium in den Nischen
und somit durch eine hthere Proliferationsrate der transmigrierten HSPC ohne Kindlin-
3-Expression bedingt ist, sollte ebenfalls weiter untersucht werden. Denkbar waren hier
durchflusszytometrische Assays zur Bestimmung des Stadiums des Zellzyklus, in wel-
chem sich die Zellen befinden. Sowohl die Applikation des Thymidin-Analogons BrdU
(5-Bromodeoxyuridin), welches in der S-Phase des Zellzyklus in die DNA eingebaut
wird und konsekutiv durch fluoreszierende Antikdrper im FACS detektiert werde kann,
als auch die Farbung mit einem fluoreszierenden CellTracer®, dessen Intensitét nach
jeder Zellteilung sinkt, kdnnten weiteren Aufschluss bringen (Bohmer, 1979,
Rothaeusler and Baumgarth, 2007, Nordon et al., 1999).

Schlussendlich kénnte auch ein Versuchsaufbau, der die Ausschaltung des Gens, das
fur Kindlin-3 kodiert, in vivo erlaubt, weitere Erkenntnisse zum Verhalten der Zellen
liefern. Ein Mausmodell, das dies ermdglicht, ware die sogenannte Cre-LoxP-Maus, bei
welcher das zu entfernende Gen von zwei spezifischen Sequenzen flankiert wird, wel-
che wiederum von der Rekombinase Cre erkannt werden. Diese sorgt dafiir, dass das
Zielgen nicht mehr abgelesen wird, stattdessen wird ein Reporter-Gen, beispielsweise
eGFP (Green Fluorescent Protein) exprimiert (Orban et al., 1992). Die Aktivitat der Re-
kombinase Cre ist nicht unbedingt konstitutiv, sondern kann beispielsweise durch die
Gabe des selektiven Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen zu einem bestimmten
Zeitpunkt induziert werden (Feil et al., 1997). Ein solches Modell wiirde einen Vergleich
des Verhaltens aller Zellen der hdmatopoetischen Reihe vor und nach Ausschaltung
von Kindlin-3 erlauben, ohne die Transplantation fetaler Lebern zur Entwicklung von

Chiméaren notwendig zu machen.
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5. Zusammenfassung

Hamatopoetische Stammzellen sind der Ausgangspunkt fir die Bildung der zellularen
Bestandteile des Blutes, folglich der Erythrozyten, der Thrombozyten und der Leukozy-
ten. Diese Stammzellen erfillen einen Teil ihrer Aufgaben innerhalb des Knochen-
marks, kénnen dieses Kompartiment jedoch auch verlassen und Uber die Blut-und
Lymphgefalie in periphere, nicht lymphatische Gewebe migrieren, um eine Wéachter-
funktion innerhalb des Immunsystems zu tGibernehmen. Zudem sind sie in der Lage aus
peripheren Geweben in das Knochenmark zurlickkehren, ein Prozess, der auch als
Homing bezeichnet wird. Diese Migrationsschritte sind auch von der Funktionsfahigkeit
der Integrine abhangig, Molekile, die beispielsweise fur die Transmigration durch das
GefalRendothel von grof3er Bedeutung sind. Um voll funktionsfahig zu sein, missen die
Integrine aktiviert werden. Ein Molekil, das hierbei eine wichtige Rolle spielt, ist Kind-
lin3. Bekannt ist, dass es bei Kindlin3-Knockout-Mausen zu massiven Defiziten in der
Funktionsfahigkeit sowohl von Thrombozyten als auch Leukozyten kommt. In der vor-
liegenden Arbeit wurde deshalb der Einfluss von Kindlin3 auf die Funktion, insbesonde-
re auf das Homing, hdmatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen, untersucht.

In der Zellkultur sowie auch in den durchflusszytometrischen Analysen konnte gezeigt
werden, dass sich die Verteilung auf die drei Kompartimente Knochenmark, Milz und
Blut zwischen Kindlin3-Knockout-Chiméaren und Wildtyp-Chiméren insofern unterschei-
det, als sich bei ahnlichen Zellzahlen im Knochenmark deutlich héhere Zellzahlen in
der Milz und dem Blut fanden. AuRerdem konnte ein signifikant geringerer Anteil an
Long-term hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen im Knochenmark der Kind-
lin3-Knockout-Chimaren mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Bei den
Untersuchungen in vivo mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie zeigten sich 18h nach In-
jektion markierter HSPC signifikant weniger Zellen aus Kindlin3-Knockout-Chimaren im
Interstitium des Knochenmarks; die in das Knochenmark gelangten Zellen aus Kind-
lin3-Knockout-Chimaren bewegten sich auch signifikant schneller als diejenigen aus
Wildtyp-Chimaren. Bei der Darstellung der Adhédrenz am Endothel der Knochenmarks-
gefal’e 0-6h nach Injektion waren signifikant weniger HSPC aus Kindlin3-Knockout-
Chimaren zu fester Adharenz am GefalRendothel fahig als HSPC aus Wildtyp-
Chimaren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass HSPC, die kein Kindlin3 exprimieren, im Gegensatz zu
Leukozyten, grundséatzlich zur Transmigration durch das Endothel fahig sind. Es beste-
hen jedoch auch bei HSPC Einschrankungen, die vermutlich auf eine gestorte Interak-

tion zwischen dem a,Bs-Integrin VLA-4 und Kindlin3 zurickzufuhren sind. VLA-4 und
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sein Ligand VCAM-1 sind bei HSPC von entscheidender Bedeutung, sowohl fur die
feste Adhasion ans Endothel als auch fur die Nischenfindung im Knochenmark selbst.
Kindlin3 sorgt wohl vor allem fur eine Stabilisierung des wahrscheinlich zunéchst tber
Chemokine vermittelten Kontakts zwischen VLA-4 und VCAM-1 und ermdoglicht damit
die feste Adhéasion und konsekutiv die Transmigration durch das Gefal3endothel. Das
Fehlen von Kindlin-3 wirkt vermutlich destabilisierend auf diese Verbindung. Innerhalb
des Interstitiums unterstitzt VLA-4 die Einnistung der HSPC in die Knochenmarksni-
schen, beispielsweise Uber den Kontakt zu Bestandteilen der extrazellularen Matrix wie
Fibronektin. Dadurch kénnte die héhere interstitielle Wanderungsgeschwindigkeit der
HSPC aus Kindlin3-Knockout-Chiméren erklart werden.

Es ist weiterhin unbekannt, ob und wie genau Kindlin-3 die Migration im Knochen-
marksinterstitium und die Einnistung in das Knochenmark beeinflusst. Weiterhin ist die
Wirkung der Kindlin-3-Defizienz auf das Verhalten der LT-HSPC unzureichend er-

forscht. Diese Aspekte missen durch weitere Untersuchungen geklart werden.
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