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Literaturbersicht und Fragestellung 1

1. Literaturtibersicht und Fragestellung

1.1 Einfihrung

Hamatopoetische Erkrankungen kommen bei Menschen in allen Altersgruppen vor.
Die Erkrankungen sind vielfaltig und reichen von einfacher Mangelernahrung tber
myeloproliferative und myelodysplastische Erkrankungen bis hin zu Leukdmien. Im
Jahr 2012 erkrankten laut Robert-Koch-Institut in Deutschland etwa 13.500
Menschen neu an Leuk&dmie. Es werden vereinfacht vier Leukamieformen
unterschieden: CLL, CML, ALL und AML. Bei Erwachsenen sind die haufigsten
Leukamien die CLL und die AML; bei Kindern findet man vor allem die ALL und die
AML. Wahrend Leukamien bei Erwachsenen auf Platz 10 (Frauen) und 11 (Manner)
der haufigsten Krebsarten zu finden sind (RKI 2011), sind Leukéamien bei Kindern die
haufigsten malignen Erkrankungen (RKI 2004-2013).

Die aktuelle Forschung der Hamatologie und Onkologie beschéftigt sich mit der
Frage der Krebsentstehung und mit Therapieansatzen. Daflr werden Gene, Proteine
und Signalkaskaden identifiziert, von denen man annimmt, dass sie fur eine
balancierte Hamatopoese wichtig sind. Um zu untersuchen, ob die vermuteten
Proteine tatséachlich eine Rolle in der Hamatopoese spielen, ist es ein gangiges
Verfahren, ihre Gene auszuschalten, um deren Funktion an Hand von
Knockoutmausen (KO-Mausen) zu untersuchen. Wird hierbei eine veranderte
Hamatopoese in KO-Méausen festgestellt, kann dies potentiell die Grundlage weiterer
Forschung sein. Durch die gezielte Modulierung des entsprechenden Gens erhofft
man sich auf lange Sicht, dass Krankheiten positiv beeinflusst und neue

medikamentbse Therapieansatze etabliert werden kdnnen.

Aus den oben genannten Griinden beschéftige ich mich in meiner Doktorarbeit mit

dem Kathespin K (Ctsk)-Knockoutmausmodell.
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1.2 Frihe Hamatopoese bei Mausen

Wahrend der embryonalen und fetalen Entwicklung der Mause gibt es
unterschiedliche Orte der Blutzellentstehung. Die ersten hamatopoetischen Zellen
sind am Tag 7,5 der Embryogenese (E7,5) im Dottersack zu finden (Miura Y und Wilt
FH. 1970; Palis J et al. 2001). Hier sind die Zellen in Blutinseln organisiert, in denen
auch  schon Blutgefalle zu  finden  sind. Die  hamatopoetischen
Stammzellen (HSCs=hematopoietic stem cells), die Zellen, die in der Lage sind, das
ganze Blutsystem zu regenerieren, gibt es zu diesem frihen Zeitpunkt noch nicht.
Die sogenannte ,definitive HSC* existiert erst nach dem Anfang der Zirkulation (E8.0)
in dem embryonalen Korper. Sie ist in Zellklustern der dorsalen Aorta der
Aorto-Gonado-Mesonephron (AGM)-Region am E10,5 zu finden (Smith RA und
Glomski CA. 1982; Medvinsky A et al. 1996). Diese Zellen sind schon in der Lage
sich in alle Blutzellen weiterzuentwickeln. Man findet aber auch noch HSC-Aktivitat in
den Umbilikalarterien und der Plazenta (Gekas C et al. 2005). Nach E11,5 wird die
Leber zum Ort der Hamatopoese (Morrison SJ et al. 1995). In dieser Zeit werden
viele Vorlauferzellen gebildet, um maoglichst schnell eine ausreichende Zahl an
Blutzellen vorratig zu haben (Kumaravelu P et al. 2002; Mikkola HK et al. 2006).
Nach Tag 16,5 (E16,5) wird die Hamatopoese vom Knochenmark (BM) tibernommen
(Coskun S et al. 2014), in dem bei adulten Tieren zeitlebens die Blutzellentwicklung
stattfindet. Einige Wochen nach der Geburt andert sich das Verhalten der HSCs
nochmal. Bis dahin war ihre Aufgabe vor allem ihre rasche Vermehrung und jetzt
andert sich ihr proliferatives Programm. Sie gehen in eine ruhigere, nur bedingt
proliferative Phase Uber (Bowie MB et al. 2007; Kim | et al. 2007). Fortan haben
diese adulten hamatopoetischen Stammzellen die Aufgabe, die Blutzellen konstant
zu halten und auf stressbedingte Veranderungen, wie etwa Blutungen und
Entziindungen, reagieren zu kdnnen (Wilson A et al. 2008). Im folgenden Abschnitt

wird nun naher auf die adulte Hamatopoese eingegangen.
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1.3 Adulte Hamatopoese

Im adulten Knochenmark sind es die pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen,
aus denen sich alle Blutzelltypen entwickeln. Diese Stammzellen sind zur
Selbsterneuerung fahig und kénnen so ein Leben lang die Blutzellen bereitstellen.
Aus den pluripotenten Stammzellen entstehen auf der einen Seite die lymphatische
Zellreihe und auf der anderen die myeloische (Luc S et al. 2008; Woolthuis CM und
Park CJ. 2016). In der klassischen Hierarchie gehen aus der lymphatischen Reihe
die B-Zellen und die T-Zellen hervor, die den spezifischen, oder auch erworbenen
Teil der Immunabwehr bilden. Eine Besonderheit der lymphozytaren Reihe sind die
Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen). Man geht heute davon aus, dass sie und die
T-Lymphozyten eine gemeinsame Vorlauferzelle haben (Moretta L et al. 2002). Sie
sind die Schnittstelle des angeborenen und erworbenen Immunsystems (Moretta A et
al. 2008). Eine ihrer Aufgaben ist es, Virus befallene Zellen und Tumorzellen zu
erkennen und zu eliminieren (Moretta A et al. 2008). Sie produzieren Zytokine und
zytotoxische Stoffe. Was nun bevorzugt produziert wird, hangt vom Aufenthaltsort
dieser Zellen ab (Moretta A et al. 2008). B-Zellen kénnen sich zu Antikdrper
produzierenden Plasmazellen differenzieren und stellen auf diese Weise die
humorale Immunantwort dar. T-Zellen hingegen bilden den zellularen Anteil der
Immunabwehr. Die Entstehung der lymphozytéaren Reihe beginnt im Knochenmark.
Die B-Vorlauferzellen wandern anschlieBend in die sekundaren lymphatischen
Organe wie Milz, Tonsillen und Lymphknoten aus, um sich zu differenzieren und
aktiviert zu werden. T-Vorlauferzellen kommen auch aus den Stammzellen des
Knochenmarks, wandern aber frih aus dem Knochenmark in den Thymus aus.
T-Lymphozyten reifen im Thymus und differenzieren sich dort zu Helferzellen,

zytotoxischen T-Zellen oder Suppressorzellen.

Aus der myeloischen Reihe gehen unter anderem die basophilen und die
eosinophilen Granulozyten hervor. Die neutrophilen Granulozyten und Monozyten
haben noch eine gemeinsame Vorlauferzelle, teilen sich dann aber in ihrem
Entwicklungsweg. Die Granulozyten und Monozyten sind Teil der unspezifischen,
angeborenen zellularen Immunantwort. Die humorale unspezifische Immunantwort

besteht aus Interleukinen, dem Komplementsystem und anderen Zytokinen.
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AulRerdem gehen aus der myeloischen Reihe noch die Erythrozyten und die
Thrombozyten hervor. Erythrozyten sind der Blutbestandteil, der fir den
Sauerstofftransport im Blut verantwortlich ist. Erythrozyten sind mit Hamoglobin
gefillt, dem roten Blutfarbstoff, der durch seine vier Hamgruppen pro Hamoglobin
vier Sauerstoffmolekile transportieren kann. Auf3erdem ist das Hamoglobin in der
Lage Protonen und Kohlenstoffdioxid zu binden. Thrombozyten sind wichtig fur die

primare Hamostase.

Neuerdings hat man feststellen kénnen, dass sich HSCs unter Stressbedingungen
auch ohne Zellteilung in Thrombozyten bildende Megakaryozyten differenzieren
konnen (Notta F et al. 2016). Es stellt sich somit die Frage, ob Megakaryozyten, die
klassisch der myeloischen Zellreihe zugerechnet werden, vielleicht eine

eigenstandige Zellreihe darstellen.

1.4 Die hamatopoetische Hierarchie

Der hamatopoetische Stammbaum hat eine streng hierarchische Struktur (siehe S. 5,
Abb. 1). Experimentell werden die unterschiedlichen Zelltypen in dieser Hierarchie
durch Oberflachenantigene, die sie entweder besitzen oder nicht besitzen,
charakterisiert (siehe S.6, Abb.2). Am Anfang stehen die pluripotenten
Stammzellen, die zur unlimitierten Selbsterneuerung fahig sind. Aus ihnen entwickeln
sich Zellen, die in ihrer Selbsterneuerung eingeschrankt sind. Allgemein fehlen
Stammzellen die Oberflachenmolekile, die fir reife Zellen spezifisch sind: GR-1,
CD11b, CD3, TER-119 und B220. Sie werden als Lineage negativ (Lin") bezeichnet.
Die frilhen Stammzellen sind auRer Lin~ auch noch SCA1" und KIT", sogenannte
LSKs. LSKs unterteilt man in Langzeit repopulierende Stammzellen (LRSZ), die
auRer den LSK-Eigenschaften auch noch CD34" und CD150" sind und in Kurzzeit
repopulierende Stammzellen (KRSZ), die CD34" sind. Letztere zeigen keine
Selbsterneuerung mehr und teilen sich haufig, wohingegen erstere lange ruhen und
sich selten teilen. Aus den Kurzzeit repopulierenden Zellen entwickeln sich die
multipotenten Progenitorzellen (MPPs), aus welchen die

CLPs (common lymphoid progenitors) und die MPs (mean myeloid progenitors)
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hervorgehen (siehe S. 6, Abb. 2). Die LRSZ konnen die Hamatopoese ein ganzes
Leben lang aufrecht erhalten, wahrend die KRSZ dies nur fir einige Wochen kénnen
(Weissman IL und Anderson DJ et al. 2001).

Eine Besonderheit des hamopoetischen Systems ist, dass Erkenntnisse uber
Oberflachenantigene es ermdglichen, einzelne repopulierende HSCs zu isolieren.
Einzelzelltransplantationen haben daraufhin gezeigt, dass die Gesamtpopulation der
HSCs in unterschiedlichen Klassen aufgebaut sein konnte, in denen die HSCs mit
der Fahigkeit zur uneingeschrankten Selbsterneuerung eher die Regeneration der
myeloischen Reihe bevorzugen (Kent DG et al. 2009; Wilson NK et al. 2015).
AulRerdem konnte man in solchen Einzelzelltransplantationen feststellen, dass éltere
HSCs langsam die Fahigkeit zur Regeneration der lymphatischen Reihe verlieren
(Benz C et al. 2012).
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_G-CSF| Neutrophiler
|- €

~ @ -M-CSF M-CSF /' [N Monozyt/
\ IL<4, ) Makrophage

FLT-3 g i
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o——K
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/
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HSC GEMML ‘
.. EPO
53 — @  Erythrozyt
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Abbildung 1: Hamatopoese. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Dr. Ulrich Welsch.
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CLP

ST-HSC
LT-HSC (L)MPP

—

CMP GMP

MEP

Abbildung 2: Hierarchie der HSCs (hematopoietic stem cells). LT: long-term. ST: short-
term. MPP: multipotent progenitor. LMPP: lympho-myeloid potential progenitor. CMP:
common myeloid progenitor. CLP: common lymphoid progenitor. GMP: granulocyte-
monocyte progenitor. MEP: megakaryocyte-erythrocyte progenitor. Modell entsprechend
Renstréom (Renstrom et al. 2010).

1.5 Kathepsin K

Kathepsin K ist eine lysosomale Cysteinprotease, die Kollagen, Elastin und Gelantine
spalten kann (Bossard MJ et al. 1996). Sie zeigt eine knochenspezifische
Abbaureaktion (Garnero P et al. 1998), denn sie wird sowohl von
Osteoklasten (OCLs) als auch von Osteoblasten (OBLs) exprimiert (Mandelin J et al.
2006). Bei den Osteoklasten, die der myeloischen Reihe der Hamatopoese
zugehoren, ist diese Protease an der zerrauften Seite (Faltensaum) in der aktiv
knochenresorbierenden Zone zu finden (Littlewood-Evans A et al. 1997). Die Zellen

des Knochens sind jedoch nicht die einzigen, die dieses Enzym exprimieren. Es
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wurde unter anderem in Fibroblasten der Dermis gefunden (Quintanilla-Dieck MJ et
al. 2009). AuRerdem wird es im Lungengewebe exprimiert und fir die
Atemwegsentwicklung gebraucht (Zhang D et al. 2011). Kathepsin K tragt zu dem
Erhalt einer strukturellen Integritat der Atemwege bei (Zhang D et al. 2011). Auch in
Adenokarzinomen der Lunge konnte eine Kathepsin K-Expression gezeigt werden
(Rapa |l et al. 2006).

Kathepsin K hat ein relativ breites Substratspektrum, kann aber besonders effektiv
Leu-Arg- und Phe-Arg-Motive spalten (Bossard MJ et al. 1996). Diese sind in
Kollagen |, dem Hauptbestandteil der organischen Knochenmatrix, enthalten (Duong
LT et al. 2015). Es aktiviert die Matrixmetalloprotease 9 (Christensen J et al. 2015),
die auch als Gelatinase B bekannt ist. Dieses Enzym baut bevorzugt Kollagen IV und
V ab, ist aber auch am Abbau anderer Bestandteile der Extrazellularmatrix beteiligt
(Niyibizi C et al. 1994). Weiterhin ist interessant, dass Kathepsin K das Chemokin
CXCL 12 verdaut, das wesentlich daran beteiligt ist, hAmatopoetische Stammzellen
in der Knochenmarknische zu halten (Staudt ND et al. 2012).

Das Gen fur das Enzym CTSK liegt bei Mausen auf Chromosom 3 (Rantakokko J et
al. 1999) und besteht aus 8 Exons (Arman A et al. 2014). Es kodiert fur ein 46kDa
grofRes Protein. Schaltet man das Ctsk-Gen bei Mausen aus, so spricht man von
Ctsk’-Mausen. Sie zeigen einen osteopetrotischen Phanotyp (Li CY et al. 2006;
Saftig P et al. 1998). Die Osteopetrose beschreibt ein Krankheitsbild, bei dem
Knochengewebe ungerichtet angeh&uft wird, die Mikroarchitektur des Knochens
gestort und die Stabilitat der Knochen herabgesetzt ist. Die Folge ist ein stark
gesteigertes Frakturrisiko (Li CY et al. 2006). Betroffene Mause zeigen eine erhohte
Osteoklastenzahl (Jacome-Galarza C et al. 2014). AuRerdem konnte nachgewiesen
werden, dass bei Ctsk”-Mausen die Zahl der HSCs in der Milz erhoht ist, bei

gleichzeitiger Verringerung im Knochenmark (Jacome-Galarza C et al. 2014).

Bei Menschen ist das CTSK-Gen auf Chromosom 1 zu finden, welches, wenn defekt,
zur sogenannten Pycnodysostosis filhrt (Gelb BD et al. 1996). Hierbei sehen die
Osteoklasten phanotypisch normal aus, sind aber nicht in der Lage, entstehendes
Kollagen abzubauen, welches folglich kumuliert. Bei diesen Menschen ist, wie auch

bei entsprechenden Mausen, eine erhéhte Osteoklastenzahl zu finden.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quintanilla-Dieck%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19469903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Niyibizi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8037728
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Es konnte herausgefunden werden, dass eine erhohte Kathepsin K-Aktivitat bei
Erkrankungen wie Arthritis, Atherosklerose und Tumormetastasierung vorliegen kann
(Novinec M und Lenarci¢ B. 2013). AuRerdem wurde dieses Enzym als mdglicher

parakriner Faktor der Brusttumorgenese beschrieben (Kleer CG et al. 2008).

Die aktuelle Forschung beschéftigt sich mit neuen Behandlungsmethoden der
Osteoporose. Hier zeigen Kathepsin K-Antagonisten, wie Odanacatib grol3es
Potential (Duong LT. 2015). AuBRerdem konnten CTSK-Inhibitoren mdglicherweise
eine Rolle bei der Verhinderung der Tumorprogression bei Brustkrebs spielen (Kleer
CG et al. 2008). Des Weiteren verspricht Odanacatib einen wichtigen und neuen
Ansatz fur die Therapie von Knochenmetastasen darzustellen (Jensen AB et al.
2010).

Eine Ubersicht der Aktivierungs- und Inhibierungswege von Kathepsin K
(zusammengefasst von Verbovsek U et al. 2015) lasst erkennen: RANKL, der
Receptor Activator of NFKB Ligand, ist ein Tumornekrosefaktor, dessen Bindung an
den RANK-Rezeptor zu einer erhdhten Expression von CTSK, durch Stimulation des
CTSK-Promotors Uber AP-1, das activator Protein 1, fuhrt (Pang M et al. 2007). Er ist
wesentlich am Knochenumsatz beteiligt und ist wichtig fir dessen Regulierung.
RANKL wird von Osteoblasten sezerniert und bindet auf den monozytaren
Osteoklastenvorlaufern an RANK. Auf diese Weise fuhrt er zur Zelldifferenzierung
der Osteoklasten. Das RANK/RANKL-System ist fiir ein gesundes Gleichgewicht im
Knochen mitverantwortlich. Auch Ostrogene supprimieren RANKL (Nirupama K et al.
2000). RANK/RANKL-Signalisierung wird durch Osteoprotegerin antagonisiert,
welches ein loslicher RANKL-Rezeptor ist (Boyce BF et al. 2007). Die Regulation der
RANK/RANKL/OPG-Achse und deren pharmakologische Beeinflussung ist ein

wichtiger Weg in der Therapie von Krebsarten mit Knochenbefall.

1.6 Die Knochenmarknische

Das Knochenmark bestent aus retikularem Bindegewebe, Kkapillardhnlichen
Sinusoiden und retikularen Fibroblasten, auch Stromazellen genannt, aber auch aus
Nerven- und Gliazellen (s. u. Abb. 3). Ist das Knochenmark h&matopoetisch aktiv,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lenar%C4%8Di%C4%8D%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23629523
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spricht man vom roten Knochenmark. Dieses wird durch die Einlagerung von Fett in
Stromazellen zu gelbem Knochenmark, in dem keine Hamatopoese mehr stattfindet.
Neben hamatopoetischen Stammzellen sind im Knochenmark aufRerdem
mesenchymale Stammzellen (MSCs) zu finden. Weiterhin ist auch der Aufbau der
Blutversorgung interessant. Die Knochenmarksinus sind dinnwandige Gefaf3e mit
unregelmanig perforiertem Endothel, damit reife Blutzellen gut in den Blutkreislauf

gelangen kénnen.
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Abbildung 3: Schemadarstellung des roten Knochenmarks. Mit freundlicher
Genehmigung von Herrn Prof. Dr. Dr. Ulrich Welsch.

1.7 Osteoklasten (OCLS)

Osteoklasten stammen aus der myeloischen Reihe von hamatopoetischen
Stammzellen (Jacome-Galazar C et al. 2014). OCLs differenzieren sich zu
Knochenmarkmakrophagen Uber Pre-OCLs und reife OCLs durch PDGF- und
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RANKL-Stimulation (Suda T et al. 1999). Die Aufgabe ausgereifter, aktiver
Osteoklasten ist die Resorption verkalkter Knochenmatrix, weshalb sie wichtig fur
das Knochenremodelling sind. Osteoklasten sezernieren Protonen, um die
Knochenmatrix abzubauen. Das saure Milieu unterstitzt auch die Arbeit lysosomaler
Enzyme, wie zum Beispiel das von ihnen sezernierte Kathepsin K (Duong LT et al.
2015).

1.8 Osteoblasten (OBLs) und Osteozyten

Osteoblasten sind die knochenbildenden Zellen. Sie produzieren das initial nicht
verkalkte Osteoid, welches im Wesentlichen aus Kollagenen und Proteoglykanen
besteht. Weiterhin sezernieren sie Osteopontin, PDGF und RANKL. Letzteres wurde
oben bereits als Kathepsin K-Aktivator beschrieben (siehe S. 8, Kapitel 1.5). Im
Gegensatz zu Osteoklasten haben Osteoblasten ihren Ursprung nicht in
hamatopoetischen, sondern in mesenchymalen Zellen, sezernieren aber ebenfalls

Kathepsin K.

Osteozyten sind terminal ausdifferenzierte Osteoblasten, die sich in der
Knochenmatrix eingemauert haben. Sie stehen Uber Fortsatze mit anderen
Osteozyten in Kontakt. lhre wesentliche Aufgabe ist es, als Mechanosensoren zu
fungieren. Osteozyten sind die zahlreichsten Zellen (>90%) im Knochen (Bonewald
LF et al. 2011).

1.9 Die Nischenhypothese

Nach jahrelanger Forschung an milzkoloniebildenden Zellen (CFU-S) préagte
Schofield den Begriff der Nische als anatomische Struktur, in der hdmatopoetische
Stammzellen zu finden sind (Schofield R. 1978). Die endochondrale Ossifikation fuhrt
zum Erscheinen der HSCs im Knochenmark und wird fur die Nischenentstehung
bendtigt (Chan CK et al. 2009). In Adulten pragt die Nische als Mikroumgebung die
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Verhaltensweisen der hamatopoetischen Stammzellen. Sie ist wichtig flr den Erhalt
der HSCs, kontrolliert aber gleichzeitig auch deren Antwort auf Stresssituationen,

Selbsterneuerung, Differenzierung und Proliferation (Morrison SJ et al. 2008).

Es werden in der aktuellen Forschung verschiedene Arten der hamatopoetischen
Stammzellnische unterschieden. Zum einen gibt es die endostale Nische, in der
HSCs an der Schnittstelle zwischen Knochen und Knochenmark zu finden sind, dort
also, wo aktiver Knochenumbau stattfindet (Kollet O et al. 2007). Interessant ist, dass
die hamatopoetischen Stammzellen Kalziumsensoren haben, die dazu beitragen, sie
an der endostalen Oberflache zu halten, wo die Ca*-Konzentration wegen der
Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitdt hoch ist (Adams GB et al. 2006). Diese
Ergebnisse legen nahe, dass der Knochenauf- und -umbau an der Regulierung und
Bildung der hamatopoetischen Stammzellnische beteiligt ist (Mansour A et al. 2012).
Zum anderen gibt es auch die vaskulare Nische, in der HSCs nahe der
Sinusoidalgefalie lokalisiert sind (Nilsson SK et al. 2001; Calvi LM et al. 2003; Visnijic
D et al. 2004). Dort sind sie einer Reihe von Faktoren und Signalen ausgesetzt, die
den Erhalt der hamatopoetischen Stammzellen in der Nische férdern (Ding L et al.
2012). Im Moment ist noch unklar, ob die beiden anatomischen Strukturen
tatsachlich rdumlich getrennt sind und somit wirklich zwei unterschiedliche Nischen
bilden.

Osteoklasten spielen eine kritische Rolle in der Entstehung der Knochenmarknische
(Mansour A et al. 2012). Auch die Osteoblasten haben eine regulatorische
Komponente in der hamatopoetischen Stammzellnische inne (Calvi LM et al. 2003).
Wenn die Osteoklastenaktivitdt herabgesetzt ist, ist auch die Stammzellnische
beeinflusst und die Mesenchymzellen haben eine verminderte Kapazitat
hamatopoetische Progenitorzellen anzulocken. Dadurch wird das Homing der
Stammzellen beeintrachtigt. Des Weiteren stehen Osteoklasten in Verbindung mit

der Stammzellmobilisation (Lévesque JP et al. 2010).
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1.10 Nischensignale

Hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen sind in ihrer Nische zahlreichen
Signalen und Faktoren ausgesetzt, die allesamt die Hamatopoese in einer gesunden
Balance halten (siehe S. 13, Abb. 4). Von Interesse, weil Kathepsin K es abbaut, ist
das sezernierte Chemokin CXCL 12, auch stromal cell-derived factor 1 (SDF-1)
genannt. Er wird von Stromazellen ausgeschittet und leitet die hAmatopoetischen
Stammzellen in ihre Nische (Tzeng YS et al. 2011). CXCL 12 und sein Rezeptor
CXCR 4 garantieren den Erhalt eines ruhenden HSC-Pools (Sugiyama T et al. 2006).
AulRerdem ist dieser Faktor der wichtigste Anlockungsstoff fur viele hamatopoetische
Vorlauferzellen, die HSCs eingeschlossen (Dar A et al. 2006). Mesenchymale Zellen
sezernieren des Weiteren Pleiotrophin (Istvanffy R et al. 2011). Letzteres sorgt fur
den Erhalt der hamatopoetischen Stammzellen und spielt eine Rolle in der
Homoostase der Blutzellentstehung. Auf3erdem ist es wichtig fur die Balance
zwischen myeloischer und lymphatischer Blutzellregeneration (Istvanffy R et al.
2011). Auch der kanonische und nicht-kanonische Whnt-Signalweg sind fur eine
normale Hamatopoese vonndten (Kirstetter P et al. 2006). Der nicht-kanonische
Whnt-Signalweg sorgt daflir, dass ruhende HSCs in der Nische bleiben (Sugimura R
et al. 2012). Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Homodostase der Blutzellregulation
ist das von Osteoblasten produzierte Osteopontin, welches ein Negativregulator fur
die HSC-Proliferation ist (Nilsson SK et al. 2005). Neueste Erkenntnisse auf dem
Gebiet zeigen, dass auch das sympathische Nervensystem einen durch TGF-
vermittelten regulatorischen Einfluss auf die hamatopoetische Stammzellnische hat
(Katayama Y et al. 2006).



Literaturbersicht und Fragestellung 13

Endosteal niche Perivascular niche

STRESS

W

E__

SOST

Bone

Abbildung 4: Modell der endostalen und vaskularen Nische (Schreck C et al. 2014).

Viele Signalwege und Faktoren, die fur den Erhalt der h&matopoetischen
Stammzellen wichtig sind, mussen noch erforscht werden. Man kann sich leicht
vorstellen, dass, wenn Signalwege oder Faktoren falsch exprimiert werden, das
Gleichgewicht in diesem System gestort ist und es folglich zu malignen Entartungen
kommen kann.

1.11 Wnt-Signalwege und die Nische

WNTs sind eine groBe Molekulfamilie, die in einer Bandbreite von
unterschiedlichsten Prozessen involviert sind. Bereits in der Embryonalentwicklung
spielen sie eine essentielle Rolle. Uber einen Rezeptorenkomplex aus Frizzled und
Dishevelled an Zielzellen leiten sie Signale nach intrazellular weiter (Wodarz A und
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Nusse R. 1998). In Anbetracht der Tatsache, dass sie aul3erdem die Funktion von
hamatopoetischen Wachstumsfaktoren verkérpern (Van Den Berg DJ et al. 1998), ist
es nicht verwunderlich, dass ihre Dysregulation zu einer malignen Entartung fihren

kann.

Wie bereits oben erwéahnt (S.13), teilt man den Wnt-Signalweg in einen kanonischen
und einen nicht-kanonischen Teil (s. u. Abb. 5). Zentrales Molekul des kanonischen
Signalwegs ist Beta-Catenin, von dessen Konzentration die Transkription der
Whnt-Zielgene abhangt. Der nicht-kanonische Signalweg ist vielseitiger und kann
beispielsweise kalziumabhangig oder -unabhangig verlaufen. Des Weiteren kdénnen
RHO-GTPasen, MAP-Kinasen oder NFAT (Nuclear factor of activated T-cells)

involviert sein.
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Abbildung 5: Schemadarstellung der Wnt-Signalwege mit bereits bekannten
Interaktionspartnern.
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1.12 Der kanonische Wnt-Signalweg

WNT 1 und WNT 3A sind die bekanntesten Stimulatoren des kanonischen
Signalwegs (Many AM et al. 2014). Im Knochenmark werden beide Molekile
hauptsachlich von hamatopoetischen Zellen sezerniert. In Abwesenheit von WNTs
liegt Beta-Catenin in einem Komplex mit Axin und APC vor. Aul3erdem ist in diesem
Komplex auch noch die GSK-3 beta zu finden, ein Enzym, das, wenn aktiv,
Beta-Catenin standig phosphoryliert, um es fur Ubiquitinylierung kenntlich zu
machen. Somit sorgt es tber Ubiquitin flr dessen proteasomalen Abbau (Orford K et
al. 1997; Aberle H et al. 1997). Wenn nun WNTs an ihren Rezeptor Frizzled und
dessen Korezeptor LRP-5 und LRP-6 binden, wird Dishevelled phosphoryliert. Das
zieht nach sich, dass der oben genannte Komplex zerféllt und Beta-Catenin nicht
mehr abgebaut wird. Somit steigt die Beta-Catenin-Konzentration in der Zelle. Es
gelangt in den Kern und bindet an die TCF/LEF-1-Transkriptionsfaktoren (Eastman
Q. 1999). So werden mehrere Wnt-Zielgene, wie beispielweise MYC und Zyklin D1,
vermehrt transkribiert. Diese Molekile sind positiv an der Zell-Zyklus-Progression
von der G1l- zu der S-Phase beteiligt, so dass eine der Hauptfunktionen des
kanonischen Wnt-Signalwegs das Vorantreiben der Proliferation ist. Zyklin D1 ist ein
Protein des Zellzyklus-Kontrollsystems (Sherr CJ et al. 2004). Es bindet an Zyklin-
abhangige Kinasen (CDKs) und sorgt, wenn an CDKs gebunden, fir einen Eintritt in

die S-Phase und damit fur Zellteilung.

1.13 Der nicht-kanonische Wnt-Signalweg

Die Hauptaktivatoren des nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs sind WNT 4, WNT 5A
und WNT 11. Diese Mitglieder der Wnt-Familie werden hauptsachlich von
Osteoblasten und aktivierten hamatopoetischen Zellen exprimiert. Auch sie binden
an Frizzled und setzen eine Signalkaskade Uber das Protein Dishevelled in Gang.
Dieser Signalweg ist auch wichtig in der Embryogenese sowie bei Zellteilungen
(Veeman MT et al. 2003). Die planare Zellpolaritét ist ein Teil des nicht-kanonischen

Signalwegs. Sie regelt die asymmetrische Teilung von Zellen sowie die ungleiche
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Verteilung von Proteinen in der Zelle (Veeman MT et al. 2003). Ein weiterer Teil des
nicht-kanonischen Signalwegs geht Uber die Phospholipase C, die von G-Proteinen
aktiviert wird. Sie sorgt fur eine erhohte Kalziumkonzentration in der Zelle, die
zusammen mit Calmodulin die CaMKIl aktiviert. Hier teilt sich diese Signalkaskade
und aktiviert entweder den NFAT- oder den TAK1/NLK-Weg. Beide Wege fuhren zu
einer Transkriptionsaktivierung. NLK konnte als Negativregulator von Beta-Catenin
identifiziert werden (Ishitani T et al. 1999; 2003). Durch Phosphorylierung von
TCF/LEF-1 wird Beta-Catenin daran gehindert, eben diese Transkriptionsfaktoren zu
binden, wodurch die Transkriptionsrate der zugehérigen Zielgene herabgesetzt wird
(Yamada M et al. 2006).

C/EBPa ist ein Transkriptionsfaktor. Er hemmt die CDK2 und CDK4 und sorgt so fur
einen Wachstumsstopp (Wang H et al. 2001). Auch ist bekannt, dass C/EBPa
beispielsweise die Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen koordiniert.
In diesem Rahmen fuhrt es zu einer vermehrten Differenzierung von MPs zu

Granulozyten/Monozyten-Progenitors (GMPs) (Zhang P et al. 2004).

1.14 Fragestellung und Aufbau der Doktorarbeit

Das Labor Oostendorp hat bereits herausgefunden, dass sich eine
Ctsk-Knockout-Mikroumgebung auf die Hamatopoese auswirkt. Wenn das Ctsk-Gen
fehlt, verringert sich die Zahl funktionsfahiger HSCs, was mit einer verringerten

Repopulation der T- und B-Lymphozyten assoziiert ist.

Da aber CTSK vor allem von myeloischen Osteoklasten exprimiert wird, ist die
Frage, die sich also zwangslaufig ergibt, ob die CTSK-Expression der
hamatopoetischen Zellen in der Mikroumgebung eine flihrende Rolle bei der

regenerativen Hamatopoese spielen konnte.

Zu diesem Zweck wurde in dieser Doktorarbeit das intrinsische
Ctsk”-Transplantationsmodell untersucht. Das hei3t, CTSK wurde hier nicht in den
hamatopoetischen Zellen exprimiert. Wie schon erwédhnt, hatten vorherige, bisher

nicht publizierte, Untersuchungen im Labor Oostendorp bereits das extrinsische
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System von Ctsk’-Empfangermausen analysiert. Bei letzteren hatte die
Empfangerumgebung CTSK nicht exprimiert. Deswegen werde ich in meiner Arbeit

vor allem die Regeneration von WT- und Ctsk”-HSCs untersuchen.

Fur eine mechanistische Vertiefung der gewonnenen Erkenntnisse wurden
auBerdem Proteine des kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs
untersucht. Meine Arbeit konzentrierte sich auf diesen Signalweg, da schon
beobachtet wurde, dass die regenerierten LSKs aus dem extrinsischen
Ctsk”-Transplantationsmodell eine erhdhte Aktivierung des kanonischen
Wnt-Siganlwegs zeigten. Folglich wurde Gegenstand dieser Arbeit, ob es
grundlegende Unterschiede in der Proteinexpression wichtiger Mediatoren des
Whnt-Signalwegs zwischen WT- und Ctsk’-Mausen gab. Der Aufbau meiner Arbeit

wird im Folgenden kurz erlautert.

Fur die Untersuchung des intrinsischen Ctsk”-Modells wurde dreimal primér
transplantiert. Das Anwachsen (Engraftment) der transplantierten Zellen wurde durch
zweimaliges Bluten der Mause beobachtet. Nach 16 - 20 Wochen sind die priméar
transplantierten Tiere euthanasiert und ihre LSK-Zellen gesortet worden. Diese
wurden zusammen mit Knochenmark- und Milzhelferzellen  sekundar
weitertransplantiert. Hier wurde ebenfalls das Engraftment der transplantierten Zellen
durch Bluten beobachtet. Die endgultige Analyse der Mause fand nach 16 - 20
Wochen statt.

Zur weiteren Vertiefung meiner Erkenntnisse wurde ferner die Proteinexpression von
Ctsk’- und Wildtypmausen untersucht. Hierfir wurden ihre Knochenmarkzellen
gewonnen und aus diesen LSKs, CLPs und MPs gesortet. Sie wurden im Anschluss
mit immunfluoreszierenden Antikdrpern angefarbt und mittels Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet.
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2. Material

2.1 Allgemeines Material

Tabelle 1: Allgemeines Material

Produkte

Hersteller

Blutlanzetten Supra

Megro, Wesel, DE

Einfrierflakon 2ml

Corning, Corning, USA

Filter 0,45/30/70/100 pm

BD Falcon™, BD Biosciences,
Heidelberg, DE

Filterspitzen TipOne® 10/100/200/1000

Starlab, Hamburg, DE

Glasaufsatzfilter, vakuumbetrieben zum
Einmalgebrauch, Steritop ™

Millipore, Billerica, USA

MACS LS Zellseperationssaulen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE

Monoject®, stumpfe Nadeln

Kendall, Healthcare, Mansfield, USA

Nadeln, 100 Sterican®, 27 Gauge

B. Braun Melsungen, Melsungen, DE

Pipettierhilfe (Pipetboy)

Integra Biosciences, Fernwald, DE

Poly-L-Lysin-beschichtete Glasplattchen

Thermo Fisher Scientific., Waltham, USA

Polypropylen Zentrifugenrdohrchen
15/50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Rohrchen mit Sicherheitsverschluss fur
Mikrozentrifuge

Eppendorf, Hamburg, DE

Serologiepipetten 1,5/5/10/25/50 ml

BD Falcon™, BD Biosciences,
Heidelberg, DE

S-Monovette®

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Spritzen, U-40 Insulin Omnifix®, 1 ml

B. Braun Melsungen, Melsungen, DE

Spritzen mit Nadel, Sub-Q, 1 ml

BD, Franklin Lakes, USA

Spritzen Omnifix® zum Einmalgebrauch
3/5/10/20/30 ml

B. Braun Melsungen, Melsungen, DE
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2.2 Technische Instrumente

Tabelle 2: Technische Instrumente

Instrumente

Namen

Hersteller

Arbeitsbank (steril) mit
Luftabzugshaube

ANTAES 48/72

BIOHIT, DE

Bestrahlungseinheit

Gulmay

Gulmay, Suwanee, USA

Blutmessgerat

Counter Scil Vet Abc™
(Animal Blood Counter)

Scil vet academy,
Viernheim, DE

Durchflusszytometer CyAn™ ADP LxP8, Beckman Coulter, Krefeld
CyAn™ ADP POC DE
Eismaschine Seriennummer: 061244 Ziegra Eismaschinen

Isernhagen, DE

Fluoreszenzmikroskop

Leica DM RBE

Leica, Wetzlar, DE

Linearbeschleuniger

Mevatron KD2

Siemens, Erlangen, DE

Mikroskop

Axiovert 25

Carl Zeiss, Jena, DE

Préazisionswaage

PLJ 2100-2M

Kern & Sohn, Balingen,
DE

Vortex IKA® MS1 minishaker IKA Werke, Staufen im
Breisgau, DE

Wasserbad SUB Grant Instruments,
Cambridgeshire, UK

Zahlkammer Neubauer-improved Paul Marienfeld, Lauda

Konigshofen, DE

Zellseperator QuadroMACS Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, DE

Zellsorter MoFlo High Speed Beckman Coulter, Krefeld
DE

Zentrifuge Megafuge™ 3.0 RS, Heraeus™ Instruments,

Multifuge™ 3S

Hanau, DE
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2.3 Biologische und chemische Reagenzien

Tabelle 3: Biologische und chemische Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

Albumin Fraktion V, 298%, bovin (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Borgal® Loésung 24%

Virbac, Bad Oldesloe, DE

Ciprofloxacin

Fresenius Kabi, Bad Homburg, DE

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Life Technologies™, Darmstadt, DE

Dimethylsulfoxid (DMSO)

SERVA Electrophoresis, Heidelberg, DE

Ethanol 99,8%

AppliChem, Darmstadt, DE

Fetales Kalbsserum (FCS)

PAA, Colbe, DE

Formalin Losung 10%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

HBSS

Life Technologies™, Darmstadt, DE

HEPES

Life Technologies™, Darmstadt, DE

Isofluran, Forene® 100%

Abbott Laboratories, Abbott Park, IL,
USA

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

Life Technologies™, Darmstadt, v

Propidium-lodid (PI)

Life Technologies™, Darmstadt, DE

Triton X-100

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Trypanblau

BD Falcon™, BD Biosciences,
Heidelberg, DE

TURK’sche Lésung

Merck KGaA, Darmstadt, DE
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2.4 Medien und Puffer

Tabelle 4: Handelstibliche Medien und Puffer

Name Hersteller
ACK Lysepuffer Life Technologies™, Darmstadt, DE
Dulbeccos PBS (DPBS) PAA, Colbe, DE

Tabelle 5: Selbstgemachte Lésungen, Medien und Puffer

Name Inhaltsstoffe
Blockierungspuffer, 30 ml 27 ml DPBS

3 mlFCS

30 ul Triton-X
Einfriermedium (DMSO 11%), 50 ml 445 ml FCS

5,5 ml DMSO
FACS Puffer, 500 ml 500 mI DPBS

2.5 g BSA
HF2+ Puffer , 1000 ml 860 ml deionisiertes Wasser

100 ml HBSS (10x)
20 ml FCS

10 ml HEPES

10 ml Pen/Strep
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2.5 Fertigsatze fur Laborstandardmethoden

Tabelle 6: Fertigsatze fur Labormethoden

Name

Hersteller

Lineage cell depletion kit

2.6 Antikorper

Miltenyi biotec, Bergisch Gladbach, DE

Tabelle 7: Priméare Antikorper fur Durchflusszytometrie und Sort

Antigen Klon Fluoreszenzstoff Volumen/ Hersteller
1x10° Zellen
Biotingebundene RA3-6B2 0,2 ul ebioscience,
Anti-Maus B220 San Diego,
CA, USA
Biotingebundene 145-2C11 0,2 ul ebioscience,
Anti-Maus CD3e San Diego,
CA, USA
Biotingebundene M1/70 0,2 ul ebioscience,
Anti-Maus San Diego,
CD11b CA, USA
Biotingebundene RB6-8C5 0,2 ul ebioscience,
Anti-Maus GR-1 San Diego,
(Ly-6G) CA, USA
Biotingebundene TER-119 0,2 ul ebioscience,
Anti-Maus TER- San Diego,
119 CA, USA
CD4 GK1.5 PE-Cy5 1 ul ebioscience,
San Diego,
CA, USA
CD8a 53-6.7 PE-Cy5 1 ul ebioscience,
San Diego,
CA, USA
CD11b M1/70 APC-eFluor®780 1 pl ebioscience,
San Diego,

CA, USA
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CD34 RAM34 FITC 2 ul ebioscience,
San Diego,
CA, USA
CD45 30-F11 APC-eFluor®780, 1 ul ebioscience,
San Diego,
eFIuor®450, CA, USA
FITC,
PE,
PE-Cy5,
PE-Cy5.5,
PE-Cy7
CD45.1 A20 PE, 1 ul ebioscience,
San Diego,
FITC, CA, USA
eFluor®450
CD45.2 104 FITC, 1 ul ebioscience,
San Diego,
PE CA, USA
CD45r (B220) RA3-6B2 PE-Cy7 1 ul ebioscience,
San Diego,
CA, USA
CD117 (KIT) 2B8 APC-eFluor®780, 3 ul ebioscience,
San Diego,
PE CA, USA
CD127 (IL7-R) A7R34 APC 1 ul ebioscience,
San Diego,
CA, USA
GR-1 (Ly-6G) RB6-8C5 eFluor®450 1 ul ebioscience,
San Diego,
CA, USA
SCA-1 D7 PE-Cy7 3 ul ebioscience,
San Diego,

CA, USA



Material

24

Tabelle 8: Sekundare Antikorper fur Durchflusszytometrie und Sort

Produkt Fluoreszenzstoff Volumen/ Hersteller
Zellen
Streptavidin eFluor®450, 0,5 ul Life
Technologies™,
PE-Cy5.5 Darmstadt, DE

Tabelle 9: Primére Antikorper fir Immunfluoreszenz

Produkt

Spezies

Verdinnung

Hersteller

Anti-Beta-Catenin

Hase

1:50

Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA

Anti-CaMK-II

Hase

1:100

Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA

Anti-C/EBPa

Hase

1:50

Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA

Anti-Cyclin-D1

Hase

1:25

Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA

Anti-NF-ATc1

Maus

1:50

Santa Cruz,
biotechnology Inc.,
USA

Anti-NLK

Hase

1:50

Santa Cruz,
biotechnology Inc.,
USA

Anti-Phospho-
CaMK-Il (Thr286)

Hase

1:100

Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA
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Tabelle 10: Sekundare Antikorper fir Immunfluoreszenz

Produkt Spezies Hersteller

AlexaFluor®488 Ziege Life Technologies™,
Darmstadt, DE

Anti- AlexaFluor®488 Hase Life Technologies™,
Darmstadt, DE

FITC labeled goat anti Ziege Life Technologies™,

rabbit 1gG Darmstadt, DE

2.7 Mausstamme

Tabelle 11;: Mausstamme

Name

Hersteller

129 x Ly5.1
(129S2/SvHsd x BL/6/SJL (Ly5.1))

Zucht im Zentrum fr Préaklinische
Forschung (ZPF)

BL/6/SJIL (Ly5.1)

Taconic Europe, Ry, Denmark

C57BL/6.J

Harlan Laboratories, Rossdorf, DE

Ctsk”-C57BL/6.J

Zucht im Zentrum fur Préklinische
Forschung (ZPF)
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2.8 Software

Tabelle 12; Software

Name

Hersteller

Adobe Reader

Adobe Systems, Lehi, UT, USA

FlowJo, Version 8.8.3

FloJo, Ashland, OR, USA

Graphpad Prism, Version 5.01

GraphPad Software, La Jollo, CA, USA

ImageJ

Gemeinfreiheit (public domain)

Microsoft Office 2007

Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft Paint

Microsoft, Redmond, WA, USA
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3. Methoden

3.1 Mause

Alle Mause wurden in Isolierkafigen im Zentrum fur Préaklinische Forschung (ZPF)
unter apathogenen Bedingungen (specific-pathogen-free=SPF) gezlchtet. Die
gesamte  Mausezucht richtete sich nach den FELASA-Empfehlungen:
http://www.felasa.eu/recommendations/guidelines/felasa-guidelines-and-

recommendations/.

In diesem Projekt wurde mit dem Ctsk”-Knockoutstamm (KO-Mause) gearbeitet, der
auf einem C57BL/6 (Ly 5.2; CD45.2) Hintergrund basiert. Als Kontrollen dienten
Wildtypméuse, C57BL/6 (Ly 5.2). Aulerdem wurde mit Ly 5.1 (CD45.1) Mausen
gearbeitet, die entweder bestellt oder selbstgeziichtet waren. Bestellte Tiere wurden
im Alter von sechs Wochen geliefert, damit sie noch zwei Wochen Adaptationszeit
hatten, bevor sie mit acht Wochen das richtige Alter fur Transplantationsversuche
erreichten. Die Kontrollmause wurden bestmdéglich in Alter und Geschlecht mit ihrer
Vergleichsgruppe abgestimmt. Zu einem Teil wurden die Méause in Isolierboxen mit
eigenem Belilftungssystem (individually ventilated cages=IVC) gehalten, zu einem
anderen Teil nicht.

Ein weiterer Mausstamm, mit dem in diesem Projekt gearbeitet wurde, war der
selbstgeziichtete 129xLy 5.1 Mausstamm, der einen 129S2/SvHsdxB6.SJL Ly 5.1-
und Ly 5.2-Hintergrund hatte. Dieser wurde fir eine sekundare Transplantation

verwendet.

3.2 Primare Transplantation

Die primare Transplantation bestand aus vier Versuchsansatzen. Dafir wurden
jeweils Ly 5.2-Spenderzellen von acht bis zehn Wochen alten Ctsk”- und

WT-Mausen entnommen. Diese Mause wurden geopfert und das Knochenmark aus
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ihren Tibiae und Femores ausgespilt. Anschlie3end wurden die Zellen gezahlt und
entweder am selben Tag transplantiert oder eingefroren, um sie zu einem spéateren
Zeitpunkt transplantieren zu koénnen. Des Weiteren konnte man die gewonnenen

Zellen auch fur den Sort fur die Immunfluoreszenzfarbung benutzen.

Bei der primaren  Transplantation erfolgte  die Bestrahlung der
Ly 5.1-Empfangerméuse mit einer letalen Dosis von 8,5 Gray in einer Sitzung 24h
vor der Transplantation. Als Bestrahlungsgerat wurde das Mevatron KD2 von

Siemens verwendet, mit dem auch Menschen bestrahlt werden.

Damit Spender- und Empfangerzellen unterschieden werden konnten, wurde in
meiner Arbeit auf das Ly 5.1- und Ly 5.2-Blutzellsystem zurtickgegriffen. Wie schon
erwahnt, exprimieren die Ctsk”- und Wildtypspendermause den Ly 5.2-Isotyp des
CD45-Antigens (CD45.2). Die Empfangermause dagegen exprimierten den
Ly 5.1-Isotyp des CD45-Antigens (CD45.1). Da alle Mause auf dem
C57BL/6.J-Hintergrund geziichtet wurden, sind kongene Transplantationsversuche
ohne die Gefahr von Absto3ungs- oder ,Graft versus Host“-Reaktionen moglich. Alle
Mause wurden im Alter von acht bis zehn Wochen transplantiert. Bei dem ersten und
dritten Versuchsansatz der primaren Transplantation sind aus
Standardisierungsgriinden ausschlie3lich Mannchen als Empfanger verwendet
worden. Bei der zweiten primaren Transplantation sind Ly 5.1-Mause aus der
eigenen Zucht verwendet worden, worunter auch acht Weibchen waren. Am Tag
nach der Bestrahlung wurden Empfangerméuse mit je 2,5x10° Knochenmarkzellen
von Ctsk”- oder Wildtypméausen priméar transplantiert (siehe S.30, Abb. 7). Die
Transplantation der Zellen erfolgte Uber die Schwanzvene, V. caudalis mediana
(siehe S. 29, Abb. 6). Die Knochenmarkzellen waren in HF2+-Puffer suspendiert und
wurden in einem Volumen von 250ul pro Maus gespritzt. Um Infektionen
vorzubeugen, wurde den transplantierten Mausen fur finf Wochen 1 mg/ml Borgal®,
ein Breitbandantibiotikum, bestehend aus einer Mischung aus Sulfadoxin 200 mg/ml
und Trimethoprim 40 mg/ml, Uber das Trinkwasser zugegeben. Bei der ersten
primaren Transplantation wurde noch Ciprofloxacin 20ug/ml zum Trinkwasser

zugegeben, aber mit Borgal® sollte die Rate an Infektionen gesenkt werden.

Um die Wiederherstellung des Blutzellsystems beurteilen zu kénnen, wurde den
Mausen nach funf und zehn Wochen Blut abgenommen, welches mittels
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Durchflusszytometrie analysiert wurde. Das Bluten erfolgte aus dem Venengeflecht
(V.facialis) der Wange. Die genaue Blutzellzahl wurde durch das Blutmessgerat

ermittelt.

Nach 16 Wochen wurden die Mause geopfert und auf3er peripherem Blut auch noch
Knochenmark und Milz untersucht. Ein positives Anwachsen der transplantierten
Zellen wurde wie folgt definiert: wenn die Empfangermaus 21% myeloische oder

lymphatische Spenderzellen in ihrem peripheren Blut aufwies, galt sie als positiv.

Abbildung 6: Schemadarstellung einer Transplantation in die Schwanzvene einer
adulten Maus. Maus mit Korper unter abgedunkeltem Gefal3. Mit freundlicher Genehmigung
von Christian Kehr.
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Abbildung 7: Transplantationsmodelle intrinsisch versus extrinsisch.

3.3 Sekundare Transplantation

Bei der sekundaren Transplantation sind LSK-Zellen aus dem Knochenmark von
16 - 20 Wochen alten, primar transplantierten Mausen weitergespritzt worden. Neben
Ly 5.1-Empfangermausen dienten auch 129xLy 5.1-Méause als Empfanger, welche
sowohl das Ly 5.1- als auch das Ly 5.2-Antigen aufwiesen. Im Gegensatz zu vorher
beschriebenen primaren Transplantation wurde in zwei Sitzungen (4,5 Gray und
4 Gray) im Abstand von 3h bestrahlt. Hierfir wurde das Bestrahlungsgerat Gulmay

verwendet.

Jede sekundar transplantierte Maus erhielt entweder 10° gesortete Wildtyp- oder
Ctsk”-LSK-Zellen von primar transplantierten Mausen (siehe S. 30, Abb. 7). Da es
sich bei LSK-Zellen um hamatopoetische Stammzellen handelte, welche eine
gewisse Zeit brauchten, um eine ausreichende Menge an radioprotektiven und

immunfahigen Nachkommen zu produzieren, wurden den bestrahlten M&usen
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immunkompetente Helferzellen mitinjiziert. Dazu wurden Helfermause euthanasiert,
ihre Knochenmark- und Milzzellen aufgereinigt und die Zellen in HF2+-Puffer
suspendiert. Die Helfermause waren ebenfalls Ly 5.1-Mause, so dass sich ihre
Zellen von den sekundar transplantieren Ctsk”- und WT-Ly 5.2-LSK-Zellen

unterschieden.

Pro transplantierte Maus wurden 10° Knochenmark- und 5x10° Milzhelferzellen
gespritzt. Wie bei der primaren Transplantation wurde das zu transplantierende

Zellgemisch in einem Volumen von 250ul pro Maus verabreicht.

Bei der sekundaren Transplantation sind Mannchen und Weibchen als Empfanger

verwendet worden, um eine mdglichst groRe Anzahl an Tieren zu erhalten.

3.4 Bestimmung von Zellzahlen

Da fir die meisten Versuche eine bestimmte Anzahl an Zellen bendtigt wurde, wurde
die Zellzahl mit Hilfe der Neubauerzahlkammer (Neubauer-improved, Paul Marienfeld
GmbH, Lauda Konigshofen, Deutschland) und Trypan Blau (BD Falcon™, BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland ) oder der Turk’'schen Losung (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) ermittelt. Trypan Blau farbt tote Zellen, so dass man in der
Zahlkammer zwischen ungefarbten, vitalen und gefarbten, toten Zellen differenzieren
konnte. Frischem, erythrozytenreichem Knochenmark- und Milzgewebe wurde zur
Erythrozytenlyse Tlrk'sche Ldsung zugefligt, um die Zellzahl ohne Verfalschung
bestimmen zu kdnnen. Jedoch konnten mit dieser Methode lebende nicht von toten

Zellen unterschieden werden.

Zur Bestimmung der totalen Blutzellzahl des peripheren Bluts wurden die Zellen mit
dem Counter Scil Vet Abc™ (Animal Blood Counter, Scil vet academy, Viernheim,

Deutschland) gezahlt.
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3.5 Euthanasierung von Mausen

Wahrend meiner Laborarbeit wurde sich stets bei der Art und Durchfiihrung der
Mausopferung an die Tierschutzgesetze gehalten. Die Mause wurden aul3erhalb des
ZPFs im Labor euthanasiert. Dazu wurden sie zun&chst mit Isofluran, einem starken,
volantilen Anasthetikum, eingeschlafert, um sie anschlieBend schmerz- und

bewusstlos einer zervikalen Dislokation zu unterziehen.

3.6 Mausgewebe

In diesem Projekt wurde mit drei Arten von Mausgeweben gearbeitet; mit
Mausknochenmark (BM), Mausmilz (SP) und Mausblut (PB). Diese drei Gewebe sind
mittels Durchflusszytometrie (CyAn™ ADP LxP8 oder CyAn™ ADP P9C von
Beckman Coulter Inc., USA) analysiert worden. Zusatzlich wurde das Knochenmark

bei einigen Versuchen mit Hilfe des Sorts (MoFlo) untersucht.

Es gab zwei Moglichkeiten Mausblut zu gewinnen. Wéahrend die Experimente liefen,
wurden die Mausen nach funf und zehn Wochen post transplantationem geblutet. Am
Ende der Versuche wurde bei der Opferung der Méause Blut aus den Herzhdhlen
oder den Hohlvenen (Vv. cavae superior und inferior) entnommen. Das Blut wurde
jeweils in einem mit EDTA beschichteten Rohrchen (S-Monovette® von Sarstedt
AG&Co) aufgefangen. Anschlielend wurde dem Blut zur Erythrozytenlyse 5ml
ACK Lysepuffer (Life Technologies™, Darmstadt, Deutschland) zugegeben und die
Proben fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die Rohrchen bei 500 U/min
fur 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und Zellen mit HF2+-Puffer

resuspendiert.

Zur Milzgewinnung wurde die Milz seziert und durch einen 100um Filter
(BD Falcon™, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) gepresst. Im Anschluss
wurden die Zellen mit 10ml HF2+-Puffer homogenisiert und nochmals durch einen
30pm Filter (BD Falcon™, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) gefiltert.
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Fur die Knochenmarkanalyse wurden von jeder Maus je zwei Tibiae und Femores
entnommen. Den Knochen wurden an beiden Enden die Epiphysen abgeschnitten,
so dass man Roéhrenknochen hatte, die an beiden Seiten offen waren. Die eine Seite
wurde Uber ein Falcon gehalten, auf die andere eine Spritze mit 10ml HF2+-Puffer
aufgesetzt und das Knochenmark ausgespult. Auch hier wurden die Zellen

anschlielRend homogenisiert und durch einen 30um Filter gefiltert.

3.7 Durchflusszytometrie

Ein wesentlicher Bestandteil dieses Projektes war die Untersuchung einzelner
Zellpopulationen und deren Zellzahlen. Mit dem Durchflusszytometer (FACS)
konnten eben diese ermittelt werden. Mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikérpern
wurden bei dieser Methode Oberflachenmolekiile von Zellen sichtbar gemacht. Jede
in diesem Projekt untersuchte Zellpopulation besald ihre ganz eigene, spezifische
Zusammensetzung von Antigenen. Diese wurde sich durch den gezielten Einsatz
von fluoreszierenden Antikdrpern zu Nutze gemacht, um Grol3e und Art der
Zellpopulationen aufzuzeigen. Das Durchflusszytometer war auf3erdem in der Lage,
die Grol3e und die Granularitat einzelner Zellen darzustellen. In dieser Arbeit kamen
zwei Farbemethoden zum Einsatz, eine Farbung | fir Stammzellen, die sogenannte

Stammzellfarbung, und eine Farbung Il fur reife Zellen.

Bei der Stammzellfarbung wurde wie folgt vorgegangen. Zunachst wurden tote Zellen
ausgegatet und danach die Grof3e und Granularitdt der Zellen eingegrenzt. Da in
diesem Projekt Ly 5.1-Wildtypmause mit Ly 5.2-Knochenmark (Ctsk” oder Wildtyp)
transplantiert wurden, konnten so in einem weiteren Schritt Spenderzellen von
Empfangerzellen abgegrenzt werden. Zur genaueren Beurteilung von
Spenderstammzellen (HSCs) wurde zwischen LSKs (Lineage negativ, SCAL positiv
und KIT positiv), CLPs (common Ilymphoid progenitors) und MPs
(myeloid progenitors) unterschieden (siehe S. 34, Abb. 8A).

Bei der Farbung reifer Zellen liefen die ersten Schritte identisch mit der
Stammzellfarbung ab. AnschlieBend wurden hier aus den Spenderzellen B- und

T-Zellen, sowie Granulozyten und Monozyten bestimmt (siehe Abb. 8B).
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Abbildung 8: FACS-Darstellung Knochenmark. A) Stammzellfarbung. B) Reifezellfarbung.

3.8 Farbungen fur die Durchflusszytometrie

Es wurden, wie bereits oben erwahnt, zwei Oberflachenfarbungen unterschieden
(siche S. 34, Kapitel 3.7). Bei der Stammzellfarbung wurden 6x10° (BM, SP) Zellen,
bei der Farbung reifer Zellen 3x10° (BM, SP und PB) Zellen gefarbt. Die benutzten
Antikorper sind in Tabelle 7 und 8 zu finden (siehe S. 22, 24). Die Zellen wurden in
100ul FACS-Puffer mit dem primaren Antikdrper geféarbt und bei 4°C fur 15 Minuten
inkubiert. Im Anschluss wurden die Antikérper mit FACS-Puffer ausgewaschen. Bei
der Benutzung eines sekundaren Antikorpers wurden die Zellen nach Auswaschung
des primaren wieder in 100ul FACS-Puffer resuspendiert und dann sekundér gefarbt.
Auch dabei wurden die Zellen fur 15 Minuten bei 4°C inkubiert und der Antikorper
anschlielend ausgewaschen. Fir die Durchflusszytometrie wurden die Zellen erneut
in FACS-Puffer resuspendiert, zu dem jetzt 1ug/ml Propidium lodid (PI)
(Life Technologies™, Darmstadt, Deutschland) zugegeben wurde, um tote Zellen

auszugaten. Danach wurden sie mit dem CyAn ADP LxP8 oder CyAn ADP 9C
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analysiert und mit Hilfe der FlowJo 8.8.3- Software (Tree Star, Inc. Ashland, OR,

USA) ausgewertet.

Fur das Sorten von Zellpopulationen wurde derselbe Farbevorgang benutzt. Der Sort

wurde mit dem MoFlo-Zellsorter durchgefihrt.

3.9 Lineagetrennung und Sort fur Immunfluoreszenz

Um bei der Immunfluoreszenzfarbung LSKs, MPs und CLPs anzufarben, mussten
diese zunachst gewonnen werden. Nach der Opferung der Wildtyp- und
Ctsk”-Mause wurde ihr Knochenmark aufbereitet und die reifen Zellen durch
Lineagetrennung aussortiert. Dieser Vorgang lief wie folgt ab. Das gesamte
Knochenmark wurde gezahlt und abhangig von der Zellzahl wurden an Biotin
gebundene Antikérper zugegeben (CD3, B220, CD11b, GR-1 und TER-119). Nach
kurzer Inkubationszeit wurden sekundare Antikorper, an Streptavidin gebundene,
kleine Magnete, zugegeben. AnschlieBend lieB man die Zellen durch eine
Magnetsaule laufen. Fast alle Lineage positiven Zellen hatten nun einen Magneten
gebunden und hefteten sich an die S&ule. Die Zellen, die die Magnetsaule
passierten, waren somit fast ausschliel3lich Lineage negativ. Im Anschluss wurden
diese Zellen gefarbt und gesortet. Auch hier wurden die toten Zellen, wie oben
beschrieben, ausgegatet (Kapitel 3.7, S. 34). Danach wurden aus den Lineage
negativen Zellen die LSKs, CLPs und MPs bestimmt und letztere in drei separaten
Gefalen gesammelt.

3.10 Farbungen fur die Immunfluoreszenz

Fur die  Immunfluoreszenzfarbung  wurden, wie oben  beschrieben,
Knochenmarkzellen von Ctsk”- und Wildtypmausen gesortet (siehe Kapitel 3.9). Es
wurden jeweils 500 - 1000 gesortete LSK-, MP- und CLP-Zellen auf einen mit

Poly-L-Lysin-beschichteten Glasobjekttrager aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit
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von 30 Minuten bei 4°C wurden die Zellen mit 4% PFA (Paraformaldehyd) fur weitere
5 Minuten fixiert. Im Anschluss wurden sie mit Blockierungspuffer fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) stehen gelassen. Dieser wurde wieder abgenommen und die
Zellen mit den primaren Antikdrpern gefarbt (siehe S. 24, 25, Tabelle 9, 10), welche
ebenfalls in Blockierungspuffer gelést waren. Auf diese Weise wurden die Zellen
Uber Nacht in trockener Umgebung bei 4°C gefarbt. Am Folgetag wurden die
primaren Antikérper mit Blockierungspuffer ausgewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen wieder bei 4°C fur 30 Minuten mit diesem Puffer inkubiert. Nach erneutem
Auswaschen wurden die Zellen mit den sekundaren Antikorpern gefarbt, welche
ebenfalls in Blockierungspuffer gelost waren. Die Zellen wurden wieder Uber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurden sie dreimal mit Blockierungspuffer und einmal
mit DPBS ausgewaschen. Darauffolgend wurden sie mit slow-fade DAPI
eingedeckelt und fur ein bis zwei Wochen bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen

gelassen.

Bei dem Protein Zyklin D1 reichte die zweifache Féarbung nicht aus, weil das Signal
zu schwach war. Hier wurde die oben beschriebene, zweifache Farbung mit Alexa
Fluor 488 und Anti-Alexa Fluor 488 erganzt, so dass das Signal deutlich verstarkt

wurde und auch dieses Protein ausgewertet werden konnte.

Die Auswertung der Zellen erfolgte an einem bestimmten Fluoreszenzmikroskop
(Leica DM RBE) mit der Axio Vision Software. Pro Antikdrperfarbung wurden 20 - 30
Bilder von Zellen in 100-facher VergrofRerung erstellt. Diese Bilder wurden mit Hilfe
des Programms ImageJ ausgewertet, welches die Helligkeit oder Pixelintensitat der

Zellen beurteilen kann.

3.11 Auswertungen und Statistik

Samtliche Daten wurden mit Hilfe von Excel ausgewertet. Diagramme und Graphiken

wurden sowohl mit Excel als auch mit Graphpad Prism prasentiert.

Als statistische Verfahren wurden der Mittelwert mit Standardfehler, der T-Test, der

Mann-Whitney-U-Test und die Standardabweichung herangezogen. Der
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Standardfehler, mit dem in dieser Arbeit gearbeitet wird, ist ein statistischer Wert, der
die Populationsgrof3e bei der Abweichung vom Mittelwert mit einschlie3t. Der T-Test
sagt etwas darlUber aus, ob Ergebnisse signifikant sind oder nicht, ebenso wie der
Mann-Whitney-U-Test, wobei letzterer die Signifikanzen in nicht normalverteilten
Populationen angibt. Signifikante Ergebnisse (a<0,05) wurden in Abbildungen stets

mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Die FACS-Daten wurden mit Hilfe der FlowJo-Software 8.8.3 ausgewertet; die

Immunhistochemie mit dem Programm ImageJ.
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4. Ergebnisse

4.1 Einfuhrung in die Ergebnisse der primaren Transplantation

Bei meiner Arbeit interessierte mich vor allem die Rolle von Kathepsin K (CTSK) in
der Regulation der Hamatopoese. Es wird im Allgemeinen zwischen einem
extrinsischen und einem intrinsischen Transplantationsmodell unterschieden.
Zusammengefasst ist das extrinsische System die Mikroumgebung im Knochenmark
mit allen Zellen und Signalen, die zu einer balancierten Knochenmarknische und
Hamatopoese fihren. Das intrinsische System hingegen beschreibt die

Eigenschaften und Veranderungen der hamatopoetischen Stammzellen.

Vorherige Untersuchungen im Oostendorp-Labor hatten sich im Wesentlichen mit der
extrinsischen Regulation der HSCs befasst. Allerdings wird CTSK auch von
hamatopoetischen Zellen selbst exprimiert. Aus diesem Grund bearbeitete ich zwei
Fragestellungen.

1. Zum einen sollte die Rolle der CTSK-Expression in hamatopoetischen
Stammzellen untersucht werden, indem man 2,5x10° Ctsk™- oder 2,5x10°
Wildtypknochenmarkzellen, jeweils mit Ly 5.2-Hintergrund, in
Ly 5.1-Wildtypmause injizierte (siehe S. 39, Abb. 9).

2. Zum anderen sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob es CTSK
abhangige Unterschiede in der Expression spezifischer Proteine in
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen zwischen Ctsk™- und

Wildtypmausen gab.

Zunachst wird naher auf die erste Fragestellung und die damit verbundenen
Transplantationen eingegangen. Insgesamt wurde viermal primér transplantiert. Die
Transplantationen 2 und 3 hatten nur eine Woche Abstand und sind deswegen zu
einer Transplantation (Nr.2) mit dem Transplantationsdatum (TX vom 09.11.2012)
zusammengefasst worden (siehe S. 40, Tabelle 13). Somit hatte man am Ende der
Versuchsreihe neun Wildtypmause, denen Ctsk”-Knochenmark transplantiert
worden war, und sieben Wildtypkontrolltiere (siehe S. 40, Tabelle 13).
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Bei der zweiten primaren Transplantation sind von neun Tieren acht weiblich
gewesen. Diese Besonderheit wird hier erwahnt, da spater festgestellt wurde, dass
es in der Regeneration einzelner Zelltypen Unterschiede zwischen mannlichen und
weiblichen Empfangertieren im jeweiligen Spendergenotyp gab. Auch innerhalb
eines Geschlechts unterschieden sich die Genotypen (siehe S. 44, Abb. 11). Aus
diesem Grund wurden bei den meisten Untersuchungen nur mannliche
Empfangertiere benutzt. Wenn dem nicht so war, wird es im Folgenden ausdrucklich

erwahnt.

Die Mause sind 24h vor der Transplantation mit 8,5 Gray letal bestrahlt worden. Am
Folgetag wurden ihnen die Knochenmarkzellen transplantiert und eine funfwdchige
Antibiotikaprophylaxe mit Borgal® (eine Mischung aus Sulfadoxin 200 mg/ml und
Trimethoprim 40 mg/ml) eingeleitet. Nach funf und zehn Wochen wurde den Mausen
Blut abgenommen, das mit dem Durchflusszytometer und dem Zellzahler analysiert
wurde. So konnte man das Anwachsen der transplantierten Zellen verfolgen. Im
Anschluss sind die Mause zwischen der 16.-—20. Woche nach Transplantation
euthanasiert worden. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die endgtiltige Analyse, bei der

auf3er Blut auch Milz- und Knochenmarkgewebe untersucht wurde.

Transplantationen

HSC intrinsisch

O

2,5x10% BM Zelleﬂ__QMOO Spender- LSK—S—_*

= /+
\é‘fsk?_fsw (Ly 5.1) (Ly 5.1)

Abbildung 9: Versuchsaufbau der Transplantationen.



Ergebnisse

40

Tabelle 13: Mausdaten der primaren Transplantation. KO=Knockout, Alter in Wochen
(W), m=mannlich, w=weiblich, WBC=white blood cells, RBC=red blood cells, PLT=platelets.

WT/KO  Maus Alter TX-Datum m/w WBC RBC PLT
WT #50 18W 9.11.12 w  3,7x10%ul  8,7x10%ul  1088x10°/ul
WT #60 18W 9.11.12 w  4,7x10%ul  6,0x10%ul  1140x10°/ul
WT #70  18W  9.11.12 w 3,4x10%ul  9,7x10%ul  1286x10°%/l
WT #90  18W  9.11.12 w  4,7x10%ul  10,6x10%pl  1052x10%/ul
WT #2 20W 3.7.12 m  2,5x10%pul  9,8x10%pl  944x10°%/pl
WT #10  19W  5.12.12 m  3,2x10%ul  10,4x10%pl  1292x10%ul
WT #30  19W  5.12.12 m  6,9x10%ul  8,4x10%ul  333x10°/ul
KO #1 18W  9.11.12 w  4,9x10%ul - 9,0x10%ul  752x10°/ul
KO #3 18W  9.11.12 w  56x10%ul  10,2x10%pl  1098x10%/ul
KO #6 18W  9.11.12 w  3,0x10%ul  9,4x10%ul  1178x10%ul
KO #7 18W  9.11.12 w  2,5x10%ul  6,3x10%ul  816x10°/ul
KO #5 20W 3.7.12 m  4,7x10%pl  10,5x10%pl  1399x10°%pl
KO #8 18W  9.11.12 m  3,4x10%pl  9,4x10%pl  1371x10%pl
KO #1 19W  5.12.12 m  5,1x10%ul  10,3x10%pl  1297x10%pl
KO #3 19W  5.12.12 m  59x10°ul  9,4x10%ul  540x10°/ul
KO #4 19W  5.12.12 m  6,3x10%ul  11,0x10%pl  1014x10%ul

Tabelle 14: Mausdaten der priméaren Transplantation. Mittelwerte mit SEM fur WBC,

RBC und PLT aus Tabelle 13.

WT/KO WBC RBC PLT
WT 4,1+0,5x10°/ul 9,1+0,6x10°%pl 1019+124x10°%/pl
KO 10,5+6,1x10%/l 9,5+0,5x10°%pl 1052+99x10°/pl
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4.2 Analyse der Gesamtzahlen der priméren Transplantation

Bei der Analyse der Gesamtzellzahlen (s. u. Abb. 10 A+B) zeigte sich, dass die mit
Ctsk”-Knochenmark transplantierten Mause eine Gesamtzellzahl von im Mittel
54+5x10° Zellen pro zwei Femores+Tibiae (F+T) im Knochenmark aufwiesen. Die
Gesamtzellzahl in der Milz war im Durchschnitt 133+45x10° Zellen pro Milz. Der
Mittelwert der Kontrollgruppe lag bei den Knochenmarkzellen bei 69+6x10°
BM-Zellen pro zwei Femores+Tibiae, die Milzzellen lagen im Schnitt bei 93+22x10°
pro Organ. Die Leukozytenzahl im peripheren Blut war in beiden Gruppen &hnlich
(s. u. Abb. 10 B). Die Kontrollgruppe hatte im Schnitt 4,1+0,5x10% Zellen. In der mit
Knockout-BM transplantierten Gruppe waren es im Durchschnitt 4,6+0,4x10° Zellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beide Gruppen (WT (Ctsk**)-BM und
Ctsk’-BM transplantierte Empfangertiere) in Bezug auf die Gesamtzellzahlen von

Knochenmark, Milz und peripherem Blut &hnlich waren (s. u. Abb. 10 A+B).
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Abbildung 10: Primare Transplantation Gesamtzellzahlen. A) Knochenmark (BM) als
Zahl pro F+T und Milz (SP) als Gesamtorganzahl. B) Peripheres Blut (PB) als Zahl/pl.

Die einzelnen Mausgewebe sind mittels Durchflusszytometrie analysiert worden. Wie
bereits im Methodenteil erwéahnt (Kapitel 3.8), wurden das Knochenmark und die Milz
mit je einer Reifezellfarbung und einer Stammzellfarbung geféarbt. Im peripheren Blut

der Mause sind jedoch nur die reifen Zellen gefarbt worden.
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4.3 Analyse der Knochenmarkzellen der priméren Transplantation

4.3.1 Stammzellfarbung des Knochenmarks

Durchflusszytometriedaten  einzelner  Populationen im  Knochenmark der
transplantierten Empfangermause wurden mit Hilfe der FlowJo-Software
ausgewertet. Es wird in der folgenden Beschreibung vor allem auf die regenerierten
Spenderzellpopulationen und ihre Unterpopulationen eingegangen. Insgesamt sind
16 Mause (siehe S. 40, Tabelle 13) bei der priméaren Transplantation untersucht
worden. Wie die Stammzellpopulationen und die reifen Zellen mit Hilfe der FlowJo-
Software ausgewertet wurden, zeigt die Abbildung 8 im Methodenteil (siehe S. 34,
Kapitel 3.7). Fur Abbildung 8 bleibt zu erwahnen, dass bei der Teilabbildung, auf der
die Spender- und Empféangerzellen zu sehen sind, noch eine weitere Population
auffallt, die CD45-Zellpopulation. Diese wird hier jedoch nicht bewertet, da es sich

um keine hamatopoetische Zellpopulation handelt.

Bei der Untersuchung der Knochenmarkzellpopulationen der primaren
Transplantation zeigte sich weder bei den Prozentzahlen noch bei den Absolutzahlen
ein signifikanter Unterschied in den Zellpopulationen (siehe S. 44, Abb. 11 A-G). Die
GroRRe der einzelnen Zellpopulationen variierte zwar, aber nicht in einem Male, in

dem statistisch relevante Unterschiede zu sehen gewesen waren.

Man sah ein gutes Anwachsen der Spenderzellen in beiden Genotypen. Die
Kontrollgruppe hatte 85% Spenderzellen; die mit Knockoutknochenmark
transplantierte Gruppe 75%. Bei den absoluten Zahlen sah man in der mit WT-BM
transplantierten Gruppe im Schnitt mit Standardfehler 31,8+5,3x10° Spenderzellen
pro F+T (N=7); in der mit KO-BM transplantierten Gruppe waren es 19,8+3,1x10°
Donorzellen pro F+T (N=9) (siehe S. 44, Abb. 11 A).

Bei den Prozentzahlen fallt noch ein gro3er Standardfehler (Standard Error of the
Mean=SEM) bei den LSKs der mit Ctsk’-BM transplantierten Gruppe mit einem Wert
von 11%+10% auf. Die Wildtypspendergruppe zeigte einen Standardfehler von
0,9%+0,2%. Die meisten Mause aus beiden Gruppen zeigten, bis auf einen
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AusreiRer aus der Ctsk”-BM transplantierten Gruppe (Dean Dixon Ausreilertest),
ungefahr einen Anteil von 1% LSK-Zellen (siehe S. 44, Abb. 11 D+F). Dennoch blieb

der T-Test auch ohne diesen Ausreil3er nicht signifikant.

Wie bereits oben erwéhnt, gab es bei der primaren Transplantation insgesamt acht
weibliche Tiere. Beide Genotypen hatten jeweils vier Weibchen (siehe S. 40,
Tabelle 13). Es wurden nun im jeweiligen Genotyp Mannchen und Weibchen
gegenubergestellt. Dabei wurde kein Unterschied gefunden. Verglich man aber WT-
BM transplantierte  Wildtypménnchen mit mit KO-BM transplantierten
Wildtypméannchen, zeigten sich bei den Knochenmarkprozentzahlen signifikant mehr
CLPs (p<0,05 im T-Test) bei den Ctsk”-BM transplantierten Mannchen als bei ihren
Kontrollen (siehe S. 44, Abb. 11 1). In Abbildung 11 J (S.44) sieht man, dass bei den
weiblichen mit Ctsk”-BM transplantierten Empfangermausen weniger Spenderzellen
(absolut) als bei den weiblichen mit WT-BM transplantierten Empfangermausen

gefunden wurden (p=0,03 im Student’s t-Test).
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Abbildung 11: Primare Transplantation  Stammzellfarbung Knochenmark.
A) Absolute Spenderzahlen. B) Absolutzahlen LSKs, CLPs und MPs. C) Absolutzahlen LSKs
mit CD34'- und CD34-Unterpopulation. D) Prozentanteil der LSKs und MPs der
WT-Spenderzellen am Beispiel von Maus #60. E) Anteil der CD34-Zellen an LSKs der
regenerierten WT-Spenderzellen an Hand von zwei Beispielen (Maus #60, #70).
F) Prozentanteil der LSKs und MPs der Ctsk”-Spenderzellen am Beispiel von Maus #1.
G) Anteil der CD34-Zellen an LSKs der regenerierten Ctsk”-Spenderzellen an Hand von
zwei Beispielen (Maus #1, #7). H) Absolute CLPs, Vergleich WT- versus Ctsk’-Mannchen.
[) Prozentuale CLPs bei Mannchen. J) Absolute Spenderzellen, Vergleich WT- gegen
Ctsk”-Weibchen.
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4.3.2 Reifezellfarbung des Knochenmarks

Im Knochenmark wurden auch die reifen T- und B-Zellen, sowie die Granulozyten
und Monozyten angefarbt. Da sowohl die lymphatische als auch die myeloische
Reihe analysiert wurden, konnte sogenanntes ,multilineage engraftment® festgestellt
werden (siehe S. 46, Abb. 12).

Hier fiel auf, dass bei den Prozentzahlen weniger Granulozyten in der
Knockoutspendergruppe als in der WT-Spendergruppe zu finden waren. Die
Wildtypspendergruppe hatte im Mittel 25% Granulozyten, wohingegen die KO-
Spendergruppe nur 15% zeigte (p=0,04, Student’s t-Test; siehe S. 46, Abb. 12 C).
Dieser Unterschied war auch wieder klar bei den Absolutzahlen der Granulozyten zu
erkennen (Student's t-Test: p=0,03, Mann-Whitney-Test: U=10). Die sieben
Kontrolltiere hatten pro F+T im Schnitt mit Standardfehler 9,2+1,5x10° Granulozyten
im Knochenmark; von diesem Granulozytenwert wies die mit Ctsk”-BM
transplantierte Gruppe lediglich 46% auf (siehe S. 46, Abb. 12 D).
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Abbildung 12: Primare Transplantation Reifezellfarbung Knochenmark. Darstellung der
reifen Blutzellpopulationen im Knochenmark der Empfangermause, gewachsen aus WT-
oder Ctsk”-Spender-BM. A) Flusszytometrische Darstellung der B- und T-Zellen an Hand
von einer WT- und einer Ctsk”-BM transplantierten Maus. B) B- und T-Zellen in
Absolutzahlen. C) Flusszytometrische Darstellung der Mono- (GR-1™%) und Granulozyten
(GR-1"). D) Mono- und Granulozyten in Absolutzahlen. T=T-Zellen, B=B-Zellen,
M=Monozyten und G=Granulozyten.

Wie auch bei der Stammzellfarbung war hier ein gutes Engraftment zu finden. Die
Kontrollgruppe zeigte ein Anwachsen von 90%, die Ctsk"'-Spendergruppe eines von
77%.

Auch hier wurden wieder Mannchen und Weibchen innerhalb eines Genotyps
verglichen. Wéahrend bei der Stammzellfarbung keine Unterschiede zu sehen waren,
regenerierten die weiblichen WT-Stammzellen hier signifikant mehr B-Zellen als die
mannlichen WT-Stammzellen (9% zu 28%, p: 0,03; Whitney U, U=0).
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4.4 Analyse der Milzzellen der primaren Transplantation

4.4.1 Stammzellfarbung der Milz

Bei den Milzzellen wurden auf der einen Seite die Stammzellen und auf der anderen

Seite die reifen Zellen aufgezeigt.

Trotz klarer Repopulation der Spenderzellen (WT-BM-Gruppe 89%, Ctsk”-BM-
Gruppe 77%) zeigten sich bei der Analyse der Lineage negativen Fraktion bei den
Prozent- und Absolutzahlen so geringe Werte, dass ein Vergleich der mit WT- und
Ctsk”-Knochenmark transplantierten Gruppen nicht sinnvoll erschien.

Anders war es mit den CLPs, die zwar gut detektiert werden konnten (s. u.
Abb. 13 A+B), jedoch keinen Unterschied aufwiesen. In der Kontrollgruppe waren im
Mittel mit SEM 149x10°+105x10° Milzzellen bei sieben Méausen; in der mit KO-BM

transplantierten Gruppe waren es bei neun Tieren 188x10%+58x10° Zellen pro Milz.
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Abbildung 13: Primare Transplantation Stammzellfarbung Milz. A) CLPs
Balkendiagramm. B) CLPs Dotplot.
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4.4.2 Reifezellfarbung der Milz

Was bei dieser Farbung auffallt, ist der geringe Anteil von Monozyten und
Granulozyten in beiden Gruppen. Der Prozentsatz lag in der Kontrollgruppe bei 3%
Granulozyten und 1% Monozyten; in der mit Ctsk”-BM transplantierten Gruppe bei

1% Granulozyten und Monozyten.

Interessanterweise waren in den Populationen der Empfangerzellen in beiden
Gruppen bei manchen Mausen keine Zellen der myeloischen Reihe zu sehen. In der
Wildtypkontrollgruppe hatten zwei von sieben Mausen weder Monozyten noch
Granulozyten; in der mit Ctsk”-Knochenmark transplantierten Gruppe besaRen vier

von neun Méausen diese beiden Zellreihen nicht.

Hier wurden auch wieder die Weibchen untereinander verglichen. Die mit Knockout-
BM transplantierten Weibchen hatten sowohl prozentual als auch absolut weniger
T-Zellen. Bei den Prozentzahlen lagen der p-Wert bei 0,001 und der U-Wert bei O.
Bei den Absolutzahlen war der p-Wert <0,001 und auch der U-Wert lag bei 0.

4.5 Analyse der peripheren Blutzellen der primaren Transplantation

Das periphere Blut wurde ausschlief3lich mit der Farbung reifer Zellen analysiert. Die
Aufschlisselung der einzelnen Zellpopulationen erfolgte wie bereits oben erwahnt
(siehe S. 34 Kapitel 3.7). Auch hier standen die von den Spenderzellen
hervorgebrachten Populationen im Vordergrund. Es war kein signifikanter
Unterschied zwischen der mit Wildtypknochenmark- und der mit Ctsk”-Knochenmark

transplantierten Gruppe zu detektieren.

Das Anwachsen zeigte sich auch hier wieder gut (siehe S. 49, Abb. 14 B). Die
Kontrollgruppe hatte 90% Spenderzellen, ihr Ctsk”-Vergleich 79%. In der
FACS-Abbildung weichen die Prozentwerte ab (siehe S. 49, Abb. 14 A). Das liegt
daran, dass auf der FACS-Abbildung noch eine CD45-Population zu sehen ist,

welche aber nicht bewertet wurde. Darum sind Spender- und
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Empfangerzellpopulationen jeweils grof3er, weil die CD45-Population nicht

berticksichtigt wurde.
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Abbildung 14: Primére Transplantation Peripheres Blut. Darstellung der Spenderzellen
und reifen Zellen im peripheren Blut. A) Flusszytometrische Darstellung der Spender-
(Donors) und Empfangerzellen (Recipients) am Beispiel von einer WT- und Ctsk”-BM
transplantierten Maus (#50 und #8). B) Darstellung der Spenderabsolutzahlen.
C) Darstellung der reifen Zellen als Absolutzahlen. B-Zellen=B220", T-Zellen=CD4CD8a",
Granulozyten=GR-1"CD11b* und Monozyten=GR-1m‘CD11b".

Prozentual waren beide untersuchten Gruppen in Hinblick auf B- und T-Zellen,
Granulozyten und Monozyten nahezu identisch. Auffallend ist der grol3e Anteil, den
die aus den Spenderstammzellen gewachsenen B-Zellen 16 Wochen nach der
Transplantation in beiden Gruppen einnehmen; 67% in der WT-BM-Gruppe und 66%
in der Ctsk’”-BM-Gruppe. Er ist auch bei den Absolutzahlen zu sehen (s. o.
Abb. 14 C). Der Anteil der Granulozyten und Monozyten liegt in beiden Gruppen bei

circa 3% und ist damit insgesamt niedrig.

Im peripheren Blut ist innerhalb der mit Wildtypknochenmark transplantierten Gruppe
ein relevanter Unterschied bei den B-Zellprozentzahlen aufgefallen. Die Weibchen
zeigten, wie auch schon bei der Reifezellfarbung des Knochenmarks, mehr B-Zellen
(p: 0,04 und U-Wert: 0).
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4.6 Einfuhrung in die Sortergebnisse

Ein weiterer Analyseteil beschaftigt sich mit den Sortergebnissen. Es wurde
insgesamt viermal gesortet, zweimal fur die immunzytologischen Féarbungen und
zweimal fur die sekundaren Transplantationen. Da sich die gesorteten Zellen in
beiden Versuchen unterschieden, sind die Ergebnisse separat zu betrachten.
Zunachst wird auf die Sorts fur die Transplantationen eingegangen, im Kapitel 4.14,

dann auf die fur die Immunzytologie.

4.7 Sortergebnisse der sekundaren Transplantation

Beim dritten und vierten Sort ging es darum, die LSK-Zellen fur die sekundaren
Transplantationen zu gewinnen. Hierfir wurden die Mause der primaren
Transplantation geopfert, ihr Knochenmark aufbereitet und dann Lineage getrennt.
Es wurde gefarbt und anschlieBend wurden die LSK-Zellen gesortet. Dies lief wie
folgt ab. Nach dem Aussortieren der toten Zellen wurden die Spenderzellen (Ly 5.2)
bestimmt, daraus die Lineage negativen Zellen und aus letzteren die LSK-Population
(siehe S. 51, Abb. 15 A).

Aus der priméren Transplantation wurden fir den dritten Sort vier primar mit WT-BM
transplantierte  Mause und funf primar mit Ctsk”-BM transplantierte Mé&use
verwendet. Fur den vierten Sort wurden zwei primar mit Wildtyp-BM und drei primar
mit Ctsk”-BM transplantierte Mause verwendet. Insgesamt lag die absolute
Gesamtzellzahl im Mittel bei der primar mit Wildtypknochenmark transplantierten
Gruppe nach der Lineagetrennung bei 1,7x10°, bei den primar mit
Ctsk”-Knochenmark transplantierten Mausen bei 1,9x10° Zellen. Im Schnitt waren
die Spenderzellen bei den Kontrollm&usen mit 84% vertreten, bei den mit Ctsk”-BM

transplantierten Mausen mit 74%.
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Abbildung 15: Sort 3 und 4 fir sekundéare Transplantation. A) Reihenfolge der
Populationsbestimmung beim Sort am WT-Beispiel. B) Spenderzellen in Absolutzahlen.
C) LSKs in Absolutzahlen.

Die LSK-Populationen beider Gruppen waren mit 12% und 11% fast identisch.

4.8 Einfihrung in die Ergebnisse der sekundéaren Transplantation

Um die Regenerationsqualitéat primér transplantierter Stammzellen zu Uberprifen,

werden diese in der Regel in sekundare Empfangertiere weiter transplantiert.

In dieser Arbeit wurde die sekundare Transplantation zweimal durchgeftihrt, war aber
leider nur einmal auswertbar. Die Daten der einen sekundaren Transplantation
wurden verworfen, da zu viele Mause gestorben waren. Es sollte noch erwahnt
werden, dass die Mause der sekundaren Transplantation abweichend von dem

normalen Strahlenprotokoll bestrahlt wurden (siehe Kapitel 3.3).

Fur die sekundare Transplantation wurden pro Maus 1000 LSK-Zellen, von den

primar mit Wildtyp- oder Ctsk”-Knochenmark transplantierten Mausen i.v. weiter
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transplantiert. So hatte man wieder zwei zu vergleichende Gruppen. Beide erhielten
auBerdem noch Ly 5.1-Knochenmark- und -Milzzellen als Helferzellen (siehe
Kapitel 3.3). Als Empfangerméause wurden dieses Mal sowohl drei mannliche Ly 5.1
als auch funf 129xLy 5.1-Mause verwendet. Unter letzteren waren auch zwei
Weibchen. Bei den 129xLy 5.1-M&ausen finden sich im Blutzellsystem sowohl das
Ly 5.1- als auch das Ly 5.2-Antigen. Bei den sekundar transplantierten LSK-Zellen
handelt es sich um Ly 5.2-Zellen; somit konnten Spender- und Empfangerzellen in
allen Mausen unterschieden werden. Insgesamt gab es drei Mause, die mit priméren
WT-LSK-Zellen transplantiert wurden und fiinf Mause, die primare Ctsk”-LSK-Zellen

erhielten.

Die Mause sind wieder nach funf und zehn Wochen geblutet und nach 16 Wochen

fur die endgultige Analyse geopfert worden.

Sowohl die Wildtypgruppe als auch die Knockoutgruppe bestand aus Ly 5.1- und
129xLy 5.1-Empfangerméausen. Da in den Ergebnissen keine Unterschiede zwischen
den Ly5.1- und den 129xLy 5.1-M&usen zu erkennen waren, werden diese
Empfangermause nicht weiter unterschieden. Auch mannliche und weibliche

Empfangertiere wurden hier nicht weiter aufgetrennt.

Die Ergebnisse der sekundaren Transplantation zeigten einige Auffalligkeiten im

Vergleich zu der primaren Transplantation.

4.9 Analyse der Gesamtzahlen der sekundéaren Transplantation

Bei den absoluten Gesamtzahlen von Knochenmark, Milz und peripherem Blut fallen
keine signifikanten Unterschiede auf (siehe S. 53, Abb. 16).

Im Mittel hatten die drei Kontrolltiere mit Standardfehler 92x10°+29x10°
Knochenmarkzellen pro Femur+Tibia, 70x10°+17x10° Zellen pro Milz und
3,5x10%+186 Zellen im peripheren Blut pro pl (siehe S.53, Abb. 16 A+B). Die
Ctsk”-LSK-Spendergruppe zeigte im Mittel mit SEM 56x10°+8x10° BM-Zellen pro
Femur+Tibia, 83x10°+10x10° Milzzellen pro Organ und im peripherem Blut
3,5x10°+923 Zellen pro pl bei fiinf Mausen (siehe S. 53, Abb. 16 A+B). Wahrend in
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der mit WT-LSKs transplantierten Gruppe die Spannweite der Blutzellen pro pl nicht
ausgepragt war, 3,3x10° bis 3,9x10°, war sie in der mit Ctsk’-LSKs transplantierten
Gruppe gréRer und ging von 700 Zellen/ul bis 6,3x10° Zellen/pl (s. u. Abb. 16 B).

A B

Gesamtzellzahlen BM und SP Gesamtzellzahl PB

8000

120.000.000

100.000.000

6 000

80.000.000

60.000.000

= ® Ctsk”
BCtsk-/-

2 000

40.000.000 -

20.000.000

L
[]
* Wt
Wt 4000 |
L}
L]
&
T

D A

PB

Abbildung 16: Sekundare Transplantation Gesamtzellzahlen. A) Knochenmark (BM) und
Milz (SP) als Balken. B) Peripheres Blut (PB) als Dotplot.

4.10 Analyse der Knochenmarkzellen der sekundéren
Transplantation

4.10.1 Stammzellfarbung des Knochenmarks

In den sekundaren Empfangertieren fallt der niedrige Spenderzellanteil im
Knochenmark beider Gruppen auf (Wildtyp:17% zu Ctsk™:23%).

Die Zahl der Spender-LSKs war wohl limitierend, da bei einer mit WT-LSKs
transplantierten Empfangermaus keine Regeneration der Spender-LSKs und -CLPs
detektiert werden konnte und in zwei Ctsk”-LSK-Empfangermausen ebenfalls keine

Spender-LSKs gefunden werden konnten.

Die Absolutzahlen der Spenderzellen variierten (siehe S. 54, Abb. 17 B). Im Mittel
hatte die Kontrollgruppe 5,1x10°+3,8x10° Spenderzellen pro Femur+Tibia bei drei
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Versuchstieren, wahrend die mit KO-LSKs transplantierte Gruppe 9,1x10°%+5,6x10°
Spenderzellen (N=5) aufwies (s. u. Abb. 17 A).

Bei den regenerierten Lineage negativen Spenderzellen ist bei den Prozentzahlen
ein signifikanter Unterschied aufzuzeigen. Die Ctsk”-LSK-Gruppe hatte 3,7+0,6%
Lin"-Zellen, wahrend die Wildtyp-LSK-Gruppe 1,6+0,4% aufwies (p: 0,03).

In der weiteren Analyse der Unterpopulationen der LSK-Zellen féllt auf, dass keine
CD34 -Population bei den Kontrolltieren beobachtet wurde (s. u. Abb. 17 D). In der
Knockout-LSK-Spendergruppe waren im Schnitt 138+88 CD34-Zellen zu finden.
Beide zu vergleichenden Gruppen zeigten aber eine CD34"-Population, welche aber
keinen signifikanten Unterschied im statistischen Vergleich aufwiesen (s. u.
Abb. 17 D).
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Abbildung 17: Sekundéare Transplantation Stammzellfarbung Knochenmark (BM) in
Absolutzahlen. A) Spenderzellen als Balken. B) Spenderzellen als Dotplot. C) LSKs, MPs
und CLPs. D) CD34-Unterpopulationen.
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4.10.2 Reifezellfarbung des Knochenmarks

Es folgt die Beschreibung der Reifezellfarbung des Knochenmarks. Hier konnten
keine signifikanten Unterschiede, weder bei den Absolutzahlen (siehe S. 57,
Abb. 18 A) noch bei den Prozentzahlen, zwischen den Gruppen gesehen werden.
Wie bereits bei der Stammzellfarbung erwahnt, sah man auch bei der Untersuchung
dieser Zellen, dass deutlich weniger Spenderzellen angenommen worden waren, als
bei der primaren Transplantation. Die Kontrollmause hatten im Schnitt 18%

Spenderzellen, die mit Ctsk”-LSKs transplantierte Gruppe hatte 23%.

Prozentual war die Verteilung der B- und T-Zellen sowie der Granulozyten und
Monozyten annahernd normal. Die einzige Population, die etwas herausfiel, waren
die B-Zellen. Sie waren bei den mit WT-LSKs transplantierten Mausen mit 16%
vertreten, bei der KO-LSK-Gruppe mit 9%, womit ihr Anteil in beiden Gruppen

insgesamt klein war.

4.11 Analyse der Milzzellen der sekundaren Transplantation

4.11.1 Stammzellfarbung der Milz

Bei der Auswertung der Milzzellen wurden auch hier beide Farbungen angewandt.
Wie schon beim Knochenmark zeigte auch hier die Stammzellfarbung eine sehr
niedrige Spenderzellzahl. Prozentual waren nur 2% Spenderzellen bei den

Kontrollm&usen und 11% bei den mit Ctsk”-LSKs transplantierten M&usen zu finden.

Bei den Prozentzahlen der Lineage negativen Zellen fiel ein signifikanter Unterschied
auf. Die Ctsk”-LSK-Gruppe hatte mit 29% mehr Lineage negative Zellen als ihre
Kontrollgruppe mit 5%. Der p-Wert lag bei 0,007, der U-Wert bei 0 und war damit

ebenfalls signifikant.
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Ansonsten muss erwahnt werden, dass zwei Kontrollmause und zwei mit KO-LSKs
transplantierte Mause keine LSKs aufzeigten. Die komplette Kontrollgruppe hatte,
wie in der Stammzellfarbung des Knochenmarks bereits beschrieben, auch hier

keine CD34 negative Population.

4.11.2 Reifezellfarbung der Milz

Im Milzgewebe wurden auch die reifen Zellen untersucht (siehe S. 57, Abb. 18 B).
Bei den reifen Zellen zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei den
T-Zellprozentzahlen (p-Wert=0,002), welche in der mit Ctsk”-LSKs transplantierten
Gruppe deutlich héher waren (43% zu 7%). Ansonsten sind Granulozyten und

Monozyten mit nur 3% in der KO-LSK-Gruppe vertreten.

4.12 Analyse der peripheren Blutzellen der sekundéaren
Transplantation

Bei der Untersuchung der reifen Zellen im peripheren Blut fallt genau wie bei der
Analyse des Knochenmarks auf, dass wenig Spenderzellen zu finden sind (WT: 5%
und Ctsk”: 12%). Eine Kontrollmaus zeigte keine Donorzellen, eine andere hatte nur
eine einzige Spenderzelle im peripheren Blut (siehe S. 57, Abb. 18 D). Insgesamt

waren wenig reife Zellen bei den Spenderzellen zu finden (siehe S. 57, Abb. 18 C).

Man sieht bei den Prozentzahlen einen relevanten Unterschied bei den B-Zellen. Im
Schnitt zeigte die WT-LSK-Gruppe 1%, die KO-LSK-Gruppe 15% (p: 0,02). Die
T-Zellabsolutzahlen wiesen ebenfalls einen Unterschied auf (siehe S. 57, Abb. 18 C).
Hier sah man signifikant mehr T-Zellen in der Ctsk”-LSK-Gruppe als in der WT-LSK-
Gruppe (p: 0,04).
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Abbildung 18: Sekundare Transplantation Reifezellfarbung BM, SP und PB als
Absolutzahlen in Dotplotform. A) Reife Zellen BM (Logl0 Darstellung). B) Reife Zellen SP
(Logl0 Darstellung). C) Reife Zellen PB. D) Spenderzellen PB.

4.13 Einfihrung in die Blutabnahmen

Bei der Analyse der Mausdaten missen auch die Blutabnahmen nach finf und zehn

Wochen bericksichtigt werden, die sowohl bei den primaren als auch bei der

sekundaren Transplantation durchgefuhrt wurden.

4.13.1 Blutabnahmen der priméren Transplantation

Es erfolgt zunachst die Beschreibung des Blutes nach fiinf und zehn Wochen bei der

primaren Transplantation. Vorweg ist wichtig zu erklaren, dass es Absolutzahlen nur



Ergebnisse 58

bei der ersten Blutung der zweiten primaren Transplantation gab, weil hier das Blut
aulR3er mit der Durchflusszytometrie auch noch mit dem Blutzdhlmessgerat analysiert
wurde. Alle anderen Zahlen sind Prozentzahlen. Die Mause der ersten priméren

Transplantation sind nicht geblutet worden.

Funf Wochen nach der zweiten und dritten priméren Transplantation ist den Mausen
zum ersten Mal Blut abgenommen worden. Im Kapitel 3.7 in der Abbildung 8 B (siehe
S. 34) ist zu sehen wie die Zellen gegatet wurden. Der prozentuale Anteil an
Spenderzellen war in beiden Gruppen groRRer als der der Empfangerzellen. Die
Kontrollgruppe hatte 75% Spenderzellen, die mit Ctsk”-KM tranpslantierte Gruppe
80%. Die reifen Zellpopulationen variierten zwischen den Gruppen nicht nennenswert
(s. u. Abb. 19 B). In beiden Gruppen waren prozentual wenige Granulozyten zu
finden (5-6%). Bei den Absolutzahlen gab es in beiden Gruppen so wenige Zellen in

der myeloischen Reihe, dass man sie nicht in einem Diagramm darstellen konnte.

Bei der zweiten Blutabnahme nach zehn Wochen konnten nur prozentuale Anteile
bestimmt werden. Dieses Mal sah der Anteil der Spenderzellen so aus, dass die
WT-KM-Gruppe 92% Spenderzellen zeigte, die Ctsk”-KM-Gruppe 88%. Prozentual

waren in der myeloischen Reihe in beiden Gruppen nach wie vor wenige Zellen zu

finden.
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Abbildung 19: Primére Transplantation geblutet 5. W. Absolutzahlen. A) Spenderzellen.
B) B- und T-Zellen.
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4.13.2 Blutabnahmen der sekundaren Transplantation

Auch die sekundar transplantierten Mause wurden nach funf und zehn Wochen
geblutet. Hier gab es ebenfalls keine absoluten Zahlen. Es erfolgt zuerst die

Beschreibung der Blutabnahme nach funf Wochen.

Das Auffallige hier ist der geringe Anteil an Spenderzellen in beiden Gruppen (siehe
S. 60, Abb. 20 A). In der mit Ctsk’-LSKs transplantierten Gruppe waren es mit 6%
signifikant mehr Spender als in der mit WT-LSKs transplantierten Gruppe mit 1%
Spenderzellen (p-Wert: 0,03, U=0). Alle Méause zeigten mehr Empfanger- als
Spenderzellen. Man sah im peripheren Blut nach finf Wochen einen relevanten
Unterschied bei den Granulozyten (p-Wert: 0,01, U=0). Die KO-LSK-Gruppe hatte
54% Granulozyten; ihre Kontrollen nur 13% (siehe S. 60, Abb. 20 C).

Bei der zweiten Blutabnahme der sekundaren Transplantation soll vor allem auf die
zwei Populationen der Spender- und Empfangerzellen geschaut werden. Der Anteil
an Spenderzellen war in beiden Gruppen etwas groRer als nach funf Wochen. Die
Kontrollgruppe hatte statt 1% nun 6%, wahrend der Anteil in der Ctsk”-Gruppe sich
von 6% auf 21% steigerte (siehe S. 60, Abb. 20 A+B). Der Anteil an Empfangerzellen
war dementsprechend niedriger.

Hier war auf3erdem ein signifikanter Unterschied bei den Spender-T-Zellen zu sehen
(siehe S. 60, Abb. 20 D). Die KO-LSK-Gruppe hatte mehr T-Zellen (13% zu 3%). Der
p-Wert lag bei 0,03.
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Abbildung 20: Sekundéare Transplantation geblutet 5. W. und 10. W. Prozentzahlen.
A) Spenderzellen nach 5. W. B) Spenderzellen nach 10. W. C) Granulozyten nach 5. W.
D) T-Zellen nach 10. W.

4.14 Sortergebnisse der Immunzytologiefarbung

Vorherige, noch nicht publizierte, Untersuchungen im Labor Oostendorp hatten
gezeigt, dass es bei der Charakterisierung von Ctsk”-Mausen Unterschiede im
Vergleich zu Wildtypméausen gab. Bei den Knockouts fiel bei der Analyse der Stamm-
und Progenitorzellen eine signifikante Verringerung der GMPs auf. Da bei der
beobachteten Veranderung der Zellzahlen auch eine veranderte Proteinexpression
nicht auszuschlieRen ist, analysiere ich in dieser Arbeit die Proteinexpression in
Ctsk”- und Wildtypmausen. Ich mochte aufzeigen, ob Unterschiede auch auf

Proteinebene zu erkennen sind.

Es wird nun auf die beiden Sorts fur die Immunfluoreszenzfarbungen eingegangen.

Die von mehreren Mausen gewonnenen Zellen wurden ihrem Genotyp entsprechend
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zusammengefuhrt. Hierbei ging es also nicht um die Betrachtung einzelner Mause,
sondern um die Analyse der Wildtyp- und Ctsk”-Gruppe im Ganzen.

Im ersten Sortversuch hatte man fiinf Wildtypmause und acht Ctsk’-Mause zur
Verfiigung. Die Ctsk"'-Gruppe zeigte im Knochenmark doppelt so viele Zellen wie
ihre Kontrollgruppe. Im zweiten Versuch hatte man je Gruppe funf Tiere. Hier war die
Gesamtzellzahl des Knochenmarks in beiden Gruppen gleich. Im Sort sind zunachst
tote Zellen aussortiert und dann Lineage negative aus den lebenden Zellen bestimmt
worden. Da vor jedem Sort eine Lineagetrennung (Kapitel 3.9) durchgefuhrt wurde,
war dieser Zellanteil sehr hoch. Daraus sind anschlie3end die CLPs, MPs und LSKs
bestimmt worden (siehe S. 62, Abb. 21 A).

Bei den Prozentzahlen ist ein signifikanter Unterschied aufgefallen. Die
Ctsk”-Mause wiesen mit 19% versus 23% weniger MPs auf. Der p-Wert lag bei 0,03.
Ansonsten waren die Prozentzahlen fur die anderen beiden Zelltypen nahezu

identisch.

Die Mittelwerte, in absoluten Zahlen ausgedrickt, sind in der Wildtypgruppe Kleiner,
da auch insgesamt weniger Zellen in dieser Gruppe waren (siehe S. 62, Abb. 21 B).
In absoluten Zahlen hatte die Kontrollgruppe ungeféhr etwa die Halfte der Zellzahlen.
Es gab in dieser Gruppe im Mittel mit Standardfehler 12x10°5x10° CLPs,
19x10%£2x10°% LSKs und 43x10°+2x10° MPs. Die Knockout-M&use hatten im Schnitt
24x10°+17x10° CLPs, 56x10°+13x10° LSKs und 75x10°+15x10° MPs.
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Abbildung 21: Sort 1 und 2 fur Immunfluoreszenzfarbung. A) Darstellung der
Sortreihenfolge am Beispiel von Ctsk” mit Prozentzahlen von LSKs, MPs und CLPs.
B) CLPs, LSKs und MPs in Absolutzahlen.

4.15 Einfihrung in die Ergebnisse der Immunzytologie

Bei der Immunzytologieauswertung wurden abermals die Ctsk”- mit der

+/+

Wildtypgruppe (Ctsk
beschrieben, die LSKs, MPs und CLPs gesortet worden (siehe S. 36, Kapitel 3.9).

) verglichen. Aus beiden Gruppen sind vorher, wie oben

Die Zellen wurden auf Objekttrdger aufgetragen, mit einem priméren und
anschlieBend mit einem sekundaren Antikorper gefarbt (siehe Kapitel 3.10). Ziel war
es, zu untersuchen, ob es Unterschiede bei der Proteinexpression gab. Bei den
Proteinen, die untersucht wurden, handelte es sich um Proteine der Wnt-Signalwege.
Ein Uberblick tiber die Wnt-Singalwege und die Interaktion der beteiligten Proteine
bietet Abbildung 5 aus Kapitel 1.11 (siehe S. 14). Abbildung 22 (siehe S. 63) hebt die

fur die Immunfluoreszenz wichtigen Proteine hervor.
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Abbildung 22: Schemadarstellung der Wnt-Signalwege (kanonisch und nicht-kanonisch)
mit Hervorhebung der fir die Immunfluoreszenz wichtigen Proteine. Vergleiche hierzu auch
Abbildung 5.

Es konnten signifikante Unterschiede gesehen werden (siehe S. 65, 66, Abb. 23).
Zunachst wird auf die aufgefallenen Signifikanzen beim kanonischen Wnt-Signalweg

eingegangen.

In der Knockoutgruppe zeigte die LSK-Population eine deutlich erhdhte Expression
von Beta-Catenin (p-Wert: 0,001). In Abbildung 23 A und B ist der Unterschied der
Beta-Catenin-Expression dargestellt. Des Weiteren zeigten die MPs eine erhdhte
Expression von Zyklin D1 (siehe S.65, Abb. 23 E+F). Sonst sind im kanonischen
Signalweg keine Unterschiede mehr zu erkennen (siehe S. 65, 66, Abb. 23 A+E+I).

Auch beim nicht-kanonischen Wnt-Signalweg waren Unterschiede zu sehen (siehe
S. 65, 66, Abb. 23 C+G+J). Die LSKs der Ctsk’-Gruppe zeigten deutlich mehr
CaMKII (Kalzium-Calmodulin-abhanige Proteinkinase I1), was in Abbildung 23 C und
D dargestellt ist. Hier lag der p-Wert bei 0,001. Bei den MPs sah man keine
Signifikanz und die CLPs hatten nicht gefarbt (siehe S. 65, 66, Abb. 23 G+J).
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Beim Protein Phospho-CaMKIl zeigte keine Zellpopulation einen aussagekraftigen
Unterschied (siehe S. 65, 66, Abb. 23 C+G+J). Auch bei den beiden Proteinen NLK
und NFAT war keine Signifikanz festzustellen. Die Werte zwischen den Gruppen

waren fast identisch.

Das nachste Protein, das angeschaut wurde, war das CEBPa. Bei der MP- und
CLP-Population gab es einen sehr aussagekraftigen Unterschied (siehe S. 65, 66,
Abb. 23 G+J). Auch hier exprimierten die Knockoutzellen das Protein deutlich starker
(p-Wert: 0,001).

Vier signifikante Proteine wurden noch als Immunfluoreszenzbild dargestellt, die in
den Abbildungen 23 B, D, F und H zu erkennen sind.
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Abbildung 23: Immunzytologie Darstellung der Proteine als Dotplot (A, C, E, G, |, J) und
Fluoreszenzbilder (B, D, F, H). Dotplots sind auf WT normalisiert. A) LSKs kanonischer
Wnt-Signalweg. B) LSKs Beta-Catenin. C) LSKs nicht-kanonischer Wnt-Signalweg. D) LSKs
CaMKIl. E) MPs kanonischer Wnt-Signalweg. F) MPs Zyklin D1. G) MPs nicht-kanonischer
Whnt-Signalweg. H) MPs C/EBP alpha. ) CLPs kanonischer Wnt-Signalweg. J) CLPs
nicht-kanonischer Wnt-Signalweg.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion zur primaren Transplantation

In meiner Arbeit wurde folgende Hypothese verfolgt: ,Von hamatopoetischen Zellen
exprimiertes Kathepsin K (CTSK) leistet einen entscheidenden Beitrag zur
Stammzellregeneration nach Transplantationen. Vorherige Untersuchungen im
Oostendorp-Labor hatten sich vor allem mit dem Beitrag der Mikroumgebung
befasst. Hier konnte bereits gezeigt  werden, dass  sich die
Ctsk-Knockout-Mikroumgebung auf die Hamatopoese auswirkt. Dabei wurden in mit
Wildtypstammzellen transplantierten Ctsk’-Mausen weniger funktionsfahige HSCs
gefunden, was mit einer verringerten Repopulation der lymphatischen Reihe
assoziiert war. Da CTSK aber ein Enzym ist, das besonders stark von
hamatopoetischen Zellen, wie zum Beispiel Osteoklasten, exprimiert wird und diese
Teil der myeloischen Reihe sind, ist es gut moglich, dass es zwischen WT- und
KO-HSCs Unterschiede gibt, die sich auf die Mikroumgebung und letztendlich auch
auf die Regeneration der Hamatopoese auswirken.

Als  Gegenhypothese  kann  angefuhrt werden, dass bei meinen
Wildtypempfangermausen zum Transplantationszeitpunkt eine intakte Nische vorlag,
da die Nischenentwicklung bis dahin ungestért verlaufen konnte. Mdoglicherweise ist
nun der Effekt von den Kathepsin K defizienten hamatopoetischen Zellen fir den
Erhalt der Nische nicht von so grol3er Bedeutung, dass man Unterschiede in der
Hamatopoese sehen konnte. So ist fir Osteoklasten beispielsweise bekannt, dass
sie fur die Nischenentstehung bendtigt werden (Mansour A et al. 2012); ihre Rolle im
Nischenerhalt bleibt allerdings weiterhin umstritten. Die Arbeitsgruppe um
Blin-Wakkach unterstellte Osteoklasten eine wichtige Rolle im Erhalt der
hamatopoetischen Stammzellnische (Blin-Wakkach C et al. 2014); wohingegen die
Arbeitsgruppe um Flores erlauterte, dass Osteoklasten fiur den Erhalt der
hamatopoetischen Stammzellnische in adulten Mausen keine entscheidende Rolle
spielten (Flores C et al. 2013).
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Die Ergebnisse der primaren Transplantationsversuche mit WT- und
Ctsk”-Spenderzellen zeigten bei gutem Anwachsen der Spenderzellen fiinf und zehn
Wochen nach Transplantation keine grof3en Unterschiede. Bei der Endanalyse nach
16 Wochen wurde ein signifikanter Unterschied bei den reifen Granulozyten
beobachtet. Die mit Ctsk”-Knochenmark transplantierte Gruppe hatte prozentual und
absolut weniger Granulozyten im Knochenmark als ihre Vergleichsgruppe.
Interessanterweise wurden weder in der Milz noch im peripheren Blut Unterschiede
bei den Granulozytenwerten gesehen. Die sich anschlieRende Frage war, warum
sich Unterschiede in den Granulozytenwerten im Knochenmark zeigten, nicht aber in
der Milz und im peripheren Blut. Ein Erklarungsansatz wird im Folgenden gegeben.
Obwohl keine spezifische Erklarung aus den beschriebenen Daten gewonnen
werden konnte, ware eine mdgliche Erklarung fur die oben beschriebene
Beobachtung, dass kompensatorisch mehr Granulozyten ins periphere Blut
entlassen worden waren. Wenn grundsatzlich die Bildung der granulozytaren Reihe
eingeschrankt ist, konnte die Nische versuchen die Anzahl der Granulozyten im Blut
mdoglichst  konstant zu halten. Das Knochenmark ist fur solche
Kompensationsmechanismen bekannt. Es kann auf Stress reagieren und versucht
die Zahl hamatopoetischer Zellen im Blut konstant zu halten (Wilson A et al. 2008;
Essers MA et al. 2009; Baldridge MT et al. 2010).

Das Anwachsen der Wildtyp- und Ctsk”-Spenderzellen funktionierte in beiden
Gruppen insgesamt gleich gut, weil zu allen drei Zeitpunkten der Uberwachung,
namlich nach 5, 10 und 16 Wochen, im peripheren Blut und nach 16 Wochen auch
im Knochenmark und in der Milz ahnliche Spenderzellanzahlen vorlagen. Daraus
l&sst sich schliel3en, dass sich Knockout-HSCs genauso gut in der Nische einfanden
wie ihre Kontrollen. Eine weitere interessante Beobachtung sollte noch diskutiert
werden; beide Gruppen wiesen bei der Endanalyse im peripheren Blut wenig
Granulozyten und Monozyten auf. Der B-Zellanteil hingegen lag in beiden Gruppen
bei etwa 66% und war damit hoch. Da Kurzzeit repopulierende Zellen (ST-HSCs)
eher die lymphatische Reihe bevorzugt herstellen, konnte das heil3en, dass sich hier

wahrscheinlich eher diese ST-HSCs durchgesetzt haben.

Zusammenfassend kann man fur die primare Transplantation sagen, dass bei den
Granulozyten ein signifikanter Unterschied auffiel. Moglicherweise war also die

myeloische Entwicklung der mit Ctsk”-Knochenmark transplantierten Mause
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eingeschréankt. Ansonsten scheinen Nische und Hamatopoese zwischen den mit
Ctsk”- und WT-Knochenmark transplantierten Mausen weitestgehend &hnlich. Meine
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Kathepsin K defiziente hdmatopoetische Zellen,
die sich aus Ctsk”-HSCs entwickeln, keinen entscheidenden Einfluss auf Erhalt und
Funktion der Nische haben. Man konnte also schlussfolgern, dass Osteoklasten, die
ja vorrangig Kathepsin K exprimieren, in diesen Versuchen entweder keinen
Funktionsverlust aufwiesen oder dass der Empfanger das
Osteoklasten-Kompartiment komplett versorgte. Die Hamatopoese verlief in den
Vergleichsgruppen also weitestgehend normal; das heif3t, meine oben formulierte
Arbeitshypothese, dass Kathepsin K einen entscheidenden Einfluss auf die
Regeneration der Blutzellentstehung nach Transplantationen habe, konnte nur

teilweise bestatigt werden.

5.2 Diskussion zur sekundaren Transplantation

Ein sekundares Anwachsen von Spenderstammzellen ist ein Hinweis auf eine gute
Stammzellqualitat und ein gutes Selbsterneuerungspotential. 1000 LSK-Zellen aus
primar transplantierten Mausen wurden in sekundare Empfangerméause
weitertransplantiert und wuchsen hier im Knochenmark nur zu 20%, in der Milz nur
zu 5% an. Im peripheren Blut zeigten sich &hnliche Ergebnisse. Die angewachsene
Spenderzellzahl ist damit im Vergleich zur primaren Transplantation, bei der circa
250 LSK-Zellen transplantiert wurden, eher klein. Es ist aber durchaus bekannt, dass
die Regenerationsfahigkeit von HSCs bei sekundaren Transplantationen abnimmt
(Siminovitch L et al. 1964).

Bei Betrachtung der Blutabnahmen nach fiinf Wochen wurden in der Gruppe der
Ctsk™ -Spenderstammzellen prozentual mehr Spenderzellen beobachtet (WT-Gruppe
1%, KO-Gruppe 6%). Anscheinend entwickelten sich die transplantierten KO-HSCs
bis zur Woche funf schneller. Relativiert wird diese Aussage von der Tatsache, dass
es insgesamt nur drei Wildtypkontrolltiere gab, von denen sogar zwei kein
erfolgreiches Engraftment zeigten. Selbst nach 10 und 16 Wochen hatten diese

beiden Mause immer noch unter 1% Spenderzellen und galten als nicht
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angewachsen. Somit hatte man nur eine Kontrollmaus mit erfolgreichem
Engraftment, womit Aussagen Uber mogliche Ursachen fur Unterschiede zu vage
waren. Generell sollte die Frage gestellt werden, ob Uberhaupt von einer
erfolgreichen sekundéren Transplantation gesprochen werden kann, wenn zwei
Drittel der Wildtypmé&use kein Engraftment zeigten. Meiner Meinung nach ist eine
Versuchswiederholung mit einer grof3eren Mausanzahl sinnvoll, um fundiertere

Aussagen tatigen zu kdnnen.

5.3 Diskussion zur Immunzytologie

5.3.1 Einleitung zur Immunzytologie

In meiner Arbeit untersuchte ich die Rolle von Kathepsin K (CTSK) in der
Hamatopoese. Vorherige Untersuchungen zu diesem Thema aus dem Oostendorp-
Labor hatten sich unter anderem auch mit der hamatologischen Charakterisierung
von Ctsk’-Mausen beschéftigt. Hierbei ist aufgefallen, dass Untersuchungen der
einzelnen Stamm- und Progenitorzellpopulationen einen Unterschied zeigten. Die
Population der Granulozyten/Makrophagen Vorlauferzellen (GMPs) war in den
Knockouttieren signifikant kleiner als bei ihren Wildtypvergleichstieren. Wieso hier ein
Unterschied zu sehen war, blieb noch ungeklart. Auf Grund friherer Ergebnisse,
dass CTSK sowohl von Stroma- als auch von Blutzellen exprimiert wird, ist die
Hypothese meiner Arbeit, dass sich die beiden untersuchten Gruppen in der

Proteinexpression unterscheiden.

In der aktuellen Forschung wird sich intensiv mit der hamatopoetischen
Stammzellnische und deren Signalen auseinandergesetzt. Verschiedene
Signalwege, wie auch Wnt-Signale und Wnt-Inhibitoren, wie WNT5A (Buckley SM et
al. 2011), SFRP-1 (Renstrom J et al. 2009) und CTGF (Istvanffy R et al. 2015),
spielen in der Nischenentstehung und im Nischenerhalt eine wichtige Rolle. Aus
diesem Grund habe ich in meiner Doktorarbeit Proteine des kanonischen und nicht-

kanonischen Wnt-Signalwegs in hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen
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untersucht. Meine Versuche hatten unter anderem zum Ziel, herauszufinden, ob
Unterschiede in der Proteinexpression hamatopoetischer Zellen mdglicherweise eine

Erklarung fir die kleinere GMP-Population in Ctsk”-Mé&usen darstellten.

Vier von sieben Proteinen zeigten einen signifikanten Unterschied in
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen: Beta-Catenin und CaMKIl waren in
LSK-Zellen von Ctsk’-Mausen erhéht, Zyklin D1 in MPs der Ctsk”-Mause und
C/EBP alpha in MPs und CLPs der Ctsk’-Tiere (sieche S. 65, 66, Kapitel 4.15,
Abbildung 23).

5.3.2 Diskussion der signifikanten Immunzytologieergebnisse

Eine signifikant erhOhte Expression des Proteins Beta-Catenin, das die
Signalkaskade des kanonischen Wnt-Signalwegs pragt (Kimelman D und Xu W.
2006), fordert das Zellwachstum durch vermehrte Transkription von Zyklin D1 und
MYC (He TC et al. 1998). MYC ist ein Transkriptionsfaktor, der in der
Lymphomforschung schon lange bekannt ist, da seine Dysregulation zum Burkitt-
Lymphom fuhren kann (Cory S. 1986). Er ist ein Protoonkogen und fordert
Wachstum (Roussel MF. 1998). AulRerdem konnte meine Arbeit zeigen, dass
Ctsk”-LSKs vermehrt CaMKIl exprimieren. Dieses Protein ist Teil des Kalzium
abhangigen nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs (siehe S. 14, Abb. 5). Die CaMKII
aktiviert unter anderem die nachgeordneten Proteine NLK und NFAT. Letzteres sorgt
unter anderem fur eine erhdhte Expression von transkriptionellen Zielgenen, wie zum

Beispiel dem Cebpa.

In diesem Zusammenhang ist noch interessant, dass es Interaktionen zwischen dem
kanonischen und dem nicht-kanonischen Wnt-Signalweg gibt (Flentke GR et al.
2014). Die CaMKIl phosphoryliert im aktivierten Zustand im Kern vorhandenes
Beta-Catenin. Durch diese Phosphorylierung verliert das Beta-Catenin seine Affinitat
zu Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-1-Familie. Dadurch werden auch seine
Zielgene, wie MYC und Zyklin D1, vermindert transkribiert. Indirekt werden also das
Wachstum und die Proteinexpression des kanonischen Wnt-Signalwegs tber diesen

Kalzium abhangigen Signalweg gehemmt. Man muss aul3erdem erwéhnen, dass die


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimelman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17143292
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CaMKII Beta-Catenin an einer anderen Stelle als die GSK3 beta phosphoryliert.
Letztere phosphoryliert Beta-Catenin an folgenden Serin- und Threoninresten: Thr41,
Ser37, und Ser33; die CaMKIl am Thr332, Thr472 und Ser552 (Flentke GR et al.
2014). Durch die Phosphorylierung der GSK3 beta wird das intrazellulare
Beta-Catenin niedrig gehalten, da dieser Prozess zu dessen Abbau im Proteasom
fuhrt. Dem gegentuber fuhrt die Phosphorylierung des Beta-Catenins durch CaMKII
zu einer Affinitatsabnahme und auf diesem Weg zu einer Herunterregulierung des
kanonischen Signalwegs. Eine weitere Verknipfung zwischen kanonischen und
nicht-kanonischen Wnt-Signalweg besteht Gber NLK (Ishitiani T et al. 1999, 2003).
Dieses Protein phosphoryliert die TCF/LEF-1 Transkriptionsfaktoren. Auf diese
Weise wird die Affinitat von Beta-Catenin zu diesen Faktoren ebenfalls herabgesetzt.
Zusammenfassend werden hier also zwei Interaktionen zwischen kanonischen und
nicht-kanonischen Signalweg beschrieben, die beide zu einer verminderten
Transkription Beta-Catenin abhéngiger Proteine fihren.

In meiner Arbeit zeigte sich eine signifikant erhdhte Beta-Catenin-Expression; ob es
sich hierbei um nicht phosphoryliertes oder von der CaMKIl phosphoryliertes Beta-
Catenin handelte, konnte jedoch nicht geklart werden. Fir diese Unterscheidung
hatte es einen speziellen Antikérper bedurft, der das Phospho-Beta-Catenin der
CaMKIl  erkennt. Fest steht, dass es sich nicht um klassisches
Phospho-Beta-Catenin handelte, das von der GSK3 beta phosphoryliert wurde, weil
der in dieser Arbeit verwendete Anti-Beta-Catenin-Antikoérper dieses nicht farbt. Auch
sind weitere noch nicht erforschte Verknipfungen zwischen den zwei
Wnt-Signalwegen nicht auszuschlieRen. In einer Arbeit von Song et al. aus dem Jahr
2010 wurde beispielsweise gezeigt, dass die CaMKIl auch die GSK3 beta
phosphorylieren und somit hemmen kann. Diese Erkenntnisse kdnnten auch fur
meine Arbeit relevant sein, da die Hemmung der GSK3 beta durch CaMKII das
beobachtete, erhthte Beta-Catenin-Level erklaren konnte. Da beide Proteine,
Beta-Catenin und CaMKIl, erhéht vorliegen, kdnnte man annehmen, dass CaMKIl in

Ctsk”-Zellen eher die GSK3 beta, als das Beta-Catenin phosphoryliert.

Beta-Catenin und CaMKIl sind Proteine, die Proliferation und Wachstum
beeinflussen. Durch die Komplexitat ihrer Signale und ihrer unterschiedlichen
Proteininteraktionen war in meiner Arbeit jedoch schwer abschéatzbar, ob insgesamt

eine positive oder negative Wachstumsbeeinflussung stattfand. Fur zuklnftige



Diskussion 73

Experimente halte ich zur Untersuchung eines erhdhten Zellwachstums daher die
Bestimmung der Proliferationsmarker Ki-67 und BrdU flr sinnvoll. Ersteres ist ein
Protein, das in Zellkernen von sich teilenden Zellen gefunden wurde. Es stellt einen
guten Zellproliferationsmarker dar, weil es ausschlief3lich in den aktiven Phasen des
Zellzyklus exprimiert wird; in der G1-, S-, G2- und M-Phase, nicht jedoch in der
GO-Phase (Gerdes J et al. 1984; Scholzen G und Werdes J. 2000). Heute wird es vor
allem in der Diagnostik von Mammakarzinomen eingesetzt, da es dort einen
prognostischen Wert besitzt (Inwald EC et al. 2013). Zweiteres ist ein synthetisches
Nukleosid, das ebenfalls als Proliferationsmarker fungiert. Genau genommen ist
BrdU ein Replikationsmarker, der anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird,

um diese als neu synthetisiert kenntlich zu machen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Unterschiede in der Proteinexpression
in der Stammzell angereicherten LSK-Population zwischen WT- und Ctsk”-Mausen
vorlagen. Daher lasst sich vermuten, dass die veranderte Proteinexpression in letzter
Konsequenz auch zu einem veranderten Wachstum fuhren kann. Wenn das so ware,

dann sollte dies in den Vorlaufer angereicherten MPs nachvollziehbar sein.

In den MPs fiel eine signifikant erhohte Expression von C/EBP alpha auf. C/EBP
alpha hemmt die Zyklin-abhéngigen Kinasen 2 und 4 (CDK 2 und 4) und kann so das
Zellwachstum einschrédnken oder sogar stoppen (Wang H etal. 2001). Es st
weiterhin unabdingbar fur die Granulozytenformation (Zhang DE et al. 1997) und ein
Schlusselfaktor fir die frihe Granulopoese (Radomska HS et al. 1998). Bekannt ist
auch, dass C/EPB alpha fur die Differenzierung von MPs zu GMPs bendétigt wird
(Zhang P et al. 2004).

Auf Grund der beobachteten Proteinexpression von C/EBP alpha in meinen
Versuchen scheint es zunachst so, als hatten Knockoutm&use ein erhdhtes
Differenzierungspotential zu myeloischen Zellen. Werden nun die Prozentzahlen der
Sortauswertung hinzugezogen, zeigte sich wider Erwarten, dass Wildtypm&use mit
23% signifikant mehr MPs aufwiesen als die Knockoutmause mit nur 19%. Die
Frage, die sich folglich anschlief3t, ist, warum es ein erhohtes, myeloisches
Differenzierungspotential in den Ctsk”-Mausen gab, die MP-Population aber
trotzdem kleiner war, als in den Wildtypkontrollen. Eine Hypothese dazu ist, dass, um

eine anndhernd vergleichbare Zahl myeloischer Zellen produzieren zu kdnnen, das
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myeloische Differenzierungspotential des Knockoutstamms tberproportional grol3er
sein musste als das des Wildtypstamms. Eine andere Erklarung ware, dass CTSK
am Uberleben der MPs beteiligt ist, und dass die aus Knockout-Stammzellen

gewachsenen, myeloiden Zellen 6fter absterben als die des Wildtypstamms.

Zu der ersten Hypothese passt auch, dass die Knockout-CLPs ebenfalls eine
signifikant erhohte C/EBP alpha-Konzentration zeigten. In der Regel ist dieses
Protein in lymphatischen Zellen herabreguliert (Miyamoto T et al. 2002). Obwohl
C/EBP alpha als Protein fur die myeloide Differenzierung schon seit geraumer Zeit
bekannt war, zeigten neuere, wissenschaftliche Studien ein erweitertes Bild dieses
Proteins. Bereits 2004 wurde erlautert, dass sich CD19*-B-Lymphozyten durch
Erhohung der C/EBP alpha-Konzentration zu Makrophagen differenzieren kénnen
(Xie H et al. 2004). Ahnliche Erkenntnisse hatte auch die Forschungsgruppe um
Fukuchi, die zeigen konnte, dass aus CLPs und MEPs durch kurzzeitige Erh6hung
der C/EBP alpha-Konzentration Makrophagen wurden (Fukuchi Y et al. 2006).
Moglicherweise ist also die erhohte C/EBP alpha-Konzentration nicht nur in KO-MPs,
sondern auch in KO-CLPs als ein Mechanismus zu verstehen, der die
eingeschrankte myeloische Differenzierung starken soll. Das zuséatzliche myeloide
Differenzierungspotential von CLPs kann durch deren C/EBP alpha-Hochregulierung

also unterstutzend zur myeloischen Entwicklung beitragen.

Zyklin D1 gehort mit Zyklin D2 und 3 zur Zyklin D-Familie. Diese drei Zykline sind
funktionell homolog. Zyklin D1 wird vorrangig in der Gl1l-Phase des Zellzyklus
exprimiert. Es aktiviert die CDK 4 und 6 und fiihrt so zu einem Ubergang von der G1-
in die S-Phase (Baldin V et.al. 1993). Zusammen mit den CDKs phosphoryliert es
das Retinoblastomprotein (RB), wodurch E2F-Transkriptionsfaktoren besser
abgelesen werden konnen. Das wiederum fihrt zu einem Fortschreiten des
Zellzyklus und zur DNA-Synthese (Sherr CJ et al. 2004). In der S-Phase selbst wird
es Ubiquitin abh&ngig wieder abgebaut; dafir wird es am Th286 phosphoryliert (Hui
R et al. 2002). Zyklin D1 wird also fur den Zellzyklus sowie fur den Eintritt in die
Wachstumsphase bendétigt und mindet in einem erhdhten Zellwachstum. Es kénnte
daher durch die Erhéhung des Zyklin D1-Anteils in den Knockout-MPs ein erhdhtes
Wachstum vorliegen. AufRerdem hat Zyklin D1 eine antiapoptotische Funktion in
hamatopoetischen Zellen. Es reguliert Fas (CD95) und FasL (CD95 Ligand) herunter

und hemmt somit einen wichtigen proapoptotischen Weg (Choi YJ et al. 2014).
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Interessanterweise wird es auch in ruhenden Stamm- und Progenitorzellen
exprimiert, die dadurch ihre Apoptose verhindern (Choi YJ et al. 2014). Es kdnnte
also gemutmaft werden, dass die Ctsk”-MPs ein erhdhtes antiapoptotisches

Potential aufweisen.

Die Beobachtung, dass die scheinbar gegensatzlich wirkenden Proteine Zyklin D1
und C/EBP alpha beide erhoht sind, mag zunachst verwundern. Ersteres aktiviert die
CDK 4 und 6, zweiteres hemmt die CDK 2 und 4. Welcher Effekt nun ausgepréagter
ist und wie letztendlich das Zellwachstum beeinflusst wird, musste in weiteren
Untersuchungen, zum Beispiel mit Hilfe von den oben genannten

Proliferationsmarkern, Ki-67 und BrdU, noch geklart werden.

5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Das Anwachsen von WT- und Ctsk”-Spenderstammzellen in
Wildtypempfangermausen unterscheidet sich lediglich in der Granulozytenpopulation
im Knochenmark. Ansonsten verlief die Hamatopoese der mit Ctsk”’-Stammzellen
transplantierten Mause weitestgehend wie die der Wildtypkontrollstammzellen. Es
scheint also so, als ob das Fehlen von Kathepsin K in hdmatopoetischen Zellen
keinen allzu groRen Einfluss auf eine balancierte Hamatopoese hat. Um die oben
erwahnte veranderte Granulozytenpopulation néher zu analysieren, ware die
zusatzliche Untersuchung von myeloischen Vorlauferpopulationen, wie den GMPs,
sinnvoll. Auch sollten Proteine, die fir die Granulopoese unabdingbar sind, im
intrinsischen System n&her betrachtet werden. Vielleicht zeigen schon frihe
myeloische Populationen eine veranderte Proteinexpression, die die niedrigen
Granulozytenwerte erklaren kénnten. Hier sollten neben C/EBP alpha auch noch die
Proteine PU.1 und GATA-2 betrachtet werden, von denen man weil3, dass sie fir die
Granulopoese von Bedeutung sind. Mit meinen bisherigen Erkenntnissen kann ich
jedoch die oben formulierte Arbeitshypothese, dass von hamatopoetischen Zellen
exprimiertes Kathepsin K einen entscheidenden Beitrag zur Blutzellregneration nach

Transplantation leistet, nicht bestatigen.
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Bei der immunzytologischen Analyse von Ctsk”- und Wildtypmausen fielen trotz
vergleichbaren Anwachsens signifikante Unterschiede auf. Da aber die
Hamatopoese weitestgehend intakt verlief, ist anzunehmen, dass diese Unterschiede
weitestgehend von der Ctsk”-Mikroumgebung gepragt wurden und diese

Unterschiede in einer Wildtypmikroumgebung reversibel sind.

Vorherige Untersuchungen aus dem Labor Oostendorp zeigten, dass eine
Kathepsin K defiziente Mikroumgebung im Knochenmark mit einer eingeschrankten
Hamatopoese einhergeht. Dies zeigte sich in einer schlechteren Regeneration der
lymphatischen Reihe. AuRerdem fiel bei der Charakterisierung von Ctsk”-Mausen
eine verringerte GMP-Population auf. Unter Einbeziehung meiner Erkenntnisse legen
diese Untersuchungen nahe, dass Kathepsin K exprimiert in Nischenzellen zwar fur
eine ausgeglichene Hamatopoese benétigt wird, aber die Expression im

hamatopoetischen System eher eine untergeordnete Rolle spielt.

Abschlieend kann gesagt werden, dass das Zusammenspiel zwischen
hamatopoetischen Stammzellen und ihrer Nische essentiell fir eine balancierte
Hamatopoese ist. Die Grundlagenforschung erhofft sich durch ein immer tiefer
greifendes Verstandnis von Zellen, Signalen und Signalkaskaden, Angriffspunkte fur
Medikamente zu finden, die die Balance der Hamatopoese wiederherstellen. Bis zu
diesem Punkt ist es jedoch ein weiter Weg. Mit dem bisherigen Wissen zu CTSK ist
es zum jetzigen Zeitpunkt allerdings unwahrscheinlich, dass es zukinftig als
Medikamentenangriffspunkt fir eine ausgeglichene Hamatopoese dienen wird.

So fugen sich in der Grundlagenforschung viele kleine Erkenntnisse allméhlich zu
einem Gesamtbild zusammen. Mit meiner Arbeit habe ich versucht, einen kleinen
Beitrag zum besseren Verstandnis der Hamatopoese zu leisten. Um die ganze
Komplexitat und alle Interaktionen der hamatopoetischen Stammzellnische zu
erkennen und zu verstehen, wird allerdings noch viel Grundlagenforschung

notwendig sein.
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6. Zusammenfassung

Diese Doktorarbeit beschaftigte sich mit der Untersuchung von Kathepsin K (CTSK)
negativen  Stammzellen in der Hamatopoese. Hierfir wurde das
Kathepsin K-Knockoutmausmodell verwendet. Zwei Fragestellungen sollten geklart
werden; zum einen, ob das Fehlen von Kathepsin K in hdmatopoetischen Zellen zu
einer veranderten Blutbildung fihrte und zum anderen, ob die Proteinexpression

zwischen Ctsk”- und Wildtypmausen variierte.

Da schon in friheren Untersuchungen im Oostendorp-Labor gezeigt werden konnte,
dass das Fehlen von Kathepsin K in der Mikroumgebung des Knochenmarks einen
extrinsischen Einfluss auf die Hamatopoese zeigte, sollte in dieser Doktorarbeit noch
ein Schritt weitergegangen werden. Es ist bekannt, dass Kathepsin K von Zellen der
Mikroumgebung exprimiert wird, aber auch von hamatopoetischen Zellen. Diejenigen
Zellen, die Kathepsin K vorrangig exprimieren, sind Osteoklasten. Unter
Berucksichtigung, dass auch Osteoklasten Teil des hamtopoetischen Systems sind,
war ein Ziel dieser Arbeit, die intrinsischen Effekte von Kathepsin K in
Serientransplantationen zu untersuchen, um dessen Rolle in der Hamatopoese noch
besser zu verstehen. Hierbei fiel auf, dass das Fehlen von Kathepsin K in
hamatopoetischen Zellen die empfindliche Balance der Blutzellentstehung storte, mit

der Folge, dass weniger Granulozyten im Knochenmark zu finden waren.

Bei der Untersuchung der Ctsk”-Mause zeigte sich, dass die Proteinexpression des
kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs verandert war. Es kann also
von einer Interaktion zwischen CTSK und dem Wnt-Siganlweg ausgegangen werden.
Insgesamt konnte hier ein erhéhtes myeloisches Differenzierungspotential gesehen
werden. Die veranderte Proteinexpression schien aber auf Grund der nur marginal

gestorten Hamatopoese eher von der verdnderten Mikroumgebung auszugehen.

Die Zusammenschau aller Ergebnisse zeigte jedoch, dass die beobachteten Effekte
eher klein ausfielen, so dass geschlussfolgert werden kann, dass der intrinsische
Einfluss von Kathepsin K auf die Hamatopoese wohl eher eine untergeordnete Rolle

spielt.
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7. Summary

This doctoral thesis was engaged in the investigation of Cathepsin K negative stem
cells in hematopoiesis. For this purpose the Cathepsin K knockout mouse model was
used. Two main questions were to be answered; firstly, whether the absence of
Cathepsin K in hematopoietic cells would lead to an altered hematopoiesis, and
secondly, whether the expression of proteins differentiated between wild type mice

and Ctsk”-mice.

Since previous studies of the Oostendorp laboratory have already shown that the
absence of Cathepsin K in the bone marrow micro-environment had an extrinsic
influence on hematopoiesis, this dissertation went one step further. It is known that
Cathepsin K is expressed by cells of the micro-environment, but also by
hematopoietic cells. The cells that primarily express Cathepsin K are osteoclasts.
Considering osteoclasts are also part of of the hematopoietic system this thesis
aimed to investigate the intrinsic effects of Cathepsin K in serial transplantations to
understand its role in hematopoiesis even better. Here it could be demonstrated that
the absence of Cathepsin K disturbed the highly sensitive balance of hematopoiesis,

which ultimately resulted in lower granulocyte numbers within the bone marrow.

The investigation of Ctsk”-mice displayed an altered protein expression both in the
canonical as well as in the non-canonical Wnt pathway. Thus, an interaction between
CTSK and Wnt signaling can be assumed. Altogether there was a higher
differentiation potential for myeloid lineages. Because of the only marginally
disturbed hematopoiesis, the altered protein expression seemed to derive from the

altered micro-environment.

Taking all results into account only minor effects could be detected, which leads to
the conclusion that the intrinsic influence of Cathepsin K on hematopoiesis plays only

a subordinate role.
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9.3 Abktlrzungsverzeichnis

ACK
AGM
ALL

AML

AP1
APC
BM
CaMKIl
CD

CDK
C/EBP alpha
CFU-S
CLL

CLP

CML
CMP= MP
CTSK
Cstk/CTSK
DNA

E

EDTA

F+T

FACS
FELASA

GMP

Ammonium-Chlorid-Kalium
Aorto-gonado-mesonephron
Akute lymphatische Leukamie
Akute myeloische Leukamie

activator Protein 1

Adenomatosis Polyposis Coli-Protein
bone marrow
Ca?*/Calmodulin-dependent Kinase I

cluster of differentiation

cyclin-dependent kinase

CCAAT/enhancer binding protein alpha

colony forming unit-spleen

Chronisch lymphatische Leukamie

common lymphoid progenitor

Chronisch myeloische Leukamie

common myeloid progenitor=mean myeloid progenitor
Kathepsin K Protein

Kathepsin K Gen

deoxyribonucleic acid

Embryonaltag

ethylene diamine tetraacetic acid

zwei Femores und zwei Tibiae
fluorescence-activated-cell-sorting

Federation of Laboratory Animal Science Associations

granulocyte-monocyte progenitor
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GSK3 beta
GTPase
HSC

V.

IvVC

KO
KZRS
LEF-1
Lin®
LMPP
LRP
LSK

LT
LZRS
MAP
MEP
MPP
MSC

N

NFAT
NK-Zellen
NLK
OBL
OCL

PB

PCP

PDGF

Glykogensynthase-Kinase 3 beta
Guanosintriphosphatase
hematopoietic stem cell

intravenos

individually ventilated cages
Knockout

Kurzzeit repopulierende Stammzelle
lymphoid enhancing factor-1
Lineage negative

lympho-myeloid potential progenitor
Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein
Lin-, SCALl+, KIT+

long term

Langzeit repopulierende Stammzelle
mitogen-activated protein
megakaryocyte-erythrocyte progenitor
multipotent progenitor

mesenchymal stem cell
Versuchstieranzahl

nuclear factor of activated T-cells
Naturliche Killerzellen

Nemo-like Kinase

Osteoblast

Osteoklast

peripher blood

planar cell polarity

Platelet-derived growth factor
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PFA
Phospho-CaMKII
Pl

PLT
RANK
RANKL
RBC
RT

s.C.
SDF-1
SEM
SP
SPF
ST
TAK1
TCF
TGF

TX

WBC
WNT
WT

ZPF

Paraformaldehyd

Phospho- Ca?*/Calmodulin-dependent Kinase |I
Propidium-lodid

platelets

Receptor Activator of NFkB
Receptor Activator of NFkB Ligand
red blood cells

Raumtemperatur

subcutan

stromal cell-derived factor 1
Standard Error of the Mean

spleen

specific-pathogen-free

short term

Transforming growth factor beta-activated kinase 1

T-cell factor

transforming growth factor
Transplantation

Vena

white blood cell

wingless und int-1
Wildtyp

Zentrum fur praklinische Forschung
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