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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung
Der Hedgehog (Hh)-Rezeptor Patched (Ptch) ist bereits wéahrend der Embryogenese

essentiell, so dass Ptch-defiziente Embryonen aufgrund schwerer Entwicklungsdefekte in
utero sterben. Heterozygote Keimbahnmutationen sind im Gegensatz dazu nicht letal,
sondern pradisponieren fur die Entwicklung von Tumoren. Die durch Ptch vermittelte
Regulation der Hh/Ptch-Signalkaskade ist somit sowohl wahrend der Embryogenese als
auch flr den adulten Organismus notwendig.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion von Ptch in adulten konditional Ptch-
defizienten Mé&usen studiert. Nach der biallelischen Inaktivierung von Ptch wurde eine
starke Reduktion des Thymusvolumens beobachtet. Anhand durchflusszytometrischer
Analysen konnte der Verlust der CD4"CD8" Thymozyten nachgewiesen werden. Durch die
Analyse friher Entwicklungsstadien von Thymozyten wurde eine Blockade der T-Zell-
Entwicklung im DN1-Stadium identifiziert, die dem Verlust der frihen T-Zell-Vorl&ufer
(early T cell progenitor, ETP) im Thymus zugewiesen werden konnte. Die intrathymische
T-Zell-Entwicklung ist von der kontinuierlichen Erneuerung der ETP abhangig, welche
ausgehend vom Knochenmark den Thymus besiedeln. In Milzen Ptch-defizienter Tiere
wurde der Verlust der T1 B-Zellen nachgewiesen, welche ausgehend vom Knochenmark in
die Milz einwandern. Im Knochenmark konnte durch den Verlust der B-Zellen in frihen
Entwicklungsstadien ein Defekt der B-Zell-Lymphopoiese gezeigt werden. Als Ursache
der blockierten Lymphozytenentwicklung wurde ein Differenzierungsdefekt der
allgemeinen Vorlauferzellen der lymphoiden Linie (common lymphoid progenitor, CLP)
identifiziert. Im Stammzellkompartiment konnte als Ursprung des CLP-Defekts der
Expressionsverlust essentieller Regulatoren der Differenzierung von hamatopoietischen
Stammzellen zu CLP und weiter zur lymphoiden Linie detektiert werden. CLP Ptch-
defizienter Tiere zeigen eine stark reduzierte Zellzyklusprogression, die zum CLP-Defekt
und damit zum Verlust der lymphoiden Linie beitrdgt. Im Gegensatz dazu ist die
Entwicklung der myeloiden Linie nach Inaktivierung von Ptch nicht beeintrachtigt. Dies
konnte zusatzlich durch die unverdnderte koloniebildende Aktivitait myeloider
Vorlauferzellen in vitro bestatigt werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit der Hh-Rezeptor Ptch als molekularer Schalter
der Differenzierung von CLP zur lymphoiden Linie identifiziert werden. Zusatzlich wurde
dem Stromazellkompartiment im Knochenmark erstmals eine essentielle Funktion als
Ptch-abhéngiger Induktor fur die Entwicklung der lymphoiden Linie zugewiesen,

wohingegen sich die myeloide Linie Ptch-unabhéangig entwickelt.
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2 Einleitung

Der Prozess der Bildung und Reifung der Blutzellen im Organismus wird als
Héamatopoiese (griechisch: haima, Blut; poiesis, Herstellung) bezeichnet. Alle Zelltypen
des Blutes und des Immunsystems stammen urspriinglich von pluripotenten
hamatopoietischen Stammzellen (hematopoietic stem cell, HSC) im Knochenmark ab. Die
Existenz von HSC wurde bereits vor mehr als 40 Jahren experimentell bewiesen. Nach
Transplantation von Knochenmark aus Spendertieren in letal bestrahlte Rezipienten wurde
die vollstdndige Regeneration des blutbildenden Systems beobachtet (Till und McCulloch,
1963). HSC besitzen umfassendes Potential zur Selbsterneuerung und differenzieren iiber
multipotente Vorlduferzellen zu Zellen der myeloiden und lymphoiden Linie. Die
Differenzierungsschritte von HSC {iber verschiedene Stadien von Vorlduferzellen und
weiter zu liniendeterminierten Zellpopulationen werden durch entwicklungsspezifische
Signale gesteuert. Diese werden u. a. lber Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren und
Cytokine vermittelt (zur Ubersicht: Busslinger, 2004; Kondo et al., 2003; Laiosa et al.,
2006).

2.1 Himatopoiese im Knochenmark

Nach dem Akashi-Kondo-Weissman-Modell der frithen Hamatopoiese im Knochenmark
des adulten Organismus differenzieren pluripotente HSC zundchst zu multipotenten
Vorléduferzellen (multipotent progenitor, MPP). Ausgehend von MPP entwickeln sich
liniendeterminierte allgemeine Vorlduferzellen der lymphoiden (common Ilymphoid
progenitor, CLP) und myeloiden Linie (common myeloid progenitor, CMP) (Kondo et al.,
1997; Akashi et al., 2000; zur Ubersicht: Laiosa et al., 2006). HSC und MPP gehdren
keiner festgelegten Entwicklungslinie (/ineage, Lin) an und sind im adulten Knochenmark
durch die Expression der Rezeptortyrosinkinase c-Kit (Genprodukt des c-Kit Proto-
Onkogens, CD117) und Sca-1 (stem cell antigen-1, auch als lymphocyte antigen 6
complex, locus A/E, Ly6A/E bezeichnet) charakterisiert (Linc-Kit"Sca-1") (Kondo et al.,
1997; Uchida und Weissman, 1992). Die initiale Differenzierung der HSC zu MPP wird
durch die Expression der Transkriptionsfaktoren PU.1 (Spi-1) und Ikaros begleitet
(Iwasaki et al., 2005; Scott et al., 1997; Morgan et al., 1997; Klug et al., 1998). Die
weitere Entwicklung zu Zellen der myeloiden oder lymphoiden Linie erfolgt durch die
differentielle Expression von PU.I. So bendtigt die Differenzierung zu CMP eine hohe

PU.1 Expression, wihrend CLP diesen Transkriptionsfaktor nur gering exprimieren
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(Akashi et al., 2000; DeKoter und Singh, 2000). Die Bildung des CLP und deren weitere
Differenzierung zu allen Zellen der lymphoiden Linie wird durch die zusétzliche
Expression von Ikaros begiinstigt (Georgopoulos et al, 1994; zur Ubersicht:
Georgopoulos, 2002; Smale und Dorshkind, 2006).

Zusétzlich zu den Transkriptionsfaktoren PU.1 und Ikaros wird die Differenzierung des
MPP zum CLP durch die entwicklungsspezifische Expression von Transmembran-
rezeptoren reguliert. Die Expression der Rezeptortyrosinkinase Flt3 (FMS-like tyrosine
kinase 3) fiihrt im Linc-Kit'Sca-1" Stammzellkompartiment zum Verlust der
Selbsterneuerungskapazitit und initiiert in MPP dessen Differenzierung zum CLP
(Adolfsson et al., 2001; Christensen et al., 2001; Sitnicka et al., 2002). Beziiglich der
Expression von FIt3 wurde zwischen MPP und CLP eine weitere Zellpopulation der frithen
Héamatopoiese identifiziert, die als LMPP (lymphoid-primed multipotential progenitor)
bezeichnet wird (Adolfsson et al., 2005; Smale und Dorshkind, 2006). Im Gegensatz zu
MPP haben LMPP bereits ihr Differenzierungspotential zu Megakaryozyten/Erythrozyten
Vorléduferzellen (megakaryocyte/erythrocyte progenitor, MEP) verloren, besitzen aber
weiterhin die Kapazitit zu anderen Populationen der myeloiden und lymphoiden Linie zu
differenzieren. Der F1t3" LMPP differenziert zum CLP, der durch die zusitzliche
Expression der o-Kette des Interleukin-7 Rezeptors (IL-7Ra) gekennzeichnet ist
(Adolfsson et al., 2005; Kondo et al., 1997). Eine modifizierte Version des Akashi-Kondo-
Weissman Modells der frithen Hdmatopoiese zeigt Abbildung 1.

Selbsterneuerung
m Ikaros FIt3 Fit3 IL-7Ra
PU.1
— - & —

Lin c-Kit*Sca-1* Linc-Kit'*"Sca-1'v
IL-7Ra"

PU.1high l N
o ©
“®

Abbildung 1: Abbildungslegende siehe nichste Seite
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Abbildung 1: Modell der frithen Himatopoiese im Knochenmark.

HSC mit Fahigkeit zur Selbsterneuerung differenzieren zu multipotenten Vorlduferzellen
(MPP). Ausgehend von MPP entwickeln sich LMPP, die weiter zu allgemeinen
Vorléduferzellen der lymphoiden Linie (CLP) differenzieren. AuBBerdem entwickeln sich aus
MPP allgemeine Vorldufer der myeloiden Linie (CMP), welche zu Granulozyten/
Makrophagen Vorlduferzellen (GMP) und Megakaryozyten/Erythrozyten Vorlduferzellen
(MEP) differenzieren (Abbildung erstellt in Anlehnung an: Busslinger, 2004; Kondo et al.,
2003; Laiose et al., 2006; Linton und Dorshkind, 2005; Nagasawa, 2006; Singh et al.,
2005; Smale und Dorshkind, 2006).

2.2 B-Zell-Entwicklung im Knochenmark

Die B-Zell-Entwicklung im Knochenmark wird durch die Umordnung und Expression der
Gene fiir die schwere und leichte Immunglobulinkette begleitet. Die Zellen in den
verschiedenen Entwicklungsstadien lassen sich anhand der Expression von
Transkriptionsfaktoren und Oberfldchenproteinen charakterisieren (zur Ubersicht:
Busslinger, 2004; Laiosa et al., 2006). Die frithen Entwicklungsstadien der B-Zellen im
Knochenmark der adulten Maus wurden 1991 durch die Definition der Fraktionen A bis D
bestimmt (Abbildung 2) (Hardy et al., 1991). Alle B-Zellen exprimieren eine spezifische
Variante der Tyrosinphosphatase CD45 (B220/CD45R) auf ihrer Zelloberfliche (Coffman
und Weissman, 1981). Bei der Differenzierung von Flt3" MPP zu Flt3'IL-7Ra” CLP der
lymphoiden Linie werden die rekombinationsaktivierenden Gene Rag-/ und Rag-2
(recombination activation genes) exprimiert. Dadurch wird die Umordnung des Lokus fiir
die schwere Immunglobulinkette (IgH), die Rekombination von Dy (heavy-chain diversity)
und Jy (heavy-chain junction), initiiert (Igarashi et al, 2002). Die anschlieBende
Expression von B220 geht mit der Differenzierung des CLP zu CLP-2 einher (Li ef al.,
1996; Martin et al., 2003; Tudor et al., 2000). CLP-2 entsprechen dem friihesten B-Zell-
Stadium im Knochenmark und werden deshalb auch als Pri-Pro-B-Zellen bezeichnet
(Hardy et al., 1991; Li et al., 1996). Der nédchste Differenzierungsschritt zu frithen Pro-B-
Zellen wird durch die zusitzliche Expression des B-Zell-Corezeptors CD19 auf der
Zelloberflache begleitet (Krop et al., 1996; Rickert et al., 1995). AuBBerdem wird in frithen
Pro-B-Zellen die Rekombination der Dy und Jiz Gensegmente abgeschlossen. Direkt daran
anschlieBend erfolgt in den Zellen des spiten Pro-B-Zell-Stadium die weitere
Umgruppierung des IgH Lokus durch Verkniipfung von Vy (heavy-chain variable) mit
DJy. Eine produktive VDJy-Genumordnung in spiaten Pro-B-Zellen fiihrt zur Expression
einer intakten schweren p-Kette auf der Zelloberfliche und initiiert die Entwicklung zu
Zellen des Pra-B-Zell-Stadium (Hardy et al., 1991). Die auf der Zelloberfliche von Pra-B-

Zellen exprimierten schweren pu-Ketten sind nicht kovalent mit den Ersatz-leichten-Ketten
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A5 und VpreB assoziiert (Karasuyama et al., 1990; Kudo und Melchers, 1987; Tsubata und
Reth, 1990; Winkler et al., 1995). In der Maus wurde allerdings auch eine Population von
Pra-B-Zellen identifiziert, die u-Ketten aber weder A5 noch VpreB exprimieren (Su et al.,
2003). Durch weitere Assoziation mit den Signalmolekiilen Iga (CD79a, mb-1
Genprodukt) und Igp (CD79b, B29 Genprodukt) wird der als Pra-B-Zell-Rezeptor (pre-B-
cell antigen receptor, Pra-BCR) bezeichnete Komplex vervollstindigt (Hermanson et al.,
1988; Koyama et al., 1997; Sakaguchi et al., 1988; Torres et al., 1996). In Pra-BCR"
Zellen werden Rag-I und Rag-2 nur schwach exprimiert, wodurch keine weitere
Umordnung des Lokus fiir die schwere Kette stattfindet (Grawunder ef al., 1995). Der Pré-
BCR ist ein wichtiger Kontrollpunkt der Differenzierung vom Pro- zum Préa-B-Zell-
Stadium. Die Signalleitung durch den Pra-BCR stimuliert die proliferative Zellexpansion
und induziert die Differenzierung zu kleinen Prid-B-Zellen. Nach erneuter Expression von
Rag-1 und Rag-2 erfolgt die Rekombination der Gensegmente der leichten
Immunglobulinkette (Igl) (Loffert et al., 1996; Meffre et al., 2000; Mombaerts et al.,
1992). Die Ersatz-leichten-Ketten A5 und VpreB des Pra-BCR werden nach erfolgreicher
Rekombination der Gene fiir leichten Ketten entweder durch k- oder A-leichte Ketten
ersetzt (Karayusama et al., 1994; Melchers et al., 1993; Reth, 1991). Schwere und leichte
Ketten bilden ein IgM-Molekiil und werden zusammen mit dem Igo/IgpB-Heterodimer in
1:1-Stochiometrie als B-Zell-Antigenrezeptor (B-cell antigen receptor, BCR) auf der
Zelloberflache exprimiert (Schamel und Reth, 2000). Dadurch differenzieren Pra-B-Zellen
zu unreifen IgM" B-Zellen (Meffre et al., 2004). Neben Pro-, Pri- und unreifen B-Zellen
zirkulieren im Knochenmark reife, immunkompetente B-Zellen. Diese sogenannten
rezirkulierenden B-Zellen haben bereits die Milz passiert und exprimieren neben IgM als
weiteres Immunglobulin IgD auf ihrer Zelloberfliche (Forster et al.,, 1989). Durch die
kombinierte Expressionsanalyse von B220, IgM und CD43 (Ly-48, Leukosialin,
Sialophorin) lassen sich Pro-, Prd-, unreife und rezirkulierende B-Zellen voneinander
unterscheiden (Hardy et al., 1991). Pro-B-Zellen sind B220'CD43"IgM’, Pri-B-Zellen
B220°CD43IgM’, unreife B-Zellen B220°CD43TgM’ und rezirkulierende B-Zellen
B220"E"CD43 TgM IgD'*" ™&" (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Ubersicht der Zellen des himatopoietischen Systems mit Fokus auf das
Expressionsprofil der B-Zellen in den verschiedenen Entwicklungsstadien.

Ausgehend von pluripotenten HSC differenzieren die multipotenten Vorlauferzellen MPP
und LMPP zu allgemeinen Vorldufern der lymphoiden Linie (CLP). Der CLP differenziert
als erstes Stadium der B-Zell-Entwicklung zu Pri-Pro-B-Zellen und weiter {iber Pro-B-
Zellen und Prd-B-Zellen zu unreifen B-Zellen (Hardy et al., 1991). Diese verlassen das
Knochenmark und differenzieren in der Peripherie zu reifen B-Zellen und Antikorper-
sezernierenden Plasmazellen (ETP, early T cell progenitor; NK, natural killer)
(modifizierte Abbildung in Anlehnung an Nagasawa et al., 2006).

Neben der entwicklungsspezifischen Umordnung und Expression der Gene fiir die schwere
und leichte Immunglobulinkette wird die Lymphopoiese der B-Zellen im Knochenmark
durch die sequentielle Expression von Transkriptionsfaktoren reguliert. Fiir die
Differenzierung von CLP zu wunreifen B-Zellen sind besonders die drei
Transkriptionsfaktoren E2A, EBF (early B-cell factor, auch als olfactory-1, OLF1
bezeichnet) und Pax5 (paired boxed protein 5, auch als B-cell-specific activator protein,
BSAP bezeichnet) essentiell (zur Ubersicht: Busslinger, 2004; Laiosa et al., 2006; Matthias
und Rolink, 2005; Hagman und Lukin, 2005). Der Verlust eines jeden dieser
Transkriptionsfaktoren fithrt zur Blockierung der B-Zell-Entwicklung bei der
Differenzierung der Zellen vom Pro- zum Pré-B-Zell-Stadium. Das Gen E24 codiert die
alternativen Splei3varianten der helix-loop-helix Transkriptionsfaktoren E12 und E47, die
zusammen als E2A bezeichnet werden (Murre ef al., 1989). In E2A-defizienten Mausen ist
die Entwicklung der Zellen im Pro-B-Zell-Stadium blockiert und es findet keine
Umlagerung der Dy-Ji; Gensegmente am IgH Lokus statt (Bain et al., 1994; Zhuang et al.,
1994). Im Gegensatz zu E2A wird der Transkriptionsfaktor EBF nur in Pro-B-Zellen, Pré-
B-Zellen und reifen B-Zellen des hdmatopoietischen Systems exprimiert (Hagman et al.,

1993). Die Inaktivierung von EBF in Médusen fiihrt zu einem Differenzierungsblock der
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friihen B-Zell-Entwicklung, der mit dem E2A-defizienter Mause vergleichbar ist (Lin und
Grosschedl, 1995). Anhand vielfdltiger Studien konnte gezeigt werden, dass die
Transkriptionsfaktoren E2A und EBF die Expression der Ersatz-leichten-Ketten A5 und
VpreB, der Signalkomponenten Iga und IgP als auch Rag-1 und Rag-2 regulieren (Gisler
und Sigvardsson, 2002; O’Riordan und Grosschedl, 1999; Sigvardsson et al., 1997,
Sigvardsson, 2000; Sigvardsson et al., 2002).

Zur Differenzierung der B-Zellen in friihen Entwicklungsstadien ist neben E2A und EBF
die nachgeschaltete Expression des Transkriptionsfaktors Pax5 essentiell (Abbildung 3).
Pax5 wird im hdamatopoietischen System ausschlieBlich von Zellen im Pro-B-Zell-Stadium
bis zu reifen B-Zellen exprimiert (Adams et al., 1992). In Pax5-defizienten Mausen ist die
B-Zell-Entwicklung im frithen Pro-B-Zell-Stadium im Knochenmark blockiert. Pax5-
defiziente B-Zellen exprimieren unveridndert E2A und EBF und die Umlagerung der Dy
und Jy Gensegmente des IgH Lokus ist nicht beeintrachtigt. Im Gegensatz dazu ist die
Umlagerung des Vyu Gensegments inhibiert, so dass keine erfolgreiche VDIg-
Rekombination moglich ist (Nutt et al., 1997; Nutt et al., 1999; Urbanek et al., 1994).
AuBerdem aktiviert Pax5 die Expression von Genen, die fiir essentielle Komponenten der
Signalleitung des Pra-BCR codieren. Dies sind zum einen das signalleitende Iga und der
Corezeptor CD19 (Nutt et al., 1997; Nutt et al., 1998; Fitzsimmons et al., 1996, Kozmik et
al., 1992). Zum anderen ist es SLP-65 (SH2-domain containing leukocyte protein of 635
kDa, auch BLNK (B-cell linker) oder BASH (B-cell adapter containing a SH2-domain)
genannt, das zentrale Adapterprotein der Signalleitung von Pra-BCR und BCR (Fu ef al.,
1998; Goitsuka et al., 1998; Schebesta et al., 2002; Wienands et al., 1998). Die Bedeutung
von CDI9 und SLP-65 als entscheidende Zielgene von Pax5 konnte auch durch
CD19/SLP-65-defiziente Miuse gezeigt werden, die einen identischen Block in der B-Zell-
Entwicklung aufweisen wie Pax5-defiziente Méiuse (Hayashi et al, 2003). Auf
molekularer Ebene ist Pax5 nicht nur an der Aktivierung B-Zell-spezifischer Gene
beteiligt, sondern reprimiert auch die Expression der Gene M-CSFR (macrophage colony
stimulating factor receptor) und Notchl. Dadurch sind die Zellen der B-Zell-Linie nicht
mehr zur Bindung des myeloiden Cytokins M-CSF oder des fiir die T-Zell-Entwicklung
essentiellen Notchl-Liganden befdhigt (Nutt ez al., 1999; Radtke et al., 2004; Souabni et
al., 2002). In Pax5-defizienten Pro-B-Zellen wird eine starke Expression von Notch-1
beobachtet, wodurch diesen Zellen vermutlich die Féhigkeit vermittelt wird zu T-Zellen zu

differenzieren (Souabni ef al., 2002).
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Abbildung 3: Charakterisierung der B-Zell-Lymphopoiese anhand entwicklungs-
spezifischer Oberflichenproteine und dem Status der V(D)J-Rekombination.

In CLP beginnt die Umordnung des Lokus fiir die schwere Immunglobulinkette (IgH)
durch Rekombination von Dy und Jy. In Pro-B-Zellen erfolgt durch weitere
Umgruppierung des IgH Lokus die Verkniipfung von Vi mit DJy. Eine produktive VDJy-
Genumordnung fiihrt zur Expression einer intakten schweren p-Kette. Nach Assoziation
der p-Kette mit den Ersatz-leichten-Ketten A5 und VpreB wird der Pra-B-Zell-Rezeptor
auf Prid-B-Zellen exprimiert. Die Ersatz-leichten-Ketten werden nach Rekombination von
VL und Ji. (VJ.) am Lokus fiir leichte Immunglobulinketten durch k- oder A-leichte Ketten
ersetzt. Dies flihrt zur Expression von IgM auf unreifen und reifen B-Zellen (modifizierte
Abbildung nach Hagman und Lukin et al., 2005).

2.3 B-Zell-Reifung in der Milz

Die meisten Entwicklungsschritte der B-Zell-Lymphopoiese finden im Knochenmark
durch die Differenzierung von CLP zu unreifen IgM" B-Zellen statt. Unreife B-Zellen
differenzieren im Knochenmark zu transitionalen B-Zellen vom Typ 1 (transitional B cell
of type 1, T1 B-Zellen), die durch passiven Transport iiber die Blutbahn in die Milz
einwandern (Carsetti et al., 1995; Jacobsen und Osmond, 1990). In der Milz findet die
abschlieBende Reifung der B-Zellen statt. Dabei wird neben IgM auch IgD auf der
Zelloberfliche exprimiert (Yuan und Witte, 1988). Auflerdem wird der
Komplementrezeptor CD21 exprimiert, der zusammen mit CD19 und CDS81 einen
Corezeptor auf der Zelloberfliche von B-Zellen bildet (Tedder et al., 1994). Die
Reifungsstadien der B-Zellen in der Milz werden neben CD21, IgM und IgD durch die
Expressionsanalyse von CD24 (heat stable antigen, HSA) charakterisiert (Su und
Rawlings, 2002). T1 B-Zellen sind durch eine hohe Expression von IgM und eine
schwache Expression von IgD gekennzeichnet und exprimieren CD24 aber kein CD21
(IgM""[gD'*"CD24"CD21). Durch zusitzliche Expression von CD21 und erhohte
Expression von IgD differenzieren T1 B-Zellen zu transitionalen B-Zellen des Typ 2
(transitional B cell of type 2, T2 B-Zellen) (IgM""IgD""CD24"CD217). Sowohl T1 als

auch T2 B-Zellen differenzieren zu reifen B-Zellen, die durch eine geringe Expression von
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CD21 und CD24 gekennzeichnet sind, wohingegen IgM und IgD stark exprimiert werden
(IgM""gD"E"CD24°¥CD21"") (Loder et al., 1999; Petro et al., 2002; Su und Rawlings,
2002). Im Gegensatz zu T1 und T2 B-Zellen kénnen reife B-Zellen die Milz verlassen und
zirkulieren im Organismus. Im Knochenmark werden diese rezirkulierende B-Zellen durch
die Expressionsanalyse von IgM und IgD von den sich im Knochenmark entwickelnden B-

Zellen unterschieden (Hardy et al., 1991).

2.4 T-Zell-Entwicklung im Thymus

Sowohl B- als auch T-Lymphozyten stammen von HSC im Knochenmark ab, wo die
Lymphopoiese der B-Zellen groBtenteils auch beendet wird. Im Gegensatz dazu wandern
friihe T-Zell-Vorlaufer (early T cell progenitor, ETP) aus dem Knochenmark iiber die
Blutbahn in den Thymus ein und differenzieren dort zu T-Zellen. Die ETP im Thymus
besitzen keine Selbsterneuerungskapazitit und miissen daher stindig aus Vorlduferzellen
im Knochenmark nachgebildet werden (Donskoy und Goldschneider, 1992; Foss et al.,
2001; Goldschneider et al., 1986, zur Ubersicht: Schwarz und Bhandoola, 2006;
Bhandoola und Sambandam, 2006). ETP differenzieren zum einen aus den CLP der
lymphoiden Linie, zum anderen werden sie ausgehend von HSC, MPP und LMPP gebildet
(Adolfsson et al., 2001; Adolfsson et al., 2005; Allman et al., 2003; Christensen und
Weissman, 2001; Kondo et al, 1997). In Abwesenheit von CLP koénnen die ETP
vollstindig aus HSC, MPP und LMPP gebildet werden (Abbildung 4). In Ikaros-
defizienten Médusen sind aufgrund eines Blocks in der frithen Hamatopoiese keine CLP im
Knochenmark nachweisbar und somit findet keine B-Zell-Lymphopoiese statt. Die
Population der ETP im Thymus wird aber weiterhin gebildet und die T-Zell-Lymphopoiese
findet uneingeschrénkt statt (Allman et al., 2003).

Beziiglich der Expression von CD4 und CDS, Corezeptoren des T-Zell-Antigenrezeptors
(T-cell antigen receptor, TCR), lassen sich vier Hauptpopulationen unreifer und reifer
T-Zellen definieren. Thymozyten sind beziiglich CD4 und CDS8 zuerst doppelt-negativ
(DN, CD4°CDS8), anschlieBend doppelt-positiv (DP, CD4'CD8") und differenzieren
letztendlich zu reifen, CD4 oder CD8 einfach-positiven (SP, CD4" oder CD8") T-Zellen
(Abbildung 4). Zur weiteren Klassifizierung wird die DN-Population aufgrund der
differentiellen Expression von CD44 (Phagocytose-Glycoprotein-1, PGP-1) und CD25 (a-
Kette des Interleukin-2 Rezeptors, IL-2Ra) in vier Stadien unterteilt (Godfrey ef al., 1993;
Godfrey et al., 1994; Pearse et al., 1989). In der DN1-Population (CD44°CD25") sind die

ETP enthalten, welche eine starke Expression von c-Kit aufweisen, aber nur geringe
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Mengen linienspezifischer Marker exprimieren. ETP sind daher als Lin“CD25 ¢c-Kit"e"

definiert. Durch zusitzliche Expression von CD25 auf der Zelloberfliche werden Zellen
der DN2-Population (CD44 CD25") gebildet. In dieser und der darauffolgenden DN3-
Population (CD44 CD25") werden durch Expression der Transkriptionsfaktoren Rag-1 und
Rag-2 die Gensegmente fiir die B-Kette umgelagert (Oettinger et al., 1990). Analog der
V(D)J-Rekombination der schweren Immunglobulinkette der B-Zellen werden zuerst Dg-
Gensegmente mit Jg-Gensegmenten verkniipft. Nach weiterer Rekombination von DJg-
Gensegmenten mit Vg-Gensegmenten werden B-Ketten mit Ersatz-o-Ketten (pre T-cell o
chain, pTa) zusammen mit CD3 als Pra-T-Zell-Rezeptor (pre T-cell receptor, Pra-TCR)
auf der Zelloberfliche exprimiert (Wilson und McDonald, 1995). Wéhrend der weiteren
Differenzierung zu Zellen der DN4-Population werden Rag-1 und Rag-2 gering exprimiert,
wodurch die weitere Umordnung des Lokus fiir die -Kette unterbleibt (Turka et al., 1991;
Wayne et al., 1994). Die Expression der B-Kette im Pra-TCR-Komplex auf der
Zelloberflache wird als B-Selektion bezeichnet. Diese Zellen konnen durch Rekombination
der Gensegmente der a-Kette weiter zu afy T-Zellen differenzieren. Nahezu parallel zu den
Gensegmenten fiir f-Ketten werden auch Gensegmente fiir y- und 3-Ketten umgelagert,
wodurch die Bildung von yd T-Zellen initiiert wird. Die meisten T-Zellen differenzieren zu
afy T-Zellen, da die B-Gensegmente bereits produktiv rekombiniert sind und der aff Pré-
TCR exprimiert wird, bevor die Rekombination der y- und J5-Gensegmente erfolgt
(Bonneville et al., 1989; Geisler et al., 1988; Fehling et al., 1995).

Die Thymozyten der DN1- und DN2-Population sind durch eine starke Expression von
c-Kit charakterisiert. Zusétzlich exprimieren alle Zellen der DN-Populationen IL-7R. Vor
der Expression des Pra-TCR der Zellen des DN3-Stadiums erfolgt die Stimulation der
Thymozyten liber die vom Thymuskortex sezernierten Cytokine SCF (stem cell factor;
Ligand der Rezeptortyrosinkinase c-Kit) und IL-7 (Interleukin-7) (Godfrey et al., 1992;
Muegge et al., 1993). Sowohl in c-Kit- als auch SCF-defizienten Mausen ist die DN-
Population deutlich reduziert (Rodewald ef al., 1995). Dieser Defekt in der frithen T-Zell-
Entwicklung ist ebenso in IL-7- und IL-7R-defizienten Mausen gezeigt worden (Moore et

al., 1996; Peschon et al., 1994; Maki et al., 1996).
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Abbildung 4: Modell der T-Zell-Entwicklung im Thymus.

Ausgehend von HSC, MPP, LMPP und CLP im Knochenmark (blaues Feld) differenzieren
ETP und besiedeln den Thymus. Im Thymuskortex entwickeln sich die Zellen der frithen
Stadien der T-Zell-Entwicklung. Anhand der Expression von CD44 (Phagocytose-
Glycoprotein-1, PGP-1) und CD25 (a-Kette des Interleukin-2 Rezeptors, IL2Ra)) werden
die Zellen in vier DN-Stadien (doppelt-negativ fir CD4 und CDS8) unterteilt. Nach
B-Selektion der Zellen im DN3-Stadium (CD44'CD25") wird der Pri-T-Zell-Rezeptor auf
der Zelloberfldche exprimiert. Die Zellen im DN4-Stadium (CD44 CD25°) wandern vom
Thymuskortex zur Thymusmedulla und differenzieren zu DP-Zellen (doppelt-positiv fiir
CD4 und CD8). DP-Zellen differenzieren letztendlich zu CD4- oder CDS8-einfach-
positiven T-Zellen (Abbildung erstellt in Anlehnung an: Bhandoola und Sambandam,
2006; Germain, 2002; Linton und Dorshkind, 2004; Weerkamp et al., 2006).

Die Entscheidung, ob multipotente Vorlduferzellen innerhalb der lymphoiden Linie zu B-
oder T-Zellen differenzieren, wird u. a. von Signalen reguliert, die liber transmembran
gebundene Rezeptoren der Notch-Familie vermittelt werden. Bei Sdugetieren wurden
bisher vier verschiedene Notch-Rezeptoren (Notch1-4) identifiziert (zur Ubersicht: Radtke
et al., 2004). Bereits fiir die frithe Lymphopoiese der T-Zellen sind iiber Notch1 vermittelte
Signale essentiell (Radtke et al., 1999; Wilson et al., 2000, zur Ubersicht: Maillard et al.,
2005). Den Thymus besiedelnde ETP besitzen einen aktiven Notchl-Signalweg, der
sowohl fiir deren Bildung aus multipotenten Vorlduferzellen im Knochenmark als auch die
Differenzierung zu T-Lymphozyten im Thymus notwendig ist (Sambandam ef al., 2005).
Durch Notchl werden aulerdem Signale vermittelt, die die B-Zell-Entwicklung inhibieren
(Pui et al, 1999). In Notchl-defizienten Mé&usen entwickeln sich in den Thymus

einwandernde multipotente Vorlduferzellen zu B-Zellen (Wilson et al., 2001). Durch die
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Abwesenheit von Notchl-vermittelten Signalen ist die T-Zell-Entwicklung in einem frithen
Stadium blockiert und fithrt dadurch zur intrathymischen Akkumulation von B-
Lymphozyten. Eine aktive Signalleitung iiber Notchl begiinstigt somit die Lymphopoiese
der T-Zellen, wohingegen das Fehlen bzw. die Inhibition von Notchl-vermittelten
Signalen (z. B. durch die Expression von Pax5 im Knochenmark (Souabni et al., 2002;

Cotta et al., 2003)) die B-Zell-Lymphopoiese unterstiitzt.

2.5 Die Sonic hedgehog/Patched-Signalkaskade

Bei der genetischen Analyse von Drosophila melanogaster Larven identifizierten
Christiane Niisslein-Volhard und Eric Wieschaus die Gene Hedgehog (Hh) und Patched
(Ptc) (Nisslein-Volhard und Wieschaus, 1980). Hh gehdért zu Familie der
Segmentpolarititsgene, die wihrend der Embryonalentwicklung und im adulten
Organismus fiir die Regulation der Differenzierung und Proliferation der Zellen essentiell
sind. In Vertebraten wurden drei zu Hh homologe Gene identifiziert, Desert hedgehog
(Dhh), Indian hedgehog (Ihh) und Sonic hedgehog (Shh) (Marigo et al., 1995; Echelard,
1993; Chang et al., 1994). Zu Ptc von D. melanogaster wurden in Vertebraten ebenfalls
drei homologe Gene identifiziert, Patched (Ptch), Patched 2 (Ptch 2) und translocation in
renal carcinoma on chromosome 8 (Trc8) (Gemmil et al., 1998; Stone et al., 1996; Smyth
etal., 1999).

In Vertebraten wird Shh sowohl in embryonalen als auch adulten Geweben exprimiert. Shh
besitzt die groBite biologische Aktivitit der drei Hh-Proteine und agiert mit Ptch in einem
gemeinsamen Signalweg (Pathi er al., 2001; zur Ubersicht: Ruiz i Altaba et al., 2002a;
Ruiz 1 Altaba et al., 2002b; Cohen, 2003). Shh wird von signalsendenden Zellen im
Gewebeverband in den Interzellularraum sekretiert. Dazu wird Shh zunéchst intrazelluldr
als Protein von 45 kDa synthetisiert. Die C-terminale katalytische Doméne (Shh-C, 25
kDa) bewirkt anschlieBend die autokatalytische Spaltung von Shh. Die N-terminale
Doméne (Shh-N, 20 kDa) ist ein Signalpeptid, welches wéhrend der Autokatalyse
C-terminal mit Cholesterol sowie N-terminal durch Palmitoylierung modifiziert wird
(Bumcrot et al., 1995; Chamoun et al., 2001; Ingham, 2000; Lee et al., 1994; Pepinsky et
al., 1998; Porter et al., 1995; Porter et al., 1996). Das aktivierte Shh-N wird durch
Dispatched (Disp), einem Transmembranprotein mit 12 hydrophoben membrandurch-

spannenden Dominen, in den extrazelluldiren Raum abgegeben (Burke et al., 1999; Ma et

al., 2002).
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Bei einer potentiell signalempfangenden Zelle wird in Abwesenheit von Shh-N die
Aktivitdt von Smoothened (Smo) durch eine katalytische Interaktion mit Ptch blockiert
(Denef et al., 2000; Taipale et al., 2002). Dabei bewirkt bereits ein Ptch-Molekiil eine
nahezu 80%ige Reduktion der Aktivitdt von 45 Smo-Molekiilen (Taipale ef al., 2002). Ptch
ist ein Membranprotein mit 12 Transmembrandoménen, sowohl der N- als auch der
C-Terminus liegt intrazellulér. Ptch besitzt zwei grof3e hydrophile extrazelluldre Schleifen,
tiber die die Bindung zum Liganden Shh-N vermittelt wird (Hooper und Scott, 1989;
Marigo et al., 1996). Durch Bindung von Shh-N an seinen Rezeptor Ptch wird die
inhibierende Funktion von Ptch zu Smo aufgehoben und fiihrt zu dessen Aktivierung
(Alcedo et al., 2000; Chen und Struhl, 1998; Murone et al.; 1999; Stone et al., 1996). Smo
transduziert somit das iiber Shh-N vermittelte Signal der signalsendenden Zelle zur
signalempfangenden Zelle. Smo ist ein Transmembranprotein mit sieben hydrophoben
membrandurchspannenden Doménen und besitzt einen extrazelluldren N-Terminus sowie
einen intrazelluldren C-Terminus (Alcedo et al., 1996; van den Heuvel und Ingham, 1996).
Die Aktivierung von Smo bewirkt die Freisetzung von cytoplasmatisch gebundenen
Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie (Glil, Gli2 und Gli3). Diese Transkriptionsfaktoren
sind beim inaktiven Shh/Ptch-Signalweg durch einen Komplex aus Cos2 (costal 2), Fu
(fused) und Sufu (suppressor of fused) an Mikrotubuli im Cytoplasma gebunden (Ding et
al., 1999; Pearse et al., 1999). Im Gegensatz zu Cos2, Fu und Sufu, die auch nach
Stimulation des Signalwegs im Cytoplasma verbleiben, werden die Gli
Transkriptionsfaktoren in den Zellkern transportiert und initiieren dort die Transkription
threr Zielgene. In Vertebraten ist dies zum einen Ptch, die inhibierende Komponente des
Shh/Ptch-Signalwegs, und zum anderen Proteine der Wnt (wingless; int-1, mouse
mammary virus integration site 1)- und Bmp (bone morphogenic protein)-Familie. Die
Gli-abhingige Expression von Ptch resultiert in einem Anstieg der Ptch-Konzentration in
der Zellmembran. Dadurch wird das Verhéltnis von ungebundenem Ptch zu Shh-N/Ptch-
Aggregaten erhoht, so dass Smo erneut inhibiert wird (Chen und Struhl, 1996). Durch
diesen negativen Riickkopplungsmechanismus wird die Inaktivierung der Shh/Ptch-
Signalkaskade nach Shh-Stimulation initiiert. Somit ist die Kontrolle der Signalkaskade
gewihrleistet und der Shh/Ptch-Signalweg der Zelle wird fiir eine erneute Stimulation mit

Shh-N in den unstimulierten Zustand zuriickgesetzt (Abbildung 5).
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Mikrotubuli

| GliZielgene |

| GliZielgene |

Abbildung S: Modell der Sonic hedgehog/Patched-Signalkaskade.

(A) Der Rezeptor Ptch ist ohne Bindung seines Liganden Shh-N aktiv und inhibiert Smo.
Dadurch kann der Komplex aus Cos2, Fu und Sufu nicht aktiviert werden, die Gli
Transkriptionsfaktoren bleiben cytosolisch gebunden und die Gli-Zielgene im Zellkern
werden nicht transkribiert. (B) Durch Bindung von Shh-N an seinen Rezeptor Ptch wird
die Inhibition von Smo aufgehoben. Aktives Smo fithrt zur Freisetzung von Gli
Transkriptionsfaktoren, die im Zellkern die Transkription von Ptch und Genen der Wnt-
und Bmp-Familie initiieren (Abbildung erstellt in Anlehnung an: Cohen, 2003; Daya-
Grosjean und Couvé-Privat, 2005; Ingham und Placzek, 2006; Ruiz i Altaba et al., 2002a;
Sanai et al., 2005; Wetmore, 2003).

Der Shh/Ptch-Signalweg ist sowohl fiir die Regulation der Embryonalentwicklung als auch
fiir die Homdostase der Gewebe im adulten Organismus essentiell (zur Ubersicht:
Wetmore, 2003). Die unkontrollierte Aktivierung der Signalkaskade durch
mutationsbedingte Inaktivierung von Ptch oder aktivierende Mutationen in G/i oder Smo
ist bei Sdugetieren mit der Genese von Tumoren assoziiert (Lam et al., 1999; Roberts et
al., 1989; zur Ubersicht: Athar et al., 2006; Evangelista et al., 2006; Rubin und de
Sauvage, 2006; Sanai et al., 2005). Durch heterozygote Keimbahnmutation von PTCH
(humane chromosomale Region 9q22.3) wird das sogenannte Gorlin-Goltz-Syndrom
(Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome, NBCCS) ausgelost, welches durch
unterschiedliche Entwicklungsstdrungen und eine hohe Suszeptibilitét fiir die Bildung von
Tumoren charakterisiert ist (Gorlin und Goltz, 1960; Hahn et al., 1996; Johnson et al.,
1996). Neben NBCCS werden auch Medulloblastome (Tumore des Kleinhirns) und
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Rhabdomyosarcome (Tumore der Skelettmuskulatur) gebildet (Goodrich et al., 1997,
Hahn et al.,, 1998). AuBlerdem fiihren auch somatische Mutationen in PTCH zur
Entwicklung von Tumoren (Bridge et al., 2000; Tostar et al., 2006). Bei PTCH handelt es
sich um ein Tumorsuppressorgen, denn bei vielen Tumoren wurden biallelische

Mutationen in PTCH nachgewiesen (zur Ubersicht: Lindstrom et al., 2006).

2.6 Rolle der Sonic hedgehog/Patched-Signalkaskade in der Hiimatopoiese

Der Hh-Signalweg ist bereits in den HSC im Knochenmark an der Regulation des
Zellzyklus beteiligt (Roy und Ingham, 2002). Durch erste Arbeiten in Maus und Zebrafisch
wurde gezeigt, dass dieser Signalweg flir die Auspragung des himatopoietischen Systems
wéhrend der Embryogenese essentiell ist und auch zur Proliferation von HSC im adulten
Organismus beitragt (Dyer et al., 2001; Gering und Patient, 2005; Bhardwaj et al., 2001).
Shh kontrolliert die Proliferation und Differenzierung humaner hdmatopoietischer Zellen
durch Regulation von BMP-4 (bone morphogenetic protein 4) (Bhardwaj et al., 2001). In
heterozygot Ptch-defizienten Méausen konnte gezeigt werden, dass in HSC durch die
erhohte Aktivitit des Hh-Signalwegs der Zellzyklus stimuliert und dadurch die Expansion
der Zellen induziert wird (Trowbridge et al., 2006). Im Vergleich zu Wildtyp (wt) Tieren
wurde bei heterozygot Ptch-defizienten Méusen eine deutlich erhohte Zahl der HSC
detektiert, wohingegen keine Verdnderung beziiglich der Anzahl reifer hamatopoietischer
Zellen im Knochenmark beobachtet wurde.

Wihrend der Lymphopoiese der T-Zellen im Thymus werden Ptch und Smo von den DN-
Thymozyten aller Entwicklungsstadien exprimiert (Outram et al., 2000). Shh wird von
Thymus-Epithelzellen exprimiert. Das vom Epithel ausgesandte Shh-Signal wird iiber Ptch
von den DN-Thymozyten empfangen. Die Expression von Ptch und Smo variiert in den
DN-Thymozyten entsprechend der verschiedenen Differenzierungsstadien (Andaloussi et
al., 2006; zur Ubersicht: Varas et al., 2003; Benson et al., 2004). Die Zellen im DN1-
Stadium exprimieren geringe Menge Smo und Ptch mRNA, auf Proteinebene lédsst sich auf
der Zelloberfliche keine signifikante Menge Smo detektieren (Outram et al., 2000;
Andaloussi ef al., 2006). Wéhrend der Differenzierung der Zellen vom DNI1- zum DN2-
Stadium verstarkt sich die Expression von Ptch und Smo und verringert sich wiederum bei
den Zellen im DN3- und DN4-Stadium (Andaloussi ez al., 2006). Der Anteil Smo’ Zellen
dieser Differenzierungsstadien nimmt sukzessive ab (Outram et al., 2000). In den im DN1-
Stadium enthaltenen ETP ist die Expression von Smo vergleichbar zu den Zellen der DN2-

Population. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Shh/Ptch-Signalkaskade an der
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Differenzierung der Thymozyten vom DN1- zum DN2-Stadium und von DN-Thymozyten
zu CD4'CD8"-Thymozyten beteiligt ist. Durch konditional Smo-defiziente Miuse wurde
gezeigt, dass der Hh-Signalweg ein essentieller Positivregulator der Proliferation,
Differenzierung sowie fiir das Uberleben der frithen T-Zell-Vorléufer ist (Andaloussi et al.,
2006). Im Gegensatz zu diesen ersten Arbeiten beziiglich der Rolle des Shh/Ptch-
Signalwegs in der Lymphopoiese der T-Zellen im Thymus wurde bisher in keiner Arbeit
eine Beteiligung dieses Signalwegs wihrend der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark

beschrieben.

2.7 Die biallelische Ptch-Inaktivierung in adulten Miusen

Aufgrund der essentiellen Rolle von Ptch wihrend der Embryonalentwicklung sterben
Ptch-defiziente Embryonen bereits in utero (Goodrich et al., 1997; Hahn ef al., 1998). Um
die biallelische Gendeletion in adulten Méusen zu studieren, wird daher mit einer Technik
zur induzierten Inaktivierung von Genen, dem Cre (causing recombination)/LoxP (locus of
crossover x from bacteriophage P1)-System, gearbeitet (Gu et al., 1993; Kuhn et al., 1995;
Rajewsky et al, 1996). In der vorliegenen Arbeit wurde die Mauslinie
Ptch" ™ ROSA26CreERT2™" (Ptch™ "™ ERT2"") verwendet und analysiert. Tiere dieser
Linie besitzen anstelle der wt Ptch-Allele genetisch manipulierte Ptch-Allele, welche in
den Introns 7 und 9 jeweils eine LoxP-Konsensussequenz aufweisen (Ptchﬂox-Allel). Durch
die Expression einer aktiven Cre-Rekombinase wird die konservative Rekombination der
DNA zwischen den beiden LoxP-Sequenzen, hier die Exone 8 und 9 des Prch-Allels,
katalysiert (Abbildung 6) (Hamilton und Abremski, 1984; Sternberg ef al., 1981; Sternberg
und Hamilton, 1981). Diese Deletion (Ptchdel-Allel) fiihrt zu einer Leserasterverschiebung

im Ptch-Gen und damit zur Translation eines unfunktionalen Ptch-Proteins.

E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI10 El1

Ptchflo*Allel W

l Cre-Rekombinase

E4 ES5 E6 E7 EI10 EIl1

Abbildung 6: Abbildungslegende siehe nichste Seite
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Abbildung 6: Cre-vermittelte Deletion der Exone 8 und 9 im Ptch"™-Allel.

Im Ptch™-Allel befinden sich in den Introns 7 und 9 LoxP-Konsensussequenzen (rot).
Durch Cre-vermittelte Rekombination der LoxP-Sequenzen wird die Deletion der Exone 8
und 9 (E8 und E9) induziert. Im Intron 9 ist eine fr#-Sequenz-flankierte (blau) Neomycin-
Resistenzkassette (neoR) eingefiigt.

Bei den verwendeten Pich™"*ERT2"" Miusen erfolgt die Expression der Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des endogenen Promotors im ROSA26 Lokus (Friedrich
und Soriano, 1991), welcher eine nahezu ubiquitdre Expression im Organismus, speziell
auch in hdmatopoietischen Zellen, vermittelt (Mao et al., 1999; Mao et al., 2001; Soriano
et al., 1999; Zambrowicz et al., 1997). Die endogenen Transkripte des ROS426 Lokus
haben im Organismus nur eine untergeordnete Aufgabe, denn die Inaktivierung des Lokus
fiihrt zu keiner offensichtlichen Verdnderung des Phénotyps. Das in den ROS426 Lokus
integrierte CreERT2-Gen codiert fiir eine induzierbare Variante der Cre-Rekombinase. So
besitzt die CreERT2-Rekombinase zwei Ligandenbindungsdominen des humanen
Ostrogenrezeptors (estrogen receptor, ER), welche durch drei Punktmutationen (G400V,
M543A und L544A) insensitiv gegeniiber endogenem Ostrogen sind (el Marjou et al.,
2004; Imai et al, 2001; Indra et al, 1999). Erst durch die Gabe der synthetischen
Ostrogenagonisten 4-Hydroxytamoxifen oder Tamoxifen wird die CreERT2-Rekombinase
aktiviert und die biallelische Deletion der Exone 8 und 9 des Ptch"-Gens bewirkt. Tiere
der Linie Ptch""*ERT2"" werden nach Tamoxifenapplikation daher als tPtch” Miuse

bezeichnet.
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3 Zielsetzung dieser Arbeit

Der Einfluss von Ptch-vermittelten Signalen auf die Entwicklung der Zellen des
h&matopoietischen Systems war zu Beginn der vorliegenden Arbeit weitgehend unbekannt.
Ausgehend von der initial beobachteten Reduktion des Thymus nach Inaktivierung von
Ptch in adulten Mé&usen sollte im Rahmen dieser Arbeit der zugrunde liegende Defekt
identifiziert und charakterisiert werden.

Dazu sollten die Thymozyten in den verschiedenen T-Zell-Entwicklungsstadien
durchflusszytometrisch ~ erfasst werden. AuBerdem sollten die Zellen des
hamatopoietischen Systems in Knochenmark und Milz bezuglich Ptch-assoziierter
Einflisse analysiert werden. In diesem Kontext wurde zum Ziel gesetzt die verschiedenen
Zellpopulationen durchflusszytometrisch zu identifizieren und molekularbiologisch sowie

funktionell zu charakterisieren.
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4 Material und Methoden
4.1 Material
4.1.1 Alligemein verwendete Puffer
PBS 140 mM Nac(Cl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,POy; 8,4 mM Na,HPO,4
PBST PBS mit 0,1 % Tween 20
Tris/HC1 0,5-1,5 M Tris; auf pH 6,8-8,8 eingestellt mit 1 M HCI
TE 10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0
TBE 90 mM Tris; 90 mM Borsdure; 1 mM EDTA
MACS-Pufter PBS, pH 7,2; 0,5 % BSA; 2 mM EGTA
4.1.2 Antikorper
Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Primarantikorper
Antikorper Hersteller Verwendung
Ratte-anti-Mensch-CD3 Serotec GmbH Immunhistochemie
Ratte-anti-Mensch-B220 BD Pharmingen™  Immunhistochemie

Ratte-anti-Maus-CD3-FITC
Ratte-anti-Maus-CD4-Biotin
Ratte-anti-Maus-CD8a-PE
Ratte-anti-Maus-CD8a.-PE-Cy7
Ratte-anti-Maus-CD19-FITC
Ratte-anti-Maus-CD19-PE
Ratte-anti-Maus-CD21-FITC
Ratte-anti-Maus-CD24-PE

Ratte-anti-Maus-CD25/I1L-2Ra-FITC

BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™

BD Pharmingen™

FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse

FACS-Analyse




Material und Methoden

20

Antikorper

Hersteller

Verwendung

Ratte-anti-Maus-CD43/Ly-48-Biotin
Ratte-anti-Maus-CD44-PE-Cy5
Ratte-anti-Maus-CD45R/B220-PE
Ratte-anti-Maus-CD45R/B220-PE-Cy5
Ratte-anti-Maus-CD45R/B220-PE-Cy7
Ratte-anti-Maus-IgD-FITC
Ratte-anti-Maus-TCR-B-FITC
Ratte-anti-Maus-IgM-PE
Ziege-anti-Maus-IgM-RPE
Ratte-anti-Maus-CD117/c-Kit-Biotin
Ratte-anti-Maus-CD127/IL-7Ra-PE

Ratte-anti-Maus-Sca-1/Ly-6A/E-FITC

BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
Southern Biotech.
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™

BD Pharmingen™

FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse
FACS-Analyse

FACS-Analyse

Biotin-markierte Antikorper wurden zur durchflusszytometrischen Detektion zusétzlich
mit Streptavidin-PE, Streptavidin-PE-CyS5, Streptavidin-PE-Cy7 (BD Pharmingen™) oder
Streptavidin-FITC (Southern Biotechnology) gekoppelt.

4.1.3 Enzyme
Tag DNA-Polymerase New England Biolabs, Ipswich, UK
Tag PCR Mastermix Kit Quiagen, Hilden

Pfu DNA-Polymerase Promega, Mannheim

reverse Transkriptase SuperScriptll Invitrogen GmbH, Karlsruhe
4.1.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme
Annexin V-PE apoptosis detection kit BD Biosciences Pharmingen™, USA
EasySep” mouse hematopoietic progenitor CellSystems”, St. Katharinen
cell enrichment kit

FITC BrdU flow kit

MethoCult™ 03434

BD Biosciences Pharmingen™, USA
StemCell Technologies, USA
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4.1.5 Chemikalien und Reagenzien
Agar Agar

-Mercaptoethanol

Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Ethylenglykol-bis-(B-aminoethyl)-N,N,N’,N’-

tetraessigsdure (EGTA)

Deoxyribonukleotidtriphosphate (AINTP)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMEM

Ethanol

Ethidiumbromid

Fotales Kilberserum (FCS)
GeneRuler™ 1 kb DNA ladder
Glycerin (87 %)
4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT)
Isopropanol
Magnesiumchlorid
Montagemedium (Immuno Mount)
Natriumchlorid
Nuklease-freies Wasser
Paraformaldehyd
Rinderserumalbumin (BSA)
RPMI 1640 (+ GlutaMax™)
SeaKEM LE Agarose

TRIZOL Reagent

Triton X-100

Trypan Blue Stain 0,4 %
Tween-20

Roth, Karlsruhe

Sigma, Dreieich

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Kalsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA, Pasching (A); Gibco, Karlsruhe
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Shandon Corp., Waltham, USA

Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
PAA, Pasching (A)

PAA, Pasching (A); Gibco, Karlsruhe
BMA, Rockland, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma, Dreieich

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Alle Chemikalien wurden im hdochsten Reinheitsgrad (fiir analytische Zwecke, per

analysis, p. A.) bezogen.
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4.1.6 Gerite

Autoklaven

Begasungsbrutschrank HERAcell 150
Biophotometer

Desinfektor-G 7736
Durchflusszytometer BD FACSCalibur
Durchflusszytometer BD LSR II
Electrophoresis Power Supply-EPS 301
Elektrophoresekammer

Feinwaage R160P

Fotokamera COOLPIX 995

Gel Imager

Mikroskop Axiovert 35

Mikroskop Leitz DMIIL
MilliQ-Anlage

PCR Mastercycler personal

PCR Mastercycler epgradient
pH-Meter inoLab pH Level 1
Sicherheitswerkbank HERAsafe Typ H
Thermomixer comfort

ThermoStat Plus

Tischzentrifuge Galaxy Mini
Vortex-Genie 2

UV-Wasseraufbereitungssystem arium 611

Wasserbad W6/W12

Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge fiir Cytospin”™ (Cytospin® 2)
Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Integra Biosciences GmbH, Fernwald

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Miele, Gitersloh

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Amersham Biosciences, Miinchen
Peqlab Biotechnologie, Erlangen
Sartorius, Gottingen

Nikon, Diisseldorf

Intas, Gottingen

Zeiss, Jena

Leitz, Wetzlar

MembraPure GmbH, Bodenheim
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

WTW GmbH, Wien, Osterreich
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Scientific Industries, Bohemia, USA

Sartorius, Gottingen

Medigen, MS-Laborgerite, Wiesloch

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Shandon Corp., Waltham, USA

Heraeus, Hanau
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4.1.7 Oligonukleotide

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Transkript annealing Fragment Bezeichnung Oligonukleotidsequenz 5°—3’
PU.1 58 °C 391 bp PU.I-F  CGGATGTGCTTCCCTTATCAAAC
PU.I-R TGACTTTCTTCACCTCGCCTGTC
Ikaros 54 °C 464 bp Tkaros-F~ CACTACCTCTGGAGCACAGC
Tkaros-R ~~ TCTGAGGCATAGAGCTCTTA
Flit3 54 °C 624 bp FIt3-F TCTTGAGACCGTTACAAACC
FIt3-R ATGTCTGTTCCGAACAACTC
IL-7Ra 58 °C 315 bp IL-7Ra-F ~ TTACTTCAAAGGCTTCTGGAG
IL-7Ra-R ~ CTGGCTTCAACGCCTTTCACCTCA
EBF 54 °C 649 bp EBF-F CAAGACAAGAACCCTGAAATG
EBF-R GTAACCTCTGGAAGCCGTAGT
Rag-1 58 °C 554 bp Rag-1-F~ TGCAGACATTCTAGCACTCTGGCC
Rag-1-R ~ ACATCTGCCTTCACGTCGATCCGG
Rag-2 58 °C 513 bp Rag-2-F ~ CACATCCACAAGCAGGAAGTACAC
Rag-2-R ~ TCCCTCGACTATACACCACGTCAA
Glil 60 °C 419 bp Glil-F TGCACCAAGCGCTACACAGATCCCA
Glil-R AGCTGATGCAGCTGATCCAGCCTA
Gli2 54 °C 320 bp Gli2-F CGGGATATTGATGTCTCCTC
Gli2-R AGTGGTCAGATAGTGCACTG
Gli3 58 °C 400 bp Gli3-F GAAGGAACAACCCTAGTCAAGGAGGA
Gli3-R AAAGCCTTGTTGCAGCCCTCAT
wt Ptch 55°C 731 bp ™ mPtcl] AAAGCCGAAGTTGGCCATGGGTAC
Ptch™ 451bp % mPwc7R  TGTCCTGTTTCACTGAATGC
B-Aktin 58 °C 646 bp B-actin-F  CCTAAGGCCAACCGTGAAAAG
B-actin-R ~ TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Quiagen GmbH (Hilden) und

MWG Biotech AG (Ebersberg) bezogen.
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4.1.8 Computersoftware

Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems, San Rose, USA
Adobe Reader 6.0 Adobe Systems, San Rose, USA
BD CellQuest Pro Becton Dickinson, Heidelberg
BD FACSDiva™ Becton Dickinson, Heidelberg
CorelDRAW Graphics Suite 12.0 Corel Corporation Limited
FlowJo 6.1.1 Treestar, Inc., Ashland, USA
Intas GDS Intas, Gottingen

Mac OS 9.2 Apple Computer, Inc.

Microsoft Office 2000 Microsoft GmbH

4.1.9 Mauslinien
C57/BL6

Bei C57/BL6 Mausen handelt es sich um einen Inzuchtstamm mit schwarzer Fellfarbe.

ROSA26CreERT2”

Die Mauslinie ROSA26CreERT2"" exprimiert ein Tamoxifen-induzierbare CreERT2-
Rekombinaseprotein unter der Kontrolle des endogenen ROSA26 Promotors (Friedrich und
Soriano, 1991). Die Tiere wurden freundlicherweise von Anton Berns, Netherland Cancer

Institut, Amsterdam zur Verfligung gestellt.

Ptch"*"**ROSA26CreERT2""

Tiere der Linie Ptch""**ROSA26CreERT2™" (Ptch™ "™ ERT2"") besitzen anstelle der wt
Ptch-Allele genetisch manipulierte Ptch-Allele, welche in den Introns 7 und 9 jeweils eine
LoxP-Konsensussequenz aufweisen (Pzch"™-Allel). Durch die Expression einer aktiven
CreERT2-Rekombinase nach Tamoxifengabe wird die konservative Rekombination der
DNA zwischen den beiden LoxP-Sequenzen, hier die Exone 8 und 9 des Ptchﬂox—Allels,
katalysiert (Abbildung 6). Die Deletion (Ptch®-Allel) fiihrt zu einer Leseraster-

verschiebung im Ptch-Gen und damit zur Translation eines unfunktionalen Ptch-Proteins.

C57/BL Rag-2"yc"
C57/BL Rag-2"pc” bezeichnet eine Rag-2- und yc-defiziente Mauslinie mit dem
genetischen Hintergrund des C57/BL Inzuchtstamms. Durch die Inaktivierung von Rag-2

und yc konnen diese Tiere weder B- und T-Zellen noch NK-Zellen bilden (Cao et al.,

1995; Garcia et al., 1999; Greenberg und Riddell, 1999; Shinkai et al., 1992).
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4.2 Methoden

4.2.1 Arbeiten mit Mausmodellen

4.2.1.1 Haltung und Zucht von Labormiiusen

Die Tiere wurden alleine oder in Gruppen in Makrolonkéfigen des Typs II und III
(TECNIPLAST, Hohenpeilenberg) gehalten (Genetischer Arbeitsbereich S1, Institut fiir
Humangenetik, Universitidt Gottingen). Dabei wurde sowohl die Temperatur mit 20 &+ 2 °C
als auch die relative Luftfeuchtigkeit mit 50 £ 10 % moglichst konstant gehalten.
AuBerdem wurde ein zwolfstiindiger Hell-Dunkel-Rhythmus (Hell-Phase von 6.00-18.00
Uhr MEZ) eingehalten. Die Tiere erhielten permanenten Zugang zu Nahrung in Form von
pelletierter Zuchtdidt (Alleinfutter fiir Méuse-Zucht, Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest)
und Leitungswasser.

Die fiir Repopulationsexperimente verwendeten immundefizienten Rag-2"" yc”~ Miuse
wurden in einzeln ventilierten Kafigen (individually ventilated cages, IVC) in einen
separaten Raum gehalten. IVC-Systeme werden mit sterilfiltrierter Zuluft unter Uberdruck
betrieben und ermdglichen somit den Schutz von Tieren mit hohem Hygienestatus vor
mikrobiellen Kontaminationen. S@mtliche Versorgungsmaterialien der Tiere wurden
desinfiziert oder sterilisiert (Autoklav). Die Arbeiten mit den Tieren als auch das Umsetzen

in neue Kéfige erfolgte unter einer Reinluftwerkbank.

4.2.1.2 Schwanzbiopsie und Ohrlochmarkierung
Die Kennzeichnung der Tiere erfolgte 4 Wochen nach der Geburt durch
Ohrlochmarkierungen. Parallel dazu wurden Schwanzbiopsien (2-3 mm der

Schwanzspitze) fiir die nachfolgende Genotypisierung der Tiere genommen.

4.2.1.3 Blutentnahme

Fiir wiederholte Blutentnahmen erfolgte diese aus dem retroorbitalen Venenplexus des
Auges mit heparinisierten Mikro-Hamatokrit-Kapillaren (Brand, Wertheim). Bei
Finalversuchen wurde das Blut direkt durch Herzpunktion mittels Kaniile und Spritze der
zuvor durch zervikale Dislokalisation (Genickbruch) oder CO,-Narkose getoteten Tiere
entnommen. Bei beiden Methoden wurde das Blut direkt in EDTA-Ro6hrchen
aufgenommen und im Eppendorf-Thermomixer bei Raumtemperatur fiir 5 min geschiittelt.

AnschlieBend wurden die Blutproben bis zur Analyse auf Eis gelagert.
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4.2.1.4 Intraperitoneale Injektion von Tamoxifen

Die Inaktivierung von Ptch erfolgte durch Aktivierung der Cre-Rekombinase in der
Mauslinie Ptch"™" ™ ERT2"" mittels Tamoxifeninjektion. Dazu wurde Tamoxifen (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) als Stammldsung mit einer Konzentration von 100
mg/mL in 96 % Ethanol angesetzt und diese zur Injektion 1:10 in sterilem
Sonnenblumendl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verdiinnt (Endkonzentration
Tamoxifen 10 mg/mL) (Imai et al., 2001). Bis zur Verwendung wurde die Emulsion bei
-20 °C gelagert.

Zur Injektion wurden 8 Wochen alte Tiere im Genick fixiert und an 5
aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 100 pL der Tamoxifenemulsion intraperitoneal
injiziert. Dazu wurden sterile Spritzen Omnifix®-F 1 mL 1 x 100 0,01 mL/1,0 mL (B.
Braun, Melsungen) mit 25G x 5/8 Kaniile verwendet. Tamoxifen-behandelten
Kontrolltieren wurde ebenfalls 100 pL. der Tamoxifenemulsion injiziert, Losungsmittel-
behandelten Kontrolltieren wurde eine Ethanol/Sonnenblumendl-Emulsion ohne

Tamoxifen injiziert.

4.2.1.5 Bestrahlung und Transplantation von Méusen

Zur Analyse des Differenzierungspotentials Lin® Knochenmarkszellen wurden diese aus
Spendertieren isoliert und in ausgewachsene immundefiziente Rag”yc”” Miuse (Taconic
Germantown, NY, USA) transplantiert. Die Rag-2"yc” Miuse wurden in speziellen
einzeln ventilierten Kéifigen (individually ventilated cages, IVC) in einen separaten Raum
gehalten (4.2.1.1). Vor der Transplantation wurden die Tiere an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen mit jeweils 3,5 Gy bestrahlt. Die Bestrahlung erfolgte dabei pro Tag fraktioniert in
zweil Dosen von 1,75 Gy, so dass die Tiere einer Gesamtstrahlendosis von 7 Gy ausgesetzt
wurden. Am darauffolgenden Tag wurden Lin~ Knochenmarkszellen unter der
Reinluftwerkbank aus Spendertieren isoliert (4.2.2.3) und in sterilem PBS aufgenommen.
Die zuvor bestrahlten Rag”’yc”™ Miuse wurden bis zum Einsetzen der Narkose in eine
Isoflurankammer gesetzt und anschliefend {iber einen Aufsatz kontinuierlich in Isofluran-
Narkose gehalten. Vor der Injektion wurde der Schwanz der Maus zur besseren
Darstellung der Schwanzvene in handwarmes Wasser gehalten. AnschlieBend wurden pro
Tier 400.000 Lin" Knochenmarkszellen in 200 uLL PBS intravends injiziert (Bhattacharya et
al., 2006). Direkt nach der Injektion wurde die Narkose durch Erhdhung der zugefiihrten

Sauerstoftkonzentration aufgehoben.
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7 Wochen nach der Transplantation wurde mit Hilfe von heparinisierten Mikro-
Hématokrit-Kapillaren (Brand, Wertheim) Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus des
Auges abgenommen und in EDTA-R6hrchen aufgefangen. Zum Nachweis der B-und T-
Zellen im peripheren Blut wurden jeweils 1 pL anti-B220-PE-CyS5, anti-CD8-PE-Cy7,
anti-CD4-Biotin und Streptavidin-FITC in 10 pL PBS aufgenommen und anschlieBend mit
50 pL Vollblut gemischt. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurde 1 mL BD FACS Lysing
Solution hinzugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Nach Abzentrifugieren der Zellen fiir
4 min bei 300 g wurden diese zweimal mit 3 mL PBS gewaschen, in 600 mL PBS

aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.

4.2.2 Arbeiten mit primiren Zellen

4.2.2.1 Isolierung von Knochenmarkszellen

Zuerst wurden die Tiere durch zervikale Dislokalisation (Genickbruch) oder CO,-Narkose
getdtet. Zur Gewinnung von Knochenmarkszellen wurden Ober- und Unterschenkel-
knochen der Méuse prépariert und mittels Labortiichern (21 x 20 cm, Kimberly-Clark®,
Surrey, UK) von Muskelresten befreit. Beide Seiten des Knochens wurden anschlieBend
mit einer Schere abgeschnitten, damit das Knochenmark frei zugédnglich war. Danach
wurde das Knochenmark mittels einer RPMI 1640 gefiillten 10 mL-Spritze mit
aufgesetzter Kaniile (23G x 11/4 0,60 x 30 mm) aus dem Knochen in eine Pertischale
gespiilt. Durch mehrmaliges Aufziehen der Zellsuspension wurden die Zellen vereinzelt
und anschlieend bei 300 g und 4 °C fiir 4 min abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Zellpellet in 10 mL PBS aufgenommen und die Zellen bis zur weiteren Verwendung auf

Eis gelagert.

4.2.2.2 Cytospin-Priparate von Knochenmarkszellen

Zuerst wurden wie unter 4.2.2.1 beschrieben Knochenmarkszellen aus den Ober- und
Unterschenkelknochen der Tiere isoliert. Zur Anfertigung der Cytospin-Priaparate wurden
anschlieBend jeweils 2-10° Zellen in 200 pL PBS aufgenommen. Mikroskopische
Objekttriger des Typs Superfrost”-Plus wurden danach mit gelochten Filterkarten und
einer Probenkammer versehen und mit der Zellsuspension befiillt. Die Zentrifugation
erfolgte in einer Shandon Cytospin® 2 Zytozentrifuge fiir 10 min bei RT und 100 g. Durch
die Zentrifugalkrifte werden die Zellen aus der Probenkammer auf einen definierten

Bereich des Objekttrigers sedimentiert. Das PBS wird dabei {iber die dem Objekttrager
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aufgelegten Filterkarte absorbiert. Nach dem entfernen der Probenkammer und der
Filterkarte wurden die so gewonnenen Priparate auf den Objekttragern fiir 10 min bei RT
getrocknet und standen fiir die anschlieBende panoptische Fiarbung nach Pappenheim zur

Verfiigung. Anschlieend wurden die Praparate mikroskopisch begutachtet.

4.2.2.3 Aufreinigung lineage-negativer (Lin") Knochenmarkszellen

Zur Aufreinigung hdmatopoietischer Stammzellen und nicht-liniendeterminierter
Vorlauferzellen (Lin" Knochenmarkszellen) wurde zuerst wie unter 4.2.2.1 beschrieben
Gesamtknochenmark aus Ober- und Unterschenkel der Maus isoliert. Anschlieend
erfolgte die Isolierung der Lin~ Knochenmarkszellen unter Verwendung des EasySep®
mouse hematopoietic progenitor enrichment cocktail nach dem Prinzip der
Negativselektion. Dazu wurden 1-10" Knochenmarkszellen in 100 pL Puffer (PBS, 2 %
BSA, 2 mM EDTA, 5 % Rattenserum) resuspendiert und in 12 x 75 mm Polystyrol-
Rohrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von 4 pL einer Mischung monoklonaler Antikdrper
gegen die Mausantigene CD5, CD11b/Mac-1, CD45R/B220, Ly-6G/Gr-1, TER119 und
7-4 wurde der Ansatz fiir 15 min im Kiihlschrank (4-8 °C) inkubiert. AnschlieBend wurde
nacheinander 10 pL EasySep® biotin selection cocktail und 10 pL EasySep® magnetic
nanoparticles (wurden vor der Zugabe gemischt) dazugegeben und nach jeder Zugabe 15
min im Kiihlschrank inkubiert. Danach wurde der Ansatz mittels Puffer (PBS, 2 % BSA, 2
mM EDTA) auf ein Gesamtvolumen von 2,5 mL aufgefiillt. Zur Abtrennung aller
liniendeterminierten Zellen wurde der Ansatz dann fiir 5 min in einen EasySep” Magneten
gestellt und der Uberstand vorsichtig in ein neues Polystyrol-Réhrchen dekantiert. Nach
Wiederholung dieses Aufreinigungsschritts wurde die Zellzahl bestimmt und die Lin’
Knochenmarkszellen fiir durchflusszytometrische Messungen (4.2.4.3), zur Bestimmung
des Differenzierungspotentials der koloniebildenden Einheiten der myeloiden Linie
(4.2.5.1), reverse Transkription (4.2.3.3) oder Repopulationsexperimente (Aufreinigung

der Lin” Knochenmarkszellen unter der Reinluftwerkbank, siehe 4.2.1.5) verwendet.

4.2.2.4 Aufreinigung von Lymphozyten aus Blutproben

Zur Aufreinigung von B- und T-Zellen aus Blutproben wurden zunéchst die Erythrozyten
unter Verwendung von FACS Lysing Solution (Becton Dickinson, Heidelberg) lysiert
(4.2.4.1). Anschliefend wurden T-Zellen durch Positivselektion unter Verwendung von
CD90 (Thyl.2) Micro Beads aufgereinigt, fir B-Zellen wurden CD19 Micro Beads
verwendet (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach). Die Separation der jeweiligen
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Population erfolgte unter Verwendung von MS MACS® Cell Separation Columns
(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach), die mit maximal 2-10° Zellen beladen wurden und
die Aufreinigung von bis zu 1-10” iiber Micro Beads magnetisch markierter Zellen
erlauben. Durch anschliefende Férbung mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern wurde der
Aufreinigungserfolg kontrolliert. Die isolierten Zellen der T-Zell-Aufreinigung wurden
dazu mit Ratte-anti-Maus-CD3-FITC inkubiert. Fiir die B-Zell-Aufreinigung wurde Ratte-
anti-Maus-CD45R/B220-PE verwendet (beide BD Pharmingen™).

4.2.3 Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1 DNA-Isolierung aus Maus-Schwanzbiopsien

Als Probenmaterial fiir die Extraktion der DNA wurden von den Méusen Schwanzbiopsien
genommen (4.2.1.2). Die Schwanzspitzen wurden in 1,5 mL Reaktionsgefda3en mit 300 puL
Schwanzspitzenpuffer und 10 pL einer 10 mg/mL Stammldsung Proteinase K (Promega,
Mannheim) versetzt. AnschlieBend wurden die Proben iiber Nacht unter Schiitteln
(Eppendorf Thermomixer, 450 rpm) bei 55 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde
die Proteinase K durch Inkubation bei 95 °C fiir 10 min inaktiviert. Nach kurzer
Zentrifugation wurde 1 pL des Uberstandes als template fiir die PCR-Diagnostik
eingesetzt.

Die isolierte genomische DNA ist ohne weitere Aufreinigungsschritte zur Amplifikation
von kleinen PCR-Produkten bis ca. 1000 bp verlésslich einsetzbar. Die Lagerung der
Schwanzspitzen-Lysate erfolgte bei 4 °C.

Schwanzspitzenpuffer: 1 mM Tris/HCI, 5 mM KCl, 0,45% (v/v) NP40,
0,45% (v/v) Tween 20, Lagerung bei 4 °C

4.2.3.2 Isolierung von RNA aus Knochenmarksproben

In RPMI 1640 aufgenommene Einzelzellsuspensionen von Gesamtknochenmark (4.2.2.1)
und Lin" Knochenmark (4.2.2.3) wurden zuerst fiir 4 min und 300 g abzentrifugiert und
anschlieBend mit PBS gewaschen. Nach erneutem abzentrifugieren wurde das Zellpellet in
200 uL TRIZOL Reagent (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) resuspendiert und anschlieBend
fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 40 pLL Chloroform zugegeben, kréftig gemischt
und fiir weitere 3 min bei RT inkubiert. Zur Phasentrennung wurde der Ansatz dann fiir 4

min bei 4000 g und 4 °C abzentrifugiert. Darauffolgend wurde die obere wéssrige Phase in
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ein neues Gefdl {iberfithrt und mit 1 mL Isopropanol gemischt. Die Prazipitation der RNA
erfolgte anschlieBend durch Inkubation des Ansatzes bei -20 °C fiir 15 min oder iiber Nacht
und einem Zentrifugationsschritt fiir 35 min bei 16000 g. Danach wurde das RNA-Pellet
mit 70 %igem Ethanol gewaschen und nach Trocknen in 20 bis 100 pL RNase-freiem
destillierten Wasser aufgenommen. Nach Bestimmung der RNA-Konzentration (4.2.3.5)
wurden zur Kontrolle 500 ng bis 2 pg zur Agarose-Gelelektrophorese (4.2.3.6) eingesetzt

um Degradierung der RNA auszuschlieBBen.

4.2.3.3 Reverse Transkription

Mittels reverser Transkription kann mRNA in komplementire DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Die reverse Transkription von Gesamt-RNA  aus
Knochenmarksproben (4.2.2.1) wurde mit der reversen Transkriptase SuperScriptll und
oligo-dT-Primern  durchgefiihrt, die durch komplementire Basenpaarung an
polyadenylierte RNA binden. Die reverse Transkription erfolgte in einem Gesamtvolumen
von 20 pL. Zuerst wurden 1 bis 2 pg Gesamt-RNA mit 250 ng oligo-dT-Primern gemischt
und fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Danach wurden 100 mM DTT (Dithiothreitol,
Endkonzentration 10 mM, Invitrogen GmbH, Karlsruhe), 10 mM dNTP-Mix
(Endkonzentration 0,5 uM) und 5x first strand buffer (Endkonzentration 1x, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) zugegeben. Darauffolgend wurde der Ansatz erst fiir 10 min bei 25 °C
und anschlieend fiir 2 min bei 42 °C inkubiert und 1 pL der Reversen Transkriptase
SuperScript II (200 U/uL, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) hinzugegeben. Die reverse
Transkription erfolgte bei 42 °C fiir 1 h und wurde danach durch Inkubation des Ansatzes

fiir 10 min bei 70 °C gestoppt.

4.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient der in vitro-Amplifikation spezifischer DNA-
Sequenzen (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Zur Amplifikation eines DNA-
Abschnitts wurden zunédchst anhand der Sequenzinformation flankierender Abschnitte
Oligonukleotide synthetisiert. Es wurden vorzugsweise Oligonukleotide mit einer Linge
von 18 bis 24 Nukleotiden und einem GC-Gehalt von 40 bis 60 % verwendet. Die
Berechnung der Anlagerungstemperatur erfolgte anhand folgender Néherungsformel fiir
die Schmelztemperatur (T,,) doppelstrangiger DNA: T,, =2 °C (A + T) +4 °C (C + G).
Nach Anlagerung der Oligonukleotide an den DNA-Strang erfolgt die Synthese des zur
Matrize komplementiren DNA-Strangs ausgehend von den 3’OH-Ende des
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Oligonukleotids. Diese Synthese erfolgte unter Verwendung der DNA-Polymerase I aus
dem thermophilen Bakterium thermus aquaticus (Tag-Polymerase) bei dessen
Temperaturoptimum von 72 °C. Die Hitzebestéindigkeit dieser DNA-Polymerase erlaubt
die wiederholte Temperaturerhohung auf 94 °C zur Denaturierung der wihrend eines
Reaktionszyklus neu synthetisierten doppelstrangigen DNA.

Fiir einen 20 pLL PCR-Ansatz wurden 10 bis 100 ng DNA-template mit 10 pL 2x Tag PCR
Master Mix (Quiagen, Hilden), 0,4 pL sense-Oligonukleotid (50 pmol/uL) und 0,4 pL
antisense-Oligonukleotid (50 pmol/uL) versetzt und bis zum Gesamtvolumen mit ddH,O
aufgefiillt. Die PCR wurde im Mastercycler epgradient (Eppendorf, Hamburg) nach
folgendem allgemeinen PCR-Programm durchgefiihrt:

1. initiale Denaturierung: 94 °C, 4 min

Denaturierung: 94 °C, 45 s

Anlagerung der Oligonukleotide: 50 bis 68 °C, 45 s

Elongation: 72 °C, Dauer entsprechend der GroBe des DNA-Abschnitts
25 bis 35 Wiederholungen der Schritte 2 bis 4

Finaler Elongationsschritt: 72 °C, 10 min

Kiihlung der Proben: 16 °C

N kR

4.2.3.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit von DNA und RNA wurde photometrisch durch
Bestimmung der Absorbtionsmaxima der Probe bei 260 und 280 nm bestimmt
(BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg). Unter Verwendung einer Kiivette mit einer
Schichtdicke von 10 mm entspricht eine Extinktion oder optische Dichte bei 260 nm
(OD260nm) von 1 einer DNA-Konzentration von 50 ug/mL bzw. einer RNA-Konzentration
von 40 pg/mL. Der Quotient aus der Extinktion bei 260 und 280 nm (ODa26onm/280nm) dient
zur Kontrolle der Verunreinigung der Nukleinsdure mit Protein und sollte zwischen 1,7

und 2,0 liegen.

4.2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente im elektrischen Feld
entsprechend ihrer Grofe aufgetrennt. Zur Herstellung der Agarosegele wurden durch
Erhitzen in einer Mikrowelle 1-2 %ige Agarose-Losungen in TAE-Puffer hergestellt und

mit 6 pg/mL Ethidiumbromid versetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen zur
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Visualisierung der Wanderung im Gel und zur Beschwerung der DNA mit 6x DNA-
Auftragungspuffer versetzt. Neben den Proben wurde in eine weitere Tasche ein DNA-
GroBenstandard aufgetragen (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, MBI Fermentas, St. Leon-
Rot). Der Gellauf erfolgte idealerweise mit einer Spannung von 5 V/cm
Elektrodenabstand. Ethidiumbromid interkaliert zwischen benachbarte Basenpaare
doppelstringiger DNA und lésst sich unter Bestrahlung mit UV-Licht (302 nm) durch eine

spezifische Fluoreszenz (590 nm) visualisieren.

6x DNA-Auftragungspuffer: 10 mM Tris/HCL, pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau, 15 % (w/v) Ficoll

TAE-Puffer (50x): 2 M Tris/CH3;COOH, pH 7.,8; 1 M CH3;COOH, 1 M
Natriumacetat, 50 mM EDTA, pH 8,0

4.2.4 Durchflusszytometrie

4.2.4.1 Erythrozyten-Lyse von Milzpriparationen und Blutproben

Zellsuspensionen aus Milzzellen wurden vor der durchflusszytometrischen Analyse einer
Erythrozyten-Lyse unterzogen. Der Lysepuffer wurde vor jedem Experiment durch
Mischen von Losung A und Losung B im Verhéltnis 9:1 frisch angesetzt. Zunichst wurden
die Zellen pelletiert (4 min, 300 g) und anschlieBend vorsichtig in 1 mL Erythrozyten-
Lysepuffer resuspendiert. Nach exakt 2 min Inkubation auf Eis wurde die Suspension
vorsichtig mit 1 mL FCS unterschichtet und umgehend abzentrifugiert (4 min, 300 g). Bei
passender Lysezeit wurde ein leicht rotlich gefiarbtes Pellet erhalten. Bei vollstindig
weillen Pellets wurde die Lyse mit einer neuen Probe und verkiirzter Lysezeit wiederholt.
Eine zu lange Lysezeit flihrt neben der Lyse der Erythrozyten zu einer unerwiinschten
Schidigung der Lymphozyten-Populationen der Milz. Nach Entfernen des Uberstandes der
Lyse wurde das Zellpellet zweimal mit 10 mL RPMI 1640 gewaschen.

Erythrozyten-Lysepuffer: Losung A: 0,16 M NH4CI (sterilfiltriert)
Losung B: 0,17 M Tris/HCL, pH 7,8 (sterilfiltiert)

Fiir die Analyse von Zellpopulationen im peripheren Blut wurden die Erythrozyten nach

der Antikorperfarbung unter Verwendung von FACS Lysing Solution (Becton Dickinson,
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Heidelberg) lysiert. Dazu wurden 50 uL EDTA-Vollblut (4.2.1.3) mit 1 mL FACS Lysing
Solution (1:10-Verdiinnung der Stammlosung mit ddH,O) gemischt und 10 min bei RT
inkubiert. Nach Abzentrifugieren der Zellen fiir 4 min bei 300 g wurden diese zweimal mit
3 mL PBS gewaschen, in 600 pL PBS aufgenommen und durchflusszytometrisch

analysiert.

4.2.4.2 Zellzihlung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pL Zellsuspension in einer Kavitit einer
Mikrotiterplatte mit 90 pL Trypanblau gemischt. Tote Zellen werden durch Trypanblau
visualisiert, da dieses durch die geschidigte Zellmembran in das Cytosol der Zelle
eindringt und dieses tiefblau anfarbt (Ausschlussfirbung). Mit Hilfe einer Neubauer
Zihlkammer und eines Mikroskops wurde dann die Zahl lebender Zellen bestimmt. Dazu
wurden 4 GroBquadrate der Zihlkammer ausgezdhlt und die Zellkonzentration nach

folgender Formel berechnet:

N Vg
X = .6
Q-Vkx Vgz

x = Zellkonzentration [Zellen/mL]

N = Anzahl der gezéhlten Zellen [Zellen]

Q = Anzahl der ausgezdhlten Gro3quadrate

Vi = Kammervolumen iiber einem GroBquadrat =10* mL

Vi = eingesetztes Gesamtvolumen (Trypanblau und Zellsuspension) [mL]

Vz = Volumen der eingesetzten Zellsuspension [mL]

Die Zellzahl ergibt sich dann durch Multiplikation der Zellkonzentration mit dem Volumen

der Zellsuspension in mL.

4.2.4.3 Vorbereitung von Geweben fiir die durchflusszytometrische Analyse

Zuerst wurden die Tiere mittels CO,-Narkose getdtet, die Bauchdecke und der Brustkorb
eroffnet und sowohl Milz als auch Thymus prapariert. Die Organe wurden direkt nach der
Entnahme in eine mit 10 mL RPMI 1640 (+ GlutaMax™) gefiillte Petrischale gelegt.
Anschliefend wurden die Organe mittels eines Stempels einer 10 mL-Spritze durch ein
Gewebesieb (Cell Strainer 100 um Nylon, BD Falcon™) gedriickt und zerkleinert. Zur

weiteren Vereinzelung der Zellen wurde die Zellsuspension mit einer Spritze mehrmals
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durch eine aufgesetzte Kaniile (21G 11/2 0,8 x 40 mm) gesaugt. Einzelzellsuspensionen
von Milz, Thymus und Knochenmark (4.2.2.1) wurden danach bei 300 g und 4 °C fiir 4
min abzentrifugiert, das Zellpellet in 10 mL PBS resuspendiert und bis zur weiteren
Bearbeitung auf Eis gelagert. Die Zellsuspension der Milz wurde aullerdem einer
Erythrozyten-Lyse (4.2.4.1) unterzogen. Darauffolgend wurden die Zellzahl bestimmt
(4.2.4.2) und 1-10° Zellen pro Farbung eingesetzt. Dazu wurden die Zellen in 50 pL PBS
resuspendiert und fiir jeden Férbeschritt 15 min auf Eis inkubiert. Nach der Férbung
wurden die Zellen durch Zugabe von 500 uL. PBS gewaschen, abzentrifugiert und in 600
uL PBS resuspendiert. Bis zur durchflusszytometrischen Analyse wurden die Zellen auf
Eis gelagert.

Alle durchflusszytometrischen Messungen der Zellsuspensionen erfolgten unter
Verwendung des BD LSR II Durchflusszytometers (Becton Dickinson, Heidelberg,
ausgestattet mit einem blauen Laser und einem UV-Laser). Die Aufnahme der Daten
erfolgte mit der Software BD FACSDiva™ (Becton Dickinson, Heidelberg) und deren

Auswertung mit dem Programm FlowJo (Treestar, Inc.).

4.2.4.4 Identifizierung der ETP im Thymus

Zuerst wurden die Tiere durch zervikale Dislokalisation (Genickbruch) oder CO,-Narkose
getdtet. Danach wurde der Thymus prépariert, zur Entfernung von Blutresten in 10 mL
RPMI 1640 gespiilt und in eine Pertischale mit 10 mL RPMI 1640 gelegt. Anschlie3end
wurde der Thymus unter Verwendung von 2 Pinzetten zerkleinert, die Zellsuspension
abzentrifugiert und das Zellpellet in 10 mL PBS aufgenommen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in 50 pL PBS resuspendiert, mit 25 pg Ratte-
anti-Maus-CD16/CD32 (BD Pharmingen™) versetzt und fiir 15 min auf Eis inkubiert.
Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen erneut in 50 pL PBS aufgenommen und mit
jeweils 15 uL Lin-FITC (Mischung aus FITC-markierten Antikoérpern gegen CD3, CD8a,
CD8p, Ter119, CD19, B220, CD11c, NK1.1), CD25-PE und c-Kit-APC versetzt und fiir
45 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in
600 uL PBS aufgenommen. Die durchflusszytometrische Analyse von mindestens 6
Millionen Zellen erfolgte unter Verwendung eines FACSCalibur (Becton Dickinson,
Heidelberg). Parallel diente das Knochenmark einer jungen C57/BL6 Maus als
Positivkontrolle und wurde entsprechend dem angegebenen Protokoll gefarbt und

analysiert.
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4.2.4.5 Zellzyklusanalyse in vivo mittels BrdU-Inkorporation

Die Proliferationsrate von Zellen ldsst sich anhand der Inkorporation des
Thymidinanalogons 5-Brom-2’-Deoxy-Uridin (BrdU) in neu synthetisierte DNA beim
Ubergang von der GO/G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus verfolgen (Dean et al.,
1984; Miltenburger et al, 1987; Sasaki et al, 1989). Zur Bestimmung der
Proliferationsrate in vivo wurde den zu analysierenden Tieren im Zeitabstand von 20 min
jeweils 1 mg BrdU (100 pL einer 10 mg/mL Stammldsung in sterilem Dulbecco’s PBS,
FITC BrdU Flow Kit, BD Pharmingen™) intraperitoneal injiziert. Exakt 3 h nach der
jeweiligen Injektion wurden die Tiere mittels zervikale Dislokalisation (Genickbruch)
getotet, die Knochenmarkszellen aus Ober- und Unterschenkel isoliert (4.2.2.1) und auf Eis
gelagert. AnschlieBend wurden aus 2:10” Zellen Gesamtknochenmark von jedem Tier die
Lin~ Knochenmarkszellen aufgereinigt (4.2.2.3). Nach Abzentrifugation der Zellen fiir 4
min bei 300 g und 4 °C wurde das Zellpellet in 50 uL. PBS resuspendiert, in lichtgeschiitzte
Reaktionsgefdfle iiberfiihrt und nach Zugabe von 1 pL anti-Sca-1-Biotin und 1 pL
Streptavidin-PE (BD Pharmingen™) fiir 15 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden
500 uL PBS zugegeben und die Zellen erneut bei 300 g fiir 4 min abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 50 L. PBS resuspendiert und fiir die zweite extrazelluldre Farbung mit
jeweils 1 pL anti-c-Kit-Biotin und Streptavidin-PE-Cy7 versetzt. Nach Inkubation fiir 15
min auf Eis wurde erneut 500 pL PBS hinzugegeben und die Zellen fiir 4 min bei 300 g
abzentrifugiert.

Fir die anschlieBende intrazelluldre Férbung wurden die Zellen zur Fixierung und
Permeabilisierung mit 100 pL. BD Cytofix/Cytoperm Buffer resuspendiert und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 1 mL BD Perm/Wash Buffer versetzt und
erneut abzentrifugiert. Nach Resuspendieren der Zellen in 100 pL BD Cytoperm Plus
Buffer wurde weitere 10 min auf Eis inkubiert. Darauffolgend wurden die Zellen erneut mit
1 mL BD Perm/Wash Buffer gewaschen, zur Refixierung mit 100 upL BD
Cytofix/Cytoperm resuspendiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach Waschen mit 1 mL
BD Perm/Wash Buffer wurden die Zellen zur Freisetzung und anschlieBenden Farbung des
zuvor in die DNA inkorporierten BrdU in 100 pL DNase-Losung (300 pg/mL in
Dulbecco’s PBS) resuspendiert und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert (Carayon und Bord, 1992;
Gonchoroff et al., 1986). Danach wurden die Zellen erneut mit 1 mL BD Perm/Wash
Buffer gewaschen. Nach resuspendieren der Zellen in 50 uL. BD Perm/Wash Buffer mit 1
uL anti-BrdU wurde der Ansatz fiir 20 min bei RT inkubiert und wiederum mit 1 mL BD
Perm/Wash Buffer gewaschen. Fiir die Fiarbung der Gesamt-DNA zur Analyse des
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Zellzyklus wurden die Zellen auBlerdem mit 20 pl. 7-Amino-Actinomycin D-Ldsung
(7-AAD) versetzt. AbschlieBend wurden die Zellen in 1 mL BD Perm/Wash Buffer

resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert.

4.2.5 Zellkultur

4.2.5.1 Zellkultur zur Bestimmung des Differenzierungspotentials der kolonie-
bildenden Einheiten (colony-forming unit, CFU) Lin”- Knochenmarkszellen

Zur detailierten Analyse des Differenzierungspotentials der myeloiden Vorlduferzellen
wurden Lin® Knochenmarkszellen aufgereinigt (4.2.2.3) und beziiglich ihrer
koloniebildenden Aktivitit charakterisiert. Alle Arbeitsschritte beginnend mit der
Préaparation der Tiere wurden unter einer Reinluftwerkbank durchgefiihrt. Parallel dazu
wurden pro Tier 5 mL zuvor bei -20 °C gelagerter Methylzellulose-Matrix mit SCF (stem
cell factor), 1L-3, IL-6 und Erythropoietin (MethoCult™ 03434, StemCell Technologies)
im Kiihlschrank (4-8 ©°C) aufgetaut. Nach griindlichem Mischen von 8000 Lin
Knochenmarkszellen pro Tier mit 5 mL Methylcellulose-Matrix wurden mittels Spritze mit
aufgesetzter Kaniile (18G x 11/2 1,20 x 40 mm) dreimal 1,1 mL der Mischung in
unbeschichteten 35 mm Zellkulturschalen ausgesét und fiir 8 Tage bei 37 °C und 5 % CO;
im Brutschrank inkubiert. Bei mikroskopischer Betrachtung anhand der charakteristischen
Morphologie wurden die CFU der Granulozyten (CFU-G), der Makrophagen (CFU-M)
und gemischter Kolonien aus Granulozyten und Makrophagen (CFU-GM) klassifiziert und
ausgezihlt. Aulerdem wurden die CFU mit multipotentem Differenzierungspotential fiir
Granulozyten, Erythrozyten, Makrophagen und Megakaryozyten (CFU-GEMM) und die
von erythroiden Vorlduferzellen abstammenden Kolonien (burst-forming unit-erythroid,

BFU-E) bestimmt.

4.2.6 Histologische Untersuchungen

4.2.6.1 Fixierung und Einbettung von Organen fiir Paraffinschnitte

Direkt nach der Priparation wurden die Organe in 4 % Paraformaldehyd in PBS
aufgenommen und fiir mindestens 48 h bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die Organe mit
Hilfe eines Gewebeeinbett- und Entwésserungsautomaten entwissert. Die Einbettung in
Paraffin erfolgte maschinell mit Hilfe eines Paraffinspenders und der Ausgiefstation

Tissue Block Dispender PAG 12.
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4.2.6.2 Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden aus den Paraffinblocken mit einem Schlittenmikrotom
angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager (Superfrost, Menzel, Braunschweig)
tibertragen und iber Nacht bei RT getrocknet. Fiir die anschlieBenden
immunhistologischen Antikorperfarbungen wurde das Paraffin der Schnitte entfernt. Dazu
wurden die Paraffinschnitte fiir 20 min in 100 %igem Xylol inkubiert. Danach wurden die
Schnitte zuerst in einer 1:1-Mischung aus Ethanol und Xylol und anschlieBend in Ethanol
abnehmender Konzentration (2x 99 %, 1x 70 % und 1x 50 %) geschwenkt. Abschlieend

wurden die Schnitte kurz in destilliertem Wasser gespiilt.

4.2.6.3 Farbung mit Himatoxylin-Eosin

Mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Férbung werden in Gewebeschnitten Zellkerne
dunkelblau/violett und das Zytoplasma rosa angefiarbt. Getrocknete Paraffinschnitte
wurden fiir 3 min in Meyer’s Hamatoxylin-Losung (Sigma, Dreieich) bei RT inkubiert.
Anschliefend wurden die Schnitte fiir ca. 10 min unter flieBendem Leitungswasser gespiilt.
Durch Oxidation des gebundenen Hidmalauns wird dabei die entgiiltige
Frabstoffentwicklung erreicht. Danach wurden die Schnitte fiir 20 s in 1 %igen Eosin-
Losung in 50 % Ethanol inkubiert und anschlieBend mit Wasser (MilliQ-Anlage,
MembraPure GmbH, Bodenheim) gewaschen. Zur vollstindigen Entwésserung wurde der
Schnitt kurz in Xylol geschwenkt. Danach wurden die Schnitte mit Pertex
Montagemedium (Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf) eingedeckt. Zur
abschlieBenden Hartung des Montagemediums wurde das Préparat fiir 15 min bei 55 °C im

Brutschrank gelagert.

4.2.6.4 Immunhistochemische Firbung von Paraffinschnitten

Fiir immunhistochemische Farbungen wurden die Paraffinschnitte (4.2.6.2) zuerst mit
Citratpuffer (10 mM Natriumcitrat, pH 6,0) in einer Mikrowelle (700 W, 1x 4 min, 4x 3
min) inkubiert. Danach wurde der Objekttrdger in destilliertem Wasser auf RT abgekiihlt,
in TBS-T (0,1 % Triton X-100) gewaschen und zur Blockierung unspezifischer Bindungen
fiir 1 h in PBS/10 % FCS inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte iiber Nacht in einer
feuchten Kammer bei 4 °C mit dem Primérantikorper inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden die Schnitte mit TBS-T gewaschen und fiir 1 h bei RT mit dem Sekundérantikdrper

in einer feuchten Kammer inkubiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Initiale Charakterisierung Ptch-defizienter Tiere und Histologie des Thymus

Die funktionelle Charakterisierung von Ptch im Mausmodell war bisher nur in frithen
Stadien der Embryonalentwicklung mdglich, da Ptch-defiziente Embryonen bereits am Tag
9,0 bis 10,5 in utero sterben. Dies ist u. a. durch Defekte in der Entwicklung des
Neuralrohrs und des Herzens bedingt (Goodrich et al., 1997; Hahn et al., 1998). Die
Funktionsanalyse von Ptch beschridnkte sich daher auf in vitro-Studien und Mausmodelle
mit heterozygoter Ptch-Mutation.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter Verwendung einer konditional Ptch-defizienten
Maus (Ptch™ ™ ERT2*") die Funktion von Ptch im adulten Tier analysiert. Die
Inaktivierung von Ptch erfolgt in diesem Mausmodell mittels einer Tamoxifen-
induzierbaren Cre-Rekombinase unter Verwendung des Cre-loxP Systems (Abbildung 6)
(Kuhn et al., 1995). Zur Induktion der Pzch Nullmutation wurden ROSA26CreERT2""
Miuse (A. Berns, Netherland Cancer Institute, Amsterdam) mit Prch"*** Miusen
verpaart. ROSA26CreERT. 2% Miuse exprimieren ein CreERT2-Rekombinaseprotein unter
der Kontrolle des endogenen ROSA26-Promotors (Friedrich und Soriano, 1991), welche
erst durch die Bindung von Tamoxifen aktiviert wird.

Zur Induktion der Ptch-Defizienz wurden adulte Ptch™"*ERT2"" Tiere im Alter von 8
Wochen mit einer Gesamtdosis von 5 mg Tamoxifen (jeweils 1 mg Tamoxifen
intraperitoneal an fiinf aufeinander folgenden Tagen) behandelt (Imai ef al., 2001). Die
daraus resultierenden Ptch-defizienten Tiere werden im Folgenden auch als tPtch”” Miuse
bezeichnet. Zur Kontrolle mdglicher systemimmanenter Effekte, die nicht mit der
biallelischen Ptch-Inaktivierung assoziiert sind, wurden parallel Pich" ™ ERT2*" Tiere
mit Losungsmittel (Emulsion aus Ethanol und Sonnenblumendl) behandelt (Losungsmittel-
Kontrolle). AuBerdem wurden zur Uberwachung eines méglichen Einflusses von
Tamoxifen in Kombination mit einer aktiven Cre-Rekombinase Ptch™*ERT2"" Miuse mit
Tamoxifen behandelt (Tamoxifen-Kontrolle). 10 Tage nach der ersten Tamoxifengabe
wurden bei der Beobachtung der tPtch” Miuse erste phinotypische Verdnderungen im
Vergleich mit Kontrolltieren beobachtet. Die Tiere verloren zunehmend an Gewicht (bis zu
20 % nach 20 Tagen) und begannen sich intensiv zu putzen. Das Erscheinungsbild des
Fells verschlechterte sich zunehmend und das damit einhergehende starke Putzen der

Mause fiihrte ventral durch Verlust der Behaarung zu kahlen Hautstellen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Veranderung des Fells von Ptch-defizienten Mausen.

Ein tPtch”™ Tier 21 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (rechts) im Vergleich mit einem
Losungsmittel-behandelten Kontrolltier (links). Deutlich zu erkennen ist bei dem tPich”
Tier die Verschlechterung der Fellstruktur, welche mit einem stark ausgeprédgten Putztrieb
und einem ventralen Verlust des Fells einher geht.

Aufgrund des sich zunehmend verschlechternden Allgemeinzustandes wurden die Ptch-
defizienten Tiere 23 Tage nach der ersten Tamoxifengabe getotet. Fiir alle folgenden
Experimente wurden die Tiere 15 bzw. 19 Tage nach der erster Tamoxifengabe analysiert.
Durch histologische Untersuchungen von perfundierten Ptch-defizienten Tieren konnte
gezeigt werden, dass die offensichtlichen Abnormalitidten der Haut mit starker Proliferation
der intrafollikuldren und follikuldren Epidermis einher gehen (Doktorarbeit A. Uhmann
2006, Institut fiir Humangenetik, Universitit Gottingen).

Bei der Betrachtung der inneren Organe der Ptch-defizienten Tiere zeigte sich ab dem 15.
Tag nach der ersten Tamoxifengabe eine Verkleinerung des Thymus im Vergleich zu den
Thymi der Kontrolltiere. Bis zum 19. Tag nach dem Start der Induktion der Ptch-Deletion
verstirkte sich die Reduktion des Organs zunehmend (Abbildung 8A). Die Thymi von
Kontrolltieren zeigten in dem Beobachtungszeitraum von 19 Tagen und auch dariiber
hinaus keine Reduktion des Volumens (Abbildung 8A und B). Durch die verwendeten
Kontrolltiere konnte gezeigt werden, dass die beobachtete Verkleinerung des Thymus
unabhidngig vom Losungsmittel sowie von Tamoxifen in Kombination mit einer aktiven

Cre-Rekombinase ist.



Ergebnisse 40
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Tamoxifen-behandelte
Kontrolle Kontrolle 19 Tage
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tPtch Kontrolle 19 Tage
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Abbildung 8: Abbildungslegende siehe nichste Seite
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Abbildung 8: Die induzierte Inaktivierung von Ptch im adulten Tier fuhrt zu
histologischen Anomalien der Gewebestruktur und Zellularitat des Thymus und
resultiert in der Verkleinerung des Organs.

(A) Vergleich der Thymi von Losungsmittel-behandelten Kontrolltieren (oben) mit Thymi
von tPtch” Miusen 15 Tage (Mitte) und 19 Tage (unten) nach der ersten Tamoxifengabe.
(B) Thymi von Tamoxifen- und Losungsmittel-behandelten Kontrolltieren 19 Tage nach
der ersten Injektion. (C) Hematoxylin/Eosin (HE)-geféarbte Thymus-Paraffinschnitte von
tPtch” Miusen 15 Tage (Mitte) und 19 Tage (rechts) nach der ersten Tamoxifengabe im
Vergleich zu einem Losungsmittel-behandelten Kontrolltier (links). (D) anti-CD3 gefarbte
Paraffinschnitte der Thymi von tPtch” Miusen 15 (Mitte) und 19 Tage (rechts) nach der
ersten Tamoxifengabe im Vergleich zu einem Kontrolltier.

(E) anti-B220 gefdrbte Paraffinschnitte der Thymi von tPtch”” Méusen 15 (Mitte) und 19
Tage (rechts) nach der ersten Tamoxifengabe im Vergleich zu einem Kontrolltier. Maf3stab
2 mm, K=Kortex, M=Medulla.

(Die Anfertigung der Prédparate erfolgte mit Unterstiitzung und nach Anleitung von Anke
Frommbhold, Institut fiir Humangenetik, Universitidt Gottingen und deren Begutachtung mit
Hilfe von Dr. W. Schulz-Schaeffer, Abteilung Neuropathologie, Universititsklinikum
Gottingen).

Die histologische Charakterisierung der Thymi von Ptch-defizienten Méusen erfolgte
durch Hematoxylin/Eosin (HE)-Farbungen von Paraffinschnitten. 15 Tage nach Induktion
der Ptch-Deletion zeigte sich eine Reduktion der Thymusrinde (Kortex). Nach 19 Tagen
war in der HE-Féarbung keine Abgrenzung mehr zwischen dem Kortex und dem Mark des
Thymus (Medulla) zu erkennen (Abbildung 8C). Zur Charakterisierung der B- und T-Zell-
Populationen wurden die Paraffinschnitte der Thymi auBerdem immunhistologisch
analysiert, indem diese mit Antikdrpern gegen B220 und CD3 gefirbt wurden. In den
Thymi von Ptch-defizienten Miusen blieb die Population der markstindigen T-Zellen 19
Tage nach der ersten Tamoxifengabe weitestgehend erhalten, wohingegen ein nahezu
vollstindiger Verlust der T-Zellen im Thymuskortex detektiert wurde (Abbildung 8D). Im
Gegensatz dazu konnte keine Verinderung der B220" B-Zell-Population beobachtet
werden (Abbildung 8E). Durch die Farbung der Lymphozytenpopulationen konnten Kortex
und Medulla der Thymi von Ptch-defizienten Mdusen auch am Tag 19 nach der ersten
Tamoxifeninjektion noch unterschieden werden. Dies war im Gegensatz dazu in den HE-
gefarbten Paraffinschnitten zu diesem Zeitpunkt nicht mehr moglich.

Der Verlust der im Thymuskortex befindlichen unreifen T-Zellen bei Ptch-defizienten
Tieren deutet auf einen Defekt in der T-Zell-Entwicklung im Thymus hin. Im Gegensatz

dazu scheinen die reifen T-Zellen in der Thymusmedulla nicht beeinflusst zu sein.
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5.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung der T-Zell-Populationen im Thymus

von Ptch-defizienten Mausen

Der Thymus ist bei allen Sdugetieren das zentrale Organ der Reifung der T-Zellen im
Organismus. Grundlage der T-Zell-Entwicklung sind dabei die aus dem Kochenmark
einwandernden frithen T-Zell-Vorlaufer (early T cell progenitor, ETP) (Allman et al.,
2003; Shortman und Wu, 1996). Die den Thymus besiedelnden ETP entwickeln sich zuvor
im Knochenmark ausgehend vom allgemeinen lymphatischen Vorldufer (common
lymphoid progenitor, CLP) (Kondo et al., 1997). AuBlerdem differenzieren ETP aus den
hdmatopoietischen Stammzellen (hematopoietic stem cell, HSC) und davon abgeleiteten
multipotenten Vorlduferzellen (Bhandoola und Sambandam, 2006).

Der Verlauf der T-Zell-Entwicklung im Thymus wurde im Rahmen dieser Arbeit
durchflusszytometrisch anhand der Expression von entwicklungsspezifisch exprimierten
Oberflachenmolekiilen verfolgt. Die Klassifizierung von unreifen und reifen Thymozyten
erfolgte dabei in der FACS-Analyse anhand der Expression von CD4 und CDS.
Thymozyten sind beziiglich CD4 und CDS8 zuerst doppelt-negativ (DN, CD4 CDS"),
anschlieBend doppelt-positiv (DP, CD4'CD8") und differenzieren weiter zu reifen, CD4
oder CD8 einfach-positiven (SP, CD4" oder CD8") T-Zellen. Die DN-Population wurde
auBlerdem beziiglich der Expression der Adhédsionsmolekiile CD44 (Phagocytose-
Glycoprotein-1, PGP-1) und CD25 (o-Kette des Interleukin-2 Rezeptors, IL-2Ra)
analysiert und demzufolge in die vier Stadien DN1 bis DN4 unterteilt (Godfrey et al.,
1993; Godfrey et al., 1994; Pearse et al., 1989). Ab dem DN3-Stadium (CD44 CD25")
exprimieren Thymozyten auflerdem CD3 und die B-Kette des T-Zell-Rezeptors (T cell
receptor B, TCR-B) auf ihrer Oberfliche, durch deren Nachweis ebenfalls friithe DN-
Stadien von spiten Stadien der T-Zell-Entwicklung unterschieden wurden.

Zur Analyse der T-Zell-Entwicklung wurden die Thymozyten von Ptch-defizienten Tieren
sowie Kontrolltieren simultan mit Antikérpern gegen CD4, CD8, CD44 und CD25 gefarbt.
Die durchflusszytometrische Analyse zeigte bei Ptch-defizienten Tieren bereits bei der
Charakterisierung der Zellen beziiglich Granularitét (seitwérts gerichtete Lichtstreuung,
side scatter, SSC) und GroBe (Lichtstreuung nach vorne, forward scatter, FSC) eine
drastische Reduktion der Population der Thymozyten (Abbildung 10, links). Im
statistischen Mittel war die Anzahl der Thymozyten im SSC/FSC dot plot in Thymi von
Ptch-defizienten Méusen 15 bzw. 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe um das 13- bzw.

20-fache reduziert (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Verlust der T-Zell-Population im Thymus von tPtch” Mausen.

Die relative Anzahl der Thymozyten wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Dazu wurde
die Zellpopulation im SSC/FSC dot plot anhand ihrer GroBe und Granularitdt identifiziert
(zur Erlduterung siehe Abbildung 10 (links), die durch den Kreis markierte
Zellpopulation). Die relative Thymozytenzahl in Thymi von tPch” Mausen 15 (tPtch” 15
Tage) und 19 Tage (tPtch'/ " 19 Tage) nach der ersten Tamoxifengabe im Vergleich zu
Kontrolltieren. Die Balken reprisentieren den Mittelwert (n=4 tPtch” 15 Tage, n=3 tPtch”
19 Tage, n=16 Kontrolle, fiir die Kontrolle wurden die Werte von neun Tamoxifen- und
sieben Losungsmittel-behandelten Tieren beider Zeitpunkte zusammengefasst).

Bei der Expressionsanalyse von CD4 und CDS8 konnte gezeigt werden, dass die Abnahme
der T-Zell-Population in dem nahezu vollstindigen Verlust der CD4CD8 DP T-Zellen
begriindet ist (Abbildung 10, Mitte). Dieser Effekt war bereits 15 Tage nach der ersten
Tamoxifengabe signifikant und nach 19 Tagen war die Population nicht mehr existent.
Parallel dazu nahm auch die absolute Zahl der CD4 und CD8 SP T-Zellen deutlich ab
(Abbildung 12B). Durch den vollstindigen Verlust der CD4CD8 DP waren diese in der
durchflusszytometrischen Analyse allerdings relativ {iberreprisentiert (Abbildung 10,
Mitte). Zusitzlich wurden die Thymozyten beziiglich der Expression von CD3 und TCR-f
analysiert. Dabei wurde bei Ptch-defizienten Méusen eine starke Reduktion der CD3™ und
TCR-B~ Thymozyten nachgewiesen, wohingegen die Population der CD3" und TCR-B"
Zellen 15 Tage nach der ersten Tamoxifengabe unverdndert erhalten blieb (Abbildung 11,
links und Mitte). Durch diese Daten wurden die Ergebnisse der Expressionsanalyse
beziiglich CD4 und CDS8 zusitzlich bestitigt. Es konnte somit gezeigt werden, dass bei
Ptch-defizienten Mausen die frithen Stadien der T-Zell-Entwicklung im Thymus betroffen

sind.
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Abbildung 10: Reifungsdefekt der T-Zellen im Thymus von tPtch” Méausen.
Einzelzellsuspensionen der Thymi von tPtch”” Miusen 15 (tPtch” 15 Tage) und 19 Tage
(tPtch‘/ ~ 19 Tage) nach der ersten Tamoxifengabe und von Kontrolltieren (dargestellt ist ein
Losungsmittel-behandeltes Tier 15 Tage nach der ersten Injektion) wurden mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen die Oberflichenmarker CD4, CDS8, CD44 und
CD25 inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Im SSC/FSC dot plot (links) ist die
Thymozytenpopulation durch einen Kreis markiert. Die unterschiedlichen T-Zell-
Entwicklungsstadien der Thymozytenpopulation wurden im dot plot aufgrund der
Expression von CD4 und CDS8 analysiert (Mitte). Die CD4 und CD8 doppelt-negativen
Zellen (DN, Quadrant unten links) wurden zusitzlich zur Definition der Stadien DN1 bis
DN4 beziiglich der Expression von CD44 und CD25 analysiert (rechts). Die relativen
prozentualen Anteile der jeweiligen Populationen sind in den markierten Feldern
angegeben. Die Abbildung entspricht einem repriasentativen Ergebnis von 4 unabhingigen
Experimenten.

Grundsatzlich konnte die verdnderte Thymozytenpopulation in Ptch-defizienten Tieren
durch Apoptose der frithen T-Zell-Vorldufer oder durch einen Block in der Entwicklung
der T-Zellen begriindet sein. Zur Uberpriifung dieser Hypothesen wurde mittels
Fluorochrom-markiertem Annexin V die Lokalisation des Membranphospholipids
Phosphatidylserin als Apoptose-Marker auf der Zelloberflache der Thymozyten analysiert
(Vermes et al., 1995; Martin et al., 1995; Koopman et al., 1994). Bei apoptotischen Zellen

wird Phosphatidylserin von der cytoplasmatischen zur extrazelluldren Seite der
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Plasmamembran translokalisiert und kann durch Annexin V, einem 35-36 kDa groflen
Ca”"-abhingigen Phospholipid-bindenden Protein, detektiert werden (Raynal ef al., 1994).

Bei Ptch-defizienten Méausen konnte keine signifikante Erhohung Annexin V-positiver
Thymozyten im Vergleich zu Kontrolltieren detektiert werden (Abbildung 11, rechts).
Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass der Verlust frither T-Zell-Stadien
nach Inaktivierung von Ptch im adulten Tier nicht durch Induktion von Apoptose erfolgt,

sondern vermutlich mit einem Block in der T-Zell-Entwicklung im Thymus assoziiert ist.
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Abbildung 11: Der Verlust der Zellen in frihen T-Zell-Entwicklungsstadien im
Thymus von Ptch-defizienten Mausen korreliert nicht mit Apoptose.

Die Thymozyten von Kontrolltieren (dargestellt ist ein Losungsmittel-behandeltes Tier 15
Tage nach der ersten Injektion) und tPich” Miusen 15 Tage nach der ersten
Tamoxifengabe (tPtch” 15 Tage) wurden beziiglich der Expression der
Oberflachenproteine CD3 und TCR-B sowie Annexin V analysiert. Dazu wurden
Einzelzellsuspensionen der Thymi mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CD3
(links), TCR-B (Mitte) und Annexin V (rechts) inkubiert und anschlieend
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die Expressionsprofile der drei Proteine
beziiglich der Thymozytenpopulationen, die zuvor im SSC/FSC dot plot ausgewahlt
wurden (zur Erlduterung siche Abbildung 10, links). Die Abbildung entspricht einem
repriasentativen Ergebnis von 4 unabhéngigen Experimenten.

Zur weiteren Charakterisierung des Defekts in den frithen Stadien der T-Zell-Entwicklung
wurden die Zellen durchflusszytometrisch anhand weiterer Marker definiert. Dazu wurde
die im CD4/CDS8 dot plot identifizierte Population der DN-Entwicklungsstadien beziiglich

der Expression von CD44 und CD25 analysiert. Die Zellen der DNI-Population
(CD44°CD25) sind durch die Expression von CD44 gekennzeichnet, die DN2-
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Differenzierung (CD44'CD25") geht mit der zusitzlichen Expression von CD25 einher. In
den nachfolgenden Stadien DN3 (CD44 CD25") und DN4 (CD44 CD25) wird zunichst
die Expression von CD44 und anschlieBend von CD25 herunterreguliert. Bei Ptch-
defizienten Tieren war bereits 15 Tage nach der ersten Tamoxifengabe eine Reduktion der
DN2-Population von 20 % bei Kontrolltieren auf 6 % zu beobachten (Abbildung 10,
rechts). Nach 19 Tagen war ein vollstindiger Verlust der Zellen in den Fraktionen DN2
und DN3 zu beobachten. Zusammengefasst zeigten diese Daten einen
Differenzierungsdefekt zwischen dem DN und DP Stadium in der T-Zell-Entwicklung im
Thymus von Ptch-defizienten Méusen. Auflerdem konnte der Entwicklungsdefekt auf das
DN1-Stadium bzw. die Differenzierung vom DNI1- zum DN2-Stadium eingegrenzt
werden.

Zu allen Experimenten von Ptch-defizienten Tieren wurden fiir beide Zeitpunkte
Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelte Kontrolltiere mitgefiihrt. Sowohl 15 als auch 19
Tage nach der ersten Injektion wurde kein Effekt der Komponenten zur Induktion der
Inaktivierung von Ptch auf die verschiedenen T-Zell-Populationen im Thymus beobachtet.
Abbildung 12A zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Analyse von
Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren 15 Tage nach der ersten
Injektion im Vergleich zu einem entsprechenden Ptch-defizienten Tier. Unter 12B sind die
absoluten Zahlen zu diesem Experiment angegeben. Zusitzlich werden exemplarisch die
absoluten Zahlen fiir ein Experiment 19 Tage nach der ersten Injektion gezeigt, bei denen
das Ergebnis nach 15 Tagen beziiglich der Kontrollen bestétigt wird. Dadurch wird
auBBerdem der bereits zuvor in Abbildung 10 gezeigte Verlust der DN2- und DN3-
Population 19 Tage nach dem Induktionsstart der Ptch-Deletion anhand der absoluten
Zahlen belegt (Abbildung 12B, roter Kasten). Folglich wird der beobachtete
Differenzierungsblock in den frithen Stadien der T-Zell-Entwicklung im Thymus der Ptch-
defizienten Maiuse alleinig durch die Ptch-Defizienz induziert und nicht durch

systemimmanente Effekte moduliert.
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Abbildung 12: Der Verlust der friihen T-Zell-Populationen im Thymus von tPtch™
Mausen ist unabhangig von den Induktionsbedingungen der Inaktivierung von Ptch.

(A) Einzelzellsuspensionen von Thymi aus Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten
Kontrolltieren und tPtch” Tieren 15 Tage nach der ersten Injektion wurden mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen die Oberflichenmarker CD4, CD8, CD44 und
CD25 inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Im SSC/FSC dot plot (links) ist die
Thymozytenpopulation durch einen Kreis markiert. Die unterschiedlichen T-Zell-
Entwicklungsstadien der Thymozytenpopulation wurden im dot plot aufgrund der
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Expression von CD4 und CDS8 analysiert (Mitte). Die CD4 und CD8 doppelt-negativen
Zellen (DN, Quadrant unten links) wurden zusitzlich beziiglich der Expression von CD44
und CD25 analysiert (rechts). (B) Absolute Zahlen der unter (A) dargestellten Analyse der
verschiedenen T-Zell-Populationen 15 Tage nach der ersten Injektion (links) und einer
entsprechenden Analyse 19 Tage nach Injektionsbeginn (rechts). Zusétzlich ist der Verlust
der DN2- und DN3-Population bei tPtch” Tieren 19 Tage nach der ersten Injektion
hervorgehoben (roter Kasten).

5.3 Durchflusszytometrische Charakterisierung der frihen T-Zell-Vorlaufer im

Thymus von Ptch-defizienten Mausen

Anhand der durchflusszytometrischen Analyse der Thymozyten in Ptch-defizienten
Miusen wurde ein Block fiir das DNI-Stadium (CD4 CD8CD25CD44") der T-Zell-
Entwicklung im Thymus identifiziert (Abschnitt 5.2). Diese Zellfraktion ist allerdings nicht
exklusiv fiir T-Zell-Vorldufer, sondern enthdlt durch Vorldufer fiir B-Zellen, myeloide
Zellen sowie natiirliche Killerzellen (NK) und dendritische Zellen (DC) ein multiples
Differenzierungspotential (Ardavin et al., 1993; Benlagha et al., 2002; Matsuzaki et al.,
1996, Porritt et al., 2004). Daher ldsst sich der Verlust der frihen T-Zell-
Entwicklungsstadien DN2 und DN3 im Thymus von Ptch-defizienten Tieren nicht
eindeutig auf einen Differenzierungsdefekt der ETP im DNI1-Stadium eingrenzen. Eine
weitere Alternative ist ein fritherer Differenzierungsdefekt im Knochenmark, der ebenfalls
zum Verlust der ETP in der DN1-Population fiihren wiirde. Beide Moglichkeiten wiirden
ein dhnliches Bild in der durchflusszytometrischen Analyse liefern. In der adulten Maus
sind die ETP im Thymus langfristig nicht in der Lage die T-Zell-Entwicklung aufrecht zu
erhalten, sie benotigen kontinuierlichen Ersatz aus dem Knochenmark (Goldschneider et
al., 1986). Ausgehend von HSC, MPP und CLP wandern sich entwickelnde ETP durch die
Blutbahn und besiedeln den Thymus (Kondo ef al., 1997; Allman et al., 2003). Die ETP
entsprechen phénotypisch nicht vollstindig dem DNI1-Phénotyp, ein Teil dieser Zellen
exprimiert zusétzlich CD4 auf der Oberflache (Ismaili et al., 1996; Wu et al., 1991). Unter
Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse kénnen ETP minimal als Lin°“CD25c-Kit"e"
definiert werden (Bhandoola und Sambandam, 2006).

Zur Charakterisierung der in den Thymus einwandernden ETP wurde im Rahmen dieser
Arbeit die durchflusszytometrische Detektion dieser Zellen in Ptch-defizienten Tieren
etabliert (nach Protokollen von A. Bhandoola, Department of Pathology and Laboratory
Medicine, University of Pennsylvania, Philadelphia, USA). Im Thymus eines adulten Tiers
entspricht nur ca. jede 10.000-ste Zelle einem ETP (Bhandoola und Sambandam, 2006).
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Neben einigen weiteren Vorlduferzellen sind samtliche anderen Zellen bereits zu
definierten Zelltypen differenziert und gehoren einer festgelegten Entwicklungslinie
(lineage) an. Zur Abtrennung dieser liniendeterminierten Zellen in der FACS-Analyse
wurde eine Mischung von Antikdrpern eingesetzt, die gegen /ineage-Marker gerichtet sind.
Anhand der Expression von c-Kit und /ineage-Markern wurden im dot plot zunéchst alle
Thymozyten ausgewdhlt, die nur in geringem MaBe /ineage-positiv (lineagelow) sind
(Abbildung 13A, links). Dabei wurden besonders die Zellen mit hoher c-Kit-Expression
(c-Kit"€") mit einbezogen, da diese groftenteils den ETP entsprechen. Die nachfolgende
Darstellung der ausgewéhlten Zellen im c-Kit/CD25 dot plot liefert in Fraktion I die ETP.
Die Fraktionen II und III entsprechen den Populationen DN2 bzw. DN3 (Abbildung 13A,

rechts).
A
A A .
Lin'¥ Thymus
10*
To29] Tllos]. 11
10° :
= =
2 2| g
> [>) *
10t
10°

102 19
FLi-H FL2-H

> >
lineage CD25

B

100000 -
E}
= 10000
=
o
= 1000 7 154 x
o
= _
S 100
Q
5 i
o 10
c

1

Kontrolle tPtch” 19 Tage

Abbildung 13: Abbildungslegende siche néchste Seite



Ergebnisse 50

Abbildung 13: Verlust der ETP im Thymus von Ptch-defizienten Mausen.

(A) Durchflusszytometrische Analyse der Thymuszellen einer Kontrollmaus zur
Bestimmung der frithen T-Zell-Vorléufer (early T cell progenitor, ETP). Dazu wurden die
Thymozyten mit Antikdrpern gegen c-Kit, CD25 und lineage inkubiert. Im SSC/FSC dot
plot wurde zuerst anhand von Grofle und Granularitit die ETP enthaltende Population
identifiziert und anschlieBend aufgrund der Expression von c-Kit und Markern fiir /ineage
aufgetrennt. AnschlieBend wurden alle /ineage-negativen Zellen beziiglich ihrer
Expression von c-Kit und CD25 dargestellt und dadurch die Fraktionen I (ETP), I (DN2)
und IIT (DN3) identifiziert. Die relativen prozentualen Anteile der jeweiligen Fraktion sind
in den markierten Feldern angegeben.

(B) Zur Bestimmung der ETP wurden die Thymi von drei tPtch” Tieren 19 Tage nach der
ersten Tamoxifengabe und drei Kontrolltieren (ein Tamoxifen- und zwei Losungsmittel-
behandelte Kontrolltiere 19 Tage nach der ersten Injektion) wie in (A) beschrieben
analysiert. Im Vergleich zu Kontrolltieren ist die absolute Zahl der ETP bei tPtch” Tieren
um das 154-fache reduziert. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.

Mit dieser Methode wurde die absolute Zahl der ETP in Thymi von Ptch-defizienten
Tieren 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe und von Losungsmittel- und Tamoxifen-
behandelten Kontrolltieren 19 Tage nach der ersten Injektion verglichen. Es zeigte sich ein
nahezu vollstindiger Verlust der ETP in den Thymi von Ptch-defizienten Miusen. Im
Vergleich zu Kontrolltieren war die absolute Zahl der ETP in den Thymi von Ptch-
defizienten Tieren um das 154-fache reduziert (Abbildung 13B). Damit konnte gezeigt
werden, dass der durch die Ptch-Defizienz induzierte Block in der intrathymischen T-Zell-
Entwicklung auf ein Ausbleiben einwandernder ETP aus dem Knochenmark

zuruckzufuhren ist.
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5.4 Durchflusszytometrische Charakterisierung der B-Zell-Entwicklung in der Milz
von Ptch-defizienten Méausen

Sowohl T- als auch B-Lymphozyten entwickeln sich ausgehend vom CLP als
gemeinsamen Vorldufer der lymphoiden Linie im Knochenmark. Die Lymphopoiese der
B-Lymphozyten findet auch gréBtenteils im Knochenmark statt. Die im Knochenmark von
Pro-B-Zellen iiber Pra-B-Zellen gebildeten unreifen B-Zellen wandern zur vollstindigen
Reifung iiber den Blutstrom in die Milz ein und differenzieren dort zu reifen B-Zellen (zur
Ubersicht: Carsetti, 2000). Als eines der ersten Proteine exprimieren B-Zellen
B220/CD45R (Maus/Mensch) auf ihrer Oberfliche. Dieses Protein wird wéhrend der
gesamten Lymphopoiese vom Stadium der Pro-B-Zelle im Knochenmark bis zur
Antikorper-sezernierenden Plasmazelle exprimiert und dient bei durchflusszytometrischen
Analysen zur Identifizierung dieser Lymphozyten. In der Milz wurden im Rahmen dieser
Arbeit drei Reifungsstadien beziiglich des Expressionsmusters von CD21
(Komplementrezeptor Typ 2) und CD24 (heat stable antigen, HSA) definiert. Die ersten
aus dem Knochenmark in die Milz einwandernden B-Lymphozyten sind transitionale B-
Zellen vom Typ 1 (transitional B cell of type 1, T1 B-Zellen), die CD24 aber kein CD21
exprimieren (B220°CD24'CD21). Diese entwickeln sich anschlieBend zu transitionalen B-
Zellen des Typs 2 (transitional B cell of type 2, T2 B-Zellen), die zusétzlich zu CD24 auch
CD21 exprimieren (B220°CD24'CD21"). Sowohl T1 als auch T2 B-Zellen kénnen in der
Milz zur dritten B-Zell-Population der reifen B-Zellen differenzieren, die durch eine
geringe Expression von CD24 und CD21 gekennzeichnet sind (B220+CD241°WCD211°W)
(Loder et al., 1999; zur Ubersicht: Carsetti, 2000; Niiro und Clark, 2002; Rolink et al.,
2004). Die B-Zell-Populationen der Milz wurden auBlerdem anhand der Expression von
IgM und IgD durchflusszytometrisch identifiziert. T1 B-Zellen sind durch eine hohe
Expression von IgM und eine schwache Expression von IgD gekennzeichnet
(B220 IgM"¢"[gD'"). Im Gegensatz dazu ist sowohl fiir T2 B-Zellen als auch reife B-
Zellen eine starke Expression beider Oberflachenproteine  charakteristisch
(B220 IgM"¢"[gD"¢") (Loder et al., 1999).

Bei der durchflusszytometrischen Analyse der B-Zell-Populationen der Milz wurde anhand
der Expressionsanalyse von B220, CD21 und CD24 fiir Ptch-defiziente Tiere 19 Tage nach
der ersten Tamoxifengabe ein nahezu vollstindiger Verlust der T1 B-Zell-Population
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu blieb die Population der T2 B-Zellen unverindert,

wohingegen die reifen B-Zellen relativ liberreprisentiert waren (Abbildung 14, links). Zur
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Bestdtigung dieses Ergebnisses wurden die B-Zell-Populationen zusitzlich anhand der
Expression von IgD und IgM identifiziert. Durch diese Analyse konnte erneut die deutliche
Abnahme der Population der T1 B-Zellen in der Milz von Ptch-defizienten Méiusen
nachgewiesen werden. Die T2 B-Zellen und reifen B-Zellen werden in der
Expressionsanalyse von IgD und IgM zusammen erfasst. Bei Ptch-defizienten Tieren im

Vergleich zu Kontrolltieren war deren relative Zahl iiberreprédsentiert (Abbildung 14,

rechts).
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Abbildung 14: Verlust der T1 B-Zell-Population in der Milz von tPtch” Mausen.
Analyse der unterschiedlichen B-Zell-Populationen der Milz eines Losungsmittel-
behandelten Kontrolltiers und einer tPtch” Maus 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe.
Einzelzellsuspensionen der Milz wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen die
Oberflachenproteine B220, CD21, CD24 sowie B220, IgM und IgD inkubiert und
anschlieend durchflusszytometrisch analysiert. Zur Darstellung der einzelnen B-Zell-
Populationen wurden zuerst alle B-Zellen iiber die Expression des Markers B220
identifiziert. In dem CD24/CD21 dot plot sind die B-Zell-Populationen T1 (transitional
type 1, B220°CD24°CD217), T2 (transitional type 2, B220°'CD24°CD21") und reife
B-Zellen (R, B220°CD24"°"CD21"") gekennzeichnet. Im IgD/IgM dot plot sind die T1
B-Zellen (B220+IthlghIngow) sowie die reifen (R)/T2 B-Zellen (B220IgM"“IgD"€"/
B220'IgM"¢"[gD"") getrennt voneinander markiert. Die relativen prozentualen Anteile
der jeweiligen Populationen sind in den markierten Feldern angegeben. Die Abbildung
zeigt ein reprasentatives Ergebnis von 4 unabhéngigen Experimenten.
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Zu beachten ist, dass in den Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren 15 Tage nach der ersten
Tamoxifengabe ein Reduktion der T1 B-Zellen beobachtet wurde, die bei Losungsmittel-
behandelten Kontrolltieren ausblieb (Abbildung 15, links). Folglich reagieren die T1 B-
Zellen auf die Behandlung mit Tamoxifen bzw. der Kombination aus Tamoxifen und einer
aktiven Cre-Rekombinase sensitiv. Dieser systemimmanente Effekt war allerdings nach 19
Tagen nicht mehr detektierbar (Abbildung 15, rechts). Zu diesem Zeitpunkt hatte sich die
T1 B-Zell-Population in den Tamoxifen-behandelten Kontrollen vollstindig regeneriert
und war nicht mehr von denen der Losungsmittel-behandelten Kontrolltiere zu
unterscheiden. Im Gegensatz dazu war die Population der T1 B-Zellen in den Ptch-
defizienten Tieren 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe fast vollstindig verschwunden
(Abbildung 15, rechts). Diese Daten belegen die Sensitivitit der T1 B-Zellen gegeniiber
Tamoxifen und den damit verbundenen Einfliissen auf den Organismus. Dieser Effekt lasst
sich aber eindeutig gegeniiber dem durch die Ptch-Defizienz induzierten Verlust der

Population der T1 B-Zellen in Ptch-defizienten Tieren abgrenzen.
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Abbildung 15: T1 B-Zellen reagieren sensitiv auf Tamoxifen, dieser Effekt ist jedoch
zwei Wochen nach der letzten Injektion vollstdndig kompensiert.

(A) Analyse der unterschiedlichen B-Zell-Populationen der Milz von tPtch” Tieren sowie
Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren 15 Tage (Bilder linke Seite)
und 19 Tage (Bilder rechte Seite) nach der ersten Injektion. Zuerst wurden
Einzelzellsuspensionen mit Antikérpern gegen B220, CD21, CD24 sowie B220, IgM und
IgD inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Zur Darstellung der B-Zell-
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Populationen wurden die B-Zellen iiber die Expression des Markers B220 identifiziert. In
dem CD24/CD21 dot plot sind die B-Zell-Populationen T1 (transitional type 1,
B220°CD24'CD21"), T2 (transitional type 2, B220'CD24 CD21") und reife B-Zellen (R,
B220°CD24CD21"") einzeln gekennzeichnet. Die relativen prozentualen Anteile der
jeweiligen Populationen sind in den markierten Feldern angegeben. Die Abbildung
entspricht einem reprisentativen Ergebnis von 4 unabhingigen Experimenten. (B)
Absolute Zahlen der unter (A) dargestellten Analysen der verschiedenen B-Zell-
Populationen 15 Tage (links) und 19 Tage (rechts) nach der ersten Injektion.

5.5 Charakterisierung der frihen B-Zell-Entwicklung im Knochenmark von Ptch-

defizienten Mausen

Die Zellen in den frithen Stadien der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark sind durch
tempordre Expression spezifischer Oberflichenmarker gekennzeichnet (Hardy et al.,
1991). Durchflusszytometrisch wurden die verschiedenen Populationen der B-Zell-
Lymphopoiese zundchst durch die Expressionsanalyse von B220, CD43 und IgM
dargestellt. Die Pro-B-Zellen repréisentieren dabei das erste direkt aus CLP differenzierte
Zellstadium der B-Zell-Linie im Knochenmark. Pro-B-Zellen sind durch die simultane
Expression von B220 und CD43 gekennzeichnet, exprimieren aber kein IgM auf der
Zelloberfliche (B220°“CD43 IgM"). Bei der weiteren Entwicklung zu Zellen des Pri-B-
Zell-Stadiums nimmt die Expression von CD43 ab. Im Gegensatz dazu nimmt die
Expression von B220 und IgM iiber das Stadium der Pra-B-Zellen bis zu den unreifen B-
Zellen kontinuierlich zu. Unreife B-Zellen sind durch eine starke Expression von B220 und
der mittleren bis starken Expression von IgM gekennzeichnet, wohingegen CD43 nicht
mehr exprimiert wird (B220™€"CD43TgM""™")  Im Knochenmark befinden sich
auBerdem reife, immunkompetente B-Zellen. Diese rezirkulierenden B-Zellen haben
bereits die Milz passiert und exprimieren neben IgM als zweites membrangebundenes
Immunglobulin IgD auf ihrer Zelloberfliche (B220"€"CD43 TgM*“IgD"¢") (zur Ubersicht:
Busslinger, 2004; Nagasawa, 2006).

Bei der durchflusszytometrischen Analyse des Knochenmarks der Ptch-defizienten Tiere
wurde eine Abnahme der Fraktion der gesamten Lymphozyten im Vergleich zu
Kontrolltieren beobachtet (Abbildung 16, links). Die weitere Charakterisierung der
einzelnen B-Zell-Populationen der Lymphozytenfraktion beziiglich der Expression von
B220 und CD43 zeigte eine Abnahme der relativen Zahl der Pro-B-Zellen und einen
nahezu vollstindigen Verlust der Pra-B-Zellen (Abbildung 16, Mitte, Fraktionen I und II).
Im Gegensatz dazu war die relative Zahl der in einer Fraktion erfassten unreifen und

reifen, rezirkulierenden B-Zellen iiberrepriasentiert (Abbildung 16, Mitte, Fraktion III). Die
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Abnahme bzw. der Verlust der Pro- und Prd-B-Zellen konnte anhand der simultanen
Expressionsanalyse von B220 und IgM zusétzlich bestétigt werden (Abbildung 16, rechts,
Fraktion I). Bei der Analyse der Oberflichenproteine B220 und IgM werden die beiden
frithen Stadien der Lymphopoiese der B-Zellen (Pro- und Pri-B-Zellen) in einer Fraktion
erfasst. Im Gegensatz zur Expressionsanalyse von B220 und CD43 ermoglicht die
Kombination mit IgM allerdings die Differenzierung der unreifen von den reifen,
rezirkulierenden B-Zellen. Demnach gehen in Ptch-defizienten Mausen zuséitzlich zu den
Pro- und Prid-B-Zellen auch die unreifen B-Zellen verloren (Abbildung 16, rechts, Fraktion
II). Daher ist der prozentuale Anteil der rezirkulierenden B-Zellen iiberreprésentiert
(Abbildung 16, rechts, Fraktion III). Anhand dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass
die Ptch-Defizienz des adulten Tieres zum Verlust aller friihen Entwicklungsstadien der

B-Zellen von den Pro-B-Zellen bis zu den unreifen B-Zellen fiihrt.
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Abbildung 16: Defekt in der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark von Ptch-
defizienten Méausen.

Das Knochenmark von tPtch” Miusen 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe und von
Kontrolltieren (dargestellt ist ein Losungsmittel-behandeltes Kontrolltier 19 Tage nach der
ersten Injektion) wurde zur Analyse der einzelnen B-Zell-Populationen isoliert und
durchflusszytometrisch ~ analysiert. Dazu  wurden  Einzelzellsuspensionen  des
Knochenmarks mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen die Oberflichenproteine
B220, CD43 wund IgM inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse eines
Losungsmittel-behandelten Kontrolltiers 19 Tage nach der ersten Injektion wurde mit der
eines tPtch” Tiers 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe verglichen. Im SSC/FSC dot
plot des Gesamtknochenmarks (links) ist die Lymphozytenpopulation markiert, die in den
weiteren Auftragungen (Mitte und rechts) verwendet wird. Im dot plot mit der Analyse der
Expression von B220 und CD43 (Mitte) entspricht die Fraktion I den Pro-B-Zellen
(B220°CD43"), Fraktion II den Pri-B-Zellen (B220°CD43") und Fraktion III den unreifen
und auBerdem den reifen, rezirkulierenden B-Zellen (B220"€"CD43"). Im B220/IgM dot
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plot (rechts) werden ebenfalls drei Populationen unterschieden. Fraktion I entspricht den
Pro- und Pri-B-Zellen (B220'1gM’), Fraktion IT den unreifen B-Zellen (B220'IgM") und
Fraktion III den reifen, rezirkulierenden B-Zellen (B220h‘ghIgM+). Die relativen
prozentualen Anteile der markierten Populationen sind in den Bildern angegeben. Die
abgebildeten Daten entsprechen einem reprasentativen Ergebnis von 4 unabhingigen

Experimenten.
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Abbildung 17: Abbildungslegende siche nichste Seite
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Abbildung 17: Tamoxifen inhibiert transient die Entwicklung der friihen B-Zellen im
Knochenmark.

(A) Analyse der unterschiedlichen B-Zell-Populationen im Knochenmark von tPtch™
Tieren sowie Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren 15 Tage (Bilder
linke Seite) und 19 Tage (Bilder rechte Seite) nach der ersten Injektion.
Einzelzellsuspensionen wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen die
Oberflachenproteine B220, CD43 und IgM inkubiert. Die im SSC/FSC dot plot des
Gesamtknochenmarks identifizierte Lymphozytenpopulation (siche Abbildung 16) wurde
zur weiteren Charakterisierung im B220/IgM dot plot analysiert. Fraktion I entspricht den
Pro- und Pri-B-Zellen (B220'1gM"), Fraktion II den unreifen B-Zellen (B220IgM") und
Fraktion III den reifen, rezirkulierenden B-Zellen (B220h‘ghIgM+). Die relativen
prozentualen Anteile der markierten Populationen sind in den Bildern angegeben. Die
abgebildeten Daten entsprechen einem reprédsentativen Ergebnis von 4 unabhingigen
Experimenten. (B) Absolute Zahlen der unter (A) dargestellten Analyse der verschiedenen
B-Zell-Populationen 15 Tage (links) und 19 Tage (rechts) nach der ersten Injektion.

Wie bereits fiir die B-Zell-Populationen der Milz wurde auch fiir die B-Zellen im
Knochenmark ein negativer Effekt von Tamoxifen auf die Auspridgung der einzelnen
Fraktionen beobachtet. So wurde bei Tamoxifen-behandelten im Gegensatz zu
Losungsmittel-behandelten Kontrolltieren 15 Tage nach der ersten Injektion eine
Reduktion der Pro-, Pria- und unreifen B-Zellen beobachtet. Dieser Effekt war aber, wie
bereits bei der Analyse der B-Zellen der Milz, 19 Tage nach Injektionsbeginn vollstindig
kompensiert (Abbildung 17). Folglich korreliert der Verlust aller friihen Stadien der
B-Zell-Entwicklung im Knochenmark eindeutig mit der induzierten Ptch-Defizienz im
adulten Tier.

Zur weiteren Abgrenzung der sich im Knochenmark des adulten Tiers entwickelnden
B-Zellen von den reifen, rezirkulierenden B-Zellen wurde die simultane Expression von
IgM und IgD analysiert. Dabei wurde bei Ptch-defizienten Tieren bereits 15 Tage nach der
ersten Tamoxifengabe mehr als eine Verdopplung des relativen Anteils der
rezirkulierenden B-Zellen (IgM'IgD") beobachtet. Bis zum Endpunkt der Analyse nach 19
Tagen war der relative Anteil der rezirkulierenden B-Zellen in Ptch-defizienten Mausen im
Vergleich zu Kontrollen um das dreifache angestiegen (Abbildung 18, rechts). Folglich
konnte die bereits zuvor in der Expressionsanalyse beziiglich B220 und IgM identifizierte
Zellfraktion tiber die Expression von IgD zweifelsfrei den rezirkulierenden B-Zellen
zugewiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass durch die Inaktivierung von Ptch
im adulten Tier die B-Zell-Entwicklung vollstindig zum erliegen kommt. Die weiterhin
vorhandenen rezirkulierenden B-Zellen belegen zusitzlich, dass kein Migrationsdefekt

vom Knochenmark zur Milz und zurick zum Knochenmark besteht und reife B-Zellen

nicht schneller sterben.



Ergebnisse 59

4000
10° 4
O 3000 - .
— 10* -
—
@) < &
= 2000 - e
o 7 T10°
Q
1000 o
0 T T 1 1
0 1000 2000 3000 4000
£SCA
4000 1=
5
1054
(D]
an
g 3000
n| O < a) %
— N %2000 . o0 E
~ n — v
(&)
E 1000 -
+—
0 T T 1 1
0 1000 2000 3000 4000
£SCA
4000
]
&N
g 3000
oy - !
— 2000 2
1 ) [
\I Vv
e
o 1000 -
o 7,5
+—
0 T T T T
0 1000 2000 3000 4000
£SCA

Abbildung 18: Zunahme der rezirkulierenden B-Zellen im Knochenmark von Ptch-
defizienten Méausen.

Durchflusszytometrische Analyse von Gesamtknochenmark, welches aus tPtch”” Mausen
15 Tage (Mitte) und 19 Tage (unten) nach der ersten Tamoxifengabe und einem
Losungsmittel-behandelten Kontrolltier 19 Tage nach der ersten Injektion (oben) isoliert
wurde. Einzelzellsuspensionen des Knochenmarks wurden mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern gegen die Oberflachenproteine IgD und IgM inkubiert. Im SSC/FSC dot plot
des Gesamtknochenmarks (links) ist die Lymphozytenpopulation markiert, die in einem
weiteren dot plot beziiglich der Expression von IgD und IgM analysiert wurde (rechts). Im
IgD/IgM dot plot sind die rezirkulierenden B-Zellen (IgDIgM") markiert. Die relativen
prozentualen Anteile der markierten Lymphozytenpopulation und der rezirkulierenden
B-Zellen sind in den Bildern angegeben. Die abgebildeten Daten entsprechen einem
reprasentativen Ergebnis von 4 unabhingigen Experimenten.
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5.6 Charakterisierung der B-, T- und NK-Zellen im Blut sowie der NK-Zellen in der
Milz von Ptch-defizienten M&usen

Durch die Analyse der verschiedenen Entwicklungsstadien der Lymphozyten in
Knochenmark, Milz und Thymus im adulten Tier konnte in Ptch-defizienten Mausen ein
Block in der Lymphopoiese der B- und T-Zellen identifiziert werden. Die meisten im Blut
zirkulierenden reifen B- und T-Lymphozyten haben eine Lebensdauer von mehreren
Wochen, Gedéchtnis-B-Zellen {iiberleben mehrere Jahre im Organismus. Die
Charakterisierung der im Blut zirkulierenden B- und T-Zellen erfolgte anhand der
Expression von CD4, CD8 und B220. Dabei wurde zunichst bei Ptch-defizienten Tieren
19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe eine deutliche Reduktion der B-, T- und NK-
Zellen enthaltenen Fraktion um bis zu 80 % im Vergleich mit entsprechenden Kontrollen
beobachtet (Abbildung 19 und 20, links). Die weitere Charakterisierung dieser Population
zeigte die Abnahme der CD4" und CD8" T-Zellen sowie der B220" B-Zellen im peripheren
Blut von Ptch-defizienten Miusen (Abbildung 19, Mitte und rechts). Die relativen Anteile
der peripheren CD4" und CD8" T-Zellen bei Ptch-defizienten Tieren sind gegeniiber
Kontrollen unverandert, da beide T-Zell-Populationen in gleicher Relation abnehmen. Im
CD4/CD8 dot plot wird die deutliche Abnahme der CD4" und CD8" T-Zellen bei Ptch-
defizienten Tieren ersichtlich (Abbildung 19, Mitte). Wie bereits zuvor bei der Analyse der
B-Zellen in Knochenmark und Milz ist 19 Tage nach der Injektion auch im peripheren Blut
beim Vergleich von Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrollen kein negativer
Effekt der Induktionsbedingungen auf die Populationen zu detektieren (Abbildung 19,
rechts).

Die nachgewiesene Abnahme der B- und T-Zellen im peripheren Blut von Ptch-defizienten
Tieren ist eine Folge der bereits zuvor iiber die Analyse der entsprechenden Populationen
in Thymus, Milz und Knochenmark identifizierten Defekte in der Lymphopoiese. Fiir diese
Zellpopulationen im peripheren Blut ldsst sich daher bei einem lidngeren
Beobachtungszeitraum als 19 Tage eine weitere Abnahme postulieren, aufgrund des
zunehmend schlechten Allgemeinzustands der Tiere wurde aber von Analysen zu spiteren

Zeitpunkten abgesehen.
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Abbildung 19: Reduktion der B- und T-Zellen im Blut von Ptch-defizienten M&usen.
Zur Analyse der B- und T-Zellen im peripheren Blut von tPch” Méusen 19 Tage nach der
ersten Tamoxifengabe sowie Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren
nach der ersten Injektion wurden in EDTA-L6sung aufgenommene Blutproben verwendet.
Nach Inkubation des EDTA-Blutes mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen die
Oberflachenproteine B220, CD4 und CDS8 und anschlieBender Lyse der Erythrozyten
wurden die Proben durchflusszytometrisch analysiert. Im SSC/FSC dot plot (links) wurde
die B- und T-Zellen enthaltende Population ausgewihlt und tliber die Expression von CD4
und CD8 die T-Zellen (Mitte) bzw. liber die Expression von B220 die B-Zellen (Bilder
rechts) identifiziert. Die relativen prozentualen Anteile der markierten Populationen sind in
den Bildern angegeben. Die Abbildung entspricht einem reprédsentativen Ergebnis von 5
unabhingigen Experimenten.
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Als dritter Zelltyp der lymphoiden Linie differenzieren Natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen) wie B- und T-Zellen aus gemeinsamen Vorldufern im Knochmark (Rosmaraki et
al., 2001). Im Gegensatz zum Menschen wurde fiir den Nachweis von murinen NK-Zellen
bisher kein spezifisches Antigen identifiziert (Moretta und Moretta, 2004). AuBBerdem ist
zu beachten, dass NK-Zellen auch Oberfldchenproteine exprimieren, die in Kombination
mit anderen Oberflaichenmarkern zur Charakterisierung von dendritischen Zellen sowie B-
und T-Zellen verwendet werden. Zur Identifizierung von NK-Zellen aus den hier
verwendeten Miause mit C57BL/6-Hintergrund hat sich der Nachweis des Lektins NK1.1
(NKR-P1C, Ly55) in Kombination mit weiteren Markern bewahrt (Kim et al., 2000). In
der Fraktion der NK1.1-positiven Zellen sind nicht ausschlielich NK-Zellen enthalten, da
ein Teil der CD4" T-Zellen ebenfalls NK1.1 exprimiert. Diese T-Zellen wurden daher
zuvor iiber CD3-Markierung identifiziert und von den NK-Zellen separiert. Neben NK1.1
exprimieren reife NK-Zellen der adulten Maus die Integrine Mac-1 (CD11b, onmp2) und
DX5 (azp1) (Kim et al., 2002; Lanier et al., 1986). In der adulten Maus lassen sich NK-
Zellen folglich als CD3'NK1.1"Mac-1"DX5" eindeutig bestimmen.

Zuerst wurden die NK-Zellen im Blut von Ptch-defizienten Tieren analysiert. Im Vergleich
zu Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrollen 19 Tage nach der ersten
Injektion wurde dabei eine deutliche Abnahme der NK-Zellen nachgewiesen (Abbildung
20, Werte rechts). In den anschlieBenden Analysen der NK-Zell-Population in der Milz
bestdtigte sich dieses Ergebnis (Abbildung 21, Werte rechts).

Somit ist neben der vollstindig zum Erliegen kommenden Lymphopoiese der B- und T-

Zellen auch die Entwicklung der NK-Zellen in Ptch-defizienten Tieren gestort.
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Abbildung 20: Reduktion der NK-Zellen im Blut von tPtch” Mausen.

Zur Analyse der NK-Zellen im Blut von tPch” Méusen 19 Tage nach der ersten
Tamoxifengabe sowie Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren nach der
ersten Injektion wurden die Blutproben in EDTA-Ldsung aufgenommen. Die Proben
wurden  anschlieBend mit  fluoreszenzmarkierten = Antikdrpern  gegen  die
Oberfliachenproteine CD3, NK1.1 und Mac-1 inkubiert und nach Lyse der Erythrozyten
durchflusszytometrisch analysiert. Im SSC/FSC dot plot (links) wurde die B-, T- und NK-
Zellen enthaltende Population ausgewihlt. Die darin enthaltenen CD3-negativen Zellen
wurden anschlieBend zur Bestimmung der NK-Zellen (CD3'NK1.1"Mac-1") beziiglich der
Expression von NKI1.1 und Mac-1 analysiert. Die relativen prozentualen Anteile der
markierten Populationen sind in den Bildern angegeben. Die Abbildung zeigt ein
reprasentatives Ergebnis von 3 unabhingigen Experimenten.
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Abbildung 21: Reduktion der NK-Zellen in der Milz von Ptch-defizienten Mausen.
Analyse der NK-Zellen in der Milz von Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten
Kontrolltieren 19 Tage nach der ersten Injektion (oben und Mitte) und einer tPtch” Maus
19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe (unten). Dazu wurden Einzelzellsuspensionen mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen die Oberflachenproteine CD3, DX5 und NK1.1
inkubiert und anschliefend durchflusszytometrisch analysiert. Zunichst wurde im
SSC/FSC dot plot die NK-Zellen enthaltende Population ausgewéhlt (links) und
anschliefend die CD3-negativen Zellen in einem weiteren dot plot iiber die
Expressionsanalyse von DX5 und NK1.1 als NK-Zellen identifiziert (rechts). Die relativen
prozentualen Anteile der NK-Zellen (DX5'NK1.1") sind im DX5/NK1.1 dot plot in den
markierten Feldern angegeben. Die Abbildung zeigt ein reprisentatives Ergebnis von 3
unabhéngigen Experimenten.
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5.7 Analyse der Hamatopoiese im Knochenmark Ptch-defizienter Tiere

Im Knochenmark wird die Hématopoiese durch die sequentielle Expression von
Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren gesteuert. Der Transkriptionsfaktor PU.1 ist an der
Differenzierung von CMP und CLP aus HSC beteiligt (Iwasaki et al, 2005), die
zusdtzliche Expression des Transkriptionsfaktors Ikaros begiinstigt die Bildung von CLP
(Smale und Dorshkind, 2006). Daran anschlieBend wird die Rezeptortyrosinkinase FIt3
(EMS-like tyrosine kinase 3) exprimiert. Der CLP ist darauffolgend durch die zusitzliche
Expression der o-Kette des Interleukin-7 Rezeptors (IL-7Ra) gekennzeichnet. In der
murinen Hamatopoiese ist die Aktivierung der iiber IL-7R vermittelten Signalkaskade fiir
die weitere Differenzierung des CLP zu B-Zell-Vorldufern unerldsslich. Daran
anschlieBend fiihrt die Expression des frithen B-Zell-Transkriptionsfaktors EBF (early B
cell factor 1) zur Expression von Rag-1/2 (recombination activating gene 1/2), wodurch
die V(D)J-Rekombination initiiert wird. Fiir die weitere Entwicklung der B-Zellen im
Knochenmark ist der Transkriptionsfaktor Pax5 essentiell, dessen Expression ebenfalls von
EBF reguliert wird (zur Ubersicht: Busslinger, 2004).

Zur weiteren Definition des Defekts in der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark von
Ptch-defizienten Tieren (Abschnitt 5.5) wurde das Expressionsmuster der beschriebenen
Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren bestimmt. Zundchst wurde die Expression der
frithen Transkriptionsfaktoren PU.I und lkaros sowie der Rezeptortyrosinkinase FI¢3
mittels RT-PCR aus RNA von Gesamtknochenmark analysiert. Dabei zeigte die
Expression dieser Transkripte in Ptch-defizienten Tieren keinen Unterschied zu
Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu wurde eine
deutlich reduzierte Expression von /L-7Ra, EBF, Rag-1, Rag-2 und Pax5 nachgewiesen
(Abbildung 22). Sowohl IL-7Ra als auch EBF, Rag-1, Rag-2 und Pax5 sind fiir die
Regulation der Differenzierungsprozesse der frithen B-Zell-Entwicklung im Knochenmark
adulter Tiere essentiell. Anhand dieser Daten ldsst sich in Kombination mit den zuvor
durchflusszytometrisch gewonnenen Ergebnissen der postulierte Block in der frithen
Entwicklung der B-Zellen bestétigen. Aulerdem impliziert die reduzierte Expression von
IL-7Ra., dass der CLP als Ursprung aller Zellen der lymphoiden Linie direkt betroffen ist

und fiir dessen Bildung die Expression von Ptch essentiell ist.
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Abbildung 22: Die Inaktivierung von Ptch im adulten Tier fuhrt im Knochenmark
zum Verlust der Expression essentieller Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren der
B-Zell-Entwicklung.

RNA aus dem Knochenmark von zwei tPtch” Miusen 15 Tage nach der ersten
Tamoxifengabe (Spur 1 und 2) und von jeweils einem Losungsmittel- und Tamoxifen-
behandelten Kontrolltier 15 Tage nach der ersten Injektion (Spur 3 und 4) wurde zur
Expressionsanalyse mittels RT-PCR verwendet. Als Positivkontrolle fiir die jeweilige PCR
wurde cDNA aus embryonaler RNA (E 12.5, der Embryo wurde 12,5 Tage nach der
Kopulation entnommen) als Matrize verwendet (Spur 5). Bei der Negativkontrolle wurde
anstelle von cDNA ddH,O verwendet (ntc, no template control) (Spur 6). Die verwendeten
Oligonukleotidpaare sind in Tabelle 2 (4. Material und Methoden) aufgefiihrt und die
amplifizierten Gentranskripte im Text beschrieben. Neben der Expressionsanalyse der
aufgefiihrten fiir die Hadmatopoiese relevanten Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren
wurde auch der Prch Lokus analysiert. Der Nachweis von Ptch® Transkripten in der RT-
PCR-Analyse zeigt die effiziente Rekombination am Ptch Lokus im Knochenmark von
tPtch” Tieren 15 Tage nach der ersten Tamoxifengabe. Zur Uberpriifung der eingesetzten
cDNA wurden p-Aktin Transkripte amplifiziert.
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Zur weiteren Definition des postulierten CLP-Defekts im Knochenmark von Ptch-
defizienten Tieren wurde die Fraktion der Stamm- und Vorlduferzellen isoliert und
durchflusszytometrisch analysiert. Sowohl HSC als auch die Vorldufer der lymphoiden
und myeloiden Linie exprimieren keine linienspezifischen Oberfldchenproteine und
werden folglich unter dem Oberbegriff lineage-negative Zellen (Lin") zusammengefasst.
Die Aufreinigung der Lin" Zellen des Knochenmarks erfolgte vor der FACS-Analyse durch
Negativselektion unter Verwendung von Antikdrpern (monoklonale Antikorper gegen
folgende Mausantigene: CD5, CD11b/Mac-1, CD45R/B220, Ly-6G/Gr-1, TER119 und
7-4), die gegen Oberflichenproteine der liniendeterminierten hdmatopoietischen Zellen
gerichtet sind.

In der durchflusszytometrischen Analyse wurden im SSC/FSC dot plot in der Fraktion der
kleinen, nicht-granuldren Lin~ Knochenmarkszellen sowohl die HSC als auch die
Vorléduferzellen der lymphoiden und myeloiden Linie erhalten (Abbildung 23, links) (Porse
et al., 2005). Die weitere Differenzierung der verschiedenen Populationen der Stamm- und
Vorlauferzellen Lin® Knochenmarkszellen erfolgte durch die Expressionsanalyse der
Rezeptortyrosinkinase c-Kit (Genprodukt des c-Kit Proto-Oncogens, CD117) und Sca-1
(stem cell antigen-1, auch als [ymphocyte antigen 6 complex, locus A/E, Ly6A/E
bezeichnet). Fiir die in einer Fraktion erfassten HSC und MPP ist eine simultan hohe
Expression von c-Kit und Sca-1 charakteristisch (Lin'c-KithighSca-lhigh, Abbildung 23,
Fraktion III). Die anschlieBende Differenzierung zu den Vorlduferzellen der myeloiden
und lymphoiden Linie ist mit dem nahezu vollstdndigen Verlust der Expression von Sca-1
verbunden. Die Fraktion der CLP ist auerdem durch eine Reduktion der Expression von
c-Kit gekennzeichnet (Lin'c-KithWSca-l'/ fow Abbildung 23, Fraktion II), wohingegen die
Vorlédufer der myeloiden Linie (MEP und GMP) weiterhin eine hohe Expression von c-Kit
aufweisen (Lin"c-Kit"®Sca-1""", Abbildung 23, Fraktion I) (Katayama et al., 1993; Okada
et al., 1992; zur Ubersicht: Metcalf, 1999). AuBerdem sind die CLP in Fraktion II durch

die zusitzliche Expression von IL-7Ra charakterisiert (Kondo et al., 1997).
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Abbildung 23: Differenzierungsdefekt der lymphoiden Linie im CLP-Stadium des
Knochenmarks von Ptch-defizienten Mausen.

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden Lin~ Knochenmarkszellen von tPtch”
Mausen 15 Tage (Mitte) und 19 Tage (unten) nach der ersten Tamoxifengabe sowie von
einem Losungsmittel-behandelten Kontrolltier 19 Tage nach der ersten Injektion (oben)
verwendet. Dazu wurden Einzelzellsuspensionen mit fluoreszenzmarkierten Antikoérpern
gegen die Oberflichenproteine c-Kit, Sca-1 und IL7-Ra inkubiert. Die Lin
Knochenmarkszellen wurden zundchst im SSC/FSC dot plot dargestellt (links). Die im
SSC/FSC dot plot der Lin" Knochenmarkszellen identifizierte Population der kleinen,
nicht-granulidren Zellen (Porse et al., 2005) wurde zur weiteren Charakterisierung im
c-Kit/Sca-1 dot plot analysiert (Mitte und rechts). In rot sind alle Lin” Knochenmarkszellen
dargestellt (Mitte), zusitzlich sind die IL-7Ra’-Zellen in blau gekennzeichnet (Mitte und
rechts). Fraktion I entspricht den Vorldufern der myeloiden Linie (Linc-Kit"¢"Sca-1"""),
Fraktion II enthidlt die CLP-Population (Lin'c-KithWSca-l'/ 1OW) und Fraktion III entspricht
den HSC und MPP (Linc-Kit"®"Sca-1"¢"). Die relativen prozentualen Anteile der
markierten Populationen sind in den Bildern angegeben. Die abgebildeten Daten
entsprechen einem reprisentativen Ergebnis von 3 unabhidngigen Experimenten.
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Die durchflusszytometrische Analyse von Lin" Knochenmarkszellen zeigte, dass bei Ptch-
defizienten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren sowohl die HSC/MPP-enthaltende
Fraktion III (Linc-Kit"¢"Sca-1"¢") als auch die Fraktion I der myeloiden Vorldufer (Lin
c-Kit"®Sca-17"") in der relativen Zahl {iberreprisentiert war (Abbildung 23, Mitte). Im
Gegensatz dazu wurde eine deutliche Abnahme der durch eine geringe Expression von
c-Kit und Sca-1 gekennzeichneten Fraktion II (Lin'c-KithWSca-l'/ 1OW) detektiert, in der die
CLP enthalten sind. Durch die zusdtzliche Analyse der Expression von IL-7Ra konnte
gezeigt werden, dass der fortschreitende Verlust der Fraktion II (Abbildung 23, Mitte) mit
der Abnahme der Anzahl der CLP korreliert (Abbildung 23, rechts). Auf Basis dieser
Daten kann geschlussfolgert werden, dass durch die Inaktivierung von Ptch ein
Differenzierungsblock der frithen Vorlduferzellen der lymphoiden Linie induziert wird und
das Entwicklungsstadium des CLP direkt betroffen ist. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt
werden, dass sich die Vorlduferzellen der myeloiden Linie in Ptch-defizienten Tieren bis
19 Tage nach der Induktion uneingeschriankt entwickeln.

Wie bereits bei den Analysen zuvor wurde auch bei der Charakterisierung von Lin
Knochenmarkszellen zu allen Experimenten Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelte
Kontrolltiere mitgefiihrt. Dies ist besonders fiir die CLP (Fraktion II) essentiell, da dieses
Zellstadium die unmittelbare Vorstufe der folgenden liniendeterminierten Zellstadien der
B-Zellen im Knochenmark reprédsentiert, fiir die im Rahmen dieser Arbeit ein negativer
Effekt von Tamoxifen identifiziert wurde. Im Gegensatz zu den Populationen der B-Zellen
in Knochenmark und Milz konnte aber fiir die direkten Vorlduferzellen in Fraktion II kein
Einfluss von Tamoxifen auf diese Fraktion festgestellt werden (Abbildung 24 und 25).
Dies gilt sowohl fiir die beiden Analysezeitpunkte 15 und 19 Tage als auch fiir die separat
anhand der Expressionsanalyse von IL-7Ro dargestellten CLP. AuBerdem wurde in
samtlichen Analysen kein Effekt von Losungsmittel oder Tamoxifen in Kombination mit
einer aktiven Cre-Rekombinase auf die Fraktion III mit den HSC und MPP sowie der

Fraktion I der myeloiden Vorlduferzellen detektiert.
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Abbildung 24: Die Fraktionen Lin" Knochenmarkszellen von Kontrolltieren sind 15
Tage nach der ersten Injektion unverandert.

Die Lin” Knochenmarkszellen von ¢Ptch” Méusen 15 Tage nach der ersten Tamoxifengabe
sowie von Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelte Kontrolltieren 15 Tage nach der
ersten Injektion wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen c-Kit, Sca-1 und
IL-7Ra inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die im SSC/FSC dot plot
identifizierten Populationen der Vorldufer wurden anhand der Expression von c-Kit und
Sca-1 charakterisiert. Die gesamten Lin" Knochenmarkszellen sind rot dargestellt (links),
die IL-7Ra"-Zellen zusitzlich in blau (links und rechts). Fraktion I enthilt die Vorldufer
der myeloiden Linie (Lin"c-Kit"®Sca-17""), Fraktion I die CLP-Population (Lin" c-Kit""
Sca-1"°") und Fraktion III entspricht den HSC und MPP (Linc-Kit"¢"Sca-1"¢"). Die
relativen prozentualen Anteile der markierten Populationen sind in den Bildern angegeben.
Die abgebildeten Daten entsprechen einem reprédsentativen Ergebnis von 3 unabhdngigen
Experimenten.
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Abbildung 25: Die Fraktionen Lin" Knochenmarkszellen von Kontrolltieren sind 19
Tage nach der ersten Injektion unverandert.

Lin~ Knochenmarkszellen von tPtch” Mausen 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe
sowie von Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelte Kontrolltieren 19 Tage nach der
ersten Injektion wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen c-Kit, Sca-1 und
IL-7Ra inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die im SSC/FSC dot plot
identifizierten Populationen der Vorldufer wurden anhand der Expression von c-Kit und
Sca-1 charakterisiert. Die gesamten Lin" Knochenmarkszellen sind rot dargestellt (links),
die IL-7Ra"-Zellen zusitzlich in blau (links und rechts). Fraktion I enthilt die Vorldufer
der myeloiden Linie (Lin"c-Kit"®"Sca-1"""), Fraktion II die CLP-Population (Lin"c-Kit'¥
Sca-1""") und Fraktion III entspricht den HSC und MPP (Linc-Kit"¢"Sca-1"¢"). Die
relativen prozentualen Anteile der markierten Populationen sind in den Bildern angegeben.
Die abgebildeten Daten entsprechen einem reprédsentativen Ergebnis von 3 unabhingigen
Experimenten.
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5.8 Expressionsanalyse essentieller Regulatoren der lymphoiden Linie in Lin

Knochenmarkszellen Ptch-defizienter Tiere

Anhand der durchflusszytometrischen Analyse von Lin® Knochenmarkszellen konnte
gezeigt werden, dass durch Inaktivierung von Ptch im adulten Tier die Entwicklung des
CLP als zentrales Ausgangsstadium aller folgenden Zellstadien der lymphoiden Linie
direkt betroffen ist. Zur weiteren Bestitigung des Defekts in den frithen Stadien der
Hamatopoiese wurden die Lin" Knochenmarkszellen mittels RT-PCR beziiglich der
Expression der Transkriptionsfaktoren PU.I, lkaros und EBF und der Rekombinasen
Rag-1 und Rag-2 sowie der Rezeptoren Flt3 und IL-7Ra analysiert. Fiir die friihe B-Zell-
Entwicklung im Knochenmark ist die koordinierte Expression der Transkriptionsfaktoren
PU.1, Ikaros, EBF, E24 und Pax5 unabdingbar (zur Ubersicht: O’Riordan und Grosschedl,
2000). Der in allen Lin~ Knochenmarkszellen exprimierte Transkriptionsfaktor PU.1
reguliert die initiale hdmatopoietische Entwicklung und ist fiir die Differenzierung der
HSC zu Vorlduferzellen der lymphoiden als auch der myeloiden Linie essentiell (Iwasaki
et al., 2005; Scott et al., 1994; Scott et al., 1997). Zur Bildung der Vorldufer der myeloiden
Linie aus HSC wird eine hohe Expression von PU.I bendtigt. Das Zellstadium des GMP
ist direkt dadurch gekennzeichnet. Im Vergleich dazu exprimiert der CLP als allgemeiner
Vorldufer der lymphoiden Linie nur ein geringes Mall an PU.1 (Akashi et al., 2000;
Iwasaki et al., 2005; zur Ubersicht: Dahl und Simon, 2003; Laiosa et al., 2006).

Bei der Analyse der Expression des Transkriptionsfaktors PU./ zeigte sich 19 Tage nach
der initialen Induktion der Ptch-Deletion kein Unterschied in Lin~ Knochenmarkszellen
von Ptch-defizienten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 26). Somit wird
auch in Ptch-defizienten Lin" Knochenmarkszellen PU.!/ als initialer Transkriptionsfaktor
der Hématopoiese fiir die lymphoide und myeloide Linie exprimiert. Neben PU.I wird
auch der Transkriptionsfaktor lkaros bereits in HSC exprimiert. lkaros ist fiir die
Differenzierung zum CLP und die anschlieBende B-Zell-Entwicklung essentiell. Beim
Verlust einer der beiden Transkriptionsfaktoren ist die von hédmatopoietischen
Vorlduferzellen im Knochenmark ausgehende Differenzierung zu B-Zellen blockiert
(Georgopoulos et al., 1994; McKercher et al., 1996; Scott et al., 1994; Wang et al., 1996).
Im Vergleich zur unverénderten Expression von PU.I wurde in Ptch-defizienten Tieren
eine stark verminderte Expression von /karos detektiert. Neben den Transkriptionsfaktoren
PU.1 und Ikaros ist anschlieBend die Expression des Transkriptionsfaktors EBF fiir die
Entwicklung der lymphoiden Linie in Richtung B-Lymphozyten notwendig. In Lin’
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Knochenmarkszellen von Ptch-defizienten Tieren wurden keine Transkripte von EBF

nachgewiesen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Die Inaktivierung von Ptch im adulten Tier fuhrt in Lin
Knochenmarkszellen zum Verlust der Expression essentieller Transkriptionsfaktoren
und Rezeptoren der lymphoiden Linie.

RNA aus Lin~ Knochenmarkszellen von tPtch” Miusen 19 Tage nach der ersten
Tamoxifengabe (Spur 1) sowie Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren
19 Tage nach der ersten Injektion (Spur 2 und 3) wurde zur Expressionsanalyse mittels
RT-PCR verwendet. Als Positivkontrolle fiir die jeweilige RT-PCR wurde ¢cDNA aus
embryonaler RNA (E 12.5, der Embryo wurde 12,5 Tage nach der Kopulation entnommen)
als Matrize verwendet (Spur 4). Bei der Negativkontrolle wurde anstelle von cDNA ddH,0
verwendet (ntc, no template control) (Spur 5). Die verwendeten Oligonukleotidpaare sind
in Tabelle 2 (4. Material und Methoden) aufgefiihrt und die amplifizierten Transkripte im
Text beschrieben. Neben der Expressionsanalyse der aufgefiihrten fiir die Hdmatopoiese
relevanten Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren wurde auch die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren des Shh-Signalwegs G/il, G/i2 und Gli3 analysiert. Der Nachweis
von Ptch®™ Transkripten in der RT-PCR-Analyse zeigt die effiziente Rekombination am
Ptch Lokus in tPtch” Tieren 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe. Zur Uberpriifung
der eingesetzten cDNA wurden f-Aktin Transkripte amplifiziert.
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Neben der Expression von Transkriptionsfaktoren wie PU.1, Ikaros und EBF ist auch die
Stimulation lymphoider Vorldaufer mit Cytokinen fiir deren Erhalt und Differenzierung
notwendig. Fiir die Entwicklung der B- und T-Zellen sind neben anderen Cytokinen
besonders der F1t3-Ligand (FIt3L) und IL-7 essentiell (Baird et al., 1999; zur Ubersicht: Di
Santo und Rodewald, 1998). Die Expression der Rezeptortyrosinkinase FIt3 fiihrt zur
schnellen Differenzierung von MPP und den nachfolgenden Zellstadien der B- und T-Zell-
Linie. In Flt3- und FIt3L-defizienten Miusen ist die Population der CLP deutlich reduziert,
wohingegen HSC und CMP unvermindert vorliegen. Folglich ist FIt3 und sein Ligand fiir
die Bildung und den Erhalt des CLP essentiell (Adolfsson ef al., 2001; Mackarehtschian et
al., 1995; Sitnicka et al., 2002). In Ptch-defizienten Tieren ist die Transkription von Flt3
im Vergleich zu Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren 19 Tage nach
der ersten Injektion drastisch reduziert. Parallel zu der Expression von Flt3 sind auch
nahezu keine Transkripte von [IL-7Ro. nachweisbar (Abbildung 26). Beide
Cytokinrezeptoren sind fiir die Bildung und den Erhalt von CLP und die sich daraus initial
ableitende Entwicklung der B-Lymphozyten unabkémmlich (Kondo et al., 1997; Sitnicka
et al., 2003). Der CLP ist aulerdem das erste Zellstadium im Knochenmark, in dem die
Aktivitit von V(D)J-Rekombinasen nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu ist in den
Vorlduferzellen der myeloiden Linie keine V(D)J-Rekombinase aktiv (Borghesi et al.,
2004). In Lin® Knochenmarkszellen von Ptch-defizienten Tieren sind 19 Tage nach
Induktion der Ptch-Deletion keine Transkripte der V(D)J-Rekombinasen Rag-1 und Rag-2
nachweisbar.

Zusammengenommen belegt die Expressionsanalyse CLP-essentieller Transkriptions-
faktoren und Cytokinrezeptoren, dass in Ptch-defizienten Tieren die Lymphopoiese
blockiert ist. In Kombination mit den zuvor durchflusszytometrisch gewonnenen Daten
konnte dadurch der CLP als das durch Ptch-Defizienz betroffene Zellstadium identifiziert
werden. Somit flihrt die Inaktivierung von Ptch im adulten Tier zum Block der
Héamatopoiese in Richtung der Generierung des CLP. Dadurch konnte im Rahmen dieser
Arbeit der Hedgehog-Rezeptor Ptch als ein essentielles Schaltelement in Richtung der
lymphoiden Linie der H&matopoiese identifiziert werden. Weiter ldsst sich aus den
bisherigen Daten ableiten, dass Ptch fiir die Differenzierung zwischen lymphoider und

myeloider Linie notwendig ist.
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Im Rahmen der Expressionsanalyse Lin" Knochenmarkszellen wurde auch die Expression
von Ptch kontrolliert. Dabei konnte wie erwartet nach Induktion der Ptch-Deletion kein
Transkript fiir den wildtypischen Ptch-Genlocus nachgewiesen werden (Abbildung 26).
Der Verlust von funktionellem Ptch entspricht der Aktivierung der Shh/Ptch-
Signalkaskade und resultiert in erhohter Transkription von G/i (Dahmane et al., 1997;
Xuan, 2006; zur Ubersicht: Ruiz i Altaba, 2002; Wetmore, 2003). Sowohl in Lin’
Knochenmarkszellen von Ptch-defizienten Tieren als auch von Losungsmittel- und
Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren wurde keine Expression der drei Gli-
Transkriptionsfaktoren Glil, Gli2 und Gli3 nachgewiesen (Abbildung 26). Der Verlust von
Ptch in Lin" Knochenmarkszellen fiihrt nicht zur Aktivierung der klassischen Shh/Ptch-
Signalkaskade (Abbildung 5). Auch in Anwesenheit von Ptch in den Kontrolltieren ist der
klassische Shh/Ptch-Signalweg in diesen Zellen nicht aktiv. Es ldsst sich somit neben der
bekannten Rolle von Ptch in der Shh/Ptch-Signalkaskade eine weitere Funktion dieses

Rezeptors in einem alternativen Signalweg vermuten.

5.9 Analyse der Zellzyklusprogression von Lin” Knochenmarkszellen Ptch-defizienter

Tiere

Neben dem Einfluss der Ptch-Defizienz auf die Differenzierung der Vorlduferzellen im
Knochenmark in Richtung der Generierung des CLP ist auch eine verdnderte
Zellzyklusprogression denkbar. Der Verlust der Differenzierungskapazitit der lymphoiden
Linie konnte zumindest teilweise dadurch begriindet sein. Die Zellzyklusprogression der
Zellen lasst sich anhand der Inkorporation des Thymidinanalogons 5-Brom-2’-Deoxy-
Uridin (BrdU) in neu synthetisierte DNA beim Ubergang von der G0/G1-Phase in die
S-Phase des Zellzyklus verfolgen (Dean et al., 1984; Miltenburger et al., 1987; Sasaki et
al., 1989). Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode nun mit der Analyse der
einzelnen Fraktionen Lin~ Knochenmarkszellen kombiniert. Zur Bestimmung der
Zellzyklusprogression in vivo wurde den Tieren zundchst 1 mg BrdU intraperitoneal
injiziert und exakt nach 3 Stunden die Lin~ Knochenmarkszellen isoliert. Die Zellen
wurden anschlieBend intrazelluldr zur Darstellung des inkorporierten BrdU mit
fluoreszenzmarkiertem anti-BrdU und zur Analyse der Gesamt-DNA mit 7-Amino-
Actinomycin D (7-AAD) inkubiert. Zur Charakterisierung der einzelnen Zellfraktionen der
Lin® Knochenmarkszellen wurden die Zellen auBerdem mit fluoreszenzmarkierten

Antikorpern gegen c-Kit und Sca-1 angefirbt. Bei der Analyse der BrdU-Inkorporation
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wurde bei Ptch-defizienten Tieren anhand der Reduktion der S-Phasen im Gegensatz zu
Kontrolltieren eine verringerte Zellzyklusprogression fiir die Gesamtheit Lin

Knochenmarkszellen detektiert (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Reduktion der Zellzyklusprogression in Lin~ Knochenmarkszellen von
Ptch-defizienten Mé&usen.

Zuerst wurde tPtch” Miusen 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe und Kontrolltieren
1 mg des Thymidinanalogons 5-Brom-2’-Desoxy-Uridin (BrdU) intraperitoneal injiziert.
3 Stunden nach der Injektion wurden die Lin~ Knochenmarkszellen isoliert und
extrazellulir mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen c-Kit und Sca-1 sowie
intrazelluldr mit einem gegen BrdU gerichteten fluoreszenzmarkierten Antikoérper und
7-AAD inkubiert. Im BrdU/7-AAD dot plot sind die verschiedenen Stadien des Zellzyklus
markiert. Es werden in den Fraktionen die GO/G1-Phase (Ruhephase (GO) und
postmitotische Phase oder Prasynthesephase (G1)) von der S-Phase (Synthesephase) und
der G2/M-Phase (pramitotische Phase oder Postsynthesephase (G2) und Mitosephase (M))
unterschieden. Die relativen prozentualen Anteile der Zellen in der jeweiligen Phase des
Zellzyklus sind in den Bildern angegeben.

Bei der weiteren Analyse der Populationen der Vorlduferzellen zeigte sich aber, dass nicht
alle Fraktionen gleichermaflen betroffen sind. Eine Reduktion der S-Phasen wurde in der
Fraktion der HSC/MPP detektiert (Abbildung 28, links). Diese Vorlduferzellen konnen

sowohl zur weiteren Entwicklung der lymphoiden als auch myeloiden Linie beitragen. Bei
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den sich aus der HSC/MPP-Fraktion entwickelnden liniendeterminierten Fraktionen zeigte
sich nur bei der CLP-Fraktion eine deutliche Reduktion der S-Phasen in Ptch-defizienten
Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 28, Mitte). Im Gegensatz dazu war die
Proliferationsrate der myeloiden Linie nahezu unverdndert (Abbildung 28, rechts). Somit
wurde durch die Analyse der Zellzyklusprogression bestétigt, dass die Ptch-Defizienz im
adulten Tier mit einem Differenzierungsdefekt der lymphoiden Linie assoziiert ist,

wohingegen sich die Zellen der myeloiden Linie unverdndert entwickeln.
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Abbildung 28: Die Inaktivierung von Ptch fuhrt zu einer reduzierten Zellzyklus-
progression der fur die lymphoide Linie determinierten CLP-Fraktion.

Zuerst wurde tPtch” Mausen 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe und entsprechenden
Kontrolltieren 1 mg des Thymidinanalogons 5-Brom-2’-Desoxy-Uridin (BrdU)
intraperitoneal injiziert. 3 Stunden nach der Injektion wurden die Lin" Knochenmarkszellen
isoliert und extrazelluldr mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen c-Kit und Sca-1
sowie intrazelluldir mit einem gegen BrdU gerichteten fluoreszenzmarkierten Antikorper
und 7-AAD inkubiert. Anhand der Expression von c-Kit und Sca-1 wurden die HSC/MPP-
Fraktion (Linc-Kit"®"Sca-1"¢"), die CLP-Fraktion (Linc-Kit°"Sca-1""") sowie die
Fraktion mit den Vorldufern der myeloiden Linie (Lin"c-Kit"®Sca-1""") identifiziert (zur
Erlauterung siehe Abbildung 23). Im BrdU/7-AAD dot plot sind die verschiedenen Stadien
des Zellzyklus markiert. Es werden in den Fraktionen die G0/G1-Phase (Ruhephase (GO)
und postmitotische Phase oder Prisynthesephase (G1)) von der S-Phase (Synthesephase
(S)) und der G2/M-Phase (pramitotische Phase oder Postsynthesephase (G;) und
Mitosephase (M)) unterschieden. Die relativen prozentualen Anteile der Phasen sind in den
Bildern angegeben.
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5.10 Analyse des Differenzierungspotentials der koloniebildenden Einheiten (colony-
forming unit, CFU) von Lin" Knochenmarkszellen

Die bisherigen Resultate haben gezeigt, dass die Entwicklung des CLP bzw. der Zellen der
lymphoiden Linie in Ptch-defizienten Tieren blockiert ist. Demgegeniber konnte bisher
kein Hinweis auf eine gestorte Entwicklung der Zellen der myeloiden Linie erhalten
werden. Um diesen Befund zu Uberprifen wurde das Differenzierungspotential der
myeloiden Vorlauferzellen in Lin~ Knochenmarkszellen beztglich ihrer koloniebildenden
Aktivitat analysiert. Dies erfolgte in vitro durch Auszahlung der sich aus einzelnen
Vorlauferzellen entwickelnden koloniebildenden Einheiten (colony-forming unit, CFU).
Dazu wurden Lin"~ Knochenmarkszellen in einer Methylzellulose-Matrix mit SCF (stem
cell factor), 1L-3, IL-6 und Erythropoietin ausgesidt und kultiviert. Anhand der
charakteristischen Morphologie wurden die CFU der Granulozyten (CFU-G), der
Makrophagen (CFU-M) und gemischter Kolonien aus Granulozyten und Makrophagen
(CFU-GM) klassifiziert und ausgezéhlt. AuRerdem wurden die CFU mit multipotentem
Differenzierungspotential ~ fir  Granulozyten, Erythrozyten, Makrophagen und
Megakaryozyten (CFU-GEMM) und die von erythroiden Vorlauferzellen abstammenden
Kolonien (burst-forming unit-erythroid, BFU-E) bestimmt. Dabei zeigte sich 19 Tage nach
der ersten Injektion kein signifikanter Einfluss der Inaktivierung von Ptch auf das
Differenzierungspotential der CFU fir Granulozyten, Makrophagen und gemischter
Kolonien beider Zelltypen (Tabelle 3). Ebenfalls unveréndert zeigten sich die CFU-
GEMM und BFU-E von Ptch-defizienten Tieren im Vergleich zu entsprechenden
Kontrolltieren.

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von Ptch keinen
Einfluss auf das Differenzierungspotential der myeloiden Vorlauferzellen und somit auf

die Entwicklung der Zellen der myeloiden Linie hat.
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Kontrollen tPtch” 19 Tage
Mittelwert- Mittelwert-
Mittelwert  abweichung n | Mittelwert  abweichung n P-Wert

CFU-GEMM 0,6 0,8 5 0,5 0,5 4 0,810985
CFU-GM 16,9 6,4 5 13,9 6,8 4 0,312278
CFU-G 45,8 6,0 5 48,5 12,2 4 0,394041
CFU-M 62,8 5,7 5 61,7 15,7 4 0,635421
BFU-E 2,8 18 5 2,3 1,4 4 0,533895

Tabelle 3: Die Vorlauferzellen der myeloiden Linie des Knochenmarks besitzen nach
Inaktivierung von Ptch weiterhin uneingeschranktes Differenzierungspotential.

Aus tPtch” Mausen 19 Tage nach der ersten Tamoxifengabe sowie von Lésungsmittel-
und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren wurden die Lin~ Knochenmarkszellen isoliert.
In Tripletts wurden jeweils 2000 Lin~ Knochenmarkszellen in Methylzellulose-Medium
mit SCF (stem cell factor), 1L-3, 1L-6 und Erythropoietin (METHOCULT™ GF M3434)
ausgesat und Uber 8 Tage bei 37 °C inkubiert. Die Anzahl der zu koloniebildenden
Einheiten (colony-forming units, CFU) differenzierten Granulozyten- (CFU-G),
Makrophagen- (CFU-M) und Granulozyten/Makrophagen-Vorlaufern (CFU-GM) sowie
Granulozyten/Erythrozyten/ Makrophagen/Megakaryozyten (CFU-GEMM) und Kolonien
erythroider Vorlauferzellen (burst-forming unit-erythroid, BFU-E) wurde ausgezahlt. Die
Anzahl der analysierten Tiere ist unter (n) angegeben. Der P Wert wurde mit dem Mann-
Whitney-U-Test berechnet (bei P-Werten < 0,05 liegt ein signifikanter Unterschied vor).
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5.11 Transplantation Lin" Knochenmarkszellen in immundefiziente Rezipienten

Die Inaktivierung von Prtch im adulten Tier resultiert in einem Entwicklungsdefekt des
CLP im Knochenmark und folglich zum Verlust der lymphoiden Linie. In konditional
Ptch-defizienten Tieren erfolgt die Inaktivierung von Ptch im gesamten Organismus mit
hoher Rekombinationsrate und ist somit im verwendeten Mausmodell nicht Zelltyp-
spezifisch. Folglich kann in diesem System nicht zwischen zellautonomen und heterologen
Defekten, die durch eine veranderte Interaktion verschiedener Zelltypen ausgeldst werden
konnen, unterschieden werden.

Zur Differenzierung zwischen diesen beiden Mdglichkeiten wurden Lin~ Knochenmarks-
zellen aus Ptch-defizienten Tieren in Rag-2"yc”~ Méuse transplantiert. Diese Tiere kénnen
weder B- noch T-Zellen aus endogenen HSC bilden (Cao et al., 1995; Shinkai et al., 1992).
Vor der Injektion der Lin® Knochenmarkszellen wurden die Tiere fraktioniert an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen mit einer Gesamtdosis von 7 Gy bestrahlt. Am folgenden Tag
wurden Lin" Knochenmarkszellen aus Ptch-defizienten Tieren sowie Lésungsmittel- und
Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren aufgereinigt. Anschlieend wurden 400.000 Lin
Knochenmarkzellen von jedem Tier iiber die Schwanzvene in Rag-2"yc¢” Tiere injiziert.
Nach 7 Wochen wurde den transplantierten Rag-2"yc” Tieren aus dem retroorbitalen
Venenplexus des Auges Blut entnommen und B- und T-Zellen durchflusszytometrisch
analysiert. Als Negativkontrolle diente eine Blutprobe einer untransplantierten Rag-2"y¢”
Maus, bei der weder B- noch T-Zellen im peripheren Blut nachgewiesen wurden
(Abbildung 29, oben). Sowohl mit Lin~ Knochenmarkszellen aus Tamoxifen- als auch aus
Losungsmittel-behandelten  Kontrolltieren wurden die Rag-2"yc” Tiere effizient
repopuliert. Es wurden sowohl reife CD4" und CD8" T-Zellen als auch B-Zellen
(Nachweis lber anti-B220) im peripheren Blut detektiert (Abbildung 29, Mitte und rechts).
Folglich haben sich aus der Population der Lin" Knochenmarkszellen Vorlauferzellen der
lymphoiden Linie im Knochenmark der immundefizienten Rezipienten angesiedelt, aus
denen sich B- und T-Zellen entwickeln konnten. Bei der Transplantation Lin’
Knochenmarkszellen aus Ptch-defizienten Tieren in Rag-2"y¢” Tiere erfolgte ebenfalls
eine effiziente Repopulation, denn es konnten zu den Kontrolltieren vergleichbare Mengen

B- und T-Zellen im peripheren Blut nachgewiesen werden (Abbildung 29, unten).
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Abbildung 29: Lin" Knochenmarkszellen aus Ptch-defizienten Spendertieren
repopulieren die lymphoide Linie in Ptch exprimierenden Rezipienten.

Zur Analyse des Differenzierungspotentials von Lin~ Knochenmarkszellen von tPrch”
Mausen in einem Ptch exprimierenden Mausstamm wurden Repopulationsexperimente in
Rag-2""y¢" Mausen durchgefiihrt. Aus tPch” Mausen 19 Tage nach der ersten
Tamoxifengabe sowie Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren 19 Tage
nach der ersten Injektion wurden Lin~ Knochenmarkszellen isoliert und 400.000 Zellen
intravends in bestrahlte (7 Gy) Rag-2""y¢’” Méausen injiziert. 7 Wochen nach der
Transplantation wurden Blutproben der Tiere mit Antikorpern gegen CD4, CD8 und B220
inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. In Rag-2"yc” Méausen, die mit Lin
Knochenmarkszellen aus Lgdsungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren
transplantiert wurden, konnten im peripheren Blut reife CD4" oder CD8" T-Zellen als auch
B220* B-Zellen nachgewiesen werden (Mitte). In Rag-2"yc” Méusen, die mit Lin
Knochenmarkszellen aus ¢Ptch”” Mausen transplantiert wurden, konnten im peripheren
Blut ebenfalls reife CD4" oder CD8" T-Zellen sowie B220" B-Zellen nachgewiesen
werden (unten). Als Negativkontrolle wurden Blutproben von untransplantierten
Rag-2""y¢" Mausen verwendet, in denen keine B- und T-Zellen detektiert wurden (oben).
Jedes Repopulationsexperiment wurde mit 3 Mausen pro Gruppe durchgefuhrt und lieferte
identische Ergebnisse.
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Bei der Transplantation von Ptch-defizienten Lin™ Knochenmarkszellen ist allerdings zu
beachten, dass die Induktion der Prtch-Inaktivierung mittels einer konditionalen Strategie
im adulten Tier erfolgt ist. Auch bei dem verwendeten ROSA26CreERT2-System mit
hohen Rekombinationseffizienz ist die weitere Anwesenheit einiger wildtypischer HSC
mdoglich. AulRerdem besitzen HSC aufgrund ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung ein hohes
und nachhaltiges Repopulationspotential. Zur erfolgreichen Rekonstitution bestrahlter
Empfangertiere sind wenige bis hin zu einer einzigen wildtypischen HSC ausreichend
(Krause et al, 2001). Demnach ist bei der Transplantation Ptch-defizienter Lin
Knochenmarkszellen dieses Szenario theoretisch mdglich.

Aus diesem Grund wurden aus dem Blut mittels positiver Selektion B- und T-Zellen
aufgereinigt und mittels real-time PCR deren Rekombinationsrate anhand des prozentualen
Anteils deletierter Ptch Allele bestimmt. Dabei wurde nach Transplantation Ptch-
defizienter Lin® Knochenmarkszellen eine nahezu vollstdndige Inaktivierung samtlicher
Pich Allele der sich in Rag-2""y¢”" Tieren entwickelnden B- und T-Zellen nachgewiesen
(Abbildung 30).

98,80
100 1 94,11

S 80

(5]

@

< 607

~

N

S 40

D

3 20

© 438

0,24 0,00 0,07 '

0 |
L(‘jsungsm.-lTamoxifen-l tPtch” Lbsungsm.-lTamoxifen-l tPtch”
behandelte behandelte behandelte behandelte
Kontrolle  Kontrolle Kontrolle  Kontrolle

periphere T-Zellen periphere B-Zellen

Abbildung 30: Aus Ptch-defizienten Lin® Knochenmarkszellen entwickelte B- und T-
Zellen besitzen nahezu vollstandig deletierte Ptch Allele.

Immundefizienten Rag-2" y¢”~ Tiere wurden Lin” Knochenmarkszellen aus tPrch” Tieren
oder Losungsmittel- und Tamoxifen-behandelten Kontrolltieren 19 Tage nach der ersten
Injektion Uber die Schwanzvene injiziert. Aus peripherem Blut wurden mittels positiver
Selektion B- und T-Zellen aufgereinigt und daraus genomische DNA isoliert. Durch
quantitative real time PCR wurde anschlieBend der prozentuale Anteil deletierter Ptch
Allele bestimmt. Jedes Repopulationsexperiment wurde mit 3 Ma&usen pro Gruppe
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durchgefiihrt und lieferte identische Ergebnisse. (Die Bestimmung der Rekombinationsrate
erfolgte in Zusammenarbeit mit Anja Uhmann, Institut fir Humangenetik, Universitat
Gottingen).

In Rag-2""yc¢”" Tieren wird sowohl in der Thymusanlage als auch in den Stromazellen des
Knochenmarks Prtch exprimiert. Durch die Interaktion mit diesem bezuglich Ptch
wildtypischen Knochenmark erlangten die eingewanderten Ptch-defizienten Lin
Knochenmarkszellen ihr Proliferations- und Differenzierungspotential zurlick. Durch
Reaktivierung des Zellzyklus wurde die lymphoide Linie in den vormals immundefizienten
Tieren repopuliert. Folglich ist die endogene Expression von Ptch in den CLP fir die
Hématopoiese der lymphoiden Linie abkdmmlich. Vielmehr wurde durch dieses
Experiment meiner Arbeit das Stromazellkompartiment im Knochenmark als Ursprung des
Differenzierungsdefekts der lymphoiden Linie nach Inaktivierung von Ptch im adulten Tier

identifiziert.
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6 Diskussion

Unter Verwendung einer konditional Ptch-defizienten Maus konnte in dieser Arbeit die
Funktion von Ptch im adulten Tier analysiert werden. Nach der biallelischen Inaktivierung
von Ptch wurde bei den Tieren eine starke Reduktion des Thymusvolumens und der
nahezu vollstindige Verlust CD4 CD8" Thymozyten beobachtet. Durch Charakterisierung
der DN-Thymozyten wurde eine Blockade der frithen T-Zell-Entwicklung der Zellen im
DNI1-Stadium identifiziert. Dieser Defekt wird durch den Verlust der ETP ausgelost, die
vom Knochenmark in den Thymus einwandern. Neben der Blockade der intrathymischen
T-Zell-Entwicklung ist auch die B-Zell-Reifung durch die Ptch-Defizienz betroffen. So
konnte in Milzen von Ptch-defizienten Tieren der Verlust der T1 B-Zellen gezeigt werden,
welche ausgehend vom Knochenmark die Milz besiedeln. Durch Charakterisierung der
Zellpopulationen im Knochenmark konnte weiter gezeigt werden, dass die Lymphopoiese
der B-Zellen blockiert ist. In Studien zur Zellularitdt des Stammzellkompartiments im
Knochenmark wurde als Ursache des Entwicklungsdefektes ein Differenzierungsblock der
CLP identifiziert. Somit konnte gezeigt werden, dass der CLP, die Ausgangspopulation
aller Zellen der lymphoiden Linie, durch die Inaktivierung von Ptch direkt betroffen ist.
Der CLP-Defekt konnte weiter durch den Expressionsverlust essentieller Regulatoren der
Differenzierung von HSC zu CLP bestitigt und erklart werden. AuBerdem ist die
Inaktivierung von Ptch mit einer stark reduzierten Zellzyklusprogression der CLP
assoziiert, die ebenfalls zum Verlust der Zellen der lymphoiden Linie beitrdgt. Im
Gegensatz dazu wird die Zellzyklusprogression der Vorlduferzellen der myeloiden Linie
nicht durch die Ptch-Defizienz moduliert und deren Entwicklung findet uneingeschriankt
statt. Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit der Shh-Rezeptor Ptch als molekularer
Schalter der Differenzierung von CLP zur lymphoiden Linie identifiziert. Zusitzlich
konnte dem Stromazellkompartiment im Knochenmark eine essentielle Funktion als Ptch-

abhingiger Regulator der lymphoiden Linie zugewiesen werden.

6.1 Regulation der T-Zell-Lymphopoiese durch die Shh/Ptch-Signalkaskade

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ptch-vermittelte Signale fiir die T-Zell-
Lymphopoiese im Thymus essentiell sind. Dadurch lassen sich die Ansitze zur
Beschreibung der Funktion der Shh/Ptch-Signalkaskade wiahrend der intrathymischen

T-Zell-Entwicklung entscheidend erweitern. Bisher war bekannt, dass die sich im Thymus
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entwickelnden DN-Thymozyten sowohl Ptch als auch Smo exprimieren (Outram et al.,
2000). Bei der Differenzierung findet eine Interaktion mit den Thymus-Epithelzellen statt,
die Shh exprimieren. Fiir Ptch-defiziente Tiere konnte ein Differenzierungsdefekt der
Thymozyten vom DNI1- zum DN2-Stadium sowie der Zellen vom DN4-Stadium zu
CD4'CD8" Thymozyten gezeigt werden (Abbildung 10). Ahnliche Ergebnisse wurden
parallel zu dieser Arbeit fiir Shh-defiziente Mausembryonen sowie konditional Smo-
defiziente Tiere erhalten (Andaloussi et al., 2006, Shah et al., 2004). In Abwesenheit von
Shh in vitro (fetal thymic organ culture, FTOC mit anti-Shh-Antikorpern) ist die
Differenzierungsrate von DN- zu DP-Thymozyten erhoht. Hohe Konzentrationen von Shh
bewirken im Gegensatz dazu einen Differenzierungsblock der Zellen im DN3-Stadium
nach der Umlagerung der Gensegmente fiir die -Kette des Pra-TCR (Outram et al., 2000).
Die Shh/Ptch-Signalkaskade ist somit an der Differenzierung von DN- zu DP-Thymozyten
im Thymus beteiligt (Abbildung 31).

durch hohe Shh-
Konzentration (in Vitro)

Regulation durch Regulation durch
Shh/Ptch Shh/Ptch
Umlagerung
der p-Kette
Shh-Signal Shh-Signal

Thymus-Epithelzellen

Abbildung 31: Abbildungslegende siche nichste Seite
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Abbildung 31: Regulation der T-Zell-Entwicklung durch die Shh/Ptch-Signalkaskade.

Im Thymus wird Shh von den Thymus-Epithelzellen exprimiert. CD4'CD8 DN-
Thymozyten exprimieren Ptch und Smo. Die Shh/Ptch-Signalkaskade reguliert die
Differenzierung der Zellen von DN1- zum DN2-Stadium und von DN-Thymozyten zu
CD4'CD8" Thymozyten. Durch hohe Konzentrationen von Shh erfolgt ein
Differenzierungsblock der Zellen im DN3-Stadium nach Umlagerung der fiir die B-Kette
codierenden Gensegmente (Abbildung erstellt in Anlehnung an: Outram et al., 2000; Shah
et al., 2004 und Ergebnisse dieser Arbeit).

Anhand der Charakterisierung der ETP in der DN1-Population im Thymus Ptch-defizienter
Tiere konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass der fiir die Thymozyten des
DNI1-Stadiums postulierte Differenzierungsblock der intrathymischen T-Zell-Entwicklung
durch den Verlust der ETP in dieser Zellfraktion ausgeldst wird (Abbildung 13). Folglich
kann das Modell der T-Zell-Lymphopoiese beziiglich der Rolle der Shh/Ptch-
Signalkaskade entscheidend erweitert werden. Die Shh/Ptch-Signalkaskade ist nicht nur an
der Differenzierung der Zellen vom DN1- zum DN2-Stadium und von DN zu CD4'CD8"
T-Zellen beteiligt, sondern ist auch fiir die kontinuierliche Erneuerung der in den Thymus
einwandernden ETP essentiell (Abbildung 32). Adulte Ptch-defiziente Tiere als auch Shh-
defiziente Mausembryonen zeigen identische intrathymische Differenzierungsdefekte der
T-Zell-Lymphopoiese. In Abwesenheit von Ptch ist Smo und damit der Shh/Ptch-
Signalweg konstitutiv aktiv (Ptch-defiziente Tiere). Im Gegensatz dazu ist ohne Shh bei
Anwesenheit von Ptch keine Aktivierung der Signalkaskade mdglich (Shh-defiziente
Tiere). Trotz der konstitutiv aktiven bzw. inaktiven Shh/Ptch-Signalkaskade wurden fiir
beide Mausmodelle identische Differenzierungsdefekte der intrathymischen T-Zell-
Entwicklung gezeigt. Demnach kann postuliert werden, dass die T-Zell-Lymphopoiese im
Thymus auf die Feinregulation der Shh/Ptch-Signalkaskade angewiesen ist. Diese
Hypothese wird auch dadurch gestiitzt, dass die Expression von Ptch und Smo in den
einzelnen Populationen der DN-Thymozyten entwicklungsspezifisch variiert und somit
eine zusitzliche Moglichkeit der Regulation des Signalwegs bietet (Andaloussi et al.,
2006). Neben der Shh/Ptch-Signalkaskade sind iiber Notch-Rezeptoren vermittelten
Signale fiir die Differenzierung der DN-Thymozyten im Thymus essentiell. Im
Knochenmark wird aulerdem die Entscheidung, ob CLP innerhalb der lymphoiden Linie
zu B- oder T-Zellen differenzieren, liber Notchl-vermittelte Signale reguliert (Radtke et
al., 1999; Wilson et al., 2000; zur Ubersicht: Radtke et al., 2004; Maillard et al., 2005)
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: Regulation der T-Zell-Lymphopoiese durch Notch- und Shh/Ptch-Signale.
Durch Notchl-vermittelte Signale wird die T-Zell-Lymphopoiese begiinstigt, wohingegen
die B-Zell-Entwicklung inhibiert wird. Fiir die Bildung der ETP im Thymus ist eine intakte
Shh/Ptch-Signalkaskade notwendig. Notchl- und Shh/Ptch-Signale vermitteln die
Differenzierung der T-Zell-Vorldufer vom DN1- zum DN2-Stadium. Unter dem Einfluss
von Notch3-Signalen differenzieren Thymozyten im DN3-Stadium zu Zellen im DN4-
Stadium. Fiir die weitere Entwicklung zu DP-Zellen wird ein aktiver Shh/Ptch-Signalweg
benétigt. Die Differenzierung von DP-Zellen zu CD4" oder CD8" T-Zellen erfolgt durch
einen aktiven Notch1-Signalweg (Abbildung erstellt in Anlehnung an: Benson et al., 2004;
Shah et al., 2004; Guidos, 2002; Radtke et al., 2004 und Ergebnisse dieser Arbeit).

G«

6.2 Essentielle Rolle der Shh/Ptch-Signalkaskade fiir die lymphoide Linie

Neben dem Block der T-Zell-Lymphopoiese im Thymus konnte in Ptch-defizienten Tieren
auch der Verlust der T1 B-Zellen in der Milz gezeigt werden (Abbildung 14). T1 B-Zellen
werden wihrend der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark gebildet und wandern zur
Reifung durch passiven Transport iiber die Blutbahn in die Milz ein (Carsetti et al., 1995;
Jacobsen und Osmond, 1990). T1 B-Zellen bilden die Grundlage der B-Zell-Reifung in der
Milz und differenzieren zu T2 sowie reifen B-Zellen (Loder et al., 1999). Im Gegensatz
zum Verlust der T1 B-Zellen in Ptch-defizienten Tieren wurde am Tag 19 nach der ersten

Tamoxifeninjektion keine Reduktion der T2 B-Zellen und reifen B-Zellen in der Milz
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beobachtet (Abbildung 14). Dies ist dadurch zu erkldren, dass T1 B-Zellen innerhalb der
Milz sowohl zu T2 als auch reifen B-Zellen differenzieren. Aullerdem entwickeln sich T2
B-Zellen zu reifen B-Zellen. Dadurch wurden in Ptch-defizienten Tieren innerhalb des
begrenzten Beobachtungszeitraums von 19 Tagen trotz des Verlustes der T1 B-Zellen die
Populationen der T2 und reifen B-Zellen in der Milz aufrecht erhalten. Fiir spétere
Zeitpunkte nach der ersten Tamoxifengabe ldsst sich fiir Ptch-defiziente Tiere die
Reduktion der T2 B-Zellen als auch der langlebigeren reifen B-Zellen in der Milz
postulieren. Dies wiirde letztendlich zur Verkleinerung der Milz fiihren, wie es durch die
Blockade der T-Zell-Lymphopoiese fiir den Thymus gezeigt wurde.

Die B-Zell-Lymphopoiese findet groftenteils im Knochenmark statt. In Ptch-defizienten
Tieren konnte im Knochenmark eine starke Reduktion aller Zellen der frithen B-Zell-
Entwicklungsstadien nachgewiesen werden (Abbildung 16). Als Ursache des Verlustes der
Zellen der lymphoiden Linie wurde ein Differenzierungsdefekt der CLP im Knochenmark
identifiziert (Abbildung 23). Dadurch zeigt diese Arbeit erstmalig, dass die Shh/Ptch-
Signalkaskade fiir die Regulation der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark des adulten
Tiers essentiell ist. Die Analyse Lin® Knochenmarkszellen Ptch-defizienter Tiere zeigte
ferner, dass die Expression essentieller Komponenten (lkaros, EBF, Rag-1, Rag-2, Flt3,
IL-7Ro und Pax5) der Differenzierung von HSC zu CLP im Knochenmark Ptch-defizienter
Tiere stark beeintrachtigt bzw. nicht mehr nachweisbar sind. CLP reprisentieren innerhalb
des himatopoietischen Systems ausgehend von HSC die erste IL-7Ra’ Zellpopulation.
Durch den Expressionsverlust von /L-7Ra konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung
zum CLP direkt betroffen ist. Folglich resultiert die Inaktivierung von Ptch im
Knochenmark des adulten Tiers in einem Differenzierungsdefekt der CLP, so dass die

Lymphopoiese zu B- und T-Lymphozyten nicht mehr stattfinden kann (Abbildung 33).

T
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Abbildung 33: Verlust der B- und T-Zell-Lymphopoiese in Ptch-defizienten Tieren.
Die Inaktivierung von Ptch im adulten Tier fiihrt zu einem Differenzierungsdefekt des
CLP. Dieser Defekt resultiert sowohl im Verlust der B-Zell-Lymphopoiese im
Knochenmark als auch durch den Verlust der ETP zur Blockade der T-Zell-Lymphopoiese
im Thymus.
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Im Gegensatz zur reduzierten Expression essentieller Regulatoren der lymphoiden Linie
wurde keine verdnderte Expression des Transkriptionsfaktors PU.1 in Lin
Knochenmarkszellen Ptch-defizienter Tiere nachgewiesen. PU.1 reguliert die initiale
hidmatopoietische Entwicklung und ist fiir die Differenzierung der HSC zu Vorlduferzellen
der lymphoiden und myeloiden Linie notwendig (Iwasaki et al., 2005; Scott et al., 1994;
Scott et al., 1995). Fiir die Differenzierung von HSC zu CLP ist eine geringe Expression
von PU.1 ausreichend, wohingegen fiir die Entwicklung der Vorlduferzellen der myeloiden
Linie eine hohe Expression von PU.1 bendtigt wird (Akashi et al., 2000; zur Ubersicht:
Laiosa et al, 2006). In Ptch-defizienten Tieren findet demnach entsprechend der
unveranderte Expression von PU.I die uneingeschriankte Differenzierung von HSC zu
Vorlduferzellen der myeloiden Linie statt. In der durchflusszytometrischen Analyse Lin®
Knochenmarkszellen Ptch-defizienter Tiere konnte dieses durch die unverdnderte
Population der myeloiden Vorlduferzellen bestétigt werden (Abbildung 23). Dieser Befund
wurde ferner durch die Bestimmung des Differenzierungspotentials der myeloiden Linie
untermauert. Die koloniebildende Aktivitit myeloider Vorlduferzellen ist im Knochenmark
Ptch-defizienter Tiere nicht betroffen (Tabelle 3). Damit wurde gezeigt, dass die
Inaktivierung von Ptch keinen Einfluss auf die Entwicklung der myeloiden Vorlduferzellen

und somit auf die Differenzierung zu allen Zellen der myeloiden Linie hat.

6.3 Shh/Ptch-assoziierte Regulation des Zellzyklus im Stammzellkompartiment

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Hh/Ptch-Signalkaskade sowohl
wiahrend der Embryonalentwicklung als auch wéhrend der Hématopoiese im adulten
Organismus an der proliferativen Zellexpansion durch Regulation des Zellzyklus beteiligt
ist (Detmer et al., 2005; Lowrey et al., 2002; zur Ubersicht: Neumann, 2005; Roy und
Ingham, 2002). In heterozygot Ptch-defizienten Tieren wurde in Lin" Knochenmarkszellen
die Induktion des Zellzyklus beobachtet. AuBerdem wurde durch starke Expression von
Glil die Aktivierung der Shh/Ptch-Signalkaskade nachgewiesen (Trowbridge et al., 2006).
Im Gegensatz dazu wurde bei der Analyse Ptch-defizienter Tiere in Lin
Knochenmarkszellen eine verminderte Zellzyklusprogression und keine Expression von
Glil nachgewiesen (Abbildung 26 und 27). Die differentielle Analyse der lymphoiden und
myeloiden Vorlduferzellen zeigte ferner eine verminderte Proliferationsrate der CLP,
wéhrend bei myeloiden Vorlduferzellen keine Verdnderung detektiert wurde (Abbildung
28). Der Verlust der Zellen der lymphoiden Linie nach Inaktivierung von Ptch im adulten

Tier wird somit auch durch eine verminderte Zellzyklusprogression in CLP induziert.
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6.4 Das Stromazellkompartiment im Knochenmark als Ptch-abhingiger Regulator
der lymphoiden Linie

Durch die Inaktivierung von Ptch im adulten Tier wird ein Differenzierungsdefekt der CLP
im Knochenmark induziert, so dass Ptch in dieser Arbeit als essentieller Regulator der
lymphoiden Linie identifiziert wurde. Zur weiteren Charakterisierung des CLP-Defekts
wurden Lin~ Knochenmarkszellen aus Ptch-defizienten Tieren in Rag—Z’/ 'yc'/ © Mause
transplantiert, um zwischen einem zellautonomen oder heterolog bedingten Defekt zu
unterscheiden (Cao et al., 1995; Shinkai ez al., 1992). Im Ptch” Stromazellkompartiment
der Rag-2""y¢” Miuse konnten CLP aus Ptch-defizienten Tieren die lymphoide Linie
vollstidndig repopulieren (Abbildung 29 und 30). Folglich ist die endogene Expression von
Ptch fir hamatopoietische Zellen im CLP-Stadium fiir die Differenzierung zu Zellen der
lymphoiden Linie abkdmmlich. Somit liegt kein zellautonomer CLP-Defekt vor, sondern
ein durch die Inaktivierung von Ptch bedingter heterologer Defekt, der mit einer gestorten
Interaktion zwischen den CLP und den Knochenmarks-Stromazellen assoziiert ist.
Dadurch wurde in dieser Arbeit das Stromazellkompartiment im Knochenmark als Ptch-

abhingiger Induktor der B- und T-Zell-Lymphopoiese identifiziert.

Die Summe der Ergebnisse dieser Arbeit erlaubt damit die Erweiterung des Modells der
Bildung des hdmatopoietischen Systems. Durch Notchl-vermittelte Signale erfolgt die
Differenzierung zu B- oder T-Lymphozyten. In Notch-1 exprimierenden CLP ist die
Differenzierung zu B-Zellen zugunsten der T-Zell-Lymphopoiese blockiert (Pui et al.,
1999). Die vorgeschaltete Entscheidung zur Bildung der lymphoiden Linie erfolgt durch
die Shh/Ptch-Signalkaskade. AuBerdem ist dafiir ein Ptch” Stromazellkompartiment
notwendig, welches durch Interaktion mit den CLP die Grundlage der lymphoiden Linie

im adulten Tier bildet (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Regulation der Hiimatopoiese durch die Shh/Ptch-Signalkaskade.

Fiir die Bildung des CLP als Grundlage der lymphoiden Linie wéhrend der Himatopoiese
im Knochenmark ist die Shh/Ptch-Signalkaskade in Kombination mit einem Ptch"
Stromazellkompartiment essentiell. Durch Regulation Notchl-vermittelter Signale erfolgt
die weitere Differenzierung zu B- oder T-Lymphozyten.

6.5 Regulation der lymphoiden Linie durch Ptch-vermittelte Signale

Der Verlust von funktionellem Ptch fiihrt nach dem Modell der kanonischen Shh/Ptch-
Signalkaskade zur Aktivierung des Signalwegs und resultiert in erhohter Transkription von
Gli (Abbildung 5) (Dahmane ef al., 1997; Xuan, 2006; zur Ubersicht: Ruiz i Altaba, 2002;
Wetmore, 2003). Demnach sollte in Ptch-defizienten Tieren durch die fehlende
inhibitorische Funktion von Ptch gegeniiber Smo der Signalweg konstitutiv aktiv sein und
folglich Gli exprimiert werden. Demgegeniiber konnte aber gezeigt werden, dass in Lin
Knochenmarkszellen von Ptch-defizienten Tieren als auch Losungsmittel und Tamoxifen-
behandelten Kontrolltieren, die wt Ptch in Lin~ Knochenmarkszellen exprimieren, keiner
der drei Gli-Transkriptionsfaktoren Glil, Gli2 und Gli3 exprimiert wird (Abbildung 26).
Im Gegensatz dazu wurde in heterozygot Ptch-defizienten Tieren in Lin
Knochenmarkszellen eine starke, konstitutive Expression von Glil nachgewiesen
(Trowbridge et al., 2006). Dies fiihrt bei heterozygot Ptch-defizienten Tiere in Lin’
Knochenmarkszellen zur Stimulation der Zellzyklusprogression und zum Anstieg der

absoluten Zahl dieser Zellpopulation, wobei keine Verdnderung der Zellen der lymphoiden
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und myeloiden Linie beobachtet wurde. In Kombination mit den Ergebnissen dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die Regulation der Differenzierung von HSC zu CLP und
weiter die Entwicklung der lymphoiden Linie nicht oder nicht ausschlieBlich durch den
kanonischen Shh/Ptch-Signalweg erfolgt. Dieses Ergebnis wird auch dadurch gestiitzt, dass
in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass der CLP zur Bildung der lymphoiden Linie
keiner endogenen Expression von Ptch bedarf, sondern dafiir auf ein Ptch
Stromazellkompartiment angewiesen ist (Abbildung 29 und 30). Folglich scheint Ptch fiir
die Lymphopoiese einen bisher unbekannten nicht-kanonischen Signalweg zu regulieren.
Zur Shh/Ptch-Signalkaskade ist die Wnt-Signalkaskade verwandt, fiir die bereits neben
dem kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg auch nicht-kanonische Signalwege
beschrieben worden sind (zur Ubersicht: Korswagen, 2002; Kuhl, 2002; Huelsken und
Birchmeier, 2001). Bei der Genese von Basaliomen wurde weiterfiihrend die
wechselseitige Regulation der beiden Signalkaskaden beschrieben (Bonifas, 2001;
Saldanha, 2004). Beziiglich der Shh/Ptch-Signalkaskade konnte eine mogliche Erklarung
fiir einen nicht-kanonischen Ptch-vermittelten Signalweg sein, dass kiirzlich in einer Arbeit
gezeigt wurde, dass Ptch” Zellen auch zur Inhibition von Smo befihigt sind, wenn Ptch
und Smo nicht auf einer Zelle lokalisiert sind (Bijlsma et al., 2006). Diese nicht-
zellautonome Inhibition von Smo wird vermutlich tiber ein Oxysterol vermittelt, fiir das
Ptch eine zelluldre Transportfunktion besitzt. Sowohl durch den Ptch-abhingigen
Transport von Oxysterolen in den interzelluliren Raum als auch durch die Gabe von
Vitamin D; (einem Oxysterol) konnte die Aktivitdt von Smo inhibiert werden (Bijlsma et
al., 2006). Oxysterole binden auBerdem an den Vitamin D-Rezeptor (Vdr). Durch Vdr-
vermittelte Signale wird sowohl die Zellproliferation inhibiert als auch die
Zelldifferenzierung stimuliert (zur Ubersicht: DeLuca, 2004; Kato, 2000). Als alternativer
Ptch-vermittelter Signalweg ist in diesem Kontext auch die Aktivierung des Vdr denkbar.
Bei ausreichender Vdr-Expression der CLP ldsst sich somit die zusdtzliche Stimulation von
CLP in Stammzellnischen der Knochenmarks-Stromazellen iiber Vdr-vermittelte Signale
postulieren. Diese moglichen Vdr-Signale, die durch die Ptch-assoziierte Sekretion von
Oxysterolen in den Interzellularraum ausgeldst werden konnten, besitzen wéhrend der
Hamatopoiese nur eine untergeordnete Funktion. In Vdr-defizienten Méusen konnte die
nahezu unverdnderte Ausbildung des hidmatopoietischen Systems gezeigt werden (Mathieu
et al, 2001; O’Kelly et al, 2002). Beziiglich der Stimulation der CLP im
Stromazellkompartiment ldsst sich weiter spekulieren, dass Ptch-vermittelte Signale an der

Initiation der V(D)J-Rekombination beteiligt sind. Dadurch wiirde ein essentieller
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Differenzierungsstimulus der CLP entfallen und die Bildung der lymphoiden Linie wiirde

nicht erfolgen.

6.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von Ptch im adulten
Organismus durch einen heterolog bedingten Differenzierungsblock der CLP im
Knochenmark zum Verlust der B- und T-Zell-Lymphopoiese fiihrt. Zur weiteren
Charakterisierung zellautonomer Funktionen der Shh/Ptch-Signalkaskade wéhrend der
Himatopoiese sollten Prch™"*-Mzuse mit Mauslinien verpaart werden, welche die
zelltypspezifische Expression einer Cre-Rekombinase ermdglichen. Fiir die Analyse der
T-Zell-Lymphopoiese im Thymus ist dafiir die CD4-Cre-Mauslinie ein geeignetes
Modellsystem (Lee et al., 2001; Wolfer et al., 2001). Zur weiteren Charakterisierung Ptch-
defizienter B-Lymphozyten in Ptch” Zellkompartimenten ist die kiirzlich publizierte mb1-
Cre-Mauslinie das effizienteste Modellsystem (Hobeika et al., 2006). In mb1-Cre-Mausen
wird eine Cre-Rekombinase in Zellen ab dem Pro-B-Zell-Stadium im Knochenmark bis zu
reifen Plasmazellen kontinuierlich exprimiert und ermdglicht somit die Funktionsanalyse
von Ptch in der B-Zell-Entwicklung, nachdem die Zellen das CLP-Stadium bereits passiert
haben. Bisher wurde kein Mausmodell mit Stromazell-spezifischer Expression einer Cre-
Rekombinase etabliert. Daher konnte zunéchst die Cokultivierung von wt und Ptch-
defizienten Knochenmarkszellen mit wt und Ptch-defizienten B-Zell-Populationen in vitro
zur weiteren Analyse der Funktion der Shh/Ptch-Signalkaskade bei dieser Zell-Zell-
Interaktion beitragen. Die damit erzielten Ergebnisse konnten dann in vivo durch
wechselseitige Transplantationen Lin~ Knochenmarkszellen zwischen Ptch™™" ™ ERT2""-

Maiusen und wt Tieren liberpriift und weiter charakterisiert werden.
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