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Zusammenfassung

Die CXCR4-CXCL12-Signalachse gilt als eines der bislang am besten studierten Signalsysteme in der
Hamatopoese. Allerdings stammt unser Wissen Uber diesen kritischen Signalweg maligeblich aus
subtraktiven Studien, wie z.B. knock-out Modellen oder pharmakologischer Inaktivierung. Zwar
kénnen aus diesen Modellen wichtige Erkenntnisse lber die physiologische Rolle dieses Signalwegs
abgeleitet werden, aber dennoch bleiben einige Phdnomene ungeklart. So konnte gezeigt werden,
dass es sowohl bei CXCR4-Defizienz als auch bei Patienten mit dem WHIM-Syndrom (ausgeldst durch
eine Uberaktive CXCR4-Mutante) zu einer ausgepragten B-Zellaplasie kommt. Dies scheint intuitiv
nicht vereinbar. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein Modell mit einer iberaktiven CXCR4-

Mutante (CXCR41°13/1013) hinsichtlich der (un)reifen Himatopoese systematisch untersucht.

Zunachst wurden hamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen (HSPC) hinsichtlich der aberranten
CXCR4-Signalweiterleitung ex vivo analysiert. Die CXCR4-Uberaktivierung konnte sowohl in frithen
Effekten nach Aktivierung des Rezeptors (F-Aktinpolymerisierung, Aktivierung des MAPK-
Signalweges), als auch in spaten, zellfunktionellen Effekten (Migrationsassay) nachgewiesen werden.
Die veranderte CXCR4 Signalintegration hatte auch bereits in der Homd&ostase organismische
Konsequenzen im Mausmodell. So konnte eine massiv vergrofRerte HSPC-Population in der Milz von
CXCR4¥/1013 Tiaren  detektiert werden, im Sinne einer extramedullaren Hamatopoese.
Knochenmarks-HSPC aus CXCR4'¥1%3_Tigre zeigten ein massiv eingeschrinktes (serielles)
Repopulationspotenzial. Kombiniert mit der oben genannten ausgeprdgten extramedulldren
Hamatopoese in diesen Tiere interpretieren wir diese Beobachtung als starken Hinweis auf eine
dysfunktionelle Interaktion der Stammzellen mit der hamatopoetischen Stammzellnische im
Knochenmark. In diesem Zusammenhang besonders interessant ist die Tatsache, dass auch ein
Kompetitorknochenmark das Uberleben einer Sekundirtransplantation nicht sichert. Dabei ist zu
diskutieren, ob dieser Effekt durch eine effizientere Besetzung von Stammzellnischen durch
CXCR43/1913_74||en, eine Akkumulation von CXCL12 in der Knochenmarkflissigkeit (siehe unten)
oder eventuell sogar ein vesikelabhanginger Transport von mutiertem CXCR4 in Kompetitorzellen
ausgelost wird. Ein weiteres Merkmal dieser Dysfunktion kdnnte ebenfalls die gezeigte Akkumulation
von CXCL12 in der Knochenmarkflissigkeit von CXCR4™*/*%_Tiere darstellen. Diese Akkumulation
konnte die Suppression co-transplantierter wildtypischer Hamatopoese sowie die verminderte
Effizienz der G-CSF-induzierten Stammzellmobilisierung funktionell erklaren. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass die Mobilisierung von Stammzellen aus dem Knochenmark durch einen CXCR4-

Inhibitor in CXCR4™°****_Tieren ebenfalls erheblich hinter der in Wildtypmausen zuriickbleibt.



1013/1013 Ms5yse weiterhin durch eine

Analog zu Patienten mit WHIM-Syndrom zeichnen sich CXCR4
ausgepragte Leukopenie, insbesondere durch einen schweren B-Zell-Mangel, aus. Aus diesem Grund
wurde die B-Lymphopoese und humorale Immunfunktion genauer analysiert. Eine grundsatzliche

humorale Immunkompetenz von CXCR4'*/10*3

-Tieren konnte nachgewiesen werden, jedoch ist die
B-Memory-Funktion erheblich eingeschrankt. Durchflusszytometrisch und funktionell konnte eine
reduzierte preB/pro-B Population im Knochenmark bei einer gleichzeitig vergroBerten preB/pro-B
Population in der Milz (vgl. extramedulldare Hdmatopoese) nachgewiesen werden. Ebenfalls konnten
wir in dieser Zellpopulation eine stark erhohte CXCR4-Oberflichenexpression im Vergleich zu
wildtypischen Zellen nachweisen. Da diese unreifen B-Zellen keine verstarke Apoptoserate
aufweisen, gehen wir derzeit davon aus, dass der Differenzierungsstopp nicht durch selektiven
Zelltod, sondern durch aberrante Retention der preB/proB-Zellen in einer primitiven B-Vorldufer-
Nische im Knochenmark zustande kommt, beziehungsweise durch eine gestérte Migration in
differenzierende Nischen im Knochenmark. Alternativ kénnte die Uberdosis CXCR4-Signal
differenzierenden Signalen entgegenstehen. Beide Hypothesen koénnen das eingangs erwahnte

Paradoxon bezlglich einer B-Zellaplasie in CXCR4-defizienten und CXCR4-liberaktiven Zellen

hinreichend erklaren.



1. Einleitung

1.1. Das hamatopoetische System

Die Blutzellen unseres Korpers besitzen eine auergewoéhnlich kurze Lebensspanne im Bereich von
Stunden bis Tagen, gleichzeitig ist ihre Gesamtanzahl sehr hoch: ca. ein Viertel aller Kérperzellen sind
Blutzellen. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit eines extrem hohen Zellumsatzes, welcher nur
durch die Existenz von hdamatopoetischen Stammzellen (HSC) mit Selbsterneuerungspotential an der
Apex der hamatopoetischen Hierarchie aufrechterhalten werden kann. Die aufgrund der extrem
hohen Zellumsatze maximal hohen Sauerstoffpartialdrucke im Knochenmark bedingen (Harrison et
al, 2002), dass Stammzellen zum Schutz vor noxischen (mutagenen) Sauerstoffspezies mit sehr
starker antioxidativer Maschinerie ausgestattet sind und Uberwiegend quieszent vorliegen, also
selten in den Zellzyklus eintreten (Ito et al, 2006; Wilson et al, 2008). Aus den HSC gehen nicht mehr
selbsterneuerungsfahige Vorlauferstufen (MPP, multipotent progenitor, vgl. Kap. 1.2.) hervor, welche
das Gros der Blutbildung Glbernehmen. Verluste in diesen Vorlauferpopulationen werden bei Bedarf
aus den Stammzellen rekonstituiert. Durch diese Eigenschaften - die Selbsterneuerung der HSC,
sowie die Moglichkeit in jede reife Blutzelle differenzieren zu kénnen - und die Fahigkeit, nach
Infusion ins Blut zurick in das Knochenmark zu finden, kénnen HSCs kurativ in Form von
mobilisierten Stammzell- bzw. Knochenmarktransplantationen als Ersatz defekter Hamatopoese

eingesetzt werden (Lane et al, 1995; Matsunaga et al, 1993; Thomas et al, 1957).

Die oben beschriebenen Vorldufer kénnen sich entweder in myeloide Zellen (common myeloid
progenitor, CMP) (Akashi et al, 2000) oder in Zellen der lymphatischen Linie (common lymphoid
progenitor, CLP) (Kondo et al, 1997) differenzieren. Durch verschiedene weitere Unterstufen mit
zunehmend hoheren Differenzierungsgrad kénnen anschlieend reife Blutzellen gebildet werden.
Diese klassische hierarchische Struktur ist vereinfacht in Abb. 1.1. dargestellt. Die zunehmenden
Moglichkeiten der Einzelzellanalyse beginnen diese Struktur weiter zu verfeinern. Wahrend in der
klassischen Hierarchie maRgeblich phanotypische Merkmale verwendet wurden, kdénnen nun
funktionelle Merkmale identifiziert werden (Buenrostro et al, 2018; Han et al, 2018). Welche Signale
genau die Linienentscheidungen beeinflussen, ist nicht im Detail verstanden. Als gesichert gilt
allerdings, dass ein Zusammenspiel von Zytokinen (Rieger et al, 2009), Transkriptionsfaktoren (Dakic

et al, 2005; Iwasaki et al, 2003) und epigenetischen Modifikationen (Herkt et al, 2018) bendtigt wird.
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Abbildung 1.1. Schematische Darstellung der Himatopoese. Himatopoetische Stammzellen (HSC) stehen an der Spitze
eines hierarchischen Prozesses. Diese Zellen sind als Einzige in der Lage, sich selbst zu erneuern, aber auch in alle
Blutzelllinien zu differenzieren. Uber verschiedene multipotente Vorlduferstadien (MPP) entwickeln sich linienspezifische
Vorlduferzellen, welche nur noch in die lymphatische (CLP) oder myeloische (CMP) Linie differenzieren kdnnen. Angegeben
sind die Oberflichenmarker, die zur Identifikation der jeweiligen Entwicklungsstufe genutzt werden. Lin = Lineage,
MEP = megakaryocyte/erythrocyte progenitor, GMP = granulocyte/macrophage progenitor.

Der Ort der Hamatopoese ist unter homoostatischen Bedingungen in post-natalen Sdugern das
Knochenmark. Allerdings kann es unter bestimmten (Stress-)Bedingungen vorkommen, dass die
Hamatopoese partiell nicht im Knochenmark vollzogen wird, sondern von anderen Organen (z.B. der
Leber oder Milz) Glbernommen wird. In diesen Fall wird von einer extramedulldren Hamatopoese
(EMH) gesprochen. EMH kann z.B. durch Osteopetrosis, leukdmische Erkrankungen,
Schwangerschaft, Blutverlust oder Infektionen ausgelost werden (Burberry et al, 2014; Gerritsen et

al, 1994; Inra et al, 2015; Nakada et al, 2014; O'Malley, 2007; Singhal et al, 2011; Toms et al, 2010).



1.2. Hdmatopoetische Stammzellen

Die eben genannte Repopulationsfahigkeit ist der bislang einzige experimentell-funktionelle
Nachweis fir das Vorliegen von HSCs in einer gemischten Zellpopulation. Fir das murine System
wurden verschiedene Transplantationsexperimente durchgefiihrt, um sich dem Immunphanotyp
dieser Zellen anzunahern. Zunachst konnte gezeigt werden, dass die Oberflachenmarker CD117 und
Scal bei gleichzeitiger Abwesenheit reifer Marker (Lineage-Marker) eine unreife Population
darstellen, welche Langzeit-Hamatopoese nach Transplantation in myelo-ablatierte Empfanger
wiederherstellen konnen (Okada et al, 1992). Allerdings konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es sich
hierbei um eine immer noch heterogene Zellpopulation von hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen (HSPC) handelte, da nur jede flnfte Zelle eine Langzeit-Hdmatopoese etablierte
(Morrison & Weissman, 1994; Spangrude et al, 1988). Diese Population konnte durch den Einschluss
des signaling lymphocyte activation markers (CD150, SLAM) und einer differenziellen Expression von
CD48 in HSCs mit Langzeitrepopulationspotenzial (CD150°CD48) und Zellen mit transientem
Repopulationspotential (CD150°CD48") aufgetrennt werden. In dieser Population etablierte bereits
jede zweite Zelle bei letal bestrahlten Empfangern multilinedre Langzeit-Hamatopoese (Kiel et al,
2005). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine differenzielle Oberflachenexpression von CD34 im
murinen System Unterscheidungen zwischen quieszenten (CD34°) und aktivierten (CD34") HCSs

zuldsst (Osawa et al, 1996; Yang et al, 2005).
1.3. Hamatopoetische Stammzellnische

Die genaue Lokalisation von HSCs im Knochenmark — perivaskular versus endosteal — wird kontrovers
diskutiert (Ellis et al, 2011; Lo Celso et al, 2009; Sugiyama et al, 2006; Zhao et al, 2019). Die
Diskussion wird befruchtet vom bereits 1978 von Schofield postulierten Konzept einer
hamatopoetischen Stammzellnische (Schofield, 1978). Gemall diesem Konzept nistet sich die HSC in
ihre (O6kologische) Nische ein und wird von einer hochspezialisierten Umgebung versorgt
(nursing cells) und bezlglich ihres Zellschicksals instruiert. Diese Nischenzellen sind teils
hamatopoetischen Ursprungs (Monozyten/Makrophagen (Chow et al, 2011; Hur et al, 2016; Winkler
et al, 2010), Megakaryozyten (Bruns et al, 2014; Zhao et al, 2014)) teils nicht hamatopoetischen
Ursprungs (Osteoblasten (Calvi et al, 2003; Christopher et al, 2009; Visnjic et al, 2004; Zhang et al,
2003; Zhu et al, 2007), hoch CXCL12-exprimierende retikuldre Zellen (CXCL12-abundant reticular
cells, CAR-Zellen) (Greenbaum et al, 2013; Omatsu et al, 2010), Leptin-Rezeptor’-Zellen (Zhou et al,
2014), Nestin*-Zellen (Mendez-Ferrer et al, 2010), Endothelzellen (Ding et al, 2012)). Die Beweislage
fiir eine relevante Nischenfunktion ist fiir die unterschiedlichen Zelltypen unterschiedlich gut. Neben
einer Vielzahl anderer Faktoren (z.B. primitiven Zytokinen wie stem cell factor (SCF) (Barker, 1994;

Czechowicz et al, 2007; Fleischman & Mintz, 1979) oder Thrombopoetin (TPO) (Kimura et al, 1998;
5



Qian et al, 2007; Sitnicka et al, 1996; Yoshihara et al, 2007)) ist die CXCR4-CXCL12-Signalachse von

besonderer Bedeutung fiir die hamatopoetische Stammzellbiologie.
1.4. CXCR4-CXCL12-Signalachse

CXCR4 ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor (GPRC) und das Chemokin CXCL12 der wichtigste
Ligand dieses Rezeptors. Die Kritikalitat dieses Signalweges kann aus der embryonalen Letalitat der
jeweiligen knock-out Modelle abgeleitet werden (Ma et al, 1998; Nagasawa et al, 1996; Tachibana et
al, 1998), welche allerdings nicht an ihrem hamatopoetischen Phanotyp versterben. Jenseits der
Embryonalphase scheint CXCR4/CXCL12 allerdings mit Ausnahme der Himatopoiese/Immunfunktion
verzichtbar zu sein. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass murines und humanes CXCL12
kreuzreaktiv sind. Diese hohe evolutionidre Konservierung (Unterschied nur in einer Aminosaure) ist

ein weiteres Indiz fiir die Kritikalitat (Shirozu et al, 1995).

Im Laufe der Zeit wurden eine Reihe von Funktionen der CXCR4-CXCL12-Signalachse identifiziert. So
konnte gezeigt werden, dass dieser Signalweg wichtig ist fiir die Selbsterneuerung und stemness der
HSC (Sugiyama et al, 2006; Tzeng et al, 2011), Lokalisation der HSC (Foudi et al, 2006; Wright et al,
2002), Quieszenz der HSC (Karpova et al, 2017; Nie et al, 2008; Sugiyama et al, 2006) oder auch das
Uberleben der HSC (Guo et al, 2005; Issaad et al, 1993; Itoh et al, 1989; Zipori & Lee, 1988).

Analog zu anderen GPCRs wird auch CXCR4 nach Aktivierung durch seinen Liganden CXCL12 zunachst
am intrazelluldren C-Terminus durch Proteine der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK)
phosphoryliert (Balabanian et al, 2008; Busillo et al, 2010). Diese Phosphorylierung fihrt zur
Rekrutierung von Arrestinen. Arrestine dienen zum einen als scaffold protein und rekrutieren weitere
far die Signalweiterleitung wichtige Molekiile (Cheng et al, 2000; Sun et al, 2002) und zum anderen
I6sen sie die Bindung zwischen dem G-Protein und GPRC auf (Krupnick & Benovic, 1998). Zum
Abschalten des Signals wird der ligandengebundene CXCR4-Rezeptor anschlieBend internalisiert,
dieser Prozess wird Desensibilisierung genannt. Der Rezeptor kann anschlieflend entweder zurtick zur
Oberflache transportiert oder lysosomal abgebaut werden (Kumar et al, 2011; Marchese et al, 2003),
wobei letzteres offenbar zumindest in Zelllinien der haufigere Mechanismus ist (Tarasova et al,

1998). Schematisch ist die CXCR4-Signalweiterleitung in Abb. 1.2. dargestellt.
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Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der CXCR4 Signalweiterleitung. A) Durch die CXCL12-Ligandenbindung wird das
Signal durch den Austausch von GDP durch GTP im heterotrimeren G-Protein ausgeldst. B) GRKs phosphorylieren ATP-
abhéangig den C-terminalen Teil des CXCR4. C) Durch die C-terminale Phosphorylierung kann B2-Arrestin an den CXCR4 C-
Terminus rekrutiert werden. B2-Arrestin wirkt als sogenanntes scaffold protein und bringt nachgeschaltete Signalmolekiile
(beispielweise fiir den MAPK-Signalweg) in raumliche Ndhe. D) zusatzlich vermittelt B2-Arrestin durch die Rekrutierung des
AP2-Adaptorkomplexes die Clathrin-vermittelte Endozytose von CXCR4. Durch diesen Vorgang wird CXCR4 von der
Zelloberflache entfernt und dadurch abgeschaltet (Desensibilisierung). AnschlieBend kann der internalisierte Rezeptor
entweder lysosomal abgebaut oder zuriick an die Zelloberflache transportiert werden. GTP = Guanosintriphosphat, GDP =
Guanosindiphosphat, ATP = Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, Erk = extracellular-signal regulated kinases,
Raf = rapidly accelerated fibrosarcoma, MEK = mitogen-activated protein kinase kinase, AP2 = AP2 Adapterkomplex.

Allerdings konnte gezeigt werden, dass auch die Darreichungsform des Chemokins Einfluss auf die
zellulare Antwort haben kann. CXCL12 kann |6slich oder membrangebunden vorliegen.
Membrangebundenes CXCL12 |6st in humanen CD34"-Zellen Integrin-vermittelte Adh&sion aus, was
flir 16sliches CXCL12 nicht nachweisbar war (Burk et al, 2015; Peled et al, 1999a). Diese Unterschiede
bzw. das Zusammenspiel von l6slichem und membrangebundenem CXCL12 kann in vitro nur

schwerlich nachgestellt werden, was organismische Analysen unabdingbar macht.
1.5. B-Zellentwicklung

Allerdings ist die CXCR4-CXCL12-Achse nicht nur fir die hdmatopoetische Stammzellbiologie von
Bedeutung, auch fiir reife Blutzelllinien, insbesondere B-Zellen, ist diese Signalachse kritisch.
Tatsachlich wurde CXCL12 dadurch entdeckt, dass es das Wachstum einer murinen preB-Zelllinie
unterstltzte und wurde daher zundchst pre-B cell growth stimulating factor (PBSF) genannt
(Nagasawa et al, 1994). Die Kritikalitdt der CXCR4-CXCL12-Signalachse fiir die B-Lymphopoese wird

deutlich, wenn betrachtet wird, dass eine Defizienz fiir CXCR4 oder CXCL12 zu einer ausgepragten B-



Zellaplasie fiihrt (Ma et al, 1998; Nagasawa et al, 1996). Die B-Lymphopoese verlauft - wie auch die
restliche Himatopoese - zunachst im Knochenmark. Nachdem die friihe Linienentscheidung zur CLP
unter Mitwirkung der Transkriptionsfaktoren PU.1 und lkaros stattgefunden hat, differenzieren die
CLP durch die Transkriptionsfaktoren E2A, EBF1 und PAX5 zu einer frithen B-Vorlauferzelle (preproB-
Zelle) (Medina et al, 2004). Wichtig fur die B-Zellentwicklung ist die Expression eines funktionellen B-
Zellrezeptors (BCR). Der B-Zellrezeptor ist ein membrangebundenes Immunglobulin und besteht aus
je zwei identischen leichten und schweren Ketten. Die sogenannten V- und J-Regionen (im Falle der
schweren Kette zusatzlich die D-Region) kodieren fiir die variablen Domanen der Antikérper. Durch
alternatives Splicen entstehen verschiedene, randomisierte Genprodukte, welche die
Antigenspezifitat vermitteln. Dieser Vorgang wird auch V-D-J-Rekombination genannt (Brack et al,
1978; Li et al, 2004; Tonegawa, 1983). Zusatzlich wird durch zufallige Deletionen und Insertionen die
Variabilitit ein weiteres Mal gesteigert. In Modellrechnungen wird von 10" méglichen
Kombinationen ausgegangen (Elhanati et al, 2015). Sollte sich ein so generierter B-Zellrezeptor als
autoreaktiv erweisen, wird die ihn exprimierende Zelle durch Apoptose aus dem System entfernt.
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass - im Menschen - mindestens die Halfte der generierten BCRs
sich als autoreaktiv erwiesen (Wardemann et al, 2003). Im proB-Zellstadium kommt es zunachst zur
Umlagerung der schweren Kette zur sogenannten p-Kette. Bei erfolgreicher Umlagerung kann die
Zelle in das preB-Zellstadium eintreten (Chen et al, 1993; Kitamura et al, 1991). Im preB-Zellstadium
wird zunachst die p-Kette mit einer transienten leichten Kette an der Zelloberflache exprimiert (preB
Zellrezeptor) (Minegishi et al, 1999). Nach erfolgreicher Umlagerung der leichten Ketten wird auf den
unreifen B-Zellen der B-Zellrezeptor in Form eines IgM-Immunglobulins prasentiert. Die unreifen B-
Zellen verlassen das Knochenmark. Dieser Prozess wird durch Sphingosin-1-phosphat und
Cannabinoide reguliert (Pereira et al, 2009; Pereira et al, 2010). Die transitionalen B-Zellen homen
zur weiteren Reifung in die Milz, allerdings erreichen nur ca. 10% der taglichen 2x10’ produzierten B-
Zellen die Milz, von denen wiederum nur 1-3% schlussendlich zum reifen B-Zell Pool beitragen
(Allman et al, 1993; Melchers et al, 1995). Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die B-
Zellentwicklung einen streng regulierten, mehrstufigen Prozess darstellt (schematische Darstellung in
Abb. 1.3.). Aufgrund verschiedener Kombinationen von Oberflaichenmolekiilen kdnnen die eben

genannten Entwicklungsschritte durchflusszytometrisch verfolgt werden.



Knochenmark Blut Milz

Prepro B-Zelle
B220'CD43'CD24
CXCR4dim

frihes B-Zellreifestadium

B220'CD43 CD24'IgM"IgD*
CXCR4"*

spates B-Zellreifestadium
B220°CD43 CD24*IgMe™/low|gD*
CXCR4'*

Unreife B-Zelle

B220CD43 CD24*IgMé™IgD-
CXCR4"

preB-/pro B-Zelle
B220'CD43/*CD24'IgM IgD"
CXCR4

transitionale B-Zelle
B220*CD43CD24*IgM*IgD"
1 CXCR4*

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung der B-Zellreifung. B-Zellen entwickeln sich zundchst im Knochenmark iber
mehrere Entwicklungsstadien hinweg. Als unreife B-Zellen kann das Knochenmark verlassen werden. Die transitionalen B-
Zellen homen zur Milz. In der Milz wird die Reifung schlieflich angeschlossen. Dargestellt sind neben den charakterischen
Oberflachenmarkern ebenfalls die relative CXCR4-Expression (in Bezug auf die verschiedenen Entwicklungsstadien).

1.6. Das WHIM Syndrom

Das WHIM-Syndrom ist eine sehr seltene, autosomal dominant vererbte Immunschwache, welche
erstmal 1964 beschrieben wurde (Krill et al, 1964; Zuelzer, 1964). Der Name dieses Syndroms ist ein

Akronym der Symptome, unter denen diese Patienten leiden:

W = (HPV-induzierte) Warzen

H = Hypogammaglobulindmie

| = (wiederkehrende) Infektionen

M = Myelokathexis

Allerdings gestaltet sich die klinische Diagnose schwierig, da nicht zwangslaufig alle Symptome
auftreten oder sich nur subklinisch manifestieren (Badolato & Donadieu, 2017). Aufgrund dieses
Umstandes kdnnte das WHIM-Syndrom auch unterdiagnostiziert in der Bevolkerung vorliegen. Die
Immunschwache der Patienten resultiert maligeblich aus einer Neutropenie und einer B-
Lymphopenie mit der daraus folgenden Hypogammaglobulindmie. Aus der Heterogenitdt der
Symptome bzw. der unterschiedlich starken Ausprdagung der Symptome ergeben sich
unterschiedliche Behandlungsregime fiir die Patienten. Zusammenfassend kann allerdings gesagt
werden, dass sich die aktuelle Behandlung auf die Gabe von G-CSF (granulocyte-colony stimulating

factor) (Mobilisierung der Neutrophilen aus dem Knochenmark), intravenésen Immunglobuline und
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prophylaktischen Antibiotika beschrankt (Badolato & Donadieu, 2017; Kawai & Malech, 2009). Eine
Knochenmarktransplantation kann kurativ eingesetzt werden (Krivan et al, 2010; Moens et al, 2016),
allerdings mussen hier die Risiken (Konditionierung des Patienten, mogliche graft-vs-host-disease
(GVHD)) sehr gegen die Nutzen abgewogen werden. Vielversprechend konnte auch der CXCR4-
Antagonist Plerixafor in klinischen Studien getestet werden (McDermott et al, 2011a; McDermott et
al, 2014; McDermott et al, 2011b; McDermott et al, 2019). Hier ist auffillig, dass Plerixafor, das
normalerweise eine sehr kurze Wirkdauer von wenigen Stunden hat, einen langanhaltenden
pharmakologischen Effekt mit weitgehender Korrektur der peripheren Leukopenie zur Folge hat.
Diese Beobachtung steht moglicherweise mit der angenommenen aberranten Signalweiterleitung
aufgrund des Internalisierungs-defizienten mutierten CXCR4 im Zusammenhang und wird im
Zusammenhang mit Stammzell-Mobilisierungsdaten in der analog mutierten Maus zu diskutieren
sein. Einen interessanten Einzelfall stellt ebenfalls die spontane Heilung einer WHIM-Patientin durch
Chromotrypsis dar. Durch die Zerstorung und zufallige Neuorganisation des Chromosoms in einer
Progenitorzelle kam es zu einem Verlust des mutierten CXCR4-Gens - neben dem Verlust weiterer
149 Gene. Diese nun fiir CXCR4 hemizygote Zelle scheint einen Uberlebens- bzw. Proliferationsvorteil
gegenliber anderen Progenitorzellen zu besitzen und rekonstituierte die Himatopoese der Patientin
(McDermott et al, 2015). Auch dieser bemerkenswerte Phanotyp einer Haploinsuffizienz fir CXCR4

wird im Kontext von Daten mit gain-of-function Mutanten im CXCR4 noch zu diskutieren sein.

Im Jahr 2003 konnte erstmals gezeigt werden, dass das WHIM-Syndrom mit einer Mutation des
CXCR4-Gens einhergeht. Dies wurde als erste menschliche Krankheit mit Bezug zu einem GPCR
beschrieben (Hernandez et al, 2003). Im Laufe der Zeit konnten acht weitere, funktionell mutmaRlich
analoge WHIM-auslésende CXCR4-Mutationen identifiziert werden (siehe Tab. 1.1.). Dazu sei
angemerkt, dass ebenfalls WHIM-Patienten mit unauffalligen CXCR4-Genen beschrieben wurden. In
diesen Patienten konnte gezeigt werden, dass die CXCR4-Signalweiterleitung durch Mutationen (z.B.

GRK3-Mutation) gestort ist (Balabanian et al, 2008).
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Tabelle 1.1. Liste der bekannten WHIM-auslosenden CXCR4-Mutationen

Mutation Auswirkung

E343K (Liu et al, 2012) Ladungsdanderung am C-Terminus
R334X (Hernandez et al, 2003) Nonsens

S338X (Alapi et al, 2007) Nonsens

G336X (Gulino et al, 2004) Nonsens

E343X (Hernandez et al, 2003) Nonsens

L324fs(Beaussant Cohen et al, 2012) Insertion

L329fs (Liu et al, 2016) Frameshift

$339fs (Hernandez et al, 2003) Deletion

S341fs(Tassone et al, 2009) Deletion

Die oben genannten Mutationen fiihren zu einer Uberaktivierung von CXCR4. Dies konnte durch
Analysen von Chemotaxis, Ca”-Flux nach CXCL12-Stimulation oder Aktivierung des MAPK
Signalweges nachgewiesen werden (Balabanian et al, 2005; Gulino et al, 2004; Hernandez et al, 2003;
Kawai et al, 2007; Kawai et al, 2005) und wurde auf eine gestérte CXCR4-Internalisierung
zuriickgefiihrt (Balabanian et al, 2005; Kawai et al, 2005; Lagane et al, 2008). Die Trunkierung des C-
Terminus fuhrt zu einem Verlust von Serin/Threonin-Resten, welche entscheidend fuir die Arrestin-
vermittelte Internalisierung sind (McCormick et al, 2009; Orsini et al, 1999). Ein schematischer
Vergleich zwischen wildtypischem und trunkiertem CXCR4 (am Beispiel der S338X Mutation) ist in
Abb. 1.4. zu sehen. Infolge des Verlusts dieser Phophorylierungsdomanen ist die Rekrutierung von
assoziierten Proteinen gestort und die Signalweiterleitung kann nicht mit der fiir GPCR
charakteristischen Geschwindigkeit abgeschaltet werden (vgl. Kap. 1.4.). Im Jahr 2012 wurde ein
WHIM-Mausmodell etabliert (Balabanian et al, 2012). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden

mit diesem Modell generiert.
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Abbildung 1.4. Schematische Darstellung des CXCR4 C-Terminus von wildtypischen (links) und CXCR4'*/*%

-Tieren
(rechts). Durch die CXCR4'*1%/10%3

-Mutation gehen neun Serinreste auf der intrazelluldren Seite des CXCR4 verloren. Diese
Serinreste sind Phosphorylierungsstellen, welche kritisch fur die Arrestin-Rekrutierung nach Rezeptoraktiverung zur
Internalisierung des Rezeptors sind. TM = Transmembran-Region, IC = intrazellular.
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1.7 Fragestellung

Die Kenntnisse Uber die CXCR4-CXCL12-Signalachse beruhen maBgeblich auf subtraktiven Studien.
Allerdings kann aus diesen Studien abgeleitet werden, dass diese Signalachse sowohl fir die unreife,
als auch die reife Himatopoese von zentraler Bedeutung ist. Da die Hamatopoese aufgrund der
Komplexitdt nicht in vitro nachgestellt werden kann, muss ein organismisches Modell untersucht
werden. Das in dieser Arbeit untersuchte Mausmodell zeichnet sich durch eine Mutation im CXCR4 C-

Terminus aus, welche zu einer hyperaktiven CXCR4-Mutanten fiihrt.

Auf Grundlage der oben beschriebenen Annahmen stellen wir die Hypothese auf, dass sich eine
aberrante CXCR4 Signalweiterleitung quantitativ und qualitativ auf das unreife Kompartiment und

auch das reife Kompartiment auswirken sollte. Daher werden in dieser Arbeit

a) das unreife Kompartiment hinsichtlich Quantitat, Signalweiterleitung, Funktionalitat inklusive

Repopulationsfahigkeit untersucht

b) beispielhaft fiir den Einfluss auf reife hdmatopoetische Zellen, B-Zellen hinsichtlich Quantitat und

Funktionalitdt untersucht.
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2.1. Material

2.1.1. Antikorper und andere Farbereagenzien

Sofern nicht anders angegeben, werden Maus-spezifische Antikorper fiir die Experimente eingesetzt.

Tabelle 2.1. Liste der verwendeten Antikérper und anderer Farbereagenzien

Name Klon Fluorochrom Hersteller
anti-GFP polyklonal AlexaFluor 488 Invitrogen

Carlsbad, USA
anti-mouse/human CD11b M1/70 PE BioLegend

San Diego, USA
anti-mouse/human RA3-6B2 PE/Cy7 BioLegend
CD45R/B220

San Diego, USA
anti-mouse/human RA3-6B2 APC/Fire750 BioLegend
CD45R/B220

San Diego, USA
CD117 (c-kit) ACK2 PE/Cy7 BioLegend

San Diego, USA
CD127 (IL-7Ra) A7R34 PE/Cy7 BioLegend

San Diego, USA
CD150 (SLAM) TC15- APC BioLegend

12F12.2

San Diego, USA
CD184 (CXCR4) L276F12 PE/Dazzle BioLegend

San Diego, USA
CD24 M1/69 Brilliant Violet BioLegend

421

San Diego, USA
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Name Klon Fluorochrom Hersteller
CD249 (BP-1) 6C3 PE Invitrogen
Carlsbad, USA
CD3 17A2 AlexaFluor700 BioLegend
San Diego, USA
CD3e 145-2C11 APC BioLegend
San Diego, USA
CD43 S11 APC BioLegend
San Diego, USA
CD45 30-F11 Brilliant Violet BioLegend
421
San Diego, USA
CD45 30-F11 FITC BioLegend
San Diego, USA
CD45.1 A20 APC/Cy7 BioLegend
San Diego, USA
CD45.2 104 eFluor 450 eBioscience
Frankfurt/Main, Deutschland
CD45.2 104 Brilliant Violet BioLegend
510
San Diego, USA
CD48 Antibody HM48-1 AlexaFluor700 BioLegend
San Diego, USA
IgD 11-26c¢.2a Brilliant Violet BioLegend
510

San Diego, USA
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Name Klon Fluorochrom Hersteller
IgM RMM-1 FITC BioLegend
San Diego, USA
IRDye 680RD Donkey Anti- polyklonal 680RD Li-Cor Biotechnology
Mouse IgG (H+L)
Lincoln, USA
IRDye 800CW Goat Anti- polyklonal 800CW Li-Cor Biotechnology
Rabbit IgG (H+L)
Lincoln, USA
Ki-67 SolA15 FITC eBioscience
Frankfurt/Main, Deutschland
Ki-67 SolA15 eFluor 450 eBioscience
Frankfurt/Main, Deutschland
Lineage Cocktail 145-2C11 APC Beckton Dickinson
M1/70 Franklin Lakes, USA
RA3-6B2
Ter-119
RB6-8C
Lineage Cocktail 17A2 PacificBlue BioLegend
RB6-8C5 San Diego, USA
RA3-6B2
Ter-119
M1/70
Ly-6A/E (Sca-1) D7 PE BioLegend

San Diego, USA
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Name Klon Fluorochrom Hersteller
Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) RB6-8C5 APC/Cy BioLegend

San Diego, USA
Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) RB6-8C5 APC BioLegend

San Diego, USA
p44/42 MAPK (Erk1/2) Mouse L34F12 - Cell Signaling Technology
mAb

Danvers, USA
Phospho-p44/42 MAPK polyklonal - Cell Signaling Technology
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204)

Danvers, USA
Antibody
7-AAD Viability Staining BioLegend
Solution

San Diego, USA
Annexin V PE/Cy7 BioLegend

San Diego, USA

Ethidiumbromidlosung 1 %

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

Phalloidin

AlexaFluor 568

Invitrogen

Carlsbad, USA
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2.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.2. Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Name Hersteller

Agarose Sigma-Aldrich
St. Louis, USA

CXCL12 PeproTech

Hamburg, Deutschland

Cell Systems

Troisdorf, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

Rinderserumalbumin (BSA)

VWR International

Radnor, USA

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

Penicillin/Streptomycin

Gibco

Carlsbad, USA

Saponin

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
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2.1.3. Gerate

Tabelle 2.3. Liste der verwendeten Gerdte

Gerat

Modell

Hersteller

AutoMACS

autoMACS pro

MiltenyiBiotec

Bergisch Gladbach, Deutschland

Automatisches Hamazytometer

Hemavet Multi-Cell 3 / LV

Drew Scientific

Miami Lakes, USA

Blot-Kammer

TransBlot Turbo

BioRad

Hercules, USA

DNA/RNA Spektrometer

NanoDrop 200c

Thermo Fisher

Waltham, USA

Durchflusszytometer

LSR Fortessa Il

Becton Dickinson

Franklin Lakes, USA

Elektrophoresekammer

Mini Protean Tetra Cell

BioRad

Hercules, USA

Flow Sorter FACSAria ll Becton Dickinson
Franklin Lakes, USA
Fluoreszenzmikroskop IX71 Olympus

Shinjuku, Japan
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Gerat Modell Hersteller

Gefrierschrank
IIRFA00LE H (-20°C) Gram Bioline
Voljens, Danemark
MDF-53V (-80°C) Sanyo
Osaka, Japan
OkoArctis (-20°C) AEG

Frankfurt/Main, Deutschland

Gelelektrophoresekammer

Compact XS/S Biometra

Gottingen, Deutschland

Midi-Large G&P Kunststofftechnik

Kassel, Deutschland

Heizblock
Digital Heatblock VWR International
Radnor, USA
Thermomixer R Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland
Inkubator Steri Cycle CO; Incubator Thermo Fisher

Waltham, USA
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Gerat Modell Hersteller
Kihlschrank Profi-Line Liebherr
Bulle FR, Schweiz
Lichtmikroskop CKX41 Olympus
Shinjuku, Japan
PCR-Cycler
MyCycler BioRad
Hercules, USA
PTC-200 BioRad
Hercules, USA
Plattenlesegerat Viktor X4 Perkin Elmer

Waltham, USA

RT-Cycler

StepOnePlus

Applied Biosystems

Foster City, USA

Spannungsquelle

PowerPac Basic

PowerPac HC

BioRad

Hercules, USA

BioRad

Hercules, USA

Sterilwerkbank

Holten Safe 2010 1.2

Thermo Fisher

Waltham, USA

Transilluminator

Gel Doc™ XR+

BioRad

Hercules, USA
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Gerat Modell

Hersteller

Zentrifuge

Rotina 420R

Rotina 420

2.1.4. GroRRenstandards

Tabelle 2.4. Liste der verwendeten GroRenstandards

Name

HettichZentrifugen

Tuttlingen, Deutschland

HettichZentrifugen

Tuttlingen, Deutschland

Hersteller

EZ Run Prestained Rec Protein ladder

Thermo Fisher

Waltham, USA

GeneRuler 1kb Plus DNA ladder

2.1.5. Kits

Tabelle 2.5. Liste der verwendeten Kits

Name

Thermo Fisher

Waltham, USA

Hersteller

CD117 microbeads, mouse

MiltenyiBiotec

Bergisch-Gladbach, Deutschland

CXCL12/SDF-1 alphaQuantikine ELISA

R&DSytems

Minneapolis, USA
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Name

Hersteller

DC Protein Assay

BioRad

Hercules, USA

iTaq Universal SYBR Green Supermix

BioRad

Hercules, USA

Lineage Cell Depletion Kit, mouse

MiltenyiBiotec

Bergisch-Gladbach, Deutschland

RedExtract—N-Amp PCR ReadyMix

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

RNA Mini Kit

Bio & Sell

Feucht, Deutschland

Superscript Il Reverse Transkriptase Kit

2.1.6. Medikamente

Tabelle 2.6. Liste der verwendeten Medikamente

Name

Thermo Fisher

Waltham, USA

Hersteller

5-Fluorouracil

Medac

Wedel, Deutschland

AMD3100 octahydrochloridehydrate (Plerixafor)

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

Enrofloxazin

Bayer

Leverkusen, Deutschland
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Name

Hersteller

Engerix B Erwachsene

GlaxoSmithKline

Brentford, Vereinigtes Konigreich

Filgrastim (rhG-CSF)

Hexal

Holzkirchen, Deutschland

Forene (Isofluran)

AbbVie

North Chicago, USA

Ketamin

Zoetis

Parsippany-Troy Hills Township, USA

Metacam (Metamizol)

Boehringer Ingelheim

Ingelheim am Rhein, Deutschland

Metamizol Winthrop Arzneimittel GmbH
Frankfurt/Main, Deutschland
Xylazin2% Bayer

Leverkusen, Deutschland
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2.1.7. Puffer und Medien

Name

Hersteller

0,9% NacCl

B. Braun

Melsungen, Deutschland

Annexin V Binding Buffer

BiolLegend

San Diego, USA

DMEM, high glucose, GlutaMax

Gibco

Carlsbad, USA

Methocult® M3630

StemCell Technologies Vancouver,

Kanada

Methocult®GF M3434

StemCell Technologies Vancouver,

Kanada

PBS

Gibco

Carlsbad, USA

RPMI 1640, GlutaMax

DMEM++

Gibco

Carlsbad, USA

DMEM, high glucose, GlutaMax 500

FotalesKalberserum 50

Penicillin/Streptomycin 0,5

ml

ml

%

Gibco

Carlsbad, USA

PAA Laboratories

Pasching, Deutschland

Gibco

Carlsbad, USA

25



Erythrozyten-Lysepuffer (10x)

ddH,0 450 ml
Ammoniumchlorid 41,5 g Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
TRIS-HCI 6,05 g Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

pH auf 7,5 anpassen, auf 500 ml mit ddH,0 auffiillen, autoklavieren

Laemmli Puffer (4x)

TRIS-HCI 2 M pH 6,8 2,5 ml Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
20% SDS 8 ml Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
Glycerin 8 ml Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
Bromphenolblau 1 Spatelspitze  Serva

Heidelberg, Deutschland
B-Mercaptoethanol 1,05 ml Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
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NOP-Puffer

NP40 2 % AppliChem

Darmstadt, Deutschland
TRIS-HCI 20 mM Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
Natriumchlorid 150 mM Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
pH auf 7,5 anpassen
NOP+ (10 ml)
NOP-Puffer
PhosStop 1 Tablette Roche

Basel, Schweiz
complete 1 Tablette Roche

Basel, Schweiz
DTT 2 mM Thermo Fisher

Waltham, USA
N-Ethylmaleimid 5 mM Sigma-Aldrich

St. Louis, USA
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PBS/BSA

PBS 500 ml Gibco

Carlsbad, USA

Rinderserumalbumin (BSA) 0,5 % VWR International

Radnor, USA

PBS/BSA/EDTA
PBS 500 ml Gibco
Carlsbad, USA
Rinderserumalbumin (BSA) 0,5 % VWR International
Radnor, USA
EDTA-LGsung 2 mM Sigma-Aldrich
St. Louis, USA
10x SDS-Laufpuffer (10x) (1 1)
ddH,0 900 ml
TRIS-HCI 30 g Carl Roth
Karlsruhe, Deutschland
Glycin 144 g Carl Roth
Karlsruhe, Deutschland
SDS 10 g Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

pH auf 8,3 anpassen, auf 1000 ml mit ddH,0 auffiillen



Blot-Puffer

1x SDS-Laufpuffer

Methanol 20

TAE-Puffer (50x) (1 1)

%

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

TRIS-HCI 242
Essigsaure (99,8%) 57,1
0,5 M EDTA pH 8,0 100

ml

ml

pH auf 8,3 einstellen, mit ddH,0 auf 1000 ml auffiillen

TBS (10x) (1 1)

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

ddH,0 900
TRIS-HCI 60,5
Natriumchlorid 87,6

ml

pH auf 7,5 anpassen, mit ddH,0 auf 1000 ml auffiillen

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
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TBS-T

1x TBS

Tween20 0,1 % Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

2.1.8. Software

Tabelle 2.7. Liste der verwendeten Software

Name Hersteller

FACSDiva 7.0 Becton Dickinson

Franklin Lakes, USA

GraphPadPrism 5.0 GraphPadPrism Software, Inc.
La Jolla, USA

Image Studio 2.0 Li-Cor
Lincoln, USA

Microsoft Excel 2010 Microsoft

Redmond, USA

Microsoft Powerpoint 2010 Microsoft

Redmond, USA

Microsoft Word 2010 Microsoft

Redmond, USA



2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Genotypisierung

Gewebebiospien (Schwanzspitzen oder Ohrlochstanzen) werden in 200 ul DirectTail (PCR)
(ViagenBiotech, Inc., Los Angeles, USA) mit 200 pg/ml Proteinase K (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) G.N. bei 56 °C inkubiert. Es folgt eine Inkubation bei 85 °C zur Inaktivierung der
Proteinase K. Fiir die Genotypisierungs-PCR wird1 pl des Extrakts eingesetzt. Der Genotyp wird durch
die An- bzw. Abwesenheit von einer loxP-Sequenz, welche aufgrund der Generierungsstrategie
nachzuweisen ist, bestimmt. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird, wie in Tab. 2.8. dargestellt,
durchgefiihrt (Saiki et al, 1988). Die Sequenzen der Genotypisierungsoligonukleotide sind in Tab. 2.9.

aufgelistet.

Tabelle 2.8. Reaktionsansatz und PCR-Programm zur Genotypisierungs-PCR

PCR Ansatz PCR Programm

Reagenz Volumen Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec]
[u]

RedExtract-N-Amp 10 1 94 180

PCR ReadyMix

ddH20 8 2 94 60
WHIM_fwd 0,5 3 62 60
WHIM_rev 0,5 4 72 60
DNA Extrakt 1 wdh. ab Schritt 2 (1x)
5 94 30
6 62 30
7 72 30

wdh. ab Schritt 5 (29x)

8 10 Ende
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Tabelle 2.9. Genotypisierungsoligonukleotide

Primername Primersequenz (5‘2>3)
WHIM_fwd CTTTAATCTCACTCAGCTCTGGCGAG
WHIM_rev ACACATTTATGGCTTCCCGGAGACC

Die DNA Fragmente der Genotypisierungs-PCR werden in einem 2% Agarose-Gel in 1x TAE Puffer mit
0,005% Ethidiumbromid der GréRe nach aufgetrennt und am Gel Doc™ XR+ visualisiert. Fiir ein
wildtypisches Allel wird eine Bandengrofle von 249bp erwartet. Die Bande fir ein WHIM Allel ist
aufgrund der vorhandenen loxP-Sequenz groRRer (283bp). Als GroRenmaRstab wird der Generuler 1kb
Plus verwendet. In Abb. 2.1. ist das Bandenmuster fiir die drei moglichen Genotypen exemplarisch

dargestellt.
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Abbildung 2.1. CXCR41°13-Genotypisierung. Aufgetragen sind Marker (M), Proben von einem wildtypischen Tier (WT),

einem heterozygoten CXCR4™10%3 Tier, einem homozygoten CXCR41O13/1013 Tier, sowie eine Wasserkontrolle. Im Anschluss
an die PCR wurde das PCR-Produkt in einem 2% Agarose-Gel der GréRe nach aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

2.2.1.2. RNA Isolierung

RNA wird aus LinCD117" angereicherten Zellen (siehe 2.2.3.4.) isoliert. Die Isolation der RNA erfolgt
mit Hilfe des RNA Mini Kit. Um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden wird die Arbeitsflache zu
Beginn mit RNaseZap (Invitrogen, Carlsbad, USA) behandelt. Die Isolierung erfolgt nach
Herstellerangaben und die RNA wird in 30 ul RNase-freies Wasser eluiert. Die Quantifizierung der
erhaltenen RNA-Menge erfolgt lber das NanoDrop200c. Die Reinheit kann zum einen anhand des

Spektrums und zum anderen durch den Absorptionsquotienten 260/280 abgeschatzt werden.
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2.2.1.3. Umschreiben in cDNA

Pro Reaktion werden 1 pg RNA (,RT“) in doppelstrangige DNA umgeschrieben. Als interne
Negativkontrolle fiir die anschlieRende gPCR werden 0,5 pug RNA ohne reverse Transkriptase im
Prozess mitgefiihrt (,,no RT“). Zunachst wird noch potentiell vorhandene Rest-DNA durch RQ1 RNase-
free DNasel (1 U/ul) (Promega, Madison, USA) abgebaut. Dazu wird ein Ansatz entsprechend
Tab. 2.10. verwendet und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 2.10. Reaktionsansatz zur DNA-Umschreibung

RT no RT
Reagenz Volumen [ul] Volumen [pl]
isolierte RNA X X
DEPC-H,0 ad 24,5 ad 12,25
DNase 1 0,5
RQ1 Puffer (10x) 3 1,5

Fir die no-RT Kontrollen werden jeweils halbe Ansdtze angesetzt, die reverse Transkriptase
ausgespart und das entsprechende Volumen an DEPC-H,0 zugegeben. Zum Abstoppen der Reaktion
werden 1 pl bzw. 0,5 pl DNaseStop Solution zugegeben (RT bzw. no RT Ansatz) und 10 min bei 65 °C
inkubiert. Um eine Amplifikation der gesamten RNA zu gewahrleisten werden anschlieBend 2,5 pl
bzw. 1,25 pl dNTPs (100 mM) (Promega, Madison, USA) und 5 ul/2,5 pl an zufilligen Positionen
anlagernde Oligonukleotide (500 pg/ml) (random primer) (Promega, Madison, USA) zugefugt. Um
eine Anlagerung der random primer zu ermdoglichen, wird der Reaktionsansatz 5 min bei 65 °C
inkubiert und bis zum nachsten Schritt auf 4 °C gekiihlt. Das Umschreiben wird mit Hilfe des

Superscript Il Reverse Transkriptase Kits nach Herstellerangaben durchgefihrt.
2.2.1.4. quantitative Real Time-PCR

Zur Amplifikation der in 2.2.1.3. hergestellten cDNA wird die quantitative Real Time-PCR verwendet.
Diese Methode ermdglicht eine Quantifizierung der Expressionsstarke des Zielgens anhand der
Anlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green, welcher sich an doppelstrangige DNA anlagert
und somit proportional zum Amplifikat ansteigt. Die Expressionsstarke des Zielgens (CXCR4) wird auf

die Expressionstarke einer ubiquitar exprimierten internen Kontrolle normalisiert. Als interne
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Kontrolle wurde das Gen Rpl13A gewahlt, welches fiir ein ribosomales Gen kodiert. Nach Beendigung

des gPCR-Laufs wird eine Schmelzkurve ermittelt. Dadurch kann abgeschatzt werden, ob es sich um

spezifische Amplifikationen handelt. Spezifische Amplifikate haben aufgrund ihrer GréRe eine hdhere

Schmelztemperatur als z.B. unspezifische Primerdimere. Die entsprechenden Ansdtze koénnen

Tab. 2.11., die genutzten Primerpaare Tab. 2.12. entnommen werden. RT-Proben werden jeweils in

Doppelbestimmung durchgefiihrt, die korrespondierenden no-RT-Proben in Einzelbestimmung. Das

genutzte qPCR-Programm kann Tab. 2.13. enthommen werden. Zur Quantifizierung wird die AACT-

Methode verwendet (Pfaffl, 2001). Die Real Time-PCR Reaktion wird in einem StepOnePlus™ Real

Time-PCR System durchgefihrt.

Tabelle 2.11. Reaktionsansatz zur Real Time-PCR

RT [ul] no RT [ul]
cDNA 1 2
forward Primer (10 uM) 0,5 0,5
reverse Primer (10 uM) 0,5 0,5
SYBR Green (2x) 10 10
HPLC-H,0 8 7

Tabelle 2.12. Eingesetze Oligonukleotidpaare in der Real Time-PCR

Primername Primersequenz (5'>3)
mCXCR4_for CTTTCTTTGCCTGCTGGCTG
mCXCR4_rev AGGGCCTCTGTGATGGAGAT
mRpl13A_for TGAGGTCGGGTGGAAGTACC
mRpl13A_rev GGAGTCCGTTGGTCTTGAGG
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Tabelle 2.13.Real Time-PCR-Programm

Programmschritt Temperatur [°C] Dauer
1 95 10 min
2 95 15 sec
3 60 60 sec

wdh. ab Schritt 2 (40x)
4 95 15 sec
5 60 60 sec

Erhohung der Temperatur in 0,3°C Schritten bis 95°C erreicht sind

2.2.2. Biochemische Methoden
2.2.2.1. Proteinquantifizierung

Die Proteinmenge in Knochenmarkflissigkeit und Plasma wird nach Herstellerangaben mit 5 ul
Probenmaterial durch das DC Protein Assay in Doppelbestimmungen ermittelt. Als Referenz wird
eine Eichgerade aus bekannten Proteinkonzentrationen (0 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml BSA)
mitgeflihrt. Die Vermessung des Assays erfolgt am Plattenlesegerat Victor X4 bei 570 nm. Die

Berechnung der Proteinkonzentration erfolgt durch die mitgefiihrte Eichgerade.
2.2.2.2. CXCL12 Konzentrationsbestimmung

Plasma (Kap. 2.2.5.5.), Knochenmark- und Milzflissigkeit (Kap. 2.2.5.6.) werden wie beschrieben
gewonnen. Zur Bestimmung der CXCL12-Konzentration wird der kommerzielle ELISA "Mouse
CXCL12/SDF-1 alpha Quantikine ELISA" genutzt und nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Plasmaproben werden 1:2 mit HPLC-H,0O verdiinnt. Fir jede Probe wird eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Mit einer im Kit enthaltenen CXCL12-Probe wird eine Verdiinnungsreihe mit
bekannten CXCL12-Konzentrationen (0 ng/ml, 0,156 ng/ml, 0,313 ng/ml, 0,625 ng/ml, 1,25 ng/ml, 2,5
ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml) angesetzt. Diese wird als Eichgerade fiir die spitere Auswertung
mitgefiihrt. Um eine BezugsgroRe fir die ermittelten CXCL12-Konzentrationen zu erhalten, wird die
Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Probe (Kap. 2.2.2.1.) bestimmt und die erhaltene

CXCL12-Konzentration auf die Gesamtproteinmenge bezogen.
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2.2.3. Zellkulturtechnische Methoden
2.2.3.1. Methylzellulose Assay

Zur Quantifizierung funktioneller hdmatopoetischer Vorldauferzellen wird das semisolide Medium
Methylzellulose mit entsprechenden Zytokinen eingesetzt. Anhand von Farbe und Morphologie der
sich bildenden Kolonien (colony-forming units-culture, CFU-C) lassen sich unterschiedliche

Linienspezifizierungen (,,Lineages”) differenzieren.

Blut: 70 — 200 pl frisches Vollblut werden mit 10 ml PBS/BSA gewaschen. Nach der Zentrifugation
(400g, 5 min, RT) werden die Zellen in 2 ml Erythrozyten-Lysepuffer aufgenommen und 5 min bei
37 °C inkubiert. Dieses Lyseprinzip beruht auf dem stdandigen Zustrom von Ammoniumchlorid in die
Erythrozyten, wodurch sich ein osmotischer Druck aufbaut, welcher die Erythrozyten aufquellen und
schlussendlich platzen l4sst. Zum Abstoppen der Reaktion werden 10 ml PBS/BSA zugegeben und die
Suspension zentrifugiert (400g, 5 min, RT). Das Zellpellet wird in 200 pl DMEM++ aufgenommen und
in 2 ml Methocult®GF M3434 Methylzellulose gegeben.

Knochenmark/Milz: 5x10* Knochenmarkzellen bzw. 1,5x10° Milzzellen werden in 200 pul DMEM++

aufgenommen und in 2 ml Methylzellulose gegeben.

Die Zellsuspension wird sorgfaltig mit der Methylzellulose vermischt und anschlieBend auf zwei 3 cm
Kulturschalen ausplattiert. Nach einer Inkubation von 6 — 9 Tagen bei 37 °C im Inkubator kdnnen die

Kolonien mikroskopisch quantifiziert und anhand ihrer Morphologie differenziert werden.

Die Quantifizierung von preB-Vorlauferzellen verlauft analog. Allerdings werden 200 ul Vollblut,
3x10° Knochenmark-, bzw. 3x10° Milzzellen eingesetzt. Diese werden in Methocult® M3630

Methylzellulose ausplattiert.
2.2.3.2. Transwell Migration-Assay

Zur Testung einer gerichteten chemotaktischen Antwort wird ein Migrationstest eingesetzt. Dazu
werden Polycarbonateinsdtze mit einer PorengréfRe von 5 um (Corning, New York, USA) genutzt,
welche in 24well Platten eingesetzt werden (Corning, New York, USA). 3x10° Knochenmarkzellen in
100 pl DMEM++ werden in das obere Kompartiment pipettiert. In das untere Kompartiment wird
entweder 600 ul DMEM++ (Kontrollmedium, spontane Migration) oder 600 ul DMEM++ mit
100 ng/ml CXCL12 gegeben. Zur Quantifizierung werden auRerdem 3x10* Knochenmarkzellen in 600
pul DMEM++ ohne Transwell-Einsatz mitgefiihrt. Nach einer Inkubation von 4 Stunden im Inkubator
(37 °C, 5% C0O2) werden die Zellen in 1,5 ml ReaktionsgefaRe tberfihrt und 10 min mit 4500 rpm

(Biofuge 13, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) zentrifugiert. Es werden 400 ul des
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Uberstandes verworfen und die Zellen im verbleibenden Uberstand resuspendiert und anschlieBend

in Methylzellulose ausplattiert (siehe 2.2.3.1.).
2.2.3.3. Immunomagnetische Zellanreicherung

Zur Anreicherung einer unreifen hamatopoetischen Zellpopulation werden immunomagnetische
beads genutzt. Dabei sind superparamagnetische Partikel kovalent an spezifische Antikorper
gebunden. Diese Antikdrper markieren entweder alle reifen Populationen (Lineage depletion Kit)
bzw. CD117"-Zellen (CD117 microbeads). Zunichst werden die reifen Zellen durch das Lineage
depletion Kit entfernt und anschlieRend eine unreife CD117"-Population angereichert. Alternativ
kann auf die Lineage Depletion verzichtet werden. Die Kits werden entsprechend der
Herstellerangaben verwendet. Die Anreicherung erfolgt automatisch durch den AutoMACS pro

Separator.
2.2.3.4. F-Aktin Polymerisierung

Die Neuorganisation des Aktinzytoskeletts ist eine der ersten zellularen Antworten nach Aktivierung
eines G-Protein gekoppelten Rezeptors durch seinen Liganden. Zum Nachweis wird AlexaFluor568-
markiertes Phalloidin eingesetzt. 1x10° CD117"-angereicherte Knochenmarkzellen (Kap. 2.2.3.3.)
werden in 1 ml DMEM mit 0,5% BSA aufgenommen und 30 — 60 min bei 37 °C inkubiert.
Anschliefend wird eine unstimulierte Probe entnommen und mit 4% Formaldehyd in PBS fixiert. Die
Stimulation erfolgt mit 100 ng/ml CXCL12. Zu den angegeben Zeitpunkten (i.d.R. 10s, 20s, 30s, 60s,
300s) wird ebenfalls eine Probe entnommen und fixiert. Nach Abschluss der Stimulation wird
abermals eine unstimulierte Probe entnommen um einen eventuellen Einfluss der Inkubationszeit
ausschlieBen zu kénnen. Die Fixierung wird bei RT fur 15 min durchgefiihrt. Formaldehyd wird durch
Zentrifugation entfernt und die Zellen fir 5 min mit 0,1% Saponin in PBS permeabilisiert.
AnschliefRend werden die Zellen mit AlexaFluor568-gekoppeltem Phalloidin gefarbt (20 min, 4 °C,

dunkel) und am Durchflusszytometer vermessen.
2.2.3.5. MAPK-Aktivierung am Beispiel der Erk-Phosphorylierung

2x10° CD117*-angereicherte Knochenmarkzellen (Kap. 2.2.3.3.) werden in 100 pl RPMI pro Ansatz fir
ca. 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen mit 100 ng/ml CXCL12 fiir O Sekunden,
15 Sekunden, 30 Sekunden, 60 Sekunden, 150 Sekunden und 300 Sekunden stimuliert und die
Reaktion mit 1 ml eiskaltem PBS abgestoppt. Die Zellsuspension wird 5 Minuten bei 4 °C bei
3500 rpm (BiofugeFresco, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, das Zellpellet in 45 pul NOP+ Puffer aufgenommen und 10 Minuten auf Eis inkubiert.

Zur Entfernung von Zelltriimmern wird die Suspension ein weiteres Mal mit 13.000 rpm bei 4 °C fir
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15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und kann bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert werden.

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (Kap. 2.2.2.1.) werden 50 ug Gesamtprotein je Zeitpunkt
mit einer entsprechenden Menge 4x Laemmli Puffer aufgenommen (Tab. 2.14.) und bei 95 °C fir
5min zur Denaturierung der Proteine inkubiert. Die denaturierte Proteinsuspension wird
anschlieRend auf ein kommerzielles SDS-Gradientengel 4 — 15% (Mini-Protean TGX, BioRad, Hercules,
USA) zusammen mit dem GroRenstandard EZ Run, PrestainedRec Protein ladder aufgetragen. Zum
Einlaufen in das Gradientengel wird zunachst fir ca. 10 Minuten eine Spannung von 120 V angelegt.

Anschliefend werden die Proteine anhand ihrer GréBe bei 200 V fiir ca. 30 Minuten aufgetrennt.

Tabelle 2.14. Probenansatz fiir SDS-Gelelektropherese

Reagenz Volumen [pl]
4x Laemmli 10
Proteinsuspension X

H,0 ad 40

Zur Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran (0,45 pm) (BioRad, Hercules, USA)
wird ein Semi-dry Western Blot verwendet. Auf 6 Lagen mit Blot-Puffer getrankten Whatman-Papiers
wird die ebenfalls in Blot-Puffer getrankte Nitrozellulose-Membran gelegt. Das Gradientengel wird
fiir 15 Minuten in Blot-Puffer equilibriert und anschlieBend auf die Nitrozellulose-Membran gegeben.
AbschlieBend folgen 6 weitere Lagen getrankten Whatman-Papiers. Luftblasen werden entfernt und
der Stapel wird in der Blot-Kammer eingeklemmt. Die Ubertragung der Proteine erfolgt bei 0,3 A fiir
20 Minuten. Um freie Bindestellen auf der Membran abzusattigen wird die Nitrozellulose-Membran
fir 1 h unter Schiitteln mit 5% Milchpulver in TBS-T blockiert. Die Inkubation der Erstantikorper
(p44/42 MAPK (Erk1/2) Mouse mAb, 1:1000, in TBS-T, Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) Antibody, 1:1000 in TBS-T) erfolgt (i.N. bei 4 °C. Um freien Antik6érper zu entfernen,
wird die Membran 3x 10 min bei RT mit TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit den entsprechenden
Sekundarantikorpern (1:10000, 5% Milchpulver in TBS-T) erfolgt fiir 1 h bei RT im Dunkeln. Nach
dreimaligem Waschen mit TBS-T kann die Nitrozellulose-Membran mit dem OdysseyCLx (Li-Cor,
Lincoln, USA) entwickelt werden. Die Datenanalyse erfolgt mit der Image Studio 2.0-Software (Li-Cor,
Lincoln, USA). Zur Ermittlung der Erk-Aktivierung wird anschlieBend die mittlere

Fluoreszenzintensitat des phosphorylierten Erks durch die mittlere Fluoreszenzintensitat des Gesamt-
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ERKs dividiert. Dadurch kénnen auch mogliche Unterschiede in der aufgetragenen Proteinmenge

relativiert werden.
2.2.4. Durchflusszytometrische Methoden
2.2.4.1. Oberflachenanalyse

Fiir durchflusszytometrische Analysen werden zwischen 30 ul und 50 pl Peripherblut bzw. zwischen
0,5x10° und 2x10° Knochenmark- oder Milzzellen gefarbt. Zur Farbung werden optimale
Antikorperkonzentrationen eingesetzt. Die Proben werden mit entsprechenden
Antikorperkombinationen fir 20 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. AnschlieBRend werden in
Peripherblutproben die Erythrozyten lysiert (siehe 2.2.5.3.) und die Proben einmal mit PBS/BSA
gewaschen. Die Vermessung der Proben erfolgt am LSR Fortessa Il Durchflusszytometer. Direkt vor
der Messung werden Knochenmark- und Milzproben durch einen 35 um Filter (Corning, New York,
USA) filtriert. Das Durchflusszytometer wird mit ungefarbten Proben und FMO-Kontrollen eingestellt.
Zur Kompensation werden Einzelfarbungen verwendet. Die Analyse wird mit FACSDiva Software
durchgefiihrt. Beispielplots der unterschiedlichen Analyse kdnnen in den Anhdngen eingesehen

werden.
2.2.4.2. Zellzyklusanalyse

Durch eine Farbung des zellzyklusaktiven Kernproteins Ki67 in Kombination mit dem DNA Farbstoff 7-
AAD koénnen verschiedene Zellzyklusstadien (GO, G1 und G2/S/M) unterschieden werden. GO
zeichnet sich durch die Abwesenheit von Ki67, sowie einen einfachen Chromosomensatz (2n) aus. In
der G1 Phase bleibt die DNA Farbung unverandert und Ki67 wird nachweisbar. In den Phasen G2/S/M
(weitere Differenzierungen werden nicht vorgenommen) erhoht sich der DNA-Gehalt entsprechend

der Neusynthese der DNA auf 2 <n<4.

Zunachst wird die Oberflache fir Lineage, CD117 und Sca-1 gefarbt (siehe 2.2.4.1.). Zum Aufschluss
werden die Zellen mit dem Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer (eBiosciences,
Frankfurt/Main, Deutschland) fixiert und permeabilisiert (45 min, 4 °C, dunkel). Zur Entfernung des
Puffers werden die Zellen zentrifugiert und einmal mit 1x Permeabilization Buffer (eBioscience,
Frankfurt/Main, Deutschland) gewaschen. Das Kernprotein Ki-67 wird geféarbt (30 min, 4 °C, dunkel),
dann wird einmal mit 1x Permeabilization Buffer gewaschen. Fir kompetitive Transplantationen
muss ebenfalls das intrazelluldre GFP gefarbt werden (analoge Inkubationsbedingungen wie fir Ki-
67), da durch die Fixierung die zur Fluoreszenz bendtigte Konformationsumlagerung des GFP-
Molekuls verhindert wird. Da 7-AAD ebenfalls an RNA bindet, wird diese mit 1 ml 20 pg/ml RNaseA

(Peglab, Erlangen, Deutschland) in 1x Permeabilization Buffer fiir 30 min bei 37 °C abgebaut. Nach

39



Zentrifugation (400g, RT, 5 min) erfolgt eine Inkubation mit 7-AAD (10 min, RT, dunkel). AbschlieRend
werden die Proben einmal mit 1x Permeabilization Buffer gewaschen, in 500 ul 1x Permeabilization
Buffer aufgenommen und am Durchflusszytometer vermessen. Beispielplots der unterschiedlichen

Analysen kénnen in den Anhdngen eingesehen werden.
2.2.4.3. Zellsortierung

Zusatzlich zur durchflusszytometrischen Analyse kdnnen an einem cell sorter definierte Populationen
aufgefangen werden und stehen damit fiir weitere Analysen zur Verflgung. Analog zur
durchflusszytometrischen Analyse wird der cell sorter zundachst mit ungefarbten bzw.
Einzelfarbungen eingestellt und kompensiert. Dies wird in dieser Arbeit nach der
Primartransplantation mit induzierten leukdmischen Zellen (Kap. 2.2.5.13.) verwendet. Das isolierte
Knochenmark primartransplantierter Empfanger wird immunomagnetisch Lineage-depletiert
(Kap. 2.2.3.3.). Das Lineage-depletierte Knochenmark wird mit einem Lineage-Cocktail gefarbt
(20 min, 4 °C, dunkel) und anschlieBend am cell sorter auf Lineage GFP" sortiert. Dadurch kann eine
unreife, transgene Population isoliert werden und steht fiir die anschlieBende

Sekundartransplantation zur Verfligung.
2.2.4.4. Apoptose Assay

Zur Bestimmung der Apoptose wird Fluoreszenz-markiertes Annexin V eingesetzt. Da dieses Protein
Calcium-abhangig bindet, missen definierte Pufferbedingungen eingehalten werden. Zellen werden
zunachst wie in Kap. 2.2.4.1. beschrieben mit spezifischen Antikdrpern gefarbt und zweimalig mit
PBS/BSA gewaschen. Die Zellen werden in 100 pl Annexin V Binding Buffer resuspendiert und mit 5 pl
7-AAD und 2,5 pl Annexin V-PECy7 flir 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschliefend werden
400 ul Annexin V Binding Buffer zugegeben und die Proben innerhalb von 60 min am

Durchflusszytometer vermessen.
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2.2.5. Tierexperimentelle Methoden

2.2.5.1. Tierhaltung

Die Zucht der Tiere wird von einem externen Dienstleister (mfdDiagnostics GmbH, Wendelsheim,
Deutschland) tGibernommen. Dieser tibernimmt auch die Gewinnung der Schwanzbiopsien bzw. der
Ohrlochstanzen. Fir Versuche werden die Tiere in die Zentrale Forschungseinrichtung (ZFE) der
Universitatsklinik Frankfurt Gberfiihrt und von den dortigen Tierpflegern versorgt. Einstreu, Futter
und Wasser werden wochentlich gewechselt. Die Tiere werden in der ZFE unter nicht spezifisch
pathogenfreien Bedingungen in IVC-K&figen (Individually Ventilated Cages) in Gruppen von bis zu 5
Tieren gehalten. Der Tag/Nacht Rhythmus der Tiere wird durch 12 Stunden Dunkelheit und 12
Stunden Licht aufrechterhalten. Das Trinkwasser wird autoklaviert und das Futtermittel vom
Hersteller bestrahlt um Kontaminationen zu vermeiden. Futter und Wasser steht den Tieren ad
libitum zur Verfigung Ein Tierversuchsantrag liegt dem Regierungsprasidium Darmstadt unter der

Aktennummer F27/1001 vor.

2.2.5.2. Organentnahme

Die Entnahme von Peripherblut erfolgt am wachen Tier. Die Halsvene wird durch einen festen
Mausgriff gestaut und die vena facialis mit einer 20G Kanile punktiert. Das Blut wird direkt mit
einem Kalium/EDTA beschichteten Réhrchen (Microvette, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

aufgefangen. Bis zur weiteren Verwendung wird das Blut bei RT gelagert.

Zur Entnahme der Milzen und Knochen werden die Tiere schmerzlos durch zervikale Dislokation
getotet. AnschlieBend werden die Tiere auf einer Unterlage fixiert, die Haut proximal bis Jugulum
und bis zum distalen Ende der Tibiae mobilisiert und die bendétigten Knochen (i.d.R. Femora und
Tibiae, falls notig ebenfalls Pelvis) moglichst gewebsfrei entnommen. Das Peritoneum wird gedffnet

und die Milz gewebsfrei entfernt.

2.2.5.3. Erythrozyten-Lyse

Erythrozyten werden durch eine hypotone Ammoniumchlorid-L6sung lysiert.
Durchflusszytometrische Proben werden wie in 2.2.4.1.beschrieben gefarbt und anschlieBend mit
2 ml 1x RBC LysisBuffer (eBioscience, Frankfurt/Main, Deutschland) fiir 10 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Zur Entfernung des Lyse-Puffers werden die Zellen zentrifugiert (400g, 5 min, RT) und mit

PBS/BSA gewaschen.
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Proben fir Methylzellulose Assays werden mit 2 ml autoklaviertem Erythrozyten-Lysepuffer flir 5 min
im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Im weiteren Verlauf werden die Proben analog zu

durchflusszytometrischen Proben behandelt.
2.2.5.4. Herstellung von Knochenmark- und Milzzellsuspensionen

Die Knochen werden mit Hilfe einer 23G Kanile von beiden Seiten mit PBS/BSA gespllt. Milzen
werden an einer Seite punktiert und ausgestrichen. Die Milzzellen werden suspendiert und zur
Entfernung von Geweberesten (iber einen 40 um Filter (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich)
gegeben. Fir die automatische Hamazytometrie (siehe 2.2.5.7.) werden die Suspensionen
zentrifugiert (400g, 5 min RT) und das Pellet in einem definierten Volumen aufgenommen.

Knochenmark- und Milzzelldispersion werden bis zur Verwendung in PBS/BSA auf Eis gelagert.
2.2.5.5. Gewinnung von Plasma

Peripherblut wird wie in 2.2.5.2.beschrieben am wachen Tier in EDTA-Microvetten abgenommen.
Das Vollblut wird anschlieRend bei 4500 rom und 4 °C fir 15 Minuten zentrifugiert. Nach der

Zentrifugation wird das Plasma abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
2.2.5.6. Gewinnung von Knochenmark- und Milzflissigkeit

Ein Femur und eine Tibia werden in 0,5 ml PBS ausgesplilt. Die Suspension wird zentrifugiert (400g,

5 min, RT) und der Uberstand bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Es wird wie in 2.2.5.4. beschrieben eine Milzsuspension in 1 ml PBS hergestellt. AnschlieRend wird
Suspension zentrifugiert (400g, RT, 5 min) und der Uberstand abgenommen. Bis zur weiteren

Verwendung kann die gewonnene Milzflissigkeit bei -80 °C gelagert werden.
2.2.5.7. Automatische Hamazytometrie

Zur Bestimmung der zelluliren Zusammensetzung einer Zellsuspension (peripheres Blut,
Knochenmark, Milz-Extrakt) wird das Hemavet verwendet. Fir die Erstellung eines groRen Blutbildes

werden 35 pl Suspension benotigt.
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2.2.5.8. Immunisierung

Um die Funktionalitdt von B-Zellen zu lberpriifen werden die Tiere mit einem Hepatitis B Impfstoff
immunisiert. Den Tieren wird unter Isofluoran-Narkose 100 ul des Impfstoffes pro Maus (50
pl/Oberschenkel) intramuskuldr (i.m.) injiziert. Dies entspricht 10% einer humanen
Erwachsenendosis. Die Immunisierung wird im Abstand von jeweils einer Woche zweimal wiederholt.
Eine Woche nach der letzten Injektion wird Plasma gewonnen und die Anti-HBsAG-Spiegel am
Architect (Abbot Core Laboratory, Abbot Park, USA) vermessen. Um die Bildung von B-
Gedachtniszellen zu Gberprifen, werden die Tiere ca. 3 Monate nach der letzten Immunisierung ein
weiteres Mal immunisiert und nach einer Woche wiederum die Anti-HBAGs-Spiegel bestimmt, zur

Uberpriifung eines etwaigen Boost-Effekts, wie er bei immungesunden Tieren zu erwarten ist.
2.2.5.9. Mobilisierung

Die Mobilisierung mit Plerixafor erfolgt intraperitoneal (i.p.) als Bolusgabe (10 mg/kg). Um die
Mobilisierungskinetik darstellen zu kénnen, werden nach 1h, 2h und 4h Blutproben entnommen,
Blutbilder erstellt (siehe 2.2.5.7.) und Kolonieassays durchgefiihrt (siehe 2.2.3.1.). Die Mobilisierung
mit G-CSF Gber 9 Dosen mit 100 pg/kg pro Dosis im Abstand von 12h durchgeftihrt. Nach der letzten

Dosis wird Peripherblut gewonnen und ebenfalls Blutbilder erstellt und Kolonieassays durchgefihrt.
2.2.5.10. Bestrahlung

Flr Transplantationsversuche werden die Tiere mit 9,5 Gy (Homing 12,5 Gy) mit einer Casiumquelle
Ganzkorper-bestrahlt. Die Dosisrate betragt dabei 1 Gy/min. Die Transplantation der Tiere erfolgt

wenige Stunden nach der Bestrahlung.
2.2.5.11. Transplantation

Grundsatzlich werden zwei Arten von Transplantationsexperimenten unterschieden. Bei der nicht
kompetitiven Transplantation wird die Fahigkeit des transplantierten Knochenmarks untersucht, ein
neues hamatopoetisches System zu etablieren. Bei kompetitiven Transplantationen werden das zu
untersuchende und ein zuséatzliches kompetitives Knochenmark (z.B. GFP-exprimierendes
Knochenmark) transplantiert. Diese Tiere entwickeln ein hamatopoetisches System, welches von
beiden Transplantaten entstammt; diese werden als gemischte Chimaren bezeichnet. Durch den
Grad des Chimarismus kann untersucht werden, wie gut sich das entsprechende Knochenmark unter

kompetitiven Bedingungen durchsetzen kann (Abb. 2.2.).

43



Fir nicht kompetitive Transplantationen werden 0,25 — 0,5x10° Knochenmarkzellen als Transplantat
eingesetzt. Bei kompetitiven Transplantationen werden 1,5x10° Zellen des zu untersuchenden
Knochenmarks und 1,5x10° Zellen des Kompetitor-Kknochenmarks genutzt. Die Zellsuspensionen
werden vor der Transplantation Uber einen 40 um Filter filtriert, um mogliche Gewebereste oder
Knochensplitter zu entfernen. Die bestrahlten Empfanger werden mit einer Rotlichtlampe erwarmt
und mit einer 27G Kaniile Uber eine Schwanzvene i.v. transplantiert. Zur Pravention einer
neutropenischen Infektion werden die transplantierten Tiere liber einen Verlauf von vier Wochen
prophylaktisch mit einem Breitbandantibiotikum (Gyrasehemmer Baytril; 0,02% im Trinkwasser)

behandelt.

Nicht-kompetitives Transplantationsregime

o 9,5 Gy Bestrahlung ‘/\

WT 250.000 Zellen 16 Wochen
CXCR4+/1013 _— _—
CXCR41013/1013 Engraftment

CD45.2 Empfanger

Kompetitives Transplantationsregime

WT

CXCR4*HD13 #

CXCR41013/1013 7 9,5 Gy Bestrahlung
300.000 Zellen 16 Wochen
1:1 Mischung Engraftment

UBC-GFP

CD45.1 Empfanger

Abbildung 2.2. Schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten Transplantationsregime.
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2.2.5.12. Homing

Knochenmarkzellen aus Spendermausen werden prapariert, filtriert und vereinigt. Die bestrahlten
Empfingertiere werden mit 1x10’ Zellen intravends (i.v.) Uber die Schwanzvene transplantiert
(analog zu 2.2.5.11.). Nach 18 Stunden werden die hamatopoetischen Organe (Peripherblut, Milz und
Knochenmark) auf den Gehalt an funktionellen Stamm- und Vorlduferzellen mit Hilfe eines
Methylzellulose-Assays (siehe 2.2.3.1.) untersucht. Es wird die groBtmogliche Menge an Peripherblut,
1/16 der Knochenmarksuspension von 2 Femora und 1/50 der Milzsuspension ausplattiert. Die

erhaltenen Koloniezahlen werden dann auf die transplantierten CFU-C normalisiert.
2.2.5.13. Induktion einer akuten myeloischen Leukdmie

Fir die Uberpriifung der Auswirkung der WHIM-Mutation in einer Leukdmie wird das Leukdmie-
induzierende MLL-AF9 System gewahlt. Die Transduktion mit einem Vektor fiir dieses Fusionsprotein
flhrt zuverldssig zur Ausbildung eines akuten myeloischen Leukdmie (AML) &hnlichen, rasch
progredienten leukdmischen Krankheitsbildes. Neben dem MLL-AF9 Fusionsprotein wird zusatzlich
GFP durch den Vektor exprimiert, dies dient zur spateren Identifikation der malignen Zellen. Es
werden Spendertiere mit 5-Fluorouracil ablatiert (200 mg/kg, i.v.) und Knochenmark drei Tage nach
Injektion isoliert. Die Transduktion des Knochenmarks wird in Kooperation mit Prof. Daniela Krause
(Georg-Speyer-Haus, Frankfurt/Main, Deutschland) durchgefiihrt. Nach zweimaliger Transduktion
werden 500.000 Zellen in subletal bestrahlte Empfangertiere (2x 450 Gy) transplantiert. Nach einer
zweiwochigen Erholungsphase wird den Tieren einmal woéchentlichen Blut abgenommen und sowohl
ein Blutbild erstellt (siehe 2.2.5.7.) als auch das Blut durchflusszytometrisch analysiert
(siehe 2.2.4.1.). Als cut-off Bedingung fir eine sekunddre Transplantation wird eine periphere
Tumorlast von durchschnittlich 50% festgelegt. Als Tumorzellen werden GFP'Gr1'-Zellen definiert.
Bei Erreichen dieser Grenze werden drei Tiere aus der Gruppe entfernt, schmerzlos getétet und das
Knochenmark isoliert. Das Knochenmark wird immunomagnetisch Lineage-depletiert (siehe 2.2.3.3.)
und anschlieBend auf Lineage GFP" sortiert (siehe 2.2.4.3.). 15.000 sortierte Zellen werden mit 2x10°
unbehandelten, wildtypischen Knochenmarkzellen in subletal bestrahlte Empfanger (2x 450 Gy)
transplantiert. Diese Tiere werden analog zur Primartransplantation tGberwacht. Moribunde Tiere

werden schmerzlos getotet.
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2.2.5.14. Splenektomie

Die Milz ist in der Maus ein Ort der extramedullaren Himatopoese. Durch die Entfernung der Milz
kénnen direkt Rickschlisse auf die Bedeutung im jeweiligen genetischen Kontext gezogen werden.
Die Splenektomie findet unter Xylazin/Ketamin Narkose (5 mg/kg / 100 mg/kg, i.p.) statt. Zusatzlich
erhalten die Tiere vor der Operation das Analgetikum Metamizol (200 mg/kg, s.c.). Zur Entnahme
wird nach Rasur und Hautdesinfektion eine links-laterale Laparotomie durchgefiihrt, die Milz stumpf
prapariert, der vordere und hintere GefaBstumpf ligiert und anschlieRend durchtrennt, die Milz
blutlos entfernt. AnschlieRend wird das Peritoneum mit Einzelknopfnahten adaptiert und die Haut
durch chirurgische Clips verschlossen (diese werden nach ca. 10 Tagen entfernt). Zur anschlieenden

Schmerzmedikation erhalten die Tiere Metamizol tiber das Trinkwasser (1 ml / 250 m| Trinkwasser).
2.2.6. Datenanalyse und Software

Die erhobenen Daten werden mit Microsoft Excel verarbeitet und ausgewertet. Zur Berechnung
statistischer Signifikanzen und zur Erstellung der Abbildungen wird Graphpad Prism verwendet. Zur
Unterscheidung von zwei Wertepaaren wird der Student t-Test, fiir drei oder mehr Wertepaare eine
One-Way ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur genutzt. Uberlebensstatistiken werden
mit Hilfe des log rank Tests ausgewertet. Zur Erstellung von Schemata wird Microsoft Powerpoint
und zum Layout der Arbeit wird Microsoft Word verwendet. Die Erstellung des

Literaturverzeichnisses erfolgt mit EndNote.
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3. Ergebnisse
3.1. Charakterisierung der homoostatischen Himatopoese

CXCR4™**/*3_Tiere im Alter von 8 -12 Wochen wurden mit gleichaltrigen wildtypischen Kontrollen
(WT) verglichen. Zunachst wurden die drei hamatopoetischen Organe — Peripherblut, Knochenmark
und Milz — in der Homdostase untersucht. Dazu wurde der immunphanotypische Status, die Anzahl
der Vorlauferzellen, sowie die Oberflachenexpression von CXCR4 auf verschiedenen unreifen und
reifen hamatopoetischen Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die so gewonnenen Daten

wurden im spateren Verlauf als Referenzwerte fir die nachfolgenden Stressmodelle genutzt.
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3.1.1. Bestimmung der Zellularitat in der Homoostase

Mit Hilfe der automatischen Hamazytometrie wurden zunachst Differentialblutbilder des
Peripherbluts erstellt. Die Leukozytenzahl (WBC) der CXCR4'™*/*°_Tiere war im Vergleich zu den
wildtypischen Kontrollen um 70,4+2,2% (p < 0,001) reduziert. Diese Reduktion resultierte aus einer
Beeintrachtigung aller gemessenen Subpopulationen. Neutrophile waren um 47,5+5,4% (p < 0,001),
Lymphozyten um 76,2+1,4% (p < 0,001) und Monozyten um 63,9+3,0% (p < 0,001) vermindert
(Abb. 3.1.A). Im Gegensatz zu den Leukozyten konnte kein Einfluss des trunkierten CXCR4-Rezeptors
auf die Gesamtzahl der Erythrozyten (RBC) (Abb. 3.1.B links) bzw. die weiteren das rote Blutbild
charakterisierenden  Parameter = Hamoglobinwert (Hb),  Hamatokrit (HCT), mittleres
Erythrozyteneinzelzellvolumen (MCV) und mittleres Erythrozyteneinzelzell-Hdmoglobin (MCH)
nachgewiesen werden (Abb. 3.1.C). Die Thrombozyten (PLT) waren ebenfalls unbeeintrachtigt

(Abb. 3.1.B rechts).
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Abbildung 3.1. Blutbild einschl. Differentialblutbild. EDTA-Vollblut wurde mit Hilfe der automatischen Hamazytometrie
analysiert. A) Gesamt-Leukozytenzahl (WBC), sowie die Subpopulationen, B) Anzahl der Erythrozyten (RBC) und
Thrombozyten (PLT), C) Hamoglobin-Wert (Hb), Hamatokrit (HCT), Mittleres Erythrozyteneinzelzellvolumen (MCV),
Mittleres Erythrozyteneinzelzell-Hdmoglobin (MCH). Signifikante Unterschiede sind in Prozent zur wildtypischen Kontrolle
angegeben. MWtSEM, *** = p<0,001. n > 28.
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Zur Bestimmung der Gesamt-Leukozytenzahl im Femur bzw. in der Milz wurde ebenfalls die
automatische Hamazytometrie verwendet. Dazu wurden die Femora/Milzen gespilt, die Zellen
vereinzelt und in einem definierten Volumen aufgenommen, wodurch die Gesamt-Leukozytenzahl
pro Femur/Milz berechnet werden konnte. Die Gesamt-Leukozytenzahl im Femur war nicht
beeintréchtigt, wohingegen die Milzen der CXCR4'**'°_Tiere eine im Durchschnitt 49,0+4,4%
(p<0,001) niedrigere Zellularitdit aufwiesen (Abb. 3.2.B). Die Splenomikrie war bereits

makroskopisch deutlich zu erkennen.
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Abbildung 3.2 Gesamt-Leukozytenzahl (WBC) im Femur (A) und in der Milz (B). Signifikante Unterschiede sind in
Prozentzur wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM,*** = p < 0,001. n > 12.

3.1.2. Immunphanotypische Analyse und CXCR4-Oberflachenexpression in der Homdostase

Die drei untersuchten Organe enthalten eine heterogene Mischung verschiedenster
hamatopoetischer Zellen unterschiedlicher Reifezustande. Zur Bestimmung der zelluldaren
Zusammensetzung der reifen Zellen wurden die Zellen aus Peripherblut, Milz und Knochenmark
durchflusszytometrisch beziiglich ihres Immunphéanotyps untersucht. Dabei wurden B-Zellen (B220%),
T-Zellen (CD3%), Monozyten (CD11b*Grl) und Granulozyten (CD11b'Grl’) unterschieden und
quantifiziert. Zur Quantifizierung wurde angenommen, dass ein von der automatischen

Hamazytometrie erkannter Leukozyt einer CD45*-Zelle entspricht (Barbosa et al, 1999).

1013/1013-Tie ren

Im Peripherblut konnte die in Kap. 3.1.1. beschriebene pan-Leukopenie bei CXCR4
bestatigt werden. B-Zellen sind mit 81,741,2% (p < 0,001) Reduktion im Vergleich zu den
wildtypischen Kontrollen besonders schwer betroffen. Dabei muss zusatzlich berticksichtigt werden,

1013/1013

dass es sich bei der B-Zellpopulation der CXCR4 -Tiere um eine Mischpopulation von reifen und
- zumindest phanotypisch - unreifen B-Zellen handelte. Diese wird im Kapitel B-Zell Reifung
(Kap. 3.3.) genauer analysiert. Aber auch T-Zellen (65,7£1,2%, p < 0,001), Monozyten (69,2+1,7%,
p<0,001) und Granulozyten (46,6+8,3%, p = 0,0102) sind in CXCR4©*'*3_Tieren signifikant
vermindert (Abb. 3.3.A). Im Knochenmark konnten, wie in Kapitel 3.1.1. beschrieben, bezlglich der
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reifen Leukozyten-Subpopulationen keine Unterschiede in der Zellularitat festgestellt werden (Abb.
3.2.A). Die immunphédnotypische Analyse konnte allerdings eine unterschiedliche

1013/1013 0 ran

Subpopulationszusammensetzung zwischen wildtypischen Kontrollen und CXCR4
nachweisen. B-Zellen lagen im Knochenmark um 16,0+4,8% (p = 0,0113) leicht reduziert in den
CXCR4*/*3_Tieren vor. Die Frequenz der anderen untersuchten Subpopulationen war
entsprechend leicht, aber statistisch signifikant erhéht. T-Zellen waren um 116,8+26,2% (p = 0,0011),
Monozyten um 40,419,1% (p < 0,001) und Granulozyten um 14,2+4,7% (p = 0,009) erhoht
(Abb. 3.3.B). Die Analyse der Milzleukozyten ergab wiederum eine besonders starke Reduktion der
lymphoiden Linien B-Zellen (47,6£1,2%, p < 0,001) und T-Zellen (60,5+2,0%, p <0,001). Analog zum
Peripherblut muss auch in der Milz die oben getatigte Einschrankung beachtet werden, dass es sich
bei der B-Zell-Population in den CXCR4°*'*_Tieren um eine Mischpopulation von phinotypisch
yreifen” und ,unreifen” B-Zellen handelt (vgl. Kap. 3.3.). Die Zahl der splenischen Granulozyten,

insgesamt eine weniger frequente Zellreihe in der Milz, war bei CXCR4™**“.Tieren um

185,4+42,1% (p < 0,001) erhéht im Vergleich zu wildtypischen Mausen (Abb. 3.3.C).
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Abbildung 3.3. Immunphanotypische Analyse der Homéostase. EDTA-Vollblut (A), Knochenmark-(B) und Milzleukozyten
(C) wurden durchflusszytometrischdifferenziert. Dazu wurde der pan-Leukozytenmarker CD45 als Referenz genutzt. Die
reifen Subpopulationen wurden durch Antikérper gegen B220 (B-Zellen, blau), CD3 (T-Zellen, rot), CD11b (Monozyten,
violett) und CD11b + Grl (Granulozyten, braun) markiert. Signifikante Unterschiede sind in Prozentzur wildtypischen
Kontrolle angegeben. Zur Relation wurden zusétzlich noch die Gesamt-Leukozytenzahlen (WBC) aus Abb. 3.1.A bzw. Abb.
3.2. aufgetragen (weill = WT, schwarz = CXCR41013/1°13).MW15EM, *=p<0,05 **=p<0,01, ¥***=p<0,001.n=8.

Zusatzlich zum Immunphanotyp wurde die Oberflachenexpression von CXCR4 auf den untersuchten
reifen Linien durchflusszytometrisch (FMO-kontrolliert) bestimmt. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die gemessenen Werte jeweils auf die wildtypische Kontrolle normalisiert. Im Peripherblut
konnte in der B-Zellpopulation eine Erhéhung der CXCR4-Oberflachenexpression von 399,0+98,1%
(p= 0,0003) im Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen detektiert werden. Die anderen
untersuchten Linien waren im Peripherblut unauffallig (Abb. 3.4.A). Im Knochenmark konnten neben
einer Erhohung der CXCR4-Oberflachenexpression auf B-Zellen um 141,3+9,7% (p < 0,001) auch
signifikante Oberflachenexpressionserhéhungen in den T-Zellen (54,0+19,3%, p = 0,0129) und
Monozyten (38,219,6%, p = 0,0057) im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Abb. 3.4.B). Die
Analyse der Milz ergab eine z.T. drastische Erhéhung der CXCR4-Oberflachenexpression in allen
untersuchten Linien. Auf B-Zellen wurde eine Erhéhung um 193,5+32,6% (p < 0,001), auf T-Zellen um
150,1+37,5% (p = 0,0006), auf Monozyten um 112,8+19,1% (p < 0,001) und auf Granulozyten um
97,5+19,6% (p = 0,0002) gemessen (Abb. 3.4.C). Auch hier muss beachtet werden, dass sowohl im
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1013/1013 Tiaren sowohl aus

Peripherblut, als auch in der Milz, die B-Zellpopulation in den CXCR4
phéanotypisch ,reifen” und ,unreifen” B-Zellen bestand. Die CXCR4-Expression der einzelnen B-

Zellentwicklungsstufen wird ebenfalls genauer in Kap. 3.3. analysiert.
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Abbildung 3.4. CXCR4-Oberflachenexpression reifer Blutzelllinien in der Homdostase. Die CXCR4-Oberflachenexpression
wurde durchflusszytometrisch (FMO kontrolliert) auf unterschiedlichen Leukozytenpopulationen im Peripherblut (A), im
Knochenmark (B) und in der Milz (C) analysiert und anschlieRend auf die wildtypische Kontrolle normalisiert. Signifikante
Unterschiedesind in Prozent zur wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001.
n=_8.

3.1.3. Hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen in der Homoostase

Zur Bestimmung von hamatopoetischen Vorlauferzellen in den drei untersuchten Organen wurden
zum einen CFU-Assays und zum anderen phanotypische (durchflusszytometrische) Analysen
(Knochenmark und Milz) verwendet. Auf eine durchflusszytometrische Analyse des Peripherbluts
wurde verzichtet, da Vorlauferzellen in nur sehr geringen Frequenzen zirkulieren. Die erhaltenen
Kolonien wurden auf einen Milliliter Blut bzw. pro Femur (ca. 1/16 des Gesamt-Knochenmarks) oder
Milz normalisiert. Die durchflusszytometrisch ermittelten Vorlduferzellen wurden auf die Anzahl

CD45*-Zellen normalisiert.
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Analog zu den reduzierten reifen Blutzellen (Kap. 3.1.1. und Kap. 3.1.2.) konnten im Peripherblut
mittels CFU-C Assay 67,7+6,8% (p < 0,001) weniger Vorlauferzellen im Vergleich zur wildtypischen
Kontrolle ermittelt werden (Abb. 3.5.A). Das Knochenmark war - ebenfalls analog zu Kap. 3.1.1. -
unauffallig hinsichtlich des Gehalts an hamatopoetischen Vorlduferzellen (Abb. 3.5.B). In der Milz
konnte beziglich der absoluten Vorlauferzahl pro Milz lediglich ein Trend zu einer Erhéhung in den
CXCR4'°**/*13_Tieren detektiert werden (p = 0,056) (Abb. 3.5.C). Wird allerdings die Frequenz unreifer

pro Gesamt-Leukozyten betrachtet, so ergibt sich bei CXCR4'%**/1%*3

-Mausen infolge der verringerten
Zellularitat (vgl Abb. 3.2.B) eine um 205,6%£33,0% (p < 0,001) erhohte Vorlauferzell-Frequenz im

Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen (Abb. 3.5.D).
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Abbildung 3.5. Himatopoetische Vorlauferzellen im CFU-Assay in der Homdostase. Ein definiertes Volumen EDTA-Vollblut
(A) bzw. eine definierte Zellzahl aus dem Knochenmark (B) oder aus der Milz (C) wurde in Zytokin-haltiger Methylzellulose
ausplattiert. Nach 6-8 Tagen Inkubation wurde die Koloniezahl bestimmt und auf einen Milliliter Blut bzw. pro Femur oder
Milz hochgerechnet. (D) Berechnung der Frequenz hamatopoetischer Vorlaufer pro 10° WBC. Signifikante Unterschiede sind

in Prozent zur wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM, *** = p <0,001. n > 8.
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Zur durchflusszytometrischen Bestimmung von Vorldauferzellen wurden zum einen LSK-Zellen
(Lineage’, Sca-1", cKit’), sowie HSC-Zellen (zusatzlich CD48,, CD150") gefarbt. Als Referenzmarker
wurde wiederum CD45 verwendet, um die Frequenz zu berechnen. Die durchflusszytometrische
Analyse der Vorlaufer konnte die Ergebnisse der CFU-Assays bestatigen. Im Knochenmark konnten

keine signifikanten Unterschiede zwischen wildtypischen und CXCR41013/1013

-Tieren festgestellt
werden (Abb. 3.6.A). In der Milz wurde eine um 329,2+50,0% (p < 0,001) erhdohte LSK-Frequenz,

sowie eine um 354,5+112,5% (p = 0,015) erhohte HSC-Frequenz detektiert (Abb. 3.6.B).
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Abbildung 3.6. Durchflusszytometrische Bestimmung hdmatopoetischer Vorlduferzellen in der Homoostase. LSK (Lineage
, Sca-1", cKit")- und HSC (LSK, CD48", CD150")-Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert und enumeriert. Als Referenz
wurde der pan-Leukozytenmarker CD45 verwendet. Signifikante Unterschiede sind in Prozent zur wildtypischen Kontrolle
angegeben. MW1SEM, * = p < 0,05, *** = p< 0,001. n > 5.

Analog zu den reifen Zellen wurde auch auf den hamatopoetischen Vorlaufern die CXCR4-
Oberflachenexpression durchflusszytometrisch analysiert. Dabei konnte lediglich in der LSK-
Population im Knochenmark eine Erhéhung der CXCR4-Oberflachenexpression von 14,6+3,0% (p =
0,008)in CXCR4°*'°3_Tieren gemessen werden (Abb. 3.7.A). Weder die HSC-Population im
Knochenmark (Abb. 3.7.A) noch die entsprechenden Populationen in der Milz (Abb. 3.7.B) wiesen

weitere signifikante Anderungen auf.
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Abbildung 3.7. CXCR4-Oberflaichenexpression auf hamatopoetischen Vorldufern in der Homoostase. Die CXCR4-
Oberflichenexpression wurde durchflusszytometrisch (FMO-kontrolliert) auf LSK(Lineage, Sca-1%, cKit")- und HSC(LSK,
CD48’, CD150")-Zellen im Knochenmark (A) und in der Milz (B) analysiert und anschlieRend auf die wildtypischen Kontrollen
normalisiert. Signifikante Unterschiede sind in Prozent zur wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM, ** = p< 0,01. n =

5.

Die durchflusszytometrisch ermittelte hohere Oberflachenexpression von CXCR4 auf LSK-Zellen im
Knochenmark fiihrte zu der Frage, ob diese durch eine erhdhte Proteinexpression oder z.B. durch
den fiir das trunkierte CXCR4 beschriebenen Internalisierungsdefekt (Balabanian et al, 2005)zustande
kommt. Zur Kldrung wurde die CXCR4-cRNA mittels Reverse-Transkriptase-Echtzeit-PCR (qPCR) in
Lineage-depletierten und cKit-angereicherten Knochenmarkzellen quantifiziert. Als Referenz wurde
Rpl13a cRNA verwendet. Die gPCR konnte die erhdhte CXCR4-Expression in CXCR4°%/*3.z¢|len
bestatigen. Allerdings liegt die durch die gPCR um 71,6+£25,0% (p = 0,0300) erhéhte CXCR4-
Expression deutlich Gber der durchflusszytometrisch bestimmten, um nur 14,613,0%erhohten

Oberflachenexpression von CXCR4 (Abb. 3.8.).
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Abbildung 3.8. qPCR-Analyse der CXCR4-Expression unreifer Zellen in der Homoostase. Die CXCR4-Expression wurde in
Lineage-depletierten, cKit-angereicherten Knochenmarkzellen mittelsqPCR analysiert. Signifikante Unterschiede sind in
Prozent zur wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM, * =p < 0,05. n > 4.
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3.1.4. Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklus-Aktivitat wurde mit Hilfe des intrazellularen Proteins Ki-67 und des Ploidiegrads (durch
einen DNA-Farbstoff, 7-AAD) bestimmt. Ki-67 wird erst in der G1-Phase exprimiert (Gerdes et al,
1984), so dass die GO-Phase durch Ki-67 und einen zweifachen Chromosomensatz (2n) definiert ist.
Die G1-Phase ist entsprechend durch Ki-67" 2n und die G2/S/M-Phasen durch Ki-67" 2 < n < 4
beschrieben. Der Zellzyklusstatus wurde in LSK, Lin®“- und Lin*-Zellen in wildtypischen Kontrollen

und CXCR4'°3/1%3_7¢len analysiert.

Im Knochenmark konnte beziiglich der Zellzyklus-Aktivitdt in LSK- (Abb. 3.9.A), sowie in Lin'-

1013/1013

Zellenkein Unterschied zwischen wildtypischen Kontrollen und CXCR4 -Tieren festgestellt

low

werden. Lediglich in der Lin~"-Zellpopulation war der Anteil quieszenter Zellen (GO) bei

CXCR433/113 74 len signifikant erhoéht (p < 0,001), Zellen in der G1-Phase entsprechend vermindert

(p = 0,005) (Abb. 3.9.B).
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Abbildung 3.9. Zellzyklusanalyse in Knochenmarkzellen in der Homéostase. LSK- (A), Lin°"- (B) und Lin*-Zellen (C) wurden
durch eine Oberflachenfarbung markiert. Die Zellzyklusphasen konnten durch eine intrazelluldre Farbung des Ki-67 Proteins
und der DNA durch 7-AAD unterschieden werden. MW+SEM, ** = p < 0,01, *** = p <0,001. n > 15.
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1013/1013

Wahrend sich die Zellzyklus-Aktivitat im Knochenmark zwischen CXCR4 -Tieren und den

wildtypischen  Kontrollen sehr adhnlich  verhielt, konnten deutliche, modglicherweise
kompensatorische, Unterschiede in der Milz detektiert werden: In allen untersuchten

1013/1013

Subpopulationen konnte eine gesteigerte Zellzyklusaktivitat der jeweiligen CXCR4 -Zellen

beobachtet werden. Die CXCR4***'%%.ze|len konnten vermehrt in der G1-Phase (LSK: p = 0,001;
Lin'": p < 0,001; Lin*: p < 0,001) und in den G2/S/M-Phasen (LSK: p = 0,005; Lin'*: p = 0,011; Lin": p =

1013/1013 74 |len vermindert in der GO-

0,009) detektiert werden. Dazu korrespondierend lagen CXCR4
Phase (LSK: p < 0,001; Lin"": p < 0,001; Lin*: p < 0,001) im Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen

vor (Abb. 3.10.).
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Abbildung 3.10. Zellzyklusanalyse in Milzzellen in der Homd6ostase. LSK- (A), Lin""- (B) und Lin*-Zellen (C) wurden durch
eine Oberflachenfarbung markiert. Die Zellzyklusphasen konnten durch eine intrazelluldre Farbung des Ki-67 Proteins und
der DNA durch 7-AAD unterschieden werden. MW+SEM, * =p < 0,05, ** = p < 0,01, *** =p <0,001. n =6.
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3.1.5. CXCL12 Konzentrationsbestimmung

Zur vollstindigen Beurteilung der CXCR4/CXCL12-Achse wurden CXCL12 Spiegel in
Knochenmarkflissigkeit (BMFL) und Plasma mit Hilfe eines kommerziellen ELISA untersucht. Die
ermittelten Werte wurden anschlieBend auf das Gesamtprotein der entsprechenden Probe
normalisiert. Es konnten keine Unterschiede zwischen den Genotypen im Plasma festgestellt werden.
In der Knochenmarkflissigkeit von CXCR4%%*/1013 Tjaren wurde ein um 133,3+13,2% (p < 0,001)
erhohter CXCL12 Spiegel detektiert. In der Milz konnte ebenfalls ein signifikant erhéhter CXCL12-
Spiegel um 48,0+10,4% (p = 0,003) in den CXCR4'*/*_Tieren nachgewiesen werden (Abb. 3.11.).
Auch hier gilt zu beachten (vgl. Abb. 3.2.B), dass die Milzen von CXCR4'***/**_Tiere einen um ca. die

Halfte niedrigere Zellularitat als die Milzen wildtypischer Kontrollen aufwiesen.
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Abbildung 3.11. CXCL12 Konzentrationsbestimmung in der Homdostase. CXCL12 Spiegel wurden in
Knochenmarkflissigkeit (BMFL), im Plasma und in MilzflUssigkeit (MFL) mittels ELISA bestimmt und auf das Gesamtprotein
normalisiert. Gesamtprotein wurde colorimetrisch bestimmt. Signifikante Unterschiede sind prozentual zur wildtypischen
Kontrolle angegeben. MW+SEM, ** =p < 0,01, *** =p <0,001. n > 5.
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3.1.6. Zirkadiane Rhythmik

In der Literatur ist ein Einfluss von CXCR4 auf die zirkadiane Oszillation der Anzahl reifer und unreifer

Blutzellen im Blut beschrieben. Serielle Analysen zeigen, dass Mause ein Tagesmaximum in Bezug auf

zirkulierende Leukozyten im Peripherblut ca. 2 Stunden nach Sonnenaufgang und ein Tagesminimum

ca. 2 Stunden nach Sonnenuntergang aufweisen (Lucas et al, 2008). Dies wurde in CXCR4™**/10%3.

Tieren getestet. Es konnte gezeigt werden, dass trotz der deutlichen Leukopenie in CXCR4

1013/1013_

Tieren morgens ca. viermal so viele zirkulierende Leukozyten detektiert werden konnten, wie abends

(p = 0,016). Die wildtypischen Kontrollen verhielten sich analog (p < 0,001) (Abb. 3.12.).
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Abbildung 3.12. Zirkadiane Rhythmik zirkulierender Leukozyten. Den Tieren wurde zu den indizierten Zeitpunkten Blut
entnommen und die Gesamt-Leukozytenzahl mit Hilfe der automatischen Hamazytometrie bestimmt. MW+SEM; * = p <

0,05, ¥*** =p <0,001. n > 4.
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3.2. Funktionelle Analysen des trunkierten CXCR4-Rezeptors

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des trunkierten Rezeptors wurden Systeme verwendet, deren
Aussagen sich direkt mit der Rezeptorfunktionalitat korrelieren lassen. Es wurden die gerichtete
Migration hamatopoetischer Vorlauferzellen gegen einen CXCL12-Gradienten untersucht, sowie die
F-Aktin Polymerisierung nach CXCL12-Stimulation in einer unreifen Knochenmarkpopulation und die

Aktivierung des MAPK-Signalweges am Beispiel der Erk-Phophorylierung.

3.2.1. Migrationsexperimente

Knochenmarkzellen wurden gegen einen CXCL12-Gradienten (100 ng/ul) Gber 4 Stunden in einem
Transwell-Assay inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen der unteren Kammer resuspendiert und
in  Zytokin-haltige Methylzellulose ausplattiert. Dadurch sollte die Migrationsfahigkeit
hamatopoetischer Vorlauferzellen untersucht werden. Nach einer Woche wurden die Kolonien
gezahlt und auf die Gesamtzahl der eingesetzten hamatopoetischen Vorlaufer normalisiert. Es
konnte gezeigt werden, dass Vorlduferzellen von CXCR4°*¥/1%13 Tiaren deutlich stirker (193,5%£39,0%,

p <0,001) gegen einen CXCL12-Gradienten migrieren als die Zellen wildtypischer Kontrollen

(Abb. 3.13.).
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Abbildung 3.13. Migrationsassay von Knochenmarkzellen. Das Migrationspotential hdamatopoetischer Vorlduferzellen
wurde mit Hilfe eines Transwell-Assays (5 um PorengréRe) gegen einen 100 ng/ml CXCL12-Gradienten bestimmt. Erhaltene
CFU-C wurden anschlieBend auf Prozent eingesetzte CFU-C normalisiert (% Input). Signifikante Unterschiede sind in Prozent
zur wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM, *** =p <0,001.n > 9.
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3.2.2. F-Aktin Polymerisierung

Die F-Aktin Polymerisierung ist essentiell fir die Motilitdt von Zellen und einer der ersten Schritte
nach der Aktivierung von CXCR4 durch seinen Liganden CXCL12 (Howard & Meyer, 1984). cKit-
angereicherte Zellen wurden mit CXCL12 (100 ng/ul) inkubiert und zu den indizierten Zeitpunkten
Proben genommen und fixiert. Nach Permeabilisierung der Zellen wurden die F-Aktin-Filamente mit
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin - dem Gift des Knollenblatterpilzes - angefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass wildtypische und CXCR4™**/10%3.
Zellen ein Maximum an Filamentbildung nach ca. 10 - 20 Sekunden erreichen, aber dann

entsprechend abfallen. Allerdings zeigten die CXCR40*¥/10%3

-Zellen ein signifikant hoheres Maximum
(p = 0,045) und wiesen auch eine verzogerte F-Aktin-Filament Rickbildungskinetik auf

(30 sec: p=0,003, 60 sec: p = 0,007, 300 sec: p = 0,003) (Abb. 3.14.).
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Abbildung 3.14. F-Aktin Polymerisierung unreifer Knochenmarkzellen nach CXCL12-Stimulation. cKit-angereicherte Zellen
wurden mit 100 ng/ul CXCL12 behandelt und zu den indizierten Zeitpunkten Proben genommen und fixiert. Nach
Phalloidin-Farbung wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. MW+SEM, * = p < 0,05, ** =p < 0,01. n = 8.

3.2.3.Aktivierung des MAPK-Signalwegs nach CXCL12-Stimulation

Die Aktivierung des MAPK-Signalweges durch CXCL12-Stimulation wurde beispielhaft durch die
Phosphorylierung von Erk1/2 untersucht. Wiederrum wurden cKit-angereicherte Zellen mit
100 ng/ml CXCL12 stimuliert und zu den indizierten Zeitpunkten Proben genommen, die Zellen lysiert
und die phospho-Erk- und Erk-Proteinmenge durch einen Westerblot bestimmt. In Abb. 3.15.A
wurden beispielhafte Westernblots abgebildet. Aufgrund groller Schwankungen der

1013/1013 70llen und den

Einzelmessungen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen CXCR4
wildtypischen Kontrollzellen detektiert werden. Allerdings war ein deutlicher Trend fiir eine

Uberaktivierung der CXCR40¥/1913_74||en zu erkennen (Abb. 3.15.B).
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Abbildung 3.15. Erk-Aktivierung nach CXCL12-Stimulation in unreifen Knochenmarkzellen. cKit-angereicherte Zellen
wurden mit 100 ng/ml CXCL12 stimuliert und zu den angegeben Zeitpunkten Proben entnommen und die phospho- und
Gesamt-Erk-Proteinmenge mit einem Westernblot bestimmt. In A) sind reprdsentative Beispielblots abgebildet fir
wildtypische Zellen (oben) und CXCR4A*103 76]len (unten), in B) die Quantifizierung der Ergebnisse. MW+SEM. M =
Marker. n = 3.
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3.3. B-Zell Reifung und Funktionalitat
3.3.1. Analyse der B-Zellreifung

Wie in Kap. 3.1.1. erwdhnt, wurde in durchflusszytometrischen Analysen in der B-Zellpopulation der
CXCR4™*/*3_Tiere eine auffillige Mischung von phinotypisch reifen und unreifen Zellen im
Peripherblut und in der Milz nachgewiesen. Im Knochenmark hingegen trat diese Mischpopulation in
beiden untersuchten Genotypen auf. Diese BZZOdim-PopuIation wurde als "unreife" B-Zellen
(Montecino-Rodriguez et al, 2006) beschrieben, aus welchen im Knochenmark "reife" B-Zellen
entstehen. In Abb. 3.16. sind reprasentative Beispiele der durchflusszytometrischen Analyse
dargestellt und in Tab. 3.1. werden die Ergebnisse der Messungen von wildtypischen Kontrollen und
CXCR4™*/*%8 Tieren guantitativ gegenilibergestellt. Aus der Tabelle kann enthommen werden, dass
diese "unreife" B-Zellpopulation im Blut und in der Milz jeweils ca. die Halfte der jeweiligen B-
Zellpopulation in CXCR40*3/1913_Tiaren darstellt (Blut: 45,3+4,0%, Milz 46,4+3,3%), wahrend sie in den
wildtypischen Kontrollen nur jeweils zu ca. 10% vertreten war. Im Knochenmark hingegen zeigte sich,
dass die B220“™-Population in den wildtypischen Kontrollen einen GroRteil der B-Zellpopulation
ausmachte (74,2+3,1%), wahrend in CXCR4'**/1%13 Tieren nur ca. die Hilfte (56,741,2%) der B-

dim

Zellpopulation aus B220™"-Zellen bestand.
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Abbildung 3.16. Reprasentatives Beispiel fiir die detektierte B220"" B-Zellpopulation in den drei untersuchten Organen.
Nach einem lebend/tot Ausschluss, einem morphologischen Gate und Dubletten Ausschluss wurde auf CD45"-Zellen und

anschlieRend auf B220'gegated.
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Tabelle 3.1. Prozentuale Verteilung zwischen der B220“™- und B220"¢"

Organen. MW in % * SEM. n =5.

B-Zellpopulation in den drei untersuchten

Blut Knochenmark Milz
B220%™ B220"e" B220%™ B220"e" B220%™ B220"e"
[%] [%] (%] (%] (%] (%]
WT 11,0£1,2  89,0+1,2 74,243,1 25,843,1 8,2+0,6 91,8+0,6

CXCR41013/1013 45,3+4,0 54,7+4,0 56,7+1,2 43,3+1,1 46,413,3 53,613,3

Um eine reale Verteilung der unterschiedlichen B-Zellpopulationen darzustellen wurden mit Hilfe der
in Kap. 3.1.2. bestimmten B-Zellwerte absolute Werte fiir die B220%™- und BZZOh‘gh-PopuIation in den
drei untersuchten Organen errechnet. Die Anzahl an B220%™-Zellen in CXCR4'*/* Tieren
unterscheidet sich nicht von denen in wildtypischen Kontrollen. Der in Kap. 3.1.2. dargestellte Verlust
von etwa 80% der B-Zellen im Peripherblut resultierte ausschlieflich aus dem Verlust von
phanotypisch reifen B220""-Zellen (p < 0,001) (Abb. 3.17.A). Im Knochenmark lagen B220%™-Zellen in
CXCR40¥%/1013 Tiaren signifikant reduziert vor (p < 0,001), wahrend vermehrt B220""-Zellen im
Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen detektiert werden konnten (p = 0,014) (Abb. 3.17.B). In der
Milz wurde eine vergleichbare Verteilung wie im Peripherblut nachgewiesen. Splenische B220"&"

Zellen lagen in den CXCR4'***/*3_Tieren in verringerten MaRen vor (p < 0,001), allerdings wurden -

im Gegensatz zum Peripherblut - vermehrt B220“™-Zellen nachgewiesen (p < 0,001) (Abb. 3.17.C).
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Abbildung 3.17. Verteilung zwischen 8220%™ und B220"¢" Populationen in den drei untersuchten Organen. Nach einem

lebend/tot Ausschluss, morphologischem Gate und Dubletten Ausschluss wurde auf CD45" und B220*-Zellen gegatet. Die
prozentuale Verteilung wurde auf die in Kap. 3.1.2 errechneten Gesamtzellzahlen hochgerechnet. MW+SEM,* = p < 0,05,

*%% = <0,001.n=5.

Zur weiteren Differenzierung der B-Zellreifung wurde eine durchflusszytometrische Analyse aus der
Broschiire "B-Cell research - Flow cytometry toolsforthestudyof B-cell biology"* von Becton Dickinson
adaptiert. Durch die Kombination von Oberflachenmarkern kénnen unterschiedliche Reifestadien der
B-Zellen differenziert werden. PreproB -Zellen werden als CD43°CD24, preB/proB als CD43"
"*CD24%1IgM’IgD’, unreife B-Zellen als CD43CD24'IlgM®™gD’, transitionale B-Zellen als CD43"
CD24'IgM"IgD’, ein frilhes B-Zellreifestadium als CD43CD24°IgM’IgD® und ein spates B-
Zellreifestadium als CD43'CD24'IgM*™"*¥IgD* definiert (Allman et al, 2001; Hardy et al, 1991)
(Tab.3.2.). Zur Berechnung der absoluten Werte wurden wie zuvor beschrieben die absoluten Zahlen

aus der Bestimmung des Immunphanotyps zu Grunde gelegt (Kap. 3.1.2).

! https://www.bdbiosciences.com/documents/Bcell_Brochure.pdf, zuletzt abgerufen am 30.01.2019
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Tabelle 3.2. Markerkombinationen der unterschiedlichen B-Zellsubpopulationen

Population Markerkombination
@ PrePro B CD43" CD24
@ preB/proB CD437* CD24" IgM'IgD"
@ Unreife B-Zellen CD43 CD24" IgM*™IgD
o Transitionale B-Zellen CD43 CD24" IgM’IgD
° frithes B-Zellreifestadium CD43 CD24" IgM*IgD*
° spates B-Zellreifestadium CD43  CD24* IgM*™*¥|gD*

Im Peripherblut lagen die friihen PrePro B-Zellen um 28,1+6,6% (p = 0,025) leicht reduziert vor, im
Gegensatz zu den preB/proB-Zellen, welche um 765,3195,1% (p < 0,001) erh6ht zu den wildtypischen
Kontrollen vorlagen. Mit zunehmender Reife der B-Zellen manifestierte sich anschlieRend die
Reduktion der "reifen" Zellen, wie sie ebenfalls in Abb. 3.16. dargestellt ist. Waren die unreifen B-
Zellen lediglich um 36,1+5,1% (p = 0,045) reduziert, war der Anteil an transitionalen B-Zellen schon
um 82,4+2,8% (p = 0,001) und die frihen und spaten B-Zellreifestadien um 90,6+2,3% (p < 0,001)

bzw. 90,5+1,3% (p <0,001) reduziert in den CXCR4***¥1%_Tigren (Abb. 3.18.A). Auch im Knochenmark
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konnten die Ergebnisse aus den vorangegangenen Experimenten weitgehend verifiziert werden.
Wahrend die unreiferen Zellen - mit Ausnahme der PreproB-Zellen, welche um 30,8+ 9,8% (p = 0,034)
vermehrt detektiert werden konnten - reduziert vorlagen (preB/proB: 37,2+6,1% (p = 0,003), unreife
B-Zellen: 45,9+2,1% (p <0,001), transitionale B-Zellen: 37,5+4,2% (p < 0,001)), konnten in dem frihen
und spaten B-Zellreifestadium keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden (Abb. 3.18.B). Die
Ergebnisse der Milz(Abb. 3.18.C) stellen eine Kombination der Ergebnisse des Peripherblutes und des
Knochenmarks dar. Die Reduktion der PrePro B-Zellen um 59,5+3,0% (p < 0,001) und eine Erhéhung
der preB/proB-Population um 151,3+37,6% (p = 0,012) konnte ebenfalls dhnlich im Knochenmark
gemessen werden. Die Reduktion des frilhen und spaten B-Zellreifestadiums um 52,3+4,0%

(p<0,001) bzw. 66,442,5% (p < 0,001) fand ich so auch im Peripherblut.
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Abbildung 3.18. B-Zellreifungsanalyse. B-Zellen wurden als CD45°B220" im Blut (A), im Knochenmark (B) und in der Milz (C)
definiert. AnschlieBend wurden die Subpopulationen wie folgt definiert: PreProB-Zellen: CD43°CD24, PreB/ProB-Zellen:
CD437* CD24%IgM'IgD’, unreife B-Zellen CD43™ CD24'IgM*“™IgD’, transitionale B-Zellen: CD43 CD24'IgM"IgD, ein friihes B-
Zellreifestadium: CD43'CD24"IgM’IgD", ein spites B-Zellreifestadium: CD43CD24*1gM®™""IgD". Die prozentuale Verteilung
wurde auf die in Kap. 3.1.2. bestimmte Gesamt-B-Zellzahl hochgerechnet. Signifikante Unterschiede sind prozentual zur
wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p <0,001. n > 4.
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Da der CXCR4/CXCL12 Signalweg entscheidend fiir die Entwicklung von B-Zellen ist (Ma et al, 1998;
Nagasawa et al, 1996) wurde die Oberflichenexpression von CXCR4 auf den verschiedenen B-
Zellreifestadien durchflusszytometrisch analysiert. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte
auf die wildtypischen Kontrollen normalisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die CXCR4-
Oberflachenexpression fast ausschlieflich in den unreifen B-Zellentwicklungsstadien in CXCR41013/1013
Tieren erhoht ist. Die einzige Ausnahme konnte im friihen B-Zellreifestadium in der Milz mit einer
Erhohung um 83,2+28,9% (p = 0,044) im Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen gezeigt werden
(Abb. 3.19.C). Im Besonderen auf der preB/proB-Zellpopulation konnte CXCR4 massiv erhéht in allen
drei untersuchten Organen nachgewiesen werden (Blut: 752,2+75,2% (p < 0,001), Knochenmark:
522,4+19,6% (p < 0,001), Milz: 1144,4+229,4% (p = 0,003)). Die PrePro-B-Zellen im Peripherblut und
im Knochenmark wiesen mit 446,6+41,2% (p < 0,001) bzw. 148,6+39,7% (p = 0,014) ebenfalls deutlich
erhohte CXCR4-Oberflachenexpressionen im Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen auf. In der
Milz konnte in dieser Subpopulation keine signifikanter Unterschied zu den wildtypischen Kontrollen
nachgewiesen werden. Im Knochenmark konnte auf den unreifen B-Zellen eine um 365,9+43,9%
(p<0,001) und in den transitionalen B-Zellen eine um 149,4421,2% (p <0,001) erhéhte CXCR4-

Expression nachgewiesen werden. Diese Zahlen verdeutlichen, dass sich mit zunehmender Reife der

B-Zellen die CXCR4-Oberflachenexpression den wildtypischen Kontrollen annahert (Abb. 3.19).
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Abbildung 3.19. CXCR4-Oberflichenexpression auf B-Zellreifestadien. B-Zellen wurden als CD45"B220"im Blut (A), im
Knochenmark (B) und in der Milz (C) definiert. AnschlieBend wurden die Subpopulationen wie folgt definiert: PreProB-
Zellen: CD43°CD24", PreB/ProB-Zellen: CD437*CD24"IgM IgD’, unreife B-Zellen CD43 CD24"IgM“™IgD’, transitionale B-Zellen:
CD43CD24°IgM’IgD’, ein frilhes B-Zellreifestadium: CD43'CD24'IgM*IgD®, ein spites B-Zellreifestadium: CD43
CD24+IgMdim/'°WIgD+. CXCR4-Oberflachenexpression wurdedurchflusszytometrisch (FMO-kontrolliert) ermittelt und auf
wildtypische Kontrollen normalisiert. Signifikante Unterschiede zur wildtypischen Kontrolle sind prozentual angegeben.
MW2SEM, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001. n >4.

3.3.2. Apoptose in B-Zellsubpopulationen

Der gestorten B-Zellentwicklung kénnte entweder ein Reifungsstopp oder eine vermehrte Apoptose
einzelner oder aller B-Zellsubpopulationen zu Grunde liegen. Die Apoptoserate wurde mit Hilfe eines
Annexin V-Assays in den verschiedenen B-Zellsubpopulationen bestimmt. Annexin V bindet Calcium-
abhiangig an Phosphatidylserin-Reste, welche in intakten Zellen ausschlieBlich intrazellular zu finden
sind (Koopman et al, 1994). Als apoptotische Zellen wurden Annexin V'7-AAD-Zellen definiert. Die
Vermessung von Fluoreszenz-markiertem Annexin V am Durchflusszytometer ergab allerdings keine

1013/1013

signifikanten Unterschiede zwischen CXCR4 -Zellen und den wildtypischen Kontrollen

(Abb. 3.20.)
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Abbildung 3.20. Apoptoserate in B-Zellsubpopulationen. B-Zellen wurden als CD45'B220" im Knochenmark (A) und in der
Milz (B) definiert. AnschlieBend wurden die Subpopulationen wie folgt definiert: PreProB-Zellen: CD43°CD24, PreB/ProB-
Zellen: CD437*CD24"IgM IgD’, unreife B-Zellen CD43'CD24'1gM“™IgD’, transitionale B-Zellen: CD43 CD24'IgM"IgD), ein friihes
B-Zellreifestadium: CD43'CD24"IgM"IgD’, ein spites B-Zellreifestadium: CD43  CD24'IgM*™*¥IgD*. Apoptotische Zellen
wurden als Annexin V' 7-AAD erkannt. MW2SEM. n > 6.

3.3.3. Bestimmung funktioneller B-Zellvorlaufer

1013/1013

Phanotypisch konnten im Knochenmark weniger B-Zellvorlaufer in CXCR4 -Tieren im Vergleich

zu den wildtypischen Kontrollen nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.17. und Abb. 3.18.). Diese

Beobachtung sollte auch funktionell Gberprift werden. Im Peripherblut wurden weder in den

1013/1013

wildtypischen Kontrollen noch in CXCR4 -Tieren preB-Kolonien nachgewiesen (nicht gezeigt).

1013/1013_Tiaren reduziert im Vergleich zu den

Im Knochenmark lagen die preB-Kolonien in den CXCR4
wildtypischen Kontrollen vor (p = 0,022), in der Milz war die Verteilung im Vergleich zum

Knochenmark gegenteilig (p = 0,014).
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Abbildung 3.21. Quantifizierung von preB-Kolonien. 300.000 Knochenmarkzellen bzw. 3*106 Milzzellen wurden in IL-7-
haltiger Methylzellulose ausplattiert und nach 6-8 Tagen wurden die Kolonien gezahlt und die Koloniezahl auf einen Femur
(1/16 des Gesamt-KM-Volumens) bzw. die Milz hochgerechnet. MW+SEM, * = p < 0,05. n > 6.
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3.3.4. Immunisierungsassay

Zur Uberpriifung der Funktionalitat der B-Zellen wurden die Tiere mit humanem rekombinanten
Hepatitis B Impfstoff (HBsSAG) immunisiert. Dazu wurden 10% einer humanen Dosis liber 3 Wochen
einmal wochentlich i.m. injiziert und eine Woche nach der letzten Injektion Plasma gewonnen um die
spezifische Antikorperkonzentration gegen HbSAG (Anti-HBSAG) zu messen (primare Immunisierung).
Nach der primdren Immunisierung konnte in beiden Genotypen eine spezifische Impfantwort

1013/1013_Tiare in der primdaren Immunisierung eine

nachgewiesen werden. Allerdings zeigten CXCR4
um 74,1+6,5% (p = 0,035) reduzierte Impfantwort im Sinne eines leichten humoralen Immundefekts
(Abb. 3.22.A). Nach ca. 3 Monaten wurde den Tieren ein weiteres Mal 10% einer humanen Dosis i.m.
injiziert (sekundare Immunisierung). Analog zur primadren Immunisierung wurde eine Woche nach
der Injektion Plasma gewonnen und Anti-HBsAG bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.22.B
dargestellt. Wahrend die wildtypischen Kontrolltiere erwartungsgemall mit einer verstarkten
Immunantwort reagierten (ca. dreifach im Vergleich zur primadren Immunisierung), konnte eine

1013/1013_Tiaren nicht festgestellt werden. Ferner ist zu beachten,

vergleichbare Reaktion in den CXCR4
dass die Hélfte der wildtypischen Kontrolltiere (3/6) so stark auf die sekunddre Immunisierung
reagierten, dass lediglich ein maximaler Grenzwert aufgrund der Geratespezifikation bestimmt
werden konnte. Daher kann angenommen werden, dass der in Abb. 3.22.B angegebene Anti-HBsAG-

Titer den tatsiachlichen noch unterschatzt.
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Abbildung 3.22. Spezifische Impfantwort. Nach Immunisierung mit 10% einer humanen Hepatitis B Impfdosis (i.m.,
wochentlich, tiber 3 Wochen) wurde Plasma von den Tieren gewonnen und der spezifische Antikorpertiter gegen das
Hepatitis B-Virus gemessen (primare Immunisierung). Nach 3 Monaten wurden die Tiere ein weiteres Mal immunisiert und
der spezifische Antikorpertiter bestimmt (sekunddre Immunisierung). Signifikante Unterschiede sind prozentual im
Vergleich zur wildtypischen Kontrolle angegeben. MW+SEM, * = p < 0,05, *** = p < 0,001. n 2 6.
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3.4. Hamatopoetische Stressmodelle

Die Regeneration nach hamatopoetischem Stress ist ein wichtiges Merkmal der Funktionalitat des

1013/1013 Tiere wurden

hamatopoetischen Systems. Zur Analyse der Regenerationsfahigkeit der CXCR4
verschiedene Stressmodelle durchgefiihrt. Als Referenz wurden immer wildtypische Kontrollen
mitgefihrt. Eine Funktion der CXCR4/CXCL12-Achse ist die Retention von HSPC im Knochenmark. Ein
Storen dieser Signalachse fiihrt zum Egress von HSPC in die Peripherie. Um eine Mobilisierung
auszuldésen, wurden entweder der CXCR4-Antagonist Plerixafor, welcher direkt an CXCR4 bindet und
somit die CXCR4-CXCL12-Interaktion stort (Broxmeyer et al, 2005; Uy et al, 2008), oder das Zytokin G-
CSF eingesetzt, G-CSF fordert die Ausschiittung von Proteasen, die CXCL12 N-terminal trunkieren und
somit den CXCR4-CXCL12-Signalweg schwachen (Christopher et al, 2011; Levesque et al, 2003).
AuBerdem wurden nicht-kompetitive und kompetitive Transplantationsexperimente durchgefiihrt,

1013/1013

um die Repopulationsfunktionalitdt von CXCR4 -Zellen zu untersuchen.

3.4.1. Plerixafor Mobilisierung

Nach einer Bolusgabe von Plerixafor (10 mg/kg, i.p. in 0,9% NaCl-L6sung) wurden zirkulierende HSPC
zu den angegeben Zeitpunkten anhand eines CFU-C Assays bestimmt. Der reduzierte Grundwert der
CXCR4™**/*%3_Tiere war bereits aufgrund der Analyse der Homédostase bekannt (p < 0,001). In den
CXCR4'3/%%% Tieren konnte eine veranderte Plerixafor-Kinetik bei dhnlichen Maximalwerten wie in
den wildtypischen Kontrollen nachgewiesen werden. Wahrend in den wildtypischen Kontrollen die
maximale Mobilisierung 2 Stunden nach der Injektion erreicht wurde und danach rasch riicklaufig
war, konnte in CXCR4'°**/**3_Tieren eine signifikant erhéhte Mobilisierung nach 4 Stunden (p = 0,004)
und 6 Stunden (p =0,005) im Vergleich zu den wildtypischen Kontrollen nachgewiesen werden
(Abb. 3.23.A). Die Plerixafor-Mobilisierung wurde analog in splenektomierten Tieren durchgefihrt.
Auch hier wurden reduzierte Basalwerte in CXCR4'°****_Tieren detektiert (p = 0,009). Wahrend
wildtypische Kontrolltiere eine vergleichbare Maximalmobilisierung aufwiesen, unabhangig davon ob
sie eine Milz besallen oder nicht (homoostatisch: 1674+268,2%; splenektomiert: 1610+128,7%),
konnte in CXCR4™****_Tieren das Maximum der Homéostase in splenektomierten Tieren nicht
erreicht werden. Die Mobilisierungskinetik splenektomierter Tiere erwies sich in beiden untersuchten
Genotypen als abnorm. Es konnte kein Abfallen der zirkulierenden HSPC nach 2 Stunden festgestellt
werden, stattdessen erreichten beide Gruppen nach 2 Stunden ein Plateau (Abb. 3.23.B). Nach 1
Stunde und 2 Stunden konnten in den wildtypischen Kontrollen mehr HSPC als in CXCR4°¥/10%3.
Tieren mobilisiert werden (1 Stunde: p = 0,0048, 2 Stunden: p = 0,003). Die korrespondierenden
Gesamt-Leukozytenzahlen im Peripherblut verhielten sich bei den homoostatischen und auch

splenektomierten Tieren analog zu den zirkulierenden HSPC (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.23. Plerixafor-Mobilisierung. Die Tiere wurden mit einer Bolusgabe Plerixafor (10 mg/kg, i.p.) behandelt.
Zirkulierende HSPC wurden anhand eines CFU-C Assays zu den angegebenen Zeitpunkten im Blut enumeriert. (A) zeigt
homoostatische, (B) splenektomierte Tiere. MW+SEM, ** = p < 0,01, *** =p <0,001. n > 3.

3.4.2. G-CSF Mobilisierung

Die Mobilisierung durch G-CSF wurde durch 5-tagige- bzw. 9-tdgige Behandlung a 100 pg/kg in 100 pl
0,9% NaCl-Lésung i.p. in einem Abstand von 12 Stunden erreicht. Nach der 9. bzw. 17. Injektion
wurde Peripherblut entnommen und zirkulierende HSPC mit Hilfe eines CFU-Assays enumeriert. Nach
der 17. Dosis wurden die Tiere getotet und zusatzlich der HSPC-Gehalt im Knochenmark und in der

1013/1013_Tiere weder

Milz ermittelt. Im Gegensatz zu der Mobilisierung mit Plerixafor konnten CXCR4
nach 9 Dosen (p < 0,001) noch nach 17 Dosen (p = 0,001) die Maximalwerte wildtypischer Kontrollen
erreichen (Abb. 3.24.A). Im Knochenmark wurden analog zur Homoostase keine Unterschiede
zwischen CXCR4'***/*3_Tieren und den wildtypischen Kontrollen nachgewiesen (Abb. 3.24.C). In der
Milz hingegen wurde die homdoostatische Situation umgekehrt. Es wurden mehr als doppelt so viele
HSPC in wildtypischen Milzen (p = 0,001) detektiert (Abb. 3.24.D). Die G-CSF Mobilisierung wurde
ebenfalls in splenektomierten Tieren durchgefiihrt. Wie in den nicht splenektomierten Tieren
konnten die CXCR4°****_Tiere nicht das Maximum der wildtypischen Kontrollen nach 9 Dosen G-
CSF (p < 0,001) erreichen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass splenektomierte wildtypische

und CXCR4'**/*3_Tiere im Vergleich zu den jeweiligen nicht splenektomierten Tieren effizienter

mobilisieren (WT: 223,8+9,6% (p < 0,001); CXCR4™**/%0*3; 173 8+68,5% (p = 0,002)) (Abb. 3.24.B).
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Abbildung 3.24. G-CSF Mobilisierung. Die Tiere wurden mit 9 bzw. 17 Dosen G-CSF (100 pg/kg, 12-stiindlich) behandelt. Zu
den indizierten Zeitpunkten wurden die zirkulierenden HSPC mit einem CFU-C Assay in nicht splenektomierten Tieren (A)
oder splenektomierten Tieren (B) bestimmt. Nach 17 Dosen wurden die nicht splenektomierten Tiere getotet und die HSPC
im Knochenmark (C) bzw. in der Milz (D) analysiert. MW+SEM, ** = p < 0,01, *** = p <0,001. n > 3.
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3.4.3. Transplantationsexperimente
3.4.3.1. Homing

Der erste Schritt nach i.v.-Transplantation von HSPC ist das Wiedereinwandern der HSPC in das
Knochenmark; dieser Prozess wird auch Homing genannt. Knochenmarkzellen aus wildtypischen
Kontrollen oder CXCR4****'°3_Tieren wurden in letal bestrahlte (12,5 Gy) wildtypische Empfinger
transplantiert. Die Tiere wurden 18 - 20 Stunden nach Transplantation getotet, HSPC in den drei
hdamatopoetischen Organen bestimmt und als relativer Anteil der transplantierten HSPC berechnet.

1013/1013_Ze”en

Das Verlassen des Peripherbluts von HSPC verlief in den Empfangern von CXCR4
effizienter (p = 0,007), wobei die absolute Anzahl nach 18 — 20 Stunden zirkulierender CFU-C so war,
dass der Eindruck einer vermehrten Wiederfindung in Milz und Knochenmark aufgrund der geringen
Prazision der Messmethode keine statistische Signifikanz erreichte (Knochenmark: p =0,051,

Milz: p=0,062) (Abb. 3.25)
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Abbildung 3.25. Hominganalyse. Wildtypisches oder CXCRA™©¥3 hochenmark (1*107 Zellen) wurde in letal bestrahlte

(12,5 Gy) wildtypische Empfangertransplantiert. Die Tiere wurden 18 - 20 Stunden nach Transplantation get6tet und CFU-C
in Peripherblut, Milz und Knochenmark bestimmt und als Prozent der transplantierten CFU-C berechnet. MW+SEM, ** =p <

0,01.n>14.

3.4.3.2. Engraftment

Nach erfolgreichem Homing und Besetzen der Stammzellnische durch die transplantierten HSPC
beginnen diese zu proliferieren und das Knochenmark, spater das Peripherblut und andere

hamatopoietische Organe zu repopulieren. Dieses Anwachsen wird als Engraftment bezeichnet. Letal

+/1013

bestrahlten (9,5 Gy) wildtypischen Empfangern wurde wildtypisches oder CXCR4 -Knochenmark

+/1013

transplantiert. Zusatzlich wurden auch CXCR4 -Tiere als Empfanger genutzt, um etwaige

zellextrinsische Effekte der CXCR4 Mutante auf die Blutbildung zu Gberprifen. In Abb. 3.26 A/B sind
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die Ergebnisse eines reprasentativen Transplantationsexperiments dargestellt. Abb. 3.26.A zeigt das
Engraftment (iber die Zeit, wobei die Gesamt-Leukozytenzahl im Peripherblut mit Hilfe der
automatischen Hamazytometrie bestimmt wurde. Dabei konnte die Unabhangigkeit des
Engraftments vom Empfiangergenotyp gezeigt werden, d.h. die WHIM-Mutation hat ausschlieBlich
zellintrinsische Auswirkungen auf die Hamatopoese. Die Empfanger wildtypischen Knochenmarks
und CXCR4"°**_Knochenmarks erreichten jeweils ca. 70 Tage nach der Transplantation ein Plateau
mit im Wesentlichen homdostatischen Blutbildwerten. In Abb. 3.26.B ist die Endpunktanalyse
dargestellt. 4 Monate nach Transplantation bildeten die jeweiligen Empfanger eine Hamatopoese

+/1013

ausschlieBlich abhangig vom Spendergenotyp aus, d.h. CXCR4 -Knochenmark ist grundsatzlich

himatopoetisch kompetent (radioprotektiert). Die Engraftmentkinetik fur CXCR4°**/*.zellen

verhielt sich dhnlich wie fur wildtypische Zellen. Empfinger von CXCR4013/10%3

-Knochenmark zeigten
normales Engraftment. Zuséatzlich zu den wildtypischen Kontrollen wurde auch Knochenmark von
UBC-GFP Tieren getestet, um etwaige Engraftmentdefekte fir die nachfolgenden kompetitiven
Transplantationsexperimente (Kap. 3.4.3.3.) auszuschlieBen (Abb. 3.26.C/D). Durch das normale
Engraftment der Empfanger von UBC-GFP Knochenmark konnte die grundsatzliche Repopulations-

Kompetenz von UBC-GFP HSPCs demonstriert werden.
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Abbildung 3.26. Engraftmentanalyse. Letal bestrahlte (9,5 Gy) Tiere wurden transplantiert. In (A) wurden wildtypische und
CXCR4A**®_Tiere sowohl als Empfanger als auch als Spender eingesetzt und das Engraftment durch regelmafige
Blutentnahmen mit anschlieBender automatischer Hamazytometrie Uberwacht. (B) zeigt die korrespondierende
Endpunktanalyse. In (C) wurde wildtypisches, CXCR4™©®/193 o 4ar UBC-GFP-Knochenmark in letal bestrahlte wildtypische
Empfanger transplantiert und das Engraftment analog zu (A) dokumentiert, (D) zeigt wiederum die korrespondierende
Endpunktanalyse. MW+SEM, * = p < 0,05, *** = p <0,001. n > 3.
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3.4.3.3. Analyse der hamatopoetischen Organe nach kompetitiver Transplantation

1013/1013

In Kap. 3.4.3.2. konnte gezeigt werden, dass CXCR4 -Knochenmarkzellen grundsatzlich letal

bestrahltes Knochenmark repopulieren und regenerieren konnen. In  kompetitiven

1013/1013_gtammzellen

Transplantationsexperimenten sollte anschlieend analysiert werden, ob CXCR4
funktionell dquipotent sind wie WT-Stammzellen. Um das zu untersuchende wildtypische oder
CXCR4™¥B3_knochenmark  (bone marrow of interest, BOI) von dem Kompetitor
durchflusszytometrisch unterscheiden zu koénnen, wurde Knochenmark aus UBC-GFP-Tieren
verwendet (GFP-Kompetitor). In diesen Tieren wird in allen Zellen das fluoreszierende Protein GFP
(green fluorescent protein) unter dem Ubiquitin-Promotor exprimiert (Schaefer et al, 2001). Als
Empfanger wurden CD45.1-Tiere verwendet. Diese Tiere tragen einen Polymorphismus im CD45-
Protein, welcher durch einen Antikorper detektiert werden kann. Dadurch konnte auch eine
potentielle autologe Rekonstitution (autolog = CD45.1%) nachgewiesen werden. Nach 4 Monaten

wurden die Tiere getdtet und die drei hamatopoetischen Organe untersucht. Autologe T-Zellen

wurden aufgrund ihrer Persistenz in den nachfolgenden Daten nicht bericksichtigt.

Im Peripherblut der transplantierten Tiere konnte eine Reduktion der Gesamt-Leukozyten in den
Empfingern von CXCR4**°3/UBC-GFP-Transplantaten um 59,9+4,6% (p < 0,001) nachgewiesen
werden. Das GFP-Kompetitor-Knochenmark trégt sowohl im wildtypischen als auch im CXCR4*3/10%3.
Transplantationsregime im gleichen Umfang zu den zirkulierenden Gesamt-Leukozyten bei
(Abb. 3.27.A). Auch die Betrachtung des Immunphanotyps lieferte im Vergleich zur Homdostase
vergleichbare Ergebnisse (vgl. Abb. 3.3.A). Mit Ausnahme der Monozyten lagen alle untersuchten
Subpopulationen im Peripherblut in Empfangern von CXCR4°**/1%3/UBC-GFP-Knochenmark reduziert
vor (B-Zellen: 69,945,0% (p < 0,001), T-Zellen: 37,3%7,9% (p = 0,025), Granulozyten: 61,1+7,9%
(p=0,003)) (Abb. 3.27.B). Zusatzlich wurden in allen Subpopulationen noch die Beitrdge des zu
untersuchenden Knochenmarks und des GFP-Kompetitors analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass
in allen Subpopulationen - analog zu den Gesamt-Leukozyten - der Beitrag von GFP-Kompetitorzellen
keine signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von der co-transplantierten Knochenmark-Spezies
aufweist. Lediglich der Beitrag der CXCR4'™*'°3.zellen ist im Vergleich zu den wildtypischen
Kontrollen in allen Subpopulationen reduziert entsprechend der Situation in homd&ostatischen
CXCR4™¥/*3_Tieren (B-Zellen: p < 0,001, T-Zellen: p = 0,002, Monozyten: p = 0,002,
Granulozyten: p < 0,001) (Abb. 3.27. C/D).
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Abbildung 3.27.Endanalyse des Peripherbluts 16 Wochen nach kompetitiver Transplantation mit UBC-GFP-Kompetitor.
(A) Gesamt-Leukozytenzahl, sowie Beitrdge der autologen, GFP-Kompetitor- und wildtypischen/ CXCR4™19 Zg|len. (B)
Immunphénotypische Analyse der CD45.2" Zellen. CD45.2 wurde als Referenz genutzt. Die reifen Zellen wurden durch
Antikorper gegen B220 (B-Zellen, blau), CD3 (T-Zellen, rot), CD11b (Monozyten, violett) und CD11b + Grl (Granulozyten,
braun) unterschieden. (C) Aufschliisselung der Beitrage von UBC-GFP und wildtypischen/ CXCR41O3/1013
und T-Zellen. (D) Aufschlisselung der Beitrdge von UBC-GFP und wildtypischen/ CXCRA™©® 74llen in Monozyten und
Granulozyten. Signifikante Unterschiede sind prozentual zur WT/UBC-GFP-Transplantation angegeben. Auf der X-Achse ist
jeweils nur das bone marrow of interest (BOI) aufgetragen. MW+SEM, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** =p <0,001. n > 12.

-Zellen in B-Zellen

Im Knochenmark der kompetitiv transplantierten Tiere konnten zunadchst keine Unterschiede
beziiglich der Gesamt-Leukozytenzahl zwischen WT/UBC-GFP- und CXCR4°**1°3/UBC-GFP-

1013/1013_Ze llen

Empfangern ermittelt werden. Jedoch konnte ein leicht reduzierter Beitrag von CXCR4
zu den Gesamt-Leukozyten detektiert werden (p = 0,028) (Abb. 3.28.A). Die Analyse des
Immunphanotyps des Knochenmarks ergab - wiederum ahnlich zur Homoostase (vgl. Abb. 3.3.B) -
reduzierte B-Zellen (32,2+9,7%, p = 0,028) und erhohte T-Zellen (255,7+120,0%, p = 0,020) in den
CXCR4™**/113 /yBC-GFP-Empfingern. Monozyten und Granulozyten waren unauffillig (Abb. 3.28.B).
In der Analyse der Beitrige von WT/CXCR4'™****5.Zellen bzw. UBC-GFP-Zellen zu den einzelnen
Linien konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der B-Zellen und Erhéhung der T-Zellen

10131013 7ellen  zuriickzufiihren waren. Die

ausschlieBlich auf die wildtypischen bzw. CXCR4
CXCR4'°%3/113 B 7ellen lagen reduziert (p= 0,010) und die CXCR4***%* T_zellen lagen erhoht
(p<0,001) vor. Die Beitrage der UBC-GFP-Zellen waren in beiden Linien nicht unterschiedlich
(3.28.C). Der Beitrag von UBC-GFP-Zellen in CXCR4**/1°3/yBC-GFP-Empfingern zu den Monozyten

war erhoht (p = 0,049) und der Beitrag von CXCR4'°3/113_7¢|len zu den Granulozyten reduziert
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(p=0,0031), allerdings hatten diese Anderungen keine Auswirkungen auf die Gesamtzahlen der

entsprechenden Linien (Abb. 3.28.D).
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Abbildung 3.28. Endanalyse des Knochenmarks 16 Wochen nach kompetitiver Transplantation mit UBC-GFP-Kompetitor.
(A) Gesamt-Leukozytenzahl, sowie Beitrdge der autologen, GFP-Kompetitor- und wiIdtypischen/CXCR41°13/1013-ZeIIen. (B)
Immunphénotypische Analyse der CD45.2" Zellen. CD45.2 wurde als Referenz genutzt. Die reifen Zellen wurden durch
Antikorper gegen B220 (B-Zellen, blau), CD3 (T-Zellen, rot), CD11b (Monozyten, violett) und CD11b + Grl (Granulozyten,
braun) unterschieden. (C) Aufschliisselung der Beitrdge von UBC-GFP und wiIdtypischen/CXCR41°13/1013
und T-Zellen. (D) Aufschlisselung der Beitrdge von UBC-GFP und wildtypischen/ CXCR41013/1013
Granulozyten. Signifikante Unterschiede sind prozentual zur WT/UBC-GFP-Transplantation angegeben. Auf der X-Achse ist
jeweils nur das bone marrow of interest (BOI) aufgetragen. MW+SEM, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** =p <0,001. n > 12.

-Zellen in B-Zellen
-Zellen in Monozyten und

Ahnlich dem Knochenmark konnten in der Milz keine Unterschiede in der Gesamt-Leukozytenzahl
festgestellt werden, trotz eines reduzierten Anteils von CXCR4X3/1013_74||en (p=0,004) (Abb. 3.29.A).
Der B-Zelldefekt der CXCR4***/1°1%_z¢|len konnte auch in der Milz nachgewiesen werden, die B-Zellen
waren um 50,8+8,7% (p = 0,005) reduziert. T-Zellen und Monozyten waren in Bezug auf ihre
Gesamtzahl unauffillig, die Granulozyten lagen in CXCR4*'°3/UBC-GFP Empfingern um
275,6+£142,0% (p = 0,027) vermehrt vor (Abb. 3.29.B). Die Beitrage der Transplantate ergab fiir die B-
Zellen ein vergleichbares Ergebnis zum Peripherblut und zum Knochenmark. Die Reduktion der B-

1013/1013_Ze“en

Zellen erfolgte ausschlieRlich aufgrund eines verminderten Anteils von CXCR4
(p <0,001). Fur die T-Zellen konnte weder in der Gesamtzahl noch in der Verteilung ein signifikanter
Unterschied (BOI: p = 0,480, GFP-Kompetitor: p = 0,054) festgestellt werden (Abb. 3.29.C). Fiir die
Monozyten und Granulozyten konnten in den Empfangern des CXCR4'°%3/%13/yBC-GFP Transplantats
jeweils erhohte Beitrage der UBC-GFP-Zellen im Vergleich zu Empfingern des WT/UBC-GFP

Transplantats (Monozyten: p = 0,004, Granulozyten: p = 0,016) gezeigt werden (Abb. 3.29.D).
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Abbildung 3.29. Endanalyse der Milz 16 Wochen nach kompetitiver Transplantation mit UBC-GFP-Kompetitor. (A)
Gesamt-Leukozyten, sowie Beitrdge der autologen, GFP-Kompetitor- und wiIdtypischen/CXCR41013/1013-ZeIIen. B)
Immunphénotypische Analyse der CD45.2" Zellen. CD45.2 wurde als Referenz genutzt. Die reifen Zellen wurden durch
Antikorper gegen B220 (B-Zellen, blau), CD3 (T-Zellen, rot), CD11b (Monozyten, violett) und CD11b + Grl (Granulozyten,
braun) unterschieden. (C) Aufschlisselung der Beitrdge von UBC-GFP und wiIdtypischen/CXCR4mB/1013
und T-Zellen. (D) Aufschlisselung der Beitrage von UBC-GFP und wiIdtypischen/CXCR41013/1°13-Ze|Ien in Monozyten und
Granulozyten. Signifikante Unterschiede sind prozentual zur WT/UBC-GFP-Transplantation angegeben. Auf der X-Achse ist
jeweils nur das bone marrow of interest (BOI) aufgetragen. MW+SEM, * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p <0,001. n > 12.

-Zellen in B-Zellen

Neben den reifen Zellen wurden auch HSPC in den drei hamatopoetischen Organen mit Hilfe von
CFU-C Assays und Durchflusszytometrie bestimmt. Die Unterscheidung zwischen WT/CXCR4*¥/1013.
und UBC-GFP-HSPC erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Im Peripherblut konnte eine Reduktion der
zirkulierenden HSPC um 87,74£12,3% (p = 0,016) ermittelt werden. Diese Reduktion war wiederum
ausschlieRlich auf eine Reduktion der CXCR4'**/**3.4SpC zuriickzufiihren (p = 0,013), die
zirkulierenden UBC-GFP-HSPC im Peripherblut waren unbeeinflusst (Abb. 3.30.A). Im Knochenmark
(Abb. 3.30.B), sowie in der Milz (Abb. 3.30.C) konnten keine Unterschiede in Bezug auf Gesamtzahl
oder die Herkunft der HSPC detektiert werden. HSPC wurden zusatzlich durchflusszytometrisch im
Knochenmark bestimmt. Auch hier konnten keine Unterschiede zwischen Empfangern von WT/UBC-

GFP-Zellen oder CXCR4'**/*3/UBC-GFP-Zellen ermittelt werden (Abb.3.30.D). Dies bestitigt die
Ergebnisse des CFU-C Assays im Knochenmark (Abb. 3.30.B).
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Abbildung 3.30. HSPC nach kompetitiver Transplantation mit UBC-GFP-Kompetitor. HSPC wurden nach kompetitiver
Transplantation im Peripherblut (A), im Knochenmark (B) und in der Milz (C) mit Hilfe eines CFU-C Assays bestimmt. Die
Unterscheidung zwischen BOI- und GFP-Kompetitor Zellen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. In (D) wurden
durchflusszytometrisch LSK (Lineage’, Sca-1%, cKit’)-Zellen detektiert. Auf der X-Achse ist jeweils nur das bone marrow of
interest (BOI) aufgetragen. MW+SEM, * = p < 0,05. n 2 4,

AuRRerdem wurde in den transplantierten Tieren zusatzlich der Zellzyklus in LSK-, Lin"- und Lin*-
Zellen untersucht. Wie bereits in Kap. 3.1.4. beschrieben, wurde zunachst die Oberflache zur
Unterscheidung der zu untersuchenden Subpopulationen gefarbt mit anschlielender Farbung von Ki-
67 und der DNA. Zusatzlich musste auch GFP mit einem AlexaFluor-488 konjugierten Antikorper
markiert werden, da GFP durch die Fixation seine fluoreszierende Eigenschaft verliert. In Abb. 3.31.
sind die Ergebnisse dargestellt. Dabei reprdsentieren die linken Balken die Situation in WT/UBC-GFP-
transplantierten Tieren, wahrend die jeweils rechten Balken die Situation in CXCR4°3/113/yBC-GFP
widerspiegeln. Es konnten allerdings in keiner Subpopulation Unterschiede zwischen den beiden
Transplantatquellen detektiert werden (Abb. 3.31.A-C).
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Abbildung 3.31. Zellzyklusanalyse im Knochenmark nach kompetitiver Transplantation mit UBC-GFP-Kompetitor.
Knochenmarkzellen wurden zur Unterscheidung der Subpopulationen mit einem Lineage-Cocktail, Sca-1- und cKit-
Antikérpern gefarbt. Nach einer Fixation/Permeabilisierung wurden Ki-67, GFP durch spezifische Antikérper und die DNA
mit Hilfe von 7-AAD gefarbt. In (A) sind LSK-, in (B) Lin®*- und in (C) Lin*-Zellen dargestellt. Die linken Balken stellen jeweils
das WT/UBC-GFP-Transplantationsregime dar, die jeweils rechten Balken das CXCR41°13/1°13/UBC_GFP-
Transplantationsregime. MW+SEM. n > 4.

3.4.3.4. Sekundartransplantationen

Die Repopulation in Primartransplantationen wird nicht notwendigerweise von Stammzellen,
sondern von frihen Vorlauferzellen vollzogen (Kiel et al, 2005). Um die stemness von Stammzellen zu
prifen, werden serielle Transplantationen durchgefiihrt; der Standard zum Nachweis normaler
Stammzellfunktion verlangt derzeit zumindest zweimalige Retransplantierbarkeit (Morrison &
Weissman, 1994; Osawa et al, 1996). Dazu wird das Knochenmark aus primar transplantierten Tieren
gewonnen, das Knochenmark innerhalb einer Gruppe vereinigt und in letal bestrahlte CD45.1-
Empfanger transplantiert. Es erwies sich als sehr schwierig, Sekundartransplantationen zu
untersuchen, da in den ersten zwei Versuchsansatzen alle Empfanger von CXCR41°13/1°13/UBC-GFP—
Knochenmark zwischen dem 30. und 60. Tag nach der Transplantation verstarben (bei normaler
Uberlebensrate der Empfinger von WT/UBC-GFP-Knochenmark). Wie schon in Kap. 3.4.3.3., wurden
auch in der folgenden Grafik autologe T-Zellen aufgrund ihrer Persistenz zensiert. 16 Wochen nach
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der Sekundartransplantation wurden die Gberlebenden Tiere getétet und die Zusammensetzung der
drei hdamatopoetischen Organe in Bezug auf die unterschiedlichen Spenderzellen untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass es sowohl in den Empfangern von WT/UBC-GFP- als auch in den
Empfangern von CXCR4'%3/113/yBC-GFP-Knochenmark  zu  einer erheblichen autologen
Rekonstitution kommt. Dies schien in den Empfangern von CXCR4%3/1913/yBC-GFP-Knochenmark in
etwas hoherem MaRe zu geschehen, erreichte allerdings keine statistische Signifikanz. Ebenso war
der Anteil an UBC-GFP-Zellen in allen Organen in beiden Versuchsgruppen in etwa vergleichbar.

1013/1013_7ellen in allen drei Organen weitgehend

Allerdings konnte gezeigt werden, dass CXCR4
ausgeloscht waren im Vergleich zu den wildtypischen Zellen in der Vergleichsgruppe, die wesentlich
zur Repopulation beitrugen. Im Blut (p = 0,009) und im Knochenmark (p = 0,016) waren kaum noch
CXCR4™*/*3_7¢|len nachweisbar (Blut: 2,4+1,1%, Knochenmark: 4,7+1,9%), in der Milz (p = 0,005)
konnte zumindest noch eine kleine Population von 9,0+3,6% detektiert werden (Abb. 3.32.). Dabei
muss in Betracht gezogen werden, dass das zur Sekundartransplantation eingesetzte Knochenmark

dhnlich in Bezug auf den Anteil des BOI- bzw. des UBC-GFP-Knochenmarks zusammen gesetzt war

(vgl. Abb. 3.28.A).
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Abbildung 3.32. Endanalyse der Sekundartransplantation mit UBC-GFP-Kompetitor. 300.000 Knochenmarkzellen aus der
Vereinigung der jeweiligen Gruppe wurden in letal bestrahlte (9,5 Gy) Empfanger transplantiert. Nach 16 Wochen wurden
die Tiere getotet und die drei hdamatopoetischen Organe Blut (A), Knochenmark (B) und Milz (C) untersucht. Die
Gesamtzahlen wurden mit Hilfe der automatischen Hamazytometrie und die Zusammensetzung durchflusszytometrisch
ermittelt. Auf der X-Achse ist jeweils nur das bone marrow of interest (BOI) bei der Transplantation aufgetragen. MW+SEM.
*=p<0,05 **=p<0,01.n>8.

3.4.3.5. Wechsel des Kompetitor-Knochenmarks

Um zu (berprifen, ob die in 3.4.3.3. beobachteten Effekte nicht durch das UBC-GFP-
Kompetitorknochenmark ausgel6st wurden, wurde das Transplantationsregime abgeandert. Da die
autologe Rekonstitution in Primartransplantationen vernachlassigt werden konnte (vgl. Abb. 3.27.A,
3.28.A, 3.29.A) wurden letal bestrahlte wildtypische Empfanger und CD45.1 Knochenmark als
Kompetitor-Knochenmark eingesetzt. 16 Wochen nach der Transplantation wurden die Tiere getotet

und die drei hamatopoetischen Organe analysiert.

Im Peripherblut konnte der Verlust von B-Zellen aus den vorangegangenen Experimenten
reproduziert werden. B-Zellen waren in den Empfiangern von CXCR4'**/**3/cD45.1-Knochenmark um
73,4+14,2% (p = 0,044) reduziert. Reduzierte T-Zellen, sowie reduzierte Granulozyten im Blut von
CXCR4™**/*3/cD45.1-Empfangern konnten nicht - oder lediglich als Trend - reproduziert werden

(Abb. 3.33.).
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Abbildung 3.33. Endanalyse des Peripherbluts 16 Wochen nach kompetitiver Transplantation mit CD45.1-Kompetitor. A)
Die Gesamtzellzahl wurde durch automatische Hamazytometrie bestimmt, die Anteile des bone marrow of interest (BOI)
und CD45.1-Zellen wurden durchflusszytometrisch bestimmt. B) Immunphanotypische Analyse des Peripherbluts. Die
Summe der CD45.1- und CD45.2-Zellen wurde als Referenz genutzt. Die reifen Zellen wurden anhand von Antikérpern
gegen B220 (B-Zellen), CD3 (T-Zellen), CD11b (Monozyten) und CD11b und Grl (Granulozyten) differenziert. C) Die Beitrage
von CD45.1-Kompetitorzellen und wiIdtypischen/CXCR41013/1013
bestimmt. D) Die Beitrage von CD45.1-Kompetitorzellen und wildtypischen/CXCR4 -Zellen wurden in Monozyten und
Granulozyten durchflusszytometrisch analysiert. Signifikante Unterschiede sind prozentual zur WT/CD45.1-Transplantation
angegeben. Auf der X-Achse ist jeweils nur das BOI der Transplantation aufgetragen. MW+SEM. * = p <0,05.n > 3.

-Zellen wurde in B- und T-Zellen durchflusszytometrisch
1013/1013

Im Knochenmark konnte zundchst der erhéhte Anteil von wildtypischen Zellen im Vergleich zu
CXCR43/913_7a|len bei dhnlicher Zellularitit reproduziert werden(p = 0,030) (Abb. 3.34.A). Dieser
Effekt reflektiert die bekannte groBere Rekonstitutionskompetenz wildtypischer Zellen gegeniber
GFP*- bzw. CD45.1 Zellen (Faltusova et al, 2018; Mercier et al, 2016). Allerdings konnten wiederum
vermehrt CXCR4*¥1°B_T_zellen in den Empfangern von CXCR4'°**/*%13/cp45.1-Knochenmarkzellen
detektiert werden (p = 0,009) (Abb. 3.29.B).Die Analyse der einzelnen reifen Linien ergab dhnliche
Ergebnisse wie bereits durch die Transplantation mit BOI/UBC-GFP (vgl. Abb. 3.28.C/D). Der Anteil
von BOI B-Zellen war in dem Empfingern von CXCR4'*/%3_z¢|len reduziert (p = 0,030) (Abb. 3.34.C).
Interessanterweise konnte auch ein erhohter Anteil von Kompetitorzellen in der
Monozytenpopulation von CXCR4'*%°%/cD45.1-Zellen Empfangern im Vergleich zu den Empfingern
von WT/CD45.1-Zellen reproduziert werden (p = 0,033) (Abb. 3.34.D). Analog zur BOI/UBC-GFP-
Transplantation konnte kein Unterschied in der Frequenz oder Verteilung von LSK-Zellen im

Knochenmark detektiert werden (Abb. 3.34.E).
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Abbildung 3.34. Endanalyse des Knochenmarks 16 Wochen nach kompetitiver Transplantation mit CD45.1-Kompetitor. A)
Die Gesamtzellzahl wurde durch automatische Hamazytometrie bestimmt, die Anteile des bone marrow of interest (BOI)
und CD45.1-Zellen wurden durchflusszytometrisch bestimmt. B) Immunphéanotypische Analyse des Knochenmarks. Die
Summe der CD45.1- und CD45.2-Zellen wurde als Referenz genutzt. Die reifen Zellen wurden anhand von Antikérpern
gegen B220 (B-Zellen), CD3 (T-Zellen), CD11b (Monozyten) und CD11b und Grl (Granulozyten) differenziert. C) Die Beitrage
von CD45.1-Kompetitorzellen und wildtypischen/CXCR41013/1°13-Ze|Ien wurde in B- und T-Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. D) Die Beitrage von CD45.1-Kompetitorzellen und wildtypischen/CXCR41°13/1°13-ZeIIen wurden in Monozyten und
Granulozyten durchflusszytometrisch analysiert. E) Die Frequenz der LSK-Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt
und auf die Gesamtzahl der CD45.1- und CDA45.2-Zellen normalisiert. Signifikante Unterschiede sind prozentual zur
WT/CD45.1-Transplantation angegeben. Auf der X-Achse ist jeweils nur das BOI der Transplantation aufgetragen.
MW4SEM. * = p < 0,05, ** =p <0,01. n > 3.

Wie im Knochenmark konnte auch in der Milz die Uberlegenheit wildtypischer Zellen tiber CD45.1-
Zellen nachgewiesen werden (p = 0,011) (Abb. 3.35.A). Der immunphanotypische Vergleich von
WT/CD45.1-Empfingern und CXCR4™°**/*3/CD45.1-Empfingern lieferte keine Unterschiede zwischen
den Gruppen (3.35.B). Es konnte ein erhohter Anteil wildtypischer B-Zellen (p = 0,011) und ein
erhohter Anteil von CD45.1-Zellen (p = 0,046) in den Empfiangern von CXCR4'****3/CD45.1-Zellen
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nachgewiesen werden (Abb. 3.35.C). Monozyten und Granulozyten waren in der Milz beziglich ihrer

Gesamtzahl und Zusammensetzung von BOI/CD45.1-Kompetitor unauffillig (Abb. 3.35.D).
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Abbildung 3.35. Endanalyse der Milz 16 Wochen nach kompetitiver Transplantation mit CD45.1-Kompetitor. A) Die
Gesamtzellzahl wurde durch automatische Hamazytometrie bestimmt, die Anteile des bone marrow of interest (BOI) und
CDA45.1-Zellen wurden durchflusszytometrisch bestimmt. B) Immunphanotypische Analyse des Knochenmarks. Die Summe
der CD45.1- und CD45.2-Zellen wurde als Referenz genutzt. Die reifen Zellen wurden anhand von Antikorpern gegen B220
(B-Zellen), CD3 (T-Zellen), CD11b (Monozyten) und CD11b und Grl (Granulozyten) differenziert. C) Die Beitrage von CD45.1-

Kompetitorzellen und wildtypischen/CXCR41°13/1013-ZeIIen wurde in B- und T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. D) Die

Beitrdge von CD45.1-Kompetitorzellen wurden in Monozyten und Granulozyten durchflusszytometrisch analysiert.
Signifikante Unterschiede sind prozentual zur WT/CD45.1-Transplantation angegeben. Auf der X-Achse ist jeweils nur das
BOI der Transplantation aufgetragen. MW+SEM. * =p <0,05. n > 3.

In diesem Transplantationsregime wurde ebenfalls der Zellzyklus in LSK-, Lin®“- und Lin*-Zellen im
Knochenmark untersucht. Die Zellzyklusanalyse nach BOI/UBC-GFP-Kompetitor ergab keine
Unterschiede (vgl. Abb. 3.30.). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.36. dargestellt. Zur besseren

Ubersichtlichkeit wurden die signifikanten Anderungen tabellarisch neben der Abbildung aufgelistet.

Die Zellzyklusanalyse nach BOI/CD45.1-Kompetitor-Transplantation konnte die Ergebnisse teilweise
reproduzieren. So konnte gezeigt werden, dass sich in keiner Subpopulation die Zellzyklus-Aktivitat
von wildtypischen oder CXCR4 31913 7¢|len unterscheidet (Abb. 3.36. A-C, Zeile 2). Ebenso konnte
gezeigt werden, dass sich auch die Kompetitoren im Vergleich nicht unterscheiden (Abb. 3.36. A-C,
Zeile 5). Die beobachteten Unterschiede beziehen sich jeweils auf den Vergleich des CD45.1-

Kompetitors mit dem jeweiligen BOI. Es konnte gezeigt werden, dass die CD45.1-Zellen im Vergleich
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zu den wildtypischen, aber auch zu den CXCR4

d.h. zellzyklisch weniger

1013/1013

aktiv sind (Abb. 3.36. A-C, Zeile 1/6, Spalte GO)

-Zellen, sich vermehrt in der GO-Phase befinden,

mit einer

korrespondierenden Verringerung der entsprechenden G1-Phase (Abb. 3.36. A-C, Zeile 1/6, Spalte

G1).
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Abbildung 3.36. Zellzyklusanalyse im Knochenmark nach kompetitiver Transplantation mit CD45.1-Kompetitor.

Knochenmarkzellen wurden zur Unterscheidung der Subpopulationen mit einem Lineage-Cocktail, Sca-1- und cKit-

Antikorpern gefarbt. Nach einer Fixation/Permeabilisierung wurde Ki-67durch einen spezifischen Antikérper und die DNA

mit Hilfe von 7-AAD gefarbt. In (A) sind LSK-, in (B) Lin
das WT/CD45.1-Transplantationsregime dar, die jeweils rechten Balken das CXCR4

low

1013/1013

- und in (C) Lin*-Zellen dargestellt. Die linken Balken stellen jeweils
/CD45.1-Transplantationsregime.

Signifikante Unterschiede sind tabellarisch neben der entsprechenden Abbildung aufgetragen. MW+SEM. * = p < 0,05, ** =

p<0,01, ***=p<0,001.n 3.
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Ebenfalls sollte in dem BOI/CD45.1-Transplantationsregime eine Sekundartransplantation
durchgefiihrt werden. Knochenmark aus den jeweiligen Gruppen wurde am Ende der
Primartransplantation vereinigt und 300.000 Zellen in UBC-GFP Empfanger transplantiert, um
potentielle autologe Rekonstitution detektieren zu kénnen. Es wurden 4 Tiere mit WT/CD45.1-
Knochenmark und 5 Tiere mit CXCR4***¥/1°*/cD45.1-Knochenmark transplantiert. Allerdings musste
der Versuch an Tag 62 abgebrochen werden, da zu diesem Zeitpunkt alle mit CXCR4°***°3/cD45.1
Knochenmark transplantierten Tiere verstorben waren. In Abb. 3.37. ist das Engraftment fir
WT/CD45.1-Empfinger (Abb. 3.37.A) und CXCR4™*/%°*/cD45.1-Empfinger (Abb. 3.37.B) dargestellt.
Zum einen konnte gezeigt werden, dass in Empfiangern von WT/CD45.1-Knochenmarkzellen mehr als
doppelt so viele zirkulierende Leukozyten gemessen wurden. Diese Zellen waren nahezu
ausnahmslos wildtypischen Ursprungs (Abb. 3.37.A), wie zu erwarten war, da das Transplantat nur
noch nahezu ausschlielflich wildtypische Knochenmarkzellen enthielt (vgl. Abb. 3.34.A). Die
zirkulierenden Leukozyten in CXCR4™*/%°*/CD45.1-Empfingern waren hingegen nahezu alle auf das
Kompetitorknochenmark zuriickzufihren (Abb. 3.37.B), obwohl ca. 50% CXCR4°**/*°*_zellen
transplantiert worden waren (vgl. Abb. 3.34.A). Der Vergleich zur Sekundartransplantation im
BOI/UBC-GFP-Transplantation (vgl. Kap. 3.4.3.4.) macht deutlich, dass die Empfanger von
CXCR4™3/1%13 /K ompetitor-Knochenmark ohne einen erheblichen Anteil autologer Rekonstitution

nicht Gberlebensfihig waren.
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Abbildung 3.37. Engraftment nach Sekundartransplantation mit CD45.1-Kompetitorzellen. In Folge der Endanalyse der
Primartransplantation wurden 9 letal bestrahlte (9,5 Gy) UBC-GFP-Empfanger sekundartransplantiert. 4 erhielten
WT/CD45.1-Knochemark, 5 CXCR41013/1013/CD45.1 Knochenmark. Den Tieren wurde zu den indizierten Zeitpunkten Blut
entnommen, die Zellzahl bestimmt und der Anteil der unterschiedlichen Populationen durchflusszytometrisch bestimmt. In
(A) ist das Engraftment fir die Empfanger von WT/CD45.1-Knochenmark und in (B) das Engraftment fiir die Empfanger von
CXCR41013/1013/CD45.1-Knochenmark dargestellt. n > 2.
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3.5. Auswirkungen der WHIM-Mutation in einem Leukdmie-Modell

Es wurde bereits beschrieben, dass eine CXCR4-Uberexpression in verschiedenen Krebsentititen zu
einer Verschlechterung der Prognose fiihrt (Arya et al, 2004; Darash-Yahana et al, 2004; Phillips et al,
2003; Speetjens et al, 2009; Su et al, 2005; Terasaki et al, 2011; Williams et al, 2010). Im Besonderen
fihren WHIM-3dhnliche Mutationen im Morbus Waldenstrom zu einer aggressiveren Variante (Hunter
et al, 2014; Treon et al, 2014). Auswirkungen von WHIM-dhnlichen Mutationen sind fiir leukdmische
Erkrankungen bisher nicht beschrieben. Hier wurde eine CXCR4°**_Mutation in einem
induzierten akuten myeloischen Leukdmie-Modell (AML) (MLL-AF9-System) hinsichtlich der

Uberlebensrate getestet (Mulloy et al, 2008).
3.5.1 Leukdmie-Primartransplantation

Die Induktion wurde wie in Kap. 2.2.5.12 beschrieben in 5-Fluorouracil depletierten
Knochenmarkzellen durchgefiihrt und nach zweimaliger Transduktion mit einem MLL-AF9-Lentivirus
wurden 500.000 Zellen Uber die Schwanzvene in subletal bestrahlte (2x 450 Gy) wildtypische
Empfanger transplantiert. Das Uberleben primér transplantierter Tiere wurde taglich Gberwacht und
moribunde Tiere schmerzfrei getotet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Empfanger MLL-AF9
transduzierter CXCR4'°**/*3_7¢llen einen geringen, aber statistisch signifikanten Uberlebensnachteil
gegeniber den wildtypischen Kontrollen hatten (p = 0,002) (Abb. 3.38.). Der mittlere
Uberlebenszeitraum fiir Empfinger transduzierter wildtypischer Zellen betrug dabei 64 Tage, fiir

1013/1013

Empfanger transduzierter CXCR4 -Zellen 57 Tage.
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Abbildung 3.38. Uberlebensrate nach primirer Leukidmietransplantation. Zweifach mit MLL-AF9 transduziertes 5-FU
depletiertes Knochenmark (500.000 Zellen) wurde in subletal bestrahlte (2x 450 Gy) wildtypische Empfanger transplantiert,
die taglich Gberwacht wurden. Moribunde Tiere wurden schmerzfrei getétet. ** = p < 0,01. n > 15.
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3.5.2 Leukdamie-Sekundartransplantation

Die Sekundartransplantation lieferte kein eindeutiges Ergebnis. Die Sekundartransplantation wurde
durchgefiihrt, nachdem in der primaren Kohorte eine durchschnittliche periphere Tumorlast von
tiber 50% detektiert wurde. Dabei wurden Tumorzellen als Transgen’Grl® definiert. Drei Tiere
wurden aus der primaren Kohorte entfernt, das Knochenmark isoliert, immunomagnetisch Lineage-
depletiert und anschlieBend auf LinTransgen® sortiert. 15.000 der sortierten Zellen wurden mit 2x10°
wildtypischen Kompetitorzellen in subletal bestrahlte (2x 450 Gy) wildtypische Empfanger
transplantiert. Analog zur Primartransplantation (Kap. 3.4.4.1.) wurden die Tiere taglich Gberwacht
und moribunde Tiere schmerzfrei getotet. Zunachst wurde der Eindruck der Primartransplantation
bestitigt und ein Uberlebensnachteil nach Transplantation mit MLL-AF9-transduzierten
CXCR4'%3/1913_7¢len bestitigt (p = 0,002). Das mittlere Uberleben wurde mit 63 Tagen fir Empfinger
von transduzierten wildtypischen Zellen und 43 Tage fir Empfanger von transduzierten
CXCR4™%3/1%13_7¢|len berechnet (Abb. 3.39.A). In einer Reproduktion hingegen verhielt es sich

1013/1013

umgekehrt. Die Empfanger von CXCR4 -Zellen Uberlebten im Vergleich zu den wildtypischen
Kontrollen langer (p < 0,001).Das mittlere Uberleben der Empfinger transduzierter wildtypischer
Zellen betrug dabei 23 Tage, das der Empfinger transduzierterCXCR4'**/**®_.z¢llen 52 Tage (Abb.
3.39.B). Abb. 3.39.C zeigt die Kombination beider Experimente. Es ergibt sich kein Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen und das mittlere Uberleben betrug 58 Tage fiir die Empfianger

transduzierter wildtypischer Zellen und 46,5 Tage fiir die EmpfingertransduzierterCXCR4*/1013.

1013/1913 7ellen in beiden Experimenten

Zellen. Dabei ist auffallig, dass sich die transduziertenCXCR4
sehr dhnlich verhielten, so dass moglicherweise eine nicht kontrollierte Variable der Kontrollgruppe

fir das widerspriichliche Ergebnis verantwortlich ist (Abb. 3.39.A/B).
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Abbildung 3.39. Uberlebensrate nach sekundirer Leukdmietransplantation. Nach Erreichen einer peripheren Tumorlast
von 50% in primdr transplantierten Tieren wurden je 3 Tiere aus den Gruppen getotet, das Knochenmark gesammelt und
immunomagnetisch  Lineage-depletiert. ~ AnschlieBend  wurde das  Knochenmark auf LineageTransgen®
durchflusszytometrisch sortiert. 15.000 sortierte Zellen wurden mit 2x1076 wildtypischen Zellen pro Maus in subletal

bestrahlte (2x 450 Gy) wildtypische Empfanger transplantiert. Die Tiere wurden taglich iberwacht und moribunde Tiere
schmerzfrei getotet. ** = p < 0,01, *** = p <0,001. n 7.
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3.5.3. Behandlung mit Cytarabin

Zur Behandlung einer AML wird haufig das Zytostatikum Cytarabin (AraC) eingesetzt. Es sollte
untersucht werden, ob die untersuchte WHIM-Mutation Auswirkungen auf eine maogliche
Behandlung mit AraC hat. Sekundartransplantierte Empfianger wurden ab der 2. Woche nach
Transplantation alternierend jeweils 5 Tage mit AraC (150 mg/kg in 0,9% NaCl-Losung, i.p.)
behandelt, anschlieRend konnten die Tiere eine Woche regenerieren. Die Behandlung wurde auf
diese Weise bis zum Tod der Tiere an Leukdmie fortgefiihrt. Es konnte durch die AraC-Behandlung
allerdings kein Uberlebensvorteil im Vergleich zur entsprechenden unbehandelten Kontrollgruppe

ermittelt werden (Abb. 3.40.).
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Abbildung 3.40. Behandlung der induzierten AML mit Cytarabin. Nach Erreichen einer peripheren Tumorlast von 50% in
primdr transplantierten Tieren wurden je 3 Tiere aus den Gruppen getdtet, das Knochenmark gesammelt und
immunomagnetisch Lineage-depletiert. AnschlieBend wurde das Knochenmark auf Lineage-
Transgen®durchflusszytometrisch sortiert. 15.000 sortierte Zellen wurden mit 2x1076 wildtypischen Zellen pro Maus in
subletal bestrahlte (2x 450 Gy) wildtypische Empfanger transplantiert. Ab Tag 14 nach Transplantation wurden die Tiere 5
Tage mit Cytarabin behandelt, anschliefend konnten die Tiere eine Woche regenerieren. Dieses Behandlungsschema wurde
bis zum Tod der Tiere fortgesetzt. Die Tiere wurden taglich iberwacht, moribunde Tiere wurden schmerzfrei getotet. n = 6.
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4, Diskussion

Die Bedeutung der CXCR4-CXCL12-Achse insbesondere auch fiir die Hdmatopoese wurde bereits in
der Einleitung grob skizziert. Allerdings beruhen unsere Annahmen (iber die physiologische Funktion
dieses entscheidenden Signalwegs malgeblich auf subtraktiven Studien in knock-out Modellen oder
nach pharmakologischer Inaktivierung von CXCR4 oder CXCL12. Allgemeine Schwachen
organismischer Modelle — Kompensation durch alternative Signalwege, Schwierigkeiten bei der
Differenzierbarkeit primarer und sekundarer Phanomene — kénnten bei CXCR4/CXCL12 aufgrund der

Kritikalitat des Signalweges quoad vitam besonders zutage treten.

Durch die Generierung eines WHIM-Mausmodells durch Balabanian und Kollegen (Balabanian et al,
2012) wurde die Moglichkeit geschaffen, die CXCR4-CXCL12-Achse in einem CXCR4-Uberaktiven
System zu untersuchen. Diese liberaktive Mutante, generiert durch Deletion des Poly-Serin Tail am C-
Terminus, sollte mit einer qualitativ verdnderten Signalintegration einher gehen, ist somit
konzeptionell verschieden von einer einfachen Uberexpression eines Volllingenrezeptors unter der
Kontrolle eines ubiquitdaren Promoters, wo mutmalilich maximal quantitative Veranderungen in der
Rezeptorantwort zu beobachten sein sollten. Im Gegensatz zu den embryonal letalen knock-out
Modellen ermoglicht es das WHIM-Modell, die CXCR4-CXCL12-Achse in einem weitgehend
funktionellen adulten Organismus zu studieren. Diese gain-of-function Analysen sind kritisch, um das
Vollbild der Rolle von CXCR4 fiir reife und unreife Himatopoese zu deduzieren, wie das folgende
Beispiel anschaulich macht: Deletion von CXCR4 oder CXCL12 fiihrte zu einer fast vollstandigen B-
Zell-Aplasie (Ma et al, 1998; Nagasawa et al, 1996; Sugiyama et al, 2006). Diese Daten wurden
interpretiert als Beweis einer kritischen Abhangigkeit der B-Zell-Linienspezifizierung vom
CXCR4/CXCL12 Signalweg, was sicher richtig ist, aber nach dieser Hypothese sollte eine
UberschieBende Aktivitat dieses Signalwegs zu einer B-Zell-Hyperplasie flihren. Unsere und die
Beobachtungen anderer Gruppen, aber auch Untersuchungen bei Patienten mit gain-of-function
Mutationen im CXCR4, zeigen jedoch genau das Gegenteil, ndmlich eine ausgepragte zumindest
quantitative Defizienz der B-Zell-Linie (Badolato & Donadieu, 2017; Kawai & Malech, 2009). Diese
Daten fordern eine Neubewertung der Rolle von CXCR4/CXCL12, der zufolge eine kritische
Signaldosis erforderlich ist, um die normale B-Zell-Homoostase einzustellen. Wir postulieren an
dieser Stelle, dass Analoges auch fiir andere CXCR4/CXCL12-responsive hdmatopoetische Zellsysteme

gelten sollte, was im Weiteren zu diskutieren sein wird.
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4.1. Einfluss der hyperaktiven CXCR4-Mutanten auf homoostatische HSPC

Die CXCR4-CXCL12-Achse ist nachweislich kritisch in verschiedene Prozesse der hamatopoetischen
Stammzellbiologie involviert, wenn auch Details der Signalverarbeitung, sogar des Signalangebotes
(Iosliches vs. stromagebundenes CXCL12, direkte Effekte (iber CXCR4 auf Stammzellen vs. indirekte
Uber CXCR4 auf reifen hamatopoietischen oder nicht-hdmatopoietischen Nischenzellen, etc.), unklar
bleiben. Durch die embryonale Letalitdit des CXCR4 knock-outs ist die Vergleichbarkeit zwischen
diesen Studien und Studien in adulten Tieren schwierig. Der Ort der embryonalen Hamatopoese ist
zunachst die fotale Leber (FL). Im Laufe der Embryogenese besiedeln die fétalen HSPC das
Knochenmark in dem malgeblich die adulte Hamatopoese stattfindet (Kikuchi & Kondo, 2006).
Histologisch konnte gezeigt werden, dass CXCR4-Defizienz zu einer Hypozellularitdt des
Knochenmarks an E15,5 fuhrt (Ma et al, 1998). In Transplantationsexperimenten von CXCR4-
defizienten FL-Zellen konnte die grundsatzliche Funktionalitdt (Repopulationskapazitat) der HSPC
gezeigt werden. CXCR4-defiziente FL-Zellen waren in der Lage, das Knochenmark letal bestrahlter
Empfangertiere zu repopulieren und es konnte eine vergleichbare Anzahl LSK-Zellen in Empfangern
CXCR4-kompetenter und -defizienter Zellen ermittelt werden (Kawabata et al, 1999; Ma et al, 1999).
Im Einklang mit der Hypothese der ,versorgenden Nische” konnte gezeigt werden, dass die
Transplantation CXCL12-defizienter FL-Zellen zu einem unauffdlligen Blutbild fihrt, da die
Stromazellen des Empfangerorganismus CXCL12-kompetent waren ((Kawabata et al, 1999) und
eigene, nicht publizierte Daten). Aus diesen Daten wurde geschlussfolgert, dass die Migration
zwischen der FL und dem Knochenmark ein CXCR4/CXCL12-abhéngiger Prozess ist und damit die
Signalachse fiir die Lokalisation von HSPC verantwortlich ist. Bestarkt wird diese These durch die
Ergebnisse von Wright und Kollegen. In einem Vergleich verschiedener Chemokine konnten sie
zeigen, dass HSPC in vitro ausschlieBlich gegen einen CXCL12-Gradienten migrieren (Wright et al,
2002). Zum Studium adulter Systeme wurden verschiedene linienspezifische CXCR4 knock-out
Modelle verwendet. Allerdings kommen diese Studien zu keinem einheitlichen Bild. Beziiglich der
Knochenmark HSPC-Population wurde berichtet, dass der HSPC-Pool nach Induktion des CXCR4
knock-outs verkleinert (Sugiyama et al, 2006), expandiert (Tzeng et al, 2011) oder normal grof} (Nie et
al, 2008) vorliegt. Diese Widerspriiche konnen allerdings — partiell — durch die genaue Betrachtung
der Daten aufgelost werden, da HS(P)C nicht einheitlich definiert genutzt wird. So zeigen Sugiyama
und Kollegen eine Reduktion von LSK CD34-Zellen und begriinden diese mit erhdhter
Zellzyklusaktivitat und Ausreifung, Tzeng und Kollegen hingegen beschreiben eine vergréBerte LSK-
Population. Diese auf den ersten Blick widerspriichlichen Ergebnisse kdnnten allerdings in Einklang
gebracht werden, da es sich bei LSK-Zellen um eine relativ reifere Population handelt, die aus den LSK
CD34-Zellen an der Apex der Stammzellhierarchie hervorgeht. Ein weiterer Unterschied dieser

Studien sind unterschiedliche Induktionsagenzien. So wurde postuliert, dass das Induktionsagens
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Polyinosinsaure:Polycytidylsdure des Mx1Cre-Systems (welches in der Arbeit von Sugiyama und
Kollegen genutzt wurde) moglicherweise die Zellzyklusaktivitat/Proliferation von HSPC anregt (Nie et
al, 2008), dies konnte allerdings in anderen Arbeiten nicht bestatigt werden (Velasco-Hernandez et
al, 2016). Unabhéngig von diesen Diskrepanzen konnte in allen Studien fiir CXCR4-defiziente HSPC
sowohl eine gesteigerte Zellzyklusaktivitat, als auch ein vergroRerter HSPC-Pool im Peripherblut
nachgewiesen werden. Dies konnte sowohl mit der erhohten Proliferation, aber auch mit dem
Verlust des Retentionssignals durch die CXCR4/CXCL12-Achse erklart werden. Dieser Effekt konnte
ebenfalls durch eine Dauerinfusion mit pharmakologischen CXCR4-Antagonisten beobachtet werden
(Karpova et al, 2017). Ein weiterer Nachteil der subtraktiven Analyse ist die fehlende Moglichkeit die
Signalweiterleitung nach der Aktivierung von CXCR4 durch CXCL12 zu untersuchen. GRK6-defiziente
(G-Protein Rezeptor Kinase 6) Mause weisen eine verstarkte zellulare Antwort nach CXCL12-
Aktivierung auf, dies wurde durch Chemotaxis-Experimente sowie die Aktivierung des MAPK-
Signalweges nachgewiesen (Chudziak et al, 2015). GRK-Proteine phosphorylieren C-terminale Reste
G-Protein gekoppelter Rezeptoren, wodurch die Internalisierung und damit das Abschalten des
Signals initiiert wird. Chudziak und Kollegen konnten lediglich einen milden Phanotyp GRK6-
defizienter Mause nachweisen, was durch einen kompensatorischen Effekt anderer Proteine der
GRK-Familie begriindet werden kann. Durch die hohe Konservation der CXCR4-CXCL12-Signalachse

wird kein vergleichbarer Kompensationsmechanismus erwartet.

Ein interessanter Ansatz wurde von Lai und Kollegen verfolgt. Um eine Uberaktivierung zu erreichen,
wurden HSPCs aufgereinigt und anschlieBend mit wildtypischen oder C-terminal trunkierten CXCR4
(ACXCR4) retroviral transduziert. In ACXCR4-Zellen konnte eine verminderte CXCR4-Internalisierung
nach CXCL12-Aktivierung, ein erhohtes Migrationspotential, sowie eine verstarkte Aktivierung des
MAPK-Signalweges festgestellt werden im Vergleich zu wildtypisch transduzierten Zellen. AuBerdem
beobachtete die Gruppe eine tendenziell stufenweise verbesserte Proliferation der transduzierten
Zellen (ACXCR4> WT > Mock/nicht transduziert) in vitro (Lai et al, 2014). Dieses Ergebnis steht in
Widerspruch zu den Schlussfolgerungen aus den zuvor beschriebenen subtraktiven Studien.
Allerdings ist die Vergleichbarkeit zwischen in vitro und in vivo Experimenten grundsatzlich schwierig.
Zell-Zell-Kontakte insbesondere mit nicht-hamatopoetischen Knochenmarkzellen, das Angebot von
CXCL12 (loslich vs. gebunden), sowie die Kombination und auch Kompetition um verschiedene
Zytokine (im Beispiel des CXCL12 noch in unterschiedlichen Konzentrationen) sind in vitro nicht
nachstellbar. Nichtsdestotrotz liefert dieses Experiment eine wichtige Erkenntnis: nicht immer liefert
dasselbe Signal auch dieselbe zelluldre Antwort. Offenbar wird die zellulare Antwort auch von der

zellularen Umgebung der Zellen beeinflusst.
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Zusammenfassend konnen aus diesen Daten diverse Hypothesen fiir den Einfluss eines liberaktiven
CXCR4-Rezeptors auf die Stammzellbiologie in der Homdostase abgeleitet werden. Der starke und
selektiv von CXCL12-abhangige Migrationsphanotyp konnte zu einer Relokalisation der Stammzellen
im Organismus flihren. Im Besonderen kénnte eine verstarkte Retention der HSPC im Knochenmark
erwartet werden. Nicht nur die Lokalisation, sondern auch der Stammzellpool an sich konnte
verandert sein, diesbeziglich sind die Daten nicht eindeutig, was die Hypothesengenerierung
erschwert. Davon abhangig muss auch die Proliferationsrate untersucht werden. Eine starker
proliferierende Zellpopulation kdnnte eine Erklarung fir einen vergroRerten HSPC-Pool sein und

umgekehrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die aberrante Aktivierung - sowohl verstarkt als auch deutlich
verlangert - des CXCR4-Rezeptors nach Ligandenbindung in HSPC durch drei unterschiedliche
Methoden in vitro nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die friihen zelluldren
Antworten, wie die F-Aktin Polymerisierung (vgl. Abb. 3.14) und die Aktivierung des MAPK-
Signalwegs am Beispiel der Erk-Phosphorylierung (vgl. Abb. 3.16), als auch die spaten funktionellen

1013/1013_Ze”en

Konsequenzen am Beispiel von Transwell-Migrationsassays (vgl. Abb. 3.13) in CXCR4
verstarkt detektierbar waren. Freitas und Kollegen konnten vergleichbare Migrationsergebnisse mit
aufgereinigten Lineage™-Zellen erreichen (Freitas et al, 2017). Wie allerdings zuvor erldutert, sind in
vitro Ergebnisse nicht unbedingt mit den in vivo Einfliissen korrelierbar. Die vorherrschende Meinung
beschreibt eine hohe CXCL12-Konzentration innerhalb der Stammzellnische. Den hier eingesetzten
Zellen wird bewusst CXCL12 entzogen, um die Rezeptorantwort zu untersuchen. Zur Verfeinerung
der Ergebnisse konnte eine Restimulation mit CXCL12 nach der initialen Stimulation (fiir F-Aktin
Polymerisierung und MAPK-Signalweg) oder sogar eine Prainkubation mit CXCL12 (fiir alle drei
eingesetzten Analysemethoden) genutzt werden, um sich einer in vivo Situation anzundhern. Dies gilt
im Besonderen, da eine im Vergleich zu wildtypischen Tieren erhéhte CXCL12-Konzentration in der

Knochenmarkflissigkeit von CXCR4'®'¥/10%3

-Tieren nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 3.11.).
Diese erhohte CXCL12-Konzentration kann entweder durch eine erhéhte CXCL12-Produktion oder
eine Akkumulation von CXCL12 durch verminderten Verbrauch (Verbrauch (iber Rezeptorbindung
und Internalisierung, aber auch Ilokale Proteolyse durch verschiedene Metalloproteasen)
hervorgerufen werden (Levesque et al, 2003; McQuibban et al, 2001; Steinl et al, 2013). Freitas und
Kollegen konnten ebenfalls eine erhohte CXCL12-Konzentration in der Milz detektieren (Freitas et al,
2017) und auf Transkriptionsniveau nachweisen, dass keine erhohte CXCL12-Genexpression vorliegt.
Dies kann ebenfalls fiir die Situation im Knochenmark angenommen werden. Zur Klarung dieser
Frage konnte eine RT-PCR auf Stromazellen (z.B. Ter119'CD45-Zellen) eingesetzt werden. Die

bisherigen Ergebnisse deuten auf eine Akkumulation von CXCL12 hin, welche moglicherweise durch

die gestorte Internalisierung des Rezeptors verursacht wird. Durch diese schlechtere Internalisierung
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des Rezeptors kdnnte es in den Aktivierungs-Experimenten zu einem inversen Ausgang kommen,
namlich dass weniger CXCR4 auf der Oberfliche der CXCR4**/*%3.ze|len zusitzlich aktiviert werden
kann (geringes Delta zwischen Basalaktivierung und Stimulation), da bereits ein Anteil des
extrazellular prasentierten CXCR4s aktiviert ist und nicht internalisiert wurde. Dadurch konnten
minimale Schwankungen im CXCL12-Konzentrationsgradienten maglicherweise von CXCR4%%/1013.
Zellen nicht adaquat verarbeitet werden. Somit kénnte es netto zu einer Abschwachung des Signals
kommen. Dieser Effekt konnte unter anderem auch die beschriebene Myelokathexis bei Patienten

1013 Mutation erkldren. Dabei ist festzuhalten, dass die beobachtete CXCR4-

mit heterozygoter CXCR4
Uberaktivierung nicht durch eine Uberexpression des Rezeptors auf der Zelloberfliche hervorgerufen
wird, vielmehr ist die mittlere Fluoreszenzintensitat nach Farbung mit anti-CXCR4 Antikorper bei WT
und CXCR4°**/113_| sK-Zellen gleich (vgl. Abb. 3.7.). Der erhéhte Nachweis von CXCR4-Transkript in
Lineage' CD117"-Zellen (vgl. Abb. 3.8.) kénnte durch differenzielle Verunreinigung durch andere Zellen
(es wurden eine ca. 80% reine Population fir die Analyse verwendet) oder durch Zellen erklart
werden, welche bereits erste Differenzierungsschritte, z.B. zu B-Zellen, durchlaufen haben und in WT
und CXCR4*¥1°B_Msusen unterschiedlich verteilt sind. Fir hinreichend angereicherte Populationen
(durchflusszytometrisch sortiert) postulieren wir keine Unterschiede beziiglich der Genexpression
von CXCR4. Auch Freitas und Kollegen detektieren durchflusszytometrisch eine vergleichbare CXCR4-
Oberflichenexpression von wildtypischen bzw. CXCR4*™¥*°_4spC. Allerdings werden nur ca. 15%
der LSK-SLAM-Zellen als CXCR4" detektiert. Dies widerspricht zum einen den in dieser Arbeit
beobachteten Ergebnissen (nicht gezeigt), als auch anderen publizierten Daten, in denen eine CXCR4-
Expression auf mindestens 80% der LSK-SLAM-Zellen sowohl durchflusszytometrisch als auch via RT-

PCR auf Einzelzellbasis nachgewiesen wurde (Ciriza et al, 2012). Diese Diskrepanz lasst sich eventuell

durch die unterschiedliche Antikdrperklone gegen CXCR4 erklaren.

Zwar konnte eine verminderte Zahl HSPC im Peripherblut von CXCR413/1013

-Tieren nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 3.5.A), allerdings kann aus den vorliegenden Daten ein Retentionsdefekt im
Knochenmark weder festgestellt, noch ausgeschlossen werden. Im Knochenmark konnten weder
funktionell (vgl. Abb. 3.5.B) noch durchflusszytometrisch (vgl. Abb. 3.6.A) verdnderte HSPC-
Populationen nachgewiesen werden. Numerisch ist der Anteil der zirkulierenden HSPCs am Gesamt-
HSPC-Pool allerdings so gering, dass ein etwaiger Unterschied nicht nachweisbar ware. Unstrittig

1013/103_Tjere, welche ebenfalls

hingegen ist eine vergrofRerte HSPC-Population in der Milz der CXCR4
funktionell (vgl. Abb. 3.5.C/D) und durchflusszytometrisch (vgl. Abb. 3.6.B) nachgewiesen werden
konnte. Dieser vergrofRerte HSPC-Pool kann durch verstdrkte Migration in die Milz oder durch eine
Generierung von HSPCs in der Milz erklart werden. Analog zur einer moglichen verstarkten Retention
im Knochenmark, ist eine verstarkte Migration in die Milz nicht nachweisbar. Allerdings konnte durch

Analyse der zellzyklischen Aktivitit gezeigt werden, dass CXCR4'**/1%3 | SK-Zellen der Milz zellzyklisch
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aktiver sind als die wildtypischen Kontrollzellen (vgl. Abb. 3.10.), im Sinne einer vermehrten
Proliferationsaktivitdit von HSPC in der Milz. Im Knochenmark hingegen waren die untersuchten
Zellen zellzyklisch unauffallig (vgl. Abb. 3.9.). In diesem Punkt widersprechen die von uns erhobenen
Daten den bereits publizierten von Freitas und Kollegen. Diese konnten durchflusszytometrisch eine,

wenn auch subtile, Hemmung des Zellzyklus in LSK-Zellen von CXCR413/1013

-Tieren zeigen und
erklaren dies zusatzlich mit einer reduzierten Expression der D-Zykline (Ccnd1, Ccnd2 und Ccnd3) in
diesen Zellen. Allerdings kdonnen keine Auswirkungen der verminderten Zellzyklusaktivitat (z.B.
numerisch reduzierte HSPC im Knochenmark) gezeigt werden. Die Befunde in der Milz stimmen mit
denen in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen Uberein, allerdings flihrten Freitas und Kollegen keine
Zellzyklusanalysen in Milzzellen durch, sondern postulierten lediglich, dass es sich um eine verstarkte
extramedullare Hamatopoese (EMH) handelt. Begriindet wird diese Hypothese unter anderem mit
der zuvor beschriebenen erhéhten CXCL12-Konzentration in der Milzflissigkeit, welche in dieser
Arbeit ebenfalls reproduziert werden konnte (vgl. Abb. 3.11.). Die hier diskutierten Ergebnisse
stltzen diese These und im weiteren Verlauf werden zusatzliche Belege prasentiert werden. Um die
Auswirkung der EMH genauer analysieren zu kdonnen, missten die durchgefiihrten Versuche in

splenektomierten Tieren wiederholt werden. Splenektomierte CXCR4%*¥/10%3

-Tiere sind lebensfahig
(vgl. Abb. 3.23./24.), wodurch ausgeschlossen werden kann, dass die gesamte Hamatopoese dieser
Tiere ausschlieRlich auf der EMH in der Milz beruht. AuBerdem konnten weitere Organe (z.B. die
Leber) auf eine etwaige EMH untersucht werden. Zusatzlich kdnnten Transplantationsexperimente
mit Milzzellen durchgefiihrt werden, um zu priifen, ob sich durch die gesteigerte Proliferationsrate in
der Homoostase mogliche Erschépfungs-Effekte einstellen. Werden konditionelle CXCR4 knock-out

Tiere wochentlich mit dem Zytostatikum 5-Fluorouracil behandelt, so haben sie eine geringere

Lebenserwartung als CXCR4-kompetente Tiere (Nie et al, 2008).
4.2. CXCR4-abhangige Mobilisierung

Durch die Gabe von Plerixafor und/oder dem Zytokin G-CSF kénnen HSPC in die Peripherie mobilisiert
werden. Beide Reagenzien wirken auf die CXCR4-CXCL12-Achse ein, allerdings mit einem
unterschiedlichen Wirkmechanismus. Wahrend Plerixafor ein direkter CXCR4-Antagonist ist, wirkt G-
CSF indirekt an der CXCR4-CXCL12-Achse, namlich durch von Neutrophilen ausgeschittete
Proteasen, welche CXCL12 N-terminal trunkieren, dadurch inaktivieren und somit die CXCR4-CXCL12-
vermittelte Retention der HSPC im Knochenmark unterbrechen. Diese unterschiedlichen
Wirkmechanismen erklaren auch den synergistischen Effekt bei gleichzeitiger Gabe, welcher
ebenfalls mit anderen direkten CXCR4-Antagonisten nachweisbar ist (Broxmeyer et al, 2005; Karpova

et al, 2013). Experimentelle Daten legen die Vermutung nahe, dass die Mobilisierung maRgeblich aus
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dem Knochenmark erfolgt, da splenektomierte Tiere mit einer vergleichbaren Effizienz mobilisieren

wie nicht splenektomierte Kontrolltiere (Bonig et al, 2009; Ramirez et al, 2009).

Die publizierten Daten zu Tieren mit C-terminal trunkiertem CXCR4 von Balabanian und Kollegen
bzw. Freitas und Kollegen sind nicht konsistent. Balabanian und Kollegen beschreiben 3 Stunden nach
Plerixafor Injektion vergleichbare Werte von Gesamt-Leukozyten, B-Zellen und Neutrophilen im Blut
von CXCR4"'°%.Tieren bzw. wildtypischen Kontrollen (Balabanian et al, 2012). Dies entspricht
allerdings nicht der erwarteten Kinetik, welche ein Maximum zwischen 60 und 120 Minuten nach
Injektion beschreibt, welches anschlieRend wieder rapide auf homdostatisches Level abfallt
(Balabanian et al, 2012; Broxmeyer et al, 2005). Freitas und Kollegen hingegen beschreiben eine
Mobilisierungsdefizienz unreifer Zellen (LSK und CFU-C) 60 Minuten nach Plerixafor-Injektion in
CXCR4"%_ ynd CXCR4 /18 Tigren (Freitas et al, 2017). Eine differenzielle Mobilisierung von reifen
und unreifen Zellen erscheint mindestens ungewoéhnlich und deckt sich auch nicht mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. Hier konnte gezeigt werden, dass die Mobilisierungseffizienz mit Plerixafor
im Maximum (60 min bzw. 120 min nach Plerixafor-Injektion) vergleichbar zwischen CXCR4%*3/*03.
Tieren und den wildtypischen Kontrollen war, es allerdings im weiteren Verlauf (nach 4 Stunden bzw.
6 Stunden) zu einer veranderten Kinetik kam (vgl. 3.23.A). Diese Veranderung kann gut durch den
Internalisierungsphanotyp erklart werden. Der mit Plerixafor inaktivierte Rezeptor verbleibt auf der
Oberflache, wodurch ein Re-Homing (z.B. in das Knochenmark oder die Milz) verzogert wird.
Interessanterweise konnte dies in splenektomierten Tieren nicht reproduziert werden. In diesen

Tieren konnte ein Mobilisierungsdefizienz der CXCR4'**/1%%3

-Tiere gezeigt werden (vgl. Abb. 3.23.B).
Aufgrund dieses Ergebnisses muss davon ausgegangen werden, dass die Plerixafor-vermittelte
Mobilisierung in den CXCR4***°3_Tieren anders als bei wildtypischen Mdusen maRgeblich aus der

Milz stattfindet.

1013/1013 _

Die Mobilisierung mit Hilfe von G-CSF ergab hingegen eine Mobilisierungsdefizienz der CXCR4
Tiere, welche qualitativ ebenfalls in den splenektomierten Tieren nachweisbar war (vgl.
Abb. 3.24.A+B). Dieser Phanotyp konnte durch den erhohten CXCL12-Spiegel in der
Knochenmarkflussigkeit der CXCR4™*/*®_Tiere erklart werden (vgl. Abb. Abb. 3.11.). Dies kénnte
durch eine Messung der CXCL12-Spiegel nach G-CSF Mobilisierung verifiziert werden, wobei
Antikorper verwendet werden missten, die zwischen Volllangen- und trunkiertem CXCL12

unterscheiden. Allerdings sind derartige Antikérper uns nur aus dem humanen System bekannt.
4.3. Einfluss der hyperaktiven CXCR4-Mutanten auf die Repopulationkapazitat

Das maRgebliche Charakteristikum einer hdamatopoetischen Stammzelle ist die Fahigkeit, das

Knochenmark eines myeloablativ konditionierten Empfangertieres zu repopulieren und anschlieSend
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eine neue, multilinedre Hamatopoese vom Spendertyp zu etablieren. Mit anderen Worten ist der
definitive Nachweis fir die Existenz von bonafide Blutstammzellen die (serielle) Transplantierbarkeit
dieser Zellen (Morrison & Weissman, 1994; Osawa et al, 1996). Die Zellen missen zunachst in das
Knochenmark des Empfangertieres gelangen (Homing, (K. Lahiri & M. Van Putten, 1969; Testa et al,
1972)), anschlieBend ihren Platz in der Stammzellnische einnehmen (Jiang et al, 2009), proliferieren
und dadurch das neue hamatopoetische System aufbauen (engraftment). Wie bereits beschrieben,
sind CXCR4-defiziente Zellen in der Lage, das Uberleben des Empfingertieres mit gewissen
Einschrankungen (z.B. B-Zellaplasie) zu sichern. Diese Erkenntnis bedeutet zugleich, dass CXCR4-
defiziente Zellen grundséatzlich in der Lage sind zu homen, aber ob das Homing quantitativ
moglicherweise von CXCR4-vermittelten Signalen begiinstigt wird oder nicht, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Blockierung der CXCR4/CXCL12-Signalachse
durch Pertussis-Toxin oder Plerixafor, aber auch die Uberexpression von CXCR4 bzw. ACXCR4 keinen
Einfluss auf das Homing haben (Bonig et al, 2004; Bonig et al, 2006; Lai et al, 2014). Beziglich der
,Uberexpression” ist anzumerken, dass jederzeit nur ein Bruchteil der Rezeptoren auf der Oberfliche
prasentiert wird (Zhang et al, 2004), so dass unklar ist, inwieweit zusatzlich synthetisierte CXCR4
Molekiile die Oberflachenexpressionsdichte oder die CXCR4-Signalstarke tGberhaupt beeintrachtigen.
Dies wurde moglicherweise bisher in der Literatur zu wenig thematisiert. Peled und Kollegen konnten
nach Prdinkubation humaner CD34+-Zellen mit Maus-anti-humanem antifunktionellem CXCR4
Antikoérper kein Homing dieser Zellen in NOD/SCID-Mausen nachweisen, wobei einschriankend
angemerkt werden muss, dass diese Zellen auch in der Peripherie nicht nachweisbar waren (Peled et
al, 1999b), so dass zytotoxische Effekte des verwendeten antifunktionellen Antikdrpers zu
diskutieren waren. Unterschiede in der CXCR4-Abhangigkeit zwischen humanen und murinen HSPCs
sind ebenfalls nicht a priori auszuschlieBen. Einen indirekten Nachweis fir eine mogliche CXCR4-
Abhédngigkeit bezliglich des Homings in der Maus liefern Nie und Kollegen. In ihren Experimenten
wurden konditionelle CXCR4 knock-out Zellen kompetitiv transplantiert. Dabei wurde der knock-out
einmal vor der Transplantation und einmal nach der Transplantation induziert. Der Vergleich ergab,
dass Zellen, in denen CXCR4 vor der Transplantation deletiert wurde, eine schlechtere
Repopulierungseffizienz aufwiesen als eine CXCR4-Deletion nach der Transplantation. Daraus wurde
ein Einfluss auf das Homing abgeleitet (Nie et al, 2008). Allerdings konnten diese Ergebnisse auch
aufgrund anderer Faktoren zu Stande kommen. So konnte auch eine wenig effiziente
Nischenbesetzung durch CXCR4-defiziente Zellen oder bereits erwdahnte Ausdifferenzierung der HSPC
zu Lasten der Selbsterneuerung (siehe Kap. 4.1.) fiir den beobachteten Phanotyp verantwortlich sein.
Nach der spontanen Heilung einer WHIM-Patientin durch Chromothrypsis wurden auBerdem
Experimente mit hemizygoten CXCR4-Tieren durchgefiihrt, wobei durchflusszytometrisch gezeigt

werden konnte, dass hemizygote CXCR4-Zellen eine schlechtere Homing-Effizienz aufwiesen als
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wildtypische Kontrollzellen (Gao et al, 2018). Allerdings konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
durchflusszytometrische Hominganalysen mit zellpermeablen Farbstoffen durch microenvironmental
contaminations (MEC) verfalscht werden kdnnen (Lassailly et al, 2010). Diese MECs treten vor allem
in Tumor- und Entzlindungssituationen auf. Durch die der Transplantation vorangehende Bestrahlung
ist das Knochenmark der Empfangertiere ein hochentziindliches Milieu, in dem das Auftreten von
MECs wahrscheinlich ist. Die Datenlage beziiglich des Einflusses der CXCR4-CXCL12-Signalachse auf
das Homing ist somit widerspriichlich. Ein moglicher Einfluss sollte funktionell untersucht werden,

um Artefakte durch MECs zu vermeiden.

Die Datenlage fiir den Einfluss der CXCR4-CXCL12-Achse auf das Engraftment ist allerdings
eindeutiger. Sowohl Nie und Kollegen, als auch Lai und Kollegen, postulieren eine verstarkte
Repopulationsfahigkeit von konditionellen knock-out Zellen in einem kompetitiven
Transplantationsexperiment (Lai et al, 2014; Nie et al, 2008). Interessanterweise wurden sowohl fur
konditionelle CXCR4 knock-out Zellen als auch fiir eine CXCR4-Uberexpression bzw. ACXCR4-
Expression ein dhnlicher Phanotyp im Peripherblut bestimmt, welcher durch eine Leukopenie
gekennzeichnet ist. In beiden Fallen wurde ein dramatisch reduzierter Anteil am Donor-Chimarismus
festgestellt. In der Studie von Lai und Kollegen wurden allerdings keine absoluten Leukozytenzahlen
bestimmt, was den Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit erschwert. Fiir hemizygote CXCR4-
Zellen wurde hingegen ein Engraftmentvorteil gegeniliber wildtypischen Zellen gezeigt. Allerdings
fehlen in diesen Studien fiir eine definitive Bewertung der Ergebnisse wichtige Kontrollen. Es wurden
weder - flir den Vergleich wichtig - Daten aus der Homoostase erhoben, noch wurde ein Beweis
gefiihrt, dass die Hemizygotie fir CXCR4 tatsachlich einen Einfluss auf die CXCR4-Expression oder
-Oberflachenprasentation hat. Zudem wurde gezeigt, dass hemizygote Zellen in der Lage sein sollen,
unkonditionierte Empfanger zu engraften (bis zu 20% der Leukozyten im Peripherblut, ca. 5% im
Knochenmark) (Gao et al, 2018; McDermott et al, 2015). Eine CXCR4-Herunterregulierung in
hemizygoten CXCR4-Tieren ware insofern interessant, da es strukturbiologische Hinweise gibt, dass
auch monomeres CXCR4 als funktionelle Einheit agieren kann (Kufareva et al, 2014).
Sturkturbiologische Daten sind zwar sehr artifiziell, kénnten aber durch geeignete biophysikalische
Methoden erweitert und verifiziert werden (Dietz et al, 2013). Nach Sekundartransplantationen
konnte gezeigt werden, dass sowohl CXCR4-lberexprimierende als auch ACXCR4-exprimierende
Zellen einen deutlich unterdurchschnittlichen Anteil zum Donor-Chiméarismus beitrugen (Lai et al,
2014). Die Daten von Gao bzw. McDermott und Kollegen und Lai und Kollegen scheinen sich zu
widersprechen, allerdings wurden keine Experimente durchgefiihrt, die mogliche Erklarungen zum
Auflosen dieses Widerspruches liefern. Zum Beispiel kénnte eine erhdhte Proliferationsrate der

ACXCR4-exprimierenden HSPC auf mdgliche Erschopfungseffekte hindeuten.
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Die hier mit CXCR4'°3/1°3_knochenmark-CFU-C erhobenen Daten unterstiitzen einen Einfluss der
CXCR4-CXCL12-Achse auf das Homing von HSPC (vgl. Abb. 3.25.). Es konnte eine diskrete, aber

1013/1013_Ze”en

signifikante, Verringerung von CFU-C im Peripherblut in Empfiangern von CXCR4
nachgewiesen werden. Dieser Einfluss ist allerdings quantitativ gering und hat vermutlich keine
grolRe biologische Relevanz, da sogar CXCR4 knock-out Zellen homen koénnen. Freitas und Kollegen
kénnen ebenfalls einen Homing-Effekt nachweisen. Allerdings steht dieser in diametralen

1013/1013_74len eine tendenziell bessere

Widerspruch zu den hier gefunden Daten, in denen CXCR4
Homingeffizienz aufweisen als die wildtypischen Kontrollen. Diese Diskrepanz kdnnte moglicherweise
durch die unterschiedliche Methodik aufgelost werden. Die Daten von Freitas und Kollegen legen
einen sehr ausgepragten negativen Homing-Effekt nahe (~50% reduzierte Homing Effizienz bei LSK-
Zellen, ~66% bei LSK SLAM-Zellen), welcher allerdings keine weiteren Konsequenzen zu haben
scheint. Es wurden z.B. weder ein Engraftment-Defekt noch eine verminderte Uberlebensrate dieser
Tiere gezeigt, was zumindest Uberraschend ist. Es konnte lediglich eine um die Halfte verminderte

1013/1013

LSK SLAM-Population nach 4 Monaten in den Empfangern von CXCR4 -Zellen gezeigt werden.

Diese Reduktion lasst sich vermutlich nicht auf den Homing-Defekt zurlickfiihren, da die Empfanger

1913 76len shnlich eingeschrankt in ihrer Homing-Kapazitat beschrieben

von heterozygoten CXCR4
wurden, die LSK SLAM-Population in diesen Tieren allerdings normal gro war. Eine mogliche weitere
Erklarung fir den hier gezeigten Homing-Phdanotyp konnte eine Modulation von Integrin-
Prasentation auf der Oberflaiche der HSPC darstellen. Dies konnte zukiinftig durchflusszytometrisch

oder funktionell analysiert werden.

In dieser Arbeit konnte in nicht kompetitiven Transplantationsexperimenten gezeigt werden, dass

*1913  homozygoten

das Engraftment in Empfangern von wildtypischen, heterozygoten CXCR4
CXCR4™*/*%3_ ynd GFP*-Zellen vergleichbar war (vgl. Abb. 3.26.). Nach ca. 70 Tagen wurden stabile
Leukozytenzahlen im Peripherblut der Empfanger in allen untersuchten Transplantationsregimen
nachgewiesen. Allerdings muss einschrankend angemerkt werden, dass Empfanger von CXCR4*/1013.
bzw. CXCR4'™¥/1%%3_7¢|len sich auf niedrigerem Niveau stabilisierten. Dieses war jedoch vergleichbar
mit den entsprechenden homodostatischen Werten. Durch die ausschlieRliche Abhangigkeit vom
Spenderknochenmark kann ein potentieller Einfluss des Stromas ausgeschlossen und ein
hamatopoetisch zellintrinsischer Mechanismus nachgewiesen werden. Diese Schlussfolgerung ist mit

Beobachtungen anderer Gruppen vereinbar (Freitas et al, 2017; Lai et al, 2014).

Die kompetitiven Transplantationsexperimente lieferten nicht die erwarteten Ergebnisse. Es wurde
angenommen, dass die in  homdostatischen  CXCR4™°3.\Msusen  verminderten
Blutleukozytenpopulationen durch einen entsprechend erhéhten Beitrag von Kompetitorzellen auf

physiologisches Niveau angehoben werden wiirde. Wie in Abb. 3.27.A dargestellt, war dies jedoch

104



nicht der Fall. Kompetitive Transplantationsexperimente wurden in dhnlicher Weise von McDermott
und Kollegen durchgefiihrt. Allerdings wurden dort lediglich prozentuale Beitrage des jeweiligen
Genotyps angegeben, wodurch diese schwer mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbar sind. Als
weiterer Unterschied wurden von McDermott und Kollegen ausschlieBlich heterozygote CXCR4*/10%3.
Zellen eingesetzt. Nichtsdestotrotz kdnnen wir wie auch McDermott einen im Vergleich zu
wildtypischen CXCR4-Transplantaten niedrigeren prozentualen Beitrag von CXCR4©¥/10%3 pzw,
CXCR4*™2.zZellen im Peripherblut nachweisen. Ein méglicher toxischer Einfluss von GFP mit
Konsequenz eines relativ unterdurchschnittlichen Engraftments wurde in der Literatur kontrovers
diskutiert (Baens et al, 2006; Faltusova et al, 2018; Liu et al, 1999). Allerdings konnten wir einen
vergleichbaren Anteil von GFP-Kompetitorzellen unabhdngig vom jeweiligen bone marrow of
interest (BOI) in allen reifen Blutzelllinien feststellen, womit die etwaige Zytotoxizitat von eGFP unter
unseren Bedingungen durch den experimentellen Aufbau kontrolliert wird (Abb. 3.27.C+D). Wird das

1013/1013

im Vergleich zu WT-CXCR4-Zellen tendenziell verbesserte Homing der CXCR4 -Zellen in

Betracht gezogen, hatte eine mogliche Erklarung fir diesen Phanotyp eine verbesserte

Repopulationseffizienz des Knochenmarks durch CXCR4%:3/1013

-Zellen sein kdnnen, was allerdings
experimentell ausgeschlossen werden konnte. Die Repopulationskapazitdaten von wildtypischen bzw.
CXCR4'3/1%13_7¢|len waren vergleichbar und entsprachen in etwa dem transplantierten Verhiltnis
(vgl. Abb. 3.28.A). Analog zum Peripherblut konnten auch im Knochenmark - mit Ausnahme der
Monozyten - keine signifikanten Unterschiede im Beitrag der GFP-Kompetitorzellen detektiert
werden (vgl. Abb. 3.28.B+D). Dies legt einen moglichen trans-Effekt der CXCR4°*¥1%3_Zellen auf die
GFP*-Zellen nahe. Analoge Ergebnisse wie im reifen wurden auch im unreifen Kompartiment
beobachtet. Weder funktionell noch durchflusszytometrisch konnte eine unterschiedliche Verteilung
zwischen dem jeweiligen BOI und dem GFP-Kompetitor festgestellt werden (vgl. Abb. 3.30.B+D).
Ebenfalls konnte eine zellzyklisch unterschiedliche Aktivitdt von LSK-Zellen im Knochenmark
ausgeschlossen werden (Abb. 3.31). Durch den Einsatz von CD45.1-Zellen als Kompetitor konnten
tendenziell vergleichbare Ergebnisse zur Transplantation mit GFP*-Kompetitorzellen erzielt werden.
Allerdings macht die sehr kleine Kohorte definitive Aussagen schwierig. Zur Uberpriifung misste die
Kohorte vergroRert werden. Die in der Homoostase kritische Rolle der Milz miisste ebenfalls genauer
analysiert werden, z.B. durch Zellzyklusanalysen. Ebenfalls konnten HSPC durchflusszytometrisch
determiniert werden. Allerdings konnten wir zeigen, dass qualitativ vergleichbare Ergebnisse bei der
durchflusszytometrischen und funktionellen Bestimmung von HSPC erzielt werden konnten (vgl. Abb.

Abb. 3.5.B-D und Abb. 3.6.), wodurch anzunehmen ist, dass die funktionellen Ergebnisse aus Abb.

3.30.C eine mindestens gute Annaherung darstellen.

Ein Ratsel bleibt weiterhin der Mechanismus, der die Kompetitorzellen davon abhalt, die Peripherie

auf ein physiologisches Niveau aufzufiillen. Der Einfluss wird besonders in den sekundaren
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Transplantationen deutlich. Obwohl in den Empfiangern kaum CXCR4
hdamatopoetischen Organen im Vergleich zu den Kompetitorzellen nachweisbar waren (vgl.
Abb. 3.32.), wurde das Uberleben - mutmaRlich - wesentlich durch eine autologe Rekonstitution
gesichert. Diese Vermutung erhartet sich, wenn betrachtet wird, dass nach dem Ausbleiben einer
autologen Rekonstitution alle Empfangertiere innerhalb von ca. 8 Wochen verstarben (vgl. Abb. 3.37.
und Kap. 3.4.3.4.) bei einer normalen Uberlebensrate der WT/Kompetitor sekundar transplantierten
Tiere. Freitas und Kollegen kénnen ebenfalls eine dramatisch reduzierte LSK-SLAM-Population nach
Sekundartransplantationen in einem nicht-kompetitiven Versuchsansatz in den Empfangern von
CXCR40¥/1913 74|16 nachweisen. Wie bereits diskutiert, konnte keine erhdhte Zellzyklusaktivitat in
LSK-Zellen im Knochenmark (weder in der Homdostase, noch nach Transplantation) nachgewiesen
werden, wodurch ein Erschopfungsmechanismus ausgeschlossen werden kann. Das verbesserte

1013/1013_76len die Stammzellnischen effizienter im

Homing konnte dazu fihren, dass durch die CXCR4
Vergleich zum Kompetitor besetzt werden kénnen und das Engraftment von Kompetitorzellen
lediglich auf Vorlauferzellen beruht, welche nach Sekundartransplantation nicht mehr repopulieren
kénnen. Diese Frage konnte durch kompetitive Homing-Experimente geklart werden, welche
technisch allerdings sehr herausfordernd sind. Eine weitere Mdoglichkeit kdnnte die Akkumulation
von CXCL12 darstellen. In der Homdostase konnte bei CXCR4™**/°% Mausen eine Akkumulation von
CXCL12 in der Knochenmarkfliissigkeit nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.11.), welche allerdings -
mutmallich - nicht auf eine erhohte CXCL12-Genexpression zurilickzufiihren ist. Eine Messung der
CXCL12-Spiegel nach (kompetitiver) Transplantation kénnte Rickschlisse auf eine mogliche CXCL12-
Akkumulation zulassen. Allerdings kann durch diesen Nachweis nicht die Quelle des CXCL12
bestimmt werden, wobei CXCL12 aus hdmatopoetischen Zellen wahrscheinlich nur eine
untergeordnete Rolle spielen dirfte. Eine weitere interessante Moglichkeit stellt der Austausch von
extrazellularen Vesikeln dar. Es konnte bereits experimentell gezeigt werden, dass durch
extrazellulare Vesikel auch funktionelle Proteine Ubertragen werden kénnen und diese auch die
Funktion von Zellen modulieren kdnnen (Mancek-Keber et al, 2018). Zuséatzlich argumentierten
Janowska-Wieczorek und Kollegen, dass Antigene von Thrombozyten (inklusive CXCR4) durch
sogenannte platelet-derived microparticle (PMP) auf andere Zellen Ubertragen werden konnen
(Janowska-Wieczorek et al, 2001). Zusammengenommen kénnten diese Ergebnisse auf eine mogliche
Ubertragung des C-terminaltrunkierten Rezeptors schlieRen lassen. Allerdings ist vollkommen unklar,
was Ubertragen wird (mRNA, DNA oder Protein) und unter welchen Umstinden es zu dieser
Ubertragung kommen kann, wodurch eine experimentelle Priifung dieser Theorie erschwert wird.
Beispielweise konnte eine Co-Kultur aus Zellen, welche markiertes CXCR4 (z.B. HA-tagged), und
anderweitig markierte vergleichbare Zellen (z.B. GFP-exprimierend) angelegt werden und diese in

definierten Zeitabstdnden durchflusszytometrisch untersucht werden. Das Vorhandensein von HA-
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CXCR4 auf GFP*-Zellen wiirde somit einen Austausch belegen. Der genaue Ubertragungsweg wiirde
allerdings trotzdem unklar bleiben. Ebenso kdnnte argumentiert werden, dass eventuell wichtige

Stimuli fehlen, falls keine derartigen Zellen nachgewiesen werden kénnen.
4.4. Einfluss der hyperaktiven CXCR4-Mutanten auf die B-Lymphopoese

Bereits zu Beginn dieses Kapitels wurde auf das Paradoxon hingewiesen, dass sowohl eine CXCR4-
Defizienz, als auch eine CXCR4-Uberaktivierung zu einer B-Zellaplasie fithren. Allerdings ist
festzuhalten, dass die Datenlage bezliglich eines kritischen Einflusses der CXCR4-CXCL12-Achse nicht
eindeutiger sein kénnte. Sowohl der (linienspezifische) knock-out flir CXCR4 oder CXCL12 (Kawabata
et al, 1999; Lai et al, 2014; Ma et al, 1998; Ma et al, 1999; Nie et al, 2008; Sugiyama et al, 2006), als
auch die pharmakologische Unterbrechung des Signalweges (Day et al, 2015; Karpova et al, 2017;
Winkler et al, 2013), wie auch die Uberaktivierung vom CXCR4 (Balabanian et al, 2012; Biajoux et al,
2016; Freitas et al, 2017) sind mit einer numerischen Reduktion der B-Zellen vergesellschaftet. Ma
und Kollegen konnten zeigen, dass nach Transplantation CXCR4-defizienter Zellen in wildtypische
Empfanger im Knochenmark eine reduzierte B-Zellvorlauferpopulation nachzuweisen war. Diese
Vorlaufer waren allerdings in vitro in der Lage zu reifen B-Zellen auszudifferenzieren (Ma et al, 1999).
Die in vitro Differenzierung wird, notabene, in Abwesenheit von CXCL12 durchgefiihrt und ist insofern
nur bedingt reprasentativ flr die physiologische Ausreifung von B-Zellen. Dazu passend konnte durch
Chemotaxis- und Ca**-Mobilisierungsexperimente gezeigt werden, dass die CXCR4-CXCL12-Achse im
Besonderen in den unreifen proB- und preB-Zellen aktiv ist (D'Apuzzo et al, 1997). Dies korreliert
nicht Gberraschend mit maximal hoher CXCR4-Expression in diesen B-Zellsubpopulationen, welche im
Laufe der Ausreifung zunachst graduell abfallt und erst in post-medullaren, reifen B-Zellen wieder
hochreguliert wird (Beck et al, 2014; Pereira et al, 2009), wie auch hier gezeigt (Abb. 4.1.).
Zusammengenommen schlagen diese Ergebnisse einen Lokalisationsmechanismus in der Ausreifung
von B-Zellen fiir die CXCR4-CXCL12-Signalachse vor. Die unreifen B-Zellen werden zunachst CXCR4-
abhangig im Knochenmark zurlickgehalten. Durch Herunterregulation der Oberflachenexpression von
CXCR4 kénnen die Zellen weiter ausdifferenzieren und schliefRlich im Zustand der innerhalb der B-
Zelldifferenzierung niedrigsten CXCR4-Oberflachenprdasentation kommt es zum Egress. Ein
funktioneller Zusammenhang zwischen (relativer) Herunterregulierung von CXCR4 und Egress, bzw.
umgekehrt zwischen quantitativer Retention von B-Zellvorlaufern und maximal hoher CXCR4-
Oberflachenexpression, ware zu postulieren. Dies legen auch Studien von Hardy und Kollegen nahe,
die in unreifen Stadien eine starke Stromaabhangigkeit der B-Zellentwicklung ausmachen, welche

spater durch eine IL-7 Abhangigkeit ersetzt wird (Hardy et al, 1991).

In dieser Arbeit konnte durchflusszytometrisch und funktionell gezeigt werden, dass die CXCR4-

Uberaktivierung zu einem Verlust von proB/preB-Zellen im Knochenmark bei gleichzeitiger
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VergroRerung dieser Populationen in der Milz fuhrt (vgl. Abb. 3.18. und Abb. 3.21). Ein pramaturer
Egress aus dem Knochenmark konnte diskutiert werden und tatsachlich kdnnen wir auch eine

1013/1013_Tiaren nachweisen

deutlich vergréRerte proB/preB-Population im Peripherblut von CXCR4
(vgl. Abb. 3.18.A), allerdings kann dies aufgrund numerischer Unterschiede nicht die alleinige
Ursache darstellen. Balabanian und Kollegen und Freitas und Kollegen zeigen dhnliche Befunde
beziiglich des Knochenmarks von CXCR4**** pzw. CXCR4'**/* Tieren (Balabanian et al, 2012;
Freitas et al, 2017). Wie zuvor beschrieben, postulieren Freitas und Kollegen, dass in der Milz von
CXCR4™%/98 Tieren EMH stattfindet. Ob es sich dabei um ein funktionell relevantes Stress-
kompensatorisches Ereignis oder den Phdnotyp einer CXCR4-hyperaktiven unreifen Hamatopoese
handelt, wird nicht thematisiert. Im Einklang mit der zuvor beschriebenen Literatur konnten wir im
wildtypischen Knochenmark eine B-subpopulationsspezifische CXCR4-Oberflachenexpression
detektieren, welche nach dem preB/proB-Stadium zunichst relativ herunter- und anschlieRend in
den reifen B-Zellstadien wieder hochreguliert wird (Abb. 4.1.) (Beck et al, 2014; Pereira et al, 2009).

Letzteres war in CXCR4013/2013

-Tieren nicht der Fall, wobei in Betracht gezogen werden muss, dass die
guantitativ massiv verminderten reifen B-Zellstadien in diesen Tieren immer noch vergleichbare
CXCR4-Oberflachenexpressionen mit den wildtypischen Kontrollen aufwiesen. Aufgrund der
Normalisierung auf die wildtypischen Kontrollen ist diese Information allerdings nicht aus der
Abb. 3.19. ersichtlich, weshalb sie an dieser Stelle nochmal in absoluten MFI-Werten (mean
fluorescence intensity) dargestellt ist (siehe. Abb. 4.1.). Zur weiteren Detailanalyse konnte mit RT-PCR
Experimenten in den einzelnen Subpopulationen geklart werden, ob es sich bei diesen Ergebnissen
(nur) um eine erhéhte Oberflachenprasentation oder das Ergebnis einer erhéhten Genexpression
handelt. Zusatzlich kénnte untersucht werden, ob sich preB und proB-Zellen in vitro zu reifen B-Zellen
- analog zu Ma und Kollegen - ausdifferenzieren lassen. Dieser Assay wird in Abwesenheit von CXCL12
durchgefiihrt. Die Tatsachen, dass CXCR4%*/1083 Tiare reife B-Zellen besitzen (wenn auch in
geringerer Zahl), diese eine vergleichbare CXCR4-Oberflaichenexpression zu den wildtypischen
Kontrollen aufweisen und funktionell sind (siehe unten), deuten darauf hin, dass die
Ausdifferenzierung nicht gestort sein diirfte und es sich - im Einklang mit der Literatur - um einen
CXCR4/CXCL12 induzierten Lokalisationsphanotyp handelt. Karpova und Kollegen konnten durch
Dauerinfusion mit einem CXCR4-Antagonisten die B-Lymphopoese in wildtypischen Tieren stark

1013/1013 Tiaren kénnte zu einer

einschrénken (Karpova et al, 2017). Dieselbe Behandlung in CXCR4
Normalisierung der B-Lymphopoese fithren, wobei zunachst die Dauer der Behandlung und die

Konzentration des CXCR4-Antagonisten bestimmt werden mussten.
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Abbildung 4.1. CXCR4-Oberflichenexpression auf B-Zellreifestadien (absolut). B-Zellen wurden als CD45'B220'im
Knochenmark von wildtypischen (A) oder CXCR41013/1013-Tieren (B) definiert. AnschlieBend wurden die Subpopulationen
wie folgt definiert: PreProB-Zellen: CD43°CD24°, preB/proB-Zellen: CD43'CD24'IgM’IgD’, unreife B-Zellen CD43
CD24*1gM“™IgD’, transitionale B-Zellen: CD43'CD24*IgM*IgD’, ein friihes B-Zellreifestadium: CD43 CD24*IgM*IgD", ein spates

+

B-Zellreifestadium: CD43" CD24+IgMdim/'°‘”lgD . CXCR4-Oberflachenexpression wurde durchflusszytometrisch (FMO-
kontrolliert) ermittelt und die MFI der einzelnen Subpopulationen bestimmt. MW+SEM.

AnschlieBend wurde die Frage adressiert, ob der Verlust der reifen B-Zellen in der Peripherie
(vgl. Abb. 3.18.A) Folge einer erhdhten Apoptose-Rate oder eines Reifungsstopps ist. Unsere
Experimente konnen keine vermehrte Apoptose in den B-Subpopulationen nachweisen
(vgl. Abb. 3.20.), weshalb wir einen Reifungsstopp vermuten. Dies lasst sich gut mit dem zuvor
beschriebenen Lokalisationsmechanismus der CXCR4-CXCL12-Achse in der B-Lymphopoese

+/1013

nachvollziehen. Balabanian und Kollegen konnten in heterozygoten CXCR4 -Zellen im

Knochenmark ebenfalls keine verdnderte Apoptose-Rate in proB/preB-Zellen nachweisen.
Wohingegen Freitas und Kollegen sowohl im Knochenmark von CXCR4+/1°13-, als auch von
CXCR41°13/1°13-Tieren, vermehrt Apoptose in der proB/preB-Population zeigen. Tatsdchlich zeigen
einige Studien, dass die CXCR4-CXCL12-Achse ausschlielRlich dann anti-apoptotisch wirken kann,
wenn eine erfolgreiche Endozytose/Internaliserung des Rezeptors stattfindet (English et al, 2018;
Khan et al, 2004); diese Ergebnisse wurden allerdings in humanen Zellen oder Zelllinien generiert.
Nichtsdestotrotz scheinen die Studien von English et al. und Khan et al. zunachst die Aussagen von
Freitas und Kollegen zu unterstiitzen, wobei anzumerken ist, dass diese ebenfalls eine verminderte

1013 740|len feststellen, welche aber

CXCR4-Internalisierungskompetenz in heterozygoten CXCR4
dennoch nicht zu einer erhohten Apoptose-Rate fiihrt. Zur Validierung der Ergebnisse koénnten
weitere Apoptose-Assays genutzt werden, z.B. die Bestimmung aktiver Caspase-3 via ELISA oder die

Bestimmung fragmentierter genomischer DNA via PCR (Hooker et al, 2012). Zusatzlich kénnten single
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cell tracking Analysen von B-Zellvorstufen kldren, ob diese Zellen langer als wildtypische Zellen in
einer Nische zurlickgehalten werden oder ob diese Zellen apoptotisch abgebaut werden. Auch der
bereits erwahnte ex vivo Differenzierungsassay kénnte weitere Hinweise auf das Schicksal dieser
Zellen liefern. Eine erfolgreiche ex vivo Differenzierung wirde die Theorie stlitzen, dass es sich um
einen - aufgrund einer aberraten Lokalisation im Bezug auf die B-Zell-Differenzierung -

Ausreifungsstopp handelt.

1013/1013_Tiare eine ungefihr vergleichbare

Nicht nur zeigten die reduzierten reifen B-Zellen in CXCR4
CXCR4-Expression mit den wildtypischen Kontrollzellen (d.h. die Herunterregulierung im Rahmen der
Differenzierung funktioniert), wir konnten ebenfalls die grundsatzliche Funktionalitdt des humoralen
Immunsystems durch Impf-Assays belegen (vgl. Abb. 3.22.A). Beide Mauslinien waren in der Lage

1013/1013 10

eine robuste spezifische humorale Immunantwort zu generieren, wenn auch die CXCR4
signifikant niedrigere Impftiter erreichten, was moglicherweise auf die deutlich verkleinerte B-
Zellpopulation infolge des bereits diskutierten Reifungsstopps zurtickgefiihrt werden kdnnte. Biajoux

+/1013

und Kollegen konnten in heterozygoten CXCR4 -Tieren keine Unterschiede bezliglich des Titers

nach einer Primarimmunisierung feststellen. Allerdings zeigten sie eindrucksvoll, dass CXCR4*1013
nicht mit einem gesteigerten Impftiter nach einer sekundaren Immunisierung reagieren (Biajoux et
al, 2016). Dieses Ergebnis koénnen wir in unserem moglicherweise relevanteren Hepatitis B-

1013/1013 Tiaren reproduzieren (vgl. Abb. 3.22.B). Biajoux und

Impfmodell mit homozygoten CXCR4
Kollegen fihren dieses Phdanomen darauf zuriick, dass die Tiere keine Plasmazellen ausbilden
kénnen, was eine plausible Erklarung fiir den Phdnotyp ware. Diese Tatsache konnte auch die
Erklarung fir ein Impfversagen von Patienten mit dem WHIM-Syndrom verantwortlich sein
(McDermott et al, 2014). Spezifische Analysen von Plasmazellfrequenzen und —funktion wurden tber

die Booster-Impfung hinaus nicht durchgefihrt.
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4.5. Zusammenfassung

Die aberrante CXCR4-Signalweiterleitung konnte durch drei verschiedene Methoden in HSPC
nachgewiesen werden. Entgegen der Annahme konnte keine vergréBerte HSPC-Population im
Knochenmark nachgewiesen werden. Allerdings konnte eine ausgepragte EMH in der Milz gezeigt
werden. Dies kann als negative Beeinflussung der aberranten Signalweiterleitung ausgelegt werden
und moglicherweise auf eine dysfunktionelle Stammzellnische oder die Interaktion mit dieser im
Knochenmark hindeuten. Diese Vermutung wird durch eine unzureichende Repopulationsfahigkeit

von CXCR4¥/1013_knachenmarkzellen erhirtet.

1013/1013

Die grundsatzliche Funktionalitat reifer B-Zellen in CXCR4 -Tieren, zusammen mit einer

1013/1013 Tiaren bei nicht

Uberexpression von CXCR4 in der proB/preB-Subpopulation in CXCR4
nachweisbar veranderter Apoptoserate in dieser Population wird von uns als ein Reifungsstop der B-

Zellen auf dem proB/preB-Stadium ausgelegt.
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6.1. Abkilirzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

7-AAD 7-Aminoactinomycin

ADP Adenosindiphosphat

AML Akute myeloische Leukamie

AP2 AP2-Adaptorkomplex

ATP Adenosintriphosphat

BCR B-Zellrezeptor (B-cell receptor)

BM Knochenmark

BOI Zu untersuchendes Knochenmark (bone marrow of interest)
BSA Bovines Serumalbumin

CAR-Zellen CXCL12-exprimierende retikuldre Zellen (CXCL12-abundant reticular cells)
cDNA Komplementdre DNA

CFU-C colony-forming unit cell

CLP Lymphoide Vorlauferzelle (common lymphoid progenitor)

CMP Myeloide Vorlauferzelle (common myeloid progenitor)

CXCL12 CXC-Motiv-Chemokin 12

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMH Extramedullare Himatopoese

ERK extracellular-signal related kinases

FL fotale Leber

G-CSF granulocyte-colony stimulating factor

GDP Guanosindiphosphat

GFP green flourescent protein

GPRC G-Protein gekoppelter Rezeptor (G-protein coupled receptor)

GRK G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase (G-protein coupled receptor kinase)

GTP Guanosintriphosphat

GVHD graft-vs-host-disease

Hb Hamoglobinwert

HCT Hamatokrit

HPV Humane Papillomviren

HSC Hamatopoetische Stammzelle (hematopoetic stem cell)

HSPC Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (hematopoetic stem and progenitor
cells)

i.m. intramuskular

i.p. intraperitoneal

i.v. intravends

IVC individually ventilated Cages

LSK-SLAM LSK-Zellen und zuséatzlich CD150*CD48"
LSK-Zellen Lin'Scal*'CD117"-Zellen

MAPK mitogen-activated protein kinase

MCH Mittleres Erythrozyteneinzelzell-Hdmoglobin

MCV Mittleres Erythrozyteneinzelzellvolumen

MEK mitogen-activated protein kinase kinase

MFI Mittelere Fluoreszenzintensitat (mean fluorescence intensity)
mRNA messenger RNA

NOD/SCID non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency

128



Abkirzung

Bedeutung

no-RT
PBS
PBSF
PCR
PLT
Raf
RBC
RNA
RT
s.C.
SCF
SDS
SLAM
TBS
TPO
TRIS-HCI
WBC
WT
ZFE

Ansatz ohne reverse Transkriptase
Phosphat-gepufferte Salzlésung

pre-B cell growth stimulating factor (vgl. CXCL12)
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Thrombozyten

rapidly accelerated fibrosarcoma

Erythrozytenzahl (red blood cell count)
Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

subkutan

stem cell factor

Natriumdodecylsulfat

signaling lymphocyte activation marker
Tris-gepufferte Salzlésung

Thrombopoetin

Tris-aminomethan-HClI

Leukozytenzahl (white blood cell count)

Wildtyp

Zentrale Forschungseinrichtung der Uniklinik Frankfurt
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Gatingstrategie: Immunphénotyp nach kompetitiver Transplantation
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Beispiel: Gatingstrategie LSK-Zellen nach kompetitiver Transplantation
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Beispiel: Gatingstrategie Zellzyklusanalyse nach kompetitiver Transplantation
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