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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Funktionen und Bestandteile des Blutes
Jede Zelle des menschlichen Korpers ist Uber das Herz-Kreislauf-System an die

Blutversorgung angeschlossen. Das Blut ist ein spezialisiertes Gewebe, das Nahrstoffe und
Sauerstoff zu den Zellen transportiert und metabolische Abbauprodukte sowie Kohlendioxid
wieder entfernt. Der Gasaustausch findet an der Alveolarmembran in der Lunge statt.
Kohlenstoffdioxid wird Uber die Alveolen abgeatmet und Sauerstoff in das Blut Gbertragen.
Angetrieben durch die regelmaflige Kontraktion des Herzens gelangt das oxygenierte Blut in
die gesamte Peripherie. Weitere wichtige Funktionen Ubernimmt das Blut unter anderem in

der Immunabwehr, der Blutgerinnung und der Warmeregulation.

Das Gesamtvolumen des Blutes eines Menschen betragt etwa funf bis sechs Liter. Durch
Zentrifugation des Blutes entsteht das Blutplasma, ein wassriger Uberstand, der
Plasmaproteine, Glucose, Elektrolyte, Hormone und weitere Stoffwechselmetabolite enthalt.
Der zellulare Volumenanteil des Vollblutes wird Hadmatokrit genannt. Den weitaus gréften
Anteil haben hieran die roten Blutkérperchen, die Erythrozyten. Zusammen mit den weil3en
Blutzellen, den Leukozyten, und den Blutplattchen, den Thrombozyten, liegt der Hamatokrit

insgesamt bei ca. 45 % des Blutvolumens (Muller-Newen & Petrides 2014).

Im Blut befinden sich ca. vier bis sechs Millionen Erythrozyten pro Mikroliter (ul). lhre
Hauptaufgabe ist der Sauerstofftransport von der Lunge in die verschiedenen Gewebe des
Korpers. Dieser wird durch einen hohen Anteil an Hamoglobin in den Erythrozyten
gewahrleistet. Das Hamoglobin-Molekll besteht aus vier Globin-Ketten mit jeweils einem
Eisen-haltigen Ham-Komplex. Uber die Eisen-lonen kdénnen pro Hamoglobin-Molekiil
insgesamt vier Sauerstoffmolekiile gebunden werden. Erythrozyten besitzen weder Zellkern
noch Organellen und sind aufgrund ihres speziellen Zytoskeletts leicht verformbar. Dies
ermdglicht es den Erythrozyten, auch sehr enge Kapillaren zu passieren, wodurch jede Zelle

ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden kann (Schechter 2008, Viallat & Abkarian 2014).
Thrombozyten bilden mit 150.000 bis 450.000 Zellen pro ul den zweitgréfdten zellularen

Bestandteil des Blutes. Sie sind kernlose Zytoplasmafragmente, die durch Abschniirung von
Zellfortsatzen der Megakaryozyten im Knochenmark gebildet werden. Die Thrombozyten
nehmen eine wichtige Rolle in der primaren Blutstillung (Hamostase) ein, indem sie die
Integritat des GefalRendothels Gberwachen. Bei einer Schadigung des Endothels kommt es
zur Freilegung subendothelialer Strukturen, wie zum Beispiel Kollagen, an der
extrazellularen Matrix. Thrombozyten erkennen diese Strukturen und kénnen so am
beschadigten Endothel akkumulieren. Gleichzeitig werden die Thrombozyten aktiviert,
sodass die Hamostase weiter voranschreiten kann (Wagner & Burger 2003, Semple et al.
2011).
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Die dritte und kleinste Gruppe der hamatopoetischen Zellen bilden mit 4.500 bis 11.000
Zellen pro pl die Leukozyten. Trotz ihrer geringen Anzahl sind sie wichtige Effektorzellen des
Immunsystems, wobei die Leukozyten das Blut genau genommen nur als Transportmedium
verwenden. lhre eigentliche Funktion fuhren die Leukozyten in verschiedenen Geweben aus,

wo sie an der Bekampfung kérperfremder Erreger beteiligt sind.

Die Leukozyten werden in myeloische und lymphatische Leukozyten unterteilt. Zur
myeloischen Reihe gehdren die Granulozyten und die Monozyten, die beide zellulare
Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind. Zur lymphatischen Linie werden die
natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie die B- und die T-Lymphozyten gezahlt. Die NK-
Zellen sind ebenfalls ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems, wohingegen

die Lymphozyten zum adaptiven Immunsystem gezahlt werden.

Aufgrund ihres Farbeverhaltens nach Pappenheim kdénnen die Granulozyten weiter in
neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterschieden werden. Eosinophile und
basophile Granulozyten machen mit insgesamt ca. 9 % nur einen geringen Anteil der

Leukozyten aus. lhre Aufgabe besteht insbesondere in der Abwehr von Parasiten.

Die neutrophilen Granulozyten bilden den Hauptanteil der Leukozyten (40 -70 %).
Chemotaktische Reize eines Entzlindungsherdes locken die neutrophilen Granulozyten aus
dem Blut ins Gewebe. Dort angekommen, erkennen sie konservierte Strukturen von
Pathogenen (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), die sie mit Hilfe
sogenannter pattern recognition receptors (PRRs), wie zum Beispiel den Toll-like
Rezeptoren (TLR), auf ihrer Zelloberflache spezifisch binden. Bakterielle Krankheitserreger
oder andere Fremdkdrper werden auf diese Weise erkannt und phagozytiert. Intrazellular
entsteht ein Phagosom, das mit den Granula und Lysosomen der neutrophilen Granulozyten
verschmilzt. Darin befindliche Hydrolasen und andere antimikrobielle Substanzen werden in
das Lumen des Phagosoms ausgeschittet und der sich so verandernde pH-Wert fihrt zur
Abtdétung der Pathogene. Eine weitere Moglichkeit, Pathogene nach der Phagozytose
abzutbten, ist der sogenannte oxidative burst. Hierbei werden grolen Mengen reaktiver
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) erzeugt. Die entstehenden Radikale
tragen wesentlich zum Abtdten von Krankheitserregern bei. Die neutrophilen Granulozyten

sterben nach der Vernichtung der Pathogene ebenfalls ab (Mlller-Newen & Petrides 2014).

Etwa 4-10 % der Leukozyten sind Monozyten. Wie die Granulozyten wandern die
Monozyten im Falle einer Entzindung in das Gewebe ein, wo sie zu Makrophagen oder
dendritischen Zellen der monozytdren Linie differenzieren. Im Gegensatz zu den
Granulozyten sterben Makrophagen nach der Phagozytose von Pathogenen nicht ab,
sondern werden zu sogenannten antigenprasentierenden Zellen (APC). Sie prasentieren
prozessierte Peptidantigenfragmente auf den Haupthistokompatibilitdtskomplexen Il (major

histocompatibility complex I, MHCII) an ihrer Zelloberflache, die von T-Lymphozyten erkannt
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werden. Auf diese Weise stellen Makrophagen eine wichtige zelluldre Verbindung zwischen

dem angeborenen und adaptiven Immunsystem her (Miller-Newen & Petrides 2014).

Lymphozyten machen 20 - 40 % der Leukozyten aus. Zu ihnen gehdéren die NK-Zellen, die
mit Hilfe einer Vielzahl von Rezeptoren in der Lage sind, infizierte, gealterte oder sogar
Tumorzellen zu erkennen und diese zu lysieren. Sie werden somit wie die Granulozyten und
Monozyten generell zum angeborenen Immunsystem gezahlt. Mittlerweile werden den NK-
Zellen aber auch immer mehr Eigenschaften zugeschrieben, die eigentlich zum adaptiven
Immunsystem gezahlt werden, wie zum Beispiel das Priming oder ein immunologisches
Gedéachtnis (Vivier et al. 2008, O'Sullivan et al. 2015).

B- und T-Lymphozyten vermitteln die adaptive Immunantwort. T-Lymphozyten werden in
CD8-positive zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und CD4-positive T-Helferzellen unterteilt.
Zytotoxische T-Zellen induzieren in von Pathogenen infizierten Zellen den programmierten
Zelltod (Apoptose). Mit Hilfe des T-Zell-Rezeptors erkennen sie Antigenfragmente, die auf
MHCI-Moleklilen an der Oberflache infizierter Zellen prasentiert werden. Durch diesen
Kontakt kommt es seitens der zytotoxischen T-Zelle zur Ausschittung von Granula, die
einen Komplex aus Perforin, Granzym und Granulysin enthalten. Uber das Perforin gelangt
der Inhalt der Granula in die Zielzelle und leitet dort die Apoptose ein (Voskoboinik et al.
2015).

T-Helferzellen besitzen eine Vielzahl von Effektormechanismen in der zelluldren adaptiven
Immunantwort. Die Aktivierung von T-Helferzellen erfolgt durch die Erkennung von
Antigenfragmenten auf antigenprasentierenden Zellen in sekundar lymphatischen Organen,
wie zum Beispiel den Lymphknoten. Dabei werden Antigenfragmente den T-Zell-Rezeptoren
Uber MHCII-Molekiile prasentiert. Nach der Aktivierung produzieren und sezernieren T-
Helferzellen eine Vielzahl von Zytokinen. Auf diese Weise kdnnen sie verschiedene
Zellpopulationen, wie zum Beispiel Makrophagen, aktivieren oder auch Zellen zur

Proliferation anregen (Heinrich et al. 2014).

Auch B-Lymphozyten werden in den sekundar lymphatischen Organen durch T-Helferzellen
aktiviert. B-Lymphozyten binden ein Antigen Uber den B-Zell-Rezeptor (BZR), woraufhin
dieser Komplex internalisiert und proteolytisch gespalten wird. Die Peptidfragmente des
Antigens werden uber MHCII-Moleklle auf der B-Zelloberflache einem T-Lymphozyten
présentiert, wodurch es zur Aktivierung des B-Lymphozyten kommt. Diese T-Zell-abhangige
B-Zell-Aktivierung fuhrt zur klonalen Expansion der B-Zelle und schlief3lich zur terminalen
Differenzierung entweder zu einer Plasma- oder Gedachtniszelle. Plasmazellen produzieren
und sezernieren spezifische Antikbrper, um Pathogene gezielt zu beka&mpfen,
Gedachtniszellen kénnen Uber Jahre im Koérper verweilen. Bei wiederholtem Kontakt mit
einem bereits bekannten Antigen kénnen Gedachtniszellen sehr schnell aktiviert werden und

mit der Antikérperproduktion beginnen (Heinrich et al. 2014). Des Weiteren kénnen B-
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Lymphozyten auch regulatorische Aufgaben Ubernehmen. Durch die Suppression
inflammatorischer Lymphozyten und Aktivierung immunsuppressiver T-Lymphozyten sind B-
Lymphozyten an der Ausbildung einer immunlogischen Toleranz beteiligt (Rosser & Mauri
2015).

Eine weitere Zellpopulation des hamatopoetischen Systems sind die dendritischen Zellen
(DCs). Sie gehoren, wie die Monozyten und B-Lymphozyten, zu den antigenprasentierenden
Zellen. Da sie ein wichtiger Bestandteil dieser Doktorarbeit sind, werden sie im Detail in

Abschnitt 1.8 besprochen.

1.2 Die Hamatopoese
Die Hamatopoese beschreibt den Prozess der Bildung aller Zellen des Blut bildenden

Systems. Dabei wird die primitive von der adulten Hdmatopoese unterschieden.

Die primitive oder auch embryonale Hamatopoese beginnt etwa an Tag 7 post conceptionem
(p.c.) der Embryonalentwicklung im Mesoderm des Dottersacks. Von Endothelzellen
umgebene Erythrozyten bilden dort sogenannte Blutinseln. Diese noch kernhaltigen und
daher auch als primitiv bezeichneten Erythrozyten sind nach Ausbildung erster Blutgefalle
an der Versorgung des Embryos mit Sauerstoff beteiligt. Mit Voranschreiten der
Organogenese sind hamatopoetische Zellen auch in der Plazenta oder embryonalen
Arterien, wie der Arteria vitellina und der Arteria umbilicalis, zu finden. Eine weitere Region,
die beispielsweise an der Ausbildung lymphatischer Zellen beteiligt ist, ist die AGM-Region
(Aorta-, Gonaden- und Mesonephros-Region). Spater wird die fetale Leber das Hauptorgan
aller hamatopoetischen Aktivitat und bleibt es solange, bis die Blutzellentwicklung kurz vor
der Geburt in das Knochenmark verlagert wird, dem lebenslangen Ort der adulten
Hamatopoese (Cumano & Godin 2007, Costa et al. 2012).

Die adulte Hamatopoese findet bei Vertebraten im roten Knochenmark statt. Da die
einzelnen Zellpopulationen des Blutes eine relativ geringe Uberlebensdauer haben, miissen
sie kontinuierlich erneuert werden. An der Spitze der adulten Hamatopoese stehen die
multipotenten hamatopoetischen Stammzellen (HSC), die zwei flr sie charakteristische
Eigenschaften besitzen: zum einen sind sie in der Lage, sich in alle Zellen des
hamatopoetischen Systems zu differenzieren (Multipotenz), zum anderen besitzen sie die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung, um so dauerhaft die Bildung von Blutzellen zu gewahrleisten
(Weissman 2000). Unter physiologischen Bedingungen befinden sich die hdmatopoetischen
Stammzellen meist in einem ruhenden Zustand, der ihr Potential zur Repopulation bewahrt
und sie vor aulleren Einflissen schitzt. Kommt es zu einer Anamie oder inflammatorischen

Prozessen, werden sie zur Teilung angeregt.
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Abbildung 1.1: Schematische Ubersicht der Himatopoese

Dargestellt ist eine stark vereinfachte Ubersicht der Hamatopoese. Alle Zellen des hamatopoetischen Systems
stammen von hamatopoetischen Stammzellen (HSC) ab. Die HSC differenzieren (ber viele
Vorlauferpopulationen in alle Zellen des Blutes. Die Pfeile zeigen das bevorzugte Differenzierungspotential, wobei
ein durchgezogener Pfeil ein ausgepragteres Potential beschreibt als ein gestrichelter Pfeil. LT-HSC: Langzeit-
hamatopoetische Stammzellen, ST-HSC: Kurzzeit-hdmatopoetische Stammzellen; LSK: Lin'Sca‘c-Kit", MPP
1 (2, 3): multipotente Progenitor-Population 1 (2, 3); LMPP: lymphatisch gepragte Progenitor-Population; B: B-
Lymphozyt; T: T-Lymphozyt; NK: Natirliche Killerzelle; praGM: pra-Granulozyten-Makrophagen-Progenitor;
GMP: Granulozyten-Makrophagen-Progenitor; MDP: Makrophagen-und-dendritische-Zellen-Progenitor; CDP:
allgemeiner dendritischer Progenitor; cDC: klassische dendritische Zellen, pDC: plasmozytoide dendritische
Zellen; MEP: Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitor; MegP: Megakaryozyten-Progenitor; EryP: Erythrozyten-
Progenitor. Adaptiert nach Passegué et al. 2003, Pietras et al. 2015, Laiosa et al. 2006, Cedar & Bergman 2011
und Poltorak & Schraml 2015.
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Im Knochenmark halten sich die hamatopoetischen Stammzellen entweder in der endostalen
oder der vaskularen Nische auf, wo sie mit Endothel-, Stroma- und ossaren Zellen in Kontakt

stehen, die den Zustand und die Funktion der Stammzellen beeinflussen.

In der endostalen Nische, also im Bereich des Endosts, werden die Stammzellen in einem
ruhenden Zustand gehalten. Angrenzend zu Blutgefalen, in der vaskuldren Nische, kommt
es unter Einfluss der interagierenden Zellen zur Proliferation und Differenzierung der HSC
(Wilson et al. 2007, Morrison & Scadden 2014, Boulais & Frenette 2015).

Bislang wurden mit Hilfe von Transplantationsstudien im Mausmodell drei Arten von
hamatopoetischen Stammzellen identifiziert, die sich in ihrer Fahigkeit, sich selbst zu
erneuern, unterscheiden. Long-term HSC (LT-HSC) besitzen uneingeschranktes
Selbsterneuerungspotential, wohingegen intermediate-term HSC (IT-HSC) auf einen
Zeitraum von sechs bis acht Monaten begrenzt sind. Short-term HSC (ST-HSC) sind nur far
ca. acht Wochen in der Lage, sich selbst zu erneuern (Morrison & Weissman 1994,
Benveniste et al. 2010). Die hamatopoetischen Stammzellen differenzieren sich weiter in
multipotente Vorlauferzellen (MPP), die ein sehr eingeschranktes
Selbsterneuerungspotential besitzen, sich dafir aber durch eine starke Proliferation

auszeichnen (Morrison et al. 1997).

Die HSC und die MPPs lassen sich anhand ihrer Oberflachenproteine zu einer grolden
Population zusammenfassen. lhnen gemein ist, dass sie noch keine Marker reifer Blutzellen
exprimieren (Lin). Sie tragen aber bereits das Stammzellantigen Sca (Sca’) und den
Stammzellrezeptor-Kit (c-Kit") auf ihrer Oberflache, sodass sie gemeinsam die Lin"Sca’c-
Kit*-Population (LSK-Population) bilden.

Die MPPs sind eine sehr heterogene Population, die aus mindestens drei Subpopulationen
besteht (Pietras et al. 2015). Zwei dieser Populationen (MPP2 und MPP3) sind myeloisch
gepragt, wobei die MPP2-Population Gberwiegend megakaryozytares-erythrozytares und die
MPP3-Population vor allem granulozytdres und monozytares Potential besitzt. Die
lymphatisch gepragte MPP4-Population, auch LMPPs genannt (lymphoid primed multipotent
progenitors), bildet den weitaus grofdten Anteil der MPPs. Alle drei MPP-Populationen sind in
der Lage, auch in Zellen der anderen Linie zu differenzieren. Wahrend MPP2 und MPP3 ihr
Linien-Potential jedoch Uberwiegend beibehalten, kénnen insbesondere Zellen der MPP4-
Subpopulation ihr Zellschicksal verandern und zur Regeneration des myeloischen

Kompartiments beitragen.

Die Subpopulationen der MPPs bringen somit die verschiedenen Linien der Hamatopoese
hervor. Die Entwicklung der Erythrozyten und Thrombozyten beginnt mit der
Megakaryozyten-Erythroyzyten-Vorlauferpopulation (MEPs). Diese differenziert sich Uber

weitere linienspezifische Progenitoren (Erythrozyten-Vorlauferzellen (EryPs),
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Megakaryozyten-Progenitoren (MegPs)) schlieBlich in Erythrozyten und Megakaryozyten,

wobei sich aus Letzteren die Thrombozyten abschniren (Laiosa et al. 2006).

Monozyten und Granulozyten differenzieren sich aus den GMPs (Granulozyten-Monozyten-
Vorlauferzellpopulation). lhnen vorangestellt sind noch die sogenannten pra-Granulozyten-
Monozyten-Progenitoren (praGMs), die sich von den GMPs durch die fehlende Expression
eines Oberflachenrezeptors, dem Fcy-Rezeptor (CD16/32), unterscheiden (Pronk et al.
2007).

Die lymphatische Differenzierung aus der MPP4-Populaton (LMPPs) beginnt mit der
allgemeinen lymphatischen Progenitor-Population, den CLPs (Lai & Kondo 2006). Diese
entwickeln sich Uber linienspezifische Vorlaufer weiter in die reifen lymphatischen
Zellpopulationen, die B- und T-Lymphozyten sowie die NK-Zellen (Kondo et al. 1997). Auf

die B-Zell-Entwicklung wird in Abschnitt 1.3 genauer eingegangen.

Die dendritischen Zellen entwickeln sich im klassischen Modell der dendritischen
Differenzierung ebenfalls aus der myeloischen Linie. Da ihre Differenzierung ein wichtiger

Bestandteil dieser Doktorarbeit ist, wird sie ausflhrlich in Abschnitt 1.8.3 beschrieben.

1.3 Die B-Zell-Differenzierung
Die HSC schlagen uber die MPP4-Population (LMPPs) den Weg der lymphatischen

Differenzierung ein. Aus der MPP4-Population entstehen die CLPs (Abbildung 1.2), welche
durch die Expression des Oberflachenmarkers Ly6d noch einmal unterteilt werden. Wahrend
Ly6d-negative Zellen noch in alle lymphatischen Linien differenzieren, sind die spaten Ly6d-
positiven CLPs bereits auf die B-lymphatische Linie gepragt (Inlay et al. 2009). Von dort aus
beginnt die B-Zell-Differenzierung, deren verschiedene Stadien durch die Expression der
Oberflachenmarker CD43, B220 und CD19 charakterisiert werden. Das erste B-Zell-Stadium
ist das proB-Zellstadium, in dem der B-Lymphozyten-Marker CD19 erstmals exprimiert wird
und die Bildung des B-Zell-Rezeptors beginnt. Mit Hilfe der Proteine Rag1 und Rag2, die
durch die recombination activating genes 1 und 2 (Rag7 und RagZ2) kodiert werden, finden
hier bereits erste Rekombinationsprozesse der B-Zell-Rezeptorketten statt (Welinder et al.
2011).

Im darauffolgenden praB-Zellstadium wird ein praB-Zell-Rezeptor gebildet und auf der
Zelloberflache exprimiert (Melchers et al. 1975). Der praB-Zell-Rezeptor besteht wie der reife
B-Zell-Rezeptor aus einer schweren Immunoglobulinkette, er besitzt jedoch als Ersatz fur die
leichte Kette zunachst noch die sogenannte surrogate light chain (SLC, Kudo & Melchers
1987). Diese wird im weiteren Verlauf der Differenzierung durch die leichte
Immunoglobulinkette ersetzt, sodass in den unreifen B-Zellen ein funktionaler B-Zell-

Rezeptor entsteht.
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Abbildung 1.2: Friihe B-Zell-Differenzierung im Knochenmark und regulierende Transkriptionsfaktoren
Die lymphatische Differenzierung beginnt mit dem LMPP- (MPP4-) und dem darauffolgenden CLP-Stadium. Die
B-Lymphozyten differenzieren sich lber das proB-, praB- und unreife B-Zellstadium in die reifen B-Lymphozyten.
In rot ist immer der Zeitpunkt markiert, an dem ein Knockout des jeweiligen Transkriptionsfaktors im Mausmodell
zu einem Differenzierungsblock fiihrt. Adaptiert nach Boller & Grossschedl 2014, Fuxa & Skok 2007 und Nutt &
Kee 2007.

Durch die Expression der beiden Subtypen der leichten Immunoglobulinkette, der k- oder der
A-Kette, kann das unreife B-Zellstadium vom praB-Zellstadium unterschieden werden
(Melchers et al. 2000, Hardy et al. 2007). Die unreifen B-Lymphozyten differenzieren weiter
in reife B-Lymphozyten, die nun das Knochenmark verlassen und an der Abwehr von

Pathogenen im Rahmen der adaptiven Immunantwort teilnehmen kénnen.

1.3.1 Transkriptionsfaktoren in der B-Zell-Differenzierung
Die Differenzierung in der Hamatopoese ist ein fein abgestimmter Prozess. Signale von Zell-

Zell-Interaktionen, Wachstumsfaktoren oder Zytokinen regulieren die Differenzierung von
extrazellular und werden Uber Rezeptoren auf der Zelloberflache in die Zelle weitergeleitet.
Intrazellular sind Transkriptionsfaktoren flr die Regulation der Hamatopoese verantwortlich.
Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteine, die durch die Bindung an Promotor-
Regionen, die Transkription von Genen induzieren oder auch hemmen. Durch die Bindung
von weiteren Proteinen an Enhancer- oder Silencer-Regionen stromauf- oder stromabwarts

der Promotor-Region kann die Transkription entweder verstarkt oder abgeschwacht werden.

Die Bedeutung von Transkriptionsfaktoren fir die Hdmatopoese lasst sich besonders gut in
Knockout-Mausmodellen nachvollziehen, in denen einzelne Transkriptionsfaktoren gezielt
ausgeschaltet werden. Dabei werden konstitutive von konditionalen Knockout-Mausmodellen
unterschieden. Bei einem konstitutiven Knockout wird das Gen eines Transkriptionsfaktors
bereits in der Keimbahn und somit im gesamten Organismus deletiert. Mit Hilfe des Cre/loxP-
Systems kdnnen konditionale Knockout-Mausmodelle generiert werden, in denen die
Deletion in spezifischen Stadien der hamatopoetischen Differenzierung induziert wird. Dabei
erfolgt Exzision durch die sogenannte Cre-Rekombinase, die einen von loxP-Abschnitten
flankierten DNA-Bereich erkennt und herausschneidet. Um die Deletion zu einem
bestimmten Zeitpunkt der Hadmotopoese zu gewahrleisten, wird die Expression der Cre-
Rekombinase unter die Kontrolle eines spezifischen Promotors gestellt. Bei einer Regulation

durch den Vav-Promotor erfolgt die Exzision beispielsweise bereits ab den
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hamatopoetischen Stammzellen. Der Cd79a-Promotor wird hingegen erst ab den spaten

CLPs exprimiert und fihrt somit auch zu einer spateren Deletion.

Ist ein Transkriptionsfaktor zu einem bestimmten Zeitpunkt essentiell fur die Differenzierung
einer spezifischen Linie, fihrt dessen Knockout zu einem Differenzierungsblock und zum
Verlust aller darauffolgenden Populationen. Exemplarisch ist dies fir die B-Zell-
Differenzierung in Abbildung 1.2 gezeigt. Dabei ist in rot immer der Zeitpunkt markiert, an
dem es in einem Knockout-Mausmodell des jeweiligen Transkriptionsfaktors zu einem
Differenzierungsblock kommt, sodass alle darauffolgenden Stadien der Differenzierung nicht
mehr vorhanden sind. Dies gibt auch einen Hinweis darauf, zu welchem Zeitpunkt der
Differenzierung ein Transkriptionsfaktor entscheidende Funktionen ausiben kénnte (Fuxa &
Skok 2007, Nutt & Kee 2007).

Ein wichtiger Punkt der B-Zell-Differenzierung ist der Ubergang von den CLPs in das proB-
Zellstadium, da hier die endgultige Linienentscheidung vollzogen wird. Einige
Transkriptionsfaktoren greifen genau zu diesem Zeitpunkt in die Regulation der B-Zell-
Differenzierung ein (z.b. E2a, Ebf1, Runx1, Abbildung 1.2). Besonders deutlich machen dies
verschiedene  Knockout-Mausmodelle  desselben  Transkriptionsfaktors. So  fuhrt
beispielsweise eine Deletion von Ebf1 ab den hamatopoetischen Stammzellen (Ebf1~“-
VavCre) genauso wie ein Knockout-Mausmodell, in dem Ebf1 erst in den spaten CLPs
deletiert wird (Ebf1~*-Cd79aCre), zu einem Differenzierungsblock zwischen den CLPs und
den proB-Zellen (Lin & Grosschedl 1995, Vilagos et al. 2012, Boller & Grosschedl 2014). Im
Ebf1*2-VavCre-Mausmodell kann die Differenzierung also auch ohne Expression von Ebf1
bis zu den CLPs ungehindert voranschreiten. Erst hier entfaltet der Transkriptionsfaktor im
Zusammenspiel mit anderen Faktoren seine Wirkung, sodass sein Knockout zu einem
Differenzierungsblock flhrt. Ahnliche Ergebnisse lassen sich auch in den Knockout-
Mausmodellen von E2a und Runx1 zeigen, was verdeutlicht, dass diese
Transkriptionsfaktoren zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Hdmatopoese relevant werden
(Kwon et al. 2008, Niebuhr et al. 2013).

Eine Transkriptionsfaktor-Familie, fir die in den letzten Jahren vermehrt eine Rolle in der
Hamatopoese beschrieben wurde, ist die Myocyte Enhancer Factor 2- (MEF2-) Familie
(siehe auch Abschnitt 1.7). Fur die Familien-Mitglieder Mef2c und Mef2d wurde in unserer
Arbeitsgruppe ein Doppel-Knockout-Mausmodell generiert, in dem Mef2c und Mef2d
gemeinsam ab den spaten CLPs deletiert sind (Mef2c/d**-Cd79aCre). Auch in diesem
Mausmodell kommt es zu einem Differenzierungsblock in der B-Zell-Entwicklung. Allerdings
fuhrt die Deletion von Mef2¢c und Mef2d erst ab dem spaten praB-Zellstadium zu einer
deutlichen Reduktion und einer sich anschlieBenden Blockade der B-Zell-Entwicklung
(Hauschildt, Masterarbeit 2012, Herglotz et al. 2016, siehe auch Abschnitt 1.7).
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Ein zweites Mef2c/d-Doppel-Knockout-Mausmodell, in dem Mef2c und Mef2d bereits ab den
HSC deletiert sind (Mef2c/d“®-VavCre-Mausmodell), wurde ebenfalls in unserer

Arbeitsgruppe generiert und im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

1.4 MEF2-Transkriptionsfaktoren
MEF2-Proteine gehdren zur MADS-Box-Familie der Transkriptionsfaktoren. Proteine dieser

Familie besitzen eine hohe Sequenzhomologie und sind in einer Vielzahl eukaryotischer
Organismen wie Hefen, Pflanzen, Insekten, Amphibien und Saugetieren zu finden. Der
Begriff MADS-Box steht fir eine konservierte DNA-Bindungsdomane in der Sequenz dieser
Proteine und der Name wird aus den vier ursprunglich gefundenen Mitgliedern abgeleitet:
MCM1 aus Saccharomyces cerevisae, Agamous aus Arabidopsis thaliana, Deficiens aus
Antirrhinum majus und Serum-Response-Factor (SRF) aus Homo sapiens (Shore &
Sharrocks 1995, Potthoff & Olson 2007).

Zu den MEF2-Proteinen der Vertebraten gehoéren vier Transkriptionsfaktoren: MEF2A,
MEF2B, MEF2C und MEF2D. Abbildung 1.3 zeigt die vier MEF2-Proteine, wobei die Exon-
Abfolge von MEF2C mit der Abfolge der drei anderen Proteine verglichen wird. Zusatzlich ist
das vollstdndige MEF2C-Protein mit den einzelnen Doméanen dargestellt. Die hdchste
Homologie besitzt MEF2C mit MEF2A. Auch MEF2D zeigt starke Homologien zu MEF2C,
wohingegen MEF2B bereits deutliche Unterschiede aufweist.

Alle vier MEF2-Faktoren besitzen N-terminal eine konservierte MADS-Box-Doméne, an die
sich eine MEF2-Domane anschlief3t. Urspringlich wurden MADS-Box-Transkriptionsfaktoren
als Regulatoren der Muskel-Differenzierung beschrieben, in der diese beiden Domanen fur
die DNA-Bindung an Promoter-Regionen von muskelspezifischen Genen und fir die
Dimerisierung und Interaktion mit myogenen basic helix-loop-helix- (bHLH-) Proteinen
erforderlich sind (Gossett et al. 1989, Shore & Sharrocks 1995, Black & Olson 1998). MEF2-
Proteine binden dabei als Homo- oder Heterodimer an die DNA-Konsensussequenz
YTA(A/T)sTAR. Fur die Aktivierung der Transkription von Zielgenen ist zudem die

Rekrutierung weiterer Faktoren notwendig.

Des Weiteren besitzen MEF2-Proteine eine Holiday Junction Regulator Protein Family C
Terminal-Repeat-Domane (HJURP_C), deren Funktion nicht weiter bekannt ist. C-terminal
befinden sich zwei Transaktivierungsdomanen (TADI und TADII) sowie eine Kinase-
Doméne. Die TAD-Domanen weisen im Gegensatz zu den MADS- und MEF2-Domanen eine
relativ hohe Variabilitdt in den einzelnen MEF2-Proteinen auf. Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass die MEF2-Transkriptionsfaktoren unterschiedliche Funktionen besitzen und
tatsachlich wurde die Expression von MEF2-Proteinen mittlerweile in einer Vielzahl weiterer
Gewebe nachgewiesen, wobei die hoéchste Expression in der Skelettmuskulatur, im

Herzmuskel, im Gehirn und in der Niere zu finden ist (Potthoff & Olson 2007, Cante-Barrett
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et al. 2014). Zudem wird MEF2-Proteinen zunehmend eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung maligner Erkrankungen in vielen unterschiedlichen Geweben zugeschrieben
(Pon & Marra 2016).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der vier homologen Gene MEF2A, MEF2B, MEF2C und MEF2D
Die Gene MEF2A, MEF2B und MEF2D werden mit MEF2C (oberhalb der gestrichelten Linie) verglichen, wobei
sich der 5"-UTR links und der 3"-UTR rechts befindet. Die gréfite Homologie besitzt MEF2C mit MEF2A, gefolgt
von MEF2D und MEF2B. Konservierte Exons sind in hellblau dargestellt. Gestreifte Exons markieren eine geringe
Sequenzhomologie im Vergleich zu MEF2C. Alternativ gespleiRte Exons sind beigefarben. Konservierte
Regionen umrahmen die Exons, wobei die Farben denen der Domanen des MEF2C-Proteins entsprechen
(oben). Die Intron- und Exonsequenzen sind nicht skaliert. Griin: MADS-Box und MEF2-Doméne; dunkelblau:
HJURP_C (Holiday Junction Regulator Protein Family C Terminal-Repeat); lila: Transaktivierungsdomane |
(TADI); rosa: Transaktivierungsdomane Il (TADII); gelb: Kinase-Domane. Nach Cante-Barrett 2014.

1.5 Die Expression von Mef2-Proteinen in der Haimatopoese
Auch in hamatopoetischen Zellpopulationen werden Mef2-Proteine exprimiert und die Rolle

dieser Transkriptionsfaktoren fir die Differenzierung wird zunehmend untersucht. Dabei
werden insbesondere Mef2c immer mehr Funktionen in der Hadmatopoese zugeschrieben
(siehe Abschnitt 1.7). Abbildung 1.4 zeigt die Expressionslevel fir Mef2c und Mef2d in

murinen hamatopoetischen Progenitoren.

Die Expression von Mef2c variiert in den unterschiedlichen Populationen der Hamatopoese.
Im Vergleich zu den hamatopoetischen Stammzellen verringert sich die Expression im Laufe
der myeloischen Differenzierung. Sowohl myeloische Progenitoren (GMPs und MEPs) als
auch reife myeloische Zellen (Monozyten) besitzen nur geringe Mef2c-Expressionslevel. In
Zellen der dendritischen Differenzierung zeigt sich hingegen ein anderes Bild. Dendritische

Vorlauferpopulationen exprimieren im Vergleich zu anderen myeloischen Populationen
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deutlich mehr Mef2c. In den reifen pDCs steigt die Mef2c-Expression noch einmal deutlich
an, wohingegen cDCs wiederum nur geringe Mef2c-Level aufweisen. Die lymphatische
Progenitor-Population der CLPs besitzt sehr hohe Expressionslevel. Diese werden in den B-
Zell-Vorlauferpopulationen und den reifen B-Zellen beibehalten. In den ebenfalls

lymphatischen NK- und T-Zellen sind die Expressionslevel wiederum gering.
Fur den Transkriptionsfaktor Mef2d zeigen sich in allen Populationen deutlich geringere

Expressionslevel. Doch auch fir Mef2d kommt es zu einem Anstieg der Expression in den
pDCs, den CLPs und den B-Lymphozyten (Heng et al. 2008).
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Abbildung 1.4: Expressionslevel von Mef2c und Mef2d in verschiedenen hamatopoetischen
Populationen

Mef2c wird ab den HSC exprimiert. Im Vergleich zu der HSC-Expression ist die Expression in myeloischen
Populationen (GMPs oder Monozyten) vermindert. Dendritische Vorlauferpopulationen (MDP, CDP) besitzen
ahnliche Expressionslevel wie die HSC, in den adulten pDCs ist die Expression allerdings stark erhoht,
wohingegen cDCs nur geringe Mef2c-Level aufweisen. CLPs zeigen sehr hohe Mef2c-Expressionslevel, die in
den B-Lymphozyten beibehalten werden. Die Expressionlevel von Mef2d sind insgesamt deutlich geringer als die
von Mef2c, doch auch hier zeigt sich ein deutlicher Anstieg in den pDCs, CLPs und B-Lymphozyten. Adaptiert
nach Daten des Immunological Genome Project ImmGene (Heng et al. 2008).
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1.6 MEF2-Proteine bei der Entstehung akuter Leukamien
Akute Leukamien sind Krebserkrankungen des Blut bildenden Systems. Durch Mutationen

oder Translokationen gerat der Differenzierungsprozess hamatopoetischer Vorlauferzellen
auler Kontrolle. Leukamische Zellen beginnen sich unkontrolliert zu teilen und akkumulieren
im Knochenmark. Diese sogenannten Blasten sind funktionslose hamatopoetische
Progenitoren. Sie haben die Fahigkeit verloren, sich zu den reifen Zellen des Blutes zu
entwickeln und es kommt zu einem Differenzierungsblock. Durch die Verdrdngung der
normalen Hamatopoese zeigen sich bei den Betroffenen eine Anamie, Granulozytopenie und
Thrombozytopenie, deren Folge Schwache, bakterielle Infekte und Blutungsneigung sind.
Auch die Differenzierung der B- und der T-Lymphozyten ist beeintrachtigt, was ebenfalls mit
einer erhdhten Infektanfalligkeit einhergeht. Die Blasten schwemmen schlief3lich in das
periphere Blut aus und infiltrieren andere Organe, was zu weiteren organbezogenen
Symptomen fiihren kann (Gilliland & Tallman 2002, Herold 2017).

Akute Leukamien zeichnen sich durch einen plétzlichen und fulminanten Verlauf aus, der
unbehandelt innerhalb weniger Monate zum Tode flhrt. Bei chronischen Leukamien ist die
Differenzierung in reife Zellen zunachst noch nicht beeintrachtigt, sodass die Erkrankung

Uber Jahre persistieren kann, bevor die ersten Symptome auftreten.

Bei den akuten Leukdmien unterscheidet man zwischen der akuten lymphatischen Leukamie
(ALL) und der akuten myeloischen Leukdmie (AML). Die Inzidenz fir die ALL und die AML
betragt 1,5/ 100.000 bzw. 3,7 / 100.000. Die Haufigkeit der akuten Leukamie ist zweigipfelig.
Im Kindesalter sind 80 % der akuten Leukdmien lymphatischen Ursprungs und gleichzeitig
ist dies die haufigste maligne Erkrankung im Kindesalter. 80 % der akuten Leukamien im
Erwachsenenalter gehéren der AML an, wobei die Haufigkeit mit dem Alter ansteigt (Herold
2017).

Es sind zahlreiche chromosomale Anomalien bekannt, die eine akute Leukamie verursachen
kdnnen. Sie reichen von numerischen und strukturellen Aberrationen, Inversionen und
Translokationen bis hin zu einfachen Punktmutationen. Leukdmische Zellen besitzen
gegeniber normalen hamatopoetischen Vorlauferzellen zwei Merkmale. Zum einen haben
leukdmische Zellen einen Proliferations- und Uberlebensvorteil, das heiRt sie teilen sich
unkontrolliert und sind in der Lage, apoptotischen Signalen zu entgehen. Zum anderen ist ihr
Differenzierungsprogramm so gestért, dass die leukdmischen Blasten im Knochenmark
akkumulieren und die reifen Zellen aus dem Knochenmark verdrangen (Dash & Gilliland
2001, Pui et al. 2004).

Den Proliferations- oder Uberlebensvorteil erhalten leukdmische Zellen durch die aberrante
Aktivierung von Signaltransduktionswegen. Haufig sind dabei Rezeptortyrosinkinasen oder
deren nachgeschaltete Signalmolekile konstitutiv aktiviert. Ein Beispiel hierfur ist die

Rezeptortyrosinkinase FLT3, die bei ca. 30 % aller AML-Patienten mutiert ist (Gilliland &
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Tallman 2002). Auch die Translokation t(9;22)(q34;911) ist ein Beispiel einer mutierten
Tyrosinkinase. Bei diesem sogenannten Philadelphia-Chromosom wird der C-Terminus der
ABL-Tyrosinkinase mit dem N-Terminus des breaking cluster region (BCR-) Proteins
fusioniert, sodass die Tyrosinkinase konstitutiv aktiviert ist. Das Philadelphia-Chromosom ist
bei etwa 25-30 % der erwachsenen ALL-Patienten nachweisbar und mit einer schlechten

Prognose assoziiert (Kurzrock et al. 2003, Herold 2017).

Das Differenzierungspotential leukdmischer Zellen wird meist durch Mutationen in Genen
von Transkriptionsfaktoren oder ihren Co-Faktoren beeinflusst. In akuten lymphatischen
Leukdmien konnten zahlreiche mutiert vorliegende Transkriptionsfaktor-Gene identifiziert
werden. Darunter sind beispielsweise die Gene der Transkriptionsfaktoren PAXS5, IKAROS,
EBF1 oder E2A (Mullighan et al. 2007, Mullighan & Downing 2008, Mullighan et al. 2009).
Dies alles sind Transkriptionsfaktoren, die in der B-Zell-Differenzierung wichtige Funktionen
Ubernehmen (vgl. 1.3). Die Aberration von Transkriptionsfaktoren und ihre Beteiligung an der
Entstehung von Leukdmien sind somit weitere wichtige Hinweise darauf, dass ein

Transkriptionsfaktor fir die Differenzierung in der Hamatopoese von Bedeutung ist.

Auch den MEF2-Proteinen wird eine Rolle in der Leukdmogenese zugeschrieben. Der
Transkriptionsfaktor Mef2c wurde in akuten myeloischen und Mixed Lineage Leukamien als
Onkogen identifiziert. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten im Mausmodell, dass solche
Formen der Leuk@mie mit einer aberranten Expression von Mef2c einhergehen kénnen, was
die Latenz bis zur Entstehung der Leukdmie verklrzen kann (Du et al. 2005, Krivtsov et al.
2006, Schwieger et al. 2009).

Auch in humanen Patientenproben wurde eine Uberexpression von MEF2C in AML-
Patientenproben gefunden (Valk et al. 2004, Schwieger et al. 2009). Eine weitere Studie
zeigte zudem, dass besonders hohe Expressionslevel von MEF2C mit einem schlechteren
Behandlungsergebnis assoziiert sind. AML-Patienten mit hohen Expressionslevel von
MEF2C erreichen seltener eine komplette Remission nach einem Zyklus Chemotherapie. Sie
haben zudem ein geringeres Gesamtiiberleben bzw. ereignisfreies Uberleben sowie ein
héheres Ruckfall-Risiko (Laszlo et al. 2015).

Des Weiteren wurde Mef2c in den Zusammenhang mit der Entstehung chronischer
myeloischer Leukdmien (CML) gestellt. Das Transfusionsgen BCR-ABL, das in 95 % aller
CML-Falle vorkommt, fuhrt zu einer Repression der miRNA miR-223 und erhdhten

Expressionslevel von MEF2C (Agatheeswaran et al. 2013).

Auch in akuten lymphatischen Leuk@mien (ALL) wurden Mutationen und veranderte
Expressionslevel von MEF2C gefunden. In Zell-Linien der T-ALL wurde eine verstarkte
Expression von MEF2C detektiert. Als Ursache wurden entweder die Regulation durch das
Onkogen NKX2-5 oder direkte chromosomale Aberrationen von MEF2C beschrieben (Nagel
et al. 2008). Die Beteiligung von MEF2C an der Entstehung einer T-ALL konnte auch in
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humanen Patientenproben bestatigt werden (Homminga et al. 2011). Dartber hinaus konnte
gezeigt werden, dass veranderte Expressionslevel von MEF2C in padiatrischer T-ALL zu

einem verminderten Therapie-Ansprechen fihren (Colomer-Lahiguera et al. 2017).

Obwohl Mef2c in der normalen Hamatopoese in lymphatischen Vorlauferzellen (CLPs) und in
allen Stadien der B-Lymphozyten stark exprimiert wird (vgl. Abbildung 1.4), konnte bislang
kein Zusammenhang zwischen MEF2C und der Entstehung einer B-ALL gefunden werden.
Allerdings wurde der MEF2-Transkriptionsfaktor MEF2D in Patientenproben von
verschiedenen B-Progenitor-ALL-Formen als Translokation vorliegend identifiziert. So bildet
MEF2D beispielsweise mit DAZAP1 (Deleted in Azoospermia-Associated Protein 1) oder der
Rezeptortyrosinkinase CSFR1 ein onkogenes Fusionsgen (Yuki et al. 2004, Prima et al.
2005, Prima & Hunger 2007, Lilljebjorn et al. 2014). Neuere Studien identifizierten dariber
hinaus weitere Fusionspartner von MEF2D, wie zum Beispiel BCL9, HNRNPUL1, SS18 oder
FOXJ2, wobei das MEF2D-BCL9-Fusionsgen mit einer sehr schlechten Prognose einhergeht
(Gu et al. 2016, Suzuki et al. 2016). Des Weiteren wurden auch in Non-Hodgkin-
Lymphomen, wie dem diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) oder dem follikularen
Lymphom, Mutationen in MEF2-Genen gefunden. Diese betrafen insbesondere das MEF2B-
und in geringerem Malle das MEF2C-Gen (Morin et al. 2011, Pasqualucci et al. 2011).
MEF2B wurde zudem als potentieller histologischer Marker flr das kleinzellige B-Zell-

Lymphom beschrieben (Krenacs et al. 2015).

1.7 Die Funktion der Mef2-Proteine in der Hamatopoese
Sowohl die Expressionslevel von Mef2-Proteinen im hamatopoetischen Kompartiment als

auch die mdgliche Fehlregulation von Mef2c und Mef2d bei der Entstehung akuter
Leukdmien zeigen, dass Mef2-Transkriptionsfaktoren im Rahmen der H&matopoese

regulatorisch wirksam sind.

Von allen Mef2-Proteinen wurde der Einfluss von Mef2c auf die Hamatopoese am
ausfihrlichsten untersucht. Mause mit einem konstitutiven Knockout von Mef2c sterben
bereits an Tag 9.5 der Embryonalentwicklung aufgrund der essentiellen Funktion von Mef2c
fur die Differenzierung von Gehirn, Herz und Muskeln (Potthoff & Olson 2007). Daher wurde
der Einfluss von Mef2c auf die Hamatopoese, insbesondere mit Hilfe verschiedener

konditionaler Mef2c-Knockout-Mausmodelle untersucht.

Mef2c besitzt einen Einfluss auf das myeloische Kompartiment, indem es die Differenzierung
von Monozyten gegeniber der Granulopoese férdert (Schiler et al. 2008). AuRerdem ist
Mef2c an der myeloisch-lymphatischen Linien-Entscheidung beteiligt, indem die Expression
von Mef2¢c die lymphatische Differenzierung fordert und gleichzeitig die myeloische

Differenzierung unterdrickt (Stehling-Sun et al. 2009).
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Obwohl Mef2c normalerweise eine sehr hohe Expression im B-Zell-Kompartiment aufweist,
beeintrachtigt die konditionale Deletion von Mef2c das B-Zell-Kompartiment nur in geringem
MalRe (Khiem et al. 2008, Wilker et al. 2008, Stehling-Sun et al. 2009, Debnath et al. 2013).
Dabei macht es keinen Unterschied, ob Mef2c bereits in den hamatopoetischen
Stammzellen deletiert wird (Stehling-Sun et al. bzw. 2009, Gekas et al. 2009) oder ob der
Knockout erst zu einem spateren Zeitpunkt in der B-Zell-Entwicklung erfolgt, wie zum
Beispiel ab dem spaten CLP- (Debnath et al. 2013) oder dem proB-Zellstadium (Khiem et al.
2008, Wilker et al. 2008).

Mit Hilfe eines Mef2c/d“*-VavCre-Mausmodells konnte gezeigt werden, das Mef2c einen
direkten Einfluss auf die DNA-Reparatur, das VDJ-Rearrangement sowie das Zelliiberleben
hat und somit die B-Zell-Lymphopoese wahrend Stresssituationen schitzen kann (Wang et
al. 2016).

In unserer Arbeitsgruppe wurde der Einfluss von Mef2-Proteinen auf die Hamatopoese
ebenfalls untersucht. Da Mef2d eine grofle Homologie zu Mef2c besitzt, ein ahnliches
hamatopoetisches Expressionsmuster aufweist (Abbildung 1.4) und zudem in verschiedenen
akuten Formen der B-ALL als Translokation vorliegt, wurde neben Mef2c auch dieser Faktor
analysiert. Wie es schon bei Debnath et al. beschrieben wurde, beeintrachtigt ein Einzel-
Knockout von Mef2c mit Hilfe der Cd79aCre-Rekombinase die B-Zell-Differenzierung im
Vergleich zu Kontroll-Mausen kaum. Bei einem Gesamt-Knockout des Mef2-
Transkriptionsfaktors Mef2d (Mef2d™) kann gar kein Effekt auf die B-Zell-Differenzierung
identifiziert werden (Herglotz et al. 2016).

In unserer Arbeitsgruppe wurde zudem ein Mef2c/Mef2d-Doppel-Knockout-Mausmodell
(Mef2c/d™™) generiert, um zu untersuchen, ob Mef2c und Mef2d gemeinsam einen starkeren
Einfluss auf die B-Zell-Entwicklung haben. Dabei wurde ein konstitutiver Mef2d-Knockout mit
einem konditionalen Mef2c-Knockout kombiniert, in dem Mef2c ab den spaten CLPs deletiert
wurde (Mef2c/d™®-Cd79aCre, siehe auch Abschnitt 3.1.10). Dieses Mef2c/d"*-Cd79aCre-
Mausmodell wurde in der Forschungsgruppe Retrovirale Pathogenese ausfihrlich analysiert
(Hauschildt, Masterarbeit 2012, Herglotz et al. 2016). Mit Hilfe von durchflusszytometrischen
Analysen des Knochenmarks von Mef2c/d™*-Cd79aCre-Mausen im Vergleich zu Kontroll-
M&usen konnte gezeigt werden, dass der Knockout von Mef2c und Mef2d ab den spaten
CLPs zu einem Differenzierungsblock fuhrt, der die spaten praB-Zellen sowie alle
darauffolgenden Stadien der B-Zell-Entwicklung umfasst. Das davor gelegene proB-
Zellstadium sowie die frihen praB-Zellen sind durch den Doppel-Knockout hingegen kaum
beeintrachtigt (Abbildung 1.5). Weitere Analysen zeigten, dass Mef2c und Mef2d durch das
Signaling des praBZRs translational modifiziert und so verstarkt aktiviert werden. Aul3erdem
sind Mef2c und Mef2d fir die Transition der praB-Zellen essentiell, indem sie verschiedene

Immediate Early Genes (IEGs) regulieren. Unter ihnen sind zum Beispiel die Zielgene Kif2,
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Jun oder Irf4 (Herglotz et al. 2016). Auch der Transkriptionsfaktor Ikaros (/kzf), ein wichtiger
Regulator der B-Zell-Differenzierung, und Rag17, ein Gen, das fir die Bildung des B-Zell-
Rezeptors essentiell ist, wurden als Zielgene von Mef2c und Mef2d identifiziert (Hauschildt,
Masterarbeit 2012).

L] L V2
i FIt3R F{ praBZR

Cd79aCre ﬁ 7R \;// BZR
LMPP proB praB unreife B reife B

Cd79aCre I

Abbildung 1.5: Differenzierungsblock des Mausmodells Mef2c/d**-Cd79aCre

Im Mef2¢/d**-Cd79aCre-Mausmodell wird die Cre-Rekombinase ab den spaten CLPs exprimiert. Dies fihrt zu
einem Differenzierungsblock der B-Zell-Entwicklung, der im spéaten praB-Zellstadium beginnt und alle
darauffolgenden B-Zell-Entwicklungsstadien im Knochenmark betrifft.

In unserer Arbeitsgruppe wurde ein weiteres Mef2c/d-Doppel-Knockout-Mausmodell
generiert. In diesem Mausmodell sind Mef2c und Mef2d ab den hamatopoetischen
Stammzellen deletiert (Mef2c/d“®-VavCre-Mausmodell). Dieses Mausmodell wurde bisher
noch nicht ausfihrlich untersucht. Erste Analysen zeigten aber, dass auch hier ein
Differenzierungsblock der B-Zell-Entwicklung vorliegt. Dieser befindet sich allerdings sehr
viel friher als bei einem Knockout von Mef2¢c und Mef2d ab den spaten CLPs (Hauschildt,
Masterarbeit 2012).

Mef2c und Mef2d sind somit nicht wie andere wichtige Transkriptionsfaktoren der B-Zell-
Entwicklung (z.B. E2a, Ebf1, Runx1) allein an der B-lymphatischen Linienentscheidung in
den CLPs beteiligt, sondern nehmen wahrscheinlich zu verschiedenen Zeitpunkten eine
entscheidende Rolle in der B-Zell-Differenzierung ein: einerseits sind sie an der Transition
der praB-Zellen beteiligt (Mef2c/d™*-Cd79aCre-Mausmodell) und andererseits beeinflussen
Mef2c und Mef2d die B-Zell-Entwicklung schon sehr viel friher und sind mdglicherweise

auch an der lymphatischen Linienentscheidung beteiligt (Mef2c/d"'*-VavCre-Mausmodell).

1.8 Dendritische Zellen
Dendritische Zellen wurden erstmals in den 70er Jahren von Ralph Steinman und Zanvil

Cohn beschrieben. Sie entdeckten in der Milz von Mausen eine seltene Zellpopulation mit

sternférmiger Morphologie und Zellauslaufern (Steinman & Cohn 1973). In Anlehnung an das
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griechische Wort fir Baum (Aevdpov, Dendron), nannten sie diese Zellen dendritische Zellen
(Steinman & Cohn 1973). Deren wichtige immunologische Funktion, von der Steinman von
Beginn an Uberzeugt war, wurde Uber mehrere Jahre kritisch betrachtet. In weiteren Jahren
intensiver Forschung konnte Steinman zusammen mit seinen Kollegen jedoch die
einzigartige Stellung dieses neuen Zelltyps in der Immunologie beweisen. Er demonstrierte,
dass dendritische Zellen sowohl MHCI- als auch MHCII-Molekile auf ihrer Oberflache tragen
und potente Stimulatoren von T-Zellen sind (Steinman & Witmer 1978, Steinman et al. 1979,
Nussenzweig et al. 1980). Aulerdem zeigte Steinman, dass diese Zellen Antigene
prozessieren und eine Antigen-spezifische zellulare Immunantwort induzieren kénnen

(Nussenzweig et al. 1980).

Seine gesamte wissenschaftliche Laufbahn widmete Steinman den dendritischen Zellen und
erforschte  zuletzt unter  anderem ihre  Rolle bei der Therapie von
Transplantationsabstoungen, Autoimmunerkrankungen oder Infektionen. Filr seine
herausragende Arbeit auf dem Gebiet der dendritischen Zellen wurde Ralph Steinman 2011
posthum mit dem Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin ausgezeichnet (Mildner & Jung
2014).

1.8.1 Charakterisierung dendritischer Zellen
Generell kbnnen dendritische Zellen aufgrund ihrer charakteristischen Morphologie und ihrer

hohen Expression von MHCII-Molekilen und des Integrins CD11c identifiziert werden.
AulRerdem ist ihnen gemeinsam, dass sie aus peripheren Geweben in sekundar
lymphatische Organe migrieren und dort naive T-Zellen aktivieren kdnnen. Diese
Charakteristika sind jedoch nicht absolut und kénnen sich unter bestimmten Bedingungen,
wie Inflammation oder Infektion, verandern (Shortman & Naik 2007, Hashimoto et al. 2011,
Mildner et al. 2013, Guiliams et al. 2014). So weisen beispielsweise auch andere
Leukozyten eine charakteristische dendritische Morphologie auf (Ariotti et al. 2012). Die
Morphologie der pDCs ahnelt hingegen eher der einer Plasmazelle. MHCII-Molekile werden
auch von B-Lymphozyten exprimiert und NK-Zellen tragen den DC-Oberflachenmarker
CD11c auf ihrer Oberflache. Auch die flr dendritische Zellen herausragende Eigenschaft,
naive T-Lymphozyten zu aktivieren, kann von anderen Zellpopulationen Ubernommen
werden (Perie & Naik 2015).

Anhand einzelner Merkmale sind dendritische Zellen somit nicht einfach zu identifizieren. Mit
der Gesamtheit ihrer zellularen Eigenschaften im Zusammenspiel mit der Analyse von
spezifischen Oberflachenmarkern I&sst sich die dendritische Linie jedoch gut analysieren und

in ihre einzelnen Populationen unterteilen (vgl. auch Abschnitt 4.5.1).
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1.8.2 Subtypen dendritischer Zellen und ihre Funktion
Die von Steinman entdeckten und beschriebenen Zellen werden klassische dendritische

Zellen (classical dendritic cells, cDCs) genannt. Daneben existieren auch nicht klassische
dendritische Zellen. Zu ihnen gehdéren die plasmazytoiden dendritischen Zellen
(plasmacytoid dendritic cells, pDCs), die dendritischen Zellen der monozytaren Linie sowie
die Langerhans-Zellen, die ebenfalls monozytaren Ursprungs sind (Satpathy et al. 2012,
Mildner & Jung 2014).

1.8.2.1 Klassische dendritische Zellen (cDCs)

cDCs sind hoch phagozytare und spezialisierte antigenprasentierende Zellen mit einer relativ
geringen Uberlebensdauer von 3 - 5 Tagen. Nachdem sie in der Peripherie Antigene erkannt
und phagozytiert haben, migrieren sie Uber afferente lymphatische Gefalte in die T-Zell-
Zonen von sekundar lymphatischen Organen. Im Zusammenspiel mit kostimulatorischen
Molekulen induzieren cDCs die Aktivierung von naiven T-Zellen. Exemplarisch ist in
Abbildung 1.6 die Aktivierung einer T-Helferzelle gezeigt. Die dendritische Zelle prasentiert
auf einem MHCII-Molekll das prozessierte Antigen, welches vom T-Zellrezeptor (TZR) der
naiven T-Helferzelle erkannt wird. Wenn auf der Oberflache der dendritischen Zelle weitere
kostimulatorische Signale, wie CD80 oder CD86, exprimiert sind, werden diese vom CD28-
Molekll auf der Oberflache des T-Lymphozyten erkannt und die T-Helferzelle wird aktiviert.
Werden CD80 oder CD86 nicht exprimiert, geht die T-Helferzelle in einen anergischen
Zustand oder in die Apoptose Uber. Die Interaktion mit CD80/86 kann mit Hilfe inhibitorischer
Rezeptoren, wie zum Beispiel CTLA-4 unterdriickt werden. Wenn CTLA-4 auf der Oberflache
des zu aktivierenden T-Lymphozyten exprimiert wird, findet keine Aktivierung mehr statt,
sondern der T-Lymphozyt geht in den Zellzyklusarrest Gber (Alegre et al. 2001, Mdiller-
Newen & Petrides 2014).

I MHCII  CD80/86

' TZR CcD28

/‘. ® Antigen
—_—

cDC naive T-Helferzelle reife T-Helferzelle

Abbildung 1.6: Aktivierung einer naiven T-Helferzelle durch eine dendritische Zelle

Eine dendritische Zelle erkennt ein Antigen, phagozytiert und prozessiert es. Anschlielend wird das Antigen in
sekundar lymphatischen Organen auf einem MHCII-Molekil der naiven T-Helferzelle prasentiert. Diese erkennt
das Antigen mit dem TZR. Sind weitere kostimulatorische Signale vorhanden, wie zum Beispiel die Interaktion
von CD80/86 mit CD28, kommt es zur Aktivierung und Reifung der naiven T-Zelle. TZR: T-Zell-Rezeptor,
CD: Cluster of Differentiation; MHC: Haupthistokompatibilitatskomplex. Adaptiert nach Alegre et al. 2001.

Die Aktivierung naiver CD4-positiver T-Helferzellen und CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen

ist nicht die einzige Aufgabe der cDCs. Sie aktivieren aullerdem regulatorische T-
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Lymphozyten (Tregs) und regen diese zur klonalen Expansion an. Auch die Toleranz von T-

Lymphozyten gegeniber kdrpereigenen Antigenen wird durch dendritische Zellen vermittelt.

Erkennt ein T-Lymphozyt mit seinem T-Zell-Rezeptor ein kdrpereigenes Antigen, das durch
eine dendritische Zelle prasentiert wird, induzieren nachgeschaltete Signalwege im T-
Lymphozyten die Apoptose (Reis e Sousa 2006). Die Funktion von B-Lymphozyten kann
ebenfalls durch dendritische Zellen beeinflusst werden. Dies geschieht normalerweise durch
komplexe Interaktionen, die auch Signale von bereits aktivierten T-Lymphozyten beinhalten.
Dendritische Zellen induzieren zudem entweder durch Zell-Zell-Kontakt oder durch die
Ausschuttung von Zytokinen die Aktivierung von NK-Zellen. Von dendritischen Zellen
erzeugte Signale erleichtern auflerdem die NK-Zell-mediierte Zytolyse sowie die Produktion
von Zytokinen seitens der NK-Zellen. Umgekehrt sind NK-Zellen an der Reifung und der
Lyse von dendritischen Zellen beteiligt (Degli-Esposti & Smyth 2005, Marcenaro et al. 2012,
Mahmood et al. 2015).

1.8.2.2 Plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs)

Die pDCs sind mit 0,3-0,5 % ein relativ seltener Vertreter der dendritischen Zellen in
lymphatischen Organen (Reizis et al. 2011). Die primare Funktion und einzigartige
Eigenschaft der pDCs ist die Sekretion von Interferon Typ | (Inf-a/B) als Antwort auf Viren
oder von Viren stammenden Nukleinsduren. pDCs haben im Gegensatz zu cDCs eine runde
Morphologie, ahnlich der von sekretorischen Lymphozyten, und auch ihr Expressionsprofil
ahnelt dem von Lymphozyten. So exprimieren pDCs beispielsweise den B-Lymphozyten-
Marker B220, besitzen aber auch pDC-spezifische Oberflachenmarker wie PDCA (McKenna
et al. 2005, Blasius et al. 2006, Reizis et al. 2011).

pDCs exprimieren endosomal die Toll-like Rezeptoren (TLRs) TLR7 und TLR9, die
einzelstrangige bzw. unmethylierte CpG-haltige DNA erkennen. Auf diesen Stimulus
antworten die pDCs mit einer schnellen und starken Interferon-Sekretion, die 1000-fach
starker ist als in anderen Zellpopulationen (Liu 2005). Des Weiteren sezernieren so aktivierte
pDCs auch andere Zytokine, wie TNF-a oder Interleukin-12 (IL-12). Durch diese Vielfalt von
Mediatoren aktivieren pDCs nicht nur T-Lymphozyten, sondern sind auch an der
Rekrutierung und Aktivierung von anderen Immunzellen, wie zum Beispiel NK- oder
Plasmazellen, beteiligt (Jego et al. 2003, Krug et al. 2004). So sorgen pDCs flr eine
konzertierte Immunantwort auf eine Virusinfektion und sind ein wichtiger Vermittler zwischen

angeborener und adaptiver Immunantwort.

1.8.2.3 Dendritische Zellen der monozytaren Linie
In lymphatischen und nicht lymphatischen Geweben werden auch Zellen gefunden, die zwar
monozytaren Ursprungs sind, jedoch eine hohe Expression der dendritischen

Oberflachenmarker MHCII und CD11c aufweisen. Aus diesem Grund werden solche Zellen
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ebenfalls zu den dendritischen Zellen gezahlt. Die Differenzierung der Monozyten ist dabei
zeit- und kontextabhangig. Infiltrieren Monozyten das inflammatorische Gewebe zu einem
frihen Zeitpunkt der Infektion, an dem die bakteriellen Titer noch hoch und mikrobielle
Produkte vorhanden sind, differenzieren sie vor allem in dendritische Zellen, die groRRe
Mengen an Tumor-Nekrose-Faktor-a (tumor-necrosis-factor-a, TNFa) und induzierbarer
Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible nitric oxide synthase, INOS) produzieren. Diese Zellen
werden daher auch TNFa- und iNOS-produzierende Zellen (TipDCs) oder Effektor-
Monozyten genannt. Mit abnehmenden bakteriellen Titern andert sich das inflammatorische
Milieu und Monozyten differenzieren vorrangig in sogenannte monozytare DCs (moDCs).
Diese Zellen wurden historisch primar durch ihre Expression von CD11c und CD11b als
dendritische Zellen identifiziert, allerdings zeigen nicht alle Zellen dieser moDCs dendritische
Eigenschaften, wie zum Beispiel die Fahigkeit zur Antigenprasentation und die Aktivierung
von T-Lymphozyten in sekundar lymphatischen Organen (Shortman & Naik 2007, Mildner et
al. 2013, Segura & Amigorena 2013).

1.8.2.4 Langerhans-Zellen (LC)

Langerhans-Zellen sind dendritische Zellen in der Epidermis der Haut. Sie machen 3 - 5 %
der epidermalen Zellen aus. LCs differenzieren sich ebenfalls aus Monozyten und dhneln
gewebsspezifischen Makrophagen in vielerlei Hinsicht. So exprimieren sie beispielsweise
den Makrophagen-spezifischen Oberflachenmarker F4/80 und zeigen insgesamt ein
Genexpressionsprofil, das dem von Makrophagen sehr ahnlich ist. Sie besitzen aber
eindeutig auch Eigenschaften dendritischer Zellen: Langerhans-Zellen phagozytieren
Antigene der Haut und wandern in regiondre Lymphknoten ein, wo sie das prozessierte
Antigen den Lymphozyten prasentieren und diese so aktivieren (Schuler & Steinman 1985,
Wilson & Villadangos 2004).

1.8.3 Differenzierung der dendritischen Linie
Dendritische Zellen sind wie alle Zellen des hamatopoetischen Systems kurzlebig und so

mussen sie im Knochenmark kontinuierlich nachproduziert werden. Im klassischen Modell
der DC-Entwicklung (Abbildung 1.7) entstammen dendritische Zellen und Makrophagen
einem gemeinsamen bipotenten Vorldufer der myeloischen Linie (Poltorak & Schraml 2015).
Dieser Makrophagen-und-Dendritische-Zellen-Progenitor (MDP) differenziert sich aus den
GMPs und ist in der Lage, cDCs und pDCs sowie Makrophagen zu generieren, er hat jedoch
das Potential verloren, sich in Granulozyten zu differenzieren (Fogg et al. 2006, Waskow et
al. 2008, Auffray et al. 2009, Paul & Amit 2014). MDPs differenzieren weiter zu allgemeinen
dendritischen Progenitoren (CDPs), die nur noch zur Generierung von pDCs und cDCs
befahigt sind (Naik et al. 2007, Onai et al. 2007). pDCs differenzieren terminal im

Knochenmark (Dursun et al. 2016). Sie verlassen das Knochenmark uber das Blut und
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gelangen als reife Zellen in die peripheren Organe (Reizis et al. 2011, Shortman & Sathe
2013). Fur die Entwicklung von cDCs entsteht im Knochenmark hingegen ein cDC-Vorlaufer
(prdDC), der lymphatische und nicht lymphatische Gewebe besiedelt und dort die fir dieses
Organ typischen cDCs generiert (Naik et al. 2006, Ginhoux et al. 2009, Liu et al. 2009).
Dendritische Zellen der monozytdren Linie entwickeln sich aus Monozyten. Diese
vervollstandigen ihre Entwickung wie die pDCs im Knochenmark und wandern ins Gewebe
aus. Dort differenzieren sie weiter zu TipDCs oder moDCs wie in 1.8.2.3 beschrieben.

Die dendritische Zellentwicklung ist Gegenstand intensiver Forschung und nicht alle Aspekte
des klassischen Modells sind vollstandig geklart. So konnten beispielsweise Sathe et al.
2014 in ihren Experimenten keine MDP-Population identifizieren, die nur auf die
Differenzierung von Makrophagen und cDCs und pDCs begrenzt ist und postulieren, dass

eine solche Population nicht existiert (Sathe et al. 2014).
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Abbildung 1.7: Klassisches Modell der dendritischen Zellentwicklung

Nach dem klassischen Modell entstammen alle dendritischen Zellen der myeloischen Linie. Monozyten und
dendritische Zellen entstehen dabei aus der bipotenten MDP-Population im Knochenmark. Diese differenziert sich
im Knochenmark entweder weiter in Monozyten oder CDPs, den linienspezifischen Progenitoren der pDCs und
cDCs. Monozyten wandern Uber das Blut ins Gewebe ein und differenzieren sich dort entweder in Makrophagen
oder in dendritische Zellen der monozytaren Linie. CDPs entwickeln sich im Knochenmark entweder weiter zu
pDCs, die als reife Zellen ins Blut und weiter in die Peripherie auswandern, oder zu praDCs. praDCs wandern aus
dem Knochenmark aus und gelangen an ihren Bestimmungsort in der Peripherie, wo sie in reife cDCs
ausdifferenzieren. MDP: Makrophagen-und-dendritische-Zellen-Progenitor; CDP: allgemeiner dendritischer
Progenitor; DC: dendritische Zelle; pDC: plasmazytoide DC; cDC: klassische DC; praDC: cDC-Progenitor.
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Auch die Herkunft der pDCs wird kontrovers diskutiert. In frGhen Untersuchungen wurde
gezeigt, dass sowohl Vorlauferzellen der lymphatischen Linie, wie zum Beispiel CLPs, als
auch myeloische Vorlauferzellen bei einem Transfer in bestrahlte Mause, die Fahigkeit
besitzen pDCs zu generieren (Manz et al. 2001, D'Amico & Wu 2003). Etwas spater wurden
auflerdem in pDCs aus dem Knochenmark und der Milz von Mausen Gen-Rearrangements
detektiert, die normalerweise als Indikatoren fur eine lymphatische Entwicklung gelten. So
wurden sowohl die Expression von RAGT als auch D-J-Rearrangements im IgH-Lokus
nachgewiesen (Corcoran et al. 2003, Pelayo et al. 2005). Eine weitere Studie zeigte, dass IL-
7, ein Interleukin, dessen Signalwege essentiell fir die Differenzierung der B-Lymphozyten
sind, fur die Differenzierung von cDCs und pDCs mitverantwortlich ist und folgerte, dass

einige dendritische Zellen lymphatischer Abstammung sein missten (Vogt et al. 2009).

Dem gegenuberstehend wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass die in pDCs
gefundenen Gen-Rearrangements nicht nur von lymphatischen sondern auch von
myeloischen Progenitoren abstammen (Shigematsu et al. 2004). Hier postulierten die
Untersucher, dass die Rearrangements somit nicht unbedingt ein Hinweis auf eine
lymphatische Entwicklung der pDCs sind, sondern eher der Ahnlichkeit der Genexpression
von pDCs und B-Lymphozyten geschuldet sind. AuRerdem kam es zur Entdeckung der
CDPs als gemeinsamen Progenitor der cDCs und pDCs, der von den GMPs abstammt und
somit der myeloischen Linie zugeordnet wird. Aus diesem Grund wird auch fir die pDCs
bislang eine myeloische Differenzierung angenommen, wie sie im klassischen Modell der

dendritischen Entwicklung zu finden ist (Abbildung 1.7).

1.8.4 Transkriptionsfaktoren in der Differenzierung der pDCs
Wie in 1.8.3 beschrieben ist die Differenzierung der dendritischen Linie noch nicht

abschlieRend geklart und insbesondere die Herkunft der pDCs wird diskutiert. Im Folgenden
sollen wichtige Transkriptionsfaktoren der pDC-Differenzierung naher dargestellt werden. Zu
ihnen gehoéren E2-2, Spi-B, Irf7/8, Runx2 und Bcl11a.

1.8.4.1 E2-2 (Tcf4)

Der Transkriptionsfaktor E2-2 gehért zusammen mit Heb, E12 und E47 zu den E-Proteinen,
die wiederum Mitglieder der basic helix-loop-helix-Familie (bHLH-Familie) sind. Die vier E-
Proteine werden durch drei Gene kodiert: E2-2 durch Tcf4, Heb durch Tef12 und E12 und
E47 sind differentiell gespleite Transkripte des E2a-Gens. E-Proteine formen Homo- und
Heterodimere mit anderen Familienmitgliedern und binden die DNA bevorzugt an E-Box-
Sequenzen (CANNTG), die ein Zytosin oder Guanosin in der mittleren Position tragen. Die
Aktivitat der E-Proteine wird durch |d-Proteine (Id1-Id4) antagonisiert. Sie gehdren ebenfalls
zur bHLH-Familie und kdénnen mit E-Proteinen Dimere bilden. Da sie jedoch keine DNA-

Bindungsdomane besitzen, bleiben solche Heterodimere funktionslos (Massari & Murre
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2000, de Pooter & Kee 2010). Die Aktivitat des Id-Proteins |d2 tragt so zum Beispiel zur

Differenzierungsentscheidung zwischen cDCs und pDCs bei (Moore & Anderson 2013).

E12 und E47 sind wichtige Regulatoren in der Differenzierung von B-Lymphozyten. E2a™-
M&use zeigen einen vollstdndigen Verlust aller CD19-positiven B-Zell-Progenitoren und
reifen B-Lymphozyten sowie wichtiger linienspezifischer Gene wie Pax5, VpreB oder Rag1
(Massari & Murre 2000, Murre 2005). Gemeinsam mit Heb sind E12/E47 aullerdem an der
Regulation der T-Zell-Entwicklung beteiligt (Zhuang et al. 1996, Bergqvist et al. 2000,
Wikstrom et al. 2006).

E2-2 wird als ein wichtiger Regulator der pDC-Differenzierung und Homobostase beschrieben.
Im Gegensatz zu den anderen E-Proteinen wird E2-2 in pDCs stark exprimiert (Cisse et al.
2008). Eine frihe Deletion des E2-2-Gens (Tcf4) fuhrt sowohl in der Maus als auch im
Menschen zu einem Verlust der pDC-Population. Heterozygote Tcf4*"-Mause weisen stark
verminderte pDCs auf und besitzen zudem reduzierte Expressionslevel wichtiger direkter
Zielgene fir die pDC-Differenzierung. Unter ihnen sind Tir7, Tir9, Irf7, Irf8, Spi-B oder Bcl11a
(Cisse et al. 2008, Ghosh et al. 2010). Aulerdem ist eine kontinuierliche Expression von E2-
2 in pDCs wahrscheinlich Voraussetzung, um ihr Zellschicksal beizubehalten. Ein Verlust
von E2-2 in reifen pDCs flhrt namlich zu einer Differenzierung der pDCs in cDC-ahnliche
Zellen (Ghosh et al. 2010).

1.8.4.2 Spi-B

Spi-B gehdrt zu der Ets-Transkriptionsfaktor-Familie, die insgesamt fast 30 Mitglieder
umfasst und an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt ist. Alle Mitglieder besitzen
eine Ets-Domane, die aus 85 Aminosauren besteht und an Purin-reiche DNA-Motive mit
einer GGAA/T-Kern-Konsensussequenz binden kann (Sasaki & Kaisho 2014). Zusammen
mit Pu.1 und Spi-C gehért Spi-B zu einer Sub-Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren mit

hoher Sequenzhomologie, die im hadmatopoetischen System zu finden ist (Sharrocks 2001).

Pu.1 ist ein zentraler Regulator der Hamatopoese. Ein Knockout von Sfpi1 (Pu.1) fihrt zu
schweren Defekten in verschiedenen hamatopoetischen Linien (Bartel et al. 2000). Fir Spi-C
ist die genaue Funktion noch nicht bekannt, es wird jedoch angenommen, dass Spi-C ein

negativer Regulator der B-Zell-Differenzierung ist (Li et al. 2015).

Spi-B ist ein Regulator der B-Zell-Entwicklung. Ein gemeinsamer Knockout von Sfpi1 (Pu.1)
und Spi-B (Spi-B) in der B-Zell-Linie fihrt zu einer stark beeintrachtigten Differenzierung der
B-Lymphozyten (Sokalski et al. 2011). AuRerdem spielt Spi-B eine Rolle im B-Zell-Rezeptor-
Signaling sowie in der T-Zell-abhangigen humoralen Immunantwort (Su et al. 1997). Des
Weiteren wird Spi-B sowohl in murinen als auch humanen pDCs stark exprimiert (Schotte et
al. 2003, Cisse et al. 2008). Bei der Betrachtung eines Knockouts von Spi-B zeigt sich eine
Reduktion der pDCs (Sasaki et al. 2012) und ein Knockdown der humanen SPI-B-
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Expression fuhrt zu einer verminderten Zellzahl von pDCs (Schotte et al. 2004). AuRerdem
ist Spi-B in der Lage, Promotoren des IFN-Typ | zu transaktivieren und wirkt dabei

synergistisch mit Irf7 zusammen.

1.8.4.3 Irf7 und Irf8

Die Interferon Regulatory Factor (Irf) Transkriptionsfaktor-Familie besteht aus neun
Mitgliedern. Sie alle besitzen N-terminal eine konservierte helix-turn-helix-DNA-
Bindedoméane aus ca. 120 Aminosauren, mit der ein Interferon stimulated response element
(ISRE, Konsensussequenz: A/GNGAAANNGAAACT) gebunden werden kann. Mit der C-
terminalen  IRF-Assoziationsdomane (IAD) kdénnen Irf-Transkriptionsfaktoren — mit
Familienmitgliedern oder anderen Transkriptionsfaktoren interagieren (Tamura et al. 2008).
Die Irf-Familie besitzt vielfaltige Aufgaben, insbesondere in der innaten (angeborenen)
Immunabwehr. Viele Irf-Faktoren I6sen nach der Bindung konservierter Pathogenstrukturen
an der Zelloberflache (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) eine Immunantwort
aus. Die Strukturen werden Uber sogenannte pattern recognition receptors (PRRs) erkannt,

zu denen beispielsweise auch die TLRs gehdren.

Die Hauptaufgabe von pDCs ist es, virale Infektionen zu erkennen und diese durch die
Sekretion von Typ | Interferonen wie IFNa und IFNB zu bekdmpfen. pDCs tragen auf ihrer
Oberflache die PRRs TLR7 und TLRS9, die virale Nukleinssauren binden kénnen. Dies flhrt
Uber eine Signalkaskade zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Irf7 und Irf8, die

wiederum die Transkription der Interferon-Gene induzieren (Sasaki & Kaisho 2014).

Irf7 wird in hohem Mafe in pDCs exprimiert und wird als Master-Regulator der TLR7/9-
mediierten Induktion von Typ I-Interferon-Genen in pDCs angesehen. Irf7 aktiviert
insbesondere die Transkription des Genes fur IFNa (/fna) und wirkt dabei synergistisch mit
Spi-B zusammen. Fir die eigene Aktivierung muss Irf7 phosphoryliert werden und kann
anschlieend in den Nucleus translozieren, in welchem es an die Ziel-DNA bindet (Sasaki &
Kaisho 2014).

Auch Irf8 wird stark in pDCs exprimiert und ein Knockout von /rf8 fuhrt zu einer Reduktion
der pDCs (Schiavoni et al. 2002). Irf8 aktiviert vor allem das Gen fir IFNB und wirkt ebenfalls
synergistisch mit Spi-B zusammen (Sasaki & Kaisho 2014).

1.8.4.4 Runx2

Die Familie der core binding factors (CBFs) besteht aus drei Mitgliedern: Runx1, Runx2 und
Runx3. N-terminal besitzen die Runx-Faktoren die Runt-Domane, eine hochkonservierte
DNA-Bindedoméane aus 128 Aminosauren. Neben der Interaktion mit der DNA erfolgt Gber
diese Domane die Heterodimerisierung mit Cbff (core binding factor (), was die Bindung an
die DNA noch verstarkt und den Komplex vor dem Abbau schitzt. Die Deletion von Runx-

Genen im  Mausmodell zeigt die unterschiedlichen Funktionen der drei
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Transkriptionsfaktoren. Ein  Runx71-Knockout ist mit einem schweren Defekt der
Hamatopoese assoziiert, der mit dem Verlust mehrerer Linien einhergeht. Der konditionale
Knockout in der B-Zell-Linie zeigt auRerdem, dass Runx1 ein essentieller Faktor der B-Zell-
Differenzierung ist (Niebuhr et al. 2013). Ein konstitutiver Knockout von Runx2 fihrt zu einer
defekten Knochenformation und Runx3-Knockout-Mause weisen eine fehlerhafte
Entwicklung zytotoxischer T-Zellen sowie gastrointestinale und neuronale Schadigungen auf
(Chuang et al. 2013).

Neben seiner Funktion in der Osteogenese ist der Transkriptionsfaktor Runx2 auch in pDCs
von Bedeutung. Hier reguliert Runx2 die Migration der pDCs in die Peripherie. Runx2 wird
spezifisch in pDCs exprimiert und in Runx2-defizienten Mausen sind die pDCs im Blut und in
lymphatischen Geweben reduziert. Es konnte festgestellt werden, dass diese Verminderung
peripherer pDCs auf die Reduktion des Chemokin-Rezeptors CCR5 zurlckflhren ist (Sawai
et al. 2013).

1.8.4.5 Bcl11a

Der Zink-Finger-Transkriptionsfaktor B-cell chronic lymphocytic leukemia/lymphoma 11A
(Bcl11a) wurde erstmals in einer padiatrischen chronischen lymphatischen Leukamie als
Bruchstelle einer Translokation identifiziert und mittlerweile auch in weiteren B-Zell-
Neoplasien mutiert vorliegend gefunden (Fell et al. 1986, Satterwhite et al. 2001, Mitelman et
al. 2004). Fetale Bcl11a-defiziente Embryos weisen ein sehr stark vermindertes B-Zell-
Kompartiment auf und auch die T-Zell-Differenzierung ist beeintrachtigt (Liu et al. 2003, Yu et
al. 2012). Die pDCs werden ebenfalls durch Bcl11a reguliert. Der konstitutive Knockout von
Bcl11a fuhrt zum Verlust der pDCs in der fetalen Leber und Milz und ein durch die VavCre-
Rekombinase generierter konditionaler Knockout flhrt zu einem starken Verlust der B-
Lymphozyten und pDCs. Zu den direkten Zielgenen von Bcl11a, die in der humanen
dendritischen Zelllinie CAL-1 identifiziert wurden, gehéren unter anderem Spi-B, Tcf4, Irf4
und Id2 (Ippolito et al. 2014).
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2 Fragestellung

In der Arbeitsgruppe Retrovirale Pathogenese wurden zwei Doppel-Knockout-Mausmodelle
der Transkriptionsfaktoren Mef2c und Mef2d etabliert, ein Mef2c/d“®-VavCre- und ein
Mef2c/d"*-Cd79aCre-Mausmodell. Fir das Mef2c/d"*-Cd79aCre-Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass die Deletion von Mef2c und Mef2d ab den spaten CLPs zu einem
Differenzierungsblock in der B-Zell-Linie fuhrt und Mef2c und Mef2d durch die Regulation
verschiedener Zielgene, wie zum Beispiel Jun, KIf2 oder Irf4, die Transition der praB-Zellen
regulieren (Hauschildt, Masterarbeit 2012, Herglotz et al. 2016).

Im Mef2¢/d“*-VavCre-Mausmodell wurden Mef2c und Mef2d in allen hamatopoetischen
Zellen deletiert. Dieses Mausmodell wurde bislang jedoch noch nicht ausfihrlich untersucht.
Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit der in diesem Mausmodell ebenfalls bestehende
Differenzierungsblock der B-Zell-Differenzierung mit Hilfe durchflusszytometrischer Analysen

erstmals genauer charakterisiert werden.

Zudem sollte erstmals analysiert werden, wie sich der Mef2c/d-Doppel-Knockout auf alle
Linien der hamatopoetischen Entwicklung auswirkt. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie sollten
neben der B-Zell-Linie die weiteren lymphatischen Linien (NK-Zellen, T-Lymphozyten) sowie
die myeloischen Progenitoren und reifen Zellen untersucht werden. Ein besonderes
Augenmerk sollte auch auf die dendritische Entwicklung gelegt werden. Da fir die pDC-
Differenzierung neben der klassischen myeloischen Abstammung auch ein lymphatischer
Ursprung diskutiert wird, sollte der Einfluss des Mef2c/d-Doppel-Knockouts einerseits auf die
PopulationsgréRen des dendritischen Kompartiments und andererseits auf das
Differenzierungspotential von Knochenmarkzellen in die Richtung dendritischer Zellen

Uberpruft werden.

Mit Hilfe genomweiter Genexpressionsanalysen (RNA-Sequencing) sollten schlieflich
potentielle Zielgene von Mef2c und Mef2d identifiziert werden, die Hinweise auf mdégliche

Regulationsmechanismen dieser beiden Transkriptionsfaktoren geben kénnten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von den Firmen Merck Millipore

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Taufkirchen) bezogen.
Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Becton Dickinson (Heidelberg), Braun

(Tuttlingen), Greiner (Solingen), Sarstedt (NUrmbrecht) und TPP (Trasadingen, Schweiz)

verwendet.

3.1.1 Gerate
Brutschrank HeraCell™ 15

Durchflusszytometer FACSCanto
Durchflusszytometer FACSCanto I/

Durchflusszytometer FACSAria
mit Sortierfunktion

Elektrophorese-System Perfect Blue Mini S
Geldokumentation-System BioDoc Analyze
Heizblock Thermomixer compact

Light Cycler LightCycler® 480 Il
Magnetrihrer RCT basic

Mikroskop Zeiss IM

pH-Meter Typ CD842

Hereaus (Hanau)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Becton Dickinson (Heidelberg)

PeqLab Biotechnologie (Erlangen)
Biometra (Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)

Roche (Mannheim)

IKA-Werke (Staufen)

Zeiss (Oberkochen)

Schott (Mainz)

Photometer Nanodrop® ND-100 New Brunswick Scientific (Edison, USA)

Sequenzierplattform HiSeq 2500 llumina (San Diego, USA)
Sicherheitswerkbank Herasafe™ Thermo Scientific (Karlsruhe)
Thermodrucker Mitsubishi P95 DE Biometra (Goéttingen)
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf (Hamburg)
Vortexer Vortex-2 Gene Scientific Industries (Bohemia, USA)

Waage PG503-S DeltaRange® Mettler Toledo (Gielden)

3.1.1.1 Software

Gerate-Software

BioDoc Analyze Version 2.67.0.6

FACSCanto BD FACS DivaTM Software v.5.0.3
FACSCanto Il BD FACS DivaTM Software v.6.1.3
FACSAria BD FACS DivaTM Software v.6.1.3
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HiSeq 2500 Version HCS 2.6.68
LightCycler® 480 II Version 1.5.039
Nanodrop® Version 3.8.1

Software fir bioinformatische Analysen

Sequenz-Alignment Bowtie 2, Version 2.2.4
3.1.2 Kits
EasySep™ Mouse Hematopoietic StemCell Technologies (KdIn)

Progenitor Cell Enrichment Kit
PeqGOLD TriFast PEQLab (Erlangen)
Light Cycler® 480 SYBR Green | Master (2x) Roche (Mannheim)

3.1.3 Reagenzien und Lésungen fiir die Zellkultur

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (Minchen)
Fetal calf serum (FCS) Biochrom (Berlin)

Fetal calf serum (FCS) PAA (Pasching, Osterreich)
Glutamin (200 mM) Sigma-Aldrich (Minchen)
HEPES (1 M) PAA (Pasching, Osterreich)
Natrium-Pyruvat (100 mM) PAA (Pasching, Osterreich)
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA (Pasching, Osterreich)

3.1.4 Lodsungen fiur die Mausversuche
Pharm Lyse" Lysing Buffer (10x) Becton Dickinson (Heidelberg)

Isofluran (Forene®, 100 % (v/v)) Abbott (Wiesbaden)

3.1.5 Medien und Puffer fiir die Zellkultur
PBS (1x) 140 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM Na;HPOy4, 1,5 mM KH,POy; pH 7,4

PBS/FCS PBS (1x), 2% (v/v) FCS (Biochrom)
PBS/FCS/EDTA  PBS (1x), 2 % (v/v) FCS (Biochrom), 1 mM EDTA

RPMI RPMI, 10 % (v/v) FCS (Biochrom), Glutamin (2 mM), Natrium-Pyruvat
(1mM), B-Mercaptoethanol (50 pM), 1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin

3.1.6 Zytokine
Humaner FLT3-Ligand (hFLT3L; Stock: 100 ng/ul) Peprotech (Hamburg)

Murines GM-CSF (mGM-CSF; Stock: 100 ng/ul)) Peprotech (Hamburg)
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3.1.7 Reagenzien fiir DNA-analytische Methoden

LE Agarose Biozym Scientific GmbH (Oldendorf)
Ethidiumbromid (1 %) Merck (Darmstadt)

DNA-Loading Dye (6x) Fermentas (St. Leon-Rot)

GeneRuler 100 bp Plus Ladder Thermo Scientific (Karlsruhe)

TAE (1x) 40 mM Tris; 1 mM EDTA; 20 mM Essigsaure; pH 8,0

3.1.8 Enzyme und Reagenzien fiir cDNA-Synthese und Realtime-PCR

AMV Reverse Transkriptase (10000 U/ml) New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
AMV Reverse Transkriptase Puffer (10x) New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
dNTP-Mix (je 10 mM) Qiagen (Hilden)

Primer Random (50 Aggo Units) Roche (Mannheim)

rRNasin® Plus RNase Inhibitor Promega (Mannheim)

3.1.9 Antikorper

Tabelle 3.1: Fluoreszenz-markierte Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antigen Klon Fluorochrom | Katalognummer | Hersteller
CD3¢ 145-2C11 FITC 100306 BioLegend
CD4 GK1.5 Biotin 100404 BioLegend
CD5 53-7.3 Biotin 100604 BioLegend
CD8a 53-6.7 Biotin 100704 BioLegend
CD11b M1/70 Biotin 101204 BioLegend
CD11c N418 APC 117310 BioLegend
CD16/32 93 PE 101308 BioLegend
CD19 6D5 PE-Cy7 115520 BioLegend
CD19 6D5 FITC 115506 BioLegend
CD34 MC14.7 FITC MCA1825FB AbDSerotec
CD41 MWReg30 FITC 553848 BD Biosciences
CD43 1B11 APC 121214 BioLegend
CD45R (B220) | RA3-6B2 APC-Cy7 103224 BioLegend
CD105 MJ7/18 Pacific Blue 120412 BioLegend
CD106 (VCAM) | 429 (MVCAM.A) | APC 105718 BioLegend
CD115 AFS98 APC 135510 BioLegend
CD117 2B8 FITC 105806 BioLegend
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CD117 2B8 PE 105808 BioLegend
CD117 2B8 APC 105812 BioLegend
CD127 B12-1 Biotin 555288 BD Biosciences
CD135 A2F10 PE 135306 BioLegend
CD150 TC5-12F12.2 Biotin 115908 BioLegend
CD150 TC5-12F12.2 PE-Cy7 115914 BioLegend
CD202 TEK4 Biotin 124006 BioLegend
CD317 (PDCA) | JF05-1C2.4.1 PE 130-091-962 Miltenyi Biotech
Gr1 RB6-8C5 Biotin 108404 BioLegend
Igk 187.1 FITC 550003 BioLegend
IgA R26-46 FITC 553434 BD Biosciences
NK1.1 PK136 Biotin 108704 BioLegend
NK1.1 PK136 FITC 108706 BioLegend
Sca-1 D7 PE-Cy7 108114 BioLegend
Sca-1 E13-161.7 Biotin 553334 BD Biosciences
Ter119 TER-119 Biotin 116204 BioLegend
Ter119 TER-119 FITC 116206 BioLegend

Tabelle 3.2: Ubersicht aller fiir die quantitative Realtime-PCR eingesetzen Oligonukleotide

Fir alle PCR-Ansatze wurde dasselbe PCR-Programm verwendet. Nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C
wurden 40 Zyklen mit Denaturierung, Hybridisierung und Elongation fiir jeweils 10 Sekunden durchgefiihrt. Im
letzten Schritt wurde die Temperatur schrittweise auf 95 °C erhoht.

Zielgen | Bezeichnung | Fragmentgrofie ?22]?;2%} Sequenz (5'23)
TGGTGAAAAGGACCTCT
Hprt ng L e0-C g:CECC:GiCTAGiSCEgC?GC
AAATCCAACTTCTTCCA
Ebft 221:82 202 bp 60"C gggGCACi?’AGiAA(':FCC(EI%T
S | grs |27 |00 S TGATOTCOCABGOARAGAT

3.1.10 Mausstamme
Die Zucht und Genotypisierung der analysierten Mause erfolgte durch U. Mdller

(Forschungsgruppe Retrovirale Pathogenese, Heinrich-Pette-Institut).

3.1.10.1 Mef2c""Mef2d’-vVavCre

In dieser Arbeit wurden iiberwiegend Mause der Linie Mef2c""Mef2d™-VavCre verwendet.

Sie werden im weiteren Verlauf Mef2c/d“®-VavCre bzw. Mef2c/d™® genannt. Dieses
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Mausmodell wurde in der Arbeitsgruppe Retrovirale Pathogenese durch die Verpaarung der
Mausstamme Mef2d” (Kim et al. 2008) und Mef2c" (Lin et al. 1997) und mit dem
Mausstamm, welches das Transgen VavCre (Stadtfeld & Graf 2005) beinhaltet, generiert. Im
Mef2d"-Mausmodell ist das Exon 3 von Mef2d konstitutiv deletiert, sodass im gesamten
Organismus kein funktionsfahiger Mef2d-Transkriptionsfaktor exprimiert wird. Da ein
vollstandiger Verlust des Transkriptionsfaktors Mef2c bereits in der Embryonalentwicklung
letal ist, wurde ein konditionaler Knockout von Mef2c durchgefiihrt. Hierfiir wurden Mef2c""-
Mause, bei denen das Exon 2 durch zwei loxP-Stellen flankiert ist, mit einem VavCre-
Mausmodell verpaart. Durch die Cre-Rekombinase wird das loxP-flankierte Exon
herausgeschnitten, sodass der Leserahmen des Mef2c-Gens verschoben wird und kein
funktionales Mef2c-Protein gebildet kann. Im VavCre-Mausmodell steht die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Vav-Promotors. Dieser Promotor wird ab den HSC
exprimiert und somit betrifft die Deletion von Mef2c das gesamte hamatopoetische

Kompartiment.

Fur alle Analysen wurden Mause im Alter von 8 bis 14 Wochen verwendet. VavCre-Mause

(Mef2c/d**-VavCre) desselben Geschlechts und Alters dienten als Kontrollen.

3.1.10.2 Mef2c""Mef2d"-Cd79a"“"*"*

Neben dem Mef2c/d"®-VavCre-Mausmodell wurden auch Mause des Stammes
Mef2c""Mef2d"-Cd79a"“™™ verwendet, die in dieser Arbeit Mef2c/d**-Cd79aCre genannt
werden. Dieses Mausmodell wurde ebenfalls in der Arbeitsgruppe Retrovirale Pathogenese
etabliert. Die Verpaarung erfolgte wie im Mef2¢/d"®-VavCre-Mausmodell mit Mef2¢c™- (
al. 1997) und Mef2d"-Mausen (Kim et al. 2008). AuRerdem wurde das Cd79aCre-

Mausmodell verwendet (Hobeika et al. 2006). Bei diesem steht die Cre-Rekombinase unter

Lin et

der Regulation des Cd79a- (Mb1Cre-) Promotors, der ab den spaten CLPs exprimiert wird.
Eine Deletion von Mef2c findet in diesem Mausmodell somit zu einem spateren Zeitpunkt

statt als im VavCre-Mausmodell.

Auch hier wurden fir die Analysen Mause im Alter von 8 bis 14 Wochen verwendet und
Cd79a""*™ Mause (Mef2c/d"*-Cd79aCre) desselben Geschlechts und Alters dienten als

Kontroll-Mause.

3.1.11 Zellen
Mausen der in 3.1.10 beschriebenen Mausstamme wurden Knochenmarkzellen aus Femur

und Tibia enthommen und zur in vitro Differenzierung dendritischer Zellen verwendet
(3.2.2.1).



Material und Methoden 33

3.2 Methoden
3.2.1 Tier-experimentelle Methoden

3.2.1.1 Isolierung muriner Knochenmarkzellen

5 — 16 Wochen alte Mause wurden unter Verwendung des volatilen Anashetikums Isofluran
in eine Inhalationsnarkose versetzt und anschlieRend durch zervikale Dislokation getdtet. Die
Tiere wurden in 80 % igem (v/v) Ethanol (EtOH) semi-sterilisiert und Femora und Tibiae
unter der Sicherheitswerkbank freigelegt. Anschlieend wurde das Knochenmark mit Hilfe
einer 1 ml-Spritze sowie einer Kanulle (23 Gauge) isoliert, indem die Knochen mit PBS/FCS
durchspult und die Zellen durch mehrfaches Auf- und Abziehen der Suspension vereinzelt
wurden. Nach Zentrifugation fir 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur wurden die

Zellen in PBS/FCS aufgenommen und gezahilt.

3.2.1.2 Anreicherung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen
Die Anreicherung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen aus isoliertem
Knochenmark erfolgte durch das EasySep" Mouse Hematopoietic Progenitor Cell

Enrichment Cell Kit, wobei alle Arbeitsschritte nach Herstellerangaben durchgeflhrt wurden.

Das isolierte Knochenmark wurde zundchst mit biotinylierten Antikérpern gegen spezifische
Oberflachenantigene reifer Zellen des Knochenmarks (CD5, CD11b, CD19, B220, Gr-1,
Ter119, 7-4) markiert. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit bispezifischen, tetrameren
Antikdrperkomplexen (Tetrameric Antibody Complexes, TACs), die sowohl Biotin als auch
Dextran binden. Durch die Zugabe Dextran-konjugierter, magnetischer Mikropartikel und
Inkubation in einem Magneten wurden hamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen

angereichert und die reifen Zellen des Knochenmarks depletiert.

Die isolierten Stamm- und Vorlauferzellen wurden weiter durchflusszytometrisch analysiert
bzw. sortiert (s. Abschnitt 3.2.2.2 bzw. 3.2.2.3).

3.2.2 Zellbiologische Methoden
Die Kultivierung von Zellen erfolgte bei 37 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % in

einer 5 % igen CO,-Atmosphere. Wenn nicht anders beschrieben, wurde mit vorgewarmten
Medien und Loésungen gearbeitet. Fir einen Waschschritt wurden die Zellen flir 5 Minuten
bei 300 xg und Raumtemperatur zentrifugiert, in 1 ml PBS resuspendiert, anschliel3end

erneut zentrifugiert und in geeignetem Medium aufgenommen.

3.2.2.1 In vitro Differenzierung dendritischer Zellen

Die Differenzierung plasmozytoider bzw. konventioneller dendritischer Zellen (pDCs bzw.
cDCs) aus murinem Knochenmark erfolgte nach einem adaptierten Protokoll (Bornstein et al.
2014).
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Hierfiir wurde zunéchst das Knochenmark 6 - 8 Wochen alter VavCre- bzw. Mef2c""Me2fd™”-
VavCre-Mause, wie in Abschnitt 3.2.1.1, beschrieben isoliert. Fir die Lyse der Erythrozyten
wurden die Knochenmarkzellen in 2 ml PharmLyse-Puffer (1 x) far 2 Minuten inkubiert.

Anschlielend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 8 ml PBS gestoppt.

Fiir die Differenzierung von pDCs wurden 1x 10” Knochenmarkzellen in einer 10 cm
Petrischale in 10 ml RPMI-Medium, das mit 100 ng/ml hFLT3L versetzt wurde, kultiviert. An
Tag 2, 5 und 7 erfolgte die weitere Zugabe von 3 ml RPMI-Medium (+ 100 ng/ml hFLT3L).

Zur Differenzierung von c¢DCs wurden 2 x 10° Knochenmarkzellen ebenfalls in einer 10 cm
Petrischale ausgesat. Die Kultivierung erfolgte jedoch in 10 ml RPMI-Medium mit 20 ng/ml
mGM-CSF. Weitere 10 ml RPMI-Medium (+ 20 ng/ml mGM-CSF) wurde an Tag?2
hinzugefligt. An Tag 5 wurden 15 ml Uberstand abgenommen und fir 5 Minuten bei 300 x g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml RPMI-Medium (+ 20 ng/ml
mGM-CSF) resuspendiert und wieder auf die verwendete Platte gegeben. An Tag 7 wurden
weitere 5 ml RPMI-Medium (+ 20 ng/ml mGM-CSF) hinzugefugt.

Die Erfolgskontrolle der Differenzierung erfolgte sowohl fir die pDCs als auch fir die cDCs
an Tag 10. Die Suspensionszellen wurden vorsichtig abgenommen und nach dem Zahlen
der Zellen mittels FACS-Analyse untersucht (s. Abschnitt 3.2.2.2).

3.2.2.2 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Durchflusszytometrie (Fluorescent Activated Cell Sorting- (FACS-) Analyse) ist eine
Methode, um Zellen in Einzelzellsuspension hinsichtlich ihrer Grélie und Struktur, aber auch
hinsichtlich ihrer Fluoreszenzeigenschaften zu charakterisieren. Die Zellen werden hierfur in
einem FlUssigkeitsstrom mit sehr hoher Geschwindigkeit durch das Durchflusszytometer
geleitet. Jede Zelle passiert einzeln den Laserstrahl und das dabei entstehende Streulicht

oder Fluoreszenzsignal kann detektiert werden.

Je nachdem in welchem Winkel das Streulicht gemessen wird, kénnen unterschiedliche
Informationen generiert werden. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) ist ein Mal}
fur die Beugung im flachen Winkel und korreliert mit der GréRe der Zelle. Beim
Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) wird das Licht hingegen im rechten Winkel gebrochen
und beispielsweise von der Dichte, der Beschaffenheit des Zellkerns oder der Granularitat

der Zelle beeinflusst.

Des Weiteren kdnnen mit Hilfe der FACS-Analyse Fluoreszenzsignale detektiert werden, die
zuvor mit Hilfe spezifischer Antikérper an die Zelle gekoppelt wurden. Um mehr als einen
Fluoreszenzfarbstoff gleichzeitig detektieren zu kdnnen, missen die Uberlappenden
Emissionsspektren der einzelnen Fluorochrome berechnet werden. Hierfir wurde die

automatische Kompensationsfunktion des Durchflusszytometers verwendet.
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Fur die FACS-Analyse wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und in 500 pl PBS aufgenommen. Fir die Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten
Antikérpern wurden pro 1 x 10° Zellen je 0,2 bis 0,5 ug Antikdrper verwendet und die
Ansatze fiur mindestens 30 Minuten bei 4 °C und im Dunkeln inkubiert. Nach einem erneuten
Waschschritt mit PBS wurde die Zellen in 300ul PBS resuspendiert und

durchflusszytometrisch analysiert.

3.2.2.3 Durchflusszytometrische Sortierung
Ein Durchflusszytometer mit Sortierfunktion, wie das FACSAria, ist neben der Detektion von
Zellpopulationen mit Hilfe von Streu- und Fluoreszenzsignalen (s. 3.2.2.2) in der Lage, diese

auch zu isolieren.

Indem der Probenstrom in hochfrequente Schwingung versetzt wird, entstehen einzelne
FlUssigkeitstropfchen in konstantem Abstand zueinander, wobei jedes Tropfchen eine
einzelne Zelle enthalt. Durch Anlegung einer Spannung kdnnen diese Tropfchen in einem
nachgeschalteten elektrischen Feld so abgelenkt werden, dass die Zellen mit den

gewulnschten Eigenschaften in verschiedene Auffanggefalie sortiert werden.

Die Probenvorbereitung erfolgte wie in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben. Die sortierten Zellen
wurden fur 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und in PeqGOLD TriFast
(PeglLab, Erlangen) resuspendiert. Im Anschluss erfolgte entweder die RNA-Isolierung wie in
Abschnitt 3.2.3.1 beschrieben oder die Zellen wurden bis zur weiteren Verarbeitung in
PeqGOLD TriFast (PeqglLab, Erlangen) bei -20 °C eingefroren.

3.2.3 Nukleinsaure-analytische Methoden

3.2.3.1 RNA-Isolierung

Fur die RNA-Isolierung aus zuvor sortierten Knochenmarkzellen (s. Abschnitt 3.2.2.3)
wurden 5x 10° bis 1x10"Zellen in 1ml PeqGOLD TriFast (PeglLab, Erlangen)
aufgenommen. PeqGOLD TriFast enthalt Phenol und Guanidinisothiocyanat, das die Zellen
lysiert und RNAsen inaktiviert. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurden 200 ul Chloroform zugegeben und der Ansatz 15 Sekunden lang
geschuttelt. Nach einer weiteren Inkubation flr 3 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die
Zentrifugation bei 12000 x g und 4 °C fur 15 Minuten und eine Phasentrennung wurde
sichtbar. Die obere wassrige RNA-haltige Phase wurde vorsichtig in ein neues Gefal
Uberflhrt. Die DNA-haltige Interphase sowie die untere Protein-haltige Chloroform-Phase
wurden verworfen. Die Prazipitation der RNA erfolgte mit 600 pl Isopropanol bei einer
Zentrifugation von 12000 x g und 4 °C fir 15 Minuten. AnschlieRend wurde das RNA-Pellet
mit 1 ml 75 % igem (v/v) EtOH gewaschen, indem erneut fur 15 Minuten bei 12000 x g und
4 °C zentrifugiert wurde. Nach Trocknung des Pellets wurde die RNA in 20 ul RNAase-freiem
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Wasser aufgenommen und mit 1 yl RNAse-Inhibitor versetzt. Nach einer 10-minutigen

Inkubation bei 55 °C erfolgte die photometrische Konzentrationsbestimmung am Nanodrop.

3.2.3.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Reverse Transkriptasen sind RNA-abhdngige DNA-Polymerasen, die gleichzeitig eine
RNase-H- sowie eine DNA-abhdngige DNA-Polymerase-Aktivitdt besitzen. Unter
Verwendung von Random-Primern (Primer Random pd(N)s, Roche, Mannheim) erfolgt die
Synthese eines komplementaren (cDNA-) Stranges. Der noch vorhandene RNA-Strang wird
durch die RNase-H-Aktivitat degradiert und mit Hilfe der DNA-abhangigen DNA-Polymerase-

Aktivitat durch einen weiteren cDNA-Strang ersetzt.

Fur die cDNA-Synthese wurden 1 pug der zuvor isolierten Gesamt-RNA eingesetzt (s.
Abschnitt 3.2.3.1). Diese wurde zusammen mit 10 U AMV Reverse Transkriptase (New
England Biolabs, Frankfurt a.M.), AMV Reverse Transkriptase Puffer (10 x), 1 yl Random-
Primern (Roche, Mannheim), 10 mM dNTPs (Qiagen, Hilden) und 40 U rRNase Inhibitor
(Promega, Mannheim) in einem 20 pl-Ansatz mit ddH,O aufgeflllt und fur eine Stunde bei
42 °C inkubiert. Anschlielend wurde die cDNA entweder bei - 20 °C gelagert oder direkt fir

die quantitative Realtime-PCR eingesetzt.

Fir die qRT-PCR wurden die LSK-Populationen von acht verschiedenen Mef2c/d™“- bzw.

Mef2c/d**-Mausen isoliert, gepoolt und anschlieBend fiir die cDNA-Synthese eingesetzt.

3.2.3.3 Quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR st eine auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basierenden
molekularbiologische Methode, die es erlaubt, die Transkriptmenge gemessener Gene relativ
zu quantifizieren. Die Transkripte wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Sybr Green
detektiert. Sybr Green interkaliert mit doppelstrangiger DNA, wobei das Fluoreszenzsignal

mit zunehmender DNA-Menge ansteigt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der AACt-Methode nach Pfaffl, wobei das Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase- (Hprt-) Gen als Referenzgen zur Normalsierung
verwendet wurde (Pfaffl 2001). Die mRNA-Expression der untersuchten Zielgene in VavCre-
Mausen wurde auf 1 gesetzt und die Expression in Mef2c”"Mef2d”-VavCre-Mause im

Vergleich zum Wildtyp bestimmt.
Fir die qRT-PCR wurde das Light Cycler® 480 SYBR Green | Master Kit (Roche, Mannheim)

nach Herstellerangaben verwendet. Sie erfolgte in einem 10 ul-Ansatz, in dem 1 pl cDNA (s.
3.2.3.2) sowie 5 pmol des forward- und des reverse-Primer eingesetzt wurden. Fur alle RT-
PCRs wurde dasselbe PCR-Programm verwendet (Tabelle 3.2). Auf eine initiale
Denaturierung bei 95 °C folgten 40 Zyklen mit Denaturierung (10 Sekunden), Primer-

Hybridisierung (10 Sekunden), Elongation (10 Sekunden). In einem letzten Schritt wurde die
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Temperatur schrittweise auf 95 °C erhdht, um die flr jedes PCR-Produkt spezifische

Schmelzkurve zu generieren.

3.2.3.4 Agarose-Elektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kénnen Nukleinsdure-Fragmente ihrer Gré3e nach
getrennt werden. Nukleinsduren wandern aufgrund ihres negativ geladenen Phosphat-
Rickgrats in einer Elektrophoresekammer in Richtung Kathode. Kleinere Fragmente
gelangen dabei schneller durch die Poren im Agarosegel und werden so von grélieren
Fragmenten getrennt. Zur Detektion der Fragmente wurde das Agarosegel mit
Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt) versetzt, einem Farbstoff, der mit Nukleinsauren

interkaliert und unter UV-Licht sichtbar gemacht werden kann.

Zur Uberpriifung der gqRT-PCR erfolgte eine Detektion der PCR-Produkte durch eine
Gelelektrophorese in einem 2 % igen Agarosegel in TAE-Puffer (1 x) bei ca. 90 V. Die
Ansatze der qRT-PCR wurden hierfir mit DNA-Loading Dye (Fermentas, St. Leon-Rot)
versetzt und vollstdndig auf das Agarosegel aufgetragen. Die Bestimmung der
Fragmentgrofle erfolgte durch Vergleich mit dem ebenfalls aufgetragenen GeneRuler 100 bp

Plus Ladder (Thermo Scientific, Karlsruhe).

3.2.3.5 RNA-Sequencing

Um die Genexpression des Mef2c""Me2fd”-VavCre-Mausmodells mit der des VavCre-
Wildtyps zu vergleichen, wurde aus sortierten Lin'Sca’c-Kit*- (LSK-) Populationen die RNA
mit Hilfe des PeqGOLD TriFast Kits isoliert (s. Abschnitt 3.2.3.1).

Fur die Erstellung einer cDNA-Bibliothek wurde das TruSeq RNA Prep Kit (lllumina, San
Diego, USA) verwendet, wobei 1 uyg Gesamt-RNA eingesetzt wurden. Nach der Isolierung
der mRNA mit Hilfe einer PolyA-Selektion wurde diese chemisch fragmentiert und
anschlieRend unter Verwendung von random Hexamer-Primern in cDNA umgeschrieben.
Nach der Ligation von Adaptermolekilen an die fragmentierte cDNA erfolgte die
Sequenzierung durch die Sequenzierplattform Genome Analyzer lIx (llumina, San Diego,
USA). Fir das Alignment an murine cDNA (mm9/UCSC) wurde das Programm Bowtie I

verwendet.
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4 Ergebnisse
Im Folgenden wird mit Mef2c/ A der VavCre-Doppel-Knockout bezeichnet. Kontroll-Mause,

die die VavCre-Rekombinase exprimieren, werden Mef2c/d*"* genannt.

4.1 Der Differenzierungsblock der B-Zell-Entwicklung in Mef2c/d*®-VavCre-
Mausen

In einem ersten Experiment sollte der Knockout von Mef2c und Mef2d im gesamten
hamatopoetischen Kompartiment ausfuhrlich untersucht werden. Fir die Analyse wurden
Knochenmarkzellen aus Mef2c/d™*- sowie aus Kontroll-Mausen isoliert und anschlieRend mit
spezifischen, fluoreszenzgekoppelten Antikérpern gegen Oberflachenmarker verschiedener
B-Zellpopulationen gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wurden die reifen
Zellen des Knochenmarks ausgeschlossen (Lin) und das CD19-positive B-Zell-
Kompartiment untersucht. Die verschiedenen B-Zell-Progenitor-Populationen und auch die
reifen B-Zellen wurden anhand ihrer Expression von CD43 und B220 unterschieden.
Abbildung 4.6 A zeigt die durchflusszytometrische Analyse exemplarisch flr eine Kontroll-
(Mef2c/d*"*-) und eine Knockout- (Mef2c/d™*-) Maus.

Die aus den CLPs hervorgehenden proB-Zellen weisen eine starke Expression von CD43
auf, die Expression von B220 ist jedoch noch gering. Mit der weiteren Differenzierung in
Richtung praB-Zellen vermindert sich die Expression von CD43. Die praB-Zellen kbnnen von
den darauffolgenden unreifen B-Zellen durch die Expression der leichten Ketten des
praBZRs (Igk/A) unterschieden werden. Wahrend praB-Zellen noch keine leichten Ketten
exprimieren, sind die unreifen B-Zellen positiv flr Igk/A. Reife B-Zellen besitzen nur noch
eine sehr geringe Expression von CDA43, jedoch sind die Expressionslevel von B220 im

Vergleich zu den B-Zell-Progenitoren erhdht.

In dieser Arbeit konnte durch die Untersuchung mehrerer Kontroll- (n=6) und Knockout-
Mause (n=4) gezeigt werden, dass im Mef2c/d"®-VavCre-Mausmodell die Deletion von
Mef2c und Mef2d zu einem Differenzierungsblock der B-Zell-Entwicklung fihrt (Abbildung
4.6 B). Die CD19-positiven Zellen insgesamt (3,3 x 10°) waren im Vergleich zum Wildtyp
(1,0 x 107) stark reduziert. Auch bei der Betrachtung der einzelnen B-Zell-Populationen
zeigte sich, dass proB-, praB, unreife und reife B-Zellen des Knochenmarks in den
Mef2c/d“*-Mausen im Vergleich zu Mef2c/d**-Mausen jeweils kaum detektierbar waren.

Jede Population fir sich war um mehr als 95 % reduziert.
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Abbildung 4.1: Der Knockout von Mef2c und Mef2d in den HSC fiihrt zu einem Differenzierungsblock und
Verlust des B-Zell-Kompartiments

A) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse des B-Zellkompartiments einer Mef2c/d™”*- und einer
Mef2c/d™®-Maus. Alle Populationen sind LinCD19*. Untersucht wurden das proB- (B2207CD43"), das praB-
(B220CD43*Igk/\), das unreife (B220*CD43"Igk/A") und das reife B-Zellstadium (B220"9"CD43"). B) Quantitative
Auswertung der in A) untersuchten Zellpopulationen sowie des gesamten CD19*-Zellkompartiments im
Knochenmark von Mef2c/d™"*- (n=6) und Mef2c/d™®-Mausen (n =4). Die absoluten Zellzahlen wurden gegen
eine logarithmische Skala aufgetragen, wobei jedes Quadrat die Zellzahl einer Maus darstellt und der Mittelwert
einer Kohorte durch einen Balken markiert ist. Ein einfacher T-Test ergab fir alle B-Zell-Populationen eine
statistisch signifikante Reduktion im Mef2c/d™*-Mausmodell im Vergleich zu Kontrol-Mausen (Mef2c/d™").
C) Schematische Darstellung der Blockade der B-Zell-Differenzierung in Mef2c/d"®-Mausen. Der Knockout von
Mef2c und Mef2d in den HSC fiihrt zu einer deutlichen Reduktion aller B-Zell-Vorlauferpopulationen (proB-, praB-
und unreife B-Zellen) und der reifen B-Zellen im Knochenmark.
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Mit diesem Experiment konnte die wichtige regulatorische Funktion von Mef2c und Mef2d fir
die B-Zell-Differenzierung gezeigt werden. Ein die gesamte Hamatopoese umfassender
Knockout dieser beiden Transkriptionsfaktoren flhrte zu einem Differenzierungsblock, der
die B-Zell-Linie vollstandig beeintrachtigt (Abbildung 4.1 C). Betrachtet man beide Mef2c/d-
Doppel-Knockout-Mausmodelle (Mef2c/d”®-Cd79aCre und Mef2c/d“*-VavCre) zeigt sich
somit, dass Mef2c und Mef2d die B-Zell-Entwicklung zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten
regulieren. Im  Mef2c/d"®-Cd79aCre-Mausmodell  zeigt sich der vollstandige
Differenzierungsblock ab dem spaten praB-Zellstadium, wohingegen im Mef2¢/d™®-VavCre-
Mausmodell bereits die proB-Population und alle darauffolgenden B-Zell-Populationen

deletiert waren.

4.2 Charakterisierung des Differenzierungsblocks im Mef2c/d**-VavCre-
Mausmodell

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die B-Zell-Entwicklung durch die Deletion von Mef2c
und Mef2d vollstandig beeintrachtigt wird, erfolgte in einem n&chsten Experiment die
genauere Charakterisierung des Differenzierungsblocks. Hierflir wurden die vor dem B-Zell-
Kompartiment gelegene MPP4- (LMPP-) Population sowie die CLP-Population in Mef2c/d"-
und in Mef2c/d"*-Mausen quantifiziert. AuRerdem erfolgte unter Zuhilfenahme eines

weiteren Oberflachenmarkers (Vcam) die weitere Eingrenzung des Differenzierungsblocks.

Des Weiteren wurden Zielgene von Mef2c und Mef2d identifiziert, die Aufschluss darliber
geben kénnten, wie Mef2c und Mef2d die B-Zell-Entwicklung zu einem so frilhen Zeitpunkt

regulieren kénnten.

4.2.1 Der Mef2c/d-Knockout fuhrt zu einer Anreicherung Vcam-negativer Zellen
Fur die genauere Untersuchung des Differenzierungsblocks wurde das Knochenmark von

Mef2c/d™*-Mausen sowie von Mef2c/d*"*-Kontroll-Mausen isoliert. AnschlieRend wurden die
Progenitoren des Knochenmarks angereichert. Mit Hilfe fluoreszenzgekoppelter Antikérper
wurde einerseits die LSK-Population, die die HSC und MPP-Populationen umfasst, sowie die
CLP-Population markiert und durchflusszytometrisch untersucht. Aullerdem wurde innerhalb
der LSK-Population die Expression des Oberflachenproteins Vcam (vascular endothelial
adhesion molecule-1) analysiert. Vcam unterteilt die MPP4- (LMPP-) Population noch einmal
in zwei Populationen, die Vcam-positiven Granulozyten-Monozyten-Lymphozyten-
Progenitor-A (GMLPa) und die Vcam-negativen GMLPb (Abbildung 4.2 A).

Die LMPPs sind die ersten Zellen in der hamatopoetischen Entwicklung, die lymphatische
Gene exprimieren und so den Weg in Richtung lymphatischer Differenzierung einschlagen
(Adolfsson et al 2005, Mansson et al 2007). Mit graduellem Verlust der Vcam-Expression
verliert die MPP4-Population das Potential, in die megakaryozytare-erythrozytare oder die

monozytare-granulozytare Linie zu differenzieren. Vcam-negative LMPPs sind somit, bis auf
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ein geringes monozytar-granulozytares Potential, nur noch in der Lage, sich in die
allgemeine lymphatische Progenitor-Population (CLP) zu differenzieren (Lai & Kondo 2006),
die sich Uber linienspezifische Vorlaufer weiter in die reifen lymphatischen Zellpopulationen,
die B- und T-Lymphozyten und die NK-Zellen, entwickeln (Kondo et al. 1997).

In Mef2c/d**-Mausen umfasste die LSK-Population ca. 9 x 10* Zellen. Im Mef2¢/d-Knockout
zeigte sich hierzu kein signifikanter Unterschied (ca. 8 x 10%). Die CLPs hingegen waren im
Vergleich zum Wildtyp auf etwa ein Finftel der PopulationsgréfRe reduziert (Abbildung
4.2 C & D). Die LSK-Population wurde weiter hinsichtlich ihrer Vcam-Expression untersucht.
Abbildung 4.2 B zeigt exemplarisch die FACS-Strategie fur eine Mef2c/d-Knockout und flr
eine Kontroll-Maus. In Mef2c/d"*-Mausen bestand die LSK-Population etwa zur Halfte aus
Vcam-positiven und zur Halfte aus Vcam-negativen Zellen (Vcam®™: 45 %, Vcam™ 56 %). In
Mef2c/d”*-Mausen kam es allerdings zu einer Anreicherung der Vcam-negativen Zellen.
Dabei betrug der Anteil der Vcam-negativen Zellen an der LSK-Population etwa 75 %
(Abbildung 4.2 D, E).

Mit diesen Versuchen konnte der Differenzierungsblock in Mef2c/d**-VavCre-Mausen
charakterisiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Vcam-negativen Zellen der LSK-
Population durch die Deletion von Mef2c und Mef2d akkumulieren, bevor es zur starken

Reduktion der CLPs und aller folgenden B-Zell-Populationen kommt.
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Abbildung 4.2: Der Knockout von Mef2c und Mef2d fiihrt zur Anreicherung Vcam-negativer Zellen

A) Schematische Darstellung der friihen lymphatischen Differenzierung, beginnend mit den hamatopoetischen
Stammzellen (HSC). B) Durchflusszytometrische Analyse der LSK-Population (Lin'Sca’c-Kit") und der VCAM-
Expression reprasentativ von einer Mef2c/d™- und einer Mef2¢/d™"*-Maus. C) Quantifizierung der CLP-Population
(LinFIt3*II7R") in Mef2c/d™*- und Mef2c/d™®-Mausen (n = 4). Die absolute Zellzahl ist fiir jede analysierte Maus
als Quadrat in einer logarithmischen Skala dargestellt, der Mittelwert ist fiir die angegebene Stichprobengrofie als
Balken abgebildet. Ein einfacher T-Test ergab eine statistisch signifikante Reduktion der CLPs in Mef2c/d™- im
Vergleich zu Mef2c/d™*-Mausen. D) Quantifizierung der LSK-Population sowie der VCAM® und VCAM™-
Populationen in Mef2c/d™*- und Mef2c/d™-Mausen (n =6). Die VCAM®- und VCAM™-Populationen sind als
Prozent der LSK-Population angegeben. Jedes Quadrat beschreibt eine analysierte Maus und der Mittelwert ist
mit Standardfehler als Balken angegeben. Ein einfacher T-Test ergab eine signifikante Reduktion der VCAM'-
sowie einen Anstieg der VCAM -Population in Mef2c/d™ - im Vergleich zu Mef2c/d™*-Mausen. E) Darstellung des
prozentualen Anteils der VCAM* und VCAM-Population an der LSK-Population in Mef2¢/d™*- und Mef2c/a™"-
Mé&usen in einem Balkendiagramm.
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4.2.2 ldentifizierung von B-Zell-spezifischen Zielgenen von Mef2c und Mef2d
Um zu untersuchen, wie ein Knockout von Mef2c und Mef2d zu einem Differenzierungsblock

in der B-Zell-Linie fihren kann, sollten mdgliche Zielgene von Mef2c und Mef2d identifiziert
werden. Hierfir wurde mittels RNA-Sequencing eine genomweite Genexpressionsanalyse
der LSK-Population von Mef2c/d**-Mausen und von Wildtyp-Mausen durchgefiihrt, die
anschlieRend miteinander verglichen wurden. Das Knochenmark dieser Mduse wurde isoliert
und die LSK-Population sortiert. Nach der RNA-Isolierung wurde die RNA von je acht
verschiedenen Mef2c/d*®- bzw. Mef2c/d*"*-Mausen vereint und die cDNA aus dem Ansatz

isoliert. AnschlieRend erfolgte die Sequenzierung des gesamten Transkriptoms.

Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen waren im Mef2c/d”*-Mausmodell insgesamt 1163 Gene
signifikant fehlreguliert, wovon 559 Gene uber- und 604 Gene unterexprimiert waren (> 3-
fach, FDR korrigierter p-Wert <0,05, Abbildung 4.3 A). Das Genexpressionsprofil
verschiedener Transkriptionsfaktoren der B-Zell-Differenzierung, wie E2a (Tcf3), Runx1
(Runx1), Ikaros (lkzf1), Aiolos (lkzf3) oder Foxo1 (Foxo1), wurde durch die Deletion von
Mef2c und Mef2d nicht oder nur leicht beeinflusst (Abbildung 4.3 C). Andere
Transkriptionsfaktoren wurden durch den Mef2c/d-Knockout allerdings signifikant reduziert.
Unter ihnen sind die Transkriptionsfaktoren Ebf1 (Ebf1), Pax5 (Pax5) und Irf4 (Irf4) oder
auch die Rag-Proteine (Rag1, Rag?2), die fur das Rearrangement der B-Zell-Rezeptorketten
verantwortlich sind. Flr die Transkriptionsfaktoren Ebf1 und Pax5 konnten die verminderten
Expressionslevel im Mef2c/d-Knockout im Vergleich zum Wildtyp mittels RT-PCR bestatigt
werden (Abbildung 4.3 D).

Mit Hilfe der STRING-Datenbank wurden unter den deregulierten Genen (> 3-fach, FDR
korrigierter p-Wert <0,05) anhand prognostizierter Protein-Interaktionen biologische
Prozesse identifiziert, die von Mef2c und Mef2d beeinflusst werden (Szklarczyk et al. 2015).
In Abbildung 4.3 B ist die Anzahl der Gene, die einem Prozess zugeordnet wurden, sowie die
Signifikanz (-log (p-Wert)) angegeben. Unter den Prozessen befanden sich ganz allgemeine
zellulare Prozesse wie das Signaling, die Signaltransduktion oder Zelladhasion. Es wurden
aber auch solche mit immunologischem Hintergrund gefunden. Zu ihnen zahlen die
Regulation der akuten Immunantwort auf einen Antigenstimulus oder auch die
Antigenprozessierung und -prasentation. Dies sind wichtige Prozesse der B-Lymphozyten,
was mit dem Differenzierungsblock und den herunterregulierten B-Zell-spezifischen Genen
korreliert. Sie treffen aber auch auf andere Populationen der Hamatopoese, wie

beispielsweise dendritische Zellen, zu.
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Abbildung 4.3: Genomweite Identifizierung von B-Zell-spezifischen Zielgenen von Mef2c und Mef2d
mittels RNA-Sequencing und quantitativer Realtime-PCR

A) Scatter plot differentiell exprimierter Gene (> 3-fach) in LSK-Populationen von Mef2c/d™™- im Vergleich zu
Kontroll-Mausen (Mef2¢/d™"™"). Lin", Sca®, c-Kit" Zellen (LSK-Population) wurden sortiert und die mRNA isoliert.
Diese wurde in cDNA umgeschrieben und mit Hilfe des Genome Analyzer lix erfolgte die Sequenzierung. Die
Genexpression ist auf Reads Per Kilobase of transcript per Million reads (RPKM) normalisiert, wobei jeder Punkt
ein Gen reprasentiert. Die Farben indizieren > 3-fach berexprimierte (griin) bzw. vermindert exprimierte (rot)
Gene des Knockouts im Vergleich zum Wildtyp. B) Funktionale Klassifizierung signifikant fehlregulierter Gene in
der LSK-Population von Mef2c/a™*-Mausen. Mit Hilfe der STRING-Datenbank wurden an Hand der
fehlregulierten Gene (= 3-fach) biologische Prozesse identifiziert, die durch den Knockout von Mef2c und Mef2d
beeinflusst werden. Die Anzahl der Gene pro identifiziertem Prozess sowie die statistische Signifikanz sind
angegeben (Szklarczyk et al. 2015). C) Durch RNA-Sequencing bestimmte relative Expressionslevel von
einzelnen Genen in Mef2c/d™*-Mausen im Vergleich zum Wildtyp. Die Gene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren
der B-Zell-Differenzierung. Dargestellt ist die relative Expression, wobei die Expression des Wildtyps auf 1 gesetzt
wurde. D) Vergleich relativer Expressionslevel ausgewahlter Zielgene in Mef2c/d™*- und Mef2¢/d™"*-Mausen
mittels qRT-PCR. Fir die Analyse wurde das Knochenmark aus Mef2c/d™"- und Mef2c/d™"*-Mausen isoliert. Nach
Anreicherung der Progenitoren wurde die LSK-Population sortiert und daraus die mRNA isoliert. Fur die
Normalisierung der einzelnen Gene wurden die Expressionslevel von Hprt bestimmt.
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4.3 Der Einfluss von Mef2c und Mef2d auf weitere lymphatische Linien
Die lymphatische Linie umfasst die B- und die T-Lymphozyten sowie die NK-Zellen. Sie alle

differenzieren sich aus den CLPs Uber mehrere linienspezifische Progenitoren. Da der
Knockout von Mef2c und Mef2d im VavCre-Mausmodell zu einer deutlichen Reduktion der
CLPs flhrt, sollte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, wie sich der Verlust von
Mef2c und Mef2d neben dem Verlust der B-Zell-Linie einerseits auf die reifen T-

Lymphozyten und andererseits auf die reifen NK-Zellen auswirkt.

4.3.1 Reife T-Lymphozyten werden durch Mef2c und Mef2d kaum beeintrachtigt
Die Differenzierung der T-Lymphozyten erfolgt im Thymus, in dem sich Vorlaufer-T-

Lymphozyten in der Medulla zunachst in CD4- und CD8-positive positive T-Lymphozyten
(double positive, DP) entwickeln. Diese kdnnen sich im Cortex des Thymus entweder in
CD4-positive T-Helferzellen oder CD8-positive zytotoxische T-Lymphozyten (single positive,
SP) differenzieren (Abbildung 4.4 A). In lymphatischen Organen wie dem Knochenmark oder
der Milz sind sowohl doppelt positive als auch einzeln positive T-Lymphozyten zu finden,
wobei doppelt positive Zellen deutlich seltener sind. Abbildung 4.4 B und D zeigen die FACS-
Untersuchungen dieser beiden Organe. Im Knochenmark waren die doppelt positiven T-
Lymphozyten im Mef2c/d“*-Mausmodell im Vergleich zu Mef2c/d*"*-Mausen leicht reduziert.
Wihrend Mef2c/d*"*-Kontroll-M&use im Mittel 6,1 x 10* doppelt positive Zellen aufwiesen,
waren diese im Mef2¢/d-Knockout auf 3,2 x 10* reduziert. CD4- oder CD8-positive T-
Lymphozyten waren im Knochenmark durch den Knockout von Mef2c und Mef2d im
Vergleich zum Wildtyp jedoch nicht beeintrachtigt (Abbildung 4.4 C). Im T-Zell-Kompartiment
der Milz konnte weder fir doppelt noch fiir einzeln positive T-Lymphozyten ein Unterschied

detektiert werden.

Obwohl die CLPs durch den Knockout von Mef2c und Mef2d deutlich verringert sind, ist die
Entwicklung reifer T-Lymphozyten kaum beeintrachtigt. Lediglich die doppelt positiven T-
Lymphozyten im Knochenmark waren durch den Knockout von Mef2c und Mef2d leicht
reduziert. Mef2c und Mef2d spielen flr die Differenzierung dieser lymphatischen Linie somit

wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle.
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Abbildung 4.4: Die Deletion von Mef2c und Mef2d beeinflusst das T-Zellkompartiment nur gering

A) Schematische Darstellung der lymphatischen Differenzierung ausgehend von der LSK-Population. Frihe T-
Zell-Vorlauferpopulationen exprimieren sowohl CD4 als auch CD8 auf ihrer Zelloberflache (double positive, DP).
Bei der weiteren Differenzierung geht die Expression eines der beiden Oberflachenmolekiile verloren, sodass sie
nur noch entweder CD4- oder CD8-positiv sind (single positive, SP). B) und D) Durchflusszytometrische
Untersuchung der verschiedenen T-ZeII-VorIéuferpo/pulationen (DP, SP CD4", SP CD8") in Knochenmark (B) und
Milz (D) exemplarisch dargestellt firr eine Mef2c/d**- und eine Mef2c/a™*-Maus. C) und E) Quantifizierung der
absoluten Zellzahlen der in B) und D) beschriebenen Populationen, wobei in C) die Quantifizierung des
Knochenmarks und in E) die der Milz dargestellt ist (n = 6). Die absolute Zellzahl jeder analysierten Maus ist als
Quadrat in einem logarithmischen Graphen aufgetragen. Der Mittelwert ist als Balken dargestellt. Ein einfacher T-
Test ergab nur fiir die DP-Population im Knochenmark (C) einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Kohorten.
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4.3.2 Ein Knockout von Mef2c und Mef2d beeinflusst die Anzahl reifer NK-Zellen nicht
Genauso wie die B- und T-Lymphozyten stammen die NK-Zellen von den CLPs ab. Sie

reifen im Knochenmark, bevor sie als reife NK-Zellen verschiedene Gewebe besiedeln und

ihren Aufgaben im Rahmen der angeborenen Immunantwort nachgehen.

Die reifen NK-Zellen des Knochenmarks wurden im Mef2c/d“*-Mausmodell im Vergleich zu
Kontroll-Mausen mit Hilfe des Oberflachenmarkers NK1.1 durchflusszytometrisch untersucht
(Abbildung 4.5 A). Kontroll-Mause besaRen etwa 5,22 x 10° Zellen, die positiv fir NK1.1
waren. Fur den Knockout zeigte sich eine leichte Reduktion der NK-Zellen, diese war jedoch
nicht signifikant (3,23 x 10°).

Genau wie die Differenzierung reifer T-Lymphozyten wurde somit auch die Entwicklung der

reifen NK-Zellen durch einen Knockout von Mef2c und Mef2d nicht beeintrachtigt.
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Abbildung 4.5: Die NK-Population wird durch eine Deletion von Mef2c und Mef2d nicht beeinflusst

A) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse der NK-Zellen (NK1.1*) im Knochenmark einer Mef2c/d""-
und einer Mef2c/a™*-Maus. B) Quantifizierung der absoluten Zellzahlen der in A) beschriebenen NK-Population
(n = 6). Die absoluten Zellzahlen sind gegen eine logarithmische Skala aufgetragen, wobei jede analysierte Maus
mit einem Quadrat dargestellt ist und der Mittelwert mit einem Balken gekennzeichnet ist. Ein einfacher T-Test
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Mef2c/d™*- und Mef2c/a™*-Mausen.
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4.4 Welchen Einfluss hat der Mef2c/d-Knockout auf die myeloische
Differenzierung?
Die bisherigen Ergebnisse zeigten einen Verlust der B-lymphatischen Differenzierung und

damit einhergehend eine Akkumulation innerhalb des MPP4- (LMPP-) Kompartiments. Da
dieses Kompartiment auch in der Lage ist, myeloische Zellen hervorzubringen (vgl. Abschnitt
1.2), wurde untersucht, welche Auswirkungen der Verlust von Mef2c und Mef2d auf die

myeloischen Progenitor-Populationen sowie die Granulozyten und Monozyten hat.

4.4.1 Der Mef2c/d-Knockout fuhrt zur Anreicherung myeloischer Progenitoren
In einem ersten Experiment wurde untersucht, welche Bedeutung ein Knockout von Mef2c

und Mef2d fiir myeloische Progenitor-Populationen hat. Dafiir wurde aus Mef2¢/d*™* und
Mef2c/d*-Mausen das Knochenmark isoliert und die Progenitorzellen angereichert.
Anschlieliend wurden die Zellen mit spezifischen Antikérpern gefarbt und durchflusszyto-
metrisch analysiert. Abbildung 4.6 A zeigt beispielhaft die Analyse flr eine Kontroll- und eine
Doppel-Knockout-Maus und in Abbildung 4.6 B ist die Differenzierung myeloischer
Progenitoren aus den HSC und den darauffolgenden MPPs dargestellt. Alle myeloischen
Progenitoren zeichnen sich durch die Expression von c-Kit aus und bilden gemeinsam eine

c-Kit-positive Population myeloischer Progenitoren (MP).

Der Knockout von Mef2c und Mef2d fluhrte zu einer leichten VergroRerung des gesamten
myeloischen Kompartiments. Wahrend die MP-Population in Mef2c/d**-Mausen 4,3 x 10°
Zellen umfasste, wurde sie durch den Knockout von Mef2c und Mef2d mehr als verdoppelt
(9,6 x 10° Zellen, Abbildung 4.6 C). Die MPPs differenzieren entweder Uber die pra-
Granulozyten-Monozyten-Progenitoren  (praGMs) in die  Granulozyten-Monozyten-
Progenitoren (GMPs) oder sie entwickeln sich Uber eine gemeinsame Megakaryozyten-
Erythroyzten-Progenitor-Population (MEP) in eine Megakaryozyten-Progenitor- (MegP) oder
eine Erythrozyten-Progenitor-Population (EryP). Wahrend sich in der praGM-Population kein
Unterschied zwischen Doppel-Knockout und Kontroll-Mausen zeigte, war die GMP-
Population in der Mef2c/d-Knockout-Mausen um den Faktor 2,6 erhdht. Auch alle Progenitor-
Populationen der erythrozytaren-megakaryozytaren Linie wurden durch den Knockout von
Mef2c und Mef2d angereichert. Die Population der MEPs verdreifachte sich im Mef2c/d""-
Mausmodell im Vergleich zu Kontroll-Mausen, die EryPs waren um den Faktor 2,5, die
MegP-Population sogar um den Faktor 7,7 erhoht.

Insgesamt wurde das myeloische Progenitor-Kompartiment durch den Knockout von Mef2c
und Mef2d somit leicht expandiert, wovon sowohl Monozyten-Granulozyten- als auch

Erythrozyten-Megakaryozyten-Vorlaufer betroffen waren.
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Abbildung 4.6: Der Verlust von Mef2c und Mef2d fiihrt zu einer Anreicherung myeloischer Progenitoren
A) Reprasentatlve durchflusszytometrlsche Analyse frither myeloischer Progenitoren im Knochenmark einer

Mef2c/d™*- und einer Mef2c/d™™

-Maus (n =5). Dargestellt ist die Analyse von MP (Linc-Kit"), praGM (CD41

CD16/32°CD150), GMP (CD41 "CD16/32**CD1507), MEP (CD41°CD16/30"°CD150"), MegP (CD41*CD150") und
EryP (CD41 "cD16/32"CD105" ). B) Schematische Darstellung der friihen myeloischen Differenzierung. Das c-Kit
positive MP-Stadium umfasst die MEP-, MegP-, EryP-, praGM- und GMP-Population. C) Quantifizierung der in A)
Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen, wobei eine
untersuchte Maus einem Quadrat entspricht und der Mittelwert durch einen Balken markiert ist. Ein einfacher T-
Test zeigt fur alle Populationen aufter den praGM eine statistisch signifikante Anreicherung im Mef2c/d™"-
Mausmodell im Vergleich zum Mef2c/d**-Mausmodell.

dargestellten myeloischen Progenitor-Populationen.
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4.4.2 Monozyten und Granulozyten reichern sich im Mef2c/d"*-Mausmodell an

A B VavCre*

Q] w
g 3 cptp Q-
ST
Granulozyten o %= Granulozyten
CD1 1 b+ 2= Monozyten
GMP o Lyég*
© TTT I5|0| T |‘t!0| T ||‘é0| TT |2$u| TT |25|D |IIIIII|UIIIIIIIII1IDIa T IIIIIII0|a T lllll:gs T
N FSC ——
CD11b*
@ Ly6c* Mef2c/d~A
Q]
Monozyten =% oo
[a]
(&)
Monozyten
-||I|||I|||I||A|||AI|IAII|A
50 100 150 200 250 0 100 10* 10°
FSC ———— Ly6c
C CD11b* Granulozyten Monozyten
108-. ek 109+ ok 108-. *x
= =
= an
X Bal"T B X u X
c 1074 e 1074 —— p 107-:
s 2 S
i N S o
108 T T 106 T T 10° T T
+/+ AIA +H+ AlA ++ AIA
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Abbildung 4.7: Granulozyten und Monozyten reichern sich im Mef2c/d*™-VavCre-Mausmodell signifikant
an

A) Schematische Darstellung der Differenzierung von Granulozyten und Monozyten aus der GMP-Population.
B) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse der Granulozyten und Monozyten im Knochenmark einer
Mef2c/d™- und einer Mef2c/d™®-Maus. Sowohl Monozyten als auch Granulozyten sind Cd11b positiv und
exprimieren zusatzlich entweder Ly6g (Granulozyten) oder Ly6c (Monozyten). C) Quantifizierung der absoluten
Zellzahlen CD11b-positiver Zellen, Monozyten und Granulozyten (n =5) in einer logarithmischen Skala. Jedes
Quadrat stellt eine analysierte Maus dar, der Mittelwert ist durch einen Balken markiert. Die statistische
Signifikanz wurde anhand eines einfachen T-Tests berechnet.

In einem weiteren Experiment wurden die Monozyten und die Granulozyten als reife
Vertreter der myeloischen Linie durchflusszytometrisch untersucht. Monozyten und
Granulozyten stammen von den GMPs ab und exprimieren beide den Oberflachenrezeptor
CD11b (Abbildung 4.7 A). Unterschieden werden Monozyten und Granulozyten Uber die
Expression von Ly6g (Granulozyten) und Ly6c (Monozyten). Die Untersuchung zeigten, dass
die Cd11b-positiven Zellen, die sowohl die Granulozyten als auch die Monozyten umfassen,
bei einem Doppel-Knockout von Mef2c und Mef2d leicht erhéht vorlagen (1,5-fach,
Abbildung 4.7 B & C). Auch die Monozyten und die Granulozyten waren im Mef2c/d“"-
Mausmodell im Vergleich zu Kontroll-Mausen signifikant erhéht, wobei die Anreicherung der

Granulozyten (1,8-fach) etwas deutlicher war als die der Monozyten (1,2-fach).
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Die Anreicherung der myeloischen Progenitoren (4.4.1) im Mef2c/d-Doppel-Knockout fuhrt
also auch zu einem milden Anstieg reifer myeloischer Zellen wie den Monozyten und

Granulozyten.

4.5 Beeinflussen Mef2c und Mef2d auch die dendritische Differenzierung?
Das klassische Modell der dendritischen Differenzierung postuliert, dass alle dendritischen

Zellen myeloischen Ursprungs sind. Fir die pDCs wird allerdings auch eine lymphatische
Abstammung diskutiert. Denn mittlerweile gibt es verschiedene Hinweise darauf, dass pDCs
und B-Lymphozyten einen gemeinsamen Ursprung haben kénnten (vgl. Abschnitt 1.8.3).
Zum Beispiel regulieren verschiedene Transkriptionsfaktoren wie E2-2, Spi-B oder Bcl11a,
denen eigentlich eine Funktion in der B-Zell-Entwicklung zugeschrieben wurde, auch die
Differenzierung der pDCs (siehe Abschnitt 1.8.4).

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht, ob
auch ein Knockout von Mef2c und Mef2d Auswirkungen auf die verschiedenen Populationen
der dendritischen Linie haben kdnnte. In einem weiteren Experiment wurde analysiert, ob
sich Knochenmarkzellen aus Mef2c/d"®-VavCre-Mdusen in vitro in die Richtung
dendritischer Zellen differenzieren lassen und wie sich das Differenzierungspotential im
Vergleich zu Kontroll-Mausen verhalt. Des Weiteren wurden Zielgene von Mef2c und Mef2d

identifiziert, die in der dendritischen Differenzierung eine Rolle spielen.

4.5.1 Durchflusszytometrische Charakterisierung dendritischer Zellen und ihrer
Progenitoren

In dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Differenzierung der cDCs und pDCs aus ihren
Vorlauferpopulationen, der Makrophagen- und- Dendritische- Zellen-Progenitor-Population
(MDPs) und der allgemeinen dendritischen Progenitor-Population (CDPs), gelegt (vgl. 1.8.3).
Fur die Charakterisierung der Zellpopulationen wurden durchflusszytometrische Analysen
durchgeflhrt, bei denen einzelne Zellen anhand der Proteine auf ihrer Oberflache identifiziert
werden kdnnen (Abbildung 4.8).

Die MDP- und die CDP-Population wurden in dieser Arbeit aus dem Knochenmark von
Mausen isoliert und untersucht. Keine der beiden Populationen tragt linienspezifische Marker
auf seiner Oberflache (lineage negative, Lin’). Zellen, die den Interleukin-7-Rezeptor (lI7R)
oder das Stammzellantigen (Morrison & Scadden) auf der Oberflache tragen, wurden
ebenfalls ausgeschlossen, um die MDP- und die CDP-Population zu charakterisieren. Der
II7R ist ein Rezeptor, der insbesondere auf der Oberflache von B-Lymphozyten-Progenitoren
zu finden ist und der Oberflachenmarker Sca wird normalerweise auf Stammzellen und sehr

frGhen Progenitoren exprimiert.
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Knochenmark Milz
MDP CDP cDC pDC
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Abbildung 4.8: Charakterisierung der Oberflichenmarker von Zellen der dendritischen Linie

Die Analyse der dendritischen Progenitoren, den MDPs und CDPs, erfolgte aus isolierten Zellen murinen
Knochenmarks. pDCs und cDCs wurden aus der Milz von Méausen isoliert. MDPs werden als Lin’lI7R Sca M-
CSFR'FIt3*c-Kit"%" charakterisiert und unterscheiden sich von den CDPs durch die Expression von c-Kit [LinII7R”
Sca'M-CSFR+FIt3+c-Kit'°W]. cDCs in der Milz werden durch die Marker-Kombination Lin"CD11c"®"B220PDCA"
beschrieben; pDCs sind hingegen als Lin"CD11¢c'B220°"PDCA" charakterisiert. MDP: Makrophagen-und-
dendritische-Zellen-Progenitor; CDP: allgemeiner dendritischer Progenitor; pDC: plasmazytoide DC; cDC:
klassische DC.

MDPs und CDPs exprimieren beide den colony stimulating factor 1 receptor (CSF1R), ein
Rezeptor, der insbesondere in der myeloischen Differenzierung eine Rolle spielt. Auflerdem
exprimieren sie die Fms-like tyrosine kinase 3 (FIt3). Neben der Expression auf MDPs und

CDPs ist FIt3 vor allem auf der Oberflache friiher lymphatischer Progenitoren zu finden.

Die durchflusszytometrische Unterscheidung von MDPs und CDPs erfolgt Uber die
Expression des Stammzellrezeptors c-Kit. Wahrend MDPs eine hohe Expression von c-Kit

aufweisen (cKit"®"), ist die Expression auf CDPs nur gering (c-Kit").

Somit wurden MDPs und CDPs mit folgendem Expressionsprofii in der
durchflusszytometrischen Analyse identifiziert: MDPs sind LinlI7R"'Sca’CSF 1R Flt3*c-Kit"o"
und CDPs LinlI7R"Sca CSF1R*FIt3*c-Kit°".

Die reifen Zellen der dendritischen Linie, die cDCs und pDCs, wurden aus der Milz von
Mausen isoliert. cDCs und pDCs haben die Expression von CD11¢c gemeinsam, wobei cDCs
sehr viel mehr CD11c exprimieren als pDCs (Reizis et al. 2011). Reife cDCs exprimieren, je
nachdem in welchem Gewebe sie sich befinden, verschiedene Oberflachenmarker, wie zum
Beispiel CD11b, CD8a oder CD103, und kénnen so noch weiter in Subtypen unterteilt
werden. Die Charakterisierung von pDCs erfolgt Uber die Expression des B-
Lymphozytenmarkers B220 wund die Expression des flir pDCs spezifischen
Oberflachenmarkers PDCA (McKenna et al. 2005, Blasius et al. 2006, Reizis et al. 2011). In
dieser Doktorarbeit stand die generelle Unterscheidung von cDCs und pDCs im
Vordergrund, sodass auf eine weitere Unterteilung der cDCs verzichtet wurde. cDCs wurden
somit als CD11c""B220'PDCA " und pDCs als CD11¢"B220"PDCA" charakterisiert.
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4.5.1.1 Die dendritische Differenzierung in Mef2c/d"*-VavCre-Miusen ist stark
beeintrachtigt

In einem ersten Experiment zur Untersuchung des Einflusses von Mef2c und Mef2d auf die
dendritische Differenzierung wurden die beiden Progenitor-Populationen (MDPs und CDPs)
des Mef2c/d"®-Mausmodells sowie von Kontroll-Mdusen (Mef2c/d**) analysiert. Dafiir
wurden die Progenitorzellen der Knockout- sowie die der Kontroll-M&use angereichert und
anschlieBend mit Hilfe von Oberflachenmarkern gefarbt. Abbildung 4.9 B zeigt beispielhaft
die durchflusszytometrische Analyse einer Kontroll- (Mef2c/d**-) und einer Mef2c/d-Doppel-
Knockout-Maus (Mef2¢/d™™). Sowohl die MDPs als auch die CDPs lagen in den Doppel-
Knockout-Mausen signifikant reduziert vor. Die MDP-Population in den Knockout-M&usen
(5,8 x 10%) entsprach nur noch etwa einem Viertel der MDP-Population in den Kontroll-
Mé&usen (2,3 x 10*), die Reduktion der CDP-Population war sogar noch deutlicher. Die CDPs
waren durch den Mef2c/d-Knockout namlich um etwa 97 % verringert (Mef2c/d*™"*: 3,8 x 10%,
Mef2c/d™™: 2,5 x 10°).

In einem weiteren Experiment wurden die reifen dendritischen Zellen, die pDCs und die
cDCs, analysiert. Es sollte untersucht werden, ob der Knockout von Mef2c und Mef2d und
die damit verbundene Reduktion der MDPs und CDPs auch die Populationen der pDCs und
cDCs verandert. Fir die Untersuchung wurden Zellen der Milz aus Mef2c/d"*- und
Mef2c/d™®-Mausen isoliert und durchflusszytometrisch untersucht. Abbildung 4.9 D zeigt die

durchflusszytometrische Analyse.

Interessanterweise zeigte sich fur die cDCs und fir die pDCs ein unterschiedliches Ergebnis.
Die Anzahl der cDCs war im Mef2c/d-Doppel-Knockout-Mausmodell im Vergleich zu den
Kontroll-M&ausen nicht signifikant verandert. Die pDCs waren jedoch deutlich reduziert.
Wahrend in den Kontroll-Mausen noch 1,7x104 pDCs detektiert wurden, waren im
Knockout-Mausmodell nur noch 6,9 x 10? pDCs vorhanden (Reduktion um etwa 96 %,
Abbildung 4.9 D & E).

Diese Daten zeigen, dass Mef2c/d"*-VavCre-Mause nicht nur einen Differenzierungsblock in
der B-Zell-Entwicklung aufweisen, sondern dass der Knockout von Mef2c und Mef2d auch
die dendritische Entwicklung stark beeinflusst. Dies betrifft jedoch nicht das gesamte
dendritische Kompartiment. Die MDPs liegen nur leicht reduziert vor und die cDC-Population
wird durch einen Mef2c/d-Knockout nicht verandert. Die CDPs und die pDCs werden durch
den Knockout jedoch so stark beeintrachtigt, dass diese beiden Populationen kaum noch
detektierbar sind. Somit zeigt sich im Mef2c/d~*-VavCre-Mausmodell nicht nur ein Verlust
des B-Zell-Kompartiments. Auch die dendritische Differenzierung ist vom
Differenzierungsblock betroffen, wobei dieser in den dendritischen Progenitoren beginnt und

zu einem fast vollstandigen Verlust der pDCs flhrt.



Ergebnisse 54

A o MbP B  wer2cia

w w
E 2
wnT el
= 2 = 2
DC".' !|07
O (L=
. FIt3*
CDP . i
II7R- Sca" CDP
100 0 1? 0t 1o a0 0 10 10 10°
cDC pDC Fit3 FIt3
);4\7 ° Mef2c/d™A
" W
= 3
Eve _-:vE'
MDP CDP [a) x .
(&) oz
*kk *kk
105y — 105y T = o
I7R-Sca- coP
—_= A0t 0 1 10t 10° 00 0 10? ot f
104 = Fit3 Fit3
= a4 = [
= - =
5 " 5 o D Mef2c/d**
N 103 N 102 = 3
n
u
102— . 1024— T |
++ ++ AT T
n=6 n=6 n=6 n=6 o 10 10 10
cD11c
pDC cDC
E " n.s Mef2c/d™A
083 ! 1089 — =g
3 pDC
Qq, 4
N "o
N T3
m E
—n_ = 1
n 1044 N1054 ——— ”;_:
E = —...— i cDC
~ E "1 ] 1 ’nmgm‘lg T ”‘":g l|llll:g‘ T ‘”"1“& T
c
2 2 cD11c
N 103 N 104
n
| ]}
| |
102 T L 103 T T
+/+ AIA ++ AIA

n=7 n=6 n=7 n=6
Abbildung 4.9: Der Knockout von Mef2c und Mef2d im gesamten hamatopoetischen Kompartiment fiihrt
zur beeintrachtigten dendritischen Differenzierung

A) Klassisches Modell der dendritischen Differenzierung. In diesem Modell entstammen die dendritischen Zellen
der myeloischen Linie. Aus den MDPs differenzieren sich Gber die CDPs sowohl die cDCs als auch die pDCs.
B) und D) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse der MDPs und CDPs im Knochenmark (B) sowie der
pDCs und cDCs aus der Milz (D) von Mef2c/d*™*-Kontroll-Mausen und Mef2c/d™-Mausen. Fir die Untersuchung
der MDPs und CDPs wurden die Progenitoren des Knochenmarks angereichert und anschlieRend
durchflusszytometrisch  untersucht. MDPs: Lin 7R ScaM-CSFR'FIt3*c-Kit"™";  CDPs:  LinlI7R Sca'M-
CSFR'FIt3*cKit°". Die pDCs der Milz wurden durch die Oberflachenmarker LinCD11c"'B220*PDCA” identifiziert,
cDCs durch die Marker-Kombination Lin'CD11c""B220°PDCA". C) und E) Quantifizierung der in B) und D)
untersuchten Zellpopulationen (n =6). Die absoluten Zellzahlen wurden gegen eine logarithmische Skala
aufgetragen, wobei jedes Quadrat die Zellzahl einer Maus darstellt und der Mittelwert einer Kohorte durch einen
Balken markiert ist. Ein einfacher T-Test erg;ab fir die MDPs und CDPs (C) und auch fir die pDCs (E) eine
statistisch signifikante Reduktion im Mef2c/d""-Mausmodell im Vergleich zu Kontroll-Mausen (Mef2¢/d™"*). Firr die
cDCs war keine signifikante Reduktion detektierbar. MDP: Makrophagen-und-dendritische-Zellen-Progenitor;
CDP: allgemeiner dendritischer Progenitor; pDC: plasmazytoide DC; cDC: klassische DC.



Ergebnisse 55

4.5.1.2 In vitro Kultivierung dendritischer Zellen (Mef2c/d"*-VavCre-Mausmodell)

Durch den vorherigen Versuch wurde gezeigt, dass Mef2c und Mef2d in der Differenzierung
dendritischer Zellen in vivo eine regulatorische Funktion einnehmen und der Knockout von
Mef2c und Mef2d im gesamten hamatopoetischen Kompartiment zu einer starken Reduktion
der CDPs und der pDCs fuhrt. Um den Einfluss von Mef2c und Mef2d auf die Differenzierung
noch weiter zu analysieren, wurde ein in vitro Experiment durchgefuhrt. Bei diesem
Experiment wurden Knochenmarkzellen aus Mef2¢/d“*-VavCre-Mausen sowie aus Kontroll-
M&usen isoliert und die Zellen anschlieRend in Kultur genommen. Die Zellen wurden dabei in
zwei verschiedenen Medien gehalten, einerseits in einem hFLT3L-haltigen Medium, das die
pDC-Differenzierung fordert, andererseits in einem mGM-CSF-haltigen Medium flir die cDC-
Differenzierung (vgl. 3.2.2.1). Nach 10 Tagen wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten

Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: In vitro Differenzierung dendritischer Zellen aus Mef2c/d"'*-VavCre-Miusen

A) Knochenmarkzellen aus Mef2¢/d”"*-VavCre-Kontroll-Mausen und Mef2¢/d"®-VavCre-Mausen wurden isoliert
und in vitro entweder in einem hFLT3L- (pDC) oder mGM-CSF- (cDC) haltigem Medium kultiviert. Nach 10 Tagen
wurden die Zellen durchflusszytometrisch hinsichtlich einer Differenzierung in pDCs oder cDCs untersucht. pDCs:
Lin'CD11¢'B220", cDCs: LinCD11¢""B220". B) Tabellarischer Uberblick der prozentualen Anteile der pDCs und
cDCs an den kultivierten Knochenmarkzellen (siehe A).
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Von den Knochenmarkzellen der VavCre-Kontroll-Mause waren im hFLT3L-Medium am
10. Tag 20 % der Zellen in pDCs und 45 % in cDCs differenziert. Im Gegensatz dazu liel3en
sich Zellen aus Mef2c/d*-VavCre-Mausen nur sehr schlecht in hFLT3L-Medium kultivieren
und ein Grofteil der Zellen starb ab. Von denen, die an Tag 10 noch analysiert werden
konnten, waren nur noch 14 % als cDCs und 13 % als pDCs detektierbar (Abbildung
4.10 A links & B).

Die Kultivierung von cDCs in mGM-CSF-Medium zeigte nur einen geringen Unterschied im
VavCre-Knockout (35 %) im  Vergleich zu  VavCre-Kontroll-Mausen (49 %).
Erwartungsgemal differenzierten sich weder im Knockout noch in den Kontroll-Mausen
pDCs im mGM-CSF-haltigen Medium (Abbildung 4.10 A rechts & B).

Zusammengefasst war die in vitro Differenzierung von pDCs in einem FLT3L-haltigen
Medium durch den Mef2c/d“®-VavCre-Knockout stark beeintrachtigt. Die Differenzierung von

cDCs war durch den Knockout von Mef2c und Mef2d hingegen kaum eingeschrankt.

4.5.1.3 Mef2c/d"*-Cd79aCre-Mause haben eine normale dendritische Differenzierung

Die vorangegangenen Experimente machten deutlich, dass die Deletion von Mef2¢ und
Mef2d neben der B-Zell-Entwicklung auch die Differenzierung der pDCs beeintrachtigt. Es
konnte jedoch nicht gezeigt werden, zu welchem Zeitpunkt Mef2c und Mef2d in die
Differenzierung der dendritischen Zellen eingreifen. Aus diesem Grund wurde das
dendritische Kompartiment auch im Mef2c/d~*-Cd79aCre-Mausmodell untersucht. In diesem
Mausmodell wird die Cre-Rekombinase erst ab den spaten CLPs exprimiert, sodass Mef2c
erst ab diesem Zeitpunkt und in allen auf die spaten CLPs folgenden Stadien deletiert ist. So
sollte untersucht werden, ob ein so spater Verlust von Mef2c und Mef2d, die dendritische
Differenzierung ebenfalls beeintrachtigt oder ob die Regulation der pDC-Differenzierung

durch Mef2c und Mef2d sich bereits friher ereignet.

Fur die Analyse der pDCs und c¢DCs im Mef2c¢/d"®-Cd79aCre-Mausmodell wurde genauso
verfahren, wie in 4.5.1.1 fir das Mef2c/d”*-VavCre-Mausmodell beschrieben. Abbildung
4.11 A zeigt die durchflusszytometrische Analyse einer Kontroll- (Mef2c/d**-Cd79a) und
einer Mef2c/d-Doppel-Knockout-Maus (Mef2c/d™*-Cd79aCre). Im Gegensatz zum VavCre-
Mausmodell waren jedoch weder die pDCs noch die cDCs im Vergleich zu Kontroll-M&usen
signifikant verandert (Abbildung 4.11 A & B).

Diese Ergebnisse machen somit deutlich, dass Mef2c und Mef2d die dendritische

Differenzierung zu einem frilheren Zeitpunkt als den spaten CLPs regulieren.
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Abbildung 4.11: Im Mef2c/d"'®-Cd79aCre-Mausmodell ist die dendritische Differenzierung nicht
beeintrachtigt

A) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse der pDCs und cDCs aus der Milz von Mef20/d+/+-KontroII-
Mausen und Mef2¢/d"®-Cd79aCre-Mausen. pDCs: LinCD11¢'B220*PDCA", cDCs: LinCD11¢"¢"B220°PDCA".
B) Quantifizierung der in A) untersuchten pDCs und cDCs (n = 6). Die absoluten Zellzahlen wurden gegen eine
logarithmische Skala aufgetragen, wobei jedes Quadrat die Zellzahl einer Maus darstellt und der Mittelwert der
Kohorte durch einen Balken markiert ist. Weder fiir die pDCs noch fiir die cDCs konnte in diesem Mausmodell ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (einfacher T-Test).

4.5.1.4 In vitro Kultivierung dendritischer Zellen (Mef2c/d"*-Cd79aCre-Mausmodell)
Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde auch die in vitro Kultivierung mit
Knochenmarkzellen aus Mef2c/d~*-Cd79Cre-Mausen wiederholt. Die Knochenmarkzellen
von Cd79aCre-Doppel-Knockout-Mausen und Kontroll-Mausen wurden wie beim vorherigen
Experiment fir 10 Tage entweder in Medium fir die pDC-Differenzierung (hFLT3L) oder fur
die cDC-Differenzierung (MmGM-CSF) kultiviert und anschlieBend erfolgte die
durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen (Abbildung 4.12 A).

Wie schon beim VavCre-Doppel-Knockout zeigte sich bei der Kultivierung der cDCs kaum
ein Unterschied zwischen dem Cd79aCre-Doppel-Knockout und den Zellen der Kontroll-
Mause (Abbildung 4.12 B). Im Gegensatz zum VavCre-Doppel-Knockout war jedoch auch
die Kultivierung der pDCs durch den Cd79aCre-Knockout nicht beeintrachtigt. Die Zellzahlen
der pDCs und auch der cDCs blieben bei der Kultivierung im FLT3L-haltigen Medium in etwa

konstant.
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Abbildung 4.12: In vitro Differenzierung dendritischer Zellen aus Mef2c/d*"-Cd79aCre-Miusen

A) Knochenmarkzellen aus Mef2c/d"®-Cd79Cre-Mausen und Kontroll-Mausen (Mef20/d+/+-Cd79aCre) wurden
isoliert und in vitro kultiviert. Fir die Kultivierung von pDCs wurde Medium mit hFLT3L und fur die der cDCs
mGM-CSF haltiges Medium verwendet. Nach 10 Tagen erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der
Knochenmarkzellen. pDCs: Lin'CD11¢"B220°, cDCs: LinCD11c¢"9"B220". B) Tabellarischer Uberblick der
prozentualen Anteile der pDCs und cDCs an den kultivierten Knochenmarkzellen (siehe A).

Insgesamt zeigen die verschiedenen Experimente, dass Mef2c und Mef2d einen Einfluss auf
die Differenzierung der dendritischen Zellen haben und wichtige Regulatoren der pDC-
Differenzierung sein koénnten. Ein Knockout von Mef2c und Mef2d, der die gesamte
Hamatopoese umfasst (Mef2c/d™*-VavCre), filhrte zu einer Reduktion der MDP-Population
auf ein Viertel. Die Reduktion der CDPs und der pDCs war sogar noch sehr viel deutlicher.
Beide Populationen wurden um mehr als 96 % reduziert. Die CDP-Population war im
Vergleich zu Kontroll-Mausen unverandert. Dieser Doppel-Knockout von Mef2¢c und Mef2d
fuhrt somit sowohl zum Verlust der B-Lymphozyten als auch zu einem Differenzierungsblock
in der dendritischen Entwicklung. Auch die in vitro Kultivierung der pDCs war aus

Knochenmarkzellen des Mef2c/d“®-VavCre-Mausmodells nicht méglich.

Eine weiteres Knockout-Modell, bei dem Mef2c und Mef2d erst ab den spaten CLPs deletiert
sind  (Mef2c/d**-Cd79Cre-Mausmodell), zeigte diesen Differenzierungsblock der
dendritischen Zell-Entwicklung nicht und auch die in vitro Differenzierung war bei diesem

Mausmodell unverandert. Diese Ergebnisse lassen somit darauf schlieBen, dass die
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Regulation der dendritischen Entwicklung durch Mef2c und Mef2d bereits friiher und somit

vor den spaten CLPs erfolgt.

4.5.2 ldentifizierung potentieller Zielgene von Mef2c und Mef2d fiir die pDC-
Differenzierung

Anhand der durchgefuhrten Ergebnisse wurden Mef2c und Mef2d als potentielle Regulatoren
der pDC-Differenzierung identifiziert. Aus diesem Grund wurde die bereits beschriebene
genomweite Genexpressionsanalyse der LSK-Population in Mef2c/d“*-VavCre- und Kontroll-
M&usen auch hinsichtlich potentieller Zielgene der pDC-Differenzierung analysiert (vgl.
Abschnitt 4.2.2).

Die Analyse aller Zielgene mit Hilfe der STRING-Datenbank ergab, dass die Zielgene
Prozessen wie der Regulation der akuten Immunantwort auf einen Antigenstimulus oder der
Antigenprozessierung und -prasentation zugeordnet werden kénnen (Abschnitt 4.2.2).
Dendritische Zellen sind ebenfalls an der akuten Immunantwort beteiligt, indem sie Antigene

erkennen, prozessieren und schlieBlich anderen Zellen fir deren Aktivierung prasentieren.

Tatsachlich zeigten die RNA-Sequencing-Analysen, dass die Deletion von Mef2c und Mef2d
in der LSK-Population zu einer Reduktion von Genen flihrt, die fir die dendritische
Differenzierung und dort insbesondere fir die Entwicklung der pDCs wichtig sind.

Spi-B (Spi-B) ist ein wichtiger Regulator der pDC-Differenzierung, der synergistisch mit Irf7

(Irf7) interagiert. Zusammen aktivieren sie die Transkription von Genen des IFN-Typ |,
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Abbildung 4.13: Genomweite ldentifizierung dendritischer Zielgene von Mef2c und Mef2d mittels RNA-
Sequencing und quantitativer Realtime-PCR
A) Durch RNA-Sequencing bestimmte relative Expressionslevel von einzelnen Genen in Mef2c/d™*-Mausen im
Vergleich zum Wildtyp. Die Gene kodieren flir Transkriptionsfaktoren der dendritischen Differenzierung.
Dargestellt ist die relative Expression, wobei die Expression des Wildtyps auf 1 gesetzt wurde. B) Vergleich
relativer Expressionslevel ausgewahlter Zielgene in Mef2c/d™™- und Mef2c/d™"*-Mausen mittels gRT-PCR. Fir die
Analyse wurde das Knochenmark aus Mef2c/a™- und Mef2c/d**-Mausen isoliert. Nach Anreicherung der
Progenitoren wurde die LSK-Population sortiert und daraus die mRNA isoliert. Fiir die Normalisierung der
einzelnen Gene wurden die Expressionslevel von Hprt bestimmt.
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welches fir die Immunantwort von pDCs entscheidend ist. Sowohl Spi-B als auch Irf7 waren
im Mef2c/d-Knockout im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert (Abbildung 4.3 A). Fur Spi-
B konnte dies auch mittels RT-PCR bestatigt werden (Abbildung 4.3 B). Die Genexpression
anderer Transkriptionsfaktoren, die in der pDC-Differenzierung eine Rolle spielen, wie
Bcl11a (Bcl11a), Runx2 (Runx2), E2-2 (Tcf4) oder Irf8 (Irf8), war durch den Knockout von
Mef2c und Mef2d nur gering oder gar nicht verandert. Fir Runx2, Tcf4 und Irf8 konnte aber
in der RT-PCR der LSK-Population von Knockout-Mausen eine leichte Reduktion im
Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Abbildung 4.3 A und B).

Somit wurden Mef2c und Mef2d nicht nur als essentielle Faktoren der B-Zell-Differenzierung
identifiziert, sondern sondern es konnte auch gezeigt werden, dass sie mit Spi-B, Irf7 und Irf8
oder auch Runx2 entscheidende Gene der pDC-Differenzierung regulieren. Damit stellen
Mef2c und Mef2d zwei Transkriptionsfaktoren dar, die die B-Zel- und die pDC-
Differenzierung gleichermaflen beeinflussen, was zudem das Modell eines gemeinsamen

Ursprungs der B-Zellen und der pDCs unterstitzt.
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5 Diskussion

In der Regulation der hamatopoetischen Differenzierung nehmen Transkriptionsfaktoren eine
herausragende Stellung ein. Die Bedeutung eines Transkriptionsfaktors fur die Hdmatopoese
oder die Differenzierung einzelner Linien kann haufig dadurch nachvollzogen werden, dass
eine aktivierende Mutation dieses Transkriptionsfaktors zur Ausbildung einer Leuk&mie fahrt.
Ebenso resultiert der Knockout eines bedeutenden Faktors im Mausmodell haufig in einer
Beeintrachtigung der Blutbildung bis hin zum Differenzierungsblock einzelner Linien oder

sogar der gesamten Hamatopoese.

Der Transkriptionsfaktor Mef2c agiert in verschiedenen Formen der akuten Leukamie als
Onkogen (Valk et al. 2004, Homminga et al. 2011). AulRerdem zeigen verschiedene
konditionale Knockout-Mausmodelle, dass die Deletion von Mef2c die hamatopoetische
Differenzierung, insbesondere die B-Zell-Differenzierung, zwar beeinflusst, dies jedoch nicht
zu einem Differenzierungsblock fuhrt (zusammengefasst in Cante-Barrett, 2014). Neben
Mef2c weist auch Mef2d hohe Expressionslevel in der Hamatopoese auf (ImmGene, Heng et
al. 2008) und auch fur Mef2d sind Leukamie-auslésende Mutationen bekannt (Prima et al.
2005, Prima & Hunger 2007, Gu et al. 2016). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Mef2c/d-
Doppel-Knockout-Mausmodell, in dem Mef2c und Mef2d mit Hilfe einer VavCre-

Rekombinase in der gesamten Hamatopoese deletiert sind, genauer betrachtet.

Die Ziele dieser Arbeit waren es, den Differenzierungsblock sowie den Einfluss der Doppel-
Knockouts auf weitere hamatopoetische Linien zu untersuchen. Ein besonderer Fokus wurde
dabei auf die Differenzierung der dendritischen Zellen gelegt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
werden im Folgenden diskutiert. AbschlieRend sollen die fir die dendritsche Differenzierung
gewonnenen Erkenntnisse in einem neuen dendritischen Differenzierungsmodell

zusammengefasst werden.

5.1 Der Mef2c/d-Knockout fiihrt nicht nur zu einem Differenzierungsblock der
B-Zell-Linie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Mef2c/d"*-VavCre-Mausmodell hinsichtlich veranderter

Zellzahlen in der Hamatopoese im Vergleich zu Kontroll-Mausen mit Hilfe durchfluss-

zytometrischer Analysen untersucht. Dabei wurden sowohl die Populationen der B-Zell-

Entwicklung als auch die verschiedenen anderen hamatopoetischen Linien analysiert.

Abbildung 5.1 fasst die Ergebnisse in einem Schema zusammen.
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Abbildung 5.1: Zellpopulationen der Himatopoese im Mef2c/d"*-VavCre-Mausmodell

Dargestellt sind die Zellpopulationen der Hamatopoese im Mef2c/d™*-VavCre-Mausmodell und wie sie sich im
Vergleich zum VavCre-Kontroll-Mausmodell verandern. Durch den Knockout von Mef2c und Mef2d kommt es zur
Anreicherung der Vcam-negativen Zellen in der LSK-Population, wahrend die Vcam-positiven Zellen reduziert
vorliegen. Die CLPs und das gesamte B-Zell-Kompartiment sind sehr stark reduziert, ebenso die MDPs, die
CDPs und die pDCs. Im Gegensatz dazu kommt es zur Anreicherung von Zellen des myeloischen
Kompartiments. Die Zellzahlen der MEPs, MegPs und EryPs sowie der GMPs, Granulozyten und Monozyten sind
im Vergleich zu Kontroll-Mausen gestiegen.

Der vollstandige Knockout von Mef2c und Mef2d in der Hamatopoese flihrte zu einem
Differenzierungsblock der B-Zell-Linie. Alle B-Vorlauferpopulationen sowie die reifen B-
Lymphozyten des Knochenmarks waren im Vergleich zu VavCre-Kontroll-M&usen deutlich
reduziert. Die CLPs waren ebenfalls stark verringert. Dies flhrte jedoch kaum zu einer
Veranderung anderer lymphatischer Linien. Die LSK-Population insgesamt wurde durch den
Knockout von Mef2c und Mef2d ebenfalls nicht verandert. Eine genauere Analyse der

Subpopulationen der LSK erfolgte jedoch nicht. Die Betrachtung des Oberflachenmarkers
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Vcam in der LSK-Population Iasst allerdings vermuten, dass durch die Deletion von Mef2c
und Mef2d innerhalb der LSK eine Verschiebung einzelner Populationen stattfindet
(s. Abschnitt 5.2).

Die Progenitoren der megakaryozytaren-erythrozytaren Linie, die MEPs, EryPs und die
MegPs, waren erh6éht und auch in der myeloischen Linie zeigte sich ein Anstieg der GMP-
Population sowie der Monozyten und der Granulozyten. Bei den dendritischen Zellen, die
klassischerweise ebenfalls zur myeloischen Linie gezahlt werden, zeigte sich ein anderes
Bild. Die dendritischen Progenitoren, die CDPs, waren ebenso wie die pDCs bei einem
Knockout von Mef2c und Mef2d stark reduziert. Auch die MDP-Population war reduziert,

wohingegen die cDCs unverandert vorlagen.

In dieser Arbeit wurde somit erstmals gezeigt, dass die Abwesenheit von Mef2c und Mef2d
nicht nur zum Verlust aller B-Lymphozyten fihrt, sondern auch andere Linien der
hamatopoetischen Entwicklung durch die Deletion beeintrachtigt wurden, wobei der Einfluss

auf die dendritische Differenzierung am deutlichsten war.

5.2 Der Differenzierungsblock im Mef2c/d™*-VavCre-Mausmodell
In ersten Experimenten wurde der Differenzierungsblock im Mef2c/d**-VavCre-Mausmodell

genauer untersucht. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die LSK-Population, die
die HSC und die MPP-Populationen umfasst, im Doppel-Knockout-Mausmodell unverandert
im Vergleich zu Kontroll-Mausen vorlag. Die CLPs besalien hingegen nur noch ein Flnftel
ihrer PopulationsgréRe im Vergleich zu Kontroll-M8usen. Der Differenzierungsblock im

Mef2c/d™"-VavCre-Mausmodell liegt somit zwischen der LSK-Population und den CLPs.

Innerhalb der LSK-Population wurde der Differenzierungsblock mit Hilfe des
Oberflachenmarkers Vcam weiter charakterisiert. Vcam unterteilt die LMPP-Population in
Vcam-positive und Vcam-negative und somit in myeloisch-gepragte und lymphatisch
gepragte LMPP-Zellen. Mit dem graduellen Verlust von Vcam innerhalb dieser Population
geht auch das megakaryozytare-erythrozytdre Potential verloren, sodass die Vcam-
negativen Zellen neben einem sehr geringen myeloischen Potential nur noch lymphatisches
Potential besitzen (Lai et al. 2005). Damit einhergehend werden auch Gene der
lymphatischen Differenzierung, wie /L7Ra oder RAG1, in der Vcam-negativen Population

erstmals exprimiert (Lai & Kondo 2006).

Fiur das Mef2c/d"®-VavCre-Mausmodell wurde eine Anreicherung der Vcam-negativen
Zellen detektiert, wahrend sich die Vcam-positiven Zellen verringerten. Somit fuhrte die
Deletion von Mef2c und Mef2d zur Akkumulation der bereits auf die lymphatische Linie
gepragten Vcam-negativen Zellen. B-Zell-spezifische Zielgene von Mef2c und Mef2d, wie

zum Beispiel /I7r oder Rag1, die bereits in den Vcam-negativen Zellen exprimiert werden,
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lagen im Gegensatz dazu bei der Analyse der gesamten LSK-Population bei einem Knockout
von Mef2c und Mef2d deutlich reduziert vor (siehe Abschnitt 4.2.2.).

5.3 Mef2c und Mef2d als Regulatoren der lymphatischen Differenzierung

5.3.1 Die zweizeitige Regulation der B-Zell-Entwicklung durch Mef2c und Mef2d
Die Rolle von Mef2c in der hamatopoetischen Entwicklung wurde bereits ausfihrlich

untersucht (siehe auch Abschnitt 1.7). Unterschiedliche Einzel-Knockout-Mausmodelle von
Mef2c wurden generiert, in denen Mef2c zu verschiedenen Zeitpunkten der Hamatopoese
deletiert wurde. Sie alle zeigen, dass Mef2c in B-Lymphozyten regulatorisch aktiv ist. Doch
sowohl ein die gesamte Hamatopoese umfassender Knockout als auch die B-Zell-
spezifische Deletion von Mef2c flhrt, wenn Uberhaupt, nur zu einem milden Effekt auf die
Zellzahlen lymphatischer Populationen (Khiem et al. 2008, Wilker et al. 2008, Gekas et al.
2009, Debnath et al. 2013).

Einen sehr viel deutlicheren Effekt auf die Hamatopoese bewirkt ein Mef2c/d-Doppel-
Knockout, in dem neben Mef2c auch Mef2d deletiert wird. Zwei solcher Mausmodelle wurden
in unserer Arbeitsgruppe generiert und untersucht. Das Mef2c/d"*-Cd79aCre-Mausmodell,
in dem Mef2c ab den spaten CLPs deletiert wurde, fuhrt zu einem Differenzierungsblock ab
den spaten praB-Zellen, wobei Mef2c und Mef2d die Transition der praB-Zellen durch die
Regulation verschiedener Zielgene, wie Kif2, Irf4 oder Jun entscheidend mit beeinflussen
(Hauschildt, Masterarbeit 2012, Herglotz et al. 2016).

In dieser Arbeit wurde das Mef2c/d”*-VavCre-Mausmodell analysiert. Auch in diesem
Mausmodell flihrte die Deletion der beiden Transkriptionsfaktoren zu einem vollstdndigen
Differenzierungsblock. Alle B-Zell-Populationen des Knochenmarks (proB-, praB-, unreife
und reife B-Zellen) waren dabei um mehr als 95 % reduziert, wobei der

Differenzierungsblock sogar noch vor den CLPs lag, die ebenfalls stark reduziert waren.

Mef2c und Mef2d regulieren die B-Zell-Entwicklung demnach nicht nur bei der praB-Zell-
Transition, sondern auch zu einem zweiten friheren Zeitpunkt beeinflussen diese beiden
Transkriptionsfaktoren die Linienentscheidung maRgeblich mit. Da die CLPs im Mef2c/d™"-
VavCre-Mausmodell die erste durch den Mef2c/d-Knockout stark reduzierte Population
ausmachen, ware eine entscheidende Regulation der B-Zell-Entwicklung durch Mef2¢c und
Mef2d zu diesem Zeitpunkt denkbar. Doch auch schon zu einem friiheren Zeitpunkt kdnnten
Mef2c und Mef2d regulatorisch aktiv sein, wobei sich der vollstandige Effekt eines Knockouts

erst im Stadium der CLPs aulert.
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5.3.2 Pax5 und Ebf1 sind potentielle Zielgene von Mef2c und Mef2d
Um zu untersuchen, wie Mef2c und Mef2d zu einem so friihen Zeitpunkt der Hamatopoese

die B-Zell-Differenzierung regulieren kénnten, wurde das Genexpressionsprofil der LSK-
Population von Mef2c/d“*-VavCre-Mausen mit dem von Kontroll-Mausen verglichen. So
konnten wichtige Gene der B-Zell-Entwicklung als potentielle Zielgene identifiziert werden.
Unter ihnen waren beispielsweise /I7r, Ebf1, Pax5, Rag1/2, Irf4 oder auch Foxo1. Einige
Gene wurden bereits als mdgliche Zielgene von Mef2c und Mef2d beschrieben. Dabei
erfolgte die Analyse allerdings wahrend des proB-Zellstadiums und andere Gene wurden zu
diesem Zeitpunkt als relevante Zielgene identifiziert. Zu ihnen gehbéren beispielsweise
immediate early Gene, die die Proliferation infolge des pra-BCR-Signallings vorantreiben
(Herglotz et al. 2016, siehe auch Abschnitt 1.7).

Zwei in dieser Arbeit neu identifizierte potentielle Zielgene von Mef2c und Mef2d kdénnten die
Gene der Transkriptionsfaktoren Ebf1 und Pax5 sein. Es zeigte sich, dass Ebf1 und Pax5 in
der LSK-Population von Mef2c/d~2-VavCre-Mausen um mehr als 90 % reduziert waren.
Diese Reduktion konnte auch mittels quantitativer Realtime-PCR bestéatigt werden. Beide
Transkriptionsfaktoren sind entscheidende Regulatoren der B-Zell-Entwicklung, deren
Deletion im Mausmodell zu einer Blockade in der B-Zell-Differenzierung fuhrt. Zudem wurde
fur beide Faktoren beschrieben, dass ihre Expression die myeloische Entwicklung
antagonisiert (Cobaleda et al. 2007, Pongubala et al. 2008). Dies kénnte eine Erklarung
dafir sein, warum der Mef2c/d-Doppel-Knockout nicht nur zur Blockade der B-Zell-
Differenzierung fuhrt, sondern sich bei einer Deletion von Mef2c und Mef2d auch myeloische
Zellen anreichern (vgl. Abschnitt 4.4.1). Gegen eine Regulation von Pax5 und auch Ebf1
durch Mef2c und Mef2d spricht, dass diese beiden Faktoren erst ab dem proB-Zellstadium
besonders hoch exprimiert werden und insbesondere dort ihre Wirkung entfalten. Der
Differenzierungsblock im Mef2c/d™*-VavCre-Mausmodell entsteht jedoch bereits vor den
CLPs, weswegen auch die Identifizierung der Zielgene in der LSK-Population erfolgte.
AuRerdem konnte Pax5 in Mef2c-defizienten MPPs nicht als Zielgen von Mef2c identifiziert
werden (Stehling-Sun et al. 2009).

Ob Pax5 und Ebf1 so fruhzeitig in der Hdmatopoese Zielgene von Mef2c und Mef2d sein
kénnten, muss daher durch weitere Experimente bestatigt werden. Durch die Chromatin-
Immunoprazipitation (ChIP) kbénnte untersucht werden, ob Mef2d und Mef2d direkt an
Promotoren von Ebf1 und Pax5 binden. AuBerdem konnten Uberexpressionsmodelle von
Mef2c und Mef2d generiert werden, in denen untersucht wird, ob die Mef2c/d-
Uberexpression auch die Expression von Pax5 und Ebf1 erhoht. Fiir ein solches Modell
wirde sich beispielsweise die HSC-ahnliche Zell-Linie HPC-7 eignen. In dieser Zell-Linie
konnte auch schon gezeigt werden, dass Mef2c an Promoter-Regionen von Ebf1 und Pax5

bindet (Kong et al. 2016). Des Weiteren kdnnte untersucht werden, ob ein durch die Deletion
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von Mef2c und Mef2d generierter Differenzierungsblock durch die Uberexpression von Pax5

und oder Ebf1 wieder aufgehoben werden kdénnte.

5.3.3 T-Lymphozyten und NK-Zellen im Mef2c/d**-VavCre-Mausmodell
Die gemeinsame Progenitor-Population der lymphatischen Linien ist die CLP-Population. Da

diese durch den Mef2c/d-Doppel-Knockout stark reduziert vorlag, wurden auch die anderen
lymphatischen Linien hinsichtlich veranderter PopulationsgroRen untersucht. Interessanter-
weise wurden die Populationen der NK-Zellen und der T-Lymphozyten durch den Verlust von
Mef2c und Mef2d kaum beeintrichtigt. Wahrend die NK-Zellen im Mef2c/d™*-Mausmodell
nicht signifikant verandert waren, zeigte sich im T-Zell-Kompartiment dieser M&use nur bei
den doppelt-positiven T-Lymphozyten im Knochenmark eine leichte Reduktion im Vergleich
zu Kontroll-Mausen. Alle anderen untersuchten T-Zell-Populationen in Knochenmark und

Milz waren nicht signifikant verandert.

Eine mdgliche Erklarung hierflir bieten die Arbeiten von Mansson und Kollegen (Mansson et
al. 2010). Unter anderem mit Hilfe von Einzel-Zell-Analysen zeigten sie, dass die CLPs aus
drei verschiedenen Subpopulationen mit unterschiedlichem Differenzierungspotential
bestehen. Dabei verlieren die ,klassischen® CLPs zuerst das NK-Differenzierungspotential
und differenzieren in B-/T-restringierte Progenitoren. SchlieBlich verlieren diese auch das
Potential, in T-Lymphozyten zu differenzieren und reifen zu B-Zell-spezifischen Progenitoren
innerhalb der CLP-Population (Mansson et al. 2010). Modglicherweise betrifft die starke
Reduktion der CLPs im Mef2c/d"®-VavCre-Mausmodell also insbesondere die B-Zell-

spezifische Population der CLPs.

Die Einteilung dieser Subpopulationen erfolgte unter anderem durch die Expression von
Rag1 innerhalb der CLPs. Mit zunehmender B-Spezifizierung steigt die Rag1-Expression in
den CLPs an. Da Rag1 ein Zielgen von Mef2c und Mef2d ist, ware dies ein weiterer Hinweis
darauf, warum nur die B-Zell-Differenzierung von einem Mef2c/d-Doppel-Knockout betroffen

ist, obwohl auch die CLPs stark reduziert vorliegen.

5.4 Die Anreicherung myeloischer Populationen im Mef2c/d“*-VavCre-
Mausmodell

In verschiedenen akuten Leukamie-Formen liegt Mef2c¢ als Translokation vor. Obwohl Mef2¢c
vor allem ein wichtiger Regulator der B-Zell-Differenzierung ist, konnte bisher jedoch noch
keine MEF2C-Translokation in einer B-ALL nachgewiesen werden. In den meisten Fallen
findet sich die MEF2C-Translokation in akuten myeloischen Leukamien und Mixed-Lineage-
Leukdmien (MLL). In der MLL reichern sich frihe Vorlauferzellen, sogenannte Blasten an,
die durch die Expression von Oberflachenmarkern sowohl der lymphatischen als auch der
myeloischen Linie charakterisiert sind. Dies legt die Vermutung nahe, dass Mef2c vielleicht

auch die myeloische Differenzierung beeinflusst. Zudem flhrt der Differenzierungsblock im
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Mef2c/d™*-VavCre-Mausmodell zur Akkumulation Vcam-negativer Zellen der LSK-
Population, die zwar vorrangig in Richtung der B-Lymphozyten differenzieren, aber noch

geringes myeloisches Potential besitzen.

Aus diesen Griinden wurde das myeloische Kompartiment im Mef2c/d“*-VavCre-
Mausmodell ebenfalls untersucht. Tatsachlich kam es zur Anreicherung des gesamten
myeloischen Kompartiments, das sich im Vergleich zu Kontroll-Mdusen mehr als
verdoppelte. Innerhalb des myeloischen Kompartiments reicherten sich dabei einerseits die
Progenitoren der megakaryozytaren-erythrozytaren Linie (MEPs, EryPs, MegPs) an,
andererseits fuhrte der Mef2c/d-Doppel-Knockout auch zur Akkumulation von GMPs sowie

der Monozyten und der Granulozyten.

Da die Vcam-negativen Zellen kein megakaryozytares-erythrozytares Potential mehr
besitzen (Lai & Kondo 2006), lassen sich durch die Akkumulation dieser Zellen im
Mef2c/d"*-VavCre-Mausmodell die vergréRerten MEP-, EryP- und MegP-Populationen nicht
erklaren. Vielleicht flihrt aber auch allein das Fehlen des gesamten B-lymphatischen

Kompartiments bereits zur Expansion der myeloischen Linien.

Mdéglicherweise kénnten Mef2c und Mef2d auch als Repressoren myeloischer Gene
fungieren. Die Herunterregulation von MEF2C mittels siRNA in der Zellkultur fihrte zu einer
verstarkten Expression des Gens Cebpa, welches fir den myeloischen Transkriptionsfaktor
CEBPa kodiert (Agatheeswaran & Chakraborty 2016). Stehling-Sun et al. identifizierten bei
der Kultivierung von Mef2c-defizienten MPPs ebenfalls eine verstarkte Differenzierung in die
myeloische Richtung und zeigte eine Heraufregulation des Cebpa-Gens. Stehling-Sun et al.
postulierten als Erklarung, dass Mef2c maoglicherweise nicht nur die B-lymphatische
Differenzierung fordert, sondern gleichzeitig die Myelopoese antagonisiert (Stehling-Sun et
al. 2009). Dagegen spricht jedoch, dass CEBPa nicht nur als Aktivator sondern auch als
Repressor der myelosichen Differenzierung agiert (Ohlsson et al. 2016). Im Mef2c/d™-
VavCre-Mausmodell konnte Cebpa nicht als Zielgen von Mef2c und Mef2d identifiziert
werden. Allerdings waren andere Gene der myeloischen Entwicklung in der LSK-Population
von Mef2c/d**-VavCre-Mausen durchaus heraufreguliert (Daten nicht gezeigt). Zu ihnen
gehoren beispielsweise Adgre1 (F4/80), Sfpi1 (Pu.1), Csf1r (M-Csfr) oder Csf2ra (GM-
CSFR). Ob diese Gene jedoch tatsachlich direkte Zielgene von Mef2c und Mef2d sind, muss

in weiteren Experimenten genauer untersucht werden.

Ein vielversprechendes Zielgen von Mef2c und Mef2d, das méglicherweise die Anreicherung
myeloischer Zellen erklart, kédnnte zudem Socs2 sein, das zur suppressor of cytokine
signaling- (SOCS-) Familie gehdrt. In hAmatopoetischen Zellen erfolgt die Signaltransduktion
von verschiedenen Zytokinen in den meisten Fallen durch den JAK/STAT-Signalweg. In
diesem Signalweg fungieren die Socs-Mitglieder als negative Regulatoren. Nach der

Behandlung mit 5-Fluoruracil, was zur Depletion des Knochenmarks fiihrt, zeigten Socs2-
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defiziente Mause (Socs™) im Vergleich zum Wildtyp eine verstarktes Proliferations- und
Regenerationspotential, da der JAK/STAT durch Socs2 nicht mehr negativ reguliert werden
kann (Vitali et al. 2015). Insbesondere das myeloproliferative Potential ist in Abwesenheit
von Socs2 verstarkt. Wie Mef2c ist auch Socs2 in verschiedenen akuten Leukd&mien
fehlreguliert. Bioinformatische Analysen regulatorischer Netzwerke zeigten sowohl in der
normalen Hamatopoese als auch in akuten Leukdmien zudem Ubereinstimmungen zwischen
SOCS2 und MEF2C. Das Expressionsprofii von MEF2C und SOCS2 in der normalen
Hamatopoese ist sehr ahnlich. Aullerdem zeigen die AML- und MLL-Typen, die eine
Uberexpression von MEF2C aufweisen, gleichzeitig die hdchste Expression von SOCS2.
Zudem konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von Mef2c in der LSK-Population

zu einer verstarkten Expression von Socs2 fuhrt (Vitali et al. 2015).

In der LSK-Population des Mef2c/d”*-VavCre-Mausmodells ist die Expression von Socs2
sehr stark herunterreguliert (Daten nicht gezeigt). Durch die verminderte Expression von
Socs2 fallt mdglicherweise die negative Regulation Zytokin-induzierter Signalwege Uber den

JAK/STAT-Signalweg weg, was zu einer Anreicherung myeloischer Zellen fihren kdnnte.

Socs2 scheint demnach ein aussichtsreicher Kandidat fur ein Zielgen von Mef2c und Mef2d
zu sein, wobei bei einer Deletion von Mef2c und Mef2d der hemmende Einfluss von Socs?2
auf das myeloische Kompartiment unterdriickt wird und es so zu einer Expansion des
myeloischen Kompartiments kommt. Es bedarf jedoch noch weiterer Analysen, um Socs2

eindeutig als Zielgen der Mef2c-Proteine zu identifizieren.

5.5 Mef2c und Mef2d sind Regulatoren der dendritischen Differenzierung
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Mef2c und Mef2d auch in

der Differenzierung der dendritischen Zellen regulatorisch aktiv sind. Dabei wurde deutlich,
dass insbesondere die CDPs und die pDCs durch den Knockout von Mef2¢c und Mef2d ab
den HSC (Mef2c/d“®-VavCre) beeintrachtigt wurden, wohingegen MDPs und die cDCs
nahezu unbeeinflusst blieben. Diese Untersuchungen wurden durch in vitro
Differenzierungsanalysen und auch durch die Untersuchung des dendritischen
Kompartiments in Mef2¢/d™*-Cd79Cre-Mausen vervollstandigt.

Dass Mef2c und Mef2d Regulatoren der pDC-Differenzierung sind, unterstitzt die vielfach
diskutierte Moglichkeit, dass pDCs lymphatischen Ursprungs sind (vgl. Abschnitt 1.8.3).
Schon allein die Tatsache, dass pDCs Charakteristika von lymphatischen Zellen besitzen,
wie zum Beispiel die runde lymphatische Zellmorphologie sowie die Expression B-
lymphatischer Oberflachenmarker (B220), unterstreicht diese Mdglichkeit und wurde daher

intensiv untersucht.

Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit dem aktuellen Stand der

Forschung in Zusammenhang gebracht werden. Dabei soll das klassische Modell der
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dendritischen Differenzierung unter Berticksichtigung der in der vorliegenden Arbeit erzielten
Ergebnisse angepasst und aufl’erdem ein potentielles Netzwerk von Transkriptionsfaktoren

der pDC-Differenzierung erstellt werden, das erstmals auch Mef2c und Mef2d beinhaltet.

5.5.1 pDCs entstammen nicht nur der myeloischen Linie
Die Tatsache, dass im Mef2c/d**-VavCre-Mausmodell ein Differenzierungsblock vorliegt, der

die gesamte B-Zell-Linie sowie die CDPs und die pDCs umfasst, legt die Vermutung nahe,
dass B-Lymphozyten und pDCs einen gemeinsamen Differenzierungsweg einschlagen und
im Gegensatz zur Beschreibung im klassischen Modell der dendritischen Differenzierung
zumindest nicht ausschliel3lich zur myeloischen Linie gerechnet werden. Abbildung 5.2 stellt
eine Ubersicht des klassischen Modells (links) den Ergebnissen dieser Arbeit und einem
daraus resultierenden angepassten Modell der dendritischen Differenzierung (rechts)
gegeniber. Die roten Pfeile zeigen die Populationen an, die bei einem Mef2c/d-Doppel-
Knockout vom Differenzierungsblock betroffen waren (CLPs, Populationen des B-Zell-
Kompartiments, CDPs, pDCs). Alle anderen myeloischen, dendritischen und lymphatischen
Populationen lagen im Vergleich zu Kontroll-Mausen entweder nur leicht oder unverandert
vor (siehe auch Abbildung 5.1). Die blauen Pfeile markieren potentielle neue

Differenzierungswege.

Wahrend die vollstandige Deletion von Mef2c und Mef2d (Mef2c/d**-VavCre) die CDP- und
pDC-Differenzierung stark einschrankte, fihrte ein Mef2c/d-Knockout ab den spaten CLPs
(Mef2c/d™*-Cd79aCre) zu keinerlei Beeintrachtigung des dendritischen Kompartiments.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die B-Lymphozyten und die pDCs ihren
gemeinsamen Ursprung bereits in der MPP4-Population (LMPP) bzw. einer anderen

Population des LSK-Kompartiments besitzen.

In anderen Experimenten konnte auch fir die CLPs dendritisches Differenzierungspotential
nachgewiesen werden. Dabei waren die CLPs in der Lage, pDCs aber keine CDPs
hervorzubringen (Onai et al. 2013, Sathe et al. 2013). Da die Untersuchungen des
Mef2c/d"*-Cd79aCre-Mausmodells jedoch zeigten, dass das Fehlen von Mef2c und Mef2d
ab den spaten CLPs keinerlei Auswirkungen auf die dendritische Differenzierung hat,
erscheint eine Abstammung der pDCs von den CLPs im Rahmen der in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse als unwahrscheinlich. Zudem liel3e sich die starke Reduktion der CDPs

im Mef2c/d™*-VavCre-Mausmodell nicht durch den Verlust der CLPs erklaren.
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Abbildung 5.2: Alternatives Modell der dendritischen Differenzierung

Im klassischen Modell der dendritischen Differenzierung (links) entstehen die cDCs und die pDCs aus einem
allgemeinen dendritischen Progenitor (CDP), der der myeloischen Linie entstammt. Den CDPs vorangestellt ist
der Makrophagen-und-dendritische-Zellen-Progenitor (MDP). In einem adaptierten Modell (rechts), beruhend auf
den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen am Mef2c/d™"-VavCre-Mausmodell, besitzen die B-Lymphozyten und
die pDCs einen gemeinsamen Ursprung. CLPs, B-Lymphozyten, CDPs und pDCs sind im Mef2c/d™-VavCre-
Mausmodell stark reduziert (rote Pfeile). Ausgehend von diesen Ergebnissen konnten die pDCs aus den LMPPs
bzw. anderen Vorlauferzellen der LSK-Population entstehen. Dabei differenzieren sie moglicherweise auch uber
den dendritischen Progenitor der CDPs (blaue Pfeile). Da die cDCs vom Differenzierungsblock nicht betroffen
sind, werden diese Zellen moglicherweise auch noch Uber einen CDP-unabhangigen Weg generiert. Im
angepassten Modell sind die MDPs nicht dargestellt, da eine solche Population vermutlich nicht existiert (Sathe et
al. 2014).

Die cDCs sind von dem Differenzierungsblock nicht betroffen. Eine Erklarung kénnte sein,

dass CDPs generell sehr viel mehr cDCs als pDCs generieren (Onai et al. 2013). Die noch

verbleibenden CDPs im Mef2c/d“*-VavCre-Mausmodell sind daher mdglicherweise

ausreichend, um die gesamte cDC-Population hervorzubringen. Die cDCs kdnnten sich

zusatzlich auch noch uber einen CDP-unabhangigen Weg differenzieren (Abbildung 5.2).

Die im klassischen Modell als bipotenter Progenitor der Monozyten und dendritischen Zellen

beschriebene MDP-Population war im Mef2¢/d**-VavCre-Mausmodell reduziert. Die aus der

MDP-Population hervorgehenden Monozyten lagen jedoch wie auch alle anderen

myeloischen Populationen bei einem Mef2c/d-Doppel-Knockout leicht vermehrt vor. Die
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Reduktion der MDP-Population im Mef2c/d“®-VavCre-Mausmodell ist daher schwer zu
erklaren. Fir diesen vermeintlichen Widerspruch liefern Sathe et al. eine Erklarung (Sathe et
al. 2014). Sie zeigten namlich in verschiedenen Experimenten, dass die MDPs auch
signifikante Mengen an Granulozyten hervorbringen und folgerten daraus, dass kein
bipotenter Progenitor der Monozyten und dendritischen Zellen existiert. Dies ist auch mit den
in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen vereinbar, weswegen die MDP-Population im

angepassten Modell der dendritischen Differenzierung nicht dargestellt wurde.

5.5.1.1 Mogliche weitere Progenitoren der pDCs

Die Experimente am Mef2c/d"®-VavCre-Mausmodell unterstiitzen ein Modell, in dem B-
Lymphozyten und pDCs gemeinsam der lymphatischen Linie entspringen. Welchen Weg
diese beiden Populationen gemeinsam nehmen und wo die Trennung der Linien erfolgt,
konnte in dieser Arbeit noch nicht gezeigt werden. Im Rahmen von Untersuchungen zu

dieser Fragestellung wurden zwei weitere dendritische Progenitor-Populationen identifiziert.

Sathe et al. zeigten stromabwarts der CLPs eine neue Population, die bereits den pDC-
spezifischen Marker PDCA exprimiert, jedoch noch CD11c-negativ ist (Sathe et al. 2013).
Diese Population produzierte sowohl B-Lymphozyten als auch pDCs, wohingegen sie das
Potential verloren hat, in T-Lymphozyten oder NK-Zellen zu differenzieren. Diese Ergebnisse
sind damit vereinbar, dass auch im Mef2c/d“*-VavCre-Mausmodell die T-Lymphozyten und
NK-Zellen durch die Deletion von Mef2c und Mef2d unverandert vorlagen. Diese spate
Abzweigung der pDCs von der gemeinsamen Differenzierung mit den B-Lymphozyten steht
jedoch im Widerspruch zu den anhand des Mef2c/d“*-Cd79aCre-Mausmodells erzielten
Ergebnissen, bei denen die pDC-Differenzierung durch die Deletion ab den spaten CLPs

nicht beeintrachtigt war.

Eine zweite Progenitor-Population wurde von Onai et al. identifiziert. Diese ist der CDP-
Population zwar sehr &hnlich, sie exprimiert im Gegensatz zu den CDPs jedoch kein M-
CSFR (Onai et al. 2013). Sowohl die CDPs als auch die neu identifizierte M-CSFR-negative
Population sind Progenitoren der ¢cDCs und pDCs. Wahrend die CDP-Population aber
insbesondere cDCs hervorbringt, zeichnet sich die M-CSFR-negative Population durch eine
starke pDC-Produktion aus (Shortman & Sathe 2013).

Onai et al. halten es flr denkbar, dass die M-CSFR-negative Population durch
Herunterregulation von M-CSFR aus den CDPs hervorgeht. Interessanterweise wird M-Csfr
in der LSK-Population von Mef2c/d"*-VavCre-Mausen auf das Fiinffache heraufreguliert.
Somit besteht die Mdglichkeit, dass M-Csfr ein Zielgen von Mef2c und Mef2d sein kénnte. Im
Mef2c/d™*-VavCre-Mausmodell wire die Herunterregulation von M-Csfr durch die Deletion
von Mef2c und Mef2d nicht mehr gewahrleistet, wodurch die M-CSFR-negative Population

und damit vorrangig die pDCs nicht mehr hervorgebracht werden kénnen.
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Eine weitere Mdglichkeit, die von Onai et al. untersucht wurde, ist die Abstammung der
CDPs und M-CSFR-negativen Progenitoren von der MPP4-Population (LMPPs). Tatsachlich
ist diese Population in der Lage, M-CSFR-negative Progenitoren und auch CDPs zu
generieren und bilden so einen mdglichen Entstehungsort der dendritischen Differenzierung
(Shortman & Sathe 2013). Diese Ergebnisse sind auch mit der starken Reduktion der CDPs
im Mef2c/d“*-VavCre-Mausmodell vereinbar und kénnten somit auch durch den Knockout

von Mef2c und Mef2d schon in der MPP4-Population erklart werden.

5.5.1.2 Die verschiedenen Differenzierungswege dendritischer Zellen

Um die Rolle der MPP4-Population in der dendritischen Differenzierung weiter zu
untersuchen, wurden mit Hilfe des sogenannten Barcodings Einzelzell-Analysen dieser
Population durchgefihrt (Naik et al. 2013). Dabei zeigte sich, dass ein Grolteil der Zellen
dendritisches Potential besitzt und bereits zu einem so frihen Zeitpunkt auf die dendritische
Linie gepragt ist. Etwa 50 % der MPP4-Population differenzierte ausschlie3lich in
dendritische Zellen. 10 % dieser Zellen differenzierte vorrangig in B-Lymphozyten und
weitere 10 % in myeloische Zellen. Nur etwa 3 % der MPP4-Population besal tatsédchlich
multipotentes Potential. Haufig waren die Zellen auch bipotent und differenzierten zum
Beispiel in die B-lymphatische und dendritische Linie (Naik et al. 2013). Warum ein Grol3teil
der MPP4-Population bereits auf die dendritische Linie gepragt ist, die dendritischen Zellen
selber jedoch einen relativ geringen Anteil im Vergleich zu anderen Linien ausmachen, blieb
offen. Moéglicherweise proliferieren die einen Zellen schneller als andere oder besitzen einen
kompetitiven Vorteil (Poltorak & Schraml 2015).

Ubereinstimmend mit den Barcoding-Experimenten zeigten mathematische Analysen, dass
dendritische Zellen an vielfachen Punkten der murinen Hadmatopoese abzweigen kdnnen.
Diese beinhalten sowohl Zeitpunkte der myeloischen oder der lymphatischen Linie oder aber
die dendritischen Zellen differenzieren sich bereits aus multipotenten Progenitoren, wie zum
Beispiel der MPP4-Population (Perie et al. 2014, Perie & Naik 2015, Poltorak & Schraml
2015).

Insgesamt zeigt sich damit fur die Differenzierung der dendritischen Linie ein sehr variables
Bild. Fur die Entstehung der dendritischen Zellen aus der lymphatischen Linie wurde die
MPP4-Population als mdoglicher Entstehungsort identifiziert, wobei auch hier ein sehr

heterogenes Bild besteht.

Die Deletion von Mef2c und Mef2d, die in dieser Arbeit anhand des Mef2c/d~2-VavCre-
Mausmodells untersucht wurde, fihrte zu keiner Beeintrachtigung der MPP4- bzw. der LSK-
Population. Lediglich eine Akkumulation Vcam-negativer Zellen konnte detektiert werden.
Dennoch waren die pDCs fast vollstandig deletiert. Festzuhalten bleibt somit, das Mef2c und

Mef2d neben ihrer wichtigen Funktion in der B-lymphatischen Entwicklung eine essentielle
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Rolle in der dendritischen Differenzierung einnehmen. Nur in Anwesenheit dieser beiden
Transkriptionsfaktoren ist eine adaquate Entwicklung der pDCs und auch der B-
Lymphozyten mdglich. Mdéglicherweise regulieren Mef2c und Mef2d dabei in der MPP4-
Population die Differenzierung der dendritischen Zellen. Allerdings macht sich die Deletion
von Mef2c und Mef2d nicht in der Verdnderung der GroRe des MPP4-Kompartiments
bemerkbar. Interessant ware es, die MPP4-Population des Mef2c/d™2-VavCre-Mausmodells
ebenfalls mittels Einzelzell-Analyse zu untersuchen, um so herauszufinden, ob sich das

dendritische Differenzierungspotential dieser Zellen verandert.

Vielleicht regulieren Mef2c und Mef2d die Expression von M-CSFR herunter, sodass uber
die M-CSFR-negativen CDPs die pDCs entstehen kénnen. Aber auch andere wichtige Gene
der dendritischen Differenzierung kdnnten durch Mef2c und Mef2d maligeblich reguliert
werden (siehe Abschnitt 4.2.2 und 5.5.2).

5.5.2 Regulatorisches Netzwerk der dendritischen Differenzierung
Mit Hilfe von RNA-Sequencing-Analysen der LSK-Population von Mef2c/d“*-VavCre-

M&usen wurden potentielle Zielgene identifiziert, durch dessen Regulation Mef2c und Mef2d
die pDC-Differenzierung beeinflussen konnten. Abbildung 5.3 zeigt ein Modell der
Differenzierungsregulation der pDCs durch Transkriptionsfaktoren, das einerseits die
Ergebnisse dieser Arbeit und andererseits bereits bekannte Regulationsmechanismen
zusammenfasst. Als aussichtsreiche Zielgen-Kandidaten, die durch Mef2c und Mef2d

reguliert werden, konnten Spi-B und /rf7/8 ausgemacht werden.

Der Master-Regulator der pDC-Differenzierung ist allerdings E2-2 (Tcf4). E2-2 wird
besonders stark in pDCs exprimiert und die Deletion von Tcf4 fihrt zum Verlust der pDCs,
wahrend alle hamatopoetischen Linien unverandert vorliegen (Cisse et al. 2008, Ghosh et al.
2010). Zudem reguliert E2-2 eine Vielzahl essentieller Gene fiir die pDC-Differenzierung. So
fordert E2-2 nicht nur Entwicklung der pDCs, sondern unterdrickt durch die
Herunterregulation von Id2 auch die cDC-Differenzierung (Abbildung 5.3). Mit Hilfe von RNA-
Sequencing-Analysen wurde untersucht, ob die Deletion von Mef2d und Mef2d auch die
Tcf4-Expression beeinflusst. Dies wirde bedeuten, dass Mef2c und Mef2d in der pDC-
Differenzierungskaskade noch uber E2-2 (Tcf4) stehen. Die Tcf4-Expression wurde durch
den Mef2c/d-Doppel-Knockout in der LSK-Population jedoch nur sehr leicht reduziert. Auch
in den Realtime-Analysen zeigte sich keine deutlichere Reduktion von Tcf4. In ChiP-on-
ChiP-Experimenten konnte aber gezeigt werden, dass Mef2d ein potentielles direkt Zielgen
von E2-2 ist (Ghosh et al. 2010). Somit ware es mdglich, dass E2-2 in seiner Rolle als
Master-Regulator, die dendritische Differenzierung Uber die Bindung an Promotorbereiche
von Mef2d beeinflusst. Eine weitere Moglichkeit ware, dass Mef2c und E2-2 gemeinsam die

pDC-Differenzierung regulieren.
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Spi-B wird ebenfalls in pDCs stark exprimiert und der Verlust von Spi-B fuhrt zu einer
deutlichen Reduktion der pDCs im Knochenmark (Schotte et al. 2003, Sasaki et al. 2012). In
dieser Arbeit zeigte sich, dass die Spi-B-Expression in der Mef2c/d-deletierten LSK-
Population um mehr als die Halfte reduziert war, was mit Hilfe der Realtime-PCR bestatigt
werden konnte. Spi-B reguliert die pDC-Differenzierung unter anderen durch die Aktivierung
von Irf7 und Irf8. Diese beiden Faktoren regulieren in pDCs die Interferon-Antwort, indem sie
die Transkription von Typ-I-Interferon-Genen in pDCs aktivieren. Auch Irf7 wurde durch den
Doppel-Knockout von Mef2c und Mef2d deutlich reduziert. Bei den Realtime-Analysen zeigte
sich aullerdem eine leichte Reduktion der /rf8-Expression. Mef2c und Mef2d kdnnten
demnach einerseits Uber die Aktivierung von Spi-B die pDC-Differenzierung regulieren
(Abbildung 5.3). Andererseits kdnnten Mef2c und Mef2d auch direkt die Expression von Irf7
und Irf8 aktivieren, indem die beiden Transkriptionsfaktoren an Promotor-Regionen dieser
Gene binden. Auch eine direkte Regulation der pDC-Differenzierung Uber andere noch nicht
identifizierte Zielgene ware mdglich. Um Spi-B und Irf7/8 als Zielgene von Mef2c und Mef2d
zu bestatigen, mussen allerdings noch weitere Versuche durchgefiihrt werden. Einerseits
sollte das RNA-Sequencing noch einmal wiederholt werden. Idealerweise wirde sich dafir
die MPP4-Population eignen, um genau die Population zu verwenden, in der Mef2c und
Mef2d moglicherweise regulatorisch aktiv sind. Andererseits kdnnten ChlIP-Experimente
durchgefihrt werden, um nachzuweisen, dass Spi-B und /rf7/8 auch direkte Zielgene von
Mef2c und Mef2d sind.

?
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Abbildung 5.3: Transkriptionsfaktoren in der dendritischen Differenzierung

Mef2c/d reguliert die pDC-Differenzierung Uber Spi-B oder Irf7/8. Auch eine Differenzierung lber weitere noch
nicht bekannte Faktoren ist moglich. Ob Mef2c und Mef2d auch in der Lage sind, Tcf4 (E2-2) zu aktivieren oder
aber Mef2c/d durch E2-2 reguliert wird, konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. Ein weiterer pDC-
Transkriptionsfaktor ist Bcl11a. Eine Regulation durch Mef2c und Mef2d konnte in dieser Arbeit jedoch nicht
festgestellt werden. Angepasst an Ghosh et al. 2010, Moore & Anderson 2013 und Ippolito et al. 2014.
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Auch Runx2 wird als Regulator der pDC-Differenzierung beschrieben. Die RNA-Sequencing-
Ergebnisse zeigten allerdings nur einen sehr geringen Effekt des Mef2c¢c/d-Doppel-Knockouts
auf die Runx2-Expression. In den Realtime-Analysen war die Expression von Runx2
deutlicher reduziert. Runx2 steuert vor allem die Migration von pDCs in peripheren
Geweben. Da Mef2c und Mef2d vor allem die Differenzierung in frihen Stadien regulieren,

ist Runx2 als Zielgen von Mef2c und Mef2d jedoch eher unwahrscheinlich.

Ein weiterer wichtiger Regulator der pDC-Differenzierung ist Bcl11a. Dabei weist dieser
Faktor im Vergleich zu Mef2c und Mef2d sehr &hnliche Eigenschaften auf. Ein Bcl11a-
VavCre-Knockout-Mausmodell zeigte wie auch das Mef2c/d”“-VavCre-Mausmodell einen
Verlust des B-Zell-Kompartiments und der pDCs, wahrend andere Linien unbeeintrachtigt
blieben (Ippolito et al. 2014). Der Differenzierungsblock in der B-Zell-Linie beginnt dabei
ebenfalls mit einer starken Reduktion der CLPs. Zudem konnten Ebf1 und Pax5 als Zielgene

vom Bcl11a in der B-Zell-Entwicklung identifiziert werden (Liu et al. 2003).

Die pDC-Differenzierung reguliert Bcl11a unter anderem durch die direkte Bindung an
Promotoren von Spi-B und Tcf4. Im Mef2c/d™®-VavCre-Mausmodell konnte Bc/171a jedoch
nicht als potentielles Zielgen von Mef2c und Mef2d identifiziert werden. Umgekehrt ist bisher

auch keine Regulation der Mef2-Proteine durch Bcl11a bekannt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Mef2c und Mef2d die pDC-Differenzierung tber
die Bindung von Promotor-Regionen von Spi-B und/oder Irf7/8 regulieren (Abbildung 5.3).
Méglicherweise stehen die Mef2-Proteine dabei auch unter der Regulation von E2-2, dem
Master-Regulator der pDC-Differenzierung. Eine mdgliche Beeinflussung von Tcf4 (E2-2)
durch die Mef2-Proteine konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Vielleicht
orchestrieren die Mef2-Proteine und E2-2 die pDC-Differenzierung aber auch gemeinsam.
Bcl11a konnte in dieser Arbeit ebenfalls nicht als Zielgen von Mef2c und Mef2d identifiziert
werden, obwohl dieser Transkriptionsfaktor sowohl in der B-Zell- als auch in der pDC-

Differenzierung Ubereinstimmungen mit Mef2c und Mef2d aufweist.
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6 Zusammenfassung

Die Hamatopoese ist ein fein abgestimmter Prozess, in dem die Differenzierung mafigeblich
durch die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren reguliert wird. Die Wichtigkeit eines
Transkriptionsfaktors flir die Hamatopoese wird immer dann besonders deutlich, wenn dieser
Faktor fehlreguliert ist und die Hadmatopoese nicht mehr regelgerecht ablaufen kann. So
kdnnen Translokationen oder die irreguldare Expression eines Transkriptionsfaktors zur
malignen Entartung hamatopoetischer Zellen und damit zur Ausbildung einer Leukdmie
fuhren. Eine solche Fehlregulation konnte in Genen, die fur Mitglieder der MEF2-
Transkriptionsfaktor-Familie kodieren, gezeigt werden. Hohe Expressionslevel von MEF2C
wurden in Formen akuter myeloischer Leukamien, ausgeldst durch eine MLL-Translokation,
gefunden und sind mit einer schlechten Prognose assoziiert. Auch chromosomale
Translokationen des MEF2D-Gens wurden in verschiedenen akuten B-lymphatischen
Leukamien gefunden. Um die Rolle dieser zwei Transkriptionsfaktoren in der Hamatopoese
besser verstehen zu konnen, wurden Mef2c- bzw. Mef2d-Einzel-Knockout-Mausmodelle
untersucht, wobei jedoch nur ein geringer Effekt auf die Hdmatopoese beobachtet werden
konnte. Ein Grund hierfir kdnnten kompensatorische Mechanismen dieser zwei eng
verwandten Faktoren sein, weswegen in der hier vorliegenden Arbeit ein Mef2c/d-Doppel-
Knockout-Mausmodell  (Mef2c/d**-VavCre), in dem Mef2c und Mef2d in allen
hamatopoetischen Zellen deletiert sind, untersucht werden sollte. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen zum einen, dass Mef2¢c und Mef2d fur die Entwicklung der B-Lymphozyten und
der plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) essentiell sind. Zum anderen liefern sie
neue Erkenntnisse Uber die Linienentscheidung einzelner Populationen der Hamatopoese

sowie deren Differenzierungswege.

Die ersten Ergebnisse dieser Arbeit wurden bei der Untersuchung des B-Zell-Kompartiments
in Mef2c/d”®-VavCre-Mausen erzielt. Alle B-Zell-Populationen des Knochenmarks (proB-,
praB, unreife und reife B-Zellen) waren im Vergleich zu Kontroll-M&usen um mehr als 95 %
reduziert. Andere lymphatische Linien, wie die T-Lymphozyten und die NK-Zellen, wurden
durch die Deletion von Mef2c und Mef2d hingegen nur wenig beeintrdchtigt. Alle drei
lymphatischen Linien haben ihren Ursprung in einer gemeinsamen lymphatischen
Progenitor-Population, den common Ilymphoid progenitors (CLPs). Interessanterweise
konnten jedoch keine CLPs im Knochenmark von Mef2c/d-Doppel-Knockout-Mausen
detektiert werden. Diese Ergebnisse zeigen einerseits, dass der B-lymphatische
Differenzierungsblock bereits zu einem sehr frilhen Zeitpunkt der lymphatischen Entwicklung
auftritt und andererseits, dass die T-Lymphozyten und NK-Zellen auch noch einen anderen
Ursprung als die CLPs besitzen missen. Die CLPs differenzieren aus multipotenten
Progenitoren (MPPs), die zusammen mit den hamatopoetischen Stammzellen (HSC) das so

genannte LSK- (Lin'Sca“c-Kit™-) Kompartiment ausmachen. Obwohl die Gesamtzellzahl der
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LSK-Population durch die Deletion von Mef2c und Mef2d nicht beeinflusst wurde, war der

Anteil lymphatisch gepragter Zellen (Vcam’) innerhalb der LSK-Population erhoht.

Zur ldentifizierung potentieller Zielgene von Mef2c und Mef2d wurden RNA-Sequencing-
Analysen durchgefiihrt, in denen genomweite Genexpressionsprofile der LSK-Population aus
Mef2c/d™*-VavCre-Mausen mit denen aus Kontroll-Mausen verglichen wurden. Dabei
konnten vielversprechende Zielgene von Mef2c und Mef2d identifiziert werden. Viele dieser
Zielgene kodieren fur Transkriptionsfaktoren, die maligeblich an der B-lymphatischen
Linienentscheidung beteiligt sind. So waren Ebf1 und Pax5 in Mef2c/d™*-VavCre-Mausen
beispielsweise um mehr als 90 % herunterreguliert, was mittels quantitativer Realtime-PCR

bestatigt wurde.

Die Untersuchung des myeloischen Kompartiments =zeigte, dass alle Progenitor-
Populationen (granulozytar-monozytar, megakaryozytar und/oder erythrozytar) vergroRert
waren. Dies lasst vermuten, dass Mef2c und Mef2d die myeloische Differenzierung entweder
inhibieren oder die Expansion des myeloischen Kompartiments unterdricken.
Interessanterweise wurden die Gene Csf1rund Socs? im LSK-Kompartiment von Mef2c/d™"-
VavCre-Mausen heraufreguliert. Csf1r kodiert fur einen wichtigen myeloischen Rezeptor und
Socs1 fur einen Inhibitor des JAK/STAT-Signalweges, was die Hypothese der Unterdriickung

der myeloischen Expansion unterstitzen kdnnte.

In dieser Arbeit konnte zudem erstmals gezeigt werden, dass Mef2c und Mef2d die
dendritische Differenzierung regulieren. Wahrend die Deletion von Mef2c und Mef2d zwar
keinen Einfluss auf die klassischen (c)DCs hatte, waren die pDCs hingegen sehr stark
reduziert bzw. nicht vorhanden, was auch in vitro bestatigt werden konnte.
Bemerkenswerterweise war die gemeinsame Progenitor-Population (CDP) ebenfalls
reduziert, was damit erklart werden kdnnte, dass die cDCs noch eine unabhangige
Progenitor-Population besitzen. Im klassischen Modell der dendritischen Differenzierung
entstammen die cDCs und die pDCs der myeloischen Linie. Ein lymphatischer Ursprung der
pDCs wird jedoch vielfach diskutiert. Der lymphatische Differenzierungsblock in Mef2c/d™™-
VavCre-Mausen koénnte die Hypothese eines gemeinsamen Ursprungs von B-Lymphozyten
und pDCs unterstiitzen. Die Analysen von Mef2c/d"*-Cd79aCre-Mausen, in denen die
Deletion von Mef2c und Mef2d erst in den spaten CLPs erfolgt, zeigten jedoch eine normale
pDC-Differenzierung. Diese Ergebnisse koénnten allerdings durch einen gemeinsamen
Progenitor der pDCs und B-Lymphozyten oberhalb der spaten CLPs (zb. innerhalb der MPP-
Population) erklart werden. Interessanterweise waren Gene, die flir den dendritischen
Transkriptionsfaktor SpiB und die Interferon response factors (Irf) 7 und 8 kodieren, im LSK-
Kompartiment von Mef2c/d“*-VavCre-Mausen herunterreguliert und kommen somit als

potentielle Zielgene von Mef2c und Mef2d in Frage.
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Zusammengefasst zeigt diese Arbeit, dass Mef2c und Mef2d zentrale Regulatoren der
Hamatopoese sind. Die Deletion dieser beiden Transkriptionsfaktoren in einem Mausmodell
fuhrt zu einem Differenzierungsblock der B-Zell- und auch der pDC-Linie. Verschiedene
Transkriptionsfaktoren, die die Differenzierung dieser beiden Linien regulieren, wurden als
potentielle Zielgene von Mef2c und Mef2d identifiziert. Zusatzlich unterstitzt diese Arbeit die
Hypothese eines gemeinsamen lymphatischen Ursprungs der B-Lymphozyten und der pDCs
und unterstreicht die Variabilitdt der Linienentscheidungen innerhalb des stark heterogenen

MPP-Kompartiments.
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7 Summary

Hematopoiesis is a tightly coordinated process, in which differentiation is regulated by the
activity of transcription factors. The importance of a transcription factor for hematopoiesis
becomes obvious when the factor is dysregulated and hematopoiesis cannot proceed
regularly. Thus, disruption or abnormal expression of a transcription factor might lead to
malignant aberration of hematopoietic cells and consequently to development of leukemia.
Such a dysregulation has been observed in genes encoding members of the MEF2 family of
transcription factors. For one, high expression levels of MEF2C are found in acute myeloid
leukemia carrying MLL-translocations and are associated with poor prognosis. Also
chromosomal translocations involving the MEF2D gene have been identified in different
types of B-lymphatic acute leukemia. To better understand the role of these two transcription
factors in hematopoiesis, single Mef2c or Mef2d knockout mice have been investigated, but
only a subtle effect on hematopoiesis was observed. As this may be attributable to
compensatory mechanisms of these two closely related factors, the aim of this work was to
investigate a Mef2c/d double knockout mouse model (Mef2c/d™®-VavCre), in which Mef2c
and Mef2d are deleted in all hematopoietic cells. The analysis reported here demonstrates
that Mef2c and Mef2d are essential for the development of two important immune cell types,
B-lymphocytes and plasmacytoid dendritic cells (pDCs), but also revealed novel insight into

models of lineage commitment and differentiation.

The first clear result came from examination of the B-cell compartment in Mef2¢/d**-VavCre
mice. All B cell populations of the bone marrow (proB, preB, immature and mature
lymphocytes) were reduced by more than 95% as compared to controls. In contrast, other
lymphatic lineages, such as T lymphocytes and NK cells were only minimally impaired by
deletion of Mef2c and Mef2d. All three lymphoid lineages are postulated to arise from a
common lymphoid progenitor (CLP), but interestingly, no CLPs could be detected in the
double knockout mice. This result demonstrates that the severe block to B-cell differentiation
occurs at a very early stage of lymphoid commitment, but also shows that T and NK
lymphocytes can arise from alternative progenitors. The CLPs differentiate from multipotent
progenitors (MPP) that together with the hematopoietic stem cells (HSC) are found within a
so-called “LSK” compartment. Although the number of cells within the LSK compartment was
not impacted by loss of the Mef2 proteins, phenotypic characterization suggested a skewing
toward lymphoid-primed cells (e.g. VCAM™). To identify potential Mef2c/d target genes,
RNA sequencing analysis was performed, in which genome-wide gene expression profiles of
LSKs in Mef2c/d™®-VavCre mice were compared with the profiles of control mice. Promising
Mef2 candidates target genes encoding transcription factors necessary for commitment
toward B-cell differentiation were identified. Ebf1 and Pax5 were down-regulated by more

than 90 % in Mef2c/d knockout mice, which was confirmed by quantitative real-time analysis.
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The second observation was made within the myeloid compartment, where an overall
increase in progenitors committed to megakaryocytic, erythroid, monocytic, and/or
granulocytic compartments was shown, suggesting the Mef2 factors are necessary to either
inhibit myeloid differentiation or to suppress their expansion. Strikingly, evidence for the later
hypothesis was obtained by the observation that the Csf1r and Socs2 genes, encoding a key
myeloid receptor and an inhibitor of JAK/STAT signaling pathways, respectively, are

upregulated in the LSK compartment.

Finally, for the first time, the regulation of dendritic differentiation by Mef2c and Mef2d was
discovered. Mef2c/d**-VavCre mice contained normal levels of conventional (c)DCs, but no
or greatly reduced levels of pDC — a finding verified with in vitro culture experiments.
Interestingly, the absolute level of their proposed common progenitor (CDP) was also
reduced, raising the possibility that the cDCs arose from an independent progenitor in these
mice. In the classic model of dendritic differentiation, cDCs and pDCs derive from the
myeloid line. However, a lymphatic origin of pDCs is widely debated. In view of the observed
differential block in B-cell development in Mef2c/d**-VavCre mice, these data may support a
common origin of B lymphocytes and pDCs. However, analysis of Mef2c/d"*-Cd79aCre
mice, in which deletion of Mef2c and Mef2d occurs in late CLPs, did not result in
compromised pDC differentiation. Nevertheless, we cannot rule out that a common
progenitor of pDCs and B lymphocyte is located above the late CLP, e.g. in a MPP.
Interestingly, the genes encoding the dendritic transcription factors SpiB and the interferon
response factors (Irf) 7 and 8 were both downregulated in the LSK compartment of the
double knockout mouse, and thus are potential key Mef2 target genes that regulate pDC

differentiation.

Taken together, this work reveals Mef2c and Mef2d as central regulators of hematopoiesis.
Deletion of these two transcription factors in a mouse model leads to a differentiation block in
both the B-cell and pDC lineages. Several key transcription factors that regulate
differentiation of these lineages were identified as potential Mef2 target genes. Finally, these
data support the theory of a common lymphatic origin of these two populations and underline

the fluidity of lineage decisions within the highly heterogeneous MPP compartment.
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