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1 Einleitung

Die besonders im Kindesalter auftretenden akuten Masern sind eine durch
Tropfcheninfektion mit dem Masernvirus (MV) Ubertragene, hochansteckende
Krankheit. Das phylogenetisch sehr junge Virus entstand vermutlich aus dem
Rinderpestvirus, das auf Grund des engeren Kontakts von Menschen und Rindern,
den die Nutztierhaltung mit sich brachte, die Speziesbarriere tberwinden konnte
(McNeill, 1976). Bisher wurde vermutet, dass das MV vor ca. 6000 Jahren
entstanden ist (Black, 1965), da es nur in Populationen ab einigen Hunderttausend
oder mit mindestens 5000 Geburten pro Jahr endemisch werden kann. Fehlende
frihe  historische  Beschreibungen der Masern, sprachwissenschaftliche
Untersuchungen des Namens sowie neue phylogenetische Analysen viraler RNA
weisen jedoch darauf hin, dass das MV vermutlich erst zwischen dem 5. und 12.
Jahrhundert n. Chr. entstand und in der menschlichen Bevélkerung endemisch
wurde (Furuse et al, 2010; McNeill, 1976; Retief & Cilliers, 2010). Das in seiner
heutigen Form vorkommende MV ist unter natirlichen Bedingungen strikt
humanpathogen, auch wenn gezeigt werden konnte, dass im Tierversuch einige
Primatenarten infizierbar sind und diese maserntypische Symptome aufweisen (de
Swart et al, 2007; McChesney et al, 1997), und dass eine MV-Infektion auch bei
Primaten, die in Gefangenschaft leben, serologisch nachgewiesen werden kann
(Kalter et al, 1997).

1.1 Das Masernvirus

1.1.1 Taxonomie und Morphologie

Das MV gehort zur Familie der Paramyxoviridae, die Teil der Ordnung der
Mononegavirales ist. Diese Ordnung umfasst neben den Paramyxoviridae noch die
Familien Bornaviridae, Rhabdoviridae und Filoviridae, bei denen es sich um behdillte
Viren mit einem einzelstrdngigen, nichtsegmentierten RNA-Genom, das eine
negative Polaritat aufweist, handelt. Die Paramyxoviridae werden in die zwei
Unterfamilien Paramyxovirinae und Pneumovirinae unterteilt, die wiederum aus 5
bzw. 2 Genera bestehen. Das MV bildet innerhalb der Paramyxovirinae zusammen
mit dem Hundestaupevirus (CDV), Seehundestaupevirus (PdV), Pest der kleinen
Wiederkauer-Virus (PPRYV), Delphinmorbillivirus (DMV), Tummlermorbillivirus (PMV)
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Ordnuing Mononegavirales
N
Familie Bornavirida Paramyxoviridae  Filoviridae Rhabdoviridae
/ \
Unterfamilie Paramyxovwmae Pneumovirinae
\\
Genus Rubulavirus Avulavirus Morbillivirus Respirovirus  Henipavirus
I
Virus RPV PPRV

Abb.: 1.1 Taxonomische Gliederung der Paramyxovirin ~ ae

PDV: Seehundestaupevirus, CDV: Hundestaupevirus, MV: Masernvirus, RPV: Rinderpestvirus,
PPRYV: Pest der kleinen Wiederkauer-Virus, DMV: Delphinmorbillivirus, PMV: Tummlermorbillivirus

und dem Rinderpestvirus (RPV) den Genus Morbillivirus (Abb.: 1.1). Allen Mitgliedern
dieses Genus fehlt die Neuraminidaseaktivitat ihrer Glykoproteine. Masernviren
werden weiterhin anhand von Sequenzvergleichen des C-terminalen Abschnitts des
N-Gens (Nukleokapsid) in verschiedene Genotypen unterteilt, die alle weltweit
zirkulieren bzw. zum Teil ausgestorben sind (Rima et al, 1995; Taylor et al, 1991).
Trotz der verschiedenen Genotypen weist das MV eine hohe Antigenstabilitat auf, in
Folge derer nur ein Serotyp existiert.

Das MV ist ein pleomorphes Partikel mit einer Grof3e von 120 bis 270nm, das eine
Lipidhille besitzt, die mit sogenannten spikes besetzt ist. Die Lipidhtlle leitet sich
wahrend der Knospung neuer Viruspartikel von der Zellmembran der Wirtszelle ab

und die eingelagerten spikes bestehen aus den viralen Glykoproteinen H
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(Hamaglutinin) und F (Fusionsprotein). Die zytoplasmatischen Domanen der
Glykoproteine interagieren an der Innenseite des Partikels mit dem Matrixprotein (M),
dass das Virus von innen auskleidet. Diese virale Hulle umschliel3t einen helikalen
Ribonukleoproteinkomplex  (RNP), der aus der viralen RNA, dem
Nukleokapsidprotein (N), dem Phosphoprotein (P) und der viralen RNA-Polymerase
(L) zusammengesetzt ist (Morgan & Rapp, 1977).

1.1.2 Das Genom und die viralen Proteine
Genomaufbau

Das MV besitzt ein einzelstrangiges, nichtsegmentiertes RNA-Genom negativer
Polaritat, das eine Grof3e von ca. 16 Kilobasen aufweist. Es besteht aus 6 Genen,
die fir 8 Proteine kodieren und von zwei nichtkodierenden Sequenzen, der 3'-leader-
und der 5'-trailer-Sequenz, flankiert werden. Diese Sequenzen enthalten die
Promotorsequenzen fur die virale Transkription (nur in der 3‘-leader-Sequenz) und
Replikation sowie ein Verpackungssignal fir die Interaktion mit dem N-Protein
(Horikami & Moyer, 1995). Bei der Verpackung interagieren stets 6 Nukleotide des
Genoms mit einem N-Protein, sodass nur Genome, deren Nukleotidsequenz ein
Vielfaches von 6 darstellt, replikationsfahig sind (Calain & Roux, 1993). Die Gene der
gleichnamigen Proteine sind wie folgt zwischen den nichtkodierenden Sequenzen
angeordnet: 3'-leader --- N --- P --- M --- F --- H --- L --- 5'-trailer. Bis auf das P-Gen
kodieren alle Gene fur ein virales Protein. Durch alternative Initiation bzw.
posttranskriptionelle Insertion eines Nukleotids in die P-mRNA entstehen zusatzlich
die beiden Nichtstrukturproteine C und V (Liston & Briedis, 1995; Liston et al, 1995).
Die viralen Gene sind durch nichtkodierende, intergenische Sequenzen (IGS)
voneinander getrennt. Die IGS enthalten die Informationen fur die Polyadenylierung
der mRNA und fur die Termination bzw. Reinitiation der Transkription (Bellini et al,
1994).

N-Protein

Das Nukleokapsidprotein ist ca. 60 kDa grof3 und das am héaufigsten translatierte,
virale Protein in einer infizierten Zelle. Es bindet N-terminal je 6 Nukleotide viraler,

genomischer RNA, was zur Bildung des Nukleokapsid fuhrt und die RNA



Einleitung

unempfindlich gegen zellulare Ribonukleasen macht. Neben der Enkapsidierung der
genomischen RNA interagiert es aul3erdem noch Uber das P-Protein mit dem viralen

RNA-Polymerasekomplex (Gombart et al, 1995).
P- und L-Proteine

Die beiden Proteine P und L bilden zusammen den viralen Polymerasekomplex, der
sowohl fur die Transkription als auch fur die Replikation essentiell ist. Da das virale
Genom eine negative Polaritat besitzt, kann es nicht als mMRNA dienen. Daher ist die
Anwesenheit des Polymerasekomplexes im Viruspartikel essentiell flr seine
Replikationsfahigkeit. Die eigentliche Polymerase, das 220 kDa grof3e L-Protein, ist
sowohl in der Lage, mRNA der einzelnen Gene, als auch Transkripte des gesamten
Genoms anzufertigen. Diese so genannten anti-Genome mit positiver Polaritat
dienen dann als Matrize fur die Synthese neuer Genome. Fir die Polymeraseaktivitat
bedarf das L-Protein der Bindung des 72 kDa grof3en P-Proteins als Kofaktor.
Weiterhin ist das L-Protein verantwortlich fir das capping und die Polyadenylierung
der viralen Transkripte (Cevik et al, 2004; Duprex et al, 2002; Rima & Duprex, 2005).
Des Weiteren bewirkt das L-Protein die Insertion eines Guanosins in die P-mRNA,
wodurch das C-terminal cysteinreiche V-Protein entsteht (Cattaneo et al, 1989;
Liston & Briedis, 1995). Das V-Protein fungiert sowohl als Inhibitor der Apoptose in
infizierten Zellen (Cruz et al, 2006) als auch als negativer Regulator der viralen
Polymeraseaktivitat (Tober et al, 1998). Durch die Verwendung eines alternativen
Startkodons im P-Gen kommt es dartiber hinaus zur Expression des stark basischen
C-Proteins, das ebenfalls die Polymeraseaktivitdit hemmt, aber auch die Synthese
neuer infektioser Partikel verstarkt (Bellini et al, 1985; Fontana et al, 2008). Dartber
hinaus manipulieren alle drei Proteine des P-Gens die zellulare Interferonantwort
(Devaux et al, 2007; Fontana et al, 2008).

M-Protein

Das 37 kDa grof3e Matrixprotein ist eines der drei Hullproteine des MV. Es handelt
sich dabei um ein peripheres Membranprotein, das in infizierten Zellen bzw. im
Viruspartikel mit dem zytoplasmatischen Teil der Glykoproteine interagiert (Moll et al,
2002; Runkler et al, 2007). Zusatzlich bindet es Uber das N-Protein auch an den
RNP, wodurch es negativ regulierend auf die virale Polymeraseaktivitat wirkt. Dem
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M-Protein wird, aufgrund seiner Fahigkeit, auch ohne die anderen viralen Proteine
viruséhnliche Partikel zu produzieren, groRe Bedeutung bei der Verpackung und

Knospung neuer Viruspartikel zugeschrieben (Pohl et al, 2007; Salditt et al, 2010).
F-Protein

Das Fusionsprotein ist ein Typ-I-Transmembranprotein und wird zunachst in seiner
inaktiven Form Fo (60 kDa) exprimiert. Im Golgi-Apparat wird es proteolytisch in die
zwei Untereinheiten, F; (41 kDa) und F, (22 kDa) prozessiert, die Uber eine
Disulfidbriicke als Heterodimer die aktive Form des F-Proteins darstellen (Bolt et al,
1999). Auf der Zell- bzw. Partikeloberflache bilden F-Proteine Timere aus (Wild et al,
1994), die jeweils mit einem Tetramer des H-Proteins funktionelle Einheiten bilden.
Die Aufgabe des F-Proteins ist die Vermittlung der Fusion zwischen der Virushiille
und der Zellmembran. Hierbei handelt es sich um einen pH-unabh&ngigen
Fusionsprozess, der einer vorherigen Bindung des H-Proteins an einen zellularen

Rezeptor bedarf (Navaratnarajah et al, 2009).
H-Protein

Das Hamaglutinin ist ein 80 kDa grol3es Typ-ll-Transmembranprotein, das die
Bindung an den zellularen Rezeptor vermittelt. H-Proteine bilden Uber eine
Disiulfidbriicke Homodimere aus, von denen je zwei auf der Virus- bzw.
Zelloberflache als H-Proteintetramer mit einem F-Proteintrimer eine funktionelle
Einheit bilden (Devaux et al, 1996; Plemper et al, 2000; Yanagi et al, 2006). Als
zellulare Rezeptoren wurden bisher die zwei Transmembranproteine CD150 und
CD46 identifiziert. Die Expression von CD150, auch SLAM (signaling lymphocyte
avtivation molecule) genannt, wurde bisher nur fir hamatopoetische Zellen
beschrieben. Es wird unter anderem auf der Oberflache von B-Zellen, aktivierten T-
Zellen, Gedachtniszellen, dendritischen Zellen und Monozyten auf der Oberflache
exprimiert und von allen MV-Stammen als Rezeptor benutzt (Yanagi et al, 2006). Im
Gegensatz dazu wird CD46 von allen humanen, kernhaltigen Zellen exprimiert
(Liszewski et al, 1991) und dient attenuierten MV-Stammen in vitro zusatzlich als
Rezeptor (Yanagi et al, 2006). Studien an infizierten Makaken legen jedoch nahe,
dass selbst attenuierte Stamme in vivo ausschlie3lich CD150 benutzen, da nur

maserninfizierte Zellen detektiert werden konnten, die auch CD150-positiv waren (de
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Vries et al, 2010). Die Bindung an diese beiden Rezeptoren wird von
unterschiedlichen Domanen des H-Proteins vermittelt, wobei nicht auszuschlieRen
ist, dass diese uberlappen. Nach der Bindung eines der beiden Rezeptoren kommt
es zur Konformationsanderung des H-Proteins, was essentiell fur die Initiation der

Fusion durch das F-Protein ist (Hashiguchi et al, 2011; Santiago et al, 2010).

1.1.3 Replikationszyklus

Durch die H-Protein-vermittelte Anbindung an den zellularen Rezeptor und die
dadurch initierte F-Protein-vermittelte Fusion der Virusmembran mit der
Zellmembran gelangt der RNP ins Zytoplasma (Navaratnarajah et al, 2009). Hier wird
die Transkription des N-Gens durch die Bindung der im Partikel enthaltenen
Polymerasekomplexe an die 3'-leader-Sequenz initiiert (Crowley et al, 1988). Das
fertige Transkript erhalt eine 5'-cap-Struktur und wird polyadenyliert. Der
Polymerasekomplex dissoziiert nun entweder an der IGS zwischen N- und P-Gen
von der RNA oder aber Uberliest die IGS und beginnt mit der Transkription des P-
Gens. Dissoziierte Polymerasekomplexe binden erneut an der 3'-leader-Sequenz,
von wo aus sie erneut mit der Transkription des N-Gens beginnen. Die Méglichkeit
der Dissoziation besteht bei jeder IGS und die Wahrscheinlichkeit dazu nimmt mit der
Entfernung der IGS zur 3'-leader-Sequenz zu. Dadurch entsteht ein
Transkriptionsgradient auf mRNA-Ebene, der dazu fihrt, dass die Menge an
gebildetem Protein von der Lage seines Gens im Genom abhangt (Cattaneo et al,
1987a; Schneider-Schaulies et al, 1989). Nach Erreichen einer kritischen Masse an
Uberschissigem N-Protein lagert sich dieses an entstehende Transkripte an und
verhindert dadurch das Dissoziieren des Polymerasekomplexes an den IGS.
Dadurch kommt es zur Bildung von Genomen positiver Polaritdt, so genannten
Antigenomen (Banerjee, 1987; Blumberg & Kolakofsky, 1981; Lamb, 1996; Rima &
Duprex, 2005). Diese besitzen einen starken Promotor an ihrem 3'-Ende und bilden
im Folgenden die Matrize zur Herstellung neuer viraler Genome durch den viralen
Polymerasekomplex. Die Entstehung viraler Genome ist strikt an die Komplexierung
mit N-Proteinen gekoppelt, iber deren Bindung an das P-Protein und dartiber auch
an das L-Protein es zur Bildung von neuen RNPs kommt (Rima & Duprex, 2005). Die
RNPs werden Uber einen im Detail noch nicht verstandenen Mechanismus an die

Plasmamembran transloziert, wo die Knospung neuer Partikel stattfindet. Die
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Translation der viralen mRNA wird von der zellularen Maschinerie ibernommen. Die
beiden Glykoproteine H und F werden Uber das endoplasmatische Retikulum und
den Golgi-Apparat in der Plasmamembran eingelagert. Die an freien Ribosomen
gebildeten M-Proteine lagern sich an der Innenseite der Plasmamembran an, wo sie
einerseits mit den Glykoproteinen und andererseits mit den RNPs interagieren.
Sobald alle Bestandteile eines Viruspartikels an der Plasmamembran lokalisieren,
kann ein neugebildetes Viruspartikel durch Abschnirung von der Plasmamembran,

auch budding genannt, entstehen.

Durch diesen Vorgang, der bevorzugt an bestimmten Membranmikrodoméanen, den
lipid rafts, stattfindet, erhalt das Virus seine von der Zellmembran abgeleitete Hulle
(Manie et al, 2000; Vincent et al, 2000). MV, besonders Isolate aus Patienten mit
akuten Masern, infizieren Zielzellen in Kultur in der Regel stets lytisch. Eine
persistierende Infektion kann jedoch durch mehrfaches Passagieren auch in
Zellkultur herbeigefiihrt werden (Rima & Duprex, 2005).

Proteine = Glykoproteine

F-Protein Trimer
-= Fusion mithMembran
bei neutralem pH

0 Matrix (M)

w Fusion (F)

'ﬁ’ Hamagglutinin {H)

H-Protein Tetramer
-» Hezeptorbindung
-= Fusionhelfer
Funktion

&3 Nukleccapsid (N) §
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung eines Masernviri  ons und der Genomorganisation
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1.2 Epidemiologie und Pathogenese

Die Masern treten, trotz eines verfigbaren Impfstoffs, der eine lebenslange
Immunitat gewahrt, immer noch weltweit auf. Zwar treten auch in industrialisierten
Landern, begunstigt durch eine unzureichende Impfrate in der Bevdlkerung, immer
wieder Masernepidemien auf, jedoch erkrankt der Grof3teil der Kinder aufgrund
mangelnden Zugangs zum Impfstoff in weniger industrialisierten Landern mit
schlechter medizinischer Infrastruktur. Wahrend in Industrienationen nur ca. 10% der
Masernfalle mit Komplikationen einhergehen, treten in weniger entwickelten Landern
Komplikationen in ca. 80% der Félle (Clements & Cutts, 1995). Hier zahlt die
Masernerkrankung immer noch zu einer der haufigsten Todesursachen bei Kindern
unter 5 Jahren. 2008 kam es laut WHO weltweit zu geschétzten 164000 Todesfallen
durch Masern. Da MV den Menschen als einzigen Wirt infiziert und es dartber
hinaus nur einen Serotypen gibt, besteht die Moglichkeit, und dies ist auch das
erklarte Ziel der WHO, die Masern durch Impfung weltweit auszurotten. Damit ein
Schutz vor dem Ausbruch von Epidemien besteht und sich somit das Virus, vor allem
wenn es von aul3en eingeschleust wurde, nicht ausbreiten kann, bedarf es einer
Durchimpfungsrate in der Bevdlkerung von 95 % (Griffin et al, 2008). Der Impfstoff
gegen Masern, der in zwei Impfdosen verabreicht wird, besteht aus einem
attenuierten MV-Stamm. Die erste Dosis sollte laut standiger Impfkommission
(STIKO) ab dem 12. Lebensmonat verabreicht werden und die zweite, die zur
SchlieBung von Impflicken dient, zwischen dem 15.-23. Monat. Wahrend ein
Durchimpfen der Bevolkerung in weniger entwickelten Landern hauptsachlich aus
finanziellen und infrastrukturellen Griinden scheitert, ist es in Industrienationen zum
Grofdteil auf Impfverweigerung zurickzufuhren. Auch die Durchimpfungsrate in
Deutschland verfehlt die 95 %-Marke, sodass es immer wieder zu Epidemien kommt.
In Bayern ergab eine Erhebung zur Durchimpfungsrate bei der Schulein-
gangsuntersung 2007/08, dass nur 75,7 % aller untersuchten Kinder mit zwei Dosen

geimpft wurden (Holscher, 2009).

Nichtgeimpfte Personen infizieren sich Uber Tropfcheninfektion, wobei das Virus
zunachst Zellen im oberen Bereich des respiratorischen Trakts infiziert (Riley et al,
1978). Hierbei handelt es sich um CD11c"-Zellen, also entweder um Monozyten oder

dendritische Zellen (Lemon et al, 2011). Das Virus infiziert seinem Tropismus
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entsprechend demnach zunachst CD150%-Zellen. Uber die infizierten Leukozyten
gelangt das Virus zunéchst in die angrenzenden Lymphknoten, wo es Lymphozyten
infiziert, Uber die das Virus dann in alle lymphatische Gewebe und Organe gelangt.
Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass in einzelnen lymphatischen Organen bis
zu 30 % der Lymphozyten infiziert waren (de Swart et al, 2007). Anschliel3end
disseminiert das Virus zellassoziiert, was eine systemische Infektion zur Folge hat,
wodurch letztlich auch CD150-Zellen in der Haut, im Darmepithel, in der Leber und
weiteren Organen infiziert werden (Herndon & Rubinstein, 1968; Kimura et al, 1975;
McChesney et al, 1997; Sakaguchi et al, 1986). Durch die Infektion wird eine
spezifische Immunantwort ausgel6st, die letztlich das Virus im Kérper eliminiert und

im Anschluss an die Masern eine lebenslange Immunitat gewahrt.

In seltenen Fallen verlauft eine MV-Infektion asymptomatisch (Sonoda & Nakayama,
2001), doch in der Regel treten erste Symptome nach einer 9- bis 11-tagigen
Inkubationszeit auf. Dabei handelt es sich um Fieber, Husten, Schnupfen und
Bindehautentzindung. Zu diesem Zeitpunkt kommt es =zur Ausbildung der
Koplikschen Flecken, einem Exanthem auf der Mundschleimhaut. Der fir die Masern
typische makulopapulare Hautausschlag (Masernexanthem) setzt einige Tage spater
ein. Er beginnt hinter den Ohren und setzt sich Uber die Gesichtshaut fort, bis der
ganze Korper bedeckt ist. Bei dem Hautausschlag, der 5 bis 6 Tage andauert,
handelt es sich um die Immunreaktion auf die nun auch die Haut befallende Infektion.
Neben diesen Symptomen kann es zu Komplikationen kommen, die meist durch die
maserninduzierte generelle Immunsuppression und damit einhergehende
opportunistische Infektionen bedingt sind. Die haufigsten Komplikationen sind
Diarrh6e, Mittelohrentzindungen und Pneumonien. Desweiteren kommt es in
seltenen Fallen zu neurologischen Komplikationen. Wahrend der akuten Masern
kann es in 0,1 % der Falle zur akuten postinfektiocsen Masernenzephalitis kommen
(APME). Diese Enzephalitis ist nicht direkt auf eine Maserninfektion des Gehirns
zurick zu fuhren. Wahrscheinlich fuhrt eine maserninduzierte, pathologische
Immunreaktion im Gehirn zu dieser in 20 % der Félle todlich verlaufenden Kom-
plikation. Erst spater, nach den Uberstandenen akuten Masern, kann es zu zwei
weiteren Komplikationen kommen, der Masern-Einschlu3kérper-Enzephalitis (MIBE)
und der subakuten sklerosierenden Panenzephalitits (SSPE). Beide Komplikationen
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gehen auf eine Infektion des Gehirns mit MV zurtick. Wéahrend MIBE ausschlief3lich
bei immungeschwachten Patienten auftritt und somit eher eine Komplikation der
Immunschwache ist, handelt es sich bei der SSPE um eine Spatfolge der Masern bei
Patienten mit einer normalen Immunantwort auf die akuten Masern (Reuter &
Schneider-Schaulies, 2010).

1.2.1 Subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE )

Die wohl schwerwiegendste Komplikation der Masern, SSPE, tritt im Mittel 8 Jahre
nach den akuten Masern auf, wobei die friihesten Falle bereits nach 9 Monaten und
der spateste Fall nach ca. 30 Jahren beobachtet wurden. Neuere Daten geben die
H&aufigkeit einer SSPE mit 1 pro 10000 Masernfalle an. Die symptomatische Phase
kann bis zu vier Jahre andauern und verlauft immer letal. Da die meisten Falle im
Alter zwischen 8 und 11 Jahren auftreten, gehdren zu den ersten Symptomen einer
SSPE eine Verschlechterung der schulischen Leistungen, die mit anormalen
Verhaltensanderungen und intellektuellen Beeintrachtigungen einhergeht. Darauf
folgt eine dauerhafter Verschlechterung der Motorik, Schuttelkrampfe, Starre,
Demenz, eine Beeintrachtigung der Sehkraft und letztlich der Tod (Gutierrez et al,
2010). Bei der SSPE handelt es sich um eine persistierende MV-Infektion des
Gehirns, die sich in einer starken Demyelinierung und Infektion von Neuronen
manifestiert (Rima & Duprex, 2005). SSPE wurde in allen untersuchten Fallen vom
Wildtypvirus verursacht, das zur Zeit der Primarinfektion des Patienten zirkulierte.
Attenuierte MV-Stamme, die zur Impfung benutzt werden, verursachen weder eine
Immunsuppression noch SSPE. Im Gegenteil, die Inzidenz von SSPE ist seit Beginn
der Impfung stark rdcklaufig. MV, das aus SSPE-Patienten isoliert wurde, ist
gegenuber Isolaten wahrend der akuten Masern stark verandert. Im Gehirn werden
keine neuen, infektiésen, freien Viruspartikel mehr gebildet, was auf Hypermutation
des viralen Genoms und dabei besonders auf Verdnderungen im zytoplasmatischen
Teil des F-Proteins und des M-Proteins zurickgefuhrt wird (Baczko et al, 1986;
Cattaneo et al, 1988). Dem F-Protein fehlt ein carboxyterminales Pentadecapeptid,
eine in allen Morbilliviren hochkonservierte Struktur, die mit der Fahigkeit zur
Interaktion mit dem M-Protein und der Lokalisation des F-Proteins in lipid rafts in
Verbindung gebracht wird. Das Fehlen des Pentadecapeptids geht auf Mutationen

zurick, die ein Stopkodon in das Leseraster einfligen bzw. dieses verschieben,

10



Einleitung

wodurch ein C-terminal verkirztes F-Protein entsteht (Watanabe et al, 1995). Das M-
Gen ist hypermutiert, was zur Beeintrachtigung der Funktion des Startkodons und
der Stabilitat des Proteins sowie zu gesteigerter proteolytischer Degradation fuhrt
(Cattaneo et al, 1988). Ein weiterer transkriptioneller Unterschied zwischen MV-
Isolaten aus Patienten mit akuten Masern und SSPE ist der starkere
Transkriptionsgradient, der dazu fuhrt, dass bei einer SSPE kaum F- und H-mRNA
gebildet wird (Cattaneo et al, 1987a).

Ein Risikofaktor fur eine SSPE ist eine Erkrankung an Masern vor dem 2 Lebensjahr.
Weiterhin  wird eine genetische Disposition, namlich Punktmutationen in
immunologisch wichtigen Molekilen wie z.B. IL-2, IL-4, IL-12, MxA, und TLR-3 (Inoue
et al, 2002; Ishizaki et al, 2008; Pipo-Deveza et al, 2006; Torisu et al, 2004, Yilmaz et
al, 2007) diskutiert.

Bei SSPE-Isolaten konnte gezeigt werden, dass die Ausbreitung zwischen Neuronen
ausschlie8lich an Synapsen stattfindet. Diese Ausbreitung im Gehirn verlauft
unabhangig von den beiden Rezeptoren CD150 und CD46. CD150 wird von
Neuronen gar nicht und CD46 nur in geringem Mal3e exprimiert (McQuaid & Cosby,
2002). Es gibt zwar einige Ansatze, die Persistenz und die Ausbreitung des MV im
zentralen Nervensystem (ZNS) zu verstehen, doch gibt es immer noch keine genaue
Vorstellung davon, Uber welchen Pfad das MV ins Gehirn gelangt (Reuter &
Schneider-Schaulies, 2010).

1.2.2 MV-induzierte Immunsuppression

Wahrend die neuronalen Komplikationen direkt auf die MV-Infektion zurtckzufiihren
sind, handelt es sich bei den meisten anderen Komplikationen um opportunistische
Infektionen, die durch die MV-induzierte Immunsuppression bedingt sind. Die
Primarinfektion mit MV geht einher mit einem immunologischen Paradox. Sie hat die
Aktivierung einer spezifischen Immunantwort zur Folge, die das Virus rasch im
Korper eliminiert und zu einer langfristigen, wenn nicht lebenslangen, Immunitat
gegen MV fihrt, aber zeitgleich auch eine generelle Immunsuppression verursacht
(Avota et al, 2010). Diese kann zwischen einigen Wochen und, in extremen Fallen,
einigen Monaten andauern. Die Erstbeschreibung der MV-induzierten Immun-

suppression geht auf von Pirquet (1908) zuriick, der beschrieb, dass bei Patienten
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mit akuten oder kurz zuvor Uberstandenen Masern eine Reaktion auf den kutanen
Tuberkulintest ausblieb. Kennzeichnend fir die MV-induzierte Immunsuppression
sind ein Zytokinungleichgewicht, der Verlust der Expansionsfahigkeit von T-Zellen
nach mitogener oder zellularer Stimulation ex vivo und eine Leukopenie in der

Peripherie.

Mit dem Einsetzen des Masernexanthems und damit der Eliminierung des Erregers
kommt es zur Veranderung der Plasmaspiegel einiger Zytokine, die auch noch nach
dem Verschwinden des Virus Bestand hat. So ist der IL-2-Spiegel im Plasma tber 2
Wochen, die Spiegel I6slichen CD4 und IL-4 auch noch nach 4 Wochen erhéht. Dazu
kommt, dass mononukledre Zellen aus Patienten, die das Masernexanthem
Uberstanden haben, ex vivo nach Stimulation mit anti-CD3-Antikérpern signifikant
mehr IL-4 und IL-6 sezernieren, aber daftr die uUbliche Interferon-y-Produktion
ausbleibt. Diese Beobachtung geht einher mit einer Verschiebung der Immunantwort
in Richtung Th2 und einer andauernden reduzierten zellularen Immunantwort (Griffin
& Ward, 1993).

Die Proliferationsfahigkeit von T-Zellen aus Masernpatienten ist ex vivo nachhaltig
gestort. Sie verlieren sowohl ihre Eigenschaft nach mitogener Stimulation ex vivo zu
proliferieren, als auch nach Stimulation durch antigenprasentierende Zellen in einer
gemischten Leukozytenreaktion (MLR) (Schneider-Schaulies & Dittmer, 2006;
Schneider-Schaulies et al, 2001). Ein Grund fur die inhibierte Proliferation der T-
Zellen konnte die beobachtete Blockierung des Phosphoinositid 3 Kinase
(PISK)/AKT-Signalwegs sein, dessen Einfluss die Zelle normalerweise in den
Zellzyklus eintreten lasst (Avota et al, 2001; Avota et al, 2004). Dariber hinaus
induziert MV die Bildung einer splice-Variante der Phosphatase SHIP (SIP110), die
durch die Phosphorylierung von Phosphatidylinositolphosphaten, vor allem PIP3,
ebenfalls die PI3K/AKT-Signalkaskade unterbinden (Avota et al, 2006).
Interessanterweise bedarf es weder einer Infektion mit MV noch der Anwesenheit der
beiden bekannten Rezeptoren CD150 und CD46 auf den Zellen, um einen
Proliferationsarrest zu induzieren. Der Kontakt des viralen Glykoproteinkomplex,
jedoch nicht des H- oder F-Proteins alleine, ist ausreichend (Schlender et al, 1996).
MV fihrt einen Arrest der T-Zellproliferation nicht nur Uber den direkten Einfluss auf

die Lymphozyten herbei, sondern auch tber dendritische Zellen (DC). Zwar ist ein
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direkter Effekt der MV-Infektion auf DC, zumindest beziglich ihrer Reifung,
Polarisation und Migration, nicht gegeben, jedoch sind infizierte DC nicht mehr in der
Lage langere Konjugate mit T-Zellen zu bilden, wodurch diese nicht ausreichend

aktiviert werden kdnnen (Schneider-Schaulies et al, 2003).

Die MV-induzierte Leukopenie betrifft unter anderem Lymphozyten, wobei ihr Verlust
im peripheren Blut wahrend der akuten Masern eintritt (Hoffman et al, 2003; Kim et
al, 2002; Okada et al, 2001). Wahrend sich die Anzahl an CD4"- und CD8*-T-Zellen
nach einigen Tagen wieder normalisiert, kann die Lymphopenie bezuglich B-Zellen
einige Wochen andauern (Okada et al, 2001; Ryon et al, 2002). Die Ursachen fir die
Lymphopenie sind bis dato nicht geklart. Ein MV-vermittelter Verlust durch Zelltod
scheint zumindest im peripheren Blut ausgeschlossen, da hier kaum mehr als 2 %
der Lymphozyten infiziert sind. Studien mit infizierten Makaken zeigen zwar, dass der
Prozentsatz an infizierten Lymphozyten in verschiedenen lymphatischen Organen bis
zu 30 % betragen kann, doch wurde noch nicht untersucht, ob es hier zum
vermehrten Zelltod kommt (de Swart et al, 2007). Hinweise auf eine gestorte
Hamatopoese bzw. Beeintrachtigung von hamatopoetischen Vorlauferzellen im
Knochenmark konnten in der bisher einzigen Studie zu diesem Thema nicht erbracht
werden (Manchester et al, 2002). Bei dieser in vitro-Studie konnte lediglich ein
lytischer Effekt eines dualtropen MV-Stamms auf Stromazellen beobachtet werden,
der nach Kokultivierung mit hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen deren
Fahigkeit zur Koloniebildung beeintrachtigte. Eine Untersuchung der Interaktion

eines strikt CD150-tropen MV mit Knochenmarkszellen gab es bisher nicht.

1.3 Knochenmarkszellen

Das hamatopoetische System der Saugetiere setzt sich aus Uber einem Dutzend
verschiedener differenzierter Zellen, wie den Lymphozyten, den Granulozyten,
Erythrozyten, dendritischen Zellen, Thrombozyten und weiteren, zusammen. Die
Lebensspanne der einzelnen Zelltypen reicht dabei von wenigen Stunden, wie im
Fall der Neutrophilen, tUber durchschnittich 120 Tage bei Erythrozyten bis hin zu
Lymphozyten, die Gedachtniszellen hervorbringen, deren Lebensdauer nicht von
vornherein beschrankt ist (Dingli & Pacheco, 2010). Die eingeschrénkte Lebensdauer
der meisten ausdifferenzierten Blutzellen macht einen standigen Nachschub an
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neuen Zellen erforderlich, um das System aufrecht zu erhalten. Der mit dem Begriff
Hamatopoese beschriebene Mechanismus der Blutbildung bringt im Menschen
taglich 3,5x10* neue Blutzellen hervor (Dingli & Pacheco, 2010). Der Ursprung all
dieser Zellen lasst sich auf einige wenige hamatopoetische Stammzellen
(hematopoietic stem cell, HSC) zurtckfuhren, die im Knochenmark residieren. Es
wird vermutet, dass bei allen Saugetieren die Anzahl aller HSC ungefahr zwischen
11000 und 22000 liegt (Abkowitz et al, 2002; Gordon et al, 2002; McCarthy, 2003).
Diese finden im adulten Knochenmark ihre Nische, wo ein Teil als ruhende
Stammzellen vorliegt und der andere Teil als aktive Stammzellen proliferiert und die
Hamatopoese aufrecht erhélt. Die Nische der HSC im Knochenmark wird von
mesenchymalen Stromazellen (MSC), Endothelzellen und Zellen des Sympathikus
gebildet. Diese Bilden durch den direkten Zell-Zell-Kontakt mit HSC und durch die
Ausschittung von Zytokinen eine Umwelt, in der die HSC ihren undifferenzierten
Status erhalten kénnen, aus der sie aber auch die Hamatopoese starten kdnnen
(Askmyr et al, 2011).

1.3.1 Zellen der hamatopoetische Stammzellnische

Bereits vor tUber 40 Jahren wurde postuliert, dass im Knochenmark Mikrodomanen
bestehen, in denen Bedingungen herrschen, die die Hamatopoese ermdglich
(Trentin, 1971; Wolf & Trentin, 1968). Auch wenn das System der hdmatopoetischen
Stammzellnische heute noch nicht vollstandig verstanden ist, so weil3 man doch,
dass HSC im Knochenmark residieren und dort die Hamatopoese ihren Anfang
nimmt. Der Kontakt zu Knochenmarkszellen, aber auch sezernierte Zytokine, sind
hierbei essentiell fur die Fahigkeit der HSC zur Selbsterneuerung. Diese ist das
entscheidende Kriterium fur die Definition der Stammzellnische, da Stammzellen
aulRerhalb einer solchen Umwelt diese Fahigkeit verlieren (Seita & Weissman, 2010).
Die Nische wird von neuronalen, endothelialen und mesenchymalen Zellen gebildet.
Das sympathische Nervensystem innerviert das Knochenmark und beeinflusst die
Mobilisierung, die Proliferation und die Differenzierung der HSC Uber
Neurotransmitter bzw. indirekt Uber die Beeinflussung mesenchymaler Zellen.
Endothelzellen, die die Blutgefal3e auskleiden, bilden die vaskuldre Nische, wo vor
allem aktivierte HSC residieren. Die Rolle als Nischenzellen wird den Endothelzellen

hauptsachlich aufgrund ihrer Fahigkeit, HSC in vitro zu unterstitzen, zugeschrieben.
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Desweiteren befindet sich die hamatopoetische Nische wahrend der Embryogenese
in Organen, in denen Endothel- aber keine mesenchymalen Zellen vorkommen
(Askmyr et al, 2011; Tavian et al, 2010). Der Grof3teil der HSC ruht in der
endostealen Nische, die von Zellen mesenchymalen Ursprungs gebildet wird (Arai &
Suda, 2007; Askmyr et al, 2011; Carlesso & Cardoso, 2010; Purton & Scadden,
2008). Diese Zellen werden ex vivo in Kokulturen benutzt, um fur HSC mdoglichst
nischenéhnliche Bedingungen zu schaffen. Dabei werden hamatopoetische Stamm-
/Vorlauferzellen (hematopoietic stem/progenitor cells, HS/PC) in vitro aber nicht mit
einem bestimmten mesenchymalen Zelltypen kokultiviert, sondern mit sogenannten
mesenchymalen Stromazellen (MSC). Der Begriff MSC beschreibt dabei vielmehr die
ex vivo kultivierten Zellen als die Zellen in vivo im Knochenmark. MSC sind eine sehr
heterogene Zellpopulation aus mesenchymalen Stamm- und Vorlauferzellen und
ausdifferenzierten, fibroblastendhnlichen Stromazellen. Da keine spezifischen Marker
zur Verfugung stehen, um MSC von anderen Zellen zu unterscheiden, wurden von
der internationalen Gesellschaft fur Zelltherapie drei Kriterien aufgestellt, die Zellen

erfillen midssen, um als MSC zu gelten (Dominici et al, 2006):
- Adhérenz an Plastikoberflachen

- durchflusszytometrische Detektion von CD73, CD90, CD105 bei gleichzeitiger
Abwesenheit von CD34, CD45, HLS-DR, CD14 oder CD11b und CD79a oder
CD19

- Fahigkeit in vitro zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten zu

differenzieren

Mit Hilfe der MSC kann die Stammzellnische in vitro imitiert und HSC langerfristig
kultiviert werden, ohne dass sie differenzieren und ihre Selbsterneu-
erungseigenschaft einbuf3en. Urspringlich wurden MSC aus dem Knochenmark
isoliert, jedoch konnten mittlerweile aus vielen anderen Organen MSC isoliert
werden, die in ihren Eigenschaften den Knochenmarks-MSC zwar sehr ahnlich, aber
nicht identisch sind (Kern et al, 2006). Da in vivo die humane Hamatopoese jedoch
ausschlief3lich im Knochenmark stattfindet, wurden in der vorliegenden Arbeit nur

aus Knochenmark isolierte MSC eingesetzt. So beschreiben die im folgenden
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benutzten Begriffe ,Knochenmarksstromazellen®* und ,Stromazellen® immer
Knochenmarks-MSC.

1.3.2 Hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen

Das hamatopoetische System wird meistens hierarchisch gegliedert dargestellt,
wobei die HSC an oberster Stelle steht und nach unten hin erst die verschiedenen
Vorlauferzellen und zum Schluss die ausdifferenzierten Blutzellen folgen. Diese
Darstellungsweise spiegelt nicht nur die einzelnen Entwicklungsstufen einer Zelle
wahrend der Hamatopoese wieder, sondern auch das unterschiedliche
Differenzierungspotential wahrend der verschiedenen Entwicklungsstufen. Die
pluripotente HSC kennzeichnet zum einen die Fahigkeit, durch Differenzierung alle
Blutzellen hervorzubringen, und zum anderen durch Zellteilung neue Stammzellen
hervorzubringen. Durch ein Gleichgewicht zwischen Differenzierung und
Selbsterneuerung wird sowohl der Bedarf an neuen Blutzellen bedient als auch die
Population der Stammzellen aufrecht erhalten. Weiter differenzierte Tochterzellen
der HSC sind die multipotenten HPC. Diese haben die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung verloren, bringen jedoch noch Zellen aller Blutlinien hervor. Nach
weiterer Differenzierung beschrankt sich das Potential der nun entstandenen
oligopotenten HPC darauf, nur noch Zellen der myeloiden oder der lymphoiden Linie
bilden zu konnen. Darauf folgt die Entwicklung in linienspezifische Vorlauferzellen
und schliel3lich in reife Zellen der unterschiedlichen Blutlinien (Abb.: 1.3) (Coskun &
Hirschi, 2010; Seita & Weissman, 2010). Die Identifizierung von HS/PC erfolgt
entweder Uber durchflusszytometrische Phanotypisierung oder Gber den in vivo- bzw.
in vitro-Nachweis ihres Differenzierungspotentials. Der wissenschaftliche Gold-
standard fir den Nachweis von HSC bzw. HPC ist die Fahigkeit der Zellen,
immunsupprimierte, bestrahlte Mause zu rekonstitiuieren. Transplantiert man HPC in
diese Mause, sind sie in der Lage, kurzzeitig das hamatopoetische System wieder
herzustellen. Dabei kénnen multipotente HPC alle und oligopotente HPC nur
einzelne Kompartimente des Bluts rekonstituieren. Eine Uber die gesamte
Lebensspanne der Maus andauernde und vollstdndige Rekonstitution ist jedoch nur
mit HSC maglich (Bonnet, 2003). Der Nachteil der in vitro- und in vivo-
Untersuchungen ist, dass sie nur retrospektive Aussagen zulassen und die HS/PC
danach nicht mehr zur Verfiigung stehen. Aufgrund dessen wird versucht, die HS/PC
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anhand ihrer Oberflachenmolekile durchflusszytometrisch zu identifizieren. In der
Literatur wird eine ganze Reihe von Markern diskutiert, jedoch ist ein spezifischer
Stammzell- oder Vorlaufermarker nicht bekannt. Uber eine Kombination
verschiedener Marker kbnnen jedoch HS/PC-enthaltende Populationen eingegrenzt
werden. Die wichtigsten und etabliertesten drei Marker auf humanen Zellen sind
hierbei CD34, CD133 und CD38 (Andrews et al, 1986; Civin et al, 1984; Miraglia et
al, 1997; Novelli et al, 1998; Yin et al, 1997). Innerhalb der CD45"-Blutzellen
unterscheiden sich HS/PC von den linienspezifischen Zellen durch die Expression
von CD34 bzw. CD133. Beide Marker werden deswegen auch zur Isolation von
HS/PC benutzt. Innerhalb der HS/PC-Population kdnnen dartber hinaus mit Hilfe des
Markers CD38 noch zwei Populationen voneinander unterscheiden. CD38"-Zellen
stellen alle HPC dar, in der CD38-Subpopulation hingegen kommen HSC 1000-fach
angereichert vor (Novelli et al, 1998; Xiao & Dooley, 2000). Da im murinen
hamtopoetischen System die beiden Marker CD34 und CD133 HS/PC nicht
verlasslich markieren, muss bei der Identifizierung das Fehlen von linienspezifischen
Markern (Lin), wie z.B. CD3 als T-Zellmarker, berticksichtigt werden. In der Regel
werden murine HS/PC Uber die Expression von c-KIT und Scal und gleichzeitigem
Fehlen von Lin identifiziert (KSL-Zellen). Im Jahre 2005 wurde die Entdeckung eines
Expressionsmusters publiziert, das es erlaubt, KSL-Zellen mit Hilfe der drei SLAM-
Familienmitglieder CD150, CD244 und CD48 als HSC, multipotente HPC oder
oligopotente HPC zu identifizieren. Innerhalb der KSL-Zellen exprimieren HSC
exklusiv CD150, wohingegen multipotente HPC nur CD244 und oligopotente HPC
sowohl CD244 als auch CD48 exprimieren (Kiel et al, 2005). Mit Hilfe dieses, als
SLAM-code bezeichneten, Expressionsmusters kdnnen murine HSC viel reiner

isoliert werden.

1.3.1 Leukamische Stamm-/Vorlauferzellen

Leukamien sind maligne Stérungen, die durch die Vermehrung entarteter, nicht
ausdifferenzierter Blutzellen, sogenannter Blasten, gekennzeichnet sind. Nachdem
vor fast 20 Jahren feststellt wurde, dass 99 % der Blasten einiger akuter myeloider
Leukdmien (AML) nicht proliferieren, daftr aber ein winziger Prozentsatz der AML-
Zellen in xenotransplantierten Mausen eine AML etablieren kann, kam das erste Mal
die Vermutung auf, dass Leukamien ahnlich dem Blut auch einen hierarchischen
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der hamatopoetischen Hierarchie

Ausgehend von der HSC verlduft die Entwicklung aller differenzierten, hamatopoetischen Zellen tber
verschiedene Entwicklungsstufen, den Vorlduferzellen (progenitor cells, PC). Anhangig vom
Differenzierungsstadium weisen die Zellen unterschiedliche Expressionsmuster von Oberflaichenmarkern
auf. Humane Zellen werden anhand der CD34/CD38/LIN-Expression phanotypisiert und murine Zellen
mittels c-Kit/Sca-1/LIN-Expression (KSL) in Kombination mit dem SLAM-code. HSC, hdmatopoetische
Stammzelle; LSC, leukdmische Stammzelle; MPP, multipotente Vorlduferzelle; LPC, leukdmische
Vorlauferzelle; CMP, myeloide Vorlduferzelle (common myeloid progenitor); CLP, lymphoide Vorlduferzelle
(common lymphoid  progenitor); MEP, Megakaryozyt/Erythrozyt Vorlauferzelle; GMP,
Granulozyt/Makrophage Vorlduferzelle; MkP, Megakaryozytvorldufer; EP, Erythrozytenvorldufer; MP,
Makrophagenvorlaufer; GP, Granulozytenvorlaufer; NK, natirliche Killerzelle; LIN, Linienmarker
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Aufbau aufweisen (Ailles et al, 1999; Bonnet & Dick, 1997; Lapidot et al, 1994). Im
Falle von Leukdmien werden zwei Wege postuliert, die zur Entstehung einer LSC
fuhren. Zum einen geht man von einer malignen Entartung einer HSC aus, zum
anderen von der Entartung einer HPC, die dadurch das Selbsterneuerungspotential
zurickgewinnt (Testa, 2011). Die oftmals chemotherapie- und strahlenresistente
Krebsstammzelle wird als Ursache fur das erneute Auftreten der Krankheit nach
erfolgreicher Behandlung angesehen und riickt immer mehr in den Fokus flir neue
Therapien. Deswegen wird eine genaue Charakterisierung der LSC, aber auch
anderer Krebsstammzellen, angestrebt. Die LSC vieler Blutkrebsarten besitzen den
gleichen CD34/CD38-Phanotypen wie gesunde HS/PC. Ein Groliteil der AML, aber
auch das myelodysplastische Syndrom, verschiedene akute lymphoblastische
Leukdmien, chronische myeloide Leukamien und myeloproliferative Erkrankungen
entstehen aus CD34'/CD38-LSC (Testa, 2011). Die weitere Entwicklung gleicht
dann wabhrscheinlich der des Blutes, d.h. dass die LSC eine leukdmische
Vorlauferzelle (LPC) hervorbringt, aus der wiederum die Blasten entstehen (Abb.:
1.3).

1.4 Ziel der Arbeit

Da die MV-induzierte Immunsuppression von einer Leukopenie im peripheren Blut
begleitet wird, wurde bereits in einer vorherigen Studie die Frage adressiert, ob das
MV mit Knochenmarkszellen interagiert. Der Hypothese einer moglichen
Knochenmarkssuppression durch MV liegen zwei verschiedene Beobachtungen zu
Grunde. Zum einen belegen zahlreiche Studien, dass MV zumindest bei
Lymphozyten einen Proliferationsarrest verursacht, was, wenn es auf HS/PC
ebenfalls zutrdfe, den Aussto3 an Immunzellen aus dem Knochenmark
beeintrachtigen wirde. Ahnliches wurde bereits fur das Humane Immundefizienz
Virus Typ 1 (HIV-1) beschrieben, das HS/PC infiziert, in ihnen persistiert, aus ihnen
reaktivieren kann und den Aussto3 an hamatopoetischen Zellen aus dem
Knochenmark reduziert. Zum anderen wurde mit der Entdeckung des SLAM-codes

2005 im murinen System die Expression des MV-Rezeptors CD150 auf HSC
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beschrieben. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit gab es noch keine publizierten
Studien, die sich mit dem SLAM-code bei humanen HS/PC beschéftigt hatten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist zunéchst die Phanotypisierung humaner HS/PC, um
zu ermitteln, ob humanen HS/PC, unter Berucksichtigung der SLAM-code-
Markerexpression, ebenfalls verschiedene Differenzierungsstadien zugewiesen
werden koénnen. Identifizierte Subpopulationen, besonders eine mdgliche CD150"-
Subpopulation, sollen phanotypisch und funktionell naher charakterisiert werden.
Dartber hinaus sollen, wenn bestehend, Unterschiede zwischen gesunden und

malignen Stamm- und Vorlauferzellen, aufgedeckt werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die Auswirkung von MV auf HS/PC untersucht. Die
bislang einzige Studie zu diesem Thema hat ein CD150/CD46-dualtropes MV
eingesetzt. Dualtrope MV-Stdmme sind jedoch eher als attenuierte Stamme
anzusehen, wahrend fur wildtypische Stamme bisher nur CD150 als Rezeptor
beschrieben wurde. Deswegen gilt das Interesse zunéchst den Unterschieden
zwischen einer Exposition humaner HS/PC zu wildtypischem und attenuiertem MV-
Stammen, da sich ihre Tropismen in vitro erheblich voneinander unterscheiden.
Weiterhin soll dieselbe Frage auch fur Knochenmarksstromazellen geklart werden,
da die einzigen beobachteten Effekte in besagter Studie nach der Infektion von
Stromazellen durch das dualtrope MV eintraten. Da Stromazellen die Nische der
HS/PC bilden, ist zu klaren, ob sich eine MV-Exposition dieser Zellen auch auf
HS/PC auswirken wirde. Da MV keine nennenswerte Plasmavirdmie verursacht, ist
davon auszugehen, dass eine mogliche Infektion von Knochenmarkszellen nur
zellvermittelt eintritt. In vitro soll eine mogliche Route ermittelt werden, tber die das
MV ins Knochenmark gelangen konnte. Daruber hinaus wird ermittelt, ob eine
Exposition zu wildtypischem MV irgendeine Beeintrachtigung der Hamatopoese
verursacht. Ahnlich den Versuchen mit dem dualtropen Stamm sollen Einflisse auf
das Differenzierungspotential nach MV-Exposition in vitro, hierbei erneut sowohl fur
gesunde als auch fur maligne HS/PC, aber dartber hinausgehend auch in vivo

mittels Xenotransplantation untersucht werden.
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2 Material

2.1 Zellen

2.1.1 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien waren im Institut fur Virologie verfigbar und werden im

Folgenden mit dem jeweils optimalen Medium, das zur Expansion der Zelllinie

benutzt wurde, aufgelistet. Falls flr bestimmte Experimente alternative Medien oder

Konzentrationen des fotalen Kalberserums (FKS) eingesetzt wurden, ist dies in

Kapitel 3 an gegebener Stelle aufgefihtrt.

Bezeichnung Ursprung

Fibroblastenzelllinie (Niere),
Vero Afrikanische griine Meerkatze

(Cercopithecus aethiops)

Vero-Zellen, stabil humanes

Vero-hSLAM
CD150 exprimierend

B-Zelllinie, EBV-transformiert,
B95a -

Krallenaffe (Callithrix jacchus)

B-Zelllinie, lymphoblastoid
BJAB
(human)

B97 murin, Hybrydomzellen

Medium

MEM/5 %
FKS

RPMI
1640/10 %
FKS

RPMI
1640/5 %
FKS

RPMI
1640/10 %
FKS

RPMI
1640/10 %
FKS

Passage

adharent,
2xwochentlich mit
ATV

adharent, 2x
wochentlich mit
ATV

semiadharent, 2x
wochentlich mit
ATV

in Suspension, 2x
wochentlich durch

Zentrifugation

in Suspension,
wochentlich durch

Zentrifugation
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Bezeichnung Ursprung Medium Passage
RPMI
_ wochentlich durch
114 murin, Hybrydomzellen 1640/10 % _ _
e Zentrifugation

Tab. 2.1: Verwendete Zelllinien
2.1.2 Priméare Zellen

Alle primaren Zellen, bis auf die Knochenmarksstromazellen, wurden, wie in Kapitel 3
beschrieben, im Zuge diese Arbeit isoliert. Die Stromazellen stellte die Arbeitsgruppe
von Thorsten Stihmer (Medizinische Klinik und Polyklinik II, Uniklinik Wirzburg) zur

Verfliigung.

Bezeichnung Ursprung Medium Passage

human, peripheres Blut, RPMI _

nic

T-Zellen Transfusionsmedizin, Uniklinik 1640/10 % .

passagiert
Wirzburg FKS
adharent,
human, Knochenmark, Med.

o o o DMEM/20 % wenn

Stromazellen Klinik und Polyklinik II, Uniklinik .
FKS konfluent mit
Wirzburg
ATV
human, Nabelschnurblut, _

o nicht

HS/PC Frauenklinik Wirzburg & BBMM .
o _ o passagiert

Missionsarztliche Klinik Wirzburg
human, mobilisiertes peripheres -
nic

LS/PC Blut, Transfusionsmedizin, BBMM .

passagiert

Uniklinik Wirzburg

Tab. 2.2: Verwendete primare Zellen
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2.2 Viren

Die in dieser Arbeit verwendeten Virenstamme, waren alle am Institut fir Virologie

vorhanden und wurden bei Bedarf auf den angegebenen Zelllinien geztichtet.

Virusstamm Rezeptortropismus  Aufzucht auf
Wildtyp Fleckenstein (WTF); Wildtyp CD150 BJAB
IC323-eGFP; Wildtyp CD150 Vero-hSLAM
Edmonston-eGFP (ED-eGFP); attenuiert CD150/ CD46 Vero

Tab. 2.3: Verwendete MV-Stamme

2.3 Zellkulturmedien

Alle  Nahrmedien, wenn nicht anders angegeben, die 5,6%igen
Natriumhydrogencarbonatldsung und die Antibiotikalosung (Penicillin/Steptomycin)
wurden von der Mediumkiiche des Instituts fur Virologie hergestellt. Die zugesetzten
Zytokine wurden von der Firma Preprotec, das B-Mercaptoethanol von der Firma
Gibco, das bovine Serumalbumin (BSA) von der Firma Applichem und das FKS von

der Firma Invitrogen bezogen.

Bezeichnung Medium Zuséatze Firma
5 % FKS
MEM 3 % Hydrogencarbonatlésung

0,2 I.E./ml Penicillin/Streptomycin
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Bezeichnung Medium

RPMI

1640

IMDM

DMEM

basal bone

marrow

_ IMDM
medium
(BBMM)

MethoCult® GF

H4434

Einfriermedium FKS

Zusatze

5 bzw. 10 % FKS
3 % Hydrogencarbonatlésung

0,2 I.E./ml Penicillin/Streptomycin

10 % FKS
0,2 I.E./ml Penicillin/Streptomycin

20 % FKS
3 % Hydrogencarbonatldsung
0,2 I.E./ml Penicillin/Streptomycin
1 % Natriumpyruvat

20 % FKS
3 % Hydrogencarbonatlésung
0,2 I.E./ml Penicillin/Streptomycin
100 uM B-Mercaptoethanol
1 % BSA
50 ng/ml SCF, 10 ng/ml IL-3
50 U/ml IL-6, 10 ng/ml TPO,
10 ng/ml flt-3-Ligand

methylzellulosehaltiges
Komplettmedium fir humane
HS/PC

10 % DMSO

Tab. 2.4: Verwendete Zellkulturmedien

Firma

Invitrogen

STEMCELL
TECHNOLOGIES

24



Material

2.4 Antikorper

Die in der durchflusszytometrischen Analyse eingesetzten Antikorper waren
entweder mit dem Fluorochrom Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE)
oder PE-CY5 konjugiert. Antikdrper, die nicht konjugiert waren, sind in
Infektionsblockierungsexperimenten oder in fluoreszenzmikroskopischen Analysen
eingesetzt worden, wobei bei Letzterem ein fluorochromgekoppelter, sekundarer

Antikérper zusatzlich verwendet wurde.

Spezifitat Klon Konjugat Isotyp Hersteller
CD14 M@P9 FITC Maus 1gG; BD
CD19 HIB19 FITC Maus 1gG; BD
CD34 AC136 PE Maus 1gG2a Miltenyi
CD34 581 PE-CY5 Maus 1gG; BD
CD38 HIT2 PE-CY5 Maus 1gG1 BD
CD45 2D1 FITC Maus 1gG; BD
CD45 HI30 PE Maus 1gG; BD
CD46 E4.3 FITC Maus 1gG1 BD
CD46 B97 Maus 1gG; nsttutfar

Virologie
CD48 TU145 FITC Maus 1gG1 BD
CD133 AC133 PE Maus 1gG; Miltenyi

CD150 Al2 FITC, PE Maus IgG; AbD Serotec
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Spezifitat

CD150

CD244

Isotyp

Isotyp

Isotyp

Isotyp

Isotyp

sekundéarer anti-Maus

Antikorper

Tab. 2.5: Antikorperliste

2.5 Kits

Anwendung

RNA-Isolierung

Reverse Transkription

Klon

IPO3

2B4.69

S43.10

MOPC-21

X40

MOPC-
31C

114

polyklonal

Konjugat

Alexa-488

PE

PE, PE-
CY5

FITC

Alexa-488

Isotyp

Maus IgG;

Maus IgG;

Maus 19gG2,

Maus IgG;

Maus IgG;

Maus IgG;

Maus IgG;

Hase-1gG

Name des Kits

RNeasy® Mini Kit

Hersteller

biomol

AbD Serotec

Miltenyi

BD

Miltenyi

BD

Institut fur

Virologie

Invitrogen

Firma

Qiagen

first strand cDNA synthesis Kit & reverse

Transkriptase

Fermentas
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Anwendung

Polymerasekettenreaktion =~ PuReTaq “Ready-To-Go™™ PCR beads

Proteinkonzentrations-

bestimmung

HS/PC-Aufreinigung

Tab. 2.6: Verwendete Kits

2.6 Primer

Name des Kits Firma
GE
Healthcare
Bicinchoninic Acid (BCA) Kit Sigma
MACS® CD34-MicroBeads Kit Miltenyi

Die verwendeten Primer wurden basierend auf der cDNA-Sequenz des jeweiligen

Gens erstellt, die von der Datenbank National Center for Biotechnology Information

(www.pubmed.com) abrufbar ist. In Auftrag wurde die Primersynthese bei der Firma

Sigma gegeben. Die oligo-dT-Primer waren Teil des Kits der Firma Fermentas.

Name Reaktion

_ Reverse
oligo-dT o
Transkription

CD46 11l

CD46-PCR

fwd

CD46 11l

CD46-PCR

rev

CD150 fwd

£ CD150-PCR

X

Sequenz

oligo-dT s

CCGGTACCTGTGAGGAGCCACCAACATTT
GA

AACTGCAGACACTTTGGAACTGGGGGATC

AAAGTGCTGCTGCCCCTGACATA
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Name Reaktion Sequenz

CD150 rev
. CD150-PCR CCTGGTTTCTGGACTTGGGCATAG
X
CD150 1l CD150-nested-
ATCACTGGAGAACAGTGT

fwd PCR

CD150 11 CD150-nested-

TTCGTTTTACCTGAGGGGTCTG
rev PCR

Tab. 2.7: Primerliste

2.7 Lésungen und Puffer

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Applichem, Amersham,
Bayer, BD, cell signaling, Calbiochem, MBI Fermentas, PAA, Pharmacia, Promega

und Sigma bezogen oder es standen fertige Losungen am Institut fur Virologie zur
Verfiigung.

Name Zusammensetzung

1 %ige
Ethidiumbromidlésung

100 bp DNA ladder
(GréRRenstandard)

6 x Agarosegel-

Ladepuffer

ACD-A (Zitratpuffer)
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Name

10 x Agarosegel-
Laufpuffer

ATV

Bindungspuffer A

Carboxyfluorescein-(5-
,6-) diacetats (CFSE)-

Losung

DRAQ5™

Elutionspuffer

Erythrozytenlyse-Puffer

Zusammensetzung

144,0 g Glycin

30,3g Tris

50 ml  20%ige SDS-L6sung (w/v; in Aqua bidest)
ad 1 | Aqua bidest, pH 8,7

0,8 % (w/v) NacCl
0,04 % (w/v) KCI
0,1 % (w/v) D-Glukose

0,058 % (w/v)  NaHCOs
0,05 % (w/v) Trypsin
0,02 % (w/v) EDTA

20 mM NaH:PO:
20 mM NaHPO:
ad a.dest., pH 7,4

2,5uM CFSE
5% FKS
PBS

1:2000 in PBS

0,1 M Glycin-HCI
ad aqua dest., pH 2,7

10 ml 10 x KHCOs3 (1 g KHCOsz ad 100 ml Aqua bidest)
10 ml 10 x NH4CI(8,3 g NH4Cl ad 100 ml Aqua bidest)
20yl 0,5MEDTA, pH 8

ad 100 ml Aqua bidest
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Name

FACS-Puffer

MACS-Puffer

Natriumazid-Lésung

PBS

Puffer flr

Organentnahme

Solution 1 for primary
Antibodies

Solution 2 for secondary
Antibodies

TAE-Puffer (50x)

Trypanblaulésung

Zusammensetzung

0,5 % (w/v) BSA
0,02 % NaNs
PBS

0,5 % (w/v) BSA
2 mM EDTA
PBS

32 % wlv

80g NaCl
20 KCI

11,59 NazHPOa4x H20

29 KH2PO4
ad 1 | Aqua bidest

0,3 % BSA
PBS
242 g Tris

57,1 ml  Essigsaure
100ml  EDTA (0,5 M; pH 8)

ad 1 | Aqua bidest

0,4 % (w/v) Trypanblau

PBS
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Name

Triton-X-100-Lysepuffer

Versene-LOsung

Tab. 2.8: Puffer und Lésungen

Zusammensetzung

150 mM NacCl
50mM HEPES
5mM EDTA

1 % (v/v) Triton X-100

Aqua bidest

19 KCI

1lg KH2PO4
2,86 g Na2HPOa4
41 g NacCl

1g Versene

ad 5 | Aqua bidest

2.8 Chemekalien

Chemikalie

7-AAD

Agarose

B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

BSA

DMSO

DRAQ5™

EDTA

Firma

BD

Applichem

Gibco

Sigma

Applichem

Applichem

cell signaling

Sigma
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Chemikalie

Essigsaure

Ethanol absolut

Ficoll, Lymphocyte Seperation Medium LSM 1077

Fluoromount-G

Glucose

Glycin

HEPES

Natriumpyruvat

Paraformaldehyd

Protein-G-Sepharose TM 4 Fast Flow

Proteinstandardlésung 1,0 mg/ml

Tris

Triton X-100

Tab. 2.9: Chemikalienliste

Firma

Applichem

Applichem

PAA

SouthernBiotech

Applichem

Applichem

Applichem

Sigma

Applichem

Sigma

Sigma

Applichem

Sigma
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2.9 Verbrauchsmaterialien

Produkt

6-, 24-, 96-, 96 (1/2 area)-Napf-
Zellkulturplatten

0,5-,1,5-, 2-ml-Reaktionsgefalle

15-, 50-ml-Rdéhrchen

50-, 250-, 550-ml-Zellkulturflaschen

Chamber Slides, Lab-Tek Il

Durchflusszytometrierréhrchen

Dialyseschlauch

Einmalkivetten

Filter, cell strainer, 70 um Porengroélie

Kryokonservierungsréhrchen

MACS® MS-Saulen

Membranfilter 0,2 um

Spritzen und Kantlen

Trans-well-filter, Porengrof3e 4 um

Zellschaber

Tab: 2.10: Liste der Verb rauchmaterialien

Firma

Greiner

Eppendorf

Greiner

Greiner

Nunc

BD

Roth

Roth

BD

Greiner

Miltenyi

Schleicher & Schuell

Godan, Primo, Dispomed,
BD

Falcon

Hartenstein
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2.10 Tiermodell

Fur die Xenotransplantationsexperimente wurden NOD/SCID-IL2Ry”-Mause aus der
Kolonie NOD.Cg-Prkdcscid [12rgtm1Wijl/SzJ.v. verwendet, die aus der Zucht des
Zentrums fur experimentelle molekulare Medizin (ZEMM) stammten. Transplantiert

wurden HS/PC ausschlie3lich in weibliche Tiere im Alter von 6 - 12 Wochen.

2.11 Gerate
Gerat Firma
Analysenwaage Sartorius
BioPhotometer 6131 Eppendorf
Durchflusszytometer FACScalibur™ BD
Durchflusszytometer FACS DIVA™ BD
Fluoreszenzmikroskop Leitz
Inkubator Heraeus
Inversmikroskop Labovert FS Leitz
konfokales Laserscanningmikroskop LMS510 Meta Leitz
Magnetheizrihrer lkamag RCT IKA Labortechnik
Mehrkanalpipetten Abimed
Mikropipetten Gilson
PCR-Maschine, PTC-200 Thermo Cycler Biorad
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Gerat

pH-Meter

Schuttler
Sterilwerkbank

Spannungsquellen
Tischzentrifuge
VarioMACS® Seperator, Magnet

Vortexer

Wippschiittler
Zahlkammer nach Neubauer
Zentrifugen

Tab. 2.11: Gerateliste

2.12 Software

Name
CellQuest™ PRO

FlowJo

Tab. 2.12: Software

Firma

BD

Tree Star, Inc.

Firma

Mettler Toledo

Buhler

Nuaire

Gibco, BioRad

Hettich

Miltenyi

Bender & Hobein

Buhler

Superior Marienfeld

Hettich,
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien und primére Zellen wurden in dem entsprechenden
Medium, das zuvor mit 3 % einer 5,6 %igen Natriumhydrogencarbonatldsung ge-
puffert und mit Antibiotika (0,2 I.E./ml Penicillin/Streptomycin) versetzt wurde, in
Zellkulturflaschen oder Multi-Loch-Platten kultiviert. Zusatzlich wurde dem Medium,
wenn nicht anders angegeben, je nach Zelllinie eine bestimmter Anteil FKS
zugegeben (Tab.: 2.1 & 2.2). Die Zellen wurden im Brutschrank in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5 % CO,-Gehalt bei 37T inkubiert.

3.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Die adharenten Zelllinien Vero, Vero-hSLAM und B95a wurden in den in Tab. 2.1
angegebenen Medien kultiviert bis sie zu einem konfluenten Zellrasen angewachsen
waren. Daraufhin wurde das Medium entfernt und der Zellrasen mit ATV gewaschen,
um Mediumrickstande zu entfernen. Anschlielend wurde erneut ein kleines
Volumen ATV zugegeben und die Zellen einige Minuten inkubiert. Sobald sich die
Zellen vom Gefallboden l6sten, wurde Medium hinzugegeben und die Zellen durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. 1/10 bis 1/5 der Zellsuspension
wurde anschliel3end pro neues Zellkulturgefald ausgesat und mit frischem Medium

versehen.

Die in Suspension wachsende Zelllinie BJAB wurde 1 - 2 mal pro Woche fur 5 min
bei 400 g zentrifugiert und das Pellet in 10ml frischem Medium resuspendiert. 1/3 bis
1/2 der Suspension wurde dann pro Zellkulturflasche ausgesat und mit frischem

Medium versehen.

Mit den ebenfalls in Suspension wachsenden Hybridomzelllinien wurde genauso

verfahren, nur dass zur Antikdrpergewinnung das alte Medium aufbewahrt wurde.

3.1.2 Humane hamatopoetische Stamm/Vorlauferzellen  (HS/PC)

Humane HS/PC wurden aus zwei unterschiedlichen Quellen gewonnen. Zum einen

standen fiur diese Studie tiefgefrorene Leukaphereseprodukte verstorbener
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Leukamiepatienten zur Verfigung und zum anderen Blut, das aus Plazenten bzw.

Nabelschniren (umbilical cord blood, UCB) stammt.

Die Leukaphereseprodukte waren ursprunglich fir eine zukinftige autologe
Stammzelltransplantation vorgesehen. Zu diesem Zweck wurde den Patienten 7
Tage lang GM-CSF verabreicht. Dies fihrt zu einer Mobilisierung der HS/PC im
Knochenmark, welche daraufhin vermehrt ins periphere Blut gelangen. Obwohl der
Ursprung dieser HS/PC im Knochenmark liegt, darf man sie aufgrund der
vorrangegangenen Mobilisierung nicht mit HS/PC (gleichstellen, die aus
Knochenmarksaspiraten gewonnen werden. Vor der Verwendung der

Leukaphereseprodukte lagerten diese mit DMSO versetzt in flissigem Stickstoff.

Das UCB wurde unmittelbar nach einem geplanten Kaiserschnitten im Arbeitsraum
der Frauenklinik Wiuirzburg aus der Plazenta/Nabelschnur in  einem
Erlenmeyerkolben aufgefangen, in dem 20 ml ACD-A vorgelegt waren um eine
Gerinnung des Blutes zu verhindern, oder von den Hebammen der

Missionsarztlichen Klinik Wirzburg in Heparinréhrchen aufgefangen.

Aus beiden Ausgangsmaterialien wurden zunéchst mononukleare Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurde das Ausgangsmaterial im
Verhaltnis 1:2 bis 1:4 mit Versene verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden je 35 ml
auf 15 ml Ficoll-Paque geschichtet und 30 min (2 min Anlauf, 2 min Auslauf, 400 g,
20C) zentrifugiert. Nach der Trennung der Zellen e ntsprechend ihrer Dichte, wurde
die entstandene Interphase, welche sich oberhalb des Ficoll-Pague befand und die
mononukledren Zellen enthielt, in ein neues 50 ml-R6hrchen Gberfiihrt. Dabei wurden
immer hdchstens zwei Interphasen in ein neues Rdhrchen vereinigt. AnschlieRend
wurden die Zellen 2-3 mal mit PBS gewaschen (10 min, 400 g, 20C), bevor die
Zellzahl durch Auszéahlen in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurde. Die Zellen
wurden erneut pelletiert und in einer Dichte von 1x10°® Zellen/300 pl in MACS-Puffer
resuspendiert. Je 300 ul Suspension wurden zunachst mit 100 ul FCR blocking
reagent versetzt bevor 100 pl anti-CD34-Magnetpartikel hinzugegeben wurden. Nach
30 min Inkubation bei 4C wurden die Zellen mit dem 10fachen Volumen MACS-
Puffer gewaschen(10 min, 400 g, 4C). AnschlieBend wurden die Zellen in einer
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Dichte von 1x10® Zellen/500 pl in MACS-Puffer resuspendiert und waren bereit fiir

die magnetische Isolierung.

Eine MACS MS-Séaule wurde in den vorgesehenen Magneten gespannt und mit 500
ul Macs-Puffer equilibriert. Dann wurde die Zellsuspension in die Saule gegeben,
durch die sie dann tropfte. An die HS/PC, die das Antigen CD34 auf der Oberflache
exprimieren, sollte wahrend der 30minutigen Inkubation die mit Magnetpartikel
konjugierten anti-CD34 Antikdrper gebunden haben. Solche markierten Zellen
werden nun durch den Magneten in der MACS-Saule zurlckgehalten. Nach
dreimaligem Waschen der Saule mit je 500 ul MACS-Puffer, wurde die Saule vom
Magneten entfernt und die in der S&ule verbliebenen HS/PC mit 1 ml MACS-Puffer
eluiert. Mit dem Eluat und einer neuen MACS MS-Saule wurde die Prozedur
wiederholt, um eine hohe Reinheit der HS/PC zu erreichen. Ein Teil der so
gewonnenen HS/PC wurde benutzt, um den Grad der Reinheit durch-
flusszytometrisch zu bestimmen. Dazu wurden die Zellen mit 7AAD, anti-CD45-und
anti-CD34-Antikorpern  makiert. Die beiden Antikorper waren mit den
Fluoreszenzfarbstoffen FITC (CD45) bzw. PE (CD34) konjugiert und 7AAD ist ein
Totfarbstoff, der nur tote Zellen anféarbt. Die Reinheit der HS/PC wurde als Anteil
CD34"-Zellen an der Gesamtzahl lebender CD45"-Zellen errechnet. Hierfiir wurde
die durchflusszytometrische Messung mit der Software FlowJo oder CellQuest Pro
analysiert (Abb.: 4.1). Alle gemessenen Ereignisse wurden zunachst beziglich der
CD45-Expression hin aufgeteilt. Von den CD45"- Zellen wurden die lebenden, 7AAD-
negativen Zellen im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht daraufhin kontrolliert, dass sie
an der fur Lymphozyten zu erwartenden Stelle angezeigt werden. Von diesen
lebenden, CD45"-Lymphozyten wurde nun die CD34-Expression dargestellt. Alle
isolierten HS/PC wurden sofort fur Experimente benutzt und vorher nicht in Kultur
gehalten. Wurden im Zuge eines Experiments die HS/PC in Suspension kultiviert,
geschah dies im Medium BBMM/20 % FKS, das die Zytokine SCF, IL-3, IL-6, TPO
und Flt3-Ligand enthielt. Diese Kombination von Zytokinen erlaubt es den HS/PC in
Suspensionskultur ihren undifferenzierten Status langer zu erhalten als in einer

vergleichbaren Kultur ohne Zytokine.
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3.1.3 Kolonienwachstumstest (colony forming assay, CFA)

Humane HS/PC wurden entweder unbehandelt oder MV- bzw. Mock-exponiert im
CFA eingesetzt. Dazu wurden die HS/PC entweder sofort oder nach der
einstindigen MOCK- bzw. MV-Exposition gewaschen und in IMDM/10 %FKS
resuspendiert. 500 HS/PC in 125 pl Medium wurden mit 1,125 ml kaltem
methylzellulosehaltigem Medium (MethoCult®) gemischt. Von diesem Gemisch
wurde 1 ml, was 400 Zellen entspricht, in einer 35 mm Petrischale luftblasenfrei
ausgesat. Jeder CFA wurde als Dreifachansatz durchgefihrt, mit Ausnahme der CFA
mit durchflusszytometrisch sortierten HS/PC, die aufgrund der begrenzten Zellzahlen
im Zweifachansatz durchgefiihrt wurden. Bis zu sechs 35 mm Petrischalen wurden in
eine 12 cm Petrischale gestellt, in die zusatzlich eine offene mit sterilem Wasser
gefullte 35 mm Petrischale gestellt wurde, um eine wasserdampfgesattigte
Atmosphére zu garantieren. Die ausgesaten HS/PC wurden nun 14 Tage bei 37C
im Brutschrank inkubiert. Die im MethoCult enthaltenen Zytokine SCF, GM-CSF, IL-3
und EPO forcieren die h&matopoetischen Vorlauferzellen (HPC) zu differenzieren
was zur Bildung von myeloiden und erythroiden Vorlauferkolonien fuhrt. Die
hamaopoetischen Stammzellen (HSC) tragen bei diesem Kurzzeitversuch nicht zur
Bildung von Kolonien bei. Nach 14 Tagen wurden die Kolonien lichtmikroskopisch
bestimmt und gezabhilt.

3.1.4 Knochenmarksstromazellen

Humane Knochenmarksstromazellen wurden von Dr. Thorsten Stihmer zur
Verfiigung gestellt. Sie wurden aus Knochenmarksaspiraten des Beckenkamms
isoliert. Nach Dichtegradientenzentrifugation der Aspirate, wurden die
mononukledren Zellen in Zellkulturgefal3en ausgesat und 3 Wochen lang kultiviert.
Durch regelméRiges Waschen wurden Zellen, die nicht adharent wuchsen, aus der
Kultur entfernt. Nach drei Wochen wurde morphologisch bestimmt, ob ein Stroma
angewachsen war. Solche fur gut befundenen Stroma wurden dann fur diese Studie
benutzt. Die Zellen wuchsen in DMEM/20 %FKS und wurden nach Erreichen der
Konfluenz genauso wie adhéarente Zelllinien behandelt, jedoch mit der Besonderheit,

dass sie niemals héher als 1/2 gesplittet wurden.
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3.1.5 Primare T-Zellen

Primére T Zellen wurden aus mononukledren Zellen des peripheren Bluts (peripheral
blood mononuclear cells, PBMC) angereichert. Dazu macht man sich zu Nutze, dass
B Zellen und Monozyten im Gegensatz zu T-Zellen an Nylonwolle adhéarieren. Durch
eine Passage uber Nylonwolle erhdlt man so eine mit T-Zellen angereicherte
Suspension, wahrend Monozyten und B-Zellen in der Nylonwolle zuriick gehalten
werden. Dazu wurde eine 50 ml Spritze mit 2 g Nylonwolle gefullt und autoklaviert.
Am Ausgang der Spritze wurde ein Schlauch angebracht, der mit einer Metallklemme
versehen war, so dass man den Abfluss aus der Spritze kontrollieren kann. Die
Spritze wurde zur Equilibrierung mit warmem RPMI 1640/5 % FKS gefullt und
Luftblasen wurden durch Zusammendriicken der Nylonwolle entfernt. Dann wurde
Uber den Schlauch Uberschissiges Medium wieder abgelassen, so dass nur noch
die Nylonwolle komplett mit Medium bedeckt ist. Nun wurden PBMC (2x10® PBMCs
in 7 ml RPMI 1640/5 % FKS) auf die Saule gegeben. Durch weiteres Ablassen
Uberschussigen Mediums Uber den Schlauch sanken die PBMC in die Nylonwolle
ein. Nun wurden, um Austrocknung zu verhindern, noch einige Milliliter Medium auf
die Saule pipitiert und diese dann fur 45 min bei 37<C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die nicht an die Nylonwolle adhéarierten T-Zellen mit 25 ml RPMI 1640/5 %
FKS aus der Spritze eluiert. Die eluierten Zellen wurden anschlie3end fur 5 min bei
400 g und RT pelletiert und in RPMI 1640/10 % FKS in einer Konzentration von 2-
5x10%ml resuspendiert. Da ruhende T-Zellen kein oder wenig CD150 auf der
Oberflache exprimieren, wurden T-Zellen vor einer Infektion mit MV Uber Nacht mit
Phorbol 12-myristat-13-acetat (PMA) und lonomycin (lono) préaktiviert. Dazu wurden
die Zellen bei 400 g fir 5 min und RT zentrifugiert und in RPMI 1640/10 % FKS + 0,1
ng/ml PMA und 0,5 nM lono resuspendiert und tber Nacht bei 37 inkubiert.

3.1.6 Bestimmung der Lebendzellzahl

Vor allen Experimenten wurde stets die Lebendzellzahl der einzusetzenden
Zellsuspension bestimmt. Dies ist insbesondere bei frisch isolierten, priméren Zellen
wichtig, da es wahrend der Aufreinigung zu Zellschdden kommen kann. Die
Lebendzellzahl wurde durch eine Vitalfarbung mit Trypanblau bestimmt. Dies ist ein

Farbstoff, der nicht membrangéngig ist und deshalb von lebenden Zellen nicht
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aufgenommen wird. In Zellen mit beschadigter Zellmembran kann Trypanblau
eindringen, so dass sie im Lichtmikroskop blau erscheinen. Zur Bestimmung wurden
10 pl Zellsuspension mit 10-90 ul Trypanblauldsung gemischt. Von dieser Mischung
wurden 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Die Gesamtzellzahl konnte
nun mit Hilfe des Kammerfaktors und unter Beriicksichtigung des
Verdunnungsfaktors (Zellsuspensio:Trypanblaulésung) bestimmt werden.
Anschlielend wurde die Zellsuspension fur die folgenden Experimente auf die

gewinschte Zellkonzentration eingestellt.

3.1.7 Kryokonservierung

Zur langeren Aufbewahrung wurden Zellen in flissigem Stickstoff gelagert. Dazu
wurden die Zellen suspendiert und dann bei 400 g und RT fur 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in kaltem FKS in einer
Konzentration von 2x10’ Zellen/ml resuspendiert. 500 pl dieser Suspension wurden
in ein Kryordhrchen Uberfihrt, in welchem bereits 500 pl kaltes FKS/20 % DMSO
vorgelegt war. Die beiden LOsungen wurden unverzuglich durch Vortexen
miteinander vermischt und dann fur 1h bei —20T runtergekuhlt. Anschlieend
wurden die Zellen Gber Nacht bei —80C gelagert bev or sie dann in einen Tank mit

flussigem Stickstoff Gberfuhrt wurden.

Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese im 37T
warmen Wasserbad ziigig aufgetaut und zweimal mit 10ml vorgewarmtem Medium
gewaschen, um das bei RT toxische DMSO zu entfernen. Anschliel3end wurden die

Zellen in frischem Medium ausgesat.
3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Viruszucht

Viruspraparate wurden auf auf den Zelllinien Vero, Vero-hSLAM und BJAB
hergestellt. Vero-Zellen wurden benutzt, um den attenuierten ED-eGFP-Stamm zu
zlichten, da dieser auch CD46-trop ist und somit auch Verozellen infizieren kann. Die
Verozellen wurden in Zellkulturflaschen kultiviert bis sie den Gefaliboden mit ca. 60
% Konfluenz bedeckten. Bei einer 550 ml-Zellkulturflasche entspricht dies einer

41



Methoden

Zellzahl von ca. 1x10’. Nun wurden die Zellen mit einer Infektionsdosis (multiplicity of
infection, M.O.l.) von 0,01 infiziert. Dazu wurde das Medium entfernt und in jede
Zellkulturflasche 10 ml FKS-freies MEM, welches die entsprechende Virendosis
enthielt, gegeben. Bei 37C wurden die Zellen auf e inem Schwenktisch fur 1 h mit
dem Virus inkubiert. AnschlieRend wurde die Virusldsung abgenommen und durch
frisches MEM/5 %FKS ersetzt. Die Zellen wurden nun im Inkubator so lange
kultiviert, bis anhand des zytopathischen Effekts (cytopathic effect, CPE) eine
maximale Ausbreitung der Infektion lichtmikroskopisch erkennbar war. War dies der
Fall, wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 2 ml PBS pro Flasche
Uberschichtet und Uber Nacht bei -20C eingefroren. Nach schnellem Auftauen
wurde der Zellrasen vom GeféalRboden geschabt und in ein 50 ml-Réhrchen Uberflhrt.
Durch 15 Minuten Zentrifugation bei 0C und 1000 g wurden Zelltrimmern entfernt.
Der Uberstand wurde bis auf 3 ml in ein neues GefaR tberfiihrt und auf Eis gestellt.
Da MV zu einem grof3en Teil membrangebunden vorliegt, enthalt das Pellet einen
hohen Anteil an infektiosen Partikeln. Um auch diese zu gewinnen wurde das Pellet
in den restlichen 3 Millilitern resuspendiert und in ein Douncer uberfuhrt. Im Douncer,
ein Glasréhrchen mit passendem Kolben, wurden durch mehrmaliges Auf- und
Abfihren des  Kolbens  Virenpartikel mechanisch  von  vorhandenen
Membranstrukturen befreit. Die entstandene Lésung wurde erneut fir 15min bei 0T
und 1000 g zentrifugiert und der Uberstand mit der bereits gesammelten Viruslosung
vermischt. Anschlieend wurde die Losung in je 500 ul Aliquots in Kryoréhrchen
aufgeteilt und bei —80<C gelagert.

Der CD150-trope Wildtypstamm 1C323-eGFP wurde in Vero-hSLAM-Zellen
gezuchtet, die humanes CD150 stabil exprimieren. Die Prozedur unterscheidet sich
nicht von der ED-eGFP-Zucht. Der CD150-trope Wildtypstamm WTF wurde in BJAB-
Zellen geziichtet. Dazu wurden 5x10’ Zellen in 10 ml FKS-freiem RPMI1640 mit
einer MOl von 0,01 far 1h bei 37C in einem 50 ml-R 6hrchen auf einem
Schwenktisch infiziert. AnschlieRend wurden die Zellen bei 400 g fir 10 min bei RT
pelletiert und der Uberstand verworfen. In 100 ml RPMI1640/10 %FKS wurden die
Zellen resuspendiert und in einer 250 ml-Zellkulturflasche im Inkubator fur 2-3 Tagen
kultiviert. Sobald sich die Infektion maximal ausgebreitet hatte, aber noch bevor die
ersten Synzytien platzten, wurden die Zellen auf 10 550 ml-Zellkulturflaschen mit
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frischen BJAB-Zellen aufgeteilt. Diese 10 Flaschen wurden weitere 2-3 Tage
inkubiert, bis ca. 80-90 % der Zellen einen CPE aufwiesen. Nun wurden die Zellen
bei 400 g und RT fur 10 min zentrifugiert und alle 10 Pellets in insgesamt 10 ml PBS
resuspendiert. Die Suspension wurde Uber Nacht bei —20C eingefroren und
anschlieBend wurden freie Viruspartikel wie bei der ED-eGFP-Zucht bereits
beschrieben gewonnen und gelagert.

Parallel zu jeder Viruszucht wurden auch immer MOCK-Praparate hergestellt, die in
folgenden Experimenten als Negativkontrolle dienten. Zur Herstellung eines MOCK-
Praparats wurden Zellen genauso wie bei der parallel laufenden Viruszucht

behandelt, ohne jedoch vorher infiziert worden zu sein.

3.2.2 Bestimmung des Virustiters

Der Virustiter einer Viruspraparation oder von Uberstanden wurde durch die
Endpunkttitration TCIDsq (tissue culture infectious dose 50) ermittelt, die angibt, bei
welcher Verdinnung der Virussuspension noch 50 % der Zellen infiziert werden. Fur
die Titration wurden 5x10* B95a-Zellen pro Napf einer 96-Loch-Platte mit halber
Bodenflache ausgeséat und tUber Nacht in RPMI1640/5 % FKS inkubiert. Von der zu
titrierenden LOsung wurde mit FKS-freiem RPMI1640 eine Verdunnungsreihe
hergestellt. Im Falle von Viruszuchtlésungen wurde in 1:10-Schritten verdinnt, bei
Stromazellkulturiiberstdanden in 1:2-Schritten. Von den Uber Nacht adhéarent
angewachsenen B95a-Zellen wurde das Medium abgenommen und je 8 Napfe der
96-Loch-Platte mit 100 pl einer Verdinnungsstufe versetzt. 8 weitere N&apfe wurden
mit 100 pul MOCK-L6sung versetzt. Die Zellen wurden dann fur 1 h bei 37C mit dem
Virus inkubiert. AnschlieRend wurden die MOCK- bzw. Viruslésungen von den Zellen
pipettiert und durch frisches RPMI 1640/5 % FKS ersetzt. Nach 3 weiteren Tagen
der Inkubation wurde lichtmikroskopisch an Hand zytopathischer Effekte die Anzahl
der Napfe mit infizierten Zellen ermittelt. Mit diesen Werten konnte mit Hilfe der

Formeln nach Spearman und Karber die TCIDso berechnet werden.

43



Methoden

log TCIDS0 :.rp:l+%d -d> p

Tab. 3.1: Formel zur Bestimmung der TCID 5

Xp-1: dekadischer Logarithmus der hochsten Verdinnungsstufe, bei der noch in allen Néapfen ein
CPE detektiert werden kann, d: dekadischer Logarithmus des Verdiinnungsfaktors, p: Anteil an
CPE-positiver Napfe pro Verdunnungsstufe, yp: Summe aller p ab der Verdinnungsstufex,-; und
den p-Werten aller h6heren Verdiinnungen mit detektiertem CPE. Berechnet wird der dekadische
Logaritmus der Verdinnungsstufe, bei der 50% der Ansatze einen CPE aufweisen.

SE1og TCID50 = ‘u‘lld: ‘7!’-’“_‘1!”
el | S

Tab. 3.2: Formel zur Berechnung des Standardfehlers der TCIDs5

d: dekadischer Logarithmus der Verdunnungsstufe, p: Anteil CPE-positiver Né&pfe pro
Verdiunnungsstufe, n: Anzahl der Napfe pro Verdinnungsstufe

3.2.3 Infektion von Zelllinien und primaren Zellen

Zelllinien und primare Zellen, die in Suspension wuchsen, wurden gezahlt und die
bendtigte Anzahl an Zellen wurde anschliel3end zentriugiert (400 g, 5 min, RT). Das
Pellet wurde in FKS-freiem, den Zellen entsprechendem, Medium resuspendiert,
dem zuvor die entsprechende Menge Virus- bzw MOCK-LO6sung zugesetzt wurde.
Bei 37C wurden die Zellen nun auf einem Schwenktisch fur 1 h mit den Virus-
partikeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut zentrifugiert
(400 g, 5 min, RT) und in entsprechendem, vorgewarmtem FKS-haltigem Medium
resuspendiert, wodurch nicht gebundene Virenpartikel entfernen wurden. Adharent
wachsende Zelllinien und primare Zellen wurden am Tag vor der Infektion in dem
entsprechenden Zellkulturgefal3 ausgesat. Die Anzahl an ausgesaten Zellen wurde
so ausgewahlt, dass sie Uber Nacht zu einem ca. 70 % konfluentem Zellrasen
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anwuchsen. Fur die Infektion wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit
dem entsprechendem FKS-freien Medium, das mit Virus- bzw. MOCK-L6sung
versetzt war Uberschichtet. Die Zellen wurden fur 1 h bei 37C auf einem
Schwenktisch mit dem Virus inkubiert. Anschlieend wurde das Inokulum
abgenommen wund die Zellen mit vorgewdrmtem FKS-haltigem Medium
uberschichtet.

Waren die infizierten Zellen anschlieBend fir ein Transmissionsexperiment
vorgesehen (s. Kapitel 3.2.4), wurden sie vor der Aufnahme in FKS-haltigem Medium
zusatzlich noch ein Mal mit PBS gewaschen, um zu garantieren, dass alle

ungebundenen Virenpartikel entfernt wurden.

3.2.4 Virustransmission in Kokultur

Die Frage ob sich die MV-Infektion von infizierten Zellen einer Art auf Zellen einer
anderen Art Ubertragen lasst, wurde durch Kokultivierung beider Zelltypen
untersucht. Die Virustransmission zwischen Knochenmarksstromazellen und HS/PC
bzw. Lymphozyten wurde in 6- bzw. 96-Lochplatten untersucht. Kokulturen mit
Knochenmarksstromazellen wurden in 6-Lochplatten durchgefuhrt. Sobald das
Stroma zu 70 - 100 % konfluent war, wurde das Medium von den Zellen
abgenommen und durch 1 ml FKS-freies Stromazellmedium ersetzt, das die
entsprechende Menge Virus- bzw. MOCK-L&sung enthielt, um die Zellen mit einer
M.O.l. von 2 zu infizieren. Nach einstiindiger Infektion wurde das Inokulum entfernt
und das Stroma ein Mal mit PBS gewaschen, um ungebundene Virenpartikel zu
entfernen. AnschlieRend wurden 5x10*- 1x10° HS/PC zu den Stromazellen gegeben.
Da die Knochenmarksstromazellen auch andere Medien als ihr eigenes gut
vertragen, wurden Kokulturen immer mit dem Medium des jeweiligen
Suspensionszelltyps angesetzt. Die Transmission des MV von HS/PC bzw.
Lymphozyten zu Stromazellen fand unter den gleichen Bedingungen statt, nur dass
in diesem Fall nicht die Stromazellen, sondern die Suspensionszellen vor Ansetzen
der Kokultur fur eine Stunde MV- bzw MOCK-exponiert wurden (s. Kapitel 3.2.3). Die
eingesetzte M.O.I. fur diese Transmissionsversuche betrug fur HS/PC 5 und 0,5 fur
die beiden Lymphozytenarten (primare, praaktivierte T-Zellen und BJAB-Zellen). Mit

den Knochenmarksstromazellen wurden 5x10% - 1x10° HS/PC bzw. Lymphozyten pro
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6-Lochplatennapf kokultiviert. Bei dieser Art der Kokultur kommt es zum direkten
Kontakt zwischen den beiden Zelltypen. Um zu untersuchen, ob eine Transmission
zwischen Stromazellen und infizierten Lymphozyten auch ohne Zell-Zellkontakt
stattfindet, wurden die zwei Zelltypen durch einen Filtereinsatz (transwellfilter) mit 4
um PorengrofRe voneinander getrennt, so dass nur freigesetzte Virenpartikel zu den
Stromazellen diffundieren konnten. Die verwendeten Virenstamme in den
Transmissionsexperimenten waren [1C323-eGFP und ED-eGFP, so dass die

Transmission fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden konnte.

Die Virustransmission infizierter Lymphozyten zu HS/PC wurde durchfluss-
zytometrisch analysiert. Dazu wurden BJAB-Zellen oder praaktivierte, primare T-
Zellen mit IC323-eGFP mit einer M.O.I. von 0,1 infiziert und anschlie3end mit HS/PC
in einem Napf einer 96-Lochplatte im Verhaltnis 1:1 fur 48 h kokultiviert. Die Kokultur
fand im far HS/PC optimalem Medium BBMM/20 % FKS, das die Zytokine SCF, IL-3,
IL-6, TPO und Flt3-Ligand enthielt, statt.

3.2.5 Infektionsblockierung mittels Antikorper

Eine Voraussetzung fur eine erfolgreiche Infektion mit freien MV-Partikeln ist die
Bindung an einen zellularen Rezeptor. Um die Rolle der beiden bekannten MV-
Rezeptoren bei der Infektion von Stromazellen zu tGberprufen, wurde die Interaktion
des viralen H-Proteins mit CD150 bzw. CD46 durch blockierende Antikérper inhibiert.
Rezeptorbindende Antikorper blockieren sterisch die Bindung des H-Proteins. Damit
eine Absattigung der Bindestellen mit Antikrpern gewéhrleistet ist, wurden
Stromazellen, die Uber Nacht in 6-Lochplatten zu 70 - 100 % Konfluenz anwuchsen
fur eine Stunde im Inkubator in Medium kultiviert, das 20 ng/ml Antikdrper enthielt.
Zur Blockade der Infektion via CD150 wurde der Antikdrper IPO3 und zur Blockade
der Infektion via CD46 der Antikdrper 10/88 benutzt. Als Negativ- bzw.
Isotypkontrolle diente der Antikorper 114. AnschlieBend wurde das Medium durch
FKS-freies Medium ersetzt, das sowohl MV fiir eine Infektion mit einer M.O.I. von 2,
als auch 20 ng/ml des jeweiligen Antikorpers enthielt. So wurden die Zellen fir 1 h im
Inkubator kultiviert. AnschlielRend wurde das Inokulum entfernt und durch frisches
FKS-haltiges Medium, das ebenfalls 20 ng/ml Antikdrper enthielt, ersetzt und die

Zellen mehrere Tage inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der Grad
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der Infektion fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert. Als Positivkontrolle wurden
Vero-Zellen (CD46-Blockade) bzw. Vero-hSLAM-Zellen (CD150-Blockade) benutzt.

3.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Hochdurchsatzmethode zur Untersuchung von
Zellen nach Anregung mit einem Laserstrahl. Zellen, die den Lichtstrahl in einer
transparenten Kapillare passieren, kénnen aufgrund der verursachten Lichtstreuung
morphologische Eigenschaften wie Grol3e und Granularitat zugeschrieben werden.
Zusatzlich ermoglicht das Durchflusszytometer die Lichtemission fluoreszierender
Farbstoffe zu detektieren. In der vorliegenden Arbeit wurden vor allem die
Expression verschiedener Oberflachenmolekile und die Vitalitat der Zellen
untersucht. Alle Messungen wurden an einem Vier-Farben-Durchflusszytometer
(FACS-Calibur™, BectonDickenson) durchgefiihrt. Die erzeugten Daten wurden mit
den Programmen CellQuestPro und FlowJO ausgewertet. Die Anzahl der
gemessenen Ereignisse pro Messung hing von der Art des Experiments und von der
Verfligbarkeit des Zellmaterials ab. Zur Bestimmung der HS/PC-Reinheit wurden
5x10% ~ 1x10° Ereignisse gemessen, bei den Transplantationsexperimenten wurden
nach 13 Wochen-Experimenten mindestens 2x10°, nach 7 Tage-Experimente 5x10°
und nach 40h-Experimenten 7x10° Ereignisse gemessen.

3.3.1 Oberflachenfarbung

Die Expression von Oberflachenmolekilen wurde durch Immunfarbung mit
Antikdrpern, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert waren, ermittelt. An Zellen,
die das zu analysierende Molekll exprimieren, binden die Antikdrper, wodurch sie
dann bei der durchflusszytometrischen Messung fluoreszieren. Fir die Farbung
wurden die Zellen zunachst zweimal nacheinander pelletiert (5 min, 400 g, 4C) und
in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen erneut pelletiert
und in 200 pl FACS-Puffer, das die jeweiligen, fluoreszenzkonjugierten Antikdrper im
Verhdltnis 1:100 enthielt, resuspendiert und fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Ungebundene Antikérper wurden nach der Inkubationszeit durch zweimaliges
Waschen mit FACS-Puffer entfernt, wobei die Zellen letztlich in 200 ul FACS-Puffer
resuspendiert wurden. Als Negativkontrolle wurden parallel Zellen mit
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Kontrollantikdrpern inkubiert, die zwar derselbe Isotyp waren, aber kein Epitop auf
den Zellen binden (Isotypkontrolle). In dem Fall, dass auch eine Vitalfarbung
durchgeflihrt werden sollte, wurde 1 pl 7AAD zu der 200 pl-Zellsuspension pipettiert
und die Suspension fur 10 min auf Eis gestellt, bevor mit der Messung begonnen
werden konnte. 7AAD ist eine in die DNA interkalierende und fluoreszierende
Substanz, die jedoch nicht membrangangig ist, weswegen sie nur in tote Zellen ohne
intakte Zellmembran eindringen kann. Dadurch lassen sich tote, 7AAD-positive von

lebenden, 7AAD-negativen Zellen durchflusszytometrisch unterscheiden.

3.3.2 Durchflusszytometrische Sortierung von Zellen

Neben der reinen Analyse bietet die Durchflusszytometrie auch die Méglichkeit
Zellen nach bestimmten Merkmalen zu sortieren. Das Prinzip ist dasselbe wie bei der
der Analyse, nur das nach Detektion der Zellmerkmale (z.B. Fluoreszenz) die Zellen
sortiert aufgefangen werden und fur weiterfihrende Versuche zur Verfiigung stehen.
HS/PC wurden mit dieser Methode in CD34/CD150"- und CD34"/CD150 -Fraktionen
aufgeteilt. Dazu wurden sie wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben mit
fluorochromgekoppelten Antikorpern gefarbt. Da 7AAD auf langere Sicht toxisch fir
Zellen ist, wurde auf eine Vitalfarbung verzichtet. Aus demselben Grund wirde die
Immunfarbung auch nicht mit dem natriumazidhaltigen FACS-Puffer, sondern mit
MACS-Puffer durchgefiihrt. Sortiert wurden die Zellen mit dem Gerat FACS Diva der

Firma BectonDickenson.

3.3.3 CFSE-Farbung

Durch die Verwendung des zunachst farblosen Carboxyfluorescein-(5-,6-)diacetats
(CFSE), ist es moglich die Proliferation von Zellen durchflusszytometrisch
nachzuweisen. Inkubiert mit CFSE nehmen Zellen durch passive Diffusion den
Farbstoff irreversibel auf. Eine durch zellulare Esterasen vermittelte Abspaltung von
Acetatgruppen fuhrt zur Entstehung fluoreszierender Ester, die stabile Konjugate mit
intrazellularen Aminen bilden. Proliferieren diese Zellen, wird das CFSE gleichmalig
auf die Tochterzellen aufgeteilt wodurch die Fluoreszenzintensitdt pro Zelle im
Vergleich  zur  Ursprungszelle  schwacher wird. Dieser Verlust an
Fluoreszenzintensitat lasst sich durchflusszytometrisch detektieren. Dazu wurden

HS/PC pelletiert (5 min, 400 g, 4) und in einer K onzentration von 5x10° Zellen/ml in
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PBS/5 %FKS resuspendiert. Zu 2 Volumen dieser Suspension wurden nun bei
gleichzeitigen Schitteln auf einem Ruhrschiittler (Vortexer) 1 Volumen einer 2,5 uM
CFSE-L6sung gegeben (Endkonzentration ca. 0,83 uM). Anschliel3end wurden die
HS/PC far 5 min im dunkeln bei RT inkubiert und dann unverziglich 2 mal mit
mindesten dem zehnfachen Volumen PBS/5 %FKS gewaschen, um toxische Effekte
des Uberschissigen CFSE zu verhindern. Ein Teil der CFSE-gefarbten Zellen wurde
unverziuglich durchflusszytometrisch analysiert, um einen Ausgangswert der
Fluoreszenzintensitat von Tag 0 zu haben. Dariiber hinaus wurden auch die CD34-
Expression und die Vitalitat dieser Zellen analysiert. Die restlichen HS/PC wurden fir
eine Stunde in FKS-freiem Medium entweder MV- oder MOCK-exponiert und nach
anschlieBendem Waschen fur 2 bzw. 6 Tage kultiviert. Nach der Kultivierung wurden
die Zellen wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben mit anti-CD45-Antikdrper
und 7AAD gefarbt und dann durchflusszytometrisch beziglich der CFSE-
Signalstarke analysiert.

3.3.4 Durchflusszytometrische Bestimmung der Infekt ionsrate

Das Genom der beiden rekombinanten MV-Stamme IC323-eGFP und Edmonston-
eGFP (ED-eGFP) besitzt ein zusatzliches Gen, das gentechnisch zwischen der 3'-
leader-Sequenz und dem N-Gen inseriert wurde und die Information fir das
grunfluoreszierende Protein enhanced green fluorescent protein (eGFP) kodiert.
Zellen, die mit einem rekombinanten Virus infiziert sind, exprimieren eGFP, wodurch
sie fluoreszierend sichtbar gemacht werden kdnnen. Bedingt durch die Position im
MV-Genom ist eGFP das haufigste transkribierte Gen und durch die Abhéangigkeit
von der viralen Polymerase wird es nur gebildet, wenn die Expression virale Proteine
stattfindet. Zellen an die das Virus nur gebunden hat, die aber nicht infiziert wurden,
oder solche, die mit replikationsdefekten Viren infiziert wurden, produzieren kein
eGFP. Zur Ermittlung der Infektionsrate bei HS/PC nach MV-Exposition oder
Kokultivierung mit infizierten Lymphozyten wurden die Zellen zweimal mit FACS-
Puffer gewaschen (5 min, 400 g, 4C) und anschliel3e nd wie in Kapitel 3.3.1 mit anti-
CD34-Antikdrpern und 7AAD gefarbt.
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3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die Expression von CD150 und CD46 bzw. die Infektion mit eGFP-exprimierenden
MV-Stammen wurde bei Knochenmarksstromazellen fluoreszenzmikroskopisch
detektiert. Die Stromazellen wurden wie in Kapitel 3.2.3 in 6-Lochplatten mit einem
der eGFP-exprimierenden Stamme infiziert und anschlielend kultiviert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden fluoreszenzmikroskopisch die Infektion bzw.

eGFP-Expression dokumentiert.

Die Immunfarbung der Transmembranproteine fand in sogenannten Chamberslides
statt. Das sind spezielle Objekttrager mit Kammeraufsatz, die fur das Wachstum von
adharenten Zellen optimiert sind. Pro Kammer wurden 2x10* Stromazellen in 400 pl
Medium ausgesat und tdber Nacht im Inkubator kultiviert. Als Positivkontrolle wurden
5x10* B95a-Zellen pro Kammer ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurde das
Medium abgenommen und die Zellen zur Fixierung mit einer 2 %igen
Paraformaldehydlésung (PFA) dberschichtet und 15 min bei RT inkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen, bevor sie mit einer 0,1
% Triton® X-100/PBS-Lésung bedeckt und fiir 10 min auf Eis gestellt wurden. Nach
abermaligem Waschen mit PBS wurde die Zellen zunachst zur Blockierung
unspezifischer Bindestellen fur 30 min mit 5 % BSA/PBS bei RT inkubiert und
anschlieBend mit einer 1:1000 Antikdrper/Solution 1 for primary Antibodies
(Calbiochem)-Verdinnung bei 4C Uber Nacht inkubiert. Fur die Detektion von
CD150 wurde der monoklonale Antikorper IPO3, fur CD46 der monoklonale
Antikdrper 10/88 und als Isotypkontrolle 114 verwendet. Da all diese Antikdrper nicht
fluorochromgekoppelt, doch murinen Ursprungs waren, musste die Bindung mit
einem sekundaren, fluorochromgekoppelten anti-Maus-Antikérper nachgewiesen
werden, der spezifisch an das Fc-Fragment der primaren Antikorper bindet. Dazu
wurde ungebundener Primarantikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt
und die Zellen mit einer 1:200 anti-Maus-Antikdrper/ Solution 2 for secondary
Antibodies (Calbiochem)-Verdinnung fur 1 h bei 4C inkubiert. Durch anschlie3en-
des, Waschen wurde ungebundener, sekundarer Antikérper entfernt und die
Zellkerne durch 5 min Inkubation bei RT im Dunkeln mit einer 1:2000 Verdinnung
des Kernfarbstoffs DRAQ5™ in PBS angefarbt. AbschlieRend wurde der

50



Methoden

Kammeraufsatz entfernt, die Zellen mit ca. 200 ul des Eindeckmediums Fluoromount

G Uberschichtet und mit einem Deckglaschen eingedeckt.
3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Knochenmarksstromazellen wurde mit dem
RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen entsprechend der Anweisungen des Herstellers
fur tierische Zellen durchgefuhrt. Als Ausgangsmaterial wurden jeweils Stromazellen
desselben Donors aus allen Napfen einer konfluent bewachsenen 6-Lochplatte mit
ATV geldst,vereinzelt (s. Kapitel 3.1.1) und fur die Isolierung eingesetzt. Die isolierte

RNA wurde stets in 50ul H,O von der Saule eluiert.

3.5.2 Reverse Transkription

Fur den Nachweis der Genexpression eines bestimmten Gens wurde zunéchst die
MRNA aus der isolierten Gesamt-RNA mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben. Dabei macht man sich zu Nutze, dass mRNA polyadenyliert ist und
sich diese folglich mit oligo-dT-Nukleotiden spezifisch revers primen lassen. Das
Enzym Reverse Transkriptase (RT) ist eine RNA-abhéangige DNA-Polymerase, die
zusatzlich eine RNaseH-Aktivitat besitzt. Wahrend der reversen Transkription
entsteht in einem ersten Schritt ein RNA-DNA-Hybrid, dessen RNA-Teil durch die
RNaseH-Aktivitat abgebaut wird. Der nun einzelne DNA-Strang wird durch die RT

zum Doppelstrang aufgefulit.

Fur die Reaktion wurde 1 pg isolierte RNA mit 1 pl oligo-dT-Primern (500 pg/ml)
zusammen pipettiert und mit RNAse-freiem Wasser bis zu einem Volumen von 14 pl
aufgefullt. Dieser Ansatz wurde fir 10 min bei 70C inkubiert, um die RNA zu
denaturieren, und anschliel3end kurz abzentrifugiert. Anschlie3end wurden je 2 pl 10-
fach RT-Puffer und dNTP-Mix, sowie 1 ul RNase-Inhibitor (10 U/ul) hinzugegeben.
Nach einer 2-minitigen Inkubationszeit bei 37C wurde der Ansatz erneut kurz
abzentrifugiert, bevor 1 ul RT (4U/ul) hinzupipettiert wurden und das Reaktions-
gemisch fir 1,5 h bei 37T inkubiert wurde. Die so gewonnene cDNA wurde sofort in
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eine anschlielende Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

eingesetzt.

3.5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und nested-PCR

Bei einer PCR wird durch die zyklische Wiederholung dreier Schritte eine spezifische
DNA-Sequenz mittels einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase amplifiziert. Da die
Polymerase nur an bereits an die DNA gebundenen Oligonukleotiden (Primer) mit
der Replikation beginnen kann, kann die zu amplifizierende Sequenz durch die
Auswahl zweier spezifischer Primer (je ein Primer pro DNA-Einzelstrang) bestimmt

werden. Die drei Schritte einer PCR sind:
- Denaturierung des DNA-Doppelstrangs bei 95C

- Anlagerung der Primer an den DNA-Einzelstrang durch Herabsetzen der

Temperatur (annealing)
- Synthese des komplementéren Strangs durch die Polymerase (Elongation)

Nach einer initialen 5minttigen Denaturierung bei 95T wird durch Abkihlung die
Hybridisierung der im Uberschuss vorliegenden Primer mit der nun einzelstrangigen
DNA ermdglicht. AnschlieBend wird die Temperatur auf 72C eingestellt, was dem
Temperaturoptimum der Polymerase entspricht. Die Polymerase beginnt nun mit der
Synthese des komplementaren Strangs. Anschliel3end beginnt ein neuer Zyklus mit
der Denaturierung der DNA. So wird bei jedem Zyklus die Menge der vorhandenen
DNA bzw. des Abschnitts zwischen den beiden Primern verdoppelt. Im Anschluss an
die Zyklen wird das Reaktionsgemisch abschlie3end fur 10min bei 72C inkubiert,
um die vollstdndige Elongation zu gewahrleisten. Das entstandene PCR-Produkt

kann nun bei 4C bis zur gelelektrophoretischen Analyse gelagert werden.

Wird erwartet, dass die zu amplifizierende DNA im Ausgangsmaterial nur in geringer
Menge vorkommt, wird im Anschluss an die PCR eine nested-PCR angeschlossen.
Hierbei wird das Produkt aus der PCR in einer erneuten PCR eingesetzt. Bei der
zweiten PCR werden Primer benutzt die innerhalb des ersten PCR-Amplifikats

hybridisieren, wodurch bei der zweiten PCR ein etwas kirzeres Produkt entsteht.
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Alle PCR in dieser Arbeit wurden mit pureTagReady-To-Go PCR-Beads
durchgeflihrt. Diese Kigelchen enthielten dATP, dCTP, dGTP, dTTP, BSA (je 200
MM in 10 mM Tris-HCI), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 10fach Reaktionspuffer und 2,5
Units pureTagq DNA-Polymerase. Nachdem die Kugelchen in 21 pul HPLC-gereinigtem
Wasser aufgeldst wurden, kamen je 1 pl der beiden bendétigten Primer (33pmol) und
2 ul cDNA bzw. bei der nested-PCR 2 pl DNA aus der vorgeschalteten PCR hinzu.

Im PTC-200 Thermo Cycler der Firma Bio-Rad wurden die Reaktionen nach

folgenden Programmen durchgefihrt:

CD46-PCR CD150-PCR CD150-nested PCR
95C 5min 95C 5min 95C 5min

95C 30s 95C 30s 95€C 30s

65C 1min 58T 30s 51C 30s

72C  1min 72C  1min 72C  1min

72C 10min 72C 10min 72C  10min

45 Zyklen 40 Zyklen 35 Zyklen

Die Schritte 2 - 4 einer jeden PCR wurden zyklisch wiederholt, bevor die PCR mit
dem finalen Elongationsschritt endete.

3.5.4 Agarosegelelektrophorese

Wurde das zu analysierende Gen von den Stromazellen exprimiert, lag folglich
MRNA in der Zelle vor, die durch die reverse Transkription und anschlieender PCR
in DNA umgeschrieben und amplifiziert wurde. Dabei entstehen DNA-Doppelstrange
definierter Grol3e, die durch die Position, an der die beiden Primer innerhalb der
Sequenz hybridisieren, bestimmt wird. Das Wissen um die GroRe wird genutzt, um
den Erfolg der PCR gelelektrophoretisch zu  Uberprifen. Bei der
Agarosegelelektrophorese wird DNA mittels elektrischer Spannung durch ein Gel
gefuhrt, das aus polymeresierter Agarose besteht. Da die Poren des Gels die
Migration von grofReren DNA-Molekilen entlang des elektrischen Feldes starker
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behindern als von Kleineren, kommt es zur Auftrennung eines DNA-Molekllgemischs
bezuglich der Grof3e. Mittels eines gleichzeitig laufenden Grol3enstandards, einem
Gemisch aus DNA-Molekilen definierter Lange, lasst sich die GroRe des zu
analysierenden PCR-Produkts bestimmen. Im Gel befindet sich zuséatzlich
Ethidiumbromid, ein fluoreszierender Stoff, der in doppelstrangige DNA interkaliert.
Dadurch kann im Anschluss an die Gelelektrophorese die DNA im Gel durch

Anregung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Die entstandenen PCR-Produkte wurden in 1 %igen Agarosegelen bei 80 - 100 Volt
fur 30 bis 60 min aufgetrennt. Dazu wurde 0,5 g Agarose in 50 ml TAE-Puffer unter
Aufkochen in der Mikrowelle gel6st und anschlieRend mit 4 pl einer 1 %igen
Ethidiumbromidlésung versetzt. In einen Gelschlitten wurde das Gemisch zur
Polymerisation gegossen und am oberen Ende ein Kamm eingesteckt, wodurch im
ausgeharteten Gel Taschen entstanden, in die spater die DNA-Proben pipettiert
werden. Je 5 ul der PCR-Produkte wurden mit 1 pl 6fach Ladepuffer vermischt und in
die Taschen gegeben. Zusatzlich wurde in eine Tasche 5 pl GroélRenstandard
gegeben. Nach der Auftrennung wurde die Gro3e des entstandenen PCR Produkts

an einem UV-Tisch dokumentiert.
3.6 Proteinbiochemische Methoden

3.6.1 Aufreinigung monoklonaler Antikorper

Die zur Gewinnung monoklonaler Antikdrper benutzten Hybridomzellen wurden in
RPMI 1640/10 % FKS im Inkubator kultiviert und die Uberstande wdchentlich gesam-
melt und bei 4C gelagert, bis ca. 0,5 | Uberstand zur Verfiigung stand. Aus dem
Uberstand wurde mittels Affinitatschromatographie iber Protein G-Saulen der von

den Hybridomzellen sezernierte Antikdrper aufgereinigt.

Die Aufreinigung des monoklonalen Antikérpers aus dem Uberstand fand im 4<C-
Raum statt. Zunachst wurde der Uberstand zentrifugiert (15 min, 100 g, 4C), um ihn
von Zelldebris zu befreien und mittels Passage durch einen Filter mit 0,2 pum
Porengrol3e sterilisiert. Die Proteine G-Saule wurde durch zweimaliges, 20mindtiges
Durchlaufen des Bindungspuffers A equilibriert. Dann wurde der Uberstand mit einer

Pumpe zirkuldr Gber Nacht durch die Saule laufen gelassen. Am darauf folgenden
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Tag wurde die Saule wieder mit Bindungspuffer A beladen. Nachdem der Puffer
durchgelaufen war, wurden die an das Protein G gebundenen Antikérper mit einem
sauren Elutionspuffer von der Saule geldst. In Reagenzglasern, in die jeweils 500 pl
1 M Tris (pH 8,9) vorgelegt war, wurden jeweil 5 ml Eluat aufgefangen. Die eluierten
5 ml Antikoérperlésung wurde sofort durch Schiutteln mit der basischen Trislésung
vermischt, um den fur die Antikérper schadlichen sauren pH zu neutralisieren. In
Dialyseschlauchen wurde die Antikérperlésung tber Nacht gegen 5 | PBS dialysiert.
Die dialysierte Losung wurde anschlieRend aliquotiert und bei -20C gelagert. Die

Proteinmenge der L6sung wurde spater photometrisch bestimmt.

3.6.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentr ation

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung wurde der
Bicinchoninsauretest (BCA) durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren wird die Reduktion
zweiwertiger Kupferionen zu einwertigen durch Proteine fir die Analyse genutzt. Die
entstandenen einwertigen Kupferionen werden durch Bicinchoninsdure komplexiert,
wodurch sich die LOsung violett farbt. Die Komplexe weisen eine maximale
Absorption bei 562 nm auf und der Grad der Lichtabsorption durch eine Ldsung
verhalt sich direkt proportional zur ihrer Proteinkonzentration. Durch den Vergleich
mit einer Proteinstandardlbésung, l&sst sich somit die Konzentration einer Losung

ermitteln.

Zur Bestimmung wurde zunéchst 1:50 Verdinnung von Kupfer-lI-Losung in
Bicinchoninsdure hergestellt. Mit je 2 ml dieser Losung wurden je 10 ul einer
Standardproteinlésung (1 mg/ml), PBS (Nullwert) und der zu untersuchenden Proben
vermischt und fur 30 min bei 37T inkubiert. Anschliel3end wurden die Lésungen zum
Abkihlen fir 5 - 10 min auf Eis gestellt und dann mit den entsprechend
eingegebenen Parametern am Photometer gemessen. Aus der Extinktion ergab sich

nach folgender Formel die Proteinkonzentration der Losung:

N m
Ext!nkt!on der Probe x Konzentration des Standards x Verdiinnungsfaktor = Konzentration 1"
Extinktion des Standards
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3.7 Tierversuche

Die in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden in Zusammenarbeit mit den
Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Albrecht Miuller (Zentrum fir
experimentelle molekulare Medizin (ZEMM) durchgefihrt. Dabei Ubernahmen die
Mitarbeiter des ZEMM die, Bestrahlung der Mause, die Injektion der zu
transplantierenden HS/PC und die Haltung und Pflege der Mause. Die verwendeten
M&ause stammten aus der Zucht des ZEMM und wurden freundlicherweise von Prof.
Dr. Miiller zur Verfiigung gestellt. Hierbei handelte es sich um NOD/SCID-IL2Ry"-
Méause aus der Kolonie NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl/SzJ.v.

3.7.1 Xenotransplantation

Immunsupprimierte Mause, wie NOD/SCID-IL2Ry"-Mause, wurden benutzt, um das
Rekonstitutionspotentials von HS/PC nachzuweisen. Dazu wurden die Mause am
Tag des Experiments zunéchst mit 2,5 Gy ionisierender Strahlung behandelt,
wodurch ein Grof3teil der eigenen HS/PC im Knochenmark abgetttet wird. Dies ist
notwendig, um in der Nische Platz zu schaffen fir die zu transplantierenden,
humanen HS/PC. Die HS/PC wurden nach der Isolierung (s. Kapitel 3.1.2) fir 1 h mit
MV (M.O.l. 5) oder dem entsprechenden Volumen MOCK bei 37T inkubiert.
Anschliel3end wurden sie zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen (10 min, 400 g, RT)
und letztlich in PBS so resuspendiert, dass die Anzahl zu transplantierender Zellen in
300 pl PBS vorlag, und auf Eis gestellt. Die Anzahl transplantierter Zellen variierte je
nach Erxperiment und Verfugbarkeit und ist in Kapitel 4 angegeben. Den bestrahlten
Mausen wurden 300 pl HS/PC-Suspension in die Schwanzvene injiziert, bevor sie
dann 40 h, 7 Tage oder 12-13 Wochen im Tierstall des ZEMM gehalten wurden.
Wahrend dieser Zeit bekamen die Mause Uber das Trinkwasser das Antibiotikum

Baytril, das in einer Konzentration von 0,5 mg/ml im Wasser geldst war.

3.7.2 Organentnahme

Nach der angegebenen Zeitspanne wurden die Mause durch zervikale Dislokation
(Genickbruch) getétet und mit vier Nadeln auf dem Rucken liegend an den aul3ersten
Extremitaten auf einer Styroporplatte fixiert. Das Thorax der Maus wurde mit einem

Schnitt entlang der Linea alba und zusatzlichen Entlastungsschnitten an der
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seitlichen Brustwand offen gelegt. Die unter dem Magen liegende Milz wurde nun mit
einer Pinzette angehoben und mit einigen Scherenschnitten aus dem Thorax geldst.
Bis zur weiteren Praparation wurde die Milz in 0,3 %BSA/PBS aufbewahrt.
Anschliel3end wurden das Fell und die Muskelstrange, die den Femur umgeben mit
der Schere herausgetrennt. Der nun offen liegende Femur wurde durch Schnitte
oberhalb des Kniegelenks und unterhalb des Huftgelenks entnommen und in 0,3 %
BSA/PBS gelagert. Mit Schnitten oberhalb des Sprunggelenks und unterhalb des
Kniegelenks wurde die Tibia geldst und mit dem Femur zusammen gelagert. Femur

und Tibia wurde aus beiden Hinterextremitaten prapariert.

3.7.3 Herstellung von Einzelzellsuspensionen der Or  gane

Fur die durchflusszytometrische Analyse der Organzellen wurden aus der Milz und
dem Knochenmark Einzelzellsuspensionen hegestellt. Dazu wurde die Milz in einen
Filter mit 70um Porengrol3e gelegt, der auf einem 50ml-Réhrchen plaziert wurde. Die
Zellen der Milz wurde nun mechanisch durch Zerreiben mit dem Kolben einer 5 ml-
Spritze vereinzelt. Mit 0,3 % BSA/PBS wurden die Einzelzellen durch den Filter in
das 50 mI-R6hrchen gespdlt.

Femur und Tibia wurden mit einer Pinzette Uber ein geéffnetes 50ml-Réhrchen
gehalten und mit einer Spritze, die 0,3 % BSA/PBS enthielt, durchgesplilt, sodass
das Knochenmark in das Rohrchen fiel. Waren alle vier Knochen ausgespult, wurde

das Knochenmark durch starkes Schitteln auf einem Vortexer vereinzellt.

Die Einzelzellsuspensionen der beiden Organe wurden nun zweimal mit je 25 ml 0,3
% BSA/PBS gewaschen (10 min, 400 g, RT). Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Zellen in 2-5 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert.
Anschlielend wurde 1 ml FKS mit einer Pasteurpipette unter den Erythrozyten-
lysepuffer in das Rohrchen pipettiert, sodass zwei Schichten entstanden. Dann
wurden die Zellen pelletiert (10 min. 400 g, RT), bevor der Uberstand komplett
entnommen und die Zellen in 1 - 2 ml FACS-Puffer resuspendiert wurden. Die so
behandelten Zellen standen nun fir die durchflusszytometrische Analyse zur

Verfiigung.
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4 Ergebnisse

4.1 Phanotypisierung von HS/PC

Die drei Mitglieder der SLAM-Familie CD150, CD244 und CD48 werden wahrend der
murinen Hamatopoese von Zellen unterschiedlichen Entwicklungsstadiums
exprimiert. Murine HS/PC, die sich durch den Phanotypen c-KIT*/Sca-1*/Lin" (KSL)
auszeichnen, kénnen anhand des Expressionsmusters dieser drei SLAM-Proteine in
KSL-CD150%/CD2447/CD48  Stammzellen, KSL-CD1507/CD244*/CD48  multipotente
Vorlauferzellen und KSL-CD150/CD244°/CD48" oligopotente Vorlauferzellen
eingeteilt werden (Kiel et al, 2005). Humane HS/PC, die immunomagnetisch aus
UCB bzw. peripherem Blut mobilisierter Patienten mit myeloider Leukamie mittels
anti-CD34-gekoppelten Magnetpartikel (CD34-beads) isoliert wurden, wurden
durchflusszytometrisch phéanotypisiert, um zu ermitteln, ob das als SLAM-code
bezeichnete Expressionsmuster auch wahrend der humanen Hamatopoese
Anwendung findet. Bei der Aufreinigung der CD34" HS/PC konnten Reinheiten von
ca.75-99 % erzielt werden. Diese wurde durchflusszytometrisch nach Farbung eines
Teils der Zellen mit fluorochromgekoppelten Antikérpern gegen CD45 und CD34 und
dem Tot/Lebendfarbstoff 7AAD ermittelt. Der Grad der Reinheit ergibt sich aus der
Relation von lebenden CD34"-Zellen zu lebenden CD45"-Lymphozyten (Abb.:4.1).
Die in den folgenden Kapiteln beschriebenen Phanotypisierungen wurden sowohl mit
HS/PC aus UCB als auch aus peripherem Blut GM-CSF-mobilisierter
Leukamiepatienten durchgefuhrt. Beziglich der untersuchten Oberflachenmarker
wurde jedoch kein Unterschied im Expressionsmuster zwischen den beiden
Ausgangsmaterialien entdeckt, so dass im Folgenden nicht zwischen ihnen

unterschieden wird.

41.1 HS/PC exprimieren die SLAM-Marker

CD244 wird von fast allen humanen HS/PC exprimiert. Im Durchschnitt wurde bei
89,15 % der HS/PC CD244 auf der Oberflache detektiert. Die Werte lagen in einem
Bereich von 75,6-98,96 % (n=16) (Tab.: 4.1; Bsp. in Abb.: 4.2 a untere Reihe,
rechtes Bild). Bei solch hohen Werten kann man davon ausgehen, dass alle HS/PC
CD244 exprimieren. Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der CD244" HS/PC war
im Durchschnitt um den Faktor 4,52 (+ 1,79) gegeniber den CD244 HS/PC erhght.
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Der Marker CD48, der im murinen System ausschlie3lich von oligopotenten
Vorlauferzellen exprimiert wird, wurde im humanen HS/PC-Kompartiment von einer
kleinen Subpopulation exprimiert (im Durchschnitt 2,42 %, die Werte bewegten sich
in einem Bereich von 0,64-4,5 %) (n=25) (Tab.: 4.1; Bsp. in Abb.: 4.2 a untere Reihe,
mittleres Bild). Die MFI dieser Subpopulation war gegeniber den restlichen HS/PC
im Durchschnitt um Faktor 16,53 (+ 14,18) erhoht.

Der dritte Marker des SLAM-codes, CD150, wird ebenfalls von einer kleinen
Subpopulation exprimiert. Diese Suppopulation von CD34/CD150"-Zellen wurde bei
allen untersuchten Praparaten (n=72) detektiert. Im Durchschnitt exprimieren 5,53 %
der HS/PC CD150 und die Werte erstreckten sich tber einen Bereich von 0,5-25,8 %
(Tab.: 4.1; Bsp. Abb.: 4.2 a untere Reihe, rechtes Bild). Die Subpopulation wies im
Durchschnitt eine Steigerung der MFI um Faktor 21,27 (+ 10,93) auf. Die Expression
von CD150 durch humane HS/PC und die GroRe der CD48"-Subpopulation wird in
der Literatur kontrovers diskutiert. Da neben CD34 aber auch CD133 als Antigen fur
eine immunomagnetische Aufreinigung von humanen HS/PC standardmalig

eingesetzt wird, beide Populationen aber nicht vollstandig identisch sind, wurde
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Abb. 4.2: Expression von SLAM-code-Markern

Die Oberflachenexpression der drei SLAM-Marker CD150, CD48 und CD244 wurde auf
humanen HS/PC nach Anreicherung mittels anti-CD34 Antikdrper, die mit Magnetpartikel
konjugiert waren, durchflusszytometrisch analysiert. a) Reprasentative Messung der drei Marker
und Isotypkontrolle auf CD34"-HS/PC. b) Zellen derselben Probe wurden entweder mit anti-
CD34 oder mit anti-CD133 und zusatzlich entweder mit anti-CD150 oder anti-CD48 markiert.
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CD150 CD48 CD244 CD46

(n=72) (n=25) (n=16) (n=9)

Median 3,28 1,43 89,95 98,94
Bereich 0,5-25,8 0,64-4,5 75,6-98,96 95,43-99,93

Mittelwert 5,53 2,42 89,15 98,39

Tab. 4.1: Oberflachenexpression auf HS/PC

Der prozentuale Anteil der CD34"-HS/PC, die den jeweiligen Marker auf ihrer Oberflache
exprimieren, wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Die untersuchten HS/PC stammten aus 54
Nabelschnurblutproben und 18 Leukaphereseprodukten von Leukamiepatienten, die urspriinglich
fur eine autologe Stammzelltransplantation vorgesehen waren.

uberpruft, ob CD150 und CD48 auch von CD133*-Zellen exprimiert werden. Beide
SLAM-Proteine konnten durchflusszytometrisch auf CD133"-Zellen nachgewiesen
werden (Bsp. in Abb.: 4.2 b). Die GroRen der jeweiligen Subpopulationen
unterschieden sich nicht von einander, unabhéngig davon ob nun CD34 oder CD133
zur Markierung von HS/PC verwendet wurde. Die MFI war um den Faktor 11,43 (+
3,86) fur CD150 und 3,89 (+ 0,91) gestiegen.

4.1.2  Subpopulationen humaner HS/PC lassen sich nic
SLAM-codes definieren

ht aufgrund des

Der Befund, dass offensichtlich alle HS/PC CD244 exprimieren, lasst bereits darauf
schlieBen, dass der murine SLAM-code nicht auf die humane Hamatopoese
anwendbar ist. Eine Koexpression von CD244 und CD150, wie sie von den
Ergebnissen der Phanotypisierung abgeleitet werden kann, ist bei murinen HS/PC
nicht nachweisbar. Um diesen Verdacht zu erharten, wurde die Koexpression von
CD150 und CD244 auf humanen HS/PC untersucht. Wie erwartet zeigte sich, dass
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Abb. 4.3: SLAM-code bei humanen HS/PC

Humane CD34"-HS/PC wurden durchflusszytometrisch auf die Anwendbarkeit des SLAM-codes
hin untersucht. Die Zellen wurden mit anti-CD34-Antikrpern und je zwei weiteren Antikdrpern
markiert. Gezeigt wird die Expression der jeweils angegebenen Marker auf den zuvor als CD34"
detektierten Zellen. a) Reprasentative Messung der Koexpression von CD48 und CD150 bzw.
CD244 und CD150 auf humanen HS/PC. b) Reprasentative Messung der Koexpression von
CD38 und CD150 bzw. CD48 auf humanen HS/PC. a+b) Gezeigt werden je 1 von 3
unabhéngigen Messungen.

alle CD150"-Zellen auch CD244 exprimieren (Bsp. in Abb.: 4.3 a rechtes Bild). Eine
weitere Kombination, die der SLAM-code nicht zulasst, ist die Koexpression von
CD150 und CD48. Im Gegenteil, hierbei handelt es sich um die beiden SLAM-
Marker, die von den zwei KSL-Zelltypen exprimiert werden, die bezuglich ihres
Entwicklungsstadiums am weitesten voneinander entfernt sind. Im humanen HS/PC-
Kompartiment konnten hingegen Zellen nachgewiesen werden, die beide SLAM-
Marker koexprimieren (Bsp. in Abb.: 4.3 a linkes Bild). Somit ist belegt, dass zwar
alle drei SLAM-code-Marker auch von humanen HS/PC exprimiert werden, der
SLAM-code, wie er in der murinen Hamatopoese auftritt, jedoch nicht auf das

humane System Ubertragen werden kann. Zwar findet der SLAM-code bei humanen
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HS/PC keine Anwendung, doch stellte sich trotzdem die Frage, ob die Expression
der beiden SLAM-Marker CD48" und CD150" fiir eine Unterscheidung von humanen
Stamm- oder Vorlauferzellen herangezogen werden kann. Humane HSC sind hoch
angereichert in der CD34"/CD38"- Subpopulation, wahrend man HPC hauptséchlich
im CD34%/CD38"-Kompartiment vorfindet. Um zu Uberprifen, ob es sich bei den
detektierten SLAM-Subpopulationen um HSC oder HPC handelt, wurde die
Koexpression der SLAM-Marker mit CD38 untersucht. Beide SLAM-Marker, CD150
und CD48, wurden von den analysierten CD34"-Zellen mit CD38 koexprimiert (Bsp.
in Abb.: 4.3 b). Dies lasst den Schluss zu, das sowohl CD150 als auch CD48 Marker
fur humane HPC darstellen.

4.2 Differenzierungspotential der CD34 */CD150"-HPC

Da das Transmembranprotein CD150 nicht nur einen Marker fur murine HSC
darstellt, sondern auch als Rezeptor fiir das MV fungiert, kommt der CD34"/CD150"-
Subpopulation besondere Aufmerksamkeit zu. Nach der phanotypischen
Identifizierung, sollten funktionelle Analysen zeigen, ob sich diese Subpopulation von

den CD150-HS/PC bezlglich ihres Differenzierungspotentials unterscheidet.

421 CD34'/CD150"- und CD34 */CD150-Zellen differenzieren

gleichermal3en in vitro

Zunachst wurde das Differenzierungspotential dieser Subpopulation in vitro im
Kolonienwachstumsexperiment (colony forming assay (CFA)) ermittelt. Hierbei
wurden je 400 CD34"-Zellen, die aus Nabelschnurblut aufgereinigt und anschlieRend
durchflusszytometrisch in eine CD150"- und eine CD150- Fraktion aufgetrennt
wurden, in einem methylzellulosehaltigem Medium ausgesat und 14 Tage bei 37C/5
% CO; inkubiert. Dieses Medium enthielt die Zytokine SCF, GM-CSF, IL-3 und EPO,
die es den ausgesaten HPC erlauben zu proliferieren und zu myeloiden
Vorlauferzellen zu differenzieren. Durch die semisolide Konsistenz der
Methylzellulose bei 37C konnen sich teilende Zelle n nicht voneinander entfernen,
was Uber 14 Tage hinweg zur Bildung von Kolonien fuhrt, die dann bestimmt und
ausgezahlt werden kdénnen. HSC koénnen in dieser kurzen Inkubationszeit nicht zur

Koloniebildung beitragen. Bei der Auszahlung wurde zwischen Kolonien erythroider
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Abb. 4.4: Kolonienwachstum von CD150 - und CD150 *-HS/PC

Humane HS/PC wurden durchflusszytometrisch in eine CD34"/CD150-Fraktion (schwarze Balken)
und eine CD34°/CD150"-Fraktion (weiRe Balken) sortiert. Von beiden Fraktionen wurden je 400
Zellen in 1ml Methylzellulosemedium ausgesat und bei 37T kultiviert. Die Kolonienzahl wurde nach
14 Tagen inkubation bestimmt und die jeweilige Kolonienzahl, die von der CD34'/CD150"-Fraktion
gebildet wurde als 100% gesetzt. Jeder CFA wurde im Dreifachansatz durchgefiihrt. Die Grafik zeigt
die Mittelwerte mit Standardabweichungen (Fehlerbalken) von drei unabhéangigen Experimenten.

Vorlauferzellen (bulk forming units-Erythrocyte; BFU-E bzw. colony forming unit-
Erythrocyte; CFU-E), und den Kolonien aus anderen myeloiden Vorlauferzellen,
unterschieden. Die myeloiden Kolonien bestehen entweder aus granulozytéren-
makrophagen Vorlauferzellen (CFU-GM), granuolozytaren Vorlauferzellen (CFU-G),
makrophagen Vorlauferzellen (CFU-M) oder aus multipotenten granulozytaren,
erythroiden, monozytaren und megakaryozytdren Vorlauferzellen (CFU-GEMM).
Beide Fraktionen, sowohl CD150"- als auch CD150-humane CD34"-Zellen
entwickelten sich im CFA zu myeloiden und erythroiden Kolonien (Abb.:4.4).
Normalisiert man die Werte der drei unabhangigen Experimente, die jeweils im
Dreifachansatz durchgefiihrt wurden, indem man die Kolonienzahl der jeweiligen
CD347/CD150-Population als 100 % nimmt, zeigt sich eine durchschnittlich
geringere Anzahl an Kolonien bei den ausgesaten CD34'/CD150"-Zellen. Betrachtet
man die Gesamtzahl der Kolonien, so bilden CD34"/CD150"-Zellen nur 51,67 % so
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viele Kolonien wie die CD34"/CD150™-Zellen. Mit einem p-Wert von 0,0604 ist dieser
Unterschied jedoch statistisch nicht signifikant. Auch der Unterschied bei der Anzahl
der erythroiden Kolonien, CD34'/CD150"-Zellen bilden 46,45 % weniger, ist mit
einem p-Wert von 0,1212 statistisch nicht signifikant. Der einzige signifikante
Unterschied lasst sich bei der Anzahl der myeloiden Kolonien errechnen.
CD34/CD150"-Zellen bildeten 48,93 % weniger myeloide Kolonien aus. Fur diese

Differenz wurde ein p-Wert von 0,042 errechnet.

4.2.1 Beide Subpopulationen differenzieren zu Lymph  ozyten in vivo

Die Ergebnisse des CFA zeigen zwar, dass beide Fraktionen, CD150" und CD150,
in myeloide und erythroide Vorlauferzellen differenzieren kdnnen, sagen aber nichts
Uber das Differenzierungspotential beztglich der lymphoiden Linie aus. Des Weiteren
ist der in vitro-Versuch zwar ein nutzliches Mittel, doch spiegelt er die Komplexitat der
Hamatopoese in vivo nur sehr unzureichend wieder. Besonders die Interaktion
zwischen der Nische der HS/PC im Knochenmark und den HS/PC findet kaum
Berucksichtigung. Eine Methode die humane H&amatopoese im Experiment
naturgetreuer zu untersuchen bietet eine Xenotransplantation humaner HS/PC. Bei
diesem Transplantationsexperiment kann dariiber hinaus auch die Differenzierung in
lymphoide Zellen untersucht werden. Im Zuge der Transplantationsexperimente
wurden Zellen aus der jeweiligen Fraktion in die Schwanzvene subletal
gammabestrahlter NOD/SCID-IL2Ry"-Mause injiziert. Da die Ma&use kein
funktionierendes adaptives Immunsystem besitzen und auch die Funktion von
Makrophagen und dendritischen Zellen gestort ist, werden sie flr
Xenotransplantationen benutzt (Ishikawa et al, 2005). Die humanen HS/PC migrieren
nach Injektion ins periphere Blut zu den lymphatischen Organen, vor allem ins
Knochenmark, wo sich ihre Nische befindet (Dar et al, 2006). Dort angekommen sind
sie in der Lage die Maus zu rekonstituieren, d.h. Hamatopoese zu etablieren. HSC
werden durch ihre Fahigkeit der Langzeitrekonstitution definiert, wahrend 12 Wochen
nach Transplantation mit HPC nur noch ein geringer Anteil der Leukozyten (CD45")
in der Maus humanen Ursprungs sind. In zwei Experimenten wurden je einer Maus
3x10* bzw. 1,5x10* CD34*/CD150- bzw. CD34*/CD150*-Zellen injiziert. Nach 12
Wochen wurden die Milz und das Knochenmark prapariert und der Anteil humaner

Leukozyten durchflusszytometrisch in beiden Organen bestimmt. Zusatzlich wurde
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Abb. 4.5: Rekonstitution bestrahlter NOD/SCID-Mause durch CD150 *- bzw. CD150 - HS/PC

NOD/SCID-Mausen wurde nach Bestrahlung mit einer Intensitét von 2,5Gy entweder CD34/CD150 -
HS/PC (schwarze Balken) oder CD34"/CD150"-HS/PC (weiRe Balken) in die Schwanzvene injiziert.
12 Wochen nach der Transplantation wurden jeweils die Milz und das Knochenmark prapariert und
der Anteil an humanen Zellen durchflusszytometrisch ermittelt. a) Humane, myeloide Zellen in den
beiden lymphatischen Organen wurden mittels Immunfarbung mit anti-CD45- und anti CD14-
Antikérper nachgewiesen. b) Humane, lymphoide Zellen in den beiden lymphatischen Organen
wurden mittels Immunfarbung mit anti-CD45- und anti CD19-Antikérper nachgewiesen. a+hb)
Ergebnisse eines von zwei Experimenten.

bestimmt, ob sich humane Zellen der lymphoiden und myeloiden Linie entwickelt
hatten. Dazu wurde die Oberflachenexpression von CD19 (lymphoide Linie) und
CD14 (myeloide Linie) gemessen. Beide Zellfraktionen waren in der Lage, in beide
Linien zu differenzieren (Abb.: 4.5). Auffallig war, dass besonders im Knochenmark
der Anteil humaner Zellen bei den Mausen, die mit CD34'/CD150"-Zellen
transplantiert wurden, geringer war. Eine statistische Auswertung dieses
Unterschiedes konnte zwar aufgrund der Anzahl der Experimente (n=2) nicht
durchgefiihrt werden, jedoch passt dieser Befund gut zur vorherigen
Phéanotypisierung der CD34"/CD150"-Zellen als HPC.

4.3 Infektion von HS/PC mit MV

Im Gegensatz zum wildtypischen MV, das ausschliel3lich CD150 als bekannten
Rezeptor besitzt, ist das attenuierte MV in der Lage Zellen zusatzlich auch via CD46
zu infizieren (Yanagi et al, 2006). CD46 wird als Teil des Komplementsystems von

allen kernhaltigen Zellen exprimiert, so auch von humanen HS/PC (Liszewski et al,
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1991). Im Durchschnitt wurden 98,39 % (= 1,56) der HS/PC im Durchflusszytometer
positiv auf CD46 getestet, mit einer durchschnittlichen Erh6hung der MFI um Faktor
6,26 (+ 1,94). (Tab.: 4.1, Bsp.: Abb.: 4.6 a rechtes Bild). Da im Gegensatz dazu nur
ein geringer Prozentsatz der HS/PC CD150 exprimiert (Tab.: 4.1, Beispiel in Abb.:
4.6 a mittleres Bild), wurde die Infektionsrate bei HS/PC mit einem eGFP-
exprimierendem wildtypischem bzw. attenuiertem Virus durchflusszytometrisch
ermittelt. Zwei Tage nach Infektion waren im Durchschnitt 61.65 % (Faktor der MFI-
Steigerung im Mittel: 68,55 (+ 43,92)) der HS/PC mit dem attenuierten ED-eGFP und
4.02 % (Faktor der MFI-Steigerung im Mittel: 143,27 (x 126,75)) mit dem
wildtypischen 1C323-eGFP-Stamm infiziert (Bsp.: Abb. 4.6 b). Dieser Unterschied ist
mit einem p-Wert von 0,001 statistisch hdchst signifikant. Die Infektionsraten mit dem
wildtypischem 1C323-eGFP waren so gering, dass die Annahme, dass nur die
CD150"-HS/PC infiziert wurden, nahe lag. Andererseits ist vom wildtypischen MV
auch bekannt, dass es zu einem geringen Prozentsatz auch CD150-Zellen, wie z.B.
Endothelzellen, infizieren kann (Hashimoto et al, 2002). Um die Rezeptor-
abhangigkeit der Infektion bei HS/PC genauer zu untersuchen wurden diese wie
beschrieben beziglich ihrer CD150-Expression fraktioniert und die Fraktionen fur 1h
bei 37C dem wildtypischen IC323-eGFP ausgesetzt. D a die Anzahl an CD150"-HPC
nach der Aufreinigung zu gering war, um anschlielende durchflusszytometrische
Analysen durchzufihren, wurden die Zellen im CFA eigesetzt. Nach 14 Tagen
Kultivierung waren die entstandenen Kolonien zwar selbst nicht eGFP-positiv, aber
zum Teil von kleineren eGFP-positiven Zellaggregaten umgeben. Diese
Beobachtung wurde sowohl bei Kolonien gemacht, die aus CD150"-HPC (Abb.: 4.7
b), als auch bei denen, die aus CD150-HS/PC entstanden (Abb.: 4.7 c). Als Kontrolle
wurden unfraktionierte CD34"-HS/PC MOCK-exponiert. Bei den Kolonien des
MOCK-Kontrollexperiments wurden weder GFP-Signale detektiert, noch die Kolonien
umgebende Zellaggregate beobachtet (Abb.:4.7 a). Diese Befunde legen den
Schluss nahe, dass MV HS/PC zumindest in vitro durchaus auch CD150-unabhéangig
infizieren kann. Fur gewdhnlich infiziert MV Zellen lytisch und verursacht in Zellkultur
einen ausgepragten zytopathischen Effekt der zum Zelltod fuhrt. Dieser Effekt konnte
bei humanen HS/PC nicht beobachtet werden. ED- und 1C323-exponierte Zellen
wurden 2 Tage nach Exposition mit 7AAD geféarbt und der prozentuale Anteil toter

Zellen durchflusszytometrisch ermittelt.
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Abb. 4.6: Masernrezeptoren und Maserninfektion bei humanen HS/PC

a) Die Oberflachenexpression der beiden bekannten MV-Rezeptoren wurde bei HS/PC
durchflusszytometrisch untersucht. Gezeigt wird je eine reprasentative Messung von 72 (CD150)
(miitleres Bild) bzw. 9 (CD46) (rechtes Bild) Messungen mit dazugehdriger Isotypkontrolle (linkes
Bild). b) HS/PC wurden mit dem wildtypischen Stamm 1C323-eGFP (mittleres Bild) bzw. dem
attenuierten Stamm ED-eGFP (rechtes Bild) mit einer M.O.l. von 5 infiziert. MOCK-exponierte
HS/PC dienten als Negativkontrolle (linkes Bild). Nach 48h wurde die Infektionsrate anhand der
eGFP-Expression durchflusszytometrisch ermittelt. Gezeigt wird je eines von mindestens drei
unabhéngigen Experimenten.

Dieser unterschied sich nicht signifikant vom prozentualen Anteil toter Zellen im
Kontrollversuch mit MOCK- exponierten HS/PC (Abb.: 4.8 a). Weiterhin wurde
untersucht ob sich 6 Tage nach einer Exposition mit dem Wildtypstamm WTF ein
Einfluss auf die Viabiltat ermitteln lasst. Auch nach 6 Tagen lasst sich kein héherer
Anteil toter Zellen messen als im Versuch mit MOCK-exponierten Zellen (Abb.: 4.8
b). MV beeintrachtigt seine Zielzellen nicht nur im Falle einer Infektion. Fur einige
Effekte auf Zellen genugt allein schon der Kontakt seiner Glykoproteine mit zellularen
Oberflachenmolekilen. T-Zellen, die normalerweise nach einer Antigenprasentation
durch DC stark proliferieren, sind in ihrer Proliferation inhibiert wenn sie zuvor mit

UV-inaktiviertem MV inkubiert wurden. Da Ahnliches fiir die Expansion von HS/PC in
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Abb. 4.7: CFA MV-exponierter CD150 - bzw. CD150"- HS/PC

HS/PC wurden durchfluBytometrisch beziiglich ihrer CD150-Expression getrennt und entweder MOCK
oder dem Wildtypstamm 1C323-eGFP (M.O.l. 5) exponiert. Nach 1h Exposition wurde ungebundenes
Virus durch Zentrifugieren und Resuspendieren in frischem Medium entfernt und die Zellen im CFA
eingesetzt. Gezeigt werden entstandene Kolonien aus a) MOCK-exponierten HS/PC, b) 1C323-eGFP-
exponierten CD150"-HPC und c) 1C323-eGFP-exponierten CD150-HS/PC a-c) Reprasentative Bilder
mindestens dreier unabhangiger Experimente

vitro noch nicht untersucht wurde, wurden HS/PC CFSE markiert, fur 1 h wild-
typischem WTF exponiert und anschlieend in BBMM kultiviert, das die Zytokine
SCF (50 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml), TPO (10 ng/ml) und flt3-Ligand (10
ng/ml) enthielt. Die Proliferationsrate wurde 2 bzw. 6 Tage nach Virusexposition
durchfluf3zytometrisch analysiert. Nach 2 Tagen, ein Zeitraum, indem man ca. einen
Zellteilungszyklus erwarten kann, ist der Verlust an Fluoreszenzintensitat, der sich
dadurch ergibt, dass das CFSE wahrend der Zellteilung auf die Tochterzellen
aufgeteilt wird, bei MOCK- und virusexponierten HS/PC gleich stark (Abb.: 4.8 ¢
linkes Bild). Daraus lasst sich ableiten, dass die Zellen in beiden Ansatzen eine
gleiche Proliferationsrate haben. Auch 6 Tage nach Infektion ist kein Einfluss der
MV-Exposition auf die Proliferation der HS/PC in vitro zu sehen (Abb.: 4.8 c rechtes
Bild).
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Abb. 4.8: Viabilitat und Proliferation von HS/PC ma  ch MV-Exposition

Die Viabilitdt und die Proliferation von HS/PC wurde nach einstiindiger MV-Exposition und anschlieRender
Kultivierung in BBMM +SCF/IL-3/IL-6/TPO/fIt3L durchflusszytometrisch analysiert. a) HS/PC wurden MOCK-
(links), 1C323-eGFP- (M.O.l. 5, mittig) oder ED-eGFP- (M.O.l. 5, rechts) exponiert. 2 Tage nach Exposition
wurden die Zellen mit 7AAD gefarbt und der Anteil toter Zellen ermittelt. b) HS/PC wurden MOCK- (links)
bzw. WTF-exponiert (rechts) und nach 6 Tagen wurden die Zellen mit 7AAD gefarbt und der Anteil toter
Zellen ermittelt. ¢) HS/PC wurden mit CFSE markiert und die Fluoreszenzintensitat bei einem Teil der Zellen
sofort gemessen. Die restlichen Zellen wurden anschlieRend MOCK- bzw. WTF-exponiert (M.O.1. 5). An Tag
2 (links) und 6 (rechts) nach Exposition wurde erneut die Fluoreszenzintensitat der Zellen gemessen und im
Vergleich zur Tag 0-Messung dargestellt. Tag 0 = durchgezogene Linie, MOCK = gestrichelte Linie, WTF =
gepunktete Linie a+b) Reprasentative Messungen je dreier unabhangiger Experimenten
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4.1 Interaktion der Stammzellnische mit MV

Nachdem die Infizierbarkeit der HS/PC mit MV nachgewiesen werden konnte, stellte
sich die Frage nach einer mdoglichen Interaktion des Virus mit der HS/PC-Nische.
Stromazellen im Knochenmark bilden die Nische der HS/PC und sorgen unter
anderem durch die Sekretion von Zytokinen fir eine Umgebung, in der HSC
einerseits ihr undifferenziertes Stadium erhalten kdnnen, aus der sie anderseits aber
auch Hamatopoese initieren (Greenberger, 1991). Eine Voraussetzung fur die
Infektion von HS/PC in vivo ware, dass das Virus Zugang zu dieser Nische hat und
hier auch auf Zielzellen trifft, in denen es replizieren kann. In vitro sollte deshalb die
Infizierbarkeit von Knochenmarksstromazellen und die Transmission von MV
zwischen Knochenmarksstromazellen und HS/PC untersucht werden. Dariber
hinaus sollte auch die Transmission von MV von infizierten Lymphozyten zu HS/PC
bzw. Knochenmarksstromazellen analysiert werden, was fur das MV eine mogliche

Route zur HS/PC-Nische in vivo darstellen kdnnte.

411 MV infiziert Knochenmarksstromazellen

Knochenmarksstromazellen wurden zunéchst in 6-Lochplatten bis zur 70-100 %
Konfluenz kultiviert und anschlieRend mit IC323-eGFP oder ED-eGFP mit einer MOI
von 2 fur 1 h infiziert. Der attenuierte Stamm ED-eGFP infizierte die Stromazellen
sehr effizient. Die Infektion breitete sich innerhalb von drei Tagen Uber die gesamte
Stromazellkultur aus und fuhrte im weiteren Verlauf zur lytischen Zerstérung der
Zellen (Abb.: 4.9 a). Im Gegensatz dazu war die Infektion mit dem wildtypischen
Stamm 1C323-eGFP weniger effizient. Die Ausbreitung der Infektion schritt kaum
bzw. nur sehr langsam voran. Selbst nach 20 Tagen war ein Grof3teil der Zellen
uninfiziert geblieben (Abb.: 4.9 b). Ein lytischer Verlauf der Infektion war nicht zu
beobachten. Im Gegenteil, die infizierten Zellen lebten auch noch nach 20 Tagen, so
dass man von einer persistenten Infektion der Stromazellen sprechen kann. Der
fehlende zytopathische Effekt nach IC323-Infektion warf die Frage nach der Rolle
der MV-Rezeptoren auf. Es ist bekannt, dass MV Zellen in vitro und in vivo auch
CD150- und CD46-unabhéangig infizieren kann, und dass in diesem Fall in vitro die
Synzytienbildung ausbleibt. Deshalb wurde die Expression der beiden Rezeptoren
sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene untersucht. Fir die Analyse der
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Abb. 4.9: MV-Infektion von Knochenmarksstromazellen

Knochenmarksstromazellen wurden in 6-Lochplatten kultiviert. Nachdem der Zellrasen konfluent
war, wurden die Zellen fur 1h in serumfreiem Medium mit MV (M.O.l. 2) infiziert. Anschliel3end
wurde das Fortschreiten der Infektion zu den angegebenen Zeitpunkten mikroskopisch analysiert.
a) Infektion mit dem attenuierten Stamm ED-eGFP. b) Infektion mit dem wildtypischem Stamm

IC323-eGFP a+b) Reprasentative Abbildungen 13 unabhangiger Experimente.

MRNA wurde aus Stromazellen isolierte RNA mit Hilfe von oligo-dT-Primern in cDNA
revers transkribiert. Diese cDNA wurde anschlieRend benutzt, um mittels PCR zu
untersuchen, ob sich urspringlich CD150- bzw. CD46-mRNA in den Zellen befand.

So konnte der Nachweis erbracht werden, dass Knochenmarksstromazellen zwar wie
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Abb. 4.10: mRNA-Nachweis von CD150 und CD46 in Knoc henmarksstromazellen

Durch RT-PCR wurde untersucht, ob sich in den RNA-Praparationen von verschiedenen
Knochenmarksstromazellenproben mRNA von CD150 bzw. CD46 nachweisen lieR. RNA aus
BJAB-Zellen wurden als Positivkontrolle fir beide Nachweise benutzt. Gezeigt wird die

elektrophoretische Analyse von PCR-Produkten im 1 % Agarosegel.

B95a Stroma b B95a Stroma

Abb. 4.11: Nachweis von CD150 und CD46 in Knochenma rksstromazellen

Isotyp
Isotyp

CD150
CD46

Knochenmarksstromazellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert und mit Triton X permeabilisiert,
bevor sie fur Immunfluoreszenzaufnahmen mit Antikérpern inkubiert wurden. B95a-Zellen dienten
als Positivkontrolle in beiden  Experimenten. a) Nachweis von CD150 bei
Knochenmarksstromazellen mit dem Antikérper 1PO3 b) Nachweis von CD46 bei
Knochenmarksstromazellen mit dem Antikorper 10/88 a+b) Je eine reprasentative Aufnahme

dreier unabhangiger Experimente
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alle kernhaltigen Zellen CD46, nicht jedoch CD150 exprimieren, dessen Expression
bisher auch nur fiir hamatopoetische Zellen beschrieben wurde (Abb.: 4.10). Das
Vorhandensein bzw. Fehlen von mRNA ist zwar bereits ein Nachweis beziglich der
Prasenz des jeweiligen Proteins, trotzdem wurde auch ein direkter Nachweis durch
Immunofluoreszenzfarbung durchgefihrt. Hierzu wurden Knochenmarksstromazellen
mit den Antikérpern IPO3 (Maus anti-hCD150), 10/88 (Maus anti-hCD46) oder 114
(Maus 1gG; als Isotypkontrolle) tber Nacht bei 4C inkubiert. Nach anschlieRendem
dreimaligem Waschen wurden die Proben mit dem sekundaren Antikdrper anti-Maus
IgG1, an den der Farbstoff Alexa-488 konjugiert war, fir 1 h bei 4C inkubiert, um
gebundenen Primarantikérper zu detektieren. Die RT-PCR-Ergebnisse bestatigend,
konnte CD46 (Abb.: 4.11 b) aber nicht CD150 (Abb.: 4.11 a)
fluoreszenzmikroskopisch bei Knochenmarksstromazellen nachgewiesen werden.
Durch Rezeptorblockierung wurde nun untersucht, ob die Infektion der
Knochenmarksstromazellen durch die beiden MV-Stamme rezeptorabhangig war.
Die Knochenmarksstromazellen wurden fur 1 h mit IPO3, B97 (anti-CD46) oder 114
(IgG;-Isotypkontrolle) in einer Konzentration von 20 ng/ml bei 37T prainkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen mit einer M.O.l. von 2 infiziert. Mit IPO3
prainkubierte Zellen wurden mit dem Wildtypstamm [C323-eGFP, mit B97
prainkubierte Zellen mit dem attenuierten Stamm ED-eGFP infiziert. In beiden Fallen
dienten Zellen, die mit dem Isotyp inkubiert wurden als Negativkontrolle und die
Zelllinie VerohSLAM bzw. Vero als Positivkontrolle fur das Experiment. Die beiden
Zelllinien wurden aufgrund ihrer guten Infizierbarkeit und des schnellen Iytischen
Verlaufs nur mit einer M.O.l. von 0,1 infiziert. Der jeweilige Antikdrper war auch
wahrend der einsttindigen Infektion und in den Tagen nach Infektion durchgehend im
Medium vorhanden. Im Falle des ED-Stammes war die Infektion der Zellen in der Tat
CD46-abhangig. Durch die Inkubation mit dem blockierenden anti-CD46-Antikorper
vor, wahrend und nach der Infektion wurde die Infektionrate reduziert (Abb.: 4.12 a).
Im Gegensatz dazu hatte eine Inkubation mit anti-CD150-Antikérpern keinen Einfluss
auf die Infektionseffizienz und den Infektionsverlauf des wildtypischen IC323-eGFP
(Abb.: 4.12 b). Der Infektionsverlauf des ED-eGFP verédnderte sich in Anwesenheit
des anti-CD46-Antikorpers jedoch im Vergleich zu der Infektion in antikbrperfreiem
bzw. isotyphaltigem Medium (Abb.: 4.9a und Abb.: 4.12c). Wahrend ED-eGFP in
Anwesenheit des Isotyps weiterhin in den ersten 2 Tagen das gesamte Stroma
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Abb. 4.12: Blockieren der Infektion

Durch den Einsatz der blockierenden
Antikorper B97 (anti-CD46) und IPO3 (anti-
CD150) wurde untersucht, ob die Infektion
von Stromazellen mit ED-eGFP bzw.
IC323-eGFP blockiert werden kann und
somit CD46- bzw. CD150-abhéngig ist.

a) Stromazellen (obere Reihe) und Vero-
Zellen (untere Reihe) wurden vor, wahrend
und nach der Infektion mit ED-eGFP (M.O.1.
2) mit B97 bzw. einer Isotypkontrolle (beide
20ng/ml)  inkubiert.  Gezeigt  werden
beispielhaft Bilder 3 Tage nach Infektion
von einem von 3 unabhangigen
Experimenten.

b) Stromazellen (obere Reihe) und Vero-
hSLAM-Zellen (untere Reihe) wurden vor,
wahrend und nach der Infektion mit IC323-
eGFP (M.O.l. 2) mit IPO3 bzw. einer
Isotypkontrolle (beide 20ng/ml) inkubiert.
Gezeigt werden beispielhaft Bilder 3 Tage
nach Infekton wvon einem von 2
unabhéngigen Experimenten.

c) Gezeigt werden Stromazellen von
Experiment a am Tag 13 nach Infektion.
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Abb. 4.13: Virustiter von Stromazellkulturiiberstand en

Knochenmarksstromazellen wurden in 6-Lochplatten kultiviert und bei Erreichen der Konfluenz
wurde je ein Napf fur 1 h mit ED-eGFP oder 1C323-eGFP infiziert. AnschlieBend wurde das
Inokulum durch 2 ml frisches Medium je Napf ersetzt. Nach drei Tagen wurde der
Zellkulturiberstand titriert. Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardabweichung von je 4

unabhéngigen Experimenten.

infizierte und die Zellen bereits nach 7 Tagen weitestgehend lytisch zerstorte, konnte
in Anwesenheit von B97 eine verlangsamte und lokale Ausbreitung der Infektion
beobachtet werden. Desweiteren blieb auch in den folgenden 13 Tagen eine Lyse
infizierter Zellen aus (Abb.: 4.12c). Trotz des offensichtlich unterschiedlichen
Infektionsverlaufs zwischen wildtypisch und attenuiert infizierten
Knochnmarksstromazellen sezernierten unter normalen Bedingungen
Knochenmarksstromazellen infektiose Partikel beider MV-Stdmmen ins Medium. Der
Uberstand der infizierten Stromazellen, die zum Zeitpunkt der Infektion konfluent in
dem Napf einer 6-Lochplatte angewachsen waren und anschlielend in 2 ml Medium
kultiviert wurden, enthielt im Schnitt 2,32x10° PFU/ml ED-eGFP bzw. 3,74x10°
PFU/mI IC323-eGFP, was sich statistisch nicht signifikant voneinander unterscheidet
(Abb.: 4.13).

76



Ergebnisse

4.1.2 Knochenmarksstromazellen und HS/PC Ubertragen beide MV

Nachdem gezeigt wurde, dass MV prinzipiell im Knochenmark auf Zielzellen treffen
kann, die anschlie3end infiziert werden kénnen, wurde im Folgenden untersucht, ob
die Transmission von MV zwischen Stromazellen und HS/PC ebenfalls moglich ist.
Dazu wurden zum einen HS/PC entweder mit ED-eGFP bzw. 1C323-eGFP, jeweils
mit M.O.l. 5, infiziert und mit uninfizierten Knochenmarksstromazellen kokultiviert
oder aber uninfizierte HS/PC mit Knochenmarksstromazellen kokultiviert, die
ihrerseits jeweils mit einem der beiden Stamme mit einer MOI von 2 infiziert wurden.
In beiden Fallen und fir beide MV-Stamme wurde 5 Tage nach Beginn der
Kokultivierung Virustransmission nachgewiesen (Abb.: 4.14). Wie auch in den
Einzelexperimenten zeigte sich erneut, dass die Infektion mit dem attenuierten ED-
Stamm bei beiden Zelltypen effizienter war als mit dem wildtypischen 1C323-Stamm,
aber auch die Transmission zum jeweils anderen Zelltyp verlief effizienter mit ED-
eGFP. Daruber hinaus kam es im Fall der ED-eGFP-infizierten Kokulturen zur Lyse
der Zellen, so dass nach 12 Tagen im Gegensatz zur IC323-eGFP-infizierten
Kokulturen kaum noch ein Stroma vorhanden und die Zahl der HS/PC stark reduziert
war (Abb.: 4.15). In den IC323-eGFP-infizierten Kokulturen waren auch noch nach 12
Tagen der Grol3teil der HS/PC und der Stromazellen nicht infiziert und die infizierten
Zellen waren immer noch vital. Erneut etablierte sich in vitro eine persistente

Infektion.

4.1.1 Infizierte Lymphozyten kbnnen MV auf Stromaze llen Gbertragen

Da Stromazellen und HS/PC offensichtlich empfanglich fir eine MV-Infektion sind,
galt es die Frage zu klaren, wie das Virus ins Knochenmark und so zu den
Stromazellen bzw. HS/PC gelangen konnte. Es ist aus Versuchen mit Makaken
(Macaca fascicularis) bekannt, dass sowohl infizierte B- als auch T-Zellen im
Knochenmark vorgefunden werden kénnen (de Swart et al, 2007). In einer weiteren
Studie konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass sich nur wildtypisches MV
erfolgreich in den Tieren ausbreitet und Lymphozyten infiziert, die dann in
lymphatische Gewebe migrieren (de Vries et al, 2010). Dieser Befund gibt einen
Hinweis darauf, wie MV in vivo in die Nische gelangen kénnte und dort HS/PC

infizieren konnte. Diese Hypothese sollte untersucht werden, indem die Transmission
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Abb. 4.14: Virustransmission zwischen HS/PC und Kno chenmarksstromazellen

Knochenmarksstromazellen und HS/PC wurden nach Infektion eines der beiden Zelltypen
kokultiviert und die Transmission von MV zum jeweils anderen Zelltypen fluoreszenzmikroskopisch
bestatigt (siehe Pfeile). a) HS/PC wurden mit ED- bzw. 1C323-eGFP ( M.O.l. 5) infiziert und mit
uninfizierten Knochenmarksstromazellen kokultiviert. b) Kokulturen in denen
Knochenmarksstromazellen infiziert (M.O.l. 2) wurden. a+b) Je eine reprasentative Aufnahme von

Tag 5 der jeweiligen Kokultur. Je ein Beispiel je dreier unabhangiger Experimente.

ED-eGFP IC323-eGFP

Abb. 4.15: Zerstérung des Stromas nach ED-eGFP-Tran  smission in Kokultur

Mit fortschreitender Dauer der Kokultivierung waren bei den mit ED-eGFP infizierten Kokulturen
Zerstérungen des Stromas zu beobachten, mit denen ein Verlust an HS/PC einherging.
Beispielaufnahmen von Kokulturen an Tag 12. HS/PC wurden mit IC323-eGFP bzw. ED-eGFP
mit M.O.I. 5 infiziert und mit uninfizierten Knochenmarksstromazellen kokultiviert.
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von wildtypischem 1C323-eGFP von infizierten Lymphozyten in vitro gezeigt wird. In
Kokultivierungsexperimenten wurde zunéchst die MV-Transmission von PMA/Iono
praaktivierten und infizierten primaren T-Zellen bzw. infizierten BJAB-Zellen auf
Stromazellen analysiert. Die Lymphozyten wurden fur eine Stunde mit einer MOI von
0,5 infiziert. AnschlieBend wurde ungebundenes Virus durch Waschen mit PBS
entfernt und die Lymphozyten zu den Knochenmarksstromazellen gegeben. Bei
Kokulturen mit direktem Kontakt zwischen den zwei Zelltypen konnten infizierte
Stromazellen bereits 24 h nach Beginn der Kokultivierung detektiert werden und die
Infektion breitete sich in den darauf folgenden 7 Tagen in der Stromazellkultur aus
(Abb.: 4.16 a + b jeweils linke Spalte). Die Transmission des Virus von T-Zellen zu
den Stromazellen war dabei effektiver als bei BJAB-Zellen. Es wurden in derselben
Zeit mehr Stromazellen durch infizierte T-Zellen infiziert als durch BJAB-Zellen.
Weiterhin wurde untersucht, ob es in vitro eines direkten Zell-Zell-Kontakts bedarf um
die CD150-Zellen zu infizieren. Um zu klaren, ob ein direkter Kontakt zwischen den
infizierten Lymphozyten und den Stromazellen fir die Virustransmission notwendig
ist, wurden mit wildtypischem MV infizierte T-Zellen durch einen Filter mit 4 pm
PorengrofRe getrennt von den Knochenmarksstromazellen im selben Napf kultiviert,
sodass nur freie Viruspartikel zu den Stromazellen diffundieren konnten. Bei diesem
Versuchsaufbau konnten zwar ebenfalls infizierte Stromazellen detektiert werden,
allerdings erst zwischen Tag 4 und 9 nach Beginn der Kokultivierung (Abb.: 4.16 a
rechte Spalte). Im weiteren Verlauf breitet sich die Infektion langsam unter den
Stromazellen aus. Da Stromazellen das Zytokin SDF-1 sekretieren kdnnen, das
Lymphozyten chemotaktisch anzieht, wurden alle Napfe dahingehend untersucht, ob
infizierte T-Zellen durch den Filter migriert sind. In keinem der drei unabhangigen
Experimente wurden jedoch infizierte T-Zellen in direktem Kontakt zu den
Knochenmarksstromazellen entdeckt. Dies zeigt deutlich, dass von T-Zellen
freigesetztes MV ausreicht, um Knochenmarksstromazellen zu infizieren. In einem
einmalig durchgefuhrten Experiment, konnte die Virustransmission ohne direkten
Zell-Zellkontakt auch fiur infizierte BJAB-Zellen bestatigt werden (Abb.: 4.16 b rechte
Spalte).
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Abb. 4.16: MV-Transmission von infizierten Lymphozy  ten zu Knochenmarksstromazellen

Lymphozyten wurden mit 1C323-eGFP mit einer M.O.l. von 0,5 infiziert und anschlieBend mit
Knochenmarksstromazellen im Napf einer 6-Lochplatte kokultiviert. Nach erfolgter MV-
Transmission produzierten Knochenmarksstromazellen eGFP. a) Infizierte, préaktivierte T-Zellen
wurden mit direktem Kontakt (linke Spalte) oder durch einen Filter getrennt (rechte Spalte) in einem
Napf mit Knochenmarksstromazellen kokultiviert. b) Gleiches Experiment wie a jedoch mit
infizierten BJAB anstatt T-Zellen. a + b) Je eine reprasentative Aufnahme von 5 (direkter Kontakt)
bzw. 3 (T-Zellen, Filter) unabhangigen Experimenten. Gezeigt werden Aufnahmen von Tag 7
(direkter Kontakt) und Tag 20 (Filter) nach Beginn der Kokultur.

4.1.2 HS/PC werden effizienter durch den Kontakt mi  t infizierten

Lymphozyten infiziert als durch frei  es Virus

Interessanter als die Frage, ob sich die MV-Infektion durch infizierten Lymphozyten
auf die Zellen der HS/PC-Nische MV Ubertragt, ist die Frage, ob das Gleiche auch
direkt fur HS/PC gezeigt werden kann. Dazu wurden erneut praaktivierte, primare T
Zellen bzw. BJAB-Zellen mit IC323-eGFP fur eine Stunde und mit einer M.O.l. von
0,1 infiziert und anschlieBend ungebundene Viruspartikel durch Waschen entfernt.
So behandelte Lymphozyten wurden dann im Verhdltnis 1:1 mit HS/PC in
Suspension im Napf einer 96-Lochplatte kokultiviert. 48 h nach Beginn der
Kokultivierung wurden die Zellen durchflul3zytometrisch analysiert. Es konnten nicht
nur infizierte HS/PC detektiert werden, sondern auch eine viel héhere Infektionsrate,
als sie mit freiem Virus und M.O.l. 5 erreicht wurde (Beispiel Abb.: 4.6 b). Im
Durchschnitt waren nach 48 h Kokultur mit T-Zellen 19.39 % der HS/PC infiziert und
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MOCK IC323-eGFP Abb. 4.17: MV-Transmission von
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Abb. 4.18: Infektionsraten bei HS/PC nach Virustran  smission durch Lymphozyten

HS/PC wurden entweder mit freiem Virus mit einer M.O.l. von 5 infiziert oder mit infizierten,

praaktivierten T-Zellen bzw. BJAB kokultiviert. 48 h nach Infektion bzw. nach Ansetzen der

Kokultur wurde die Infektionsrate durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte mit

Standardabweichungen (Fehlerbalken) von jeweils mindestens 4 unabhangigen Experimente.
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nach Kokultur mit BJAB 20.23 % (Bsp. s. Abb.: 4.17). Im Vergleich zu den mit freiem
Virus durchschnittlich 4,02 % infizierten HS/PC ist dies eine statistisch hoch signifi-
kante Steigerung der Infektionsrate (Abb.: 4.18). Die Berechnung der Signifikanz mit
dem student’s t-Test ergab fir beide Transmissionspfade einen p-Wert von unter
0,01. Eine Infektion sowohl der HS/PC als auch der Stromazellen mit MV, das uber
infizierte Lymphozyten zu diesen gelangt, ist demzufolge nicht nur moglich, sondern

in vitro auch viel effizienter.
4.2 Effekt von MV-Exposition auf die Kolonienbildun g

4.2.1 MV-Exposition wirkt sich nicht auf die Koloni enzahl im CFA aus

Wie bereits beschrieben kann der Kontakt zu viralen Glykoproteinen die Proliferation
von Zellen einschranken. Dafilr ist es nicht notwendig, dass die Zellen CD150
exprimieren. Ebenso wie primére T-Zellen kann man auch bei der CD150™-Zelllinie
Jurkat einen durch MV-Kontakt induzierten Proliferationsarrest nach Stimulation
beobachten (Avota et al, 2001). Da also weder eine Infektion noch die
Oberflachenexpression von CD150 zwingend notwendig ist, um den normalen
Zellzyklus zu stéren, wurde untersucht, ob HS/PC durch die Exposition zu
wildtypischem MV in vitro in ihrem Differenzierungspotential beeintrachtigt werden,
auch wenn die Infektionsrate bei HS/PC mit 4,02 % sehr gering war. Wie in 1.2
beschrieben reifen HPC im CFA zu Kolonien aus myeloiden und erythroiden
Vorlauferzellen aus. HS/PC wurden vor dem Aussaen in methylzellulosehaltigem
Medium 1 h Mock bzw. wildtypischem MV ausgesetzt. Da in den folgenden
Experimenten die Infektion selbst nicht visualisiert werden sollte, wurde der nicht
rekombinante Wildtypstamm WTF eingesetzt. Zunachst wurden CFA mit der
gesamten  CD34'-Population  durchgefilhrt. HS/PC  wurden nach  der
immunomagnetischen Isolierung fir 1 h MOCK- bzw. WTF-exponiert. Anschlie3end
wurde ungebundenes Virus durch Waschen mit PBS entfernt. Nach der MV-
Exposition wurden 400 Zellen/ml wie in 4.2 beschrieben ausgesat. Alle Versuche
wurden im Dreifachansatz durchgefuhrt. Da die Anzahl an Kolonien, die sich aus den
400 ausgesaten HS/PC entwickeln, stark donorabhéngig schwankt, wurden die
Ergebnisse erneut normalisiert, indem die jeweilige MOCK-Kontrolle als 100 %

gesetzt wurde. So normalisiert und zusammengefasst war in den 12 durchgefthrten
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Abb. 4.19: Kolonienbildung nach MV-Exposition

HS/PC wurden fur 1 h entweder MOCK (schwarze Balken) oder WTF (weil3e Balken) exponiert
(M.O.l. 5) bevor je 400 Zellen dann im CFA eingesetzt wurden. Die Anzahl der Kolonien in den
MOCK-Experimenten wurde jeweils als 100 % gesetzt. a) Gezeigt werden Mittelwerte und
Standardabweichungen von 12 CFA mit CD34"-HS/PC aus 8 Nabelschnurblutproben und 4 Proben
von Leukamiepatienten. b) HS/PC aus Nabelschnurblutproben wurden durchflusszytometrisch in
CD150-HS/PC und CD150"-HPC getrennt und nach 1 h MOCK- bzw. WTF-Exposition im CFA
eingesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen dreier unabhangiger

Experimente.
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Experimenten kein Unterschied in der durchschnittlichen Kolonienanzahl zwischen
CFA mit WTF- und MOCK-exponierten Zellen zu erkennen (Abb.: 4.19 a). Die
statistische Auswertung ergab keine Signifikanz fir beobachtete Unterschiede,
weder bei der Gesamtanzahl an Kolonien, noch bei der getrennten Betrachtung von
myeloiden und erythroiden Kolonien. Von den 12 CFA wurden 8 mit HS/PC aus
Nabelschnurblut und 4 mit HS/PC aus peripherem Blut mobilisierter
Leukdmiepatienten durchgefuhrt. Da es bei der Kolonienbildung keinen Unterschied
bezuglich der Herkunft der HS/PC gab, wurden die Ergebnisse wie schon bei der

Phanotypisierung in 4.1 zusammengefasst.

4.2.2 MV-Exposition vermindert die Kolonienzahl CD1  50*-HPC nicht

Es konnte zwar keine Auswirkung der MV-Exposition auf die Kolonienbildung von
HS/PC gezeigt werden, jedoch schlieRen die Experimente in 4.5.1 einen Effekt des
MV auf die Koloniebildung durch die CD150*-Subpopulation der HS/PC noch nicht
aus. Deren Anteil an der Gesamtpopulation ist mit durchschnittlich 5,53 % so gering,
dass eine verminderte Kolonienbildung durch diese Zellen moglicherweise nicht
detektierbar ware, zumal es selbst beim Dreifachansatz zwischen den drei Ansatzen
einer Probe zu Schwankungen in der Kolonienzahl kommt, die gré3er als 5 % sein
konnen. Um trotzdem einen Effekt auf die CD150"-HPC zu untersuchen, wurden
CD34"-HS/PC aus Nabelschnurblut wie bereits beschrieben durchflusszytometrisch
in CD150"-HPC und CD150-HS/PC sortiert und beide Fraktionen getrennt
voneinander untersucht. Wie bereits in 4.2.1 beobachtet, bildeten die 400
ausgesaten Zellen der CD34°/CD150-Fraktion mehr Kolonien aus als die der
CD347/CD150"-Fraktion. Jedoch bilden beide Zellfraktionen sowohl myeloide als
auch erythroide Kolonien aus, egal ob sie vorher MOCK- oder MV-exponiert wurden.
Innerhalb einer Fraktion gab es keinen signifikanten Unterschied in der
Kolonienanzahl zwischen den MOCK- und den MV-exponierten Zellen (Abb.: 4.19 b).
Die MV-Exposition hat demzufolge in vitro weder einen Effekt auf die Fahigkeit von
CD150-HS/PC noch auf die Fahigkeit von CD150"-HPC Kolonien zu bilden.
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4.3 Rekonstitution von NOD/SCID-IL2R y’"-M&ausen nach MV-

Exposition
43.1 MV hat keine Auswirkung auf die Langzeitrekonstitut ion in vivo

Da im in vitro Experiment kein Effekt des MV auf das Differenzierungs- bzw.
Proliferationspotential der HPC zu entdecken war, wurde untersucht, ob die MV-
Exposition im in vivo Experiment einen Einfluss auf HS/PC hat. 2x10°> HS/PC wurden
1 h MOCK oder wildtypischem WTF ausgesetzt und anschlieRend in NOD/SCID-
IL2Ry"-Mausen transplantiert, die zuvor mit einer Strahlendosis von 2,5 Gy subletal
bestrahlt wurden. 12 Wochen nach der Transplantation wurden das Knochenmark
(aus beiden Oberschenkelknochen und Schienbeinen) und die Milz prapariert. Von
beiden Organen wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt und der Anteil humaner
Leukozyten mittels Detektion von humanem CD45 durchflusszytometrisch bestimmt.
Zusatzlich wurde ebenfalls der Anteil humaner B-Zellen und humaner, myeloider
Zellen durch die Detektion der humanen Oberflachenmolekiile CD19 bzw. CD14 in
beiden Organen bestimmt. Die Rekonstitutionsrate, d. h. der Anteil an humanen
Leukozyten, lag im Knochenmark zwischen 68 - 95 % und in der Milz zwischen 73 -
88 %. Der Anteil humaner B-Zellen lag im Knochenmark zwischen 34 % - 48 % und
in der Milz zwischen 65 - 76 %. Humane myeloide Zellen (CD14") erreichten im
Knochenmark einen Anteil von 4 - 8 % und stellten in der Milz weniger als 0,5 % der
Zellen dar. Normalisiert man die Werte indem man das jeweilige MOCK-Experiment
als 100 % setzt, ist kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
Rekonstitution von Mausen, die MOCK-exponierte Zellen und solchen, die MV-
exponierte Zellen injiziert bekamen zu detektieren (Abb.: 4.20 a). Dies galt sowohl ftr
das Knochenmark als auch fir die Milz der jeweiligen Tiere. Desweiteren gab es
ebenfalls keinen messbaren Unterschied beziiglich der Anzahl an CD14"- (Abb.: 4.20
b) bzw. CD19"-Zellen (Abb.: 4.20 c) zwischen den MOCK- und den WTF-
Experimenten in den beiden Organen. Eine Exposition mit wildtypischem MV hat
demzufolge keine Auswirkung auf die Fahigkeit der Langzeitrekonstitution von
HS/PC.
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Abb. 4.20: Langzeitrekonstitution von NOD/SCID-Maus

Knochenmark

MOCK

120 -

100 +

120 -

100 +

Milz

11

1l

11

MOCK

en durch HS/PC nach MV-Exposition

Je 2x10° HS/PC wurden fiir 1 h MOCK- bzw. MV-exponiert und dann in subletal bestrahlte

NOD/SCID—ILZRy”'—Mausen transplantiert. 12 Wochen nach der Transplantation wurden das

Knochenmark und die Milz auf die Prasenz von a) humanen Leukozyten (CD45"), b) humanen

myeloiden Zellen (CD14") und c) humanen B-Zellen (CD19") hin durchflusszytometrisch

untersucht. Die Werte des jeweiligen MOCK-Experiments wurden als 100 % gesetzt. Gezeigt

werden Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 unabhangigen Experimenten.
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4.3.1 MV-Exposition inhibiert die Kurzzeitrekonstit ution in vivo

Wie in 4.2 beschrieben ist die 12wo6chige Langzeitrekonstitution hauptsachlich auf
HSC im Ausgangsmaterial zurickzufihren. HPC tragen nur in den ersten zwei
Wochen zur Rekonstitution des Knochenmarks in bestrahlten Mausen bei.
Tochterzellen, deren Ursprung in den transplantierten HPC liegt, gehen nach 2
Wochen in Apoptose (Kerre et al, 2001). Ein Effekt des MV auf die HPC in vivo ware
deshalb nur frih nach der Transplantation der Zellen zu sehen sein. Um einen
solchen Effekt zu untersuchen, wurde das Knochenmark transplantierter Mause
bereits 7 Tage nach der Transplantation analysiert. Zuvor wurden die Mause mit 1-
2x10°> HS/PC transplantiert, die zuvor erneut mit einer M.O.I. von 5 WTF- oder
MOCK-exponiert wurden. Da der zu erwartende Anteil humaner Zellen nach nur
einer Woche gering war, wurden in diesem Experiment nicht wie tblich 2x10°
Ereignisse, sondern 5x10° pro Probe durchflusszytometrisch gemessen. Desweiteren

wurde aufgrund der kurzen Zeitspanne von 7 Tagen auf eine Detektion entstandener

**

120

p = 0,0012
100 -

80 A

hCD45
@
o

MOCK MV

Abb. 4.21: Kurzzeitrekonstitution von NOD/SCID-M&us  en durch HS/PC nach MV-Exposition

1-2x10° HS/PC wurden fir 1 h MOCK- bzw. MV-exponiert und dann in subletal bestrahlte
NOD/SCID-ILZRy"'-Mausen transplantiert. 1 Wochen nach der Transplantation wurde das
Knochenmark auf die Prasenz von humanen Leukozyten (CD45") hin analysiert. Die Werte der
jeweiligen MOCK-Kontrolle wurden als 100 % definiert. Gezeigt werden Mittelwerte und

Standardabweichungen 5 unabhéangiger Experimente.
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B-Zellen und myeloider Zellen verzichtet und nur die gesamte humane
Leukozytenpopulation analysiert. In der Tat lag der Anteil an humanen Leukozyten
im murinen Knochenmark nach einer Woche nur zwischen 1-12 %. Im Vergleich zur
MOCK-Kontrolle war die Kurzzeitrekonstitution der Mause innerhalb der ersten
Woche stark gehemmt. Der Anteil humaner Leukozyten (CD45") im murinen
Knochenmark war bei Mausen, die MV-exponierte HS/PC injiziert bekamen, um
67,01 % reduziert (Abb.: 4.21). Dieser Unterschied in der Kurzzeitrekonstitution ist

mit einem p-Wert von 0,0012 statistisch hdchst signifikant.

4.3.1 Die Migration der HS/PC in vivo wird durch MV nicht beeintrachtigt

Ein Unterschied in der Kurzzeitrekonstitution, wie er in 4.6.2 gemessen wurde, kann
verschiede Ursachen haben. Er kann unter anderem dadurch entstehen, dass MV-
exponierte HS/PC nach Injektion in die Schwanzvene in geringerer Zahl zum
Knochenmark migrieren. Einmal in den Blutstrom injiziert migrieren HS/PC ins
Knochenmark und die lymphatischen Organe. Hauptsachlich wird diese Migration
vom Chemokin CXCL12, auch bekannt als stroma cell derived factor-1 (SDF-1),
gesteuert, das von Stromazellen sekretiert wird (Dar et al, 2006). Die HS/PC
exprimieren auf ihrer Oberflache den SDF-1-Rezeptor CXCR4, dessen Bindung die
Zellen in Richtung der hbheren SDF-1-Konzentration migrieren lasst. Die zusatzliche
Hochregulierung und Aktivierung von Adhasionsmolekilen ermdglicht es den Zellen,
an den Endothelzellen der Blutgefdl3e zu adharieren und anschlielend durch die
Gefallwand ins Zielorgan zu migrieren. So im Knochenmark angekommen, nisten
sich die HSC in ihrer Nische ein wahrend die HPC durch Proliferation und
Differenzierung den Bestand an Blutzellen erneuern bzw. wieder herstellen. Eine
erheblich geringere Anzahl an HS/PC, die ins Knochenmark migrierten, wirde sich
auf die Effizienz der Kurzzeitrekonstitution auswirken. Um diese Hypothese zu
untersuchen wurde das Knochenmark und die Milz transplantierter M&use 40 h nach
Injektion analysiert. Den bestrahlten Mausen wurden je 3,5-5x10° MOCK- bzw. WTF-
exponierte HS/PC injiziert. Nach 40 h sollte der Grofiteil der migrationsfahigen
HS/PC im Zielorgan angekommen sein, aber sich noch nicht geteilt haben. Erneut
wurden das Knochenmark (aus beiden Oberschenkelknochen und Schienbeinen)
und die Milz prapariert und der Prozentsatz an humanen CD45"-Leukozyten
durchflusszytometrisch ermittelt. Da der Anteil an humanen Zellen 40 h nach der
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Abb. 4.22: Detektion humane Leukozyten im Knochenma  rk 40 h nach der Transplantation

HS/PC wurden fur 1 h WTF- bzw. MOCK-exponiert und dann in subletal bestrahlte NOD/SCID-
IL2Ry'/'-Mausen transplantiert. Nach 40 h wurden humane Leukozyten (hCD45%) in
Einzelzellsuspensionen aus dem Knochenmark und der Milz durchflusszytometrisch detektiert. a)
Beispiel einer Messung von Knochenmarkszellen einer Maus, die MOCK-exponierte Zellen injiziert
bekam (linkes Bild) und einer, die WTF-exponierte Zellen injiziert bekam (rechtes Bild). b) Gezeigt
werden Mittelwerte und Standardabweichungen dreier unabhéangiger Experimente. Die Werte der

jeweiligen MOCK-Experimente wurden als 100 % gesetzt.
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Transplantation bei unter einem halben Prozent lag, wurden mindestens 7x10°
Ereignisse im Durchflusszytometer gemessen, um eine ausreichende Anzahl
humaner Zellen zu detektieren (Bsp.: 4.22). Die Exposition zu MV hatte keinerlei
Effekt auf die Migration der HS/PC. Sowohl in Mausen die virusexponierte HS/PC
injiziert bekamen, als auch in den MOCK-Experimenten war nach 40 h die
gemessene Anzahl an humanen Leukozyten im Knochenmark, als auch in der Milz
vergleichbar. Auch eine statistische Analyse der gemessenen Daten zeigte, dass es
keinen signifikanten Unterschied gab (Abb.: 4.23). Man kann demnach ein
schlechteres homing ins lymphatische Gewebe und damit letztlich in die Nische im

Knochenmark als Ursache fir die reduzierte Kurzzeitrekonstitution ausschlief3en.
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5 Diskussion

Die wahrend der Masern auftretende und dartiber hinaus andauernde generelle und
transiente Immunsuppression ist ursachlich fur viele masernbedingte Komplikationen
und die immer noch hohe Mortalitatsrate. Kennzeichnend fur diese sind unter
anderem eine auftretende Lymphopenie in der Peripherie, eine Suppression der
zellularen Immunantwort und der Verlust des Expansionspotentials bei T-Zellen ex
vivo nach Stimulation durch antigenprasentierende Zellen (Avota et al, 2010). Neben
diesen Effekten kodnnte eine Suppression von Knochenmarkszellen und damit
letztlich eine Inhibition der Hamatopoese fir das weitere Verstandnis der MV-
induzierten Immunsuppression von entscheidender Bedeutung sein. Das bisherige
Wissen uber die Interaktion zwischen MV und Zellen des Knochenmarks beschrankt
sich bisher auf die Ergebnisse einer Studie, die dieses Thema in vitro untersucht
(Manchester et al, 2002) und hierbei fur die Untersuchungen einen dualtropen MV-
Stamm eingesetzt hat. Nun ist jedoch das wildtypische und humanpathogene MV in
seinem Tropismus auf den Rezeptor CD150 beschrankt und nicht in der Lage, CD46
als Rezeptor zu benutzen. Dualtrope MV-Stdmme hingegen sind attenuiert und eine
Infektion mit diesen verursacht weder Masern noch eine Immunsuppression (Yanagi
et al, 2006). Im Gegenteil, im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass das attenuierte
MV in Makaken nach einer Infektion Gber die Atemwege nur in den ersten Tagen
lokal Zellen infiziert, bevor es vom Immunsystem erfolgreich eliminiert wird. Im
Gegensatz zur Infektion mit einem Wildtypstamm kommt es nicht zu einer massiven
Infektion von Lymphozyten, was letztlich zu einer systemischen Infektion des
Organismus fuhrt (de Vries et al, 2010). Neben der fehlenden Pathogenitat
dualtroper Stamme ist der Einsatz dieser Stamme auch aufgrund ihres Zelltropismus
ungeeignet. Zwar wurde im Tiermodell gezeigt, dass auch dualtrope Stadmme
zun&chst in vivo ausschlieRlich CD150"-Zellen infizieren (de Vries et al, 2010), doch
infizieren sie in in vitro-Experimenten erfolgreich alle humanen CD150/CD46"-Zellen
(Yanagi et al, 2006). CD46 wird auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert (Liszewski et
al, 1991), sodass im in vitro-Experiment beobachtete Infektionen und Effekte kaum
Ruckschlisse auf die Situation wéhrend der Masern zulassen. In der Tat konnte
gezeigt werden, dass die beiden Rezeptoren sehr ungleichmaldig von

Knochenmarkszellen exprimiert werden. Wahrend Knochenmarksstromazellen
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CD46, aber nicht CD150 exprimieren (Abb.: 4.10 und 4.11), exprimieren alle HS/PC
CD46 und nur ca. 5 % CD150 (Abb.: 4.6a). Ein weiterer Beweggrund fur die erneute
Untersuchung der Interaktion zwischen MV und Knochenmarkszellen war die
Entdeckung des SLAM-codes 2005 (Kiel et al, 2005). Der SLAM-code beschreibt die
differentielle Expression der drei SLAM-Familienmitglieder CD150, CD244 und CD48
wahrend der murinen Hamatopoese. Das im Menschen als MV-Rezeptor
fungierende Protein CD150 wird im murinen HS/PC-Kompartiment ausschlief3lich auf
hamatopoetischen Stammzellen exprimiert. In ihrer Differenzierung weiter
fortgeschrittene, multipotente Vorlauferzellen exprimieren ausschlie3lich CD244 und
die am weitesten differenzierten oligopotenten Vorlauferzellen CD244 und CDA48. Die
Entdeckung von Oberflachenmarkern, die exklusiv von Stamm- oder Vorlauferzellen
exprimiert werden, spielt nicht nur fur die Forschung, sondern, insbesondere mit Blick
auf die Stammzelltherapie, auch fur die Behandlung von Leuk&mieerkrankungen eine
wichtige Rolle. Ziel hierbei ist es zur Minimierung von Spender-gegen-Wirt-
Reaktionen aus dem Spendermaterial flr eine Transplantation Stammzellen so gut
und rein wie moglich zu isolieren (Roncarolo et al, 2011). Im humanen System
benutzt man bisher hauptsachlich drei Marker zur Identifizierung von HS/PC. Die
beiden Marker CD34 und CD133, die auch zur Anreicherung von HS/PC benutzt
werden, markieren jeweils ein Kompartiment, in dem HS/PC hoch angereichert sind
(Andrews et al, 1986; Civin et al, 1984; Miraglia et al, 1997; Yin et al, 1997). Diese
beiden Populationen sind nicht vollstdndig identisch, sondern Uberschneiden sich bis
zu etwa 75% (Boxall et al, 2009; de Wynter et al, 1998). Trotzdem werden beide
Marker gleichwertig fur die Isolierung von HS/PC benutzt. Die Isolierung tber einen
der beiden Marker erlaubt jedoch noch keine Differenzierung zwischen Stamm- und
Vorlauferzellen. Zusatzlich kann man diese Populationen in eine CD38"-, in der
hauptsachlich Vorlauferzellen angereichert sind, und eine CD38-Subpopulation, in
der Stammzellen 1000-fach angereichert sind, unterteilen. Trotz der hohen
Anreicherung von HSC durch den Ausschluss CD38"-Zellen handelt es sich trotzdem
nicht um eine reine HSC-Fraktion (Xiao & Dooley, 2000). Ein Marker, der ganz
gezielt humane HSC identifiziert, ist jedoch noch nicht bekannt. Ebenso wenig gibt es
die Mdoglichkeit, mittels Oberflachenmarkern zwischen humanen, multipotenten und
oligopotenten Vorlauferzellen zu unterscheiden. Der fir die Isolierung muriner HSC

erfolgreich etablierte SLAM-code kann hierfir nicht herangezogen werden. Bei
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humanen HS/PC konnten zwar verschiedene Subpopulationen nachgewiesen
werden, die jeweils einen der drei Marker exprimieren (Abb.: 4.2), allerdings
unterschied sich das Expressionsmuster beziglich der gesamten HS/PC-Population
vom SLAM-code. Im Gegensatz zu murinen HS/PC konnten humane HS/PC
detektiert werden, die CD150 entweder mit CD244 oder CD48 koexprimieren (Abb.:
4.3a). Beide Kombinationen entsprechen nicht dem Expressionsmuster wahrend der
murinen Hamatopoese. Im Gegenteil, besonders die Koexpression der beiden
Marker CD150 und CD48 widerspricht dem SLAM-code, da diese beiden Marker in
der Maus Stammzellen von oligopotenten Vorlauferzellen unterscheiden. Des
Weiteren wurden diese beiden Marker mit CD38 koexprimiert (Abb.: 4.3b). lhre
Zugehorigkeit zum CD34'/CD38"-Kompartiment ist ein starkes Indiz dafiir, dass es
sich bei diesen Zellen um Vorlauferzellen handelt und dies entspricht im Bezug auf
die CD150-exprimierenden Zellen erneut nicht dem SLAM-code. Besonderes
Augenmerk wurde in dieser Studie auf die, den MV-Rezeptor exprimierende,
Subpopulation gerichtet. Die Expression von CD150 auf humanen HS/PC wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Wéhrend es Studien gibt (Larochelle et al, 2011;
Manchester et al, 2002), deren Resultate sich mit den hier beschriebenen CD150-
Messungen decken, konnte in einer weiteren Studie (Sintes et al, 2008) keine
CD150-Expression detektiert werden. Der Grund fur diese Diskrepanz konnte jedoch
nicht ausgemacht werden. Es kdénnen sowohl der Antikorper, da der gleiche Klon
verwendet wurde, als auch die Anreicherung im Falle von Nabelschnurblut
ausgeschlossen werden. Da die Anreicherung der HS/PC aus mobilisiertem,
peripherem Blut in der besagten Studie Uber das Antigen CD133 und nicht, wie in
dieser Arbeit, Uber CD34 lief, wurde auch dies als Grund ausgeschlossen (Abb.:
4.2b). Bezlglich der Expression der drei SLAM-code-Marker spielt es keine Rolle, ob
man CD34 oder CD133 als HS/PC-Marker mit detektiert. CD244 wird ohnehin von
fast 100% der HS/PC exprimiert (Abb.: 4.2a) und die Frequenz der CD150"- bzw.
CD48"-Zellen unterscheidet sich firr die beiden Marker nicht (Abb.: 4.2b). Da durch
die Anzahl getesteter Proben (72) eine ausreichende Teststarke gewahrleistet ist und
aufgrund der Ubereinstimmung mit Messungen in anderen Studien, kann es
letztendlich jedoch als erwiesen angesehen werden, dass eine Subpopulation
humaner HS/PCs CD150 exprimiert. Die dargestellten Daten zur Phanotypisierung

basieren auf Messungen an 54 Proben, die aus Nabelschnurblut stammten, und 18
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aus Leukaphereseprodukten mobilisierter Leukamiepatienten, die urspringlich fur
eine autologe Stammzelltransplantation vorgesehen waren. Es ist davon
auszugehen, dass die HS/PC-Populationen aus den Leukapheresepraparaten neben
gesunden auch leuk&dmische Stamm- und Vorlauferzellen (LS/PC) enthielten.
Myeloide Leukamien sind, &ahnlich dem hamatopoetischen System, hierarchisch
aufgebaut. Wahrend es sich bei dem Grol3teil der leukdmischen Zellen um Blasten
handelt, die nicht in der Lage sind, in immunsupprimierten NOD/SCID-M&ausen eine
Leukdmie zu etablieren, gibt es einen kleinen Anteil an LS/PC, die dazu kurzzeitig
(LPC) bzw. langfristig (LSC) in der Lage sind (Testa, 2011). Das
Proliferationsverhalten der LS/PC &ahnelt dem gesunder HS/PC. Dies bedeutet, dass
es ruhende LSC gibt, die bei Bedarf differenzieren kénnen und LPC, die das
stammzelltypische Selbsterneuerungspotential bereits verloren haben. Weiterhin
stimmt das CD34-/CD38-Expressionmusster bei einigen myeloiden Leuk&mien mit
dem typischen HS/PC-Expressionsmuster tberein (Testa, 2011). Da beziglich des
Expressionsmusters der drei SLAM-code-Marker kein Unterschied zwischen den
beiden Ausgangsmaterialien detektiert wurde, kann davon ausgegangen werden,
dass LS/PC ebenfalls alle CD244 exprimieren und jeweils eine Subpopulation der
LPC die Marker CD150 und CD48 (Tab.: 4.1).

Die als HPC phanotypisierten CD347/CD150"-Zellen unterscheiden sich funktionell in
in vitro- und in vivo-Experimenten nur quantitativ und nicht qualitativ von den HPC in
der CD150-Fraktion. So ist ihre Fahigkeit, im CFA zu verschiedenen myeloiden und
zu erythroiden Kolonien heranzuwachsen, genau so ausgepragt wie bei
CD347/CD150-HS/PC. Allerdings reifen aus der gleichen Anzahl ausgesater Zellen
nur etwa halb so viele Kolonien aus CD150"-HPC (Abb.: 4.4). Dieser Unterschied ist
zwar nur im Falle der myeloiden Kolonien statistisch signifikant, konnte aber in einer
ahnlichen Studie bestatigt werden (Larochelle et al, 2011). HSC tragen in diesem
Versuchsaufbau nicht zur Kolonienbildung bei, da die 14-tdgige Inkubationszeit nicht
ausreicht, um aus HSC zu kolonienbildenden Vorlauferzellen zu differenzieren. Auch
in der Langzeitrekonstitution von bestrahlten NOD/SCID-IL2Ry"-M&usen konnte nur
ein quantitativer Unterschied zwischen den beiden Fraktionen festgestellt werden
(Abb.: 4.5). Ein qualitativer Unterschied bezilglich des Differenzierungspotentials

zeigte sich nicht. Beide Fraktionen sind in der Lage, sowohl in Zellen der myeloiden
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als auch lymphoiden Linie zu differenzieren, was anhand der beiden Marker CD14
und CD19 nachgewiesen wurde. Nach 12 Wochen war jedoch der Anteil an
humanen Zellen, vor allem im Knochenmark, geringer wenn die Maus CD150"-Zellen
transplantiert bekam. Dieser ineffizientere Langzeitrekonstitution ist aber nicht nur
auf einen Unterschied zwischen den Vorlauferzellen in den beiden Fraktionen,
sondern vor allem auf das Fehlen von HSC in der CD150"-Fraktion zurtickzuftihren.
Wahrend der Rekonstitution der murinen Hamatopoese tragen HPC nur in den
ersten zwei Wochen zur Repopulation des murinen hamatopoetischen
Kompartiments bei, bevor sie und ihre Tochterzellen durch apoptotischen Zerfall
immer weniger werden (Kerre et al, 2001). Die Langzeitrekonstitution wird
malf3geblich durch die in der transplantierten Zellpopulation enthaltenen Stammzellen
bewirkt. Die schlechtere Langzeitrekonstitution durch CD34"/CD150"-Zellen bestatigt
also das Ergebnis der Phanotypisierung, dass es sich bei dieser Subpopulation um
Vorlauferzellen handelt. Dieser Befund wurde in einem ahnlichen Experiment in einer

kirzlich veroffentlichten Studie bestétigt (Larochelle et al, 2011).

Die Existenz CD150" HPCs warf die Frage nach der Infizierbarkeit von HS/PC mit
wildtypischem MV und dem Unterschied zur Infektion mit einem dualtropen Stamm
auf. In der Tat unterscheiden sich die Infektionsraten hdchst signifikant voneinander
(Abb.: 4.6b). Wie das Expressionsmuster der jeweiligen Rezeptoren CD46 und
CD150 erwarten liel3, war die Infektion mit dem ED-eGFP viel effizienter als mit dem
wildtypischen Stamm IC323-eGFP. Die in dieser Arbeit detektierte Infektionsrate von
61.65% des ED-eGFP-Stamms bei einer eingesetzten M.O.l. von 5 ist zwar etwas
hoher als die Rate von 12 % bei einer M.O.l. von 2 in der bereits zitierten Studie
(Manchester et al, 2002), jedoch ist dies wohl auf die unterschiedliche Infektiositat
der verwendeten dualtropen Stamme zurtickzufiihren. Wie von denselben Autoren in
einer anderen Studie bereits diskutiert, ist die Infektion via CD46 von adaptierten
Laborstammen wie ED-eGFP effizienter als bei dem in der Studie benutzten Stamm
MV-JW (Manchester et al, 2000). Die Infektionsrate mit einem Wildtypstamm, der
strikt CD150-trop ist, ist allerdings wesentlich geringer als mit dualtropen Stammen.
Die Vermutung, dass es sich bei den mit dem Wildtypstamm infizierten Zellen um
CD150"-HPC handelte, lag nahe, da in den jeweiligen Infektionsversuchen die
Infektionsrate ungefahr der Rate an CD150"-HPC in der Gesamtpopulation
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entsprach. Um diese Vermutung genauer zu untersuchen, wurden CD150-HS/PC
und CD150*-HPC getrennt voneinander infiziert. Die geringe Anzahl an CD150"-HPC
machte eine durchflusszytometrische Analyse der Infektionsrate leider nicht mdglich,
sodass die Zellen nach der Infektion im CFA eingesetzt wurden. Die hierbei
entstandenen Kolonien wurden fluoreszenzmikroskopisch auf eGFP-Expression hin
untersucht. Der Wildtypstamm 1C323-eGFP war hierbei in der Lage Zellen in beiden
Fraktionen zu infizieren. Nun ist es vom wildtypischen MV bekannt, dass es in vitro
und in vivo auch CD150-Zellen zumindest in einem geringen Mal3e infizieren kann
(Andres et al, 2003; de Vries et al, 2010; Hashimoto et al, 2002; Kimura et al, 1975;
McChesney et al, 1997; Sakaguchi et al, 1986). Interessant an diesem Versuch war
jedoch, dass kein Unterschied in der Infektion zwischen den beiden Fraktionen zu
beobachten war. Aus Zellen beider Fraktionen reiften Vorlauferkolonien heran, die
alle eGFP-negativ, jedoch von kleineren, eGFP-positiven Satellitenkolonien umgeben
waren (Abb.: 4.7). Diese CD150-unabhangige Infektion lasst vermuten, dass es
einen weiteren Rezeptor fir MV bei HS/PC gibt. Eine Schlussfolgerung, die auch fur
den Stamm MV-JW von den Autoren nahegelegt wurde, nachdem sie die
Infektionsrate durch blockierende Antikdrper gegen CD150 und CD46 nur um Faktor
10 verringern, aber die Infektion nicht komplett inhibieren konnten (Manchester et al,
2002). Die in beiden Fraktionen beobachteten Satelliten waren morphologisch keiner
ausgereiften Vorlauferkolonie zuzuordnen. Sie waren viel kleiner als echte Kolonien
und hatten, selbst wenn sie eine erythroide Kolonie umgaben, kein Hamoglobin
gebildet, das sie héatte rot erscheinen lassen. Es war in dieser Arbeit nicht zu klaren,
ob es sich bei diesen Satelliten um frihe Abspaltungen von echten Kolonien
handelte oder ob es sich urspriinglich um infizierte HPC handelte, die in ihrem
Wachstum zur Kolonie arretierten. Die Anzahl an Kolonien war, wie im Folgenden
noch genauer diskutiert wird, durch die vorrangegangene Exposition zu MV nicht
beeintrachtigt. MV-exponierte HS/PC bildeten genauso viele Kolonien wie MOCK-
exponierte HS/PC (Abb.: 4.19).

Da die Infektion in beiden Fraktionen nachgewiesen werden konnte, wurden die
anschlieBenden Analysen wieder mit unfraktionierten HS/PC durchgefihrt. Der fur
das MV typische lytische Verlauf der Infektion sollte, wie bei anderen Zellen und

Zelllinien, nach 2 Tagen zum vermehrten Vorkommen toter Zellen fihren. Es konnte
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jedoch, wie bereits fur den in der Literatur beschriebenen Stamm MV-JW, kein
vermehrter Zelltod nach 2 Tagen mit den hier verwendeten Stammen festgestellt
werden (Abb.: 4.8a). Weder in wildtypischen noch in attenuierten MV-exponierten
Zellpopulationen stieg die Anzahl 7AAD-positiver Zellen. Da das Tiermodell gezeigt
hat, dass attenuiertes MV in vivo zum einen den gleichen Tropismus wie
wildtypisches besitzt und des Weiteren nur in den ersten Tagen nach Infektion
nachweisbar ist (de Vries et al, 2010), wurde nur fur das wildtypische MV Uberprift,
ob sich die Anzahl toter Zellen Uber einen langeren Zeitraum nach der Infektion von
MOCK-exponierten HS/PC unterscheidet. In diesem Fall wurde, wie immer, wenn die
Infektion nicht visualisiert werden sollte, der Wildtypstamm WTF benutzt, der
denselben Tropismus wie 1C323-eGFP aufweist. Ein Unterschied bezlglich der
Viabilitéat ist jedoch auch nach einer 6-tagigen Kultivierung nicht zu beobachten
(Abb.: 4.8b). Zu diesem Befund passend konnte auch nach WTF-Exposition kein
Unterschied in der Proliferationsrate verglichen mit MOCK-exponierten HS/PC
detektiert werden (Abb.: 4.8c). Die CFSE-gefarbten HS/PC wurden 2 bzw. 6 Tage
nach der Exposition auf den Verlust von Fluoreszenzintensitat hin untersucht und
dieser war sowohl nach WTF- als auch nach MOCK-Exposition gleich stark. Dieser
Befund stimmt mit den Ergebnissen der Viabilitatsiberprifung nach MV-JW-
Exposition Uberein (Manchester et al, 2002). Die ungestérte Proliferation lasst darauf
schlie3en, dass es zumindest in vitro nach MV-Kontakt bei HS/PC nicht wie bei
Lymphozyten zur Interferenz des Phosphatidylinositol-3-Kinase/AKT-Signalwegs
kommt, was bei Lymphozyten zum Proliferationsarrest fuhrt (Avota et al, 2001).

Die Viabilitdt und das Proliferationsverhalten von HS/PC hangt in vivo unter anderem
von der Nische ab, die sich im Knochenmark befindet. Hier bilden
Knochenmarksstromazellen die natirliche Umgebung von HS/PC und schaffen durch
den direkten Zell-Zell-Kontakt und die Sekretion von Zytokinen eine Umwelt, in der
HSC im undifferenzierten Ruhezustand verharren kdnnen, aber auch, wenn noétig
proliferieren, wobei entweder neue HSC entstehen oder die Differenzierung in HPC
initiiert wird, die dann weiter in die verschiedenen Blutzelllinien differenzieren
(Carlesso & Cardoso, 2010; Greenberger, 1991). Aufgrund dieser groRen Bedeutung
der Knochenmarksstromazellen fur die Hamatopoese ist es unerlasslich, auch die
Interaktion dieser Zellen mit MV im Zusammenhang mit der MV-induzierten
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Immunsuppression zu untersuchen. Wie bereits diskutiert exprimieren Knochen-
marksstromazellen den Wildtyprezeptor CD150 nicht (Abb.: 4.10 und 4.11) und so
zeigt sich auch ein deutlicher Unterschied zwischen der Infektionseffizienz der
beiden Stamme ED-eGFP und IC323-eGFP (Abb.: 4.9). Der attenuierte Stamm ED-
eGFP infiziert im Gegensatz zum Wildtypstamm 1C323-eGFP Knochen-
marksstromazellen sehr effizient, sodass bereits nach 3 Tagen die gesamte Kultur
infiziert ist. Die Infektion breitet sich schnell Uber die Kultur aus und verlauft
zytolytisch. Ganz anderes ist der Infektionsverlauf mit wildtypischem 1C323-eGFP.
Dieser Stamm, der im Gegensatz zu ED-eGFP nicht auf Zellen trifft, die den
benttigten Rezeptor exprimieren, infiziert Knochenmarksstromazellen viel
ineffizienter. Weiterhin etabliert sich eine persistierende Infektion, bei der selbst nach
20 Tagen nur ein Teil des Stromas infiziert ist und die infizierten Zellen noch vital
sind. Die Iytische Infektion der Stromazellen durch den ED-eGFP-Stamm scheint in
der CD46-abhéngigen Infektion begriindet zu sein. Wie die Blockierung der Infektion
durch Antikorper gezeigt hat, ist die massive Infektion mit ED-eGFP CD46-vermittelt,
wahrend die schwache Infektion mit IC323-eGFP selbstverstandlich CD150-
unabhangig verlauft. Des Weiteren ist zu beobachten, dass sich durch das
Blockieren des CD46 die Infektion durch ED-eGFP nicht komplett inhibieren lasst. Es
kommt weiterhin zur Infektion, nur gleicht deren weiterer Verlauf in Anwesenheit von
anti-CD46-Antikorpern dem zuvor bei IC323-eGFP beobachtetem. Es kommt nicht
zur zytolytischen, sondern zur persistierenden Infektion durch ED-eGFP. Wie bereits
zuvor bei HS/PC beobachtet, kommt es in vitro zu erheblichen Unterschieden
zwischen der Infektion mit einem CD150-tropen und einem dualtropen MV-Stamm.
Diese Befunde verdeutlichen die Wichtigkeit des Einsatzes wildtypischer Stdmme zur
Untersuchung der Interaktion von MV mit Knochenmarkszellen. Attenuierte Stdmme
stellen aufgrund der signifikant hoheren Infektionsrate und des abweichenden
Infektionsverlaufs in diesem Forschungsfeld kein adaquates Modell dar. Dies wird
deutlicher, wenn man die Unterschiede zwischen diesen beiden Stammen, aber auch
zwischen dem Wildtyp und dem in der Literatur beschriebenen dualtropen MV-JW, in
Kokulturen mit HS/PC Dbetrachtet. Beide Stamme koénnen von infizierten
Knochenmarksstromazellen zu nicht infizierten HS/PC, aber auch in die ent-
gegengesetzte Richtung in Kokulturen tUbertragen werden. Hierbei ist nicht nur die
Infektionsrate bei beiden Zelltypen mit ED-eGFP erneut héher als mit IC323-eGFP,
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sondern auch die Transmission des Virus effizienter im Falle des attenuierten
Stamms. Trotzdem ist auch die Virustransmission des Wildtypstamms 1C323-eGFP
von Knochenmarksstromazellen zu HS/PC bzw. von HS/PC zu Knochenmarks-
stromazellen innerhalb der ersten 5 Tage nach Infektion und anschlieRendem Beginn
der Kokultur klar detektierbar. Nach 12 Tagen Kokultivierung ist im Gegensatz zu
IC323-eGFP bei ED-eGFP-infizierten Kokulturen eine massive Zerstérung des
Stromas und damit einhergehend eine starke Reduktion der HS/PC-Zahl zu
beobachten. Wahrend 1C323-eGFP in vitro erneut persistiert, verlauft die Infektion
mit ED-eGFP so, wie es in der Literatur bereits fir das dualtrope MV-JW beschrieben
wurde (Manchester et al, 2002). Es ist wohl erneut der hoheren Infektiositat via CD46
des ED-Stamms geschuldet, dass dieser Effekt der lytischen Zerstérung im Falle der
ED-eGFP-Infektion bereits nach ca. 2 Wochen und nicht erst nach 5 Wochen eintritt,
wie es bei MV-JW der Fall ist (Manchester et al, 2002). Festzuhalten bleibt, dass es
eine Diskrepanz zwischen dem Verlauf der Experimente mit wildtypischem und
attenuiertem MV gibt, die wohl hauptséachlich auf den Rezeptortropismus zuriick-
zufiihren ist. Solche durch den Gebrauch eines CD46-tropen Stamms entstandene
Effekte, kbnnen jedoch als experimentelle Artefakte in vitro angesehen werden, die
keine Ruckschlisse auf die Situation in vivo wahrend der Masernerkrankung
zulassen. Die bei Gebrauch dualtroper Stamme beobachtete Beeintrachtigung von
HS/PC in Kokulturen ist deshalb wohl eher auf die Zerstérung des Stromas und den
damit einhergehenden Verlust an HS/PC-Unterstutzung zurickzufuhren als auf ein
MV-induziertes Signal, das in der Studie mit MV-JW postuliert wurde (Manchester et
al, 2002). Wie bereits beschrieben konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass
attenuierte, dualtrope Stdmme weder einen Organismus systemisch infizieren
kénnen, noch in vivo CD46 als Rezeptor benutzen (de Vries et al, 2010). Aufgrund
der fehlenden Relevanz der Experimente mit attenuiertem, dualtropen MV fir die
Situation in vivo, wurden alle nachfolgenden Experimente nur noch mit den wild-
typischen Stdmmen 1C323-eGFP und WTF durchgefihrt. Der persistierende
Charakter der Infektion mit dem wildtypischem 1C323-eGFP ist besonders im Hinblick
auf die Spatfolge der Masern, die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE),
interessant. Diese Spatfolge wird durch persistierende Masernviren im
Zentralnervensystem verursacht. Hierbei handelt es sich um mutierte Varianten des

ursprunglichen Virus, das den Organismus infiziert hat. Besonders in den Genen des
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M-Proteins und des zytoplasmatischen Teil des F-Proteins kommen Hyper-
mutationen vor, die dazu fuhren, dass sowohl Viruspartikel nicht mehr freigesetzt
werden, als auch Zell-Zell-Fusion ausbleibt (Baczko et al, 1986; Cattaneo et al,
1987a; Cattaneo et al, 1987b). Nach aktuellem Kenntnisstand wird eine SSPE unter
anderem durch eine Infektion im S&uglingsalter, eine genetischen Pradisposition,
eine Inteferonantwort in Gliazellen bei moéglicherweise fehlender Interferonantwort in
Neuronen, hohe Antikorpertiter und die Akkumulation von Mutationen im Virusgenom
begilnstigt (Reuter & Schneider-Schaulies, 2010). Es gibt zwar einige Ansatze, die
Persistenz und die Ausbreitung des MV im zentralen Nervensystem (ZNS) zu
verstehen, doch gibt es immer noch keine genaue Vorstellung davon, tber welchen
Pfad das MV ins Gehirn gelangt. Da alle untersuchten SSPE-Proben aus Autopsien
oder Biopsien wahrend der symptomatischen Phase stammen, ist nicht geklart, ob
das Virus von Beginn an im Nervensystem persistiert oder in einem anderen Gewebe
und erst kurz vor der symptomatischen Phase das ZNS erreichte. Einige Studien,
die dieses Thema behandelten, kommen zu widersprichlichen Ergebnissen. Die
Tatsache, dass die asymptomatische Phase in ihrer Dauer von Fall zu Fall stark
variiert, hingegen aber eine MIBE immer einige wenige Monate nach den akuten
Masern auftritt, kann sowohl so gedeutet werden, dass das Immunsystem die
Infektion im ZNS unterschiedlich gut kontrollieren kann, als auch so, dass es je nach
Patient unterschiedlich lange dauert bis die persistierende Infektion das ZNS erreicht.
Zum jetzigen Zeitpunkt gilt diese Fragestellung als unbeantwortet und bedarf weiterer
Forschung (Reuter & Schneider-Schaulies, 2010). Knochenmarksstromazellen sind
bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht bezuglich einer Persistenz in vivo untersucht
worden. Eine Persistenz im Knochenmark aus den in vitro-Daten der vorliegenden
Arbeit abzuleiten scheint zwar, besonders aufgrund der rdumlichen N&he zum
Zentralnervensystem in der Wirbelséule, eine interessante Spekulation, ist jedoch in
bisherigen Kohortenstudien nicht belegt wurden (Matthews et al, 2008; Sonoda et al,
2002). Es konnte zwar in einer der Studien virale RNA im Knochenmark erwachsener
Personen nachgewiesen werden, jedoch ergab die Genotypisierung dieser RNA,
dass es sich ausschlief3lich um einen aktuellen Genotypen handelte, der zur Zeit der
Primarinfektion der untersuchten Personen nicht zirkulierte (Sonoda et al, 2002). Die
Kohortenstudien widerlegen zwar eine kurze Persistenz des Virus im Knochenmark

nicht, schlieBen aber die Mdglichkeit aus, dass Knochenmarkszellen, wie es fur
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andere Viren beschrieben wurde, als Langzeitreservoir fir MV dienen (Carter et al,
2010; Meggetto et al, 2001; Rezaee et al, 2010; Sundin et al, 2008). Damit ist auch
eine spatere Reaktivierung des MV aus diesem Kompartiment, die z.B. wéahrend

einer HIV-Infektion zur Leukopenie beitragt, ausgeschlossen (Carter et al, 2010).

Eine essentielle Voraussetzung fir eine Infektion von Knochenmarkszellen in vivo ist,
dass das Virus Zugang zu diesem Organ hat. Die Studien im Tiermodell mit Makaken
haben gezeigt, dass es wéahrend der Masern zur Infiltration des Knochenmarks mit
infizierten Lymphozyten kommt. Einzelzellsuspensionen aus Knochenmark von
Tieren, die 9 Tage zuvor mit IC323-eGFP infiziert wurden, enthielten infizierte T- und
B-Zellen, die jeweils bis zu 5 % der jeweiligen Lymphozytenpopulation im Knochen-
mark reprasentierten (de Swart et al, 2007). Diese raumliche Nahe infizierter
Lymphozyten zu Knochenmarkszellen stellt folglich einen Weg dar, tber den das
Virus diese Zellen erreichen kénnte. In der Tat findet eine Transmission des
wildtypischen IC323-eGFP von infizierten Lymphozyten zu Knochenmarkszellen in
vitro statt. Die Kokultivierung von Knochenmarksstromazellen mit infizierten BJAB
bzw. primaren T-Zellen fuhrt bereits innerhalb der ersten 24 h zur Infektion von
Stromazellen, die sich im Laufe der Zeit langsam Uber die Stromakultur ausbreitet
(Abb.: 4.16). Hierbei wurden im selben Zeitraum mehr Stromazellen durch infizierte
T-Zellen als durch BJAB-Zellen infiziert. Weiterhin bedarf es fur die Virustransmission
keines direkten Kontakts zwischen den Stromazellen und Lymphozyten. Die Infektion
wird auch von freigesetztem Virus Ubertragen. Eine Frage die besonders im Falle
von Neuronen und Endothelzellen, die ebenfalls kein CD150 exprimieren, in der
Literatur diskutiert wird. Da MV zum einen im Krankheitsverlauf den Organismus
systemisch infiziert und damit auch Zellen die erwiesenermafl3en CD150" sind, aber
zum anderen bisher nur CD150 als Rezeptor des Wildtyps bekannt ist, wird
diskutiert, ob es einen weiteren Rezeptor auf CD150-Zellen gibt und ob ein direkter
Kontakt zwischen einer infizierten und einer uninfizierten Zelle fir die Transmission
essentiell ist (Allen et al, 1996; Andres et al, 2003; Duprex et al, 1999; Lawrence et
al, 2000). Durch die raumliche Trennung der beiden Zellarten mittels Filter, durch die
nur freies Virus diffundieren kann, konnte flir Stromazellen allerdings gezeigt werden,
dass in vitro die von den Lymphozyten freigesetzten Viruspartikel flr eine Infektion

der Stromazellen ausreichen (Abb.: 4.16). In diesem Falle dauerte es jedoch
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mindestens 4 Tage bis zur Detektion erster infizierter Stromazellen und auch die
nachfolgende Ausbreitung der Infektion war stark verlangsamt im Vergleich zur
Kokultur mit direktem Kontakt zwischen den beiden Zelltypen. Abgesehen von der
Virustransmission zu Stromazellen sind infizierte Lymphozyten auch in der Lage, MV
in Kokultur auf HS/PC zu Ubertragen. Nach 48 h Kokultur mit infizierten T-Zellen oder
BJAB konnten in beiden Fallen im Durchschnitt ca. 20 % infizierte HS/PC detektiert
werden. Der Unterschied zur Infektionsrate mit freiem Virus von 4,02 % ist dabei
statistisch hochst signifikant. Betrachtet man diese aul3erst effiziente Transmission
des MV von infizierten Lymphozyten zu Knochenmarkszellen zusammen mit den
Befunden aus dem Tiermodell (de Swart et al, 2007), dass infizierte Lymphozyten
tatsachlich das Knochenmark infiltrieren, ergibt sich ein starkes Verdachtsmoment
beziglich einer mdglichen Route in vivo, Uber die die Infektion ins Knochenmark
gelangen  konnte. Nun sind im  Tiermodell weder HS/PC noch
Knochenmarksstromazellen auf eine Infektion hin analysiert worden, so dass diese
Moglichkeit erst noch in neuen Experimenten bewiesen werden muisste. Auch die
bereits erwdhnte Kohortenstudie (Sonoda et al, 2002) konnte zwar die Prasenz
viraler RNA in humanen Knochenmarksaspiraten belegen, jedoch wurde nicht
differentiell analysiert, welche Zellpopulationen infiziert waren.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass wildtypisches MV potentiell das
Knochenmark infiltrieren und dort auch Knochenmarkszellen infizieren oder
zumindest in Kontakt zu diesen kommen kénnte, wurde untersucht, ob die Exposition
von HS/PC zu wildtypischem MV einen Effekt auf ihr Differenzierungs- bzw.
Expansionspotential hat. Hierbei geht es nicht nur um Effekte, die durch die Infektion
verursacht werden, sondern auch um fir MV nicht untypische kontaktinduzierte
Effekte. Es wurde fur primare T-Zellen bereits beschrieben, dass in vitro allein der
Kontakt viraler Glykoproteine zur Inhibition der Proliferation fuhrt, die durch die
Stimulation durch antigenprasentierende Zellen initiiert wird (Abt et al, 2009).
Darlber hinaus ist die Expression des Rezeptors CD150 nicht zwingend erforderlich.
Einen &hnlichen Proliferationsarrest kann der Kontakt zu MV auch bei der T-Zelllinie
Jurkat, die CD150" ist, verursachen (Avota et al, 2001). HS/PC sind jedoch in ihrem
Proliferations- bzw Differenzierungspotential in vitro durch den vorherigen Kontakt zu

MV nicht gestort. Im Gegensatz beispielsweise zu HIV, das nicht nur in vivo
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Knochenmarksuppression verursacht (Carter et al, 2010), sondern auch in vitro die
Kolonienbildung von gesunden HPC nach Exposition inhibiert (Steinberg et al, 1991),
konnten im CFA keine Unterschiede zwischen MOCK- bzw MV-exponierten HS/PC
beobachtet werden und zwar weder bezuglich der Anzahl noch der Art der gebildeten
Kolonien. Es wurden trotz MV-Exposition sowohl erythroide als auch myeloide
Kolonien gebildet. Insoweit decken sich die Resultate der in vitro-Experimente mit
den fur den dualtropen Stamm MV-JW publizierten Ergebnissen (Manchester et al,
2002). Auch in dem Fall konnte kein Effekt auf die Expansion bzw. Differenzierung
von HS/PC nach MV-Kontakt beobachtet werden. Auch ein rezeptorabhéngiger
Effekt konnte in vitro ausgeschlossen werden. Betrachtet man isolierte CD150"-HPC
im CFA, konnten auch hier keine Unterschiede im Kolonienwachstum zwischen
MOCK- und MV-exponierten HPC detektiert werden. Da auch bei CD150-HS/PC die
MV-Exposition zu keinem unterschiedlichen Kolonienwachstum fihrte, kann
ausgeschlossen werden, dass eine der beiden Fraktionen durch MV-Kontakt
beeinflusst wurde, was im CFA mit unfraktionierten HS/PC vielleicht nicht hatte
detektiert werden kénnen. Besonders ein Effekt auf die CD150"-Fraktion, die ca. 5 %
der Gesamtpopulation ausmachte, ware im CFA mit unfraktionierten HS/PC nicht
aufgefallen, da hier selbst die Schwankungen in der Kolonienzahl innerhalb eines

Experiments zwischen den drei Anséatzen teilweise grof3er als 5 % sein konnten.

Das in vitro-Experiment CFA stellt zwar ein nitzliches Mittel dar, um das
Differenzierungs- und Expansionspotential einer HS/PC-Population zu analysieren,
weist jedoch auch Schwachen auf, wenn es darum geht, Effekte auf die
Hamatopoese zu untersuchen. Die HS/PC werden im CFA unabhéngig vom Kontakt
mit Stromazellen mit rekombinanten, l8slichen Zytokinen aus dem Medium versorgt
und so wird die Komplexitat der Interaktion mit der Nische nur unzulanglich
widergespiegelt. Dartber hinaus kann im CFA auch nur die Differenzierung in Zellen
der myeloiden bzw. erythroiden Linie analysiert werden. Mdgliche Effekte auf die
lymphoide Entwicklung der HS/PC werden hierbei nicht sichtbar. Die
Xenotransplantation bietet hier die Moglichkeit, Effekte auf die humane
Hamatopoese in vivo zu untersuchen. Dabei werden humane HS/PC in NOD/SCID-
IL2Ry"-Mause transplantiert, deren eigene HS/PC durch eine vorangegangene

Bestrahlung mit einer Intensitat von 2,5 Gy zerstort wurden. Humane HS/PC sind in
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der Lage, in diesen Mausen die humane Hamatopoese zu etablieren und zu Zellen
aller Linien zu differenzieren. Die humanen HS/PC finden im murinen Knochen-
marksstroma ihre Nische, in der sie sich wie im humanen System einnisten kdnnen.
Diese Vorteile gegentber den in vitro-Experimenten machte die Xenotransplantation
in NOD/SCID-IL2Ry"-Mausen zum Goldstandard der HS/PC-Forschung. Neben
diesen Vorteilen ist eine Xenotransplantation in Mause im Zusammenhang mit dieser
Studie besonders interessant, da MV nicht in der Lage ist, murine Zellen zu infizieren
und in diesen zu replizieren. MV-induzierte Effekte auf die Hamatopoese, die man im
Transplantationsexperiment beobachtet, sind demzufolge auf die Interaktion des
Virus mit den transplantierten HS/PC zurtickzufihren. Eine Virustransmission von
humanen HS/PC auf murine Knochenmarksstromazellen und dadurch bedingte
Stérungen der Hamatopoese sind folglich ausgeschlossen. Die Langzeitre-
konstitution des murinen hamatopoetischen Kompartiments wird durch MV-
Exposition der HS/PC nicht beeintrachtigt. Die unmittelbar vor der Transplantation fur
1 h MV-exponierten HS/PC zeigten beziiglich der Rekonstitution nach 13 Wochen
das gleiche Potential wie MOCK-exponierte HS/PC. Die Hamatopoese wurde in
beiden Féllen vollstandig wiederhergestellt. Die MV-Exposition wirkt sich auch nicht
auf die Differenzierung in die myeloide bzw. lymphoide Linie aus. Die nach 13
Wochen nachgewiesene Rekonstitution geht vor allem von hamatopoetischen
Stammzellen aus, die sich in der transplantierten HS/PC-Population befanden. Es
konnte gezeigt werden, dass nach der Transplantation von HSC innerhalb der ersten
2 Wochen noch keine Expansion nachweisbar ist, sondern erst nach 4 Wochen. Im
Gegensatz dazu expandieren transplantierte HPC bereits nach 4 Tagen und es sind
ausschliel3lich sie, die in den ersten beiden Wochen zur Rekonstitution beitragen.
Nach 2 Wochen beginnt der apoptotische Zerfall dieser Zellen, sodass in Mausen,
denen nur HPC injiziert wurden, nach 4 Wochen kaum noch humane Zellen
nachweisbar sind (Kerre et al, 2001). Daraus lasst sich schlie3en, dass die MV-
Exposition keinen negativen Effekt auf HSC hat oder dass es ein transienter Effekt
ist, der hier nicht zum Tragen kommt, da die HSC erst nach 2 Wochen zu
expandieren beginnen. Da ein Effekt auf die transplantierten HPC nach 13 Wochen
nicht mehr detektierbar ist, wurde die Rekonstitution der Mause 7 Tage nach der
Transplantation untersucht. Der dramatische Verlust des Rekonstitutionspotentials

der HPC nach MV-Exposition in dieser Zeit spricht fur einen inhibierenden Effekt, der
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nicht infektionsbedingt ist. Die durchschnittliche Infektionsrate von 4.02 % kann nicht
als Erklarung fur eine im Schnitt ca. 67 % geringere Rekonstitution nach 7 Tagen
dienen. Des Weitern ist eine selektive Inhibition der CD150"-HPC aus den gleichen
Grunden ausgeschlossen. Ihr Anteil an der HS/PC-Population lag im Schnitt bei 5,53
%. Wie bereits diskutiert ist das MV jedoch dafir bekannt, dass es einen
Proliferationsarrest sowohl infektions- als auch CD150-unabhangig verursachen
kann. Der Kontakt mit der Virushille bzw. dem Glykoproteinkomplex kann dabei
bereits ausreichen. Da dieser Expansionsarrest nur in vivo, aber nicht in vitro
detektierbar ist, liegt die Vermutung nahe, dass die Interaktion der HS/PC mit ihrer
Nische gestort ist. Da die murinen Knochenmarksstromazellen nicht durch MV
beeinflusst werden, muss die Stérung auf Seiten der HS/PC gesucht werden. Eine
Moglichkeit, diese Interaktion zu stéren, ware eine inhibierte bzw. fehlgesteuerte
Migration der HPC in vivo. In die Schwanzvene injizierte HS/PC migrieren
chemotaktisch gesteuert in verschiedene lymphatische Organe, unter anderem in die
Milz und in das Knochenmark. Erst nach der Ankunft beginnen sie mit der Expansion
und Rekonstitution des hamatopoetischen Kompartiments. Die Migration zum
Knochenmark ist wahrend der Embryonalentwicklung von physiologischer
Bedeutung. Bei allen Vertebraten verlagert sich der Ort der Hamatopoese wahrend
der Genese mehrmals, was eine Migration der HSC voraussetzt (Coskun & Hirschi,
2010; Peault & Tavian, 2003; Tavian et al, 2010). Sowohl bei Mausen als auch beim
Menschen bildet die fotale Leber die vorletzte Station fir die HSC wahrend der
Embryonalentwicklung. Nach Entwicklung des Knochenmarks migrieren die HSC aus
der fotalen Leber in dieses ein (bei Mausen zusatzlich auch noch in die Milz (Askmyr
et al, 2009)), wo sie letztlich ihre Nische vorfinden, die sich auch im adulten
Organismus nicht mehr andert (Askmyr et al, 2009; Coskun & Hirschi, 2010; Peault &
Tavian, 2003). Diese auch als homing bezeichnete Migration ahnelt dabei der
Leukozytenmigration ins inflammatorische Gewebe bzw. deren homing in die
Lymphknoten. HS/PC migrieren 0Uber den Blutstrom ins Knochenmark. An
KnochenmarksblutgefalRen treten sie Uber P- und E-Selektine mit Endothelzellen in
Interaktion. Dadurch kommt es zur, fur T-Zellen ebenfalls beschriebenen, rollenden
Bewegung auf der Gefallwand, die letztlich zur Adhasion und zum Arrest fihrt.
Daraufhin folgt die Transmigration durch die GefalBwand und das Einnisten ins

Knochenmark. Vergleichbar mit der T-Zellmigration sind die adhasiven Schritte der
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HS/PC-Migration hauptsachlich von dem Chemokin CXCL12 und dem
dazugehdrigen Rezeptor CXCR4 gesteuert (Moll & Ransohoff, 2010). Fur T-Zellen
wurde eine MV-induzierte Stérung der Polarisationsfahigkeit und der Migration nach
CXCL12-Stimulation beschrieben (Abt et al, 2009), sodass es nahe lag, diesen
Sachverhalt fir das homing der HS/PC nach Transplantation zu Uberprifen,
besonders da diese Inhibition fur ruhende T-Zellen beschrieben wurde, die keine
CD150-Oberflachenexpression vorweisen und somit der Migrationsarrest sowohl
infektions- als auch CD150-unabhéangig durch MV verursacht wird. Ein solcher Effekt
der MV-Exposition tritt bei HS/PC jedoch nicht auf. Es wird weder das HS/PC-homing
in die Milz noch in das Knochenmark beeinflusst, sodass eine geringere Anzahl an
ankommenden HPC als Begrindung fir die gestdrte Kurzzeitrekonstitution der
bestrahlten Mause ausgeschlossen werden kann. Weiterhin gab dieses Experiment
dartuiber Aufschluss, dass auch 40 h nach der MV-Exposition und Transplantation
kein negativer Effekt auf die Viabilitat der Zellen auftrat. MV-induzierter Zelltod kann,
besonders unter Berlcksichtigung der Viabilitatsanalysen 6 Tage nach Infektion in
vitro, folglich ebenfalls als Ursache ausgeschlossen werde. Da, wie bereits dargelegt,
die Ursache fur die Inhibition auf Seiten der HS/PC vorzufinden sein sollte, liegt es
nahe zu vermuten, dass die vorangegangene MV-Exposition die Reaktion auf ein
Proliferationssignal inhibiert. Da ein solcher Effekt in vitro nicht nachweisbar war,
kann spekuliert werden, dass es sich hierbei um ein durch den direkten Zell-Zell-
Kontakt zwischen Stromazellen und HS/PC Ubertragenes Signal handelt. Die
Aufklarung des genauen Mechanismus, der der inhibierten HPC-Expansion zu

Grunde liegt, bleibt Grundlage zukunftiger Forschung.

Die beobachtete transiente und generelle Inhibition der H&matopoese in
Xenotransplantationserxperimenten nach vorangegangener MV-Exposition ist ein
interessantes Indiz dafir, dass eine Knochenmarkssuppression mit zur MV-
induzierten generellen und transienten Immunsuppression bzw. Leukopenie beitragt.
Genauere Erkenntnisse konnen in diesem Fall jedoch nur weitere Experimente im
Tiermodell mit Rhesusaffen erbringen, da in ihnen die Pathogenese inklusive der
Kennzeichen eine MV-induzierten Immunsuppression ahnlich wie beim Menschen
ablauft (Auwaerter et al, 1999).
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6 Zusammenfassung

Eine Suppression der Knochenmarkszellen, und damit der Hamatopoese, gilt bei
Viruserkrankungen wie der HIV-Infektion und den Ringelrételn als eine der Ursachen
fur eine Leukopenie bzw. Anamie. Die MV-induzierte Immunsuppression ist unter
anderem durch eine Leukopenie gekennzeichnet und so wurde in der vorliegenden
Studie die Frage nach den Auswirkungen einer Interaktion des MV mit
Knochenmarkszellen adressiert. Da der MV-Rezeptor CD150 im Rahmen des SLAM-
codes als muriner hAmatopoetischer Stammzell (HSC)-Marker identifiziert wurde, galt
es zunachst, die Anwendbarkeit dieses Codes auf humane hamatopoetische Stamm-
/Vorlauferzellen (HS/PC) zu untersuchen. Humane HSC, multipotente und oligo-
potente hdmatopoetische Vorlauferzellen (HPC) kénnen, im Gegensatz zu murinen,
nicht anhand des SLAM-codes unterschieden werden. Wéahrend CD244 auf allen
HS/PC exprimiert wird, markieren CD150 und CD48 eher humane HPC als HSC.
Trotz vorhandener CD150"-HPC beschrankt sich die Infektion mit wildtypischen MV
nicht auf diese Subpopulation, sondern erfolgt, wie bei CD150 Stromazellen,
unabhangig von diesem Rezeptor. Die Infektionsrate ist in beiden Zelltypen niedrig
und fihrt in vitro zu keiner Beeintrachtigung der Vitalitdt. Dartber hinaus wurde
gezeigt, dass die MV-Exposition von HS/PC in vitro weder deren Proliferation noch
die Fahigkeit zur Koloniebildung stort. Im Gegensatz dazu infiziert das dualtrope,
attenuierte MV beide Zelltypen sehr effizient und im Fall der Stromazellen auch
lytisch. Dass sich eine MV-Infektion in Kokulturen von HS/PC mit Stromazellen vom
jeweils einen auf den anderen Zelltypen Ubertragt, konnte als mdglicher
Mechanismus zur Ausbreitung und Etablierung einer Infektion im Knochenmark
angesehen werden. Einen Zugang zu diesem Kompartiment erlangt das MV, wie
Tiermodellstudien zeigen, Uber infizierte Lymphozyten, die dieses Organ infiltrieren.
Die demonstrierte und aufRerst effiziente Ubertragung des MV von Lymphozyten auf
HS/PC und Stromazellen in vitro liefert hierbei ein Indiz fir eine mdgliche Route der
Infektion in vivo. Obwohl in vitro keine Inhibition der Expansion von HS/PC
beobachtet wurde, stort eine vorangegangene MV-Exposition die Kurzzeit-
rekonstitution bestrahlter NOD/SCID-Mause massiv. Diese Inhibition der
Hamatopoese ist jedoch transient und hat keine Auswirkungen auf die
Langzeitrekonstitution. Da weder die Migration der transplantierten HS/PC zum

Knochenmark gestort ist noch die Knochenmarkszellen der Maus permissiv flir eine
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Zusammenfassung

MV-Infektion sind, ist die beobachtete Inhibition auf einen direkten Einfluss der MV-

Exposition auf die HS/PC zurtckzufihren.

Zusammengefasst unterstitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass
eine mogliche Knochenmarkssuppression durch MV einen Beitrag zur Leukopenie

leistet.
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7/ Summary

Bone marrow suppression, and thereby suppression of hematopoiesis, is described
for several viral diseases, such as HIV-infection and fifth disease (parvovirus B19), to
contribute to leukopenia and anemia. MV-induced immunosuppression is marked by
leukopenia so that we addressed the question whether the interaction of MV with
bone marrow cells would have any consequences. The MV-Rezeptor CD150 has
been identified, as part of the SLAM-code, to mark murine hematopoietic stem cells
(HSC) and the present study firstly analyzed if this code also applied to human
hematopoietic stem/progenitor cells (HS/PC). In contrast to their murine counterparts,
human HSC, multipotent and oligopotent hematopoietic progenitor cells (HPC)
cannot be distinguished based on the SLAM-code. While CD244 is expressed by all
HS/PC, CD150 and CD48 rather mark human HPC than HSC. Though CD150"-HPC
exist, the infection by wild type MV is not restricted to this subpopulation but occurs,
as for the CD150" stroma cells as well, CD150-independently. The infection rate in
both cell types is low and infection does not affect viability of these cells in vitro.
Furthermore it was shown that MV-exposure of HS/PC neither affects their
proliferation nor their ability to form colonies in vitro. In contrast to that, dualtropic,
attenuated MV infects both cell types very efficiently and leads to lytic destruction of
stroma cells. MV is mutually transmitted in co-cultures of HS/PC and stroma cells
from one cell type to the other, and this might be a possible way for the virus to
spread and to establish an infection within the bone marrow. As proven by studies in
animal models, the virus gets access to this compartment by infected lymphocytes
which home to this organ. The highly efficient transmission of MV from lymphocytes
to both, HS/PC and stroma cells in vitro, may display a possible route of infection in
vivo. Although MV-exposure does not affect HS/PC-expansion in vitro, it massively
inhibits short term reconstitution of irradiated NOD/SCID-mice. However, this
inhibition of hematopoiesis remains transient and has no consequences for long term
reconstitution. Since transplanted HS/PC home normally and murine bone marrow
cells do not support MV-replication, the effects observed on hematopoiesis can only

be explained by a direct influence of MV-exposure to HS/PC.

Altogether, the results of this study support the hypothesis that MV induced bone

marrow suppression may contribute to leukopenia.
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Abb.
AML
APME
ATV
BBMM
BCA
BFU-E
BSA
CD
cDNA
CDhvV
CFA
CFSE
CFU-E
CFU-G

CFU-
GEMM

CFU-GM
CFU-M
CLP
CMP
CPE
dATP
DC

dCTP

Abbildung

akute myeloide Leukamie

akute postinfektiose Panenzephalitis
adjusted Trypsin Versene

basal bone marrow medium
Bicinchoninsaure

bulk forming unit-Erythrocyte
bovines Serumalbumin

cluster of differentiation
complementary DNA
Hundestaupevirus

colony forming assay - Koloniewachstumsexperiment
Carboxyfluorescein-(5-,6-) diacetat
colony forming unit-Erythrocyte
colony forming unit-Granulocyte

colony forming unit-Granulocyte Erythrocyte Monocyte Megakaryocyte

colony forming unit-Granulocyte Macrophage

colony forming unit- Macrophage

common lymphocyte progenitor - lymphoide Vorlauferzelle
common myeloid progenitor - myeloide Vorlauferzelle
cytopathic effect - zytopathischer Effekt
Desoxyadenosin-5'-triphosphat

dendritische Zelle

Desoxycytidin-5*-triphosphat
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dGTP
DMEM
DMSO
DMV
dTTP
ED

EDTA

eGFP

EP

EPO

FITC

FKS
flt3-Ligand
FSC

fwd
GM-CSF

GMP

GP
h
HPC

HS/PC

HSC

IGS

Desoxyguanosin-5'-triphosphat
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Delphin Morbillivirus
Desoxythymidin-5'-triphosphat
Edmonston

Ethylendiamintetraessigsaure

enhanced Green Fluorescent Protein

erythrocyte Progenitor - erythroide Vorlauferzelle
Erythropoetin

Fluoresceinisothiocyanat

fotales Kalberserum

Fms-related tyrosine kinase 3 ligand

forward scatter

forward

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

Granulocyte-Macrophage progenitor - Granulozyten-Makrophagen
Vorlauferzelle

granulocyte progenitor - Granulozytenvorlauferzelle
human
hematopoietic progenitor cell - hAmatopoetische Vorlauferzelle

hematopoietic stem/progenitor cell - hamatopoetische Stamm-
/Vorlauferzelle

hematopoietic stem cell - hamatopoetische Stammzelle
Immunglobulin G

intergenische Sequenz
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IL2Ry
IL-3 & IL-6
IMDM
lono

KSL

LIN

LPC

LSC
M.O.I.
MEM

MEP

MFI
MIBE
MkP
MLR
MP
MPP
MRNA
MSC
MV
NK
NOD/SCID
PBS
PCR

Pdv

Interleukin 2 Rezeptor y

Interleukin 3 & Interleukin 6

Iscove's Modified Dulbecco's Media

lonomycin

c-Kit*/Sca-1"/LIN

lineage marker - linienspezifische Marker

leukeamic progenitor cell - leukdmische Vorlauferzelle
leukeamic stem cell - leukédmische Stammzelle
multiplicity of infection

Minimum Essential Medium

megakaryocyte/erythrocyte progenitor - Megakaryozyt/Erythrozyt
Vorlauferzelle

mittlere Fluoreszenzintensitat
Masern-Einschlusskorper-Enzephalitis

megakaryocyte progenitor - Megakaryozytvorlauferzelle
mixed leukocyte reaction

macrophage progenitor - Makrophagenvorlauferzelle
multipotent progenitor cell -multipotente Vorlauferzelle
messenger RNA

mesenchymale Stromazelle

Masernvirus

natdrliche Killerzeller

Non-Obese Diabetic/Severe Combined Immunodeficiency
phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction - Polymerasekettenreaktion

Seehundestaupevirus
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PE
PFA
PFU
PI3K
PIP3
PMA
PMV
PPRV
rev
RNA
RNP
RPV
RT
RT-PCR
SCF
SDF-1
SLAM
SSC
SSPE
STIKO
Tab.
TCIDsg
TPO
uCB
WTF

ZNS

Phycoerythrin

Paraformaldehyd

plague forming unit

Phosphoinositid 3 Kinase
Phosphatidylinositoltriphosphat
phorbol 12-myristate 13-acetat
Tammlermorbillivirus

Pest der kleinen Wiederkauer-Virus
reverse

Ribosenukleinséure
Ribonukleoproteinkomplex
Rinderpestvirus

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR

stem cell factor

stroma cell derived factor-1

Signaling lymphocytic activation molecule
side scatter

subakute sklerosierende Panenzephalitis
standige Impfkommission

Tabelle

Tissue Culture Infective Dose 50
Thrombopoetin

umbilical cord blood - Nabelschnurblut
Wildtyp Fleckenstein

zentrales Nervensystem
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