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Kapitel 1

Zusammenfassung

Zellzykluskontrolle ist die Voraussetzung für den ungestörten Ablauf der Häma-
topoese, wobei der nur eingeschränkt mögliche Eintritt in den Zellzyklus für die
Balance zwischen Proliferation und Ruhezustand der hämatopoetischen Stamm-
zellen (HSCs) sorgt. Der Zellzyklusinhibitor p27Kip1 verfügt über starke antiproli-
ferative Aktivität und übernimmt im Rahmen der murinen Hämatopoese kritische
Inhibitorfunktionen. Einer der wichtigsten Regulationsmechanismen für p27Kip1

besteht in dessen Markierung für den Abbau im Proteasom mithilfe der Polyubi-
quitinierung durch die SCFSKP2 Ubiquitin Ligase, an der Cks1 (cyclin-dependend
kinase subunit 1) als Schlüsselprotein beteiligt ist. Der Verlust von Cks1 selbst
führt zur Stabilisierung von Cyklin-abhängigen Kinase-Inhibitoren (CKIs), wie
p21Cip1/Waf1, p57Kip2, p130 und p27Kip1, was zu Proliferationsdefekten in zahlrei-
chen Geweben führt. Überexpression ist hingegen in vielen Tumorarten mit einer
schlechten Prognose vergesellschaftet.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob das Protein Cks1 Einfluss auf die
murine Hämatopoese hat, wobei p27Kip1-abhängige und -unabhängige Funktio-
nen analysiert wurden. Die Versuche sind im Maus-Modell mit Zellen aus Kno-
chenmark, fetaler Leber sowie peripherem Blut von p27Kip1−/− , Cks1−/− und
p27Kip1−/−/Cks1−/− Knockout-Mäusen durchgeführt und jeweils mit Wildtyp-
kontrollen verglichen worden. Der Verlust von Cks1 führte zu einer Verminde-
rung der Zellzahlen in den hämatopoetischen Organen, was mit einer deutlich
reduzierten Anzahl an hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) und den verschie-
denen Populationen hämatopoetischer Progenitoren einherging. Cks1 konnte als
potenter Regulator der Poolgröße von Stamm- und Progenitorzellen identifiziert
werden. Dennoch scheint das Protein für die Steady-State Hämatopoese und die
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terminale Differenzierung entbehrlich zu sein. Des Weiteren ließ sich beobach-
ten, dass der Verlust von Cks1 im Rahmen der Stress-induzierten Hämatopoese
mit schwerwiegenden Proliferationsproblemen einhergeht, was mit einer potentiell
protektiven Rolle von Cks1 bei der Repopulation des Knochenmarks durch hä-
matopoetische Stammzellen (HSCs) vereinbar wäre. Daneben ist Cks1 möglicher-
weise an der Regulation bestimmter Transkriptionsfaktoren beteiligt. Es konnte
gezeigt werden, dass sich die Deletion von Cks1 in der adulten und embryona-
len Hämatopoese nicht immer in gleicher Form manifestiert. Insgesamt sprechen
die Ergebnisse dafür, dass Cks1 kritische sowohl von der p27Kip1-Ubiquitinierung
abhängige als auch -unabhängige Aufgaben bei der Regulation der frühen Hä-
matopoese übernimmt, wobei die Stress-induzierte Hämatopoese in besonderer
Weise betroffen ist.



Kapitel 2

Einleitung

In diesem Kapitel werden zunächst die Grundlagen der Hämatopoese dargestellt.
Da sowohl adulte als auch embryonale Zellen im Verlauf der Experimente ana-
lysiert wurden, beginnt die Arbeit mit einem kurzen Überblick über die Orte
der murinen Blutbildung in den verschiedenen Entwicklungsstadien. Es folgt eine
Beschreibung des hämatopoetischen Stammbaums, in der besonders auf die von
uns untersuchten frühen Vorläufer der reifen Blutzellen eingegangen wird. Zum
besseren Verständnis des allgemeinen Verhaltes sowie der optimalen Wachstums-
bedingungen von hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen wird schließlich
die Regulation der Hämatopoese erläutert. Der nächste Abschnitt des Kapitels
befasst sich mit den Grundlagen des Zellzyklus, da die Proteine p27Kip1 und Cks1,
auf deren Untersuchung sich dieses Projekt konzentriert, beide an der Zellzyklus-
kontrolle beteiligt sind. Im weiteren Verlauf werden deren genaue Funktionen und
Regulation dargestellt, bevor am Ende der Einleitung die Zielsetzung und Frage-
stellung erläutert wird. Da diese Arbeit auf einem Maus-Modell basiert, beziehen
sich alle Angaben auf die murine Hämatopoese.

2.1 Hämatopoese

Der Begriff Hämatopoese beschreibt den Prozess der Blutbildung sowohl im adul-
ten als auch im embryonalen Stadium eines Organismus. Das Verständnis der
zellulären Grundlagen der Hämatopoese wurde 1961 durch die Experimente von
Till und Mc Culloch [160] entscheidend geprägt. Sie machten die Beobachtung,
dass die intravenöse Injektion von murinen Spenderknochenmarkszellen in tödlich
bestrahlte Mäuse zur Entwicklung makroskopisch sichtbarer Kolonien proliferie-
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render hämatopoetischer Zellen in der Milz der Empfängertiere führt. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass jede dieser Kolonien von einem einzigen Zellklon
ausging, der sogenannten Colony-Forming-Unit-Spleen (CFU-S) [7] und dass die-
ser sowohl in der Lage zur Differenzierung als auch zur Selbsterneuerung war.
Damit etablierten Till und McCulloch den Begriff der hämatopoetischen Stamm-
zelle [161] und erweiterten die Bedeutung des Ausdrucks Hämatopoese auf Ent-
wicklung, Selbsterneuerung und Differenzierung dieses Zelltyps.

Heute weiß man, dass pluripotente hämatopoetische Stammzellen (HSCs) nur
ca. 0,05 % der murinen Knochenmarkszellen ausmachen [166] und dass diese
in der Lage sind, durch symmetrische Teilung zwei Tochterzellen mit Stamm-
zelleigenschaften hervorzubringen. Alternativ kann eine asymmetrische Teilung
stattfinden, wobei sowohl eine neue pluripotente Stammzelle entsteht als auch
eine Tochterzelle, die die Möglichkeit zur Differenzierung in alle Linien des hä-
matopoetischen Systems besitzt [180, 121]. Obwohl die Stammzellen sich unter
normalen Bedingungen hauptsächlich in der Ruhephase des Zellzyklus befinden
[118], besitzen sie die Fähigkeit, tödlich bestrahlte Mäuse mit allen Blutzellen zu
repopulieren [123] und somit deren Überleben sicherzustellen.

2.1.1 Entwicklung

Das Knochenmark stellt beim Menschen den Hauptort der adulten Hämatopoese
dar, wobei nur das sogenannte rote Mark die Fähigkeit zur Blutbildung besitzt.
Sowohl beim Menschen als auch bei der Maus fungieren während der embryona-
len Entwicklung allerdings auch andere Gewebe, wie der Dottersack, die Leber
und die Milz, als Orte der frühen Hämatopoese [195]. Nach heutigem Wissens-
stand beginnt die primitive Hämatopoese in der Maus mit der Entstehung des
Hämangioblasten, einem gemeinsamen Vorläufer der hämatopoetischen und der
endothelialen Zelllinien, der sich zwischen Embryonaltag 2.5 und 4 (E2.5-E4)
entwickelt [26]. Man nimmt an, dass die hämatopoetischen Vorläuferzellen ausge-
hend vom Primitivstreifen in den Dottersack wandern [140]. Dort entstehen zwi-
schen E7 und E8.5 Blutinseln und erste primitive erythroide Zellen, wobei es sich
um kernhaltige, noch relativ große Erythroblasten handelt [4]. An Tag 9 ist das
Kapillarnetzwerk soweit ausgebildet, dass reife Zellen in die Zirkulation übertre-
ten können. Nach ausreichender Entwicklung der Leber kommt es zwischen E9.5
und E10.5 zur deren Kolonialisierung mit vorwiegend myelo-erythroiden hämato-
poetischen Zellen [105, 75]. Vieles deutet darauf hin, dass die hämatopoetischen
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Stammzellen (HSCs) in der Aorta-Gonaden-Mesonephros (AGM)-Region, entste-
hen [33, 50, 34], wobei auch der Dottersack und möglicherweise die Plazenta zum
späteren HSC-Pool beitragen [48, 103].

Beginnend mit E11 wird die primitive durch die definitive Hämatopoese ab-
gelöst, was durch die Produktion kernloser Erythrozyten gekennzeichnet ist, die
ab E12.5 aus der Leber in die Zirkulation übertreten [132]. Von diesem Zeitpunkt
an stellt die Leber das Hauptorgan der fetalen Hämatopoese dar. Auch nachdem
zwischen E16 und E18 das Knochenmark und die Milz zu Orten der Blutbil-
dung werden, behält die Leber während der gesamten Embryonalzeit sowie einige
Wochen postpartal ihren Status als wichtiges hämatopoetisches Organ [82]. Im
Gegensatz zum Menschen, bei dem das Knochenmark allein Ort der Blutbildung
ist, sind an der murinen Hämatopoese lebenslang sowohl Knochenmark als auch
Milz beteiligt.

2.1.2 Das hämatopoetische System

Hämatopoetische Zellen zeichnen sich durch bestimmte Oberflächenmarker aus,
die sich aus experimenteller Sicht als sehr hilfreich im Bezug auf ihre Unterschei-
dung erwiesen haben. Eine Übersicht des hämatopoetischen Systems mit den
wichtigsten Markern der verschiedenen Zellpopulationen ist in Abbildung 2.1 zu
finden. Im murinen Knochenmark zeigt die Fraktion der Lin−,Sca1 (Ly6A/E)+

und c-kit (CD117)+ LSK-Zellen Stammzellaktivität [154, 71, 123]. Lineage nega-
tiv (Lin−) bedeutet, dass noch keine hämatopoetischen Oberflächenantigene wie
B220, CD3 (cluster of differentiation 3), CD4, CD8, Mac-1 (CD11b/CD18), Gr-1
(granulocyte-1) oder Ter 119, vorhanden sind. Diese befinden sich erst auf den
weiter ausdifferenzierten Zelltypen wie zum Beispiel B- und T-Zellen, Makropha-
gen oder Granulozyten [148]. Wichtige Unterscheidungsmerkmale innerhalb der
Thy1.1 (CD90)lo LSK-Population sind die Oberflächenproteine CD34 und Flk-2
(CD135). Es konnte gezeigt werden, dass die CD34+ Zellen in letal bestrahlten
Emfängertieren sofort radioprotektive Wirkung zeigten, während die CD34− Zel-
len für die Langzeit-Rekonstitution von sowohl myeloiden als auch lymphoiden
Zelllinien verantwortlich waren [123].

Derzeit geht man davon aus, dass die LSK-Fraktion mindestens zwei verschie-
dene Stammzellpopulationen enthält. Am Anfang der hämatopoetischen Reihe
stehen die CD34−Flk-2− Langzeit hämatopoetischen Stammzellen (Long Term
Hematopoietic Stem Cells, LT-HSCs), die lebenslang zur Selbsterneuerung fähig



12 Einleitung

sind und die primitivste Stammzellfraktion darstellen. Aus den LT-HSC können
sich CD34+Flk-2+ Kurzzeit hämatopoetische Stammzellen (Short Term Hemato-
poietic Stem Cells, ST-HSCs) entwickeln, deren Selbsterneuerungskapazität sich
nach einigen Wochen erschöpft [175]. Die multipotenten Vorläufer (Multipotent
Progenitors, MPPs) entstehen weiter abwärts der Differenzierungslinie aus den
ST-HSC und haben die Fähigkeit zur Selbsterneuerung fast vollständig verloren
[123]. Diese Zellgruppe ist jedoch noch immer in der Lage, verschiedene Diffe-
renzierungsrichtungen einzuschlagen, wobei eine Dedifferenzierung von MPP zu
ST-HSC nicht beobachtet wird und weder MPPs noch ST-HSCs sich wieder in
LT-HSCs zurückentwickeln können [107].

Man geht davon aus, dass es im MPP-Stadium zur Separation des lym-
phatischen von dem myeloischen Weg kommt [83]. Andere Theorien basie-
ren hingegen darauf, dass diese Aufteilung schon stattfindet, bevor die Zel-
len dieses Entwicklungsstadium erreichen und dass bereits die HSC-Population
in myeloisch- und lymphatisch-orientierte Stammzellen aufgeteilt werden kann
[108]. Die Vorläufer der Il-7Rα+ lymphatischen Reihe und der Il-7Rα− mye-
loischen Reihe verfügen über kein relevantes Selbsterneuerungspotential mehr
und ihre Möglichkeiten zur Differenzierung sind eingeschränkt [174]. Myeloi-
de Vorläufer (Common Myeloid Progenitors, CMPs), die durch die Ober-
flächenmarker c-Kit+, Sca-1−, CD34+ und FcγR(CD16/32)− gekennzeichnet
sind, sind in der Lage, sowohl CD34−FcγRlo Megakaryozyten-Erythozyten Vor-
läufer (Megakaryocyte-Erythrocyte Progenitors, MEPs) als auch CD34+Fcγhi

Granulozyten-Makrophagen Vorläufer (Granulocyte-Macrophage Progenitors,
GMPs) hervorzubringen [1]. Aus den MEPs entwickeln sich reife Erythrozyten
und Thrombozyten, während sich die GMPs zu Granulozyten, Monozyten und
antigenpräsentierenden Dendritischen Zellen differenzieren können. Die lymphati-
schen Vorläufer (Common Lymphoid Progenitors, CLPs) zeichnen sich durch die
Oberflächenproteine c-Kitlo, Sca-1lo, CD34+ und FcγR− aus. Aus ihnen entstehen
T-Zellen, B-Zellen, Dendritische Zellen sowie Natürliche Killerzellen (NK-Zellen)
[80, 45]. Obwohl lange angenommen wurde, dass die lymphatische und die mye-
loische Reihe streng voneinander getrennt sind, gibt es heute Hinweise darauf,
dass dies nicht der Fall ist und sich unter bestimmten Bedingungen lymphatische
Vorläufer auch in die myeloische Richtung differenzieren können [8, 172].
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Abbildung 2.1: Das hämatopoetische System der Maus. LT-HSC: Lang-
zeit hämatopoetische Stammzelle (Long Term Hematopoietic Stem Cell), ST-
HSC: Kurzzeit hämatopoetische Stammzelle (Short Term Hematopoietic Stem
Cell), MPP: multipotenter Vorläufer (Multipotent Progenitor), CMP: myeloi-
scher Vorläufer (Common Myeloid Progenitor), CLP: Lymphatischer Vorläufer
(Common Lymphoid Progenitor), MEP: Megakaryozyten-Erythrozyten Vorläu-
fer (Megakaryocyte-Erythrocyte Progenitor), GMP: Granulozyten-Makrophagen
Vorläufer (Granulocyte-Macrophage Progenitor).
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2.1.3 Regulation der Hämatopoese

Unter ungestörten Bedingungen ist die Zahl der differenzierten Zellen in der Blut-
bahn relativ konstant. Um dies zu gewährleisten, müssen aufgrund der Kurzle-
bigkeit der meisten Blutzellen von ihnen täglich mehrere Milliarden neu gebildet
werden, wobei der Organismus unter Stress die Produktion um ein Vielfaches
steigern kann. Sobald der Bedarf wieder in die Ausgangslage zurückgekehrt ist,
normalisiert sich auch die Produktion wieder. Durch Regulierung von Selbst-
erneuerung und Differenzierung wird der hämatopoetische Stammzellpool auf-
rechterhalten und bei ungestörter Hämatopoese ein Gleichgewichtszustand, der
sogenannte Steady-State, erreicht [103].

Im Rahmen der Steady-State-Hämatopoese, die im Gegensatz zur Stress-
induzierten Hämatopoese steht, kommt es bei allen hämatopoetischen Zellgrup-
pen zu spontanen Teilungen, die sich allerdings in der Häufigkeit unterscheiden.
Je weiter die Differenzierung fortschreitet, desto weniger Zellen befinden sich in
der G0-Phase des Zellzyklus und umso höher ist ihre Proliferationsrate [126].
Während bei der Steady-State-Hämatopoese zu jedem Zeitpunkt ca. 67 % der
LT-HSCs die Ruhephase durchlaufen, sind es bei den ST-HSCs nur noch 59 %.
Dagegen befinden sich ungefähr die Hälfte der MPPs und CMPs sowie nahzu
keine Zellen des GMP-Typs in der G0-Phase [126]. Die Ruhephase (G0-Phase)
beschreibt einen Zustand, in dem der Metabolismus und die S-Phase Maschinerie
maximal herunterreguliert sind. Sie ist essentiell für die Erhaltung der hämato-
poetischen Stammzellen und das dauerhafte Anwachsen hämatopoetischer Zellen
vor allem nach Transplantationen [196]. Als Antwort auf Stress wie z.B. Infek-
tionen werden sogenannte ruhende HSCs durch bestimmte Signalstoffe, unter
anderem INFα, aktiviert, was wiederum zu Proliferation und Selbsterneuerung
führt [41]. Das Selbsterneuerungspotential der hämatopoetischen Stammzellen
ist allerdings begrenzt, was an der zunehmenden Erschöpfung ihrer Regenerati-
onsmöglichkeiten bei der Antwort auf umweltbedingten Stress wie z.B. serielle
Transplantationen oder myeloablative Chemotherapie deutlich wird [171].

Die Entstehung neuer Blutzellen unterliegt strengen Kontrollen, da einerseits
ständig Zellen nachgebildet werden müssen, anderseits aber auch die unkontrol-
lierte Proliferation verhindert werden muss. Eine adäquate Kontrolle des Zellzy-
klus, besonders dem der hämatopoetischen Stammzellen und der frühen Vorläu-
ferstufen, ist die Voraussetzung für eine normale Hämatopoese [42]. Das Versagen
der Zellzyklusregulation kann zur Transformation von normalen hämatopoeti-
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schen Zellen in maligne Leukämiezellen führen oder aber zu deren Elimination
über Apoptose, wie es bei einem Teil der aplastischen Anämien und der myelo-
dysplastischen Syndrome der Fall ist [38, 184].

Bei der hämatopoetischen Homöostase spielt die Mikroumgebung eine wichti-
ge Rolle. Im Knochenmark befinden sich zusätzlich zu den unterschiedlichen Dif-
ferenzierungsstufen der Blutzellen auch verschiedende CD45-negative Zellen[150].
Dazu gehören Stromazellen im engeren Sinne, bei denen es sich um Myofibroblas-
ten handelt [21]. Außerdem finden sich Stromazellen im weiteren Sinne, nämlich
Endothelzellen [183], Adipozyten [53] und Osteoblasten [49], sowie Makropha-
gen, Osteoklasten und Dendritische Zellen [76]. Die Stromazellen, insbesondere
die Makrophagen, produzieren eine Reihe von Zytokinen [21] wie M-CSF (ma-
crophage colony-stimulating factor), G-CSF (granulocyte colony-stimulating fac-
tor), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), SCF (stem
cell factor) und IL-6 (Interleukin 6), während der für die Hämatopoese äußerst
wichtige Wachstumsfaktor IL-3 (Interleukin 3) hauptsächlich von T-Zellen sezer-
niert wird. Zytokine sind Proteine, die nach ihrer Freisetzung Zellen über die
entsprechenden Rezeptoren in ihrem Verhalten beeinflussen und an der Zellinter-
aktion beteiligt sind. Sie sind für die Hämatopoese von essentieller Bedeutung,
da das Vorhandensein von Wachstumsfaktoren sowohl Überleben als auch Pro-
liferation hämatopoetischer Stammzellen und deren Nachkommen sichert [118].
Auch bei Selbsterneuerung und Differenzierung spielen externe Signale von Zyto-
kinen eine Rolle [102], wobei zum Beispiel die Kombination aus SCF, FL (Flt3-
ligand), TPO(Thrombopoietin) und Il-6 die Selbsterneuerung von HSCs in vitro
induziert [167]. TGF-β1 (transforming growth factor beta 1, Transformierender
Wachstumsfaktor Beta 1) stellt hingegen einen Inhibitor für das Wachstum von
hämatopoetischen Stammzellen dar [133].

Nicht nur Stromazellen, sondern auch Bestandteile der Extrazellulärmatrix
(ECM) spielen eine wichtige Rolle bei der Proliferation und Differenzierung hä-
matopoetischer Zellen. Die ECM besteht aus einer Vielfalt von Molekülen, wie
z.B. Fibronektin (FN), Proteoglykanen, Kollagen und Laminin, die für die Form-
gebung und Stabilisierung der Gewebe verantwortlich sind [42]. Bestimmte Pro-
teoglykane in der ECM von adhärenten Stromazellen besitzen die Fähigkeit, Zy-
tokine zu binden und diese dann in ihrer biologisch aktiven Form den hämato-
poetischen Progenitoren zu präsentieren. Die hämatopoetischen Vorläuferzellen
sind wiederum in der Lage, selbst an spezifische Bestandteile der ECM zu binden
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und können so über die ECM-Komponenten oder benachbarte Moleküle mit den
aktivierten Wachstumsfaktoren in Kontakt treten [169]. Laminin, Kollagen und
Fibronektin fungieren als Liganden für Integrine, die sowohl das Ankerverhalten
und die Migration von hämatopoetischen Zellen kontrollieren, als auch bestimm-
te Signaltransduktionswege in diesen Zellen aktivieren [70]. Die Entwicklung von
hämatopoetischen Stammzellen basiert zu einem Großteil auf der direkten Inter-
aktion mit Stromazellen und der Extrazellulärmatrix [30]. Für die Erhaltung des
Ruhezustands von HSCs ist z.B. sowohl das Zusammenspiel von Sdf1 (stromal
cell-derived factor 1alpha, Cxcl12) mit seinem Rezeptor als auch die Interaktion
von Tie2 (Tek, endothelial-specific receptor tyrosine kinase) mit seinem Ligan-
den Ang1 (Angiopoetin1) von großer Bedeutung [3, 115]. Auch THPO (Throm-
bopoietin) und sein Rezeptor MPL (myeloproliferative leukemia virus oncogene,
TPO-R, CD110), sowie N-Cadherin/β-Cathenin zählen zu den extrazellulären
Faktoren, die den Ruhezustand der HSCs regulieren [185, 67]. Solche Interak-
tionen finden in den sogenannten Stammzellnischen in der Mikroumgebung des
Knochenmarks statt [138, 178], wobei zwischen der endostealen Nische an der
Oberfläche der trabekulären Knochenstrukturen und der vaskulären Nische in
den Knochenmarkssinusoiden unterschieden wird [68]. Hier findet die Kontrolle
der Balance zwischen HSC Ruhezustand, Selbsterneuerung und Differenzierung
sowie die adäquate Reaktion auf Stress statt [40]. Die Tatsache, dass sich alle LT-
HSCs, die nach einer Transplantation im Empfänger anwachsen, in der G0-Phase
befinden [126], führt zu der Annahme, dass die Zellteilung der Stammzellen nur
gefahrenlos in der korrekten Nische stattfinden kann [103].

Zusätzlich zu den äußeren Bedingungen sind intrinsische Transkriptionsfakto-
ren, die nahezu alle Arten von DNA-Bindungsproteinen umfassen können [122],
für die Zellzyklusregulation von großer Bedeutung, die im Rahmen der Differen-
zierung sowohl hemmende als auch verstärkende Effekte auf die Genexpression
haben können [120]. Ein bemerkenswerter Aspekt der an der Hämatopoese betei-
ligten Transkriptionsfaktoren ist, dass die Mehrheit von ihnen an chromosomalen
Translokationen oder somatischen Mutationen hämatologischer Krankheitsbilder,
wie z.B. Leukämien, beteiligt ist [122]. Zu den wichtigen hämatopoetischen Tran-
skriptionsfaktoren gehören unter anderem SCL (stem cell leukemia hematopoietic
transcription factor), PU.1, GATA-1 (GATA binding protein 1), GATA-2 (GA-
TA binding protein 2) und Lmo-2 (LIM (Lin11, Isl-1, Mec-3) domain only 2), die
sowohl bei der primitiven als auch bei der definitiven Hämatopoese eine wesentli-
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che Rolle spielen, sowie AML-1 (acute myeloid leukemia 1), welcher hauptsächlich
für die definitive Hämatopoese benötigt wird [194] [17]. Der Transkriptionsfaktor
c-Myb (myeloblastosis oncogene) fördert z.B. durch Induktion von c-Myc (mye-
locytomatosis oncogene) und Hochregulierung der Expression von c-Kit und Flt3
(FMS-like tyrosine kinase 3) das Wachstum von hämatopoetischen Stammzel-
len [100]. Es konnte gezeigt werden, dass das Protoonkogen c-Myc essentiell für
Selbsterneuerung und Differenzierung von HSCs ist [177]. Daneben stellen auch
die Mitglieder der HOX (homebox)-Familie Transkriptionsfaktoren von zentraler
Bedeutung für die Regulation der Hämatopoese dar [42].

2.2 Zellzyklus

Im Verlauf des Zellzyklus kommt es zunächst zur DNA-Duplikation und dann
zur Zellteilung. Er gliedert sich in verschiedenen Phasen, nämlich die G0- be-
ziehungsweise G1-Phase (Gap 1), die S-Phase (Synthese), die G2-Phase (Gap 2)
und die M-Phase (Mitose) (Abb. 2.2). Der Übergang von einer in die nächste
Phase wird im Allgemeinen durch die sogenannten Cyklin-abhängigen Kinasen
(Cyclin-dependent kinases, Cdks) kontrolliert [125], die als katalytische Einheit
an phasenspezifische regulatorische Cykline binden [144]. Im Verlauf des Zellzy-
klus werden die instabilen Cykline stets neu synthetisiert und, sobald sie nicht
mehr benötigt werden, wieder degradiert. Durch die Interaktion von Cdks und
den dazugehörigen Cyklinen ändert sich der Phosphorylierungsstatus bestimmter
intrazellulärer Proteine, was schließlich zur Zellzyklusprogression führt [94]. Al-
lerdings ist für die vollständige Aktivierung der Cyklin-Cdk-Komplexe noch ein
weiteres Protein, nämlich die Cdk-aktivierende Kinase (Cdk-acitvating kinase,
CAK), notwendig, die die Cdks phosphoryliert und deren Aktivität durch kleine
Konformationsänderungen noch erhöht. Um den korrekten Ablauf des Zellzyklus
zu garantieren, verfügen Zellen über eine Reihe von sogenannten "Checkpoints",
die den Übertritt in eine neue Zellzyklusphase verhindern, solange eine andere
noch nicht abgeschlossen ist [60]. Der Verlust dieser Kontrollpunkte durch Mu-
tationen kann zu unkontrollierter Proliferation und gegebenenfalls zu neoplasti-
schem Wachstum führen [93].

Die Proliferationsrate von Zellen wird zum Großteil durch den Verlauf der G1-
Phase festgelegt [146]. In diesem Stadium reagiert die Zelle auf externe Signale
und die in der S-Phase stattfindende DNA-Synthese wird vorbereitet. Sobald die
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Abbildung 2.2: Zellzyklus. Cyklin-Cdk-Komplexe regulieren den Übergang von
einer in die nächste Zellzyklusphase. M: M-Phase (Mitose), G0: G0-Phase (Ru-
hephase), G1: G1-Phase (Gap1), S: S-Phase (Synthese), G2: G2-Phase (Gap2).

Zelle mit der DNA-Replikation begonnen hat, ist sie irreversibel darauf festgelegt,
den Zyklus zu beenden [125]. Den Zeitpunkt in der späten G1-Phase, an dem
diese Entscheidung getroffen wird, nennt man Restriktionspunkt, da im Folgenden
keine wachstumsfördernden Stimuli mehr benötigt werden [144].

Mitogene Signale führen zur Induktion von Typ D Cyklinen, die spezifische
G1-Cdks, nämlich Cdk4 und Cdk6, binden und aktivieren, was zur Phospho-
rylierung von bestimmten Zielproteinen wie z.B der Retinoblastom (Rb)-Familie
führt [143, 126]. Die in der Ruhephase vorherrschende wachstumshemmende Wir-
kung der hypophosphorylierten Mitglieder der Rb-Gruppe, nämlich pRb, p107
und p130, kommt durch Assoziation mit der E2f-Transkriptionsfaktorenfamilie
zustande, deren Transkriptionsaktivität dadurch inhibiert wird. Durch Phospho-
rylierung der Proteine der Rb-Familie wird diese Hemmung aufgehoben und die
E2f-Transkriptionsfaktorenfamilie ist nun in der Lage, bestimmte für den Über-
gang in die S-Phase notwendige Gene zu aktivieren [114, 58]. Dazu gehören unter
anderem Typ E Cykline, die an Cdk2 binden, und für einen korrekten Abschluss
der G1-Phase benötigt werden [94].
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Die Aktivität der G1 Cyklin-Cdk-Komplexe wird durch zwei verschiedene
Gruppen von Cdk Inhibitoren (CKIs) reguliert: Die Ink4 Familie, zu der p16INK4a

[139], p15INK4b [56], p18INK4c und p19INK4d [64]gehören, blockiert die Aktivität
des Cyklin D-Cdk4-6-Komplexes, während die Cip/Kip Familie mit p21Cip1/Waf1

[181], p27Kip1 [130, 129, 163] und p57Kip2 [99] vor allem den Cyklin E-Cdk2-
Komplex inhibiert, gleichzeitig aber auch als Gerüst für katalytisch aktive Cyklin
D-Cdk4-6-Komplexe dient [23]. In Zellen, die sich in der G0-Phase also in einem
Ruhezustand befinden, sind im Vergleich zu den Cyklin-Cdk-Komplexen mehr
CKIs vorhanden, was gemeinsam mit der transkriptionellen Hemmung der E2f-
Familie zu einem Proliferationsstopp führt [144]. In hämatopoetischen Stamm-
zellen (HSCs) zeigen die CKIs unterschiedliche Funktionen. Obwohl es zahlrei-
che Hinweise dafür gab, dass p21Cip1/Waf1 ein wichtiger Regulator der normalen
HSC-Funktion im Steady-State ist, ergaben neueste Untersuchungen, dass die
Rolle von p21Cip1/Waf1 sich wahrscheinlich auf die Stress-induzierte Hämatopoe-
se beschränkt und das Protein auch nur unter Stressbedingungen in HSCs ex-
primiert wird [168]. p27Kip1 dagegen wird in allen hämatopoetischen Fraktionen
exprimiert[98] und reguliert höchstwahrscheinlich den Pool der Progenitorzellen
[25]. Bisher ging man davon aus, dass das Protein keinen spezifischen Einfluss
auf die Funktion der hämatopoetischen Stammzellen hat, da weder Anzahl oder
Zellzyklus noch Selbsterneuerung der HSCs durch den Verlust von p27Kip1 ver-
ändert wurden [25]. Neueste Daten sprechen allerdings dafür, dass die beiden
CKIs p27Kip1 und p57Kip2 kooperieren, um den Ruhezustand der HSCs aufrecht
zu erhalten [98]. Dafür spricht auch, dass sich die Expression von p57Kip2 in den
frühen Stammzellen am höchsten präsentiert und sobald sich die HSCs zu Pro-
genitoren differenzieren nicht mehr nachweisbar ist [182, 196]. Der Verlust von
p18INK4c hingegen führt zur Expansion von Stamm- und Progenitorzellen mit
verbessertem Langzeit-Wachstum, das mit gesteigerter Selbsterneuerungsfähig-
keit vergesellschaftet ist. Dies bringt einen kompetetiven Vorteil gegenüber den
Kontrollen in seriellen Transplantationen und macht p18INK4c zu einem wichtigen
Regulator hämtopoetischer Stammzellen [186, 25, 188]. Der CKI p16INK4a spielt
wahrscheinlich eine Rolle bei der altersabhängigen Funktionsminderung der HSCs
und auch die Expression steigt mit zunehmendem Alter der Stammzellen an [74].
Während der Verlust von p15INK4b die HSC Funktion nicht beeinträchtigt, ist
die Proliferation von Vorläufern der Granulozyten und Monozyten in Abwesen-
heit von p15INK4b gesteigert [135]. Trotz großer Strukturähnlichkeit innerhalb
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der beiden CKI-Familien entsprechen sich deren Rollen im Rahmen der murinen
Hämatopoese also keineswegs.

Für den Übertritt in die S-Phase scheint die Kinaseaktivität des Cyklin E-
Cdk2-Komplexes von essentieller Bedeutung zu sein, da neben der Phosphorylie-
rung des Rb-Proteins auch die DNA-Replikation eingeleitet wird [69]. Um eine
erneute Replikation zu vermeiden, werden Bestandteile des Komplexes jedoch
kurz darauf durch Ubiquitinierung im Proteasom abgebaut [94]. Neben zahlrei-
chen anderen Proteinen ist der Cyklin E-Cdk2-Komplex auch in der Lage, seinen
eigenen Inhibitor p27Kip1 zu phosphorylieren und dessen Abbau zu erleichtern
[69, 142]. Um die S-Phase abzuschließen, sind die Cyklin A-Cdk2-Komplexe von
großer Bedeutung, die zahlreiche Proteine, wie z.B. E2f1 oder b-Myb, phospho-
rylieren können[93]. Zur selben Zeit bilden sich auch Cykline A-Cdk1-Komplexe,
die über ein recht ähnliches Substratspektrum verfügen [94].

Im Laufe der G2-Phase, die als Vorbereitung für die M-Phase dient, wer-
den Typ A Cykline ubiquitiniert und abgebaut, während Typ B Cykline aktiv
synthetisiert werden. Infolgedessen bildet sich der für den Übergang in die Mito-
se essentielle Cyklin B1-Cdk1- Komplex, der sogenannten M-Phase promoting
factor (MPF) [91, 117]. Um nach der Zellteilung den korrekten Austritt aus
der M-Phase sicherzustellen, werden die Typ B Cykline mithilfe von APC/C
(Anaphase-promoting complex/cyclosome) proteolytisch abgebaut [59, 112].

Der Zellzyklusstatus ist in jedem Stadium der Hämatopoese eng mit der Funk-
tion der jeweiligen Zellen verknüpft. Ein langsames Durchlaufen des Zellzyklus
oder der Ruhezustand sind wichtig für die Selbsterneuerung primitiver Stamm-
zellen, während ein schnelles Durchlaufen des Zellzyklus für die effektive Expan-
sion der Progenitorpopulationen von Bedeutung ist. Dagegen spielt der engültige
Austritt aus dem Zellzyklus eine Rolle bei der terminalen Differenzierung von
hämatopoetischen Zellen [44].

2.3 p27Kip1

2.3.1 Funktionen von p27Kip1

p27Kip1 gehört zur Familie der Cip/Kip Cdk-Inhibitoren und kann als Reaktion
auf anti-mitogene Signale den Zellzyklus in der G1 Phase anhalten [129, 145].
Im Zellkern hemmt das Protein die Aktivität der Cykline und Cdks über seinen
N-Terminus, indem es einerseits eine Substratinteraktionsdomäne auf der Cykli-
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noberfläche bedeckt und andererseits als kompetetiver Hemmer das katalytische
Zentrum der Cdks besetzt, sodass ATP nicht mehr daran binden kann [137]. Die
Hemmung von Cdk2, Cdk4 und Cdk6 durch p27Kip1 führt dazu, dass sich das Rb-
Protein weiterhin im hypophosphorylierten Zustand befindet [55]. Überexpressi-
on von p27Kip1 führt zum Zellzyklusarrest in der G1-Phase [31]. Im Gegensatz
zu vielen anderen Tumorsuppressoren wird p27Kip1 in Tumoren selten mutiert
oder deletiert vorgefunden. In den meisten Fällen handelt es sich vielmehr um
eine Fehlregulation des Proteinlevels [165, 29], wobei eine Missregulation, die zu
verstärktem p27Kip1-Abbau führt, mit Krebsentstehung in Verbindung gebracht
werden kann [63, 104].

Die p27Kip1−/− Maus, die auf keinem der beiden Allele über ein p27Kip1-
Gen verfügt, zeichnet sich durch eine insgesamt erhöhte Zellproliferation aus,
was zu einer Zunahme der Körpergröße um ca. 30 % und multiplen Organhy-
perplasien z.B von Thymus und Nebennieren führt. Es kommt zur Fehlorgani-
sation der Epithelien in Retina und Innenohr und aufgrund einer Dysfunktion
der Ovarien und des Uterus sind die weiblichen p27Kip1 Knockout-Mäuse ste-
ril [43, 79, 110, 162, 22, 89, 39]. Die tumorsuppressive Wirkung des Proteins
wird durch die Entstehung von Hypophysenadenomen sowie erhöhte Sensitivi-
tät auf chemische Karzinogene oder Bestrahlung in p27Kip1−/− Mäusen deutlich
[43, 79, 110]. Beim Menschen ist ein intranukleärer Mangel an P27Kip1 mit spora-
discher Tumorentstehung sowie bei einigen Tumorarten mit erhöhter Agressivität
und schlechterer Prognose assoziiert [19, 90, 151].

Sowohl in normalen als auch in Tumorzellen spielt die zelluläre Lokalisation
von p27Kip1 eine wichtige Rolle, da das Protein im Zytoplasma und im Zellkern
gegensätzliche biologische Wirkungen haben kann [87]. Einerseits agiert im Zell-
kern enthaltenes p27Kip1 durch Cyklin-Cdk Inaktivierung als Tumorsuppressor,
andererseits verfügt das Protein vor allem in zytoplasmatischer Lokalisation auch
über onkogene Eigenschaften, wie z.B. Förderung der Zellmotilität und Begüns-
tigung der Verbindung von Cyklin D-Cdk4-Komplexen, was wiederum Metasta-
sierung und Progression des Zellzyklus zur Folge hat [11, 9, 149, 170]. Viele von
der Zellzyklus-Kontrolle unabhängige Funktionen laufen wahrscheinlich über die
Interaktion des C-Terminus mit verschiedenen Proteinen, wie z.B. RhoA, Rac,
Stathmin und Grb2, ab [16].

Einen Hinweis auf onkogene Eigenschaften des Proteins ergaben Experimente
mit heterozygoten p27Kip1+/− Mäusen, die für einige Tumorarten empfänglicher
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als die p27Kip1−/− Maus waren [109, 47]. Durch die Kreation der Knockin-Maus
p27CK− wurde die onkogene Funkion von p27Kip1 allerdings besonders deutlich. In
dieser Maus ist durch Alterationen in der für p27Kip1 kodierenden cdkn1b-Region
das Genprodukt nicht mehr in der Lage, mit Cyklinen und Cdks zu interagieren,
wodurch seine Funktion als Cdk-Inhibitor aufgehoben wird. Die p27CK− Maus
entwickelt, im Gegensatz zu der p27Kip1−/− Maus, zahlreiche hyperplastische
Läsionen und Tumoren in multiplen Organen, was die Cyklin-Cdk-unabhängige
Funktion als dominantes Onkogen in vivo deutlich macht [10].

2.3.2 Regulation von p27Kip1

p27Kip1-Level werden durch transkriptionale, translationale und post- translatio-
nale Mechanismen reguliert, wobei die Aktivität von Konzentration, Lokalisation
und Phosphorylierungsstatus abhängt [62, 18, 13, 170, 147]. Verschiedene Si-
gnaltransduktionswege phosphorylieren das Protein auf unterschiedliche Weise,
wobei z.B. Phosphorylierung an Thr187 (Threonin 187) zur Ubiquitinierung und
zum Abbau von p27Kip1 im Proteasom führt, während Thr198 (Threonin 198)
Phosphorylierung durch die Ribosomale S6 Kinase 1 (RSK1) die Zellmotilität
begünstigt [54, 86]. Obwohl die p27Kip1 Protein-Level im Verlauf des Zellzyklus
variieren, sind die mRNA-Level relativ konstant [12], da ein Großteil der Kon-
trolle auf dem Abbau des Proteins durch Ubiquitin-abhängige Proteolyse basiert
[124]. Die p27Kip1-Konzentration und seine Aktivität steigern sich als Antwort auf
erhöhte Zelldichte, Differenzierungssignale oder als Reaktion auf wachstumshem-
mende Signale, wie TGFβ (transforming growth factor beta, Transformierender
Wachstumsfaktor Beta) und Lovastatin [13, 29]. Zellzyklusprogression und der
Eintritt in die S-Phase hingegen erfordern die Degradation von p27Kip1, dessen
maximales Level in der G0- und G1-Phase erreicht wird [124]. Da die p27Kip1 Pro-
teolyse nicht nur für die Aktivierung von Cdk2, sondern auch von Cdc2 (Cdk1)
notwendig ist, geht man davon aus, dass p27Kip1 nicht nur eine Rolle bei dem
G1/S-Phasen-Übergang spielt, sondern auch über regulatorische Funktionen bei
der G2/M-Progression verfügt [111].

Den wichtigsten Faktor für den Abbau des p27Kip1-Proteins stellt dessen Po-
lyubiquitinierung (Abb. 2.3) durch den SCFSkp2-Komplex in der S- und G2-
Phase dar [18, 92, 111]. Dieser besteht aus Skp1 (S-phase kinase associated
protein 1), Cul1 (Cullin 1), dem Ringfingerprotein Rbx1 (Roc1), dem F-Box-
Protein Skp2 (S-phase kinase associated protein 2) sowie dem Adapterprotein
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Cks1 (cyclin-dependent kinase subunit 1) und agiert im Ubiquitin-System als
Ubiquitin-Ligase (E3), nachdem die Ubiquitin-Aktivierung durch das E1-Enzym
und die Ubiquitin-Konjugierung durch Ubc3 (E2) abgeschlossen ist [5]. Cyklin-
Cdk2-gebundenes, an Thr187 phosphoryliertes p27Kip1, bindet an die Phosphat-
bindungsstelle von Cks1, an die Substraterkennungskomponente Skp2 und and die
Cks1-Skp2-Kopplungsstelle [57]. Die Bindung des Cyklin A-Cdk2-Komplexes för-
dert zusätzlich das Zusammentreffen von p27Kip1 und SCFSkp2-Ubiquitin-Ligase,
da Cyklin A an Skp2 sowie Cdk2 and Cks1 bindet. Vor der Ubiquitinierung wird
p27Kip1 durch aktives Cyklin E- oder Cyklin A-Cdk2 an Thr187 phosphoryliert
[12]. Der Wechsel von p27 vom Cyklin E-Cdk2-Inhibitor in der G0-Phase zum
Cyklin-Cdk2-Komplex Substrat in der G1-Phase wird durch die Abl-und Src-
Kinasen reguliert [28]. Erst nach abgeschlossener Ubiquitinierung kann p27Kip1

im Proteasom abgebaut werden.

Abbildung 2.3: p27Kip1-Ubiquitinierung. Nach Ubiquitin-Aktivierung durch
E1 und -Konjugierung durch Ubc3 (E2) wird Cyklin-Cdk-gebundenes, an Threo-
nin187 phosphoryliertes p27Kip1 durch die SCFSkp2-Ubiquitin-Ligase (E3) ubi-
quitiniert und so für den Abbau im Proteasom markiert. Für die Erkennung von
p27Kip1 und die Bindung an den SCFSkp2-Komplex ist an Skp2 gebundenes Cks1
ein essentieller Faktor (nach Bartek 2001).

Skp2-vermittelte p27-Proteolyse kann auch unabhängig von Thr187- Phos-
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phorylierung in der G0 und G1 Phase stattfinden [92]. Es existiert ein von Cks1-
unabhängiger Komplex aus Skp2, Cullin 4A (Cul4A), damaged-DNA binding
protein (Ddb1) und COP9 Signalosom (Csn), der ebenfalls p27Kip1 für die Ubi-
quitinierung markieren kann [14]. In der frühen G1-Phase wird der Export von
p27Kip1 aus dem Zellkern durch Phosphorylierung mittels KIS (Kinase-interacting
stathmin) oder MIRK (Minibrain-related kinase) gefördert [13, 36]. Im Zyto-
plasma lokalisiertes p27Kip1 wird dann durch die Ubiqutin Ligase KPC (Kip1-
ubiquitylation-promoting complex) ubiquitiniert [112].

2.3.3 Rolle von p27Kip1 in der murinen Hämatopoese

Das Protein p27Kip1 ist in allen hämatopoetischen Fraktionen nachweisbar [98],
jedoch ergaben immunhistochemische Analysen des Knochenmarks von Wildtyp-
mäusen lediglich eine schwache p27Kip1 Expression in CD34− HSCs, während es in
den Lineage negativen Fraktionen der hämatopoetischen Vorläufer deutlich stär-
ker exprimiert wurde [182]. Die Tatsache, dass der Verlust von p27Kip1 zu einer
Erhöhung der Zellzahlen und dem Gewicht hämatopoetischer Organe wie Milz
und Thymus führt, die weit über die allgemeine Erhöhung des Körpergewichts und
der Körpergröße hinausgeht [43], spricht dafür, dass das Protein ein spezifischer
Regulator für Zellzykluseintritt und Proliferation in hämatopoetischen Geweben
darstellt [153]. Im Maus-Modell betrifft die Abwesenheit von p27Kip1 hauptsäch-
lich hämatopoetische Progenitorzellen und führt zu einer Erhöhung deren Zell-
zahl und der Teilungsrate. Des Weiteren zeigen hämatopoetische Vorläufer, denen
p27Kip1 fehlt, einen deutlichen Vorteil gegenüber Wildtypkontrollen in seriellen
und kompetetiven Transplantationen. Der Verlust von p27Kip1 führt außerdem zu
einer verbesserten funktionellen Kapazität der Progenitorzellen mit verlängertem
Überleben der Mäuse nach Transplantation von Zellen aus der 4. Knochenmark-
transplantation in tödlich bestrahlte Empfängertiere, den sogenannten Kurzzeit
Radio-Protektions-Assays. Demgegenüber hat die Abwesenheit von p27Kip1 kei-
nen Einfluss auf die Anzahl der hämatopoetischen Stammzellen (HSCs), deren
Zellzyklus oder Repopulationspotential [24, 25]. Lange Zeit ging man also da-
von aus, dass p27Kip1 in der Hämatopoese eine kritische Inhibitorfunktion auf
Ebene der Vorläuferzellen ausübt, ohne eine bedeutende Rolle bei der Funkti-
on der HSCs zu spielen. Weitere Untersuchungen ergaben allerdings, dass unter
bestimmten Bedingungen p27Kip1 mit dem Myc-Antagonisten Mad1 kooperieren
und so Selbsterneuerung und Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen
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reguliert. Dafür spricht, dass p27Kip1/Mad1 Doppelknockouts über eine erhöhte
Anzahl an HSCs verglichen mit den Wildtypkontrollen verfügen [173]. Neueste
Daten sprechen dafür, dass p27Kip1 im Rahmen der Hämatopoese noch weitere
Aufgaben übernimmt. Es wird angenommen, dass die beiden CKIs p27Kip1 und
p57Kip2 kooperieren, um den Ruhezustand der HSCs aufrechtzuerhalten, wobei
Vieles daraufhin deutet, dass ihre Funktion mit der Regulation der zellulären Lo-
kalisation des Hsc70/Cyklin D1 Komplexes in den Stammzellen zusammenhängt
[196]. Die Blutbilder von p27Kip1 Knockout-Mäusen zeigen keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu denen der Wildtypen [43].

2.4 Cks1

2.4.1 Funktionen von Cks1

Cks1 (cyclin-dependent kinase subunit 1), neben Cks2, eines der beiden Cks-
Orthologe in Säugetieren, gehört zu der Suc1/Cks-Familie hochkonservierter Pro-
teine, die als Komponenten der Cyklin-Cdk-Komplexe an der Zellzykluskontrolle
in allen Eukaryonten beteiligt sind, wobei beide humanen Homologe Cks1 in der
Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae ersetzen können [37, 131, 128].

Das Protein ist Bestandteil der SCFSkp2 Ubiquitin Ligase und essentiell für
die Erkennung und das korrekte Andocken von p27Kip1 sowie dessen Ubiquiti-
nierung, was schließlich zur Zellzyklusprogression führt [46]. Auch bei der Degra-
dierung von p130, einem Protein der Rb-Familie, sowie den CKIs p21Cip1/Waf1

und p57Kip2 spielt Cks1 als Kofaktor der SCFSkp2 Ubiquitin Ligase eine wichtige
Rolle [157, 15, 134]. In niedrigeren Eukaryonten verfügen die Cks Proteine über
zahlreiche etablierte mitotische Funktionen. So ist Cks1 in Saccharomyces cerevi-
siae über Komplexbildung mit Cdc28 (Cdk-1) [101, 187] an der Rekrutierung des
Proteasoms zu spezifischen Promotorregionen beteiligt und spielt auf diese Weise
bei der effizienten Transkription von cdc20 [106], einem Aktivator von APC/C,
Gal1 (Galactose 1) sowie zahlreichen weiteren Genen [187] eine wichtige Rolle.

Nach aktuellem Wissensstand besteht die Schlüsselrolle von Cks1 in Säu-
getierzellen in der Zellzyklusregulation im Rahmen der p21Cip1/Waf1, p57Kip2,
p130 und p27Kip1-Ubiquitinierung, wobei mRNA- und Proteinkinetik-Studien so-
wie Knockout-und Überexpressionsexperimente mögliche mitotische Rollen für
Cks1 auch beim Menschen suggerieren [81]. Heute weiß man, dass humane CKS-
Proteine z.B. am Abbau von Cyklin A und wahrscheinlich auch von Cyklin B
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beteiligt sind und außerdem eine regulatorische Rolle beim cdc2-Umsatz spielen
könnten [65, 164, 179]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Cks1 an der Re-
gulation der Transkription von Cdc2, Cyklin B und Cyklin A in Säugetierzellen
beteiligt ist [96, 176].

Der Phänotyp der Cks1 Knockout-Maus ist dem der p27Kip1 Knockout-Maus
teilweise entgegengerichtet. Die Cks1−/− Maus wird durch ihre im Vergleich zum
Wildtyp geringere Körpergröße charakterisiert, die von frühen embryonalen Stadi-
en an das ganze Erwachsenenalter hindurch bestehen bleibt [155]. Da die Cks1−/−

Zellen selbst nicht kleiner als die der Wildtyp-Kontrollen sind und auch nicht
mehr zu Apoptose neigen, ist die geringere Körpergröße auf eine reduzierte Pro-
liferationskapazität zurückzuführen. Dies wird unter eingeschränkten mitogenen
Bedingungen besonders deutlich. Ein Merkmal der Zellen der Cks1 Knockout-
Mäuse besteht in der Akkumulation von p27Kip1, was darauf zurückgeführt wird,
dass in Abwesenheit von Cks1 p27Kip1 nicht durch die SCFSkp2 Ubiquitin Ligase
ubiquitiniert und daraufhin abgebaut werden kann [155]. Während auch die Cks2
Knockout-Maus lebensfähig ist, sterben die Cks1−/−Cks2−/− Doppelknockout-
Mäuse noch vor der Implantation im Morulastadium, was auf eine kritische Rolle
der Cks-Proteine in der frühen Embryogenese hindeutet [96].

Die Überexpression von Cks1, teilweise mit Skp2 -Überexpression kombiniert,
ist in zahlreichen Tumorarten, wie z.B. dem Mammakarzinom, Magenkarzinom
oder Kolonkarzinom, mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet und spricht
für eine onkogene Funktion des Proteins [97, 78, 141]. Häufig, jedoch nicht im-
mer, korreliert dabei die Cks1 -Expression invers mit den p27Kip1-Leveln, was auf
p27Kip1-abhängige und -unabhängige Funktionen von Cks1 bei der Tumorent-
stehung hindeutet [78, 152, 85]. Beim Multiplen Myelom konnte breits gezeigt
werden, dass Cks1 Zellwachstum und Überleben sowohl durch p27Kip1-abhängige
als auch -unabhängige Mechanismen beeinflusst, wobei auch hier eine Cks1 -
Überexpression als prognostisch ungünstig gilt und therapeutische Eliminierungs-
strategien für Cks1 als aussichtsreiche Behandlungsoptionen gesehen werden [20].
Hohe Cks1-Level sind unter anderem kennzeichnend für Eµ-Myc-Lymphome und
das Burkitt-Lymphom. Der Verlust von Cks1 in Eµ-Myc B-Zellen erhöht die
p27Kip1-Level, setzt die Proliferationsrate herab und verzögert die Lymphoment-
wicklung und die Krankheitsausbreitung [77]. Da der Skp2 -Verlust in Eµ-Myc-
Lymphomen jedoch nicht zur Verzögerung von Lymphomentwicklung und Dis-
semination führt, scheint Cks1 auch eine von p27Kip-unabhängige Rolle bei der



Einleitung 27

Zellmigration zu spielen [119]. Für die These, dass die Rolle von Cks1 im Rah-
men der Tumorgenese auch auf seiner regulatorischen Funktion bei der Mitose
basiert, spricht z.B., dass es in MEFs (mouse embryonic fibroblasts), in denen
beide Cks-Gene ausgeschaltet wurden, zunächst zum Zellzyklusarrest in G2 und
dann zu einer Rereplikation ohne Zellteilung kommt, die zur Polyploidie führt
[96].

2.4.2 Regulation von Cks1

Die Expression von Cks1 variiert im Verlauf des Zellzyklus, wobei es in der spä-
ten M- und der frühen G1-Phase zu einem deutlichen Abfall und kurz vor der
S-Phase es wieder zu einem Anstieg des Cks1-Levels kommt [6]. Die Expression
von Cks1 mRNA ist in der G0-Phase sehr gering und beginnt in der späten G1-
Phase. Sie erreicht ihren Höhepunkt in der S/G2-Phase, was auch im Hinblick
auf die gleichzeitige Cks1-Promotoraktivität für eine Regulation der Zellzyklus-
abhängigen Cks1-Synthese auf transkriptionalem Level spricht [136]. Die Tran-
skription von Cks1 wird z.B. durch den Transkriptionsfaktor MYC induziert, der
in einem Großteil aller menschlichen Krebserkrankungen überexprimiert ist [77],
während der Tumorsuppressor P53 Cks1 wahrscheinlich ebenfalls auf transkrip-
tionaler Ebene herunterreguliert [136]. Zumindest in primären T-Lymphozyten
scheint die Transkription von Cks1 und Skp2 auch durch Ko-Stimulation mit
CD28 erreicht zu werden [2].

Das Cks1 Protein wird außerdem auf post-translationaler Ebene reguliert [61].
Genau wie Skp2 befindet sich das Protein Cks1 in der G0- und G1-Phase in
einem instabilen Zustand und wird mithilfe der Ubiquitin Ligase APC/CCdh1

(Anaphase-promoting complex and its activator Cdh1) für den Abbau im Pro-
teasom markiert. Dies stellt einen der wichtigen Mechanismen für die Aufrechter-
haltung der G1-Phase dar und verhindert einen zu frühen Eintritt in die S-Phase
[6].

2.5 Zielsetzung und Fragestellung

Während der hämatopoetischen Entwicklung befindet sich der Zellzyklus unter
strenger Kontrolle [42] und der nur eingeschränkt mögliche Eintritt in den Zell-
zyklus sorgt für die Balance zwischen Proliferation und Ruhezustand der häma-
topoetischen Stammzellen (HSCs). Der CKI p27Kip1 stellt einen wichtigen Regu-
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lator für Zellzykluseintritt und Proliferation in hämatopoetischen Geweben dar
und übernimmt im Verlauf der murinen Hämatopoese kritische Inhibitoraufga-
ben besonders auf Ebene der reiferen hämatopoetischen Zellen [24, 25]. Unter
bestimmten Umständen scheint das Protein aber auch Einfluss auf die HSCs
zu haben [196, 173]. Der am p27Kip1-Abbau beteiligte Zellzyklusregulator Cks1
spielt im Rahmen des normalen Zellzyklusverlaufs und bei der Tumorentstehung
eine wichtige Rolle. Der Verlust von Cks1 stabilisiert nicht nur p27Kip1 sonderen
auch die CKIs p21Cip1/Waf1, p57Kip2 und p130, denen ebenfalls wichtige Auf-
gaben bei der Hämatopoese zugeschrieben werden. Die Abwesenheit von Cks1
führt in zahlreichen Geweben zu Zellzyklusarrest, während eine Überexpression
in verschiedenen Malignomen zu finden ist und als prognostisch ungünstig gilt
[5, 157, 78].

Die Rolle von Cks1 in der murinen Hämatopoese wurde bisher nicht näher un-
tersucht. Das Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob Cks1 an der Regulation
der Hämatopetischen Stammzellen und Progenitoren beteiligt ist. Die p27Kip1-
abhängigen und -unabhängigen Funktionen von Cks1 in der Hämatopoese wer-
den im Mausmodell mit Cks1−/− Mäusen, p27Kip1−/− Mäusen und Cks1/p27Kip1

Doppelknockout-Mäusen analysiert. Als Orte der adulten und embryonalen Blut-
bildung werden das Knochenmark und die fetale Leber auf die Verteilung der
HSC- und Vorläuferpopulationen sowie deren funktionelle Kapazität hin unter-
sucht. Ergebnisse anderer Autoren haben ergeben, dass bestimmte Zellzyklus-
regulatoren wie z.B. der CKI p21Cip1/Waf1 in der Hämatopoese vor allem eine
Rolle bei der Antwort auf genotoxischen Stress spielen [168]. Um herauszufinden,
ob dies auch für das Protein Cks1 der Fall ist, werden sowohl die Steady-State-
Hämatopoese als auch die Stress-induzierte Hämatopoese untersucht.
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Agarose NEEO ultra quality Roti R©Garose Carl Roth
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich
Destilliertes Wasser (aqua dest.) Invitrogen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Riedel-de Haën
dNTP Mix (je 10mM) Fermentas
Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) Invitrogen
Ethanol Riedel-de Haën
Ethidiumbromid Carl Roth
Fetal Calf Serum (FCS) PAA Laboratories GmbH
5-Fluoruracil (5-FU) Sigma-Aldrich
Gelantine(0,1 mg/ml) Carl Roth
Glycerol Sigma-Aldrich
Hank’s buffered salt solution (HBSS) PAA Laboratories GmbH
4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsäure Sigma-Aldrich
(HEPES)
Interleukin-3 Maus (mIL-3) R&D Systems GmbH
Interleukin-6 Maus (mIL-6) R&D Systems GmbH
Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM) Invitrogen
Isopropanol Fluka
Kaliumcholrid (KCl) Sigma-Aldrich
2-Mercaptoethanol 50 mM Invitrogen
MethoCult M3434 StemCell Technologies
(rm SCF, rm IL-3, rh IL-6, rh Epo)
Dinatriumtetraborat Sigma-Aldrich
Neupogen R© Filgrastim (G-CSF) Amgen GmbH
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Chemikalien Hersteller

Nonidet P40 (NP40) Carl Roth
Penicillin-Streptomycin (P/S) Invitrogen
Platinum R©SYBR R©Green qPCR SuperMix-UDG Invitrogen
Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich
Proteinkinase K Invitrogen
RNase OUT Invitrogen
Stem cell factor Maus (mSCF) R&D Systems
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth
Trypanblau 0,4 Prozent Invitrogen
Tween 20 Carl Roth

3.1.2 Primer

Genotypisierung

Name Sequence 5’→ 3’

Cks1-1 CGGAGGATGTAAAACAATGAAA

Cks1-2 GGGAAATCGCCACAACAAAG

Cks1-Neo CTGTGGTTTCCAAATGTGTCA

mgK3 TGGAACCCTGTGCCATCTCTAT

mcK5 GAGCAGACGCCCAAGAAGC

p27-Neo CCTTCTATGGCCTTCTTGACG
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Real-Time PCR

Name Sequence 5’→ 3’

UbiRT Fw mur TGGCTATTAATTATTCGGTCTGCAT

UbiRT Rev mur GCAAGTGGCTAGAGTGCAGAGTAA

p27RT Fw mur GGCCCGGTCAATCATGAA [126]

p27RT Rev mur TTGCGCTGACTCGCTTCTTC [126]

3.1.3 Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterialien Hersteller

Einfriergefäß (CryoTubeTM) Corning
Einmalküvetten Carl Roth
Einmalspritze(5 ml) B. Braun Melsungen AG
Einmalspritze(50 ml) Fresenius Kabi AG
Einwegskalpell No. 21 Feather Safety Razor Co.LTD
FACS-Röhrchen Nunc GmbH & Co. KG
Sterican B. Braun Melsungen AG
Einmal-Injektions-Kanüle(Gr. 20)
MicroAmpTM Applied Biosystems
(Optical 96-Well Reaction Plate)
Parafilm Pechiney Plastic Packaging
S-Monovette R© 1,2 ml K3E EDTA Sarstedt AG & Co.
Tuberkulin-Sicherheitsspritze(1 ml) Tyco Healthcare Deutschland GmbH
6-Well-Platten Greiner Bio-One GmbH
Zellkulturschalen TPP AG
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3.1.4 Antikörper

Primäre Antikörper für die Durchflusszytometrie

Antigen Klon Farbe Volumen/ Hersteller
1x106 Zellen

CD16/32 93 PE 0.3 µl eBioscience
eFluor405 0.5 µl eBioscience

CD34 RAM34 FITC 0.5 µl eBioscience
AlexaFluor647 1.0 µl eBioscience

CD45.1(Ly5.1) A20 PE 0.5 µl eBioscience

CD45.2(Ly5.2) 104 FITC 0.5 µl eBioscience

CD45 30-F11 APC 0.5 µl eBioscience
PE-Cy7 0.5 µl eBioscience
PE 0.5 µl eBioscience
eFluor450 0.5 µl eBioscience

CD71 R17217 Biotin 0.5 µl eBioscience

CD117(c-Kit) 2B8 PE 0.5 µl eBioscience
APC 1.0 µl eBioscience
FITC 1.0 µl eBioscience

CD127(Il-7Rα) A7R34 Biotin 0.4 µl eBioscience

Gr-1(Ly-6G) RB6-8C5 PE eFluor405 0.3 µl eBioscience

Lin-Cocktail Biotin 1.0 µl eBioscience
(CD3,B220,
Ter119, Gr-1,
CD11b)

Ly-6C AL-21 FITC 0.5 µl BD

Sca-1(Ly-6A/E) D7 PE-Cy5 0.5 µl eBioscience
PE-Cy7 0.5 µl eBioscience

TER-119 Ter119 FITC 0.5 µl BD
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Sekundäre Antikörper für die Durchflusszyometrie

Streptavidin-PE-Cy5.5 0.5 µl/1x106 Zellen Invitrogen (SA1018)
Streptavidin-Pacific Blue 0.5 µl/1x106 Zellen Invitrogen (S11222)
Streptavidin-APC 0.5 µl/1x106 Zellen Invitrogen (S868)

3.1.5 Reaktionssysteme

Reaktionssysteme Hersteller

Dynabeads mRNA DIRECT Micro Kit Invitrogen
FITC BrdU Flow Kit BD Bioscience
Platinum R© SYBR R© Green qPCR SuperMix-UDG Invitrogen
MACS Lineage Cell Depletion Kit, mouse Miltenyi Biotec
Qiagen R© Omniscript RT Kit Qiagen
Qiagen R© Qiashredder Qiagen
Qiagen R© RNeasy Mini Kit Qiagen

3.1.6 Softwareprogramme

CorelDRAW X4
JabRef 2.6
FlowJo Version 7
Graph Pad Prism Version 5
Microsoft Excel Version 2010
Adobe Photoshop CS3
TeXnicCenter
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3.1.7 Geräte

Geräte Hersteller

BD FACS Aria Ilu Becton Dickinson
Brutschrank Heraeus Hera cell 240 Heraeus
CyAn ADP Lx P8 Beckman Coulter
-20◦C Gefrierschrank(Liebherr Premium) Liebherr GmbH
-80◦C Gefrierschrank SANYO ElectricBiomedical
(V.I.P.TM-86◦C ULT,MDF-U52V)
-4◦C Kühlschrank (Liebherr Premium) Liebherr GmbH
Gel-Doc XR Imaging System Bio-Rad
Glaswaren Labware SCHOTT AG
Mikrozentrifuge (MiniSpin) Eppendorf AG
Minishaker(MS1) IKA R© Werke GmbH & Co. KG
Pipetboy Integra Biosciences AG
Präparierbesteck Fine Science Tools GmbH
7900HT Fast Real Time PCR System Applied Biosystems
Reinluftwerkbank (HeraSafe HSP 18) Heraeus
Spectrophotometer(SmartSpecTM Plus) Bio-Rad
Stickstofftank Taylor-Wharton Germany
(K-Series Cryo Storage Systems)
Thermomixer comfort Eppendorf AG
Tischzentrifuge (Heraeus Biofuge fresco) Heraeus
Tischzentrifuge (Heraeus Megafuge 3.0 RS) Heraeus
Tischzentrifuge (Heraeus Multifuge 3s) Heraeus
QuadroMACSTM-Separator(LD) Miltenyi Biotec
Zählkammer (Neubauer improved) LO-Laboroptik

3.1.8 Puffer

FACS-Puffer
DPBS

0,5 % BSA

HF2+ Puffer
10 % HBSS
1 % HEPES 1M
2 % FCS
0,5 % P/S

aqua dest.
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3.1.9 Medien

CFA-Medium
IMDM

10 % FCS

Kultur-Medium
IMDM

20 % FCS
1 % P/S
50ng/ml mSCF
10ng/ml mIL-3
10ng/ml mIL-6

3.1.10 Mäuse

Cks1+/− Mäuse (C57BL/6-129, gemischter Hintergrund) [155] wurden mit
p27Kip1+/− Mäusen (C57BL/6) [43] für mehr als sechs Generationen gekreuzt,
um die Cks1/p27Kip1 Doppelknockout-Maus sowie Kontrolltiere mit gemisch-
tem C57BL/6-129-Hintergrund zu generieren. Die Genotypisierung erfolgte nach
dem in 3.2.1 angegebenen etablierten Schema [155, 43]. Da sowohl die weiblichen
p27Kip1−/− Mäuse [43] also auch die weiblichen Cks1−/−p27Kip1−/− Mäuse steril
waren, mussten für alle Verpaarungen p27Kip1+/− Weibchen verwendet werden.
Ein genehmigter Tierversuchsantrag für die Experimente liegt vor.

3.2 Methoden

3.2.1 Genotypisierung

Bevor die Mäuse für Experimente verwendet werden konnten, musste der Genotyp
mittels PCR (polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion) bestimmt
werden. Die DNA-Gewinnung fand bei adulten Mäusen aus einem Stück des
Schwanzes und bei Embryonen aus deren Kopf statt. Zu diesem Zweck wurde das
Gewebe zunächst mit folgender Pufferzusammensetzung lysiert:
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500 mM KCl
100 mM Tris-Puffer (pH 8,3)
0,1 mg/ml Gelatine
1 % NP40
1 % Tween 20
200µg/ml Proteinkinase K

H20

Tabelle 3.1: Puffer für die Gewebelyse

Der Verdau wurde bei 50 Grad Celsius über Nacht oder für ein Minimum von
vier Stunden bei 55 Grad Celsius durchgeführt. Danach fand eine Hitzeinakti-
vierung bei 95 Grad Celsius für 5 Minuten statt und im Anschluss daran wurde
5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand, der die DNA enthält,
wurde für die Genotypisierung verwendet. Nach der PCR wurden die Proben
auf ein 1-prozentiges Agarosegel, das NaB-Puffer (0,01M Dinatriumtetraborat)
und Ethidiumbromid (0,5 µg/ml) enthielt, aufgetragen. Als DNA-Marker wurde
die 1kb DNA-Ladder von Invitrogen verwendet. Das Gel wurde für 15 Minuten
bei 200V laufengelassen und anschließend mit dem BioRad Gel-Doc XR Imaging
System analysiert.

p27Kip1-Genotypisierung

Da sich die Banden von Wildtyp- und Mutanten-Allel überschneiden, mussten
sie getrennt untersucht werden. Für p27Kip1 wurde das in Tab.3.2 angegebende
Pipettierschema sowie das in Tab. 3.3 aufgeführte PCR-Programm verwendet.

1 µl DNA
0.3 µl Primer 1[100 pmol/µl]
0.3 µl Primer 2[100 pmol/µl]
2 µl 10x Puffer
4 µl 5x Q Lösung
0,7 µl dNTPs (je 10mM)
0,3 µl Taq Polymerase
11,4 µl H20

Tabelle 3.2: Pipettierschema für die p27Kip1-Genotypisierung
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Vorheizen 95◦C

4x
96◦C 30 sek
57◦C 30 sek
65◦C 2 min

36x
93◦C 30 sek
57◦C 30 sek
65◦C 2 min

1x
65◦C 2 min

4◦C forever

Tabelle 3.3: PCR-Programm für die p27Kip1-Genotypisierung

Bei der PCR des Wildtyp-Allels wird ein Fragment der Größe 1 kB und bei
der Reaktion des Mutanten-Allels (p27Kip1 Knockout) ein Fragment der Größe
0,5 kB amplifiziert. Zu diesem Zweck wurden folgende Primer eingesetzt:

Wildtyp-Allel
mgK3
mcK5

Mutanten-Allel
mgK3
p27-Neo

Cks1 -Genotypisierung

Für die Cks1 -Genotypisierung wurde das in Tab. 3.4 angegebene Pipettierschema
sowie das in Tab. 3.5 aufgeführte PCR-Programm verwendet.
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1 µl DNA
0.6 µl Primer Cks1-2[100 pmol/µl]
0.3 µl Primer Cks1-1[100 pmol/µl]
0.3 µl Primer Cks1-Neo[100 pmol/µl]
2.5 µl 10x Puffer
5 µl 5x Q Lösung
0,7 µl dNTPs (je 10mM)
1 µl MgCl2
0,3 µl Taq Polymerase
13,1 µl H20

Tabelle 3.4: Pipettierschema für die Cks1 -Genotypisierung

1x
94◦C 2 min

30x
94◦C 30 sek
55◦C 30 sek
72◦C 1 min

1x
72◦C 10 min

4◦C forever

Tabelle 3.5: PCR-Programm für die Cks1 -Genotypisierung

Bei der PCR des Wildtyp-Allels wird ein Fragment der Größe 150 bp und bei
der Reaktion des Mutanten-Allels (Cks1 Knockout) ein Fragment der Größe 200
bp amplifiziert.

3.2.2 Gewinnung von murinem Probenmaterial

Die in dieser Arbeit analysierten Gewebearten sind das Knochenmark und pe-
riphere Blut adulter Mäuse sowie fetale Leberzellen. Für die Untersuchung des
Knochenmarks wurden Femur und Tibia der Hinterläufe entnommen und mit
jeweils 3 ml HF2+ Puffer durchgespült. Um Kontamination zu vermeiden, wurde
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diese Zellsuspension anschließend mit einem 30µm Filter gefiltert und weiter-
verwendet. Für die Analyse der fetalen Leber wurden Embryonen am Embryo-
naltag 15.5 entnommen. Ihre Leber wurde isoliert und durch einen 70µm Filter
gepresst. Peripheres Blut wurde durch Punktieren der Fazialvene entnommen
und in EDTA-Röhrchen gesammelt. Bei bereits getöteten Mäusen wurde das pe-
riphere Blut mithilfe einer Tuberkulin-Sicherheitsspritze direkt aus dem Herzen
entnommen.

3.2.3 Colony Forming Assay

Der Colony Forming Assay wurde verwendet, um die Anzahl der hämatopoe-
tischen Vorläufer im Knochenmark und in fetaler Leber zu ermitteln. Die ver-
wendete Methylzellulose M3434 enthält die oben angegebenen Zytokine, die das
Wachstum myeloischer Progenitoren zu Kolonien fördern. Dazu wurden entwe-
der 2.5x104 frische bzw. kultivierte Knochenmarkszellen oder frisch präparierte
fetale Leberzellen in 250µl Langzeitkultur-Medium zu 2.25 ml Methylzellulose
gegeben. 3 cm große Zellkulturschalen wurden mit jeweils 1 ml dieser Mischung
gefüllt und bei 37 Grad Celsius für 12 Tage inkubiert. Die Unterscheidung der
Kolonien erfolgte nach ihrer Größe und Form. Erythroide Kolonien, die soge-
nannten BFU-E (burst-forming unit erythroid), zeichnen sich durch erythroide
Cluster von mindestens 30 Zellen aus, die normalerweise nicht über ein ver-
dichtets Zentrum verfügen. Diese relativ kleinen Zellen erscheinen inhomogen
in ihrer Form und sind schwierig voneinander abzugrenzen. Daneben gibt es
Granulozyten/Makrophagen- Kolonien, die sogenannten CFU-GM (granulocy-
tic/monocytic colony-forming unit), die entweder Granulozyten (CFU-G) (Abb.
3.1, a), Makrophagen (CFU-M) (Abb. 3.1, b) oder beide Zelltypen beinhalten
(Abb. 3.1, c). Es handelt sich meistens um mehrere aus mindestens 30 Zellen
bestehende Cluster, die jeweils über ein verdichtetes Zentrum verfügen. Wäh-
rend die Makrophagen sich durch eine ovale bis runde Form auszeichnen, er-
scheinen die Granulozyten als helle, runde Zellen, die wesentlich kleiner als die
Makrophagen sind. Gemischte Kolonien, die sogenannten CFU-GEMM (gra-
nulocytic/erythroid/megakaryocytic/monocytic colony-forming unit), enthalten
Granulozyten-, Erythrozyten-, Megakaryozyten- und Monozytenanteile (Abb.
3.1, d). Es handelt sich um sehr große Kolonien, die in den meisten Fällen mehr
als 500 Zellen beinhalten und über ein sehr stark verdichtetes Zentrum verfügen.
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Abbildung 3.1: Colony Forming Assay aus murinem Knochenmark an
Tag 12. a) CFU-G (granulocytic colony-forming unit) b) CFU-M (monocytic
colony forming unit) c) CFU-GM (granulocytic/monocytic colony-forming unit)
d) CFU-GEMM (granulocytic/erythroid/megakaryocytic/monocytic colony-
forming unit).

3.2.4 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell sorting)
wurden murine Knochenmarkszellen und fetale Leberzellen ihren Oberflächen-
markern entsprechend analysiert. Bei der Färbung der frühen hämatopoetischen
Progenitoren und HSCs setzte man fluoreszenzmarkierte Antikörper gegen die
Oberflächenantigene CD34, CD16/32, Lin (hämatopoetischer Lineage-Cocktail),
Il-7Rα, c-Kit und Sca-1 eingesetzt. Für die Analyse der erythroiden Zellpopula-
tionen wurden fluoreszenzmarkierte Antikörper gegen CD71, Ter119 und c-Kit
verwendet. 5x106 Zellen wurden in 100µl FACS-Puffer resuspendiert und mit der
in 3.1.4 angegebenen Menge an Primärantikörpern 15 min bei 4 Grad Celsius
inkubiert. Daraufhin mussten die Proben mit FACS-Puffer gewaschen werden
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und sofern notwendig mit 0.5 µl Sekundärantikörper wiederum 15 min bei 4
Grad Celsius inkubiert werden. Nach erneutem Waschen mit FACS-Puffer wur-
den die Zellen in FACS-Puffer mit 1µg/ml Propidium-Iodid(PI) resuspendiert
und im CyAn ADP Lx P8 Durchflusszytometer analysiert. Für den sogenannten
Zell-Sort, also die Aufteilung der unterschiedlichen Zellpopulationen anhand ihrer
Oberflächenmarker, wurden unter Einsatz des MACS Lineage Cell Depletion Kits
Wildtyp-Knochenmarkszellen mit dem im Kit enthaltenen Lineage-Antikörper-
Cocktail-Biotin und Anti-Biotin MicroBeads magnetisch markiert. Mithilfe einer
magnetischen Säule trennte man daraufhin die Lineage positiven von den Lineage
negativen Zellen. Letztere wurden nach dem oben beschriebenen Protokoll mit
fluoreszierenden Antikörpern markiert und am BD FACS Aria Ilu Durchflusszy-
tometer analysiert.

3.2.5 5-FU und BrdU-Applikation

Für die Untersuchung der Steady-State- und der Stress-induzierten Hämatopoese
wurde entweder BrdU allein oder BrdU in Kombination mit 5-FU appliziert. Den
Mäusen injizierte man zunächst 150 mg/kg Körpergewicht 5-FU intraperitoneal
und fünf Tage später 50 mg/kg Körpergewicht BrdU ebenfalls intraperitoneal.
16 Stunden später wurden die Versuchstiere per Genickbruch getötet und ihr
Knochenmark wurde auf die Inkorporation von BrdU in die DNA während der
S-Phase in verschiedenen Zellpopulationen untersucht. Dazu hielt man sich an
das Herstellerprotokoll des BrdU Flow Kits (BD Bioscience). Zunächst wurden
die Zellen mithilfe des Cytofix/Cytoperm-Puffers und des Cytoperm-plus-Puffers,
die Paraformaldehyd und Saponin enthalten, fixiert und permeabilisiert. Danach
behandelte man die Zellen für eine Stunde bei 37 Grad Celsius mit DNAse, um die
Epitope der BrdU Moleküle, die während der Replikation in die DNA integriert
worden waren, zu exponieren. Im folgenden Schritt wurde der BrdU-Antikörper
zu den Zellen gegeben und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schließend mussten die Proben mit FACS-Puffer gewaschen werden, um anschlie-
ßend am CyAn ADP Lx P8 Durchflusszytometer analysiert werden zu können.
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3.2.6 RNA-Isolation, cDNA und Real time PCR

RNA-Aufbereitung

Die RNA-Isolation wurde nach Anleitung des Herstellers mit dem RNeasy Mini
Kits (Qiagen R©) durchgeführt. Die Zellpellets lysierte man in Guanidinthiocyanat
enthaltendem RLT-Puffer, wodurch die RNasen inaktivert wurden. Die Homo-
genisierung der Proben wurde mit dem Einsatz der QIAshredder spin columns
erreicht. Um die Bindungsbedingungen zu optimieren, wurden die homogenisier-
ten Proben auf die RNeasy Mini spin columns geladen, wo die RNA an eine
silizium-basierte Membran binden konnte. Durch Waschen mit den Puffern RW1
und RPE entfernte man Verunreinigungen und in einem letzten Schritt wur-
de die RNA eluiert, die für die Reverse Transkription weiterverwendet werden
sollte. Für die Genexpressionsanalysen der verschiedenen Stammzellen- und Pro-
genitorpopulationen wurde die RNA mithilfe des Dynabeads mRNA DIRECT
Micro Kit (Invitrogen) entsprechend dem enthaltenen Protokoll isoliert. Die Zell-
pellets resuspendierte man für die Zell-Lyse in Lysis/Binding Puffer, woraufhin
Dynabeads Oligo (dT)25 hinzugegeben wurden. Die Thymidin-Residuen binden
zusammen mit den Dynabeads an die Poly(A)-Schwänze der mRNAs. Dank der
superparamagnetischen Eigenschaften der Dynabeads lässt sich mit einem ex-
ternen Magnetfeld die Dynabead-gebundene mRNA von dem Verunreinigungen
enthaltenden Überstand isolieren. Nach zwei weiteren Reinigungsschritten konnte
die Dynabead-gebundene mRNA schließlich in 10 mM Tris/HCS(pH7.5) resus-
pendiert und direkt für die Reverse Transkription verwendet werden.

Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Für die cDNA-Synthese wurde das Omniscript RT Kit (Qiagen) sowie oligo-
dT-Primer und RNaseOUTTMvon Invitrogen verwendet. 2 µg RNA wurden mit
RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 24 µl verdünnt. Dann wur-
den 4 µl 10x RT-Puffer, 4µl dNTP, 4 µl oligo-dT (Verdünnung 1:5), 2 µl
RNaseOUTTM(Verdünnung 1:4) und 2µl Reverse Transkriptase dazugegeben. Die
Proben wurden für 1 Stunde bei 37 Grad Celsius inkubiert und danach für 5 Mi-
nuten auf 93 Grad Celsius erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren. Nun konnte
die cDNA in der RT-PCR eingesetzt werden.
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Real time PCR(RT-PCR)

RT-PCR ist ein etabliertes Verfahren für die Quantifizierung spezifischer DNA
oder RNA Sequenzen und wird für die Analyse der Expressions-Level verschie-
dener Gene verwendet. Die Methode basiert darauf, dass man misst, wieviele
PCR-Zyklen notwendig sind, um eine bestimmte Menge an DNA zu amplifi-
zieren. In diesem Projekt wurde wie bereits beschrieben die mRNA zunächst
in cDNA transkribiert. In der dann folgenden RT-PCR Reaktion wurde das in
Tab. 3.6 angegebende Pipettierschema sowie das in Tab. 3.7 aufgeführte PT-PCR
Programm verwendet. Als sogenanntes Housekeeping-Gen für die Normalisierung
wurde Ubiquitin gewählt, da es ubiquitär in allen Zellen gleichermaßen exprimiert
wird.

15.6µl SYBR R©Green
0.5 µl Rox
0.05 µl Primer A
0.05 µl Primer B
8 µl H2O
0.8 µl cDNA

Tabelle 3.6: RT-PCR Pippetierschema

1x
50◦C 2 min
95◦C 10 min

40x
95◦C 15 sek
60◦C 1 min

Tabelle 3.7: RT-PCR Programm

Die Reaktion wurde in einem 7900HT Real Time PCR System (Applied Bio-
systems) durchgeführt.



Kapitel 4

Ergebnisse

Im Folgenden wird die Cks1−/− Maus als Cks1 Knockout (Cks1 KO), die
p27Kip1−/− Maus als p27Kip1 Knockout (p27Kip1 KO), die p27Kip1−/−Cks1−/−

Maus als Doppelknockout (DKO) und die p27Kip1+/+Cks1+/+ Maus als Wildtyp
(WT) bezeichnet. In Abbildungen ist der Ausdruck p27 KO mit der ausführli-
chen Bezeichnung p27Kip1 KO gleichzusetzen. Da es sich bei allen Auswertungen
um von einander unabhängige Stichproben mit angenommener Normalverteilung
handelt, wurde für die statistische Analyse der Unpaired Student’s T-Test ver-
wendet, wobei sich sämtliche Angaben von Signifikanzwerten (p-Wert), soweit
nicht anders angegeben, auf das jeweilige Ergebnis des Wildtyps beziehen.

4.1 Der gleichzeitige Verlust von Cks1 verändert
den p27Kip1−/− Phänotyp

Mit der Generierung der p27Kip1/Cks1 Knockout-Maus (Doppelknockout) sollte
die Möglichkeit geschaffen werden, von p27Kip1 unabhängige Funktionen des Pro-
teins Cks1 zu ermitteln [51]. Wie bereits beschrieben führt der Verlust von Cks1
zu verminderter Proliferation und einer im Vergleich zum Wildtyp geringeren
Körpergröße [155], während der Verlust von p27Kip1 zu einer deutlichen Zunah-
me der Körpergröße führt [43, 79, 110]. Interessanterweise unterschied sich die
p27Kip1/Cks1 Knockout-Maus kaum vom Wildtyp und war im Vergleich zu der
p27Kip1 Knockout-Maus bedeutend kleiner (Abb. 4.1), was mit einem reduzierten
Körpergewicht einherging [52].
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Abbildung 4.1: Die Phänotypen der Knockout-Mäuse. Zwischen den ver-
schiedenen Genotypen sind deutliche Größenunterschiede zu erkennen: p27Kip1

KO, WT, DKO, Cks1 KO.

4.2 In Abwesenheit von Cks1 sind die Zellzahlen
der hämatopoetischen Organen verringert

Mit dem Ziel die Funktionen von Cks1 im Rahmen der Hämatopoese zu ana-
lysieren, wurden zunächst die Zellzahlen der hämatopoetischen Organe der ver-
schiedenen Genotypen bestimmt. Im Knochenmark führte der Verlust von Cks1
verglichen mit den Kontrolltieren zu einer deutlich reduzierten Zellzahl, während
der Verlust von p27Kip1 die Zellzahl nicht veränderte (Abb. 4.2, a). Auch die
DKO-Maus zeigte keine signifikante Änderung der Knochenmarksgesamtzellzahl.
Die Untersuchung der fetalen Leber von Cks1 KO-Mäusen ergab ebenfalls eine
Reduktion der Zellzahl im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 4.2, b). Lediglich bei
der Anzahl der Zellen im peripheren Blut konnten keine statistisch signikifanten
Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden (Abb. 4.2, c).
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Abbildung 4.2: Zellzahlen der hämatopoetischen Organe. a) Knochenmark
(2 Femora und 2 Tibiae pro Maus): WT n=10, p27 KO n=9, Cks1 KO n=9,
DKO n=10; b) fetale Leber: WT n=10, Cks1 KO n=8; c) Peripheres Blut: WT
n=6, p27 KO n=6, Cks1 KO n=6, DKO n=4. Mean± SEM, ∗ p<0,05.
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4.3 Die Knochenstruktur und die Zellularität ver-
ändern sich in Abwesenheit von Cks1 nicht

Abbildung 4.3: HE Färbung der langen Röhrenknochen von Cks1 KO-
Mäusen und Kontrolltieren. Keine Unterschiede in Knochenstruktur und Zel-
lularität (Kollaboration mit PD Dr. Leticia Quintanilla-Fend).

Die verminderte absolute Anzahl an hämatopoetischen Zellen im Knochenmark
der Cks1 KO-Mäusen könnte neben der geringeren Knochengröße auf eine ver-
änderte Knochenstruktur oder Durchblutung zurückzuführen sein. Falls die Cks1
KO-Mäuse z.B. über einen geringeren trabekulären Knochenanteil verfügten, hät-
ten die Stammzellen weniger Platz für Selbsterneuerung und Differenzierung, was
die geringere Zellzahl erklären könnte. Aus diesem Grund wurde in Zusammen-
arbeit mit PD Dr. Leticia Quintanilla-Fend eine histopathologische und struktu-
relle Untersuchung der langen Röhrenknochen der Cks1 KO- und Kontrollmäuse
durchgeführt. Dabei konnten allerdings keine Unterschiede in Knochenstruktur
und Zellularität zwischen den beiden Genotypen festgestellt werden (Abb. 4.3).
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4.4 Im peripheren Blut verfügen die Knockouttie-
re über leicht erhöhte Erythrozytenkonzentra-
tionen

Um die Auswirkungen des Verlustes von Cks1 und p27Kip1 auf das periphere Blut
zu analysieren, wurden von allen Mäusen Blutbilder angefertigt. Dabei zeigte sich,
dass alle Knockout-Mäuse, nämlich der Cks1 -, der p27Kip1- und der Doppelknock-
out, über eine höhere Konzentration an roten Blutkörperchen (Erythrozyten pro
µl) im peripheren Blut als der Wildtyp verfügten (Abb. 4.4, a). Bei den Throm-
bozytenzahlen ließen sich hingegen keine Unterschiede zwischen den Genotypen
feststellen (Abb. 4.4, b). Auch die Leukozyten (Abb. 4.4, c) und deren Unter-
gruppen, also Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten, unterschieden sich
im Blut der Knockout-Mäuse im Vergleich zu dem des Wildtyps weder anteilig
noch in ihrer Gesamtzahl.

Abbildung 4.4: Blutbilder der Knockout-Mäuse und Kontrolltiere. Peri-
pheres Blut: WT n=6, p27 KO n=6, Cks1 KO n=6, DKO n=4. Mean± SEM, ∗
p<0,05

.
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4.5 HSCs und hämatopoetische Vorläuferzellen

Um herauszufinden, in welchen Stadien die Hämatopoese durch den Verlust von
Cks1 beeinflusst wird, wurden die hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) und
frühen hämatopoetischen Progenitoren per Durchflusszytometrie bestimmt. Es
wurde die in Abb. 4.6 zu sehende Gating-Strategie verwendet.

4.5.1 Der Verlust von Cks1 führt zu einer verminderten
Anzahl an HSCs und hämatopoetischen Vorläufer-
zellen im Knochenmark

Die Knochenmarkanalyse ergab in den Cks1 KO-Mäusen im Vergleich zum Wild-
typ eine verminderte absolute Anzahl an Lin- (Abb. 4.5), LSK-Zellen, MPPs,
CMPs, GMPs und MEPs (Abb. 4.7). Die p27Kip1 KO- und die DKO-Mäuse zeig-
ten beide eine absolute Erhöhung der LSK-Zellen (Abb. 4.7 b), wobei die p27Kip1

KO-Maus verglichen mit den Kontrollmäusen zusätzlich durch eine verminderte
absolute Anzahl an Lineage negativen Zellen auffiel. Die anderen Vorläuferpopu-
lationen im Knochenmark des p27Kip1- und des Doppelknockouts wiesen hingegen
keine Veränderungen auf.

Abbildung 4.5: Durchflusszytometrie der Lineage negativen Populationen aus
dem Knochenmark von Cks1 Knockout und Wildtyp.
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Abbildung 4.6: Gating Strategie für die Durchflusszytometrie zur Bestimmung
der HSCs und Progenitorpopulationen.
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Abbildung 4.7: HSCs und Progenitorpopulationen im Knochenmark der
Knockout- und Kontrollmäuse. Absolute Zellzahlen aus 2 Femora und 2 Ti-
biae pro Maus WT n=5, p27 KO n=4, Cks1 KO n=4, DKO n=6. Mean± SEM,
∗ p<0,05, ∗∗ p<0,01, ∗∗∗ p<0,001.
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Bei der Untersuchung der relativen Anteile der verschiedenen Progenitorpo-
pulationen und Stammzellfraktionen im Knochenmark (Abb. 4.9) ergab sich ein
erhöhter Anteil von CMPs an den MPPs in Cks1 KO-Mäusen im Vergleich zum
Wildtyp (Abb. 4.8, a), während der Anteil der MEPs an den CMPs in den Cks1
KO-Mäusen leicht vermindert war (Abb. 4.8, c) und der Anteil der GMPs an den
MPPs keinen Unterschied im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigte (Abb. 4.8,
b). Der relative Anteil der LSK Zellen an der Linage negativen Fraktion war in
Cks1 KO Mäusen gegenüber dem Wildtyp ebenfalls unverändert.

Abbildung 4.8: Relative Anteile der Stammzellfraktionen und Progeni-
torpopulationen im Knochenmark der Knockout- und Kontrollmäuse.
a) Anteil der CMP and den MPP b) Anteil der GMP and den MPP c) Anteil der
MEP an den MPP. WT n=5, p27 KO n=4, Cks1 KO n=4, DKO n=6. Mean±
SEM, ∗ p<0,05.
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Abbildung 4.9: Durchflusszytometrie der multipotenten Progenitoren (MPPs) aus
dem Knochenmark von Cks1 Knockout und Wildtyp.

4.5.2 Der Verlust von Cks1 führt zu einer verminderten
Anzahl an HSCs und hämatopoetischen Vorläufer-
zellen in fetaler Leber

Die Analyse der hämatopoetischen Stammzellen und Vorläuferpopulationen in
fetaler Leber von Cks1 KO-Mäusen und Kontrolltieren zeigte ein ähnliches Bild
wie die Knochenmarkanalyse (Abb. 4.10). Im Vergleich zum Wildtyp war die ab-
solute Anzahl der LSK-Zellen und insbesondere der LT-HSCs im Cks1 Knockout
deutlich vermindert (Abb. 4.12, b-c). Daneben wiesen die Cks1 KO-Mäuse auch
geringere absolute Zellzahlen gegenüber den Kontrolltieren in der MPP-, CMP-
und MEP-Fraktion auf (Abb. 4.12, d-f). Lediglich die absolute Anzahl der Lin-
Zellen zeigte sich unverändert (Abb. 4.12, a). Die relativen Anteile der Stammzell-
fraktionen und Progenitorpopulationen in der fetalen Leber der Cks1 KO- und
Kontrollmäuse verhielten sich jedoch etwas anders als im Knochenmark (Abb.
4.11). Auch hier bewirkte der Verlust von Cks1 einen deutlich erhöhten Anteil
von CMPs an den MPPs (Abb. 4.13, a). Allerdings kam es in der fetalen Leber
des Cks1 Knockouts - anders als im Knochenmark - im Vergleich zum Wildtyp zu
einer Erhöhung des Anteils von GMPs an den MPPs (Abb. 4.13, b). Der MEP-
Anteil blieb unverändert (Abb. 4.13, c). Auch der Anteil der Stammzellen (LSK)
an den Lineage negativen Zellen war im Gegensatz zu den Verhältnissen im Kno-
chenmark in den Cks1 KO-Mäusen deutlich geringer als in den Kontrolltieren
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(Abb. 4.13, d).

Abbildung 4.10: Durchflusszytometrie der Lineage negativen Populationen aus
fetaler Leber von Cks1 Knockout und Wildtyp.

Abbildung 4.11: Durchflusszytometrie der multipotenten Progenitoren (MPPs)
aus fetaler Leber von Cks1 Knockout und Wildtyp.
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Abbildung 4.12: HSCs und Progenitorpopulationen in fetaler Leber der
Cks1 KO- und Kontrollmäuse. Fetale Leber: WT n=10, Cks1 KO n=8.
Mean± SEM, ∗∗ p<0,01, ∗∗∗ p<0,001.
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Abbildung 4.13: Relative Anteile der Stammzellfraktionen und Progeni-
torpopulationen in der fetalen Leber der Cks1 KO- und Kontrollmäuse.
a) Anteil der CMP an den MPP b) Anteil der GMP an den MPP c) Anteil der
MEP an den MPP d) Anteil der LSK an den Lin negativen. Fetale Leber: WT
n=10, Cks1 KO n=8. Mean± SEM, ∗ p<0,05, ∗∗ p<0,01.

4.6 Das Cks1−/− Knochenmark verfügt im R1-
und R3-Stadium der Erythrozytenvorläufer
über weniger Zellen

Auch die Entwicklung der erythroiden Zellen findet im Knochenmark statt. Die
auf den erythroiden Weg festgelegten Zellen exprimieren zunächst den Oberflä-
chenmarker CD71 (Transferrin-Rezeptor), gefolgt von der Expression des für die
erythroide Reihe spezifischen Ter119-Antigens. In späteren Stadien verschwindet
CD71 dann wieder [190]. Basierend auf diesen Markern können erythroide Zellen
mithilfe der Durchflusszytometrie in verschiedene Entwicklungsstufen von Ery-
throzytenvorläufern, nämlich R1 bis R5, eingeteilt werden. R1 (CD71meTer119lo)
stellt das am wenigsten differenzierte Stadium, nämlich die primitiven Vorläu-
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Abbildung 4.14: Gating Strategie der Erythrozytenvorläufer

ferzellen und Proerythroblasten dar. Proerythroblasten und frühe basophile Ery-
throblasten werden in der R2-Population (CD71hiTer119lo) gefunden. Die Stu-
fe R3 (CD71hiTer119hi) beinhaltet die frühen sowie die späten basophilen Ery-
throblasten, während sich chromatophile und orthochromatophile Erythroblasten
im Stadium R4 (CD71meTer119hi) befinden. Die am weitesten ausdifferenzierte
Entwicklungsstufe stellt die R5-Population (CD71loTer119hi) dar, die späte or-
thochromatophile Erythroblasten und Retikulozyten enthält [190]. Die Gating
Strategie ist in Abb. 4.14 abgebildet. Bei der Analyse des Knochenmarks von
Cks1 KO-Mäusen und Kontrolltieren befanden sich in den Cks1-Knockouttieren
signifikant weniger Zellen im Stadium R1 und R3 als im Wildtyp-Knochenmark
(Abb. 4.15, a,c). Die anderen Erythroblastenentwicklungsstufen zeigten keine Un-
terschiede zwischen den beiden Genotypen (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.15: Erythrozytenvorläufer im Knochenmark der Cks1 KO-
und Kontrollmäuse. a) R1-Population b) R2-Population c) R3-Population d)
R4-Population e) R5-Population. Absolute Zellzahlen aus 2 Femora und 2 Tibiae
pro Maus: WT n=3, Cks1 KO n=3. Mean± SEM, ∗ p<0,05.

4.7 Im Colony Forming Assay bilden Cks1−/− Zel-
len weniger Kolonien als Wildtypzellen

Die funktionelle Kapazität der hämatopoetischen Progenitoren wurde mithilfe
des Colony Forming Assays (CFA) bestimmt. Die Analyse der Kolonien aus dem
Knochenmark der Mäuse ergab keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
Genotypen, jedoch war eine Tendenz des Cks1 Knockouts zu einer geringeren
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Abbildung 4.16: Colony Forming Assay (CFA) aus dem Knochenmark
der Knockout- und Kontrollmäuse. Gesamtkoloniezahl aus 2 Femora und 2
Tibiae pro Maus, WT n=6, p27 KO n=5, Cks1 KO n=5, DKO n=7. Mean±
SEM.

absoluten Anzahl an Kolonien erkennbar, während aus dem Knochenmark von
je zwei Femora und zwei Tibiae der p27Kip1 KO-Maus eher eine höhere Kolo-
niezahl als beim Wildtyp entstand (Abb. 4.16). In Cks1 KO-Mäusen und Kon-
trolltieren wurde auch mit Zellen der fetalen Leber ein Colony Forming Assay
durchgeführt. Hier kam es durch den Verlust von Cks1 zu einer Reduktion so-
wohl der absoluten (Abb. 4.18)als auch der relativen Anzahl der Kolonien, wo-
bei die relative Anzahl die Kolonienzahl pro 104 eingesetzte Zellen beschreibt
(Abb. 4.17). In den Cks1 KO-Mäusen waren davon alle Koloniearten, näm-
lich die Erythrozyten-Kolonien (BFU-E) (Abb. 4.18, a und Abb. 4.17, a), die
Granulozyten/Makrophagen-Kolonien (CFU-GM) (Abb. 4.18, b und Abb. 4.17,
b) sowie die gemischten Kolonien (CFU-GEMM) mit erythroiden und myeloiden
Anteilen (Abb. 4.18, c und Abb. 4.17, c) gleichermaßen betroffen. Der Anteil der
verschiedenen Kolonien an der Gesamtkoloniezahl unterschied sich im Vergleich
zu dem der WT-Mäuse nicht.

4.8 In Abwesenheit von Cks1 bilden kultivierte
Knochenmarkszellen weniger Kolonien als die
des Wildtyps

Die Kombination der Wachstumsfaktoren Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-6 (IL-
6) und SCF (stem cell factor) fördert die Differenzierung multipotenter häma-
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Abbildung 4.17: Colony Forming Assay (CFA) aus fetaler Leber der Cks1
Knockoutmäuse und der Kontrolltiere. Anzahl der Kolonien pro 104 einge-
setzte Zellen der fetalen Leber: WT n=10, Cks1 KO n=9. Mean± SEM, ∗∗
p<0,01, ∗∗∗ p<0,001.

Abbildung 4.18: Colony Forming Assay (CFA) aus fetaler Leber der Cks1
KO- und Kontrollmäuse. Gesamtkoloniezahl der fetalen Leber: WT n=10,
Cks1 KO n=9. Mean± SEM, ∗∗ p<0,01, ∗∗∗ p<0,001.
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topoetischer Stammzellen und führt zur Expansion von myeloiden und erythroi-
den hämatopoetischen Progenitoren sowie zu einer erhöhten Anzahl an Kolonie-
bildenden Zellen (CFC, colony forming cells) [189, 127]. Die CFC-Assays aus
frischem Knochenmark und fetaler Leber der Cks1 Knockouttiere hatten bereits
verminderte Koloniezahlen im Vergleich zum Wildtyp ergeben. Um herauszufin-
den, ob unter diesen Stimulationsbedingungen Unterschiede in der funktionellen
Kapazität der hämatopoetischen Progenitoren der verschiedenen Genotypen be-
stehen, wurden Kulturen mit den entsprechenden Zytokinen angelegt und nach 8
Tagen der CFC-Assays durchgeführt. Sowohl die kultivierten Knochenmarkszel-
len des Cks1 Knockouts als auch die des Doppel-Knockouts wiesen im Vergleich
zum Wildtyp eine deutlich verringerte Koloniebildungskapazität auf (Abb. 4.19,
a). Außerdem bildeten die eingesetzten Knochenmarkszellen der Cks1 KO-Maus
und der DKO-Maus zu einem sehr viel geringeren Anteil Erythrozyten-Kolonien
(BFU-E) als die der Kontrolltiere (Abb. 4.19, b). Gleichzeitig zeigte sich der
Anteil der Granulozyten/Makrophagen-Kolonien (CFU-GM) an der Gesamtkolo-
niezahl des Cks1 Knockouts und des Doppelknockouts im Vergleich zum Wildtyp
deutlich erhöht (Abb. 4.19, d), während sich der Anteil der gemischten Kolonien
(CFU-GEMM) zwischen den Genotypen nicht signifikant unterschied.

Abbildung 4.19: Colony Forming Assay (CFA) aus dem Knochenmark
der Knockout- und Kontrollmäuse nach 8 Tagen in Kultur. Anzahl aus
104 eingesetzten Zellen pro Maus. WT n=5, p27 KO n=4, Cks1 KO n=4, DKO
n=6. Mean± SEM, ∗ p<0,05, ∗∗ p<0,01, ∗∗∗ p<0,001.
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4.9 Der Einfluss von Cks1 auf die Proliferation
hämatopoetischer Zellen im Steady-State und
unter Stressbedingungen

Um herauszufinden, ob Cks1 im murinen Knochenmark Einfluss auf die Prolifera-
tion hat, wurden Proliferationsexperimente mit BrdU (Bromdeoxyuridin) sowohl
im Steady-State der Hämatopoese als auch unter Stress durchgeführt. BrdU, ein
Thymidin-Analogon, ist ein labordiagnostischer Marker proliferierender Zellen.
Während der Replikation in der S-Phase wird es in die DNA integriert und kann
dann mithilfe einer intrazellulären Färbung in der Durchflusszytometrie nachge-
wiesen werden. Alle Zellen, die sich während des Vorhandenseins von BrdU geteilt
haben, sind als BrdU-positiv markiert.

Abbildung 4.20: BrdU-Analyse aus dem Knochenmark der Knockout-
und Kontrollmäuse. Anteil der BrdU-positiven Zellen an den verschiedenen
Stammzell- und Progenitorpopulationen. a) Anteil der BrdU+ LSK an den Ge-
samt LSK b) Anteil der BrdU+ MPP an den Gesamt MPP c) Anteil der BrdU+
CMP an den Gesamt CMP d) Anteil der BrdU+ MEP an den Gesamt MEP. WT
n=6, p27Kip1 KO n=5, Cks1 KO n=5, DKO n=7. Mean± SEM, ∗ p<0,05.
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4.9.1 Im Steady-State gibt es im Hinblick auf die BrdU-
Inkorporation keine Unterschiede zwischen Cks1−/−

und Cks1+/+ Zellen

Für die Untersuchung der Steady-State Hämatopoese wurde Mäusen aller Ge-
notypen 16 Stunden vor ihrer Tötung intraperitoneal BrdU gespritzt. Nur das
Knochenmark der p27Kip1 KO-Mäuse zeigte Proliferationsveränderungen und der
Anteil an BrdU-positiven LSK-Zellen (Abb. 4.20, a), MPPs (Abb. 4.20, b), CMPs
(Abb. 4.20, c)und MEPs (Abb. 4.20, d) war im Vergleich zum Wildtyp deutlich
verringert. Im Knochenmark der Cks1 KO-Mäuse fand man keine Anzeichen für
eine veränderte Proliferation der Stammzell- und Vorläuferpopulationen unter
Steady-State Bedingungen.

4.9.2 Nach 5-FU Applikation ist der Anteil der BrdU-
positiven Zellen im Cks1−/− Knochenmark stark ver-
mindert

Um die Stress-induzierte Hämatopoese im Knochenmark von Cks1 KO- Mäusen
und Kontrolltieren zu untersuchen, wurde ihnen 5-Fluorouracil (5-FU) injiziert.
Das als Zytostatikum verwendete Uracil-Analogon wird aufgrund seiner Struktur-
ähnlichkeit mit verschiedenen Pyrimidinderivaten in DNA und RNA eingebaut,
woraus die Produktion nicht funktionsfähiger Nukleinsäuren resultiert. Aus die-
sem Grund führt 5-FU-Applikation zum Tod sich teilender Zellen, wie z.B. häma-
topoetischer Progenitoren und weiter entwickelter hämatopoetischer Zellen. Ein
Großteil der HSCs befindet sich in der Ruhephase, was das Überleben der Mäuse
nach 5-FU-Injektion sichert. Durch die Vernichtung des Hauptanteils ihres hä-
matopoetischen Systems kommt es zur Aktivierung der Stammzellen, die diesen
Verlust durch neue Zellproduktion wieder kompensieren müssen. Um die Proli-
feration im Rahmen der Stress-induzierten Hämatopoese zu analysieren, wurde
den Mäusen fünf Tage nach der 5-FU-Injektion BrdU intraperitoneal gespritzt. 16
Stunden später wurden die Tiere getötet. Die Untersuchung des Knochenmarks
der Cks1 KO- und Kontrollmäuse ergab eine Reduktion sowohl der absoluten
Anzahl der LSK-Zellen (Abb. 4.21, a) und MPPs (Abb. 4.21, c) als auch ihres
Anteils an der Gesamtzellzahl in Cks1 KO-Mäusen (Abb. 4.21, b und d). Der
BrdU-positive Anteil der Knochenmarkszellen (Abb. 4.23), also die Fraktion der
sich teilenden Zellen, zeigte sich im Cks1 Knockout Knochenmark unter Stress-
bedingungen signifikant vermindert (Abb. 4.22).
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Abbildung 4.21: Hämatopoetische Progenitoren und Stammzellen von
Cks1 KO- und Kontrollmäusen nach 5-FU- Applikation. Analyse des
Knochenmarks 5 Tage nach 5-FU-Injektion und 16 Stunden nach BrdU-Injektion.
Gesamtzellzahl aus 2 Femora und 2 Tibiae pro Maus, WT n=8, Cks1 KO n=8.
Mean± SEM. ∗ p<0,05 ∗∗ p<0,01.

Abbildung 4.22: Proliferation der Knochenmarkszellen von Cks1 KO-
und Kontrollmäusen nach 5-FU- Applikation. Analyse des Knochenmarks
5 Tage nach 5-FU-Injektion und 16 Stunden nach BrdU-Injektion. Anteil der
BrdU+ Zellen an der Gesamtzellzahl aus 2 Femora und 2 Tibiae pro Maus, WT
n=4, Cks1 KO n=4. Mean± SEM. ∗ p<0,05.
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Abbildung 4.23:BrdU-Analyse aus dem Knochenmark 6 Tage nach 5-FU-
Injektion und 16 Stunden nach BrdU-Injektion. Anteil der BrdU-positiven
Zellen an der Gesamtzellzahl.

4.10 In LT-HSCs sind die mRNA- Level von Cks1
erhöht

Die Regulation der Cks1-Synthese findet hauptsächlich auf transkriptionalem Le-
vel statt. Aus diesem Grund war es wichtig, die mRNA-Level von Cks1 in den
Stammzellen und hämatopoetischen Progenitoren im Wildtyp-Knochenmark zu
evaluieren. Die Stammzellfraktionen und multipotenten Vorläufer (MPP) wurden
mithilfe der Durchflusszytometrie anhand ihrer Oberflächenmarker voneinander
getrennt. Im Anschluss daran wurde eine Real Time PCR durchgeführt. Dabei
zeigte sich, dass in den Langzeit hämatopoetischen Stammzellen (LT-HSC) die
mRNA-Level von Cks1 im Vergleich zu den anderen Populationen stark erhöht
waren (Abb. 4.24, a). Obwohl p27Kip1 hauptsächlich posttranskriptional reguliert
wird, wurde ebenfalls eine RT-PCR durchgeführt. Hier zeigten sich gleichwohl er-
höhte Level des p27Kip1-Tanskripts in den LT-HSCs im Vergleich zu allen anderen
Vorläufern und Stammzellen (Abb. 4.24, b).
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Abbildung 4.24: mRNA-Level von Cks1 und p27Kip1 im Wildtyp-
Knochenmark. a) Relative Expression des Cks1 -Transkripts bezogen auf Lin+,
b) Relative Expression des p27Kip1 Transkripts bezogen auf Lin+. Housekeeping-
Gen Ubiquitin. Mean± SEM, ∗ p<0,05.
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Kapitel 5

Diskussion

Das Verlassen des Ruhezustands und der Wiedereintritt in den Zellzyklus ist für
die Selbsterneuerung und Regeneration hämatopoetischer Stammzellen (HSCs)
von zentraler Bedeutung. Der CKI p27Kip1 ist ein spezifischer Regulator für Zell-
zykluseintritt und Proliferation in hämatopoetischen Geweben [153]. Als bedeu-
tender Inhibitor bestimmter Cyklin-Cdk-Komplexe führt seine Überexpression
zum Zellzyklusarrest in der G1-Phase [31]. Im Rahmen der murinen Hämato-
poese reguliert das Protein hauptsächlich die etwas reiferen hämatopoetischen
Progenitoren, hat aber unter bestimmten Bedingungen auch Einfluss auf die hä-
matopoetischen Stammzellen (HSCs) [24, 173, 196]. Zu den wichtigsten Regula-
tionsmechanismen gehört die Polyubiquitinierung von p27Kip1 durch die SCFSkp2

E3 Ubiquitin Ligase [18, 111], an der Cks1 als Schlüsselprotein beteiligt ist [5]. Der
Verlust von Cks1 führt zur Stabilisierung von CKIs, wie p21Cip1/Waf1, p57Kip2,
p130 und p27Kip1 [134], was Zellzyklusverzögerung oder -arrest begünstigt, wäh-
rend die Überexpression von Cks1 in zahlreichen Tumorarten mit einer schlechten
Prognose vergesellschaftet ist [97, 78, 141]. Das Ziel dieser Arbeit war es herauszu-
finden, ob Cks1 Funktionen in der murinen Hämatopoese erfüllt und insbesondere
ob diese als abhängig oder unabhängig von seiner Beteiligung am p27Kip1-Abbau
einzustufen sind. Die Ergebnisse sprechen dafür, dass Cks1 eine wichtige Rolle
bei der Regulation der frühen Hämatopoese spielt, wobei die Stress-induzierte
Hämatopoese in besonderer Weise betroffen ist.
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5.1 ZusätzlicherCks1 -Verlust gleicht den p27Kip1−/−

Phänotyp aus

Bei der Untersuchung der verschiedenen Phänotypen der Knockout-Mäuse zeigte
sich der p27Kip1 Knockout wie erwartet [43, 79, 110] deutlich größer und schwerer
als der Wildtyp, während die Cks1 Knockout-Maus wie bereits in der Litera-
tur beschrieben [155] im Vergleich zum Wildtyp sehr viel kleiner war (Kapitel
4.1). Die Doppelknockout-Mäuse, die weder p27Kip1 noch Cks1 besitzen, ent-
sprachen entgegen der Erwartungen nicht etwa dem äußeren Erscheinungsbild
der p27Kip1 Knockout-Mäuse, sondern zeigten große Ähnlichkeit mit dem Wild-
typ [51]. Falls Cks1 in Säugetierzellen nur über p27Kip1-abhängige Funktionen
verfügte, das heißt lediglich am p27Kip1-Abbau beteiligt wäre, würden sich der
p27Kip1 Knockout und der p27Kip1Cks1 Knockout phänotypisch identisch präsen-
tieren. Dass Cks1 jedoch zusätzlich zahlreiche weitere regulatorische Funktionen
im Rahmen des Zellzyklus besitzt, ist mittlerweile unumstritten [81]. Der deut-
liche Unterschied im äußeren Erscheinungsbild zwischen Doppelknockout und
p27Kip1 Knockout bestätigt eindrucksvoll, dass Cks1 auch in Säugetieren noch
weitere p27Kip1-unabhängige Aufgaben übernehmen muss. Die Tatsache, dass der
Verlust von p27Kip1 teilweise durch den Verlust von Cks1 ausgeglichen werden
kann, wird als Rescue-Phänomen bezeichnet [51].

5.2 Der Verlust von Cks1 führt zu verminderten
Zellzahlen in hämatopoetischen Organen

Um herauszufinden, ob der Verlust von Cks1 direkten Einfluss auf die murine Hä-
matopoese hat, wurden zunächst die Zellzahlen in den hämatopoetischen Organen
bestimmt. Sowohl im Knochenmark als auch in fetaler Leber verfügte der Cks1
Knockout über signifikant weniger Zellen als der Wildtyp (Kapitel 4.2). Dieser Ef-
fekt wurde in der Literatur bereits in zahlreichen murinen Geweben beschrieben
und auf eine reduzierte proliferative Kapazität der Cks1−/− Zellen zurückgeführt
[155]. In der fetalen Leber konnten die schwerwiegenden Proliferationsprobleme
bereits in einem frühen Entwicklungsstadium, nämlich an Tag 15.5, wenn die Le-
ber das Hauptorgan der fetalen Hämatopoese darstellt, beobachtet werden. In
Kombination mit den reduzierten Zellzahlen in adultem murinen Knochenmark
spricht dies dafür, dass die Hämatopoese in allen Entwicklungsstadien durch den
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Verlust von Cks1 beeinträchtigt wird. Die verminderten Zellzahlen in den häma-
topoetischen Organen des Cks1 Knockouts könnten auf eine Akkumulation des
Zellzyklusinhibitors p27Kip1 zurückzuführen sein, die bereits in einer Vielzahl an-
derer Cks1−/− Geweben nachgewiesen wurde [155]. Neben dieser Annahme eines
Proliferationsblocks in Abwesenheit von Cks1 besteht bei geringeren Zellzahlen
im Knochenmark natürlich auch die Möglichkeit, dass die Knockoutzellen in ver-
stärktem Maße Apoptose oder anderen Formen des Zelltodes unterworfen sind
[72]. Ex vivo Kulturen aus Linage negativen Cks1−/− Zellen und Wildtypkontrol-
len haben bereits gezeigt, dass in Abwesenheit von Cks1 Zytokinentzug zu einer
signifikanten Erhöhung der Anzahl der apoptotischen Zellen in hämatopoetischen
Stamm- und Progenitorzellen führt [116].

5.3 Cks1 beeinflusst weder die Knochenstruktur
noch die Zellularität

Die histopathologische Untersuchung der langen Röhrenknochen der Cks1−/− Tie-
re wurde durchgeführt, um Hinweise darauf zu erhalten, ob der Verlust von Cks1
zu einer veränderten Knochenstruktur oder Durchblutung führt und aus diesem
Grunde weniger Stamm- und Progenitorzellen als in den Kontrolltieren vorhan-
den sind (Kapitel 4.3). Diese Theorie konnte jedoch anhand der Ergebnisse aus-
geschlossen werden, die keinen Unterschied in Knochenstruktur und Zellularität
zwischen den Genotypen zeigten.

5.4 Cks1 ist für die Aufrechterhaltung der Steady-
State Hämatopoese entbehrlich

Nachdem verminderte Zellzahlen in den hämatopoetischen Organen der Cks1
Knockout-Mäuse aufgefallen waren, wurden von allen Mäusen Blutbilder ange-
fertigt, um herauszufinden, ob dies auch Einfluss auf die Ausschwemmung reifer
Blutzellen in die Peripherie hat. Die Untersuchungen des peripheren Blutes er-
gaben bezogen auf die Zellzahlen keine Unterschiede zwischen den Genotypen
(Kapitel 4.4), was die Ergebnisse anderer Autoren bezüglich des p27Kip1 Knock-
outs bestätigt [43]. Unabhängig von eventuell bei der Blutbildung bestehenden
Störungen, scheint der Verlust von Cks1 so kompensiert werden zu können, dass
die Versorgung der Cks1 Knockout-Mäuse mit reifen Blutzellen nicht beeinträch-
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tigt ist. Für die Steady-State Hämatopoese unter ungestörten homöostatischen
Bedingungen und für die terminale Differenzierung der hämatopoetischen Proge-
nitoren erweist sich Cks1 folglich als entbehrlich. Bei der Zusammensetzung des
peripheren Blutes fiel lediglich eine leichte Erhöhung der Erythrozytenkonzen-
tration in allen Knockout-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp auf. Es muss aller-
dings berücksichtigt werden, dass Blutbilder immer zahlreichen endogenen und
exogenen Störfaktoren unterliegen, wie z.B. dem Elektrolyt- und Wasserhaushalt
der Versuchstiere, was mit individuellen Schwankungen der Werte verbunden ist.
Aus diesem Grund kann die minimale Erhöhung der Erythrozytenkonzentration
in diesem Falle nicht als Hinweis auf die Beeinflussung der Zusammensetzung der
peripheren Blutes durch den Verlust von p27Kip1 oder Cks1 gewertet werden.

5.5 Cks1 ist ein Regulator der Poolgröße von
HSCs und hämatopoetischen Vorläuferzellen

In der Steady-State Hämatopoese führt der Verlust von Cks1 zu verminderten
Zellzahlen in den hämatopoetischen Organen, ohne die gesamte Hämatopoese
und die Repräsentation reifer Blutzellen im peripheren Blut zu stören. Um den
Einfluss von Cks1 auf die verschiedenen Stammzell- und Vorläuferpopulationen
genauer zu spezifizieren, wurde das Knochenmark der Mäuse mithilfe der Durch-
flusszytometrie genauer untersucht. Unter ungestörten homöostatischen Bedin-
gungen zeigte sich eine deutlich verminderte absolute Anzahl an Lineage negati-
ven Zellen im Knochenmark der Cks1 Knockout-Mäuse, die sowohl die Stamm-
als auch alle hämatopoetischen Vorläuferzellen betraf (Kapitel 4.5.1). Cks1, das
Schlüsselprotein der SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase, ist folglich ein Regulator der
Poolgröße von HSCs und hämatopoetischen Vorläuferzellen. Es ist bekannt, dass
E3 Ubiquitin Ligasen an der Regulation hämatopoetischer Zellen beteiligt sind
[159]. Die CKIs p27Kip1, p21Cip1/Waf1, p57Kip2 und p130 gehören zu den Ziel-
proteinen der SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase [157, 15, 134]. In Abwesenheit von
Cks1 kommt es folglich nicht nur zur Akkumulation von p27Kip1, sondern auch
der anderen Target Proteine, die in der murinen Hämatopoese sehr unterschied-
liche Rollen übernehmen. p27Kip1 übt eine starke inhibitorische Funktion auf
hämatopoetische Progenitoren aus und der Verlust dieses CKIs führt zu gestei-
gerter Proliferation und Poolgröße der Vorläuferzellen [25, 24]. Es wurde gezeigt,
dass im Steady-State die Deletion von p27Kip1, p21Cip1/Waf1 oder beiden Pro-
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teinen gleichzeitig sich nicht auf adulte HSCs auswirkt [98]. Dennoch ergaben
unsere Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie eine leichte Erhöhung der
LSK-Zellen in Abwesenheit von p27Kip1 mit und ohne gleichzeitigen Cks1 -Verlust
(Kapitel 4.5.1). Da die Daten anderer Autoren jedoch durch zahlreiche weiterfüh-
rende Untersuchungen unterstützt werden [25, 24, 98] und von uns lediglich eine
sehr geringe Anzahl an Versuchstieren verwendet wurde, muss hier von einem
Messfehler ausgegangen werden, der möglicherweise mit der Knochenmarkisola-
tion oder einer Gating-Ungenauigkeit korreliert und durch eine Erhöhung der
Versuchstierzahl behoben werden könnte. In allen von uns untersuchten Popula-
tionen konnte daneben die Tendenz beoachtet werden, dass sowohl der p27Kip1

Knockout als auch der Doppelknockout im Vergleich zum Wildtyp über erhöhte
Zahlen an Progenitoren verfügte. Wahrscheinlich könnten hier übereinstimmend
mit der Literatur durch den Einsatz von einer größeren Anzahl an Mäusen signi-
fikante Ergebnisse erreicht werden [25, 24].

Ein weiterer von der Degradation durch die SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase
betroffener Cdk-Inhibitor, nämlich p57Kip2, spielt eine essentielle Rolle für die
Erhaltung sowie den Ruhezustand von hämatopoetischen Stammzellen. Der Ver-
lust dieses Proteins führt zu deutlich verminderten HSC-Zahlen, was durch den
Austritt aus der Ruhephase mit konsekutivem Eintritt in die Apoptose erklärt
wird [98]. Trotz ihrer unterschiedlichen Funkionen bei der Hämatopoese gibt es
Hinweise darauf, dass die Zielproteine der SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase unter be-
stimmten Umständen einander ersetzten können, wobei z.B. die p57Kip2-Funktion
der Erhaltung hämatopoetischer Stammzellen durch p27Kip1 substituiert wer-
den kann [98]. In Abwesenheit von p27Kip1 hingegen, kann p130 dessen Rolle als
Cdk2-Inhibitor übernehmen [153]. Es existiert die Hypothese, dass die spezifi-
sche Antwort der Zellen auf das Fehlen jedes einzelnen Cdk-Inhibitors eher von
der Gesamtmenge der vorhandenen CKIs abhängt als von dem entsprechenden
CKI-Typ und dass diese folglich auf molekularer Ebene nicht unterscheidbar sind
[98]. Diese Kompensationsmechanismen sind möglicherweise die Erklärung dafür,
dass es in Abwesenheit von p27Kip1 nicht zu uneingeschränkter Proliferation in
allen Zellarten kommt, sondern dass manche Entwicklungsstufen in der murinen
Hämatopoese abhängig vom Expressionsgrad der verschiedenen Inhibitoren stär-
ker betroffen sind als andere. In HSCs bedeutet dies z.B., dass im Falle eines
p27Kip1 Knockouts p57Kip2 noch in größeren Mengen vorhanden ist und so der
Verlust kompensiert werden kann. Andersherum geht die Deletion von p57Kip2
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in LSK-Zellen mit einer Erhöhung der p27Kip1-Level einher [98]. Im Knochen-
mark der Cks1 Knockouttiere kommt es durch die eingeschränkte Funktion der
SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase zur relativen Überexpression aller Target-CKIs, was
die Gesamtmenge an Cdk-Inhibitoren in der Zelle stark erhöht. Diese Kombina-
tion führt möglicherweise noch zu einer Verstärkung ihrer inhibtorischen Funk-
tionen auf den Zellzyklus hämatopoetischer Zellen, was eine Erklärung für die
geringere Poolgröße an Stamm- und Progenitorzellen in Abwesenheit von Cks1
sein könnte.

Obwohl sowohl das F-Box Protein Skp2 als auch das Adapterprotein Cks1
essentielle Bestandteile der SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase und somit beide am
Abbau ihrer verschiedenen Zielproteine beteiligt sind, entsprechen sich ihre Auf-
gaben in der Hämatopoese nicht uneingeschränkt. Während der Verlust von Cks1
zu einer verminderten Poolgröße von HSCs und Vorläuferzellen führt, kommt es
in Abwesenheit von Skp2 zu erhöhten LSK-Zahlen, die sich zu einem geringe-
ren Prozentsatz in der späten S-Phase befinden [134]. Die Zellzyklusaktivität von
LSK-Zellen zeigte sich demnach in Abwesenheit von Skp2 deutlich abgeschwächt,
während unsere Proliferationsexperimente keine Unterschiede bezüglich der In-
korporation von BrdU zwischen den verschiedenen Genotypen im Steady-State
gezeigt hatten (Kapitel 4.9.1). Cks1 scheint also bei der Regulation der Poolgrö-
ße hämatopoetischer Zellen auch eine von der Ubiquitinierung der Targetproteine
der SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase unabhänginge Rolle zu übernehmen.

Trotz der verminderten Zellzahlen im Knochenmark der Cks1 Knockouttiere,
die sowohl die Stamm- als auch die Progenitorzellen betrifft, ist die definitive Hä-
matopoese und die Repräsentation reifer Zellen im peripheren Blut nicht gestört.
Möglicherweise führt eine beschleunigte Differenzierung der reiferen hämatopoe-
tischen Vorstufen in Abwesenheit von Cks1 dazu, dass die geringere Anzahl an
Stamm- und Progenitorzellen kompensiert werden kann. Dies würde erklären,
dass die Blutbilder der Tiere sich nicht unterscheiden. In der Literatur wurde
bereits beschrieben, dass auch das Knochenmark von Skp2 Knockoutmäusen im
Vergleich zum Wildtyp erniedrigte Progenitorzahlen aufweist, wobei sich vergli-
chen mit den SKP+/+ deutlich weniger SKP−/− Vorläuferzellen in der S-Phase
befinden. Dennoch hatten sich keine signifikanten Veränderungen in den Blutbil-
dern gezeigt, was auch in diesem Fall auf eine beschleunigte Differenzierung in
Abwesenheit von Skp2 hindeuten könnte [134].
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5.6 Cks1 beeinflusst die embryonale Hämatopoe-
se

Ein reduzierter Stamm- und Progenitorzellpool ließ sich auch in fetaler Leber
beobachten, wobei in diesem Organ die Stammzellen (LSK) und insbesondere die
LT-HSCs am stärksten betroffen waren (Kapitel 4.5.2). Nicht nur die absolute An-
zahl, sondern auch der relative Anteil der LSK-Zellen an den Lineage negativen
zeigte sich vermindert, was nicht allein auf die geringe Größe der hämatopoeti-
schen Organe in den Cks1 Knockouttieren zurückgeführt werden kann. Darüber,
dass die intermediären hämatopoetischen Progenitoren in der fetalen Leber sich
in ihren Eigenschaften von denen im Knochenmark unterscheiden, besteht mitt-
lerweile ein Konsens [84]. Der CKI p57Kip2 spielt z.B. in fetalen HSCs eine andere
Rolle als in adulten hämatopoetischen Stammzellen, was dadurch erklärt wird,
dass die Erhaltung des Ruhezustands deutlich wichtiger in adulten HSCs als in
den fetalen Stammzellen ist. Der Verlust von p57Kip2 hat bis auf eine leichte
Erniedrigung der Knochenmark-Rekonstitutionsfähigkeit in der dritten seriellen
Transplantation keinen Einfluss auf fetale HSCs, während es in adultem Kno-
chenmark zu einer starken Verminderung der HSCs in Abwesenheit von p57Kip2

kommt [196]. Im Embryonalstadium scheint Cks1 einen stärkeren Einfluss auf die
Regulation der Stammzellen, vor allem der LT-HSCs, zu haben als in der adul-
ten Steady-State Hämatopoese, bei der keine Unterschiede im relativen Anteil
der Stammzellen an der Gesamtzahl der Lineage negativen Zellen zwischen Cks1
Knockout und Wildtyp festgestellt werden konnten. Untersuchungen ergaben,
dass die Cks Proteine bereits im Morulastadium eine essentielle Funktion über-
nehmen und dass das Fehlen beider Homologe zum Zelluntergang und Tod des
Embryos führt, was vor allem mit einem Defekt in der Cyklin B1-Expression in
Verbindung gebracht wurde [96]. Auch in der embryonalen Hämatopoese scheint
Cks1 eine kritische Aufgabe zu übernehmen, wobei die Möglichkeit in Erwägung
gezogen werden musss, dass eine Akkumulation von p27Kip1 und den anderen
Targetproteinen der SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase in LT-HSCs im Embryonalsta-
dium weniger gut kompensiert werden kann als im adulten Zustand oder aber,
dass Cks1 hier noch weitere von der SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase unabhängige
Aufgaben übernimmt, die die Stammzellproliferation beeinflussen. Um dies zu
klären, müssten weitere Untersuchungen an hämatopoetischen Zellen aus fetaler
Leber durchgeführt werden.
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5.7 Der Verlust von Cks1 führt zur Akkumulati-
on von CMPs

Obwohl sich in den Cks1 Knockout-Mäusen alle multipotenten Vorläufer, also
CMPs, GMPs und MEPs, vermindert zeigten, fiel interessanterweise sowohl im
Knochenmark als auch in der fetalen Leber eine Erhöhung des relativen An-
teils der myeloischen Vorläufer (CMPs) an den MPPs auf (Abb. 4.8). In die-
sem Zelltyp scheint Cks1 eine von p27Kip1 und der CKI- Ubiquitinierung un-
abhängige Funktion zu erfüllen und der Verlust von Cks1 führt dazu, dass sich
die hämatopoetischen Progenitoren eher im CMP-Stadium befinden als in den
weiter ausdifferenzierten Stadien der MEPs oder GMPs. Möglicherweise spielt
Cks1 eine Rolle bei der Regulation bestimmter Tranksriptionsfaktoren, die für
die CMP-MEP-Transition oder den CMP-GMP-Übergang notwendig sind. In
welche Richtung sich eine hämatopoetische Stammzelle (HSC) differenziert ist
von verschiedenen Faktoren wie z.B. extrinsischen Signalen oder intrinsischen
Ereignissen abhängig, wobei es immer zu Veränderungen in Genexpressionspro-
grammen kommt, die letztendlich von Transkriptionsfaktoren abhängig sind [84].
Bedeutende hämatopoetische Transkriptionsfaktoren, die bei der Festlegung der
Differenzierungsrichtung eine wichtige Rolle spielen, sind z.B. PU.1, GATA-1 und
C/EBPα [17]. Die Eliminierung von PU.1 in adultem Knochenmark führt zu ei-
nem kompletten Verlust von CMPs und GMPs [73, 35], während die Inaktivie-
rung von C/EBPα in Knochenmarkszellen sich spezifisch durch die Abwesenheit
von GMPs sowie einer reduzierten Anzahl an CMPs auszeichnet [192]. GATA-1
und PU.1 üben im Rahmen der hämatopoetischen Differenzierung durch Protein-
Protein Interaktionen und auf trankriptionalem Level antagonistische Funktionen
aus [113, 191, 193, 27]. Während PU.1 in allen hämatopoetischen Progenitoren
vorhanden ist, findet man GATA-1 nur in HSCs, CMPs und MEPs. C/EBPα ist
hingegen lediglich in HSCs, CMPs und GMPs vorhanden [158].

Die Erhöhung des relativen Anteils der CMPs an den multipotenten Vorläu-
fern (MPPs) im Knochenmark und der fetalen Leber des Cks1 Knockouts könnte
ein Hinweis darauf sein, dass Cks1 bei der Regulation des komplexen Netzes an
Transkriptionsfaktoren, deren Aktivierung oder Hemmung für die hämatopoe-
tische Differenzierungsrichtung ausschlaggebend ist, eine Rolle spielt. PU.1 ist
beispielsweise in der Lage, mit zahlreichen Proteinen Komplexe zu bilden, die
seine transkriptionale Aktivität beeinflussen und so die Expression verschiedener
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lineage-spezifischer Gene regulieren [17]. In Saccharomyces cerevisiae wurde be-
reits die Funktion von Cks1 als Transkriptionsaktivator durch Rekrutierung des
Proteasoms zu einigen Promotorregionen bestimmmter Gene nachgewiesen [187].
Dabei handelt es sich hauptsächlich um Gene wie CDC20 und GAL1 [106, 187],
die eine schnelle Hochregulierung erfordern [66]. Basierend auf unseren Ergebnis-
sen wäre es durchaus möglich, dass Cks1 z.B. durch Bindung an das ubiquitinier-
te Proteasom [66] oder Komplexbildung mit einem Transkriptionsfaktor, der an
der CMP-GMP-Transition oder dem CMP-MEP-Übergang beteiligt ist, die Gen-
transkription aktiviert und dass sich aus diesem Grunde in Abwesenheit von Cks1
die Zellen eher im CMP-Stadium befinden. Falls Cks1 eine essentielle Funktion
bei dem Übergang von den CMPs in weiter ausdifferenzierte Stadien überneh-
men würde, wäre ein verminderter Anteil von GMPs oder MEPs an den MPPs
zu erwarten. Allerdings unterschied sich im Knochenmark weder der Anteil der
GMPs noch der Anteil der MEPs an den MPPs von dem des Wildtyps, wobei
berücksichtigt werden muss, dass sich der Anteil der MEPs an den MPPs zwar
vermindert zeigte, allerdings nicht in einem signifikanten Bereich (p=0,17). Da
der Versuch lediglich mit vier Cks1-Knockouttieren und fünf Wildtypen durch-
geführt wurde, könnte eine Erhöhung der Versuchstieranzahl eventuell zu einem
signifikanten Unterschied führen. Zusammenfassend führt der Verlust von Cks1
im Knochenmark zu einem längeren Verweilen der Zellen im CMP-Stadium, was
unter Umständen mit einer erschwerten CMP-MEP-Transition vergesellschaftet
ist.

In Cks1−/− fetaler Leber zeigte sich neben der Erhöhung des Anteils der CMPs
an den MPPs auch der GMP-Anteil im Vergleich zum Wildtyp erhöht, während
der Anteil der MEPs an den multipotenten Progenitoren sich unverändert dar-
stellte (Abb. 4.13). Wiederum wird deutlich, dass sich der Verlust von Cks1 in
Knochenmarkszellen und in den Zellen fetaler Leber nicht immer in gleicher Weise
manifestiert. Die hämatopoetischen Zellen in der Cks1−/− fetalen Leber befinden
sich bevorzugt im CMP- und im GMP-Stadium. Auch in diesem Fall könnte die
Regulation von Transkriptionsfaktoren durch Cks1 eine Rolle spielen und der
CMP-MEP-Übergang durch den Verlust von Cks1 erschwert sein, was die relati-
ve Erhöhung der GMPs begünstigen könnte. Interssant wäre es zu untersuchen,
ob das längere Verweilen im GMP-Stadium bei der fetalen Blutbildung Einfluss
auf die Anzahl der reiferen Granulozyten- und Makrophagenvorstufen hat.
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5.8 Cks1 hat keinen Einfluss auf die Erythrozy-
tenvorläufer

Da sich durch die Ergebnisse der Vorläuferfärbung im adulten murinen Kno-
chenmark der Verdacht ergeben hatte, dass der Übergang vom CMP- in das
MEP-Stadium durch den Verlust von Cks1 gestört sein könnte, wurde unter-
sucht, ob die sich in der hämatopoetischen Differenzierungsreihe abwärts der
MEPs befindlichen Erythrozytenvorläuferstadien R1 bis R5 [190] durch diesen
Umstand ebenfalls beeinträchtigt werden (Kapitel 4.6). Es wurde gezeigt, dass
sich im Knochenmark der Cks1 Knockout-Mäuse weniger erythroide Progenitor-
zellen insbesondere im R1- und R3-Stadium befinden als im Wildtypknochen-
mark. Signifikante Unterschiede ergaben sich allerdings lediglich bei Hochrech-
nung auf die Gesamtzellzahl des Knochenmarks, was darauf schließen lässt, dass
dieses Ergebnis auf die insgesamt geringere Zellzahl im Cks1 Knockout Knochen-
mark zurückzuführen ist. Trotz der leicht erniedrigten Anzahl an MEPs kann der
Verlust von Cks1 in späteren Stadien der Erythropoese wieder ausgeglichen wer-
den, sodass sowohl die Zahlen der Erythrozytenvorläufer als auch die Blutbilder
der Cks1 Knockouttiere im Normalbereich liegen. Dies spricht ebenfalls dafür,
dass Cks1 in der Steady-State Hämatopoese kein essentielles Protein darstellt.
Eine anschließende Untersuchung der Megakaryozyten und ihrer Vorläufer könn-
te eventuell aufschlussreich bezüglich der Rolle von Cks1 sein, wobei allerdings
berücksichtigt werden muss, dass sich auch die Thrombozytenzahlen im Blut der
Cks1 Knockout-Mäuse nicht von denen des Wildtyps unterschieden hatten.

5.9 Einschränkung der funktionellen Kapazität
der hämatopoetischen Progenitoren durchCks1 -
Verlust

In Abwesenheit von Cks1 kommt es im Knochenmark zu einer leichten, in fetaler
Leber zu einer starken Einschränkung der Fähigkeit zur Koloniebildung (Kapitel
4.7). Insbesondere die absolute und relative Reduktion der Anzahl aller Kolonie-
arten, nämlich BFU-E, CFU-E und CFU-GEMM, in fetaler Leber lässt darauf
schließen, dass in Abwesenheit von Cks1 die Hämatopoese empfindlich gestört
ist. Untersuchungen anderer Autorengruppen hatten bereits eine Erhöhung der
Koloniezahlen im CFC-Assay aus p27Kip1 Knockout Knochenmark ergeben [24],
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was darauf hinweist, dass in diesem Fall die Verminderung der Cks1−/− Kolonien
auf die Akkumulation von p27Kip1 zurückzuführen sein könnte. Die Daten indi-
zieren, dass die funktionelle Kapazität der hämatopoetischen Progenitoren in der
embryonalen Hämatopoese stärker gestört ist, als dies in der adulten Hämato-
poese der Fall ist, in deren Rahmen möglicherweise Kompensationsmechanismen
greifen, die den Verlust ausgleichen können.

5.10 KultivierteCks1−/− Knochenmarkszellen ver-
lieren ihr Koloniebildungspotenial

Die CFC-Assays aus frischem Knochenmark und fetaler Leber hatten eine
Einschränkung der funktionellen Kapazität der hämatopoetischen Progenitoren
durch Cks1 -Verlust ergeben. Noch deutlicher wurde dieses Ergebnis durch die
Analyse der CFC-Assays aus Knochenmarkszellen, die aus Kulturen mit einer
Koloniebildung fördernden Wachstumsfaktorenkombination stammten [189, 127].
Es konnte gezeigt werden, dass die 8 Tage kultivierten Cks1−/− hämatopoetischen
Progenitoren ihre funktionelle Kapazität zum Großteil verloren hatten und offen-
bar nicht in der Lage waren auf die Stimulationsbedingungen in gleicher Weise wie
der Wildtyp zu reagieren (Kapitel 4.8). Dies galt auch für die kultivierten Zellen
des Doppelknockouts. Gleichzeitig kam es in beiden Genotypen zu einer rela-
tiven Erhöhung der Granulozyten/Makrophagen-Kolonien (CFU-GM) und einer
relativen Erniedrigung der roten Kolonien (BFU-E), was die These, dass es in Ab-
wesenheit von Cks1 zu einer erschwerten CMP-MEP-Transition kommt, stützt.
Durch Kultivierung von Cks1−/− Knochenmarkszellen verringert sich also deren
Koloniebildungspotential und gleichzeitig wird eine Entwicklung in Richtung der
Granulozyten/Makrophagen-Reihe gegenüber der Roten Reihe bevorzugt.

5.11 Cks1 reguliert die Stress-induzierte Hämato-
poese

Die Untersuchung der BrdU-Inkorporation der verschiedenen Stammzell- und
Vorläuferpopulationen ergab, dass der Verlust von Cks1 in der Steady-State Hä-
matopoese die Proliferation nicht beeinträchtigt (Kapitel 4.9.1). Obwohl Cks1
als Schlüsselprotein des p27Kip1-Abbaus eine wichtige Rolle beim Übertritt in die
S-Phase spielt [31] und die Cks1 Knockout-Mäuse über eine geringere Poolgrö-
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ße an Stammzellen (HSCs) verfügen, ist die Zellzyklusprogression in den frühen
hämatopoetischen Zellen unter normalen Bedingungen ungestört. Erst durch die
Analyse der Stress-induzierten Hämatopoese nach 5-FU- und BrdU- Applikation,
wurden gravierende Proliferationsprobleme deutlich, wobei die Zellen des Cks1
Knockouts zu einem wesentlich geringeren Anteil BrdU-Inkorporation zeigten als
die des Wildtyps und sowohl HSCs also auch hämatopoetische Progenitoren im
Cks1−/− Knochenmark stark vermindert waren (Kapitel 4.9.2). Die Funktionen
von Cks1 in der Stress-induzierten Hämatopoese unterscheiden sich folglich von
denen in der Steady-State Hämatopoese.

Wie bereits erwähnt ist eine effiziente Hämatopoese von der Fähigkeit der
Stammzellen zur Selbsterneuerung und zur Bildung bestimmter hämatopoeti-
scher Vorläufer, die sich letztendlich zu reifen Blutzellen differenzieren, abhängig
[174]. Im Rahmen der Steady-State Hämatopoese bedeutet dies, dass lediglich ein
geringer Anteil an Stammzellen die G0-Phase verlassen muss, um eine konstan-
te Anzahl an HSCs aufrechtzuerhalten [103]. Die Stress-induzierte Hämatopoese,
die z.B. nach Stimulation mit zytotoxischen Substanzen, wie 5-FU oder nach
Applikation ionisierendener Strahlung, zum Tragen kommt, stellt andere Anfor-
derungen an die hämatopoetischen Stammzellen. Innerhalb kürzester Zeit muss
ein großer Teil der HSCs den Ruhezustand verlassen, um die Rekonstruktion des
geschädigten Knochenmarks zu gewährleisten und das hämatopoetische System
wiederherzustellen [32].

Unter Stressbedingungen führt der Verlust von Cks1 zu einer eingeschränk-
ten hämatopoetischen Regeneration, was bedeutet, dass die Repopulation des
Knochenmarks durch die hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) nicht in ausrei-
chendem Maße gewährleistet ist. Die Proliferation und Differenzierung der HScs,
die für die Rekonstruktion der Hämatopoese von essentieller Bedeutung sind,
scheint gestört zu sein. Im Stresstest zeigte sich sowohl die absolute als auch die
relative Anzahl an hämatopoetischen Stammzellen (LSKs) und hämatopoetischen
Progenitoren (MPPs) im Knochenmark der Cks1−/− Tiere stark vermindert, was
dafür spricht, dass in Abwesenheit des Proteins Cks1 das Repopulationspotential
der Stammzellen vermindert und damit die Zytotoxizität des Hämatotoxins 5-FU
gesteigert wird.

Die rasche Produktion von Blutzellen ist in zahlreichen Situationen, unter
anderem nach aktutem Blutverlust, Hämolyse oder Transplantationen notwendig
und wird von einer Vielzahl an internen und externen Signalen, wie Wachstums-
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faktoren, Transkriptionsfaktoren und weiteren Zellzyklusregulatoren, kontrolliert
[122]. Möglicherweise ist Cks1 an diesen komplexen Regulationsvorgängen be-
teiligt, was dazu führen könnte, dass in Abwesenheit von Cks1 die HSCs nicht
mehr in der Lage sind, auf bestimmte Proliferationsstimuli zu reagieren. Während
Cks1 in der Steady-State Hämatopoese nur eine untergeordnete Rolle zu spielen
scheint, lässt sich dem Protein in der Stress-induzierten Hämatopoese eine poten-
tiell protektive Funktion im Rahmen der Repopulation zuschreiben. Als klinisch
relevant könnte sich dies bei Krankheitsbildern mit Knochenmarksversagen, wie
z.B. der aplastischen Anämie, erweisen. Dabei handelt es sich um eine seltene
heterogene Störung, die zu etwa 15-20 % hereditär und zu 70-80 % idiophat-
hisch, also ohne erkennbare Ursache, auftritt, und durch eine starke Reduktion
hämatopoetischer Zellen mit nachfolgender Panzytopenie charakterisiert ist [88].
Eine Untergruppe der Fälle lässt sich auf bestimmte Medikamente, Infektionen
oder Bestrahlung, also im weitesten Sinne Stresssituationen, zurückführen, wobei
ungeklärt bleibt, aus welchem Grunde manche Individuen anfälliger als andere
sind [95]. In den von uns durchgeführten Untersuchungen konnte gezeigt wer-
den, dass der Verlust von Cks1 zu einer vermehrten Empfindlichkeit gegenüber
hämatotoxischem Stress führt. Unter Umständen könnte dies eine Erklärung für
die Erschöpfung der HSCs verbunden mit dem Auftreten von Panzytopenien ins-
besondere im Rahmen einer aplastischen Anämie darstellen. Um diese These zu
stützen, müssten allerdings ausgedehntere Anschlussexperimente und Langzeit-
versuche durchgeführt werden. Die Stress-induzierte Hämatopoese wird bereits
in laufenden Transplantationsversuchen, in denen Knochenmark von Cks1−/−

Mäusen und Wildtyp Kontrollen kompetetiv in tödlich bestrahlte Empfänger-
tiere injiziert wurde, untersucht [116].

5.12 Cks1 wird vermehrt in LT-HSCs exprimiert

Die Analyse der mRNA-Level in hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) und
Progenitoren ergab ein deutlich erhöhtes Cks1 -Transkript in den Langzeit häma-
topoetischen Stammzellen (LT-HSCs) im Vergleich zu den anderen hämatopoeti-
schen Stammzell- und Prognitorpopulationen (Kapitel 4.10). Da Cks1 hauptsäch-
lich auf transkriptionaler Ebene reguliert wird, unterstützt dies die These, dass
Cks1 in hämatopoetischen Stammzellen und insbesondere in LT-HSCs spezielle
Funktionen übernimmt, worauf auch die Ergebnisse unserer weiteren Versuche
hindeuten. In den LT-HSCs wurden außerdem erhöhte Level von p27Kip1 mRNA
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gefunden. Wie bereits erwähnt, wird dieses Protein allerdings hauptsächlich post-
transkriptional reguliert und Experimente anderer Autoren haben gezeigt, dass
die p27Kip1-Proteinlevel nicht uneingeschränkt mit den mRNA-Leveln überein-
stimmen [156]. Um genauere Angaben über p27Kip1 machen zu können, müssten
die jeweiligen Proteinmengen in den verschiedenen hämatopoetischen Populatio-
nen quantitativ untersucht werden.

5.13 Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob das Protein Cks1, dessen Schlüs-
selrolle in Säugetierzellen bisher in seiner Beteiligung an der SCFSkp2 E3 Ubi-
quitin Ligase und somit unter anderem an der p27Kip1-Ubiquitinierung gesehen
wird, Einfluss auf die murine Hämatopoese hat, wobei es p27Kip1-abhängige und
-unabhängige Funktionen voneinander abzugrenzen galt. Der Verlust von Cks1
führte zu einem charakteristischen Phänotyp, der sich dem p27Kip1−/− Phänotyp
entgegengesetzt präsentierte. Die zusätzliche Deletion von Cks1 in der p27Kip1−/−

Maus veränderte wieder Erwarten den p27Kip1−/− Phänotyp und gab so die ersten
Hinweis auf das Vorhandensein von SCFSkp2 E3 Ubiquitin Ligase-unabhängigen
Funktionen des Proteins Cks1.

Die untersuchten hämatopoetischen Organe der Cks1−/− Mäuse zeigten ei-
ne verminderte Gesamtzellzahl, die mit ebenfalls reduzierten Zahlen an HSCs
und hämatopoetischen Vorläufern einherging, wobei sich weder Unterschiede in
der Zellularität noch der Struktur der Knochen gezeigt hatten. Cks1 ist somit
ein potenter Regulator der Poolgröße von Stamm- und Progenitorzellen, wo-
bei es Hinweise sowohl auf p27Kip1-abhängige als auch -unabhängige Funktionen
des Proteins gibt. Neben einem verstärkten Eintritt in die Apoptose käme auch
ein Proliferationsblock als Erklärungsmodell in Frage. Des Weiteren zeigten die
Cks1−/− hämatopoetischen Progenitoren eine verminderte funktionelle Kapazität
bei der Koloniebildung, die durch Kultivierung noch verstärkt wurde.

Ergänzende Untersuchungen ergaben, dass Cks1 für die Steady-State Häma-
topoese und die terminale Differenzierung der Blutzellen entbehrlich ist, da trotz
des geringeren Pools an Stamm- und Vorläuferzellen in Abwesenheit von Cks1 we-
der die Erythrozytenvorläufer noch das periphere Blut Auffälligkeiten aufwiesen.
Unter normalen homöostatischen Bedingungen kann der Cks1 -Verlust folglich
kompensiert werden, was möglicherweise mit einer beschleunigten Differenzierung
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der HSCs einhergeht.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass es in Abwesenheit von Cks1 zu ei-

ner vermehrten Empfindlichkeit gegenüber hämatotoxischem Stress kommt und
dass dem Protein im Rahmen der Stress-induzierten Hämatopoese eine potentiell
protektive Rolle bei der Repopulation des Knochenmarks durch hämatopoeti-
sche Stammzellen (HSCs) zukommt. Interessant dabei ist, dass in deren CD34
negativen Fraktion (LT-HSCs) auch erhöhte Cks1 Expressionslevel festgestellt
wurden.

Es gab Hinweise darauf, dass Cks1, unabhängig von der p27Kip1-Ubiquitinierung,
möglicherweise an der Regulation bestimmter für die Hämatopoese wichtiger
Transkriptionsfaktoren, beteiligt sein könnte und dass gegebenenfalls durch De-
letion des Gens die CMP-MEP Transition erschwert ist. Bei den Untersuchungen
wurde ebenfalls deutlich, dass die Aufgaben von Cks1 in der embryonalen Hä-
matopoese sich von denen in der adulten Hämatopoese unterscheiden und dass
eventuell vorhandene Kompensationsmechanismen, die den Verlust von Cks1 aus-
gleichen könnten, in der embryonalen Hämatopoese noch nicht ausreichend vor-
handen sind.

Weitere Experimente müssen angeschlossen werden, um diese Ergebnisse zu
bestätigen. Basierend auf den Stresstests kann davon ausgegangen werden, dass
Cks1 eine Schlüsselrolle bei der Regeneration des Knochenmarks nach Myeloabla-
tion und Knochenmarkstransplantationen spielt und dass es folglich in Abwesen-
heit von Cks1 zu einer weniger effektiven hämtopoetischen Regeneration kommt.
Untersuchungen mit kompetetiven und nicht-kompetetiven sowie seriellen Trans-
plantationen könnten sich als aufschlussreich erweisen. In ihrer Gesamtheit lassen
diese Ergebnisse darauf schließen, dass Cks1 kritische sowohl SCFSkp2 E3 Ubi-
quitin Ligase- abhängige als auch -unabhängige Funktionen in der frühen Hä-
matopoese erfüllt, die deutlich über seine Rolle bei der p27Kip1-Ubiquitinierung
hinausgehen. Insbesondere ist das Protein an der Regulation der hämatopoeti-
schen Stammzellen (HSCs) und Progenitoren beteiligt.
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Abkürzungsverzeichnis

5-FU 5-Fluorouracil
AGM-Region Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region
APC/C Anaphase Promoting Complexe/Cyclosome
ATP Adenosintriphosphat
BFU-E Erythroide Kolonie (Burst-Forming Unit Erythroid)
BrdU Bromodeoxyuridin
BSA Bovines Serum Albumin
CAK Cdk-aktivierende Kinase
Cdc Cell Division Control Protein
Cdk Cyklin-abhängige Kinase
CFC-Assay Colony Forming Cell Assay
CFU-GM Granulozyten/Makrophagen Kolonie

(Granulocytic-Monocytic Colony-Forming Unit)
CFU-GEMM Gemischte Kolonie

(Granulocytic-Erythroid-Megakaryocytic/Monocytic
Colony-Forming Unit)

CFU-S Colony-Forming Unit Spleen
CKI Cdk Inhibitor
Cks Cyklin-dependend Kinase Subunit
CLP Lymphatischer Vorläufer (Common Lymphoid Progenitor)
CMP myeloischer Vorläufer (Common Myeloid Progenitor)
CUL4A Cullin 4A
DDB1 Damaged-DNA Binding Protein
DKO Doppelknockout
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline
DNA Desoxyribonukleinsäure
DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline
E Embryonaltag
ECM Extrazellulärmatrix
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EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EPO Erythropoietin
FACS Fluorescence activated cell sorting Durchflusszytometrie
FCS Fetal Calf Serum
FITC Fluoreszin Isozyanat
FL Flt3-Ligand
FN Fibronektin
GATA GATA Binding Proteine
G-CSF Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor

(Granulocyte-Colony Stimulating Factor)
GM-CSF Granulozyten/Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor

(Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor)
GMP Granulozyten Makrophagen Vorläufer

(Granulocyte Macrophage Progenitor)
HBSS Hank’s buffered salt solution
HCl Chlorwasserstoff, Salzsäure
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazineethansulfonsäure
HSC hämatopoetische Stammzelle
IL Interleukin
IMDM Iscove’s modified Dulbecco’s medium
KCl Kaliumchlorid
kDa Kilo Dalton
KIS Kinase-Interacting Stathmin
KO Knockout
KPC Kip1 Ubiquitination-Promoting Complexe
LSK Lin−Sca1(Ly6A/E)+ und c-Kit(CD117)+
LT-HSC Langzeit hämatopoetische Stammzelle

(Long Term Hematopoietic Stem Cell)
M-CSF Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor

(Makrophage-Colony Stimulating Factor)
MEF Mouse Embryonic Fibroblast
MEP Megakaryozyten Erythrozyten Vorläufer

(Megakaryocyte Erythrocyte Progenitor)
MIRK Minibrain-Related Kinase
MPF Mitose-Promoting Factor
MPP multipotenter Vorläufer(Multipotent Progenitor)
mSCF Stem Cell Factor Mouse
mRNA Messenger Ribonukleinsäure
NTP Nukleosidtriphosphat
PCR Polymerasekettenreaktion
PI Propidiumiodide
Rb Retinoblastom
RSK1 Ribosomale S6 Kinase 1
RT-PCR Real Time PCR
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SCF Skp1-Cullin-F-Box
SCL Stem Cell Leukemia hematopoietic transcription factor
SEM Standard Error of the Mean
Skp S-Phase Kinase-associated Protein
ST-HSC Kurzzeit hämatopoetische Stammzelle

(Short Term Hematopoietic Stem Cell)
TGF-β1 Transforming Growth Factor Beta 1
Thr Threonin
TPO Thrombopoietin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
WT Wildtyp
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