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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hiamatopoetische Stammzellen (HSC)-Transplantationen zeigen heutzutage gute Erfolge. Es blei-
ben jedoch Fragen offen. So ist noch nicht geklért, ob ein groBerer Altersunterschied zwischen
Spender und Empfanger zu einem Erschopfen der Stammzellfunktion der transplantierten HSC

fiihrt.

Es ist bereits bekannt, dass es bei der ex vivo Kultur zu einem vermehrten Ausreifen der Zellen,
einer Storung des Homing, héufigerer Apoptose und zu einer Initiierung des Zellzyklus kommt.
Das hat zur Folge, dass die Quieszenz gestort wird, sich das blutbildende System schneller er-
schopft, und dass eine Alterung der Stammzellen eintritt. Mit anderen Worten — die Zellen zeigen
ex vivo eine frilhe Seneszenz. Dieser Aspekt wird ausgenutzt, um die Mechanismen, die in vivo

Jahrzehnte dauern wiirden, in vitro in kiirzerer Zeit zu untersuchen.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit den Mechanismen des Alterns bzw. der Vorginge bei einer 25-
wochigen stromafreien ex vivo Kultur von HSC. Sie hilft bei der Etablierung von Methoden zur

weiteren Untersuchung von Alterung bzw. ex vivo Expansion von HSC.

Wochentlich wurden folgende Parameter untersucht: Die Teilungsfahigkeit und Differenzierung
wurde mittels Durchflusszytometrie und CASY bestimmt. Fiir die Bestimmung des Senescence
Evasion Factor, der Telomerldnge und der Cycline C, D1, D3, E, A und B1 wurden qRT-PCRs
durchgefiihrt. DNA-Schiaden wurden mittels alkalischem Comet-Assay untersucht. Die Messung
des oxidativer Stresses erfolgte durch Bestimmung der carbonylierten Proteine. Riickschliisse auf
ein self-renewal wurden indirekt durch den CFU-GM-replating Assay gezogen und die Telomera-

seaktivitit wurde mit Hilfe des TRAP-Assay untersucht.

Die Zellkultur zeigte eine Vermehrung der HSC um den Faktor 10°° bei einer Gesamtzellvermeh-
rung von 10%7. SNEV zusammen mit den Cyclinen deuten darauf hin, dass es in bestimmten Pha-
sen der Kultur zu einem Arrest des Zellzyklus kam. Aus dem Verlauf des Comet-Scores ldsst sich
ableiten, dass die HSC in der Lage sind, DNA-Schéden bis zu einem bestimmten Punkt zu reparie-
ren, aber danach die Schiden konstant zunehmen. Die Telomeraseaktivitit als auch die Telomer-

lange bleiben bis zu einem bestimmten Punkt relativ konstant und fallen anschlieBend ab.

Interessanterweise kam es bei Passage 17 zu einem starken Anstieg der Telomeraseaktivitit, be-
gleitet von einer Verldngerung der Telomere. Zusétzlich finden sich Hinweise, die fiir einen mogli-

chen Zellzyklusarrest in derselben Passage sprechen konnten.
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Abstract

Abstract

Today hematopoietic stem cell (HSC) transplants show good results. However, questions remain. It
is still unclear whether a large difference in age between donors and recipients lead to early exhaus-

tion of the stem cell function in transplanted HSC.

It has been discovered that an ex vivo cell culture of HSC results in an increased maturation of the
HSC, decreased homing abilities, more frequent apoptosis and initiation of the cell cycle. Conse-
quences include disruption of the quiescent state of HSC, faster exhaustion of the blood-forming
system, and aging of HSC. In other words ex vivo HSC become senescent much faster. This accel-
erated aging can be used to investigate the mechanisms of aging in a much shorter period of time,

which otherwise would last for decades in vivo.

This work focuses on the mechanisms of aging and the processes involved by using a 25-week
stroma-free ex vivo cell culture of HSC. It also helps to establish methods for further understanding

of senescence and ex vivo expansion of HSC.

On a weekly basis the following parameters have been determined: Maturation, differentiation
processes and cell division capabilities have been investigated by flow cytometry and CASY. QRT-
PCRs have been performed to assess the expression of senescence evasion factor, telomere length
and the expression of the cyclins C, D1, D3, E, A and B1. DNA damage has been analyzed by alka-
line comet assay. Measurements of the carbonylation of proteins have been performed to evaluate
the level of oxidative stress. Self-renewal has indirectly been assessed by performing the CFU-GM

replating assay. Telomerase activity was evaluated using the TRAP assay.

The initial results show an increase in HSC by a factor of 10>’ at a total cell expansion by a factor
of 10°7. SNEV with cyclins indicate an arrest in cell cycle at certain stages of the cell culture. The
comet assay reflects that HSC are capable of repairing DNA damage up to a certain point Follow-
ing that point DNA damage increases consistently. Telomerase activity and telomere length remain

consistently upregulated to a certain point and then decrease.

Interestingly, in passage 17 a sharp increase in telomerase activity which was accompanied by an
extension of telomeres was noticed. There is also evidence of a possible cell cycle arrest in the

same passage.
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1 Einleitung

1.1 Alterung von Zellen

1.1.1 Historie

»Zellen altern nicht™ — das war lange Zeit die wissenschaftliche Auffassung entsprechend der Theo-
rie des franzosischen Nobelpreistrdgers und Chirurgen Alexis Carrel. Er behauptete, dass Zellen,
wenn sie unter optimalen Bedingungen, wie der ausreichenden Zufuhr von Nahrstoffen und der
Entfernung von Ausscheidungsstoffen kultiviert wiirden, sie uneingeschriankt und unbegrenzt tei-

lungs- sowie lebensfahig wiren.!?!

Diese Ansicht wurde allerdings von Leonhard Hayflick in den 60iger Jahren des 20. Jahrhunderts
widerlegt, nachdem es ihm nicht gelang, iiber einen bestimmten Zeitraum hinweg, Zellen zu kulti-
vieren. Es stellte sich heraus, dass Alexis Carrel einen falschen Versuchsablauf verwendete, wobei

er immer wieder frische Zellen in seine Kultur einbrachte.

Hayflick zeigte mit einem sehr geschickt gewéhlten Versuchsaufbau mit unterschiedlich alten Fib-
roblasten, die jeweils unterschiedliche Gonosomen aufwiesen, dass Zellen nach ca. 40-60 Zelltei-
lungen nicht mehr in der Lage sind sich zu teilen.” *! Diese Grenze von Zellteilungen wird heute

als ,,Hayflick-Limit“ bezeichnet.

Allerdings gilt dies natiirlich nicht fiir alle Zellen, da sich Lebewesen durch kontinuierliche Zelltei-
lung vermehren und nicht spontan entwickeln. Als Beispiel sei hier die Eizelle genannt, die aus
Zellteilung hervorgeht und wieder Zellteilung durchfiihrt. Als zweites Beispiel gilt dies natiirlich
auch fiir Tumorzellen. So sind die Cervixkarzinomzellen, an denen Henrietta Lacks 1951 verstarb,
noch heute in vielen Forschungslaboren der Welt eine weitverbreitete Versuchszelllinie (HeLa

cells).”

1.1.2 Ursachen der Zellalterung

Derzeit gibt es noch keinen wissenschaftlichen Konsens iiber die Ursachen des Alterns. Die wich-
tigsten Theorien lassen sich in Schadenstheorien und Theorien zum programmierten Altern eintei-

len.

Die Schadenstheorien sind davon gekennzeichnet, dass Schiden an Mitochondrien, Erbgut, Protei-
nen oder anderen wichtigen Strukturmolekiilen, {iber die Zeit akkumulieren und in Folge dessen die
Zelle altern lassen. Die Schiden konnen dabei durch externe Noxen!®, endogene freie Radikale!”,
fehlerhaftes Abschreiben bzw. Reparatur'® oder zwischen verschiedenen physiologischen Molekii-

len'™ entstehen.
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Als Theorie zum programmierten Altern lésst sich in erster Linie die Telomer-Hypothese des Al-

terns anbringen, die an Hayflicks Erkenntnissen ankniipft.”! Sie besagt, dass somatische Zellen bei
jeder DNA-Replikation einen Teil ihrer Telomere verlieren. Bei Wirbeltieren besteht dieser Teil
aus repetitiven TTAGGG-Sequenzen. Der Verlust der repetitiven TTAGGG-Sequenzen geschieht
solange, bis eine kritische Lange erreicht ist und die Zellen dauerhaft in der Gy-Phase des Zellzyk-
lus verbleiben oder in Apoptose geschickt werden. Als Gegenregulationsmechanismus gibt es ein
Enzym — die Telomerase, welches die Telomere wieder verlingern kann, indem es die Enden durch
den Wiederanbau der repetitiven TTAGGG-Sequenzen verlangert.'” In den meisten Zellen ist die
Verkiirzung allerdings schneller als die Verlingerung.'"! Viele Zellen, auch somatische, besitzen
Telomeraseaktivitit, allerdings in einem sehr eingeschrinkten AusmaB.!"” Besonders hohe Telome-
raseaktivitit weisen fetale Zellen bis hin zu den neonatalen Zellen auf, aber auch die Zellen der
Keimbahn.!"?! Natiirlich wird die Telomerase auch in vielen Tumorzellen verstirkt exprimiert.!')
Zusétzlich haben Tumore aber auch die Moglichkeit iiber einen anderen Weg ihre DNA-Enden zu
verldngern und somit die Mdoglichkeit sich unbegrenzt zu reproduzieren. Dieser Weg nennt sich
,Alternative Lengthening of Telomeres* (ALT).'"* Der genaue Ablauf ist noch ungeklért, man fand
jedoch heraus, dass die Telomere, die mit ALT verlangert wurden, eine stirkere Heterogenitit auf-
weisen, als das normalerweise der Fall ist.."! Eine weitere Auffilligkeit, die man vor noch nicht
allzu langer Zeit beobachtet hat, ist, dass die Verkiirzung der Telomere Auswirkungen auf die Bio-

synthese von Histonen und damit auch auf deren Menge hat."®!

1.1.3 Zellzyklus

Zellen machen im Laufe ihres Lebens verschiedene Phasen durch. Diese Phasen laufen alle nach
einem streng geregelten Ablauf ab, der durch ihre Gene kontrolliert wird. Man unterteilt diesen

Zyklus grob in drei Teile.

1) Mitose
2) Zellteilung
3) Interphase

Die Mitose und die Zellteilung spielen fiir die Zellvermehrung eine Rolle, wohingegen die Inter-
phase dafiir zustindig ist, die Funktion der Zelle fiir sich und in Bezug auf den Gesamtorganismus
aufrecht zu erhalten. Ein Durchlauf aller dieser Phasen dauert in vitro mindestens 24 Stunden, kann
jedoch, vor allem in vivo, wesentlich langer dauern. Als Beispiel seien hier nur Nervenzellen ge-

nannt. (1

Des Weiteren unterteilt man die Interphase wiederum in drei Teile. Diese sind die G;-Phase, die
S-Phase und die G,-Phase. ,,G* steht fiir ,,gap* und ,,S* fiir ,,synthesis* aufgrund der historischen
Namensgebung. Die G;-Phase ist fiir den ,,Alltag™ der Zelle wichtig, hier erfiillt sie Aufgaben im
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Sinne des Gesamtorganismus. Am Ende der G;-Phase steht der sogenannte G,/S-Restriktionspunkt.

Dieser Kontrollpunkt ist entscheidend fiir die Zelle, denn wird dieser tiberschritten, kann die Zelle
die Zellteilung initiieren. Damit tritt sie in die S-Phase ein, wo es zu einer Verdoppelung der DNA
kommt. Danach folgt die G,-Phase und geht darauffolgend in die Mitose und anschliefend in die
Zellteilung iiber. Bei manchen Zellen wird der Punkt der Mitose lange nicht oder nie erreicht, so
dass sie in der G;-Phase verbleiben. Wenn das der Fall ist, wird die Phase auch als Gy-Phase be-
zeichnet. In der S-Phase synthetisiert bzw. repliziert die Zelle die DNA fiir die bevorstehende Zell-
teilung. In der G,-Phase wird die in der S-Phase erzeugte DNA auf Fehler kontrolliert und
gegebenenfalls repariert. Zwischen G,-Phase und Mitose gibt es einen weiteren Kontrollpunkt —
den G,/M-Restriktionspunkt. Dort wird entschieden, ob die Replikation nach G,-Korrektur ausrei-

chend fehlerfrei ist und die Zelle in die Mitose iibergehen kann."'”

Eine zentrale Rolle im Zellzyklus spielt das Retinoblastom-Protein (Rb-Protein), welches seinen
Namen aufgrund seiner Erstentdeckung beim Retinoblastom erhalten hat. Das Rb-Protein hemmt
den Transkriptionsfaktor E2F. Dieser aktiviert Gene, die eine Funktion beim Uberschreiten des
G1/S-Restriktionspunkt haben. Nun gibt es Enzyme, die das Rb-Protein hemmen, wodurch der
Transkriptionsfaktur E2F aktiviert wird. Dazu gehoren die Cyclin abhéngigen Kinasen (auch CdK
genannt). Cycline sind Molekiile, die in bestimmten Zellzyklusphasen verstarkt exprimiert werden,
ihre Funktion erfiillen und dann wieder abgebaut werden. Da die Cycline einen typischen Verlauf
zeigen, kann man mit ihnen die Phase des Zellzyklus bestimmen, in welcher sich die Zelle gerade

befindet (siche dazu Abb. 1).'"!

N
CDK-4/6 CDK-2 CDK-2 CDK-1
<N\

c

)

<

=

[

=

0

x

D- E- B-Cyclin
Ny
~
GO Gl S G2 M Zellzyklusphasen

Abb. 1: Verlauf der Cycline im Zellzyklus
(Erlduterung siche Text)
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Die Cycline der Gruppe D sind abhéngig von Wachstumsfaktoren und bilden mit CdK4 und CdK6

einen Kinasekomplex. Das Cyclin E reagiert mit dem CdK-2. Beide Kinasekomplexe phosphory-
lieren das Rb-Protein, welches dadurch E2F aktiviert und somit die Zelle den
G1/S-Restriktionspunkt iiberschreiten lassen. Cyclin A verbindet sich ebenfalls mit dem CdK-2.
Cyclin B verbindet sich mit CdK-1. Beide Kinasekomplexe bewirken ein Uberschreiten des

G,/M-Restriktionspunkts.

Es gibt einige Proteine, die die CdKs hemmen. Dazu gehdren die Proteine P16 und P21, welche
den D-Cyclin/CdK-4/CdK-6-Kinasekomplex hemmen. Wobei P21 zusitzlich noch CdK-2 hemmt.
Des Weiteren spielt das Protein P27 eine zusitzliche Rolle, da es am Ubergang zwischen der
Go- und G;-Phase steht und die Zelle durch Hemmung der Cycline D und E in der Gy-Phase hilt.
Der Spiegel von P27 kann durch Interleukin 2 gesenkt werden und so eine mogliche Zellteilung

einleiten.'” (siche Abb. 25 (S.77))

1.1.4 Senescence Evasion Factor

Der ,,senescence evasion factor (SNEV) ist ein in der Evolution hochkonserviertes Gen. Auf der
Suche in die zelluldre Seneszenz involvierte Faktoren wurde es von der Gruppe um Grillari et al.
im Jahr 2005 im Menschen entdeckt. Es wurde zuvor bereits unter der Bezeichnung hPrp19 in He-
fen gefunden.'® " Weitere Bezeichnungen von SNEV sind hPSO4 oder hNMP200.2") SNEV
spielt eine Rolle beim Spleilen von pre-mRNA, bei der Reparatur von DNA und es weist in vitro
E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitit auf.'™ ! Es wurde gezeigt, dass SNEV als SpleiBingfaktor zu-
mindest Homodimere formt, die bei induzierter Blockierung der Oligomerisierung eine gestorte
Funktion aufweisen."® Zwei- bis dreifache Uberexpression von SNEV hingegen, ausgelost durch
Transfektion mit einem retroviralen Vektor, fiihrte in Endothelzellen zu verlidngerten Uberlebens-
zeiten.*¥ Dabei kam es auBerdem zur verstirkten Expression von pl6 und p53 sowie zu weniger
DNA-Schéden. Dies wurde vorangehend bereits beschrieben und legte die Vermutung nahe, dass
es zu einem transienten Zellzyklusarrest kommt, welcher die nétige Pause fiir die Reparatur der
DNA schafft.>?” p16 hilt die Zelle durch Inhibierung von Cyclin abhingigen Kinasen in der
Go- bzw.G,-Phase (siehe 1.1.3 Zellzyklus (S.10)). p53 induziert als ,,Wachter des Genoms* die

Zellreparaturkaskade bzw. fiihrt die Zelle bei zu starker Schidigung in Apoptose.”

Im Mausmodell wurde gefunden, dass SNEV-Knockout-Miuse eine geringere Haufigkeit an HSC
aufweisen als Wildtypmause, was die Vermutung nahelegt, dass self-renewal weniger stark ausge-

prégt ist.[*
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1.2 Stammzellen

(28 291 7um einen kdénnen sie sich durch

Stammzellen besitzen zwei grundlegende Eigenschaften.
»~symmetrische Teilungen* in zwei identische Tochterzellen aufspalten, welche wiederum die glei-
chen Eigenschaften besitzen wie die Ursprungszelle. Dieser auch als ,,self-renewal bezeichnete
Vorgang ist dazu bestimmt, die Menge an Stammzellen, bei eventuellen Verlusten, konstant zu
halten (siche Abb. 2A). Eine weitere Moglichkeit der symmetrischen Teilung ist, dass sich die
Stammzelle in zwei gleiche, hoher differenzierte Tochterzellen teilen kann (sieche Abb. 2C). Diese
Eigenschaft stellt allerdings keine stammzellspezifische Charakteristik dar. Beide Tochterzellen

haben dann die Eigenschaften einer ausdifferenzierteren Zelle.

Zum anderen findet sich bei Stammzellen die Fahigkeit, sich durch ,,asymmetrische Teilung* in
zwei verschiedene Tochterzellen zu teilen, wobei eine der beiden die Eigenschaften der Mutterzelle
behilt und die andere stirker ausdifferenziert (siche Abb. 2B). Durch das Ausdifferenzieren konnen
sie fiir Nachschub an Zellen im Organismus sorgen, wobei die weiter ausdifferenzierte Zelle noch
immer Stammzelleigenschaften besitzen kann, aber nicht mehr das gesamte Spektrum der Ausdif-
ferenzierungsmoglichkeit bzw. Plastizitét besitzt. Dabei gibt es verschiedene Ebenen. Eine tiefere
Ebene hat immer ein eingeschrankteres Ausdifferenzierungspotenzial (siche auch Einteilung weiter

unten).

/ l . Stammzelle

C ausdifferenzierte
Zelle

Abb. 2: Eigenschaften hiimatopoetischer Stammzellen
Stammzellen haben die Fahigkeit sich symmetrisch (durchgezogene Linie) und asymmetrisch (gestrichelte Linie) zu
teilen. Sie konnen Self-renewal betreiben (A) oder weiter ausdifferenzieren (B und C).
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Man unterscheidet nach dem Grad der Ausdifferenzierung folgende Stammzellen:

1) Totipotente Stammzellen (féhig in alle Zellen des Korpers zu differenzieren; diese Eigenschaft

besitzen alle Zellen von der befruchteten Eizelle bis zum Morula Stadium)?® "

2) Pluripotente Stammzellen (fdhig in alle Zellen einer der drei Keimblitter zu differenzieren;

dazu gehoren alle Zellen des Embryoblasten)?*%*!)

3) Multipotente Stammzellen (fihig in die Zellen einer der drei Keimblitter zu differenzieren;

Beispiele fiir Multipotente Stammzellen sind HSC oder MSC)P3!!

4) Oligopotente Stammzellen (féhig in Zellen einer Zelllinie zu differenzieren; Beispiele fiir oli-

gopotente Stammzellen sind CFU-ME oder CFU-GM)?* 3!

5) Unipotente Stammzellen (Unterscheiden sich von ausdifferenzierten Zellen durch die Féhig-

keit des ,,self-renewal; Beispiel fiir Unipotente Stammzellen CFU-G)!'> "*!

Die letzten drei werden als adulte Stammzellen bezeichnet und sie stellen vermutlich die grofite

Gruppe dar.

Adulte Stammzellen wurden bereits in diversen Geweben des menschlichen Korpers gefunden.

Dabei spielt es scheinbar keine Rolle, ob das Gewebe eine hohe Zellteilungsrate (wie in Blut™?)

|33, 34

oder niedrige (wie in Gehirn oder Skelettmuske 1 aufweist.

Lange Zeit wurde die Entwicklung und Ausreifung von Stammzellen als unidirektional angesehen.
Im Jahr 2006 jedoch programmierte Shinya Yamanaka ausdifferenzierte Zellen mittels eines retro-
viralen Vektors so um, dass nun Gene flir bestimmte Transkriptionsfaktoren, die normalerweise nur
in pluripotenten Stammzellen exprimiert werden, aktiviert wurden. In Folge dessen entwickelte
sich die Zelle ,,zuriick und besall dann die Eigenschaften einer pluripotenten Stammzelle. Diese

generierten Zellen werden auch ,,induced pluritotent stem cell* (iPS) genannt.

Die Identifikation von Stammzellen erfolgt quantitativ iiber bestimmte Oberflichenmolekiile!®”!

oder qualitativ durch den Nachweis der Teilungsfahigkeit bzw. der Fahigkeit in der Zellkultur Ko-
lonien zu bilden, die dann mittels spezieller ,,Clonogenic Assays®, z. B. CFU Assays, nachgewie-

sen werden konnen.®
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1.3 Hamatopoetische Stammzellen

1.3.1 Eigenschaften/Funktionen

Hématopoetische Stammzellen (HSC) sind in die Gruppe der multipotenten Stammzellen einzu-
ordnen. Sie sind in der Lage, alle Zellen des Blutes zu bilden. Auf dem Weg zur ausdifferenzierten
Zelle werden verschiedenste Zwischenstufen durchlaufen. Dieser Vorgang der Blutbildung ist ent-
sprechend der am Ende stehenden, ausdifferenzierten Zelle in diverse Reihen eingeteilt. Man unter-
scheidet neun Reihen voneinander. Dazu zdhlen die Zellen des Immunsystems, bestehend aus
B- und T-Lymphozyten, natiirliche Killerzellen, Monozyten, neutrophile, eosinophile und basophi-
le Granulozyten. Weiter gibt es noch die Erythrozyten, die in der Sauerstoffversorgung fiir den
Organismus wichtig sind, und als letzte Reihe bleibt noch das thrombozytdre System zu erwih-
nen.’” Die frithen Zwischenstufen auf dem Weg zur ausdifferenzierten Zelle, ausgehend von der
himatopoetischen Stammzelle, werden auch als Progenitoren bezeichnet. Sie haben die Eigenschaft
Kolonien im semiliquiden Agar zu bilden. Deshalb werden sie auch burst forming units (BFUs)

oder colony forming units (CFUs) genannt. Fiir die genaue Einteilung siche Abb. 3.

0-0

LT-HSC ST-HSC

CFU-GEMM CFU-Baso basophiler Granulozyt

|_. o — o S -
BFU-Mega CFU-Mega
° Megakaryozyt Thrombozyter

CFU-ME

BFU-E CFU-E Erythrozyt

Abb. 3: Schema der frithen Hiimatopoese
Durchgezogenen Pfeile symbolisieren unmittelbare Differenzierung.
Gestrichelten Pfeile zeigen an, dass es noch weitere Zwischenstufen gibt.?7>%
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Im NOD/SCID-Mausmodell wurde gezeigt, dass eine einzige transplantierte friihe HSC ausreicht,

um das komplette blutbildende System langfristig wieder aufzubauen, welches zuvor durch Be-

strahlung letal geschadigt wurde.!*”

Es wurde herausgefunden, dass unter den HSC Zellen existieren, die das blutbildende System lang-
fristig wiederaufbauen konnen, weswegen diese auch als ,,long-term repopulating cells* (LTR oder
LT-HSC) bezeichnet werden. Im Mausmodell wurde aulerdem gezeigt, dass die LTR in der Lage
sind, bei 7-fach serieller Transplantation in NOD/SCID Maiusen (Non-Obese Diabetic/Severe
Combined Immunodeficiency), jeweils die komplette Blutbildung zu rekonstituieren."! Allerdings
besteht das Problem, wenn sie in hoch reiner Form appliziert werden, d.h., wenn sich keine zusétz-
lichen, hoher differenzierten Progenitoren in der zu transplantierenden Zellsuspension befinden,
dass sie nicht in der Lage sind, in der frithen Phase nach Transplantation, geniigend ausdifferenzier-

te Zellen zu produzieren.[*> **!

Zusitzlich gibt es noch ST-HSC (short-term), welche nur ein begrenztes Vermdgen besitzen, sich
selbst zu erneuern (geringeres ,,self-renewal®). Dafiir konnen sie aber schneller ein voll funktions-
fahiges System ausbilden, was vor allem in den ersten Tagen nach einer Knochenmarkstransplanta-

tion erwiinscht ist.**!

1.3.2 Identifikation von himatopoetischen Stammzellen

Die Identifikation von hdmatopoetischen Stammzellen wird in der wissenschaftlichen Welt kontro-
vers diskutiert und ist immer noch im Wandel. Urspriinglich wurden HSC durch ihre Eigenschaft,
in alle Zellen des Blutes differenzieren zu kénnen und ihrer Fiahigkeit Kolonien in der Milz eines

letal bestrahlten und transplantierten Organismus zu bilden, identifiziert.

Mit der Zeit konnten bestimmte Oberflichenmolekiile (auch ,,cluster of differentiation” oder
CD-Molekiile genannt), die an der duBleren Zellmembran der HSC exprimiert werden, ausfindig
gemachen werden. Des Weiteren fand man die Moglichkeit, die Zellen mit gewissen fluoreszieren-

den Substanzen*”

anzufarben, um die HSC von hidmatopoetischen Progenitorzellen (HPC) oder
hoher differenzierten Zellen zu unterscheiden, denen sie u. U. morphologisch dhneln. Dadurch
konnten die HSC in verschiedene Subgruppen unterteilt werden.””! Es ist jedoch zu beachten, dass

einige Oberflachenantigene in verschiedenen Spezies unterschiedlich ausgeprégt sind.
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Lin* Lin *
SCA-1" CD34"
C-kit" C-kit /low
CD38" CD38low/"
CD34 /low CD133"

Tab. 1: Expressionsmuster von Oberflichenmolekiilen von humanen und murinen HSC
* Lin- Zellen fehlen 13 bis 14 verschiedenen Lineage Marker ausgereifter Zelltypen. 1% *7)

Uber Separierungsschritte und durchflusszytometrische Analysen konnten folgende CD-Molekiile
identifizieren werden, die auf der Zelloberflaiche von HSC vorhanden sind (siche Tab. 1).

Man fand heraus, dass HSC keine Linien spezifischen Oberflichenantigene wie CD3, CD19,
CD56, CD14 oder CD15 exprimieren, weshalb sie auch als lineage-negative (Lin") bezeichnet wer-

den (siehe Tab. 10 (S.69)).'" 4%

Beim Menschen zeigte sich das Oberflichenmolekiil CD34 als sehr potent, um HSC zu isolieren.*”

1 Allerdings ist CD34 auf friihen HSC, wozu auch die LT-HSC zihlen, nicht oder nur gering aus-
gepragt.[*] CD133 ist auf einem Teil der CD34" Zellen vorhanden, dort vor allem auf den unreife-

ren Zellen.[*¥!

Alternativ werden HSC auch {iber ,,signaling lymphocyte activation molecules* (SLAM) identifi-

ziert, wozu auch das Oberflichenmolekiil CD150 zihlt.*¥

Eine weitere Moglichkeit HSC als solche zu erkennen ist ihre Eigenschaft nicht toxische fluores-
zierende Farbstoffe, wie Rhodamine 123 (Rh-123"") und Hoechst 33342 (SP", side population
cells), aus dem Zytosol zu entfernen. Dadurch sind sie unter Fluoreszenz induzierendem Licht
leichter von den anderen Zellen zu identifizieren, weil sie weniger stark leuchten.”® "' Da
Rh-123"" HSC eine geringere Anfirbbarkeit aufweisen, gelten sie als ruhende Zellen. Es wird
vermutet, dass sie eine schwichere Mitochondrienaktivitit aufweisen, denn Rhodamine 123 lagert

sich proportional an aktivierte Mitochondrien an."”

Diesen gesteigerten Efflux macht man sich auch bei der Isolation von HSC mittels Zytostatika wie

5-Fluoruracil (5-FU) zunutze.'**!

Des Weiteren kann man HSC auch dadurch von anderen Zellen unterscheiden, da sie im Gegensatz

zu ausdifferenzierten Zellen, eine Aldehyddehydrogenase-Aktivitit (ALDH") aufweisen.™
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1.3.3 Vorkommen

Es wird angenommen, dass es spezialisierte Nischen fiir Stammzellen gibt. Diese Nischen dienen
primédr der Aufrechterhaltung des Stammzellpools, indem sie bessere Bedingungen fiir das
»self-renewal® bieten. Die meiste Zeit ruhen die Zellen in der Nische in der Go-Phase des Zellzyk-

154551 Der Grund dafiir ist vermutlich, dass sie in der Nische eine hohere Abschirmung gegen

lus.
duBere Einfliisse, im Besonderen auf das Erbgut der Zellen, erhalten.”® Es wird angenommen, dass
es Ubergangszonen gibt, die den Ubergangsbereich zwischen auBerhalb und innerhalb der Nische
darstellen. HSC, die sich dort befinden, weisen eine hohere Zellteilungsrate auf als im Zentrum der

Nische und produzieren in Folge dessen auch mehr ausdifferenzierte Zellen.”’*

Eine Besonderheit aller Nischen ist der Einfluss von nischenbildenden Zellen, wie z.B. Stromazel-
len auf die Stammzellen.”” Zwei dieser im Knochenmark zu findenden Nischen werden in weiterer

Folge vorgestellt.

Zum einen gibt es dort die endostale Nische, worin sich die Stammzellen befinden, die u.a. durch

N-Cadherin positive spindelzellartige Osteoblasten stimuliert werden.!** %37

Zum anderen wird noch ein weiterer, im Knochenmark befindlicher, Stammzell-affiner Raum be-
schrieben — die vaskuldre Nische. Sie befindet sich unmittelbar um die Endothelien der fenestrier-
ten Sinusoiden.**!

Eine enge Beziechung und Interaktion zwischen Stamm- und Endothelzelle ist allein schon deshalb
wahrscheinlich, da sie von derselben embryonalen Vorlduferzelle, dem Hamangioblast, abstam-
men.” Die sinusoidalen Endothelzellen des Knochenmarks (bone marrow sinusoidal endotheli-
al-cells, BMEC) unterscheiden sich funktionell und phénotypisch von den Endothelzellen anderer
Organe'®. Sie iiben auf die HSC mittels des CXC-chemokine ligand 12 (CXCL 12) und Adhisi-

onsmolekiilen wie E-Selectin Einfluss auf Mobilisierung, Homing und Engraftment aus.'®'%"]

Es wird vermutet, dass sich die oben genannten Nischen wihrend der extramedulldren Hdmatopoe-
se auch in Milz und Leber finden. Ein Hinweis darauf sind immunhistochemische Untersuchungen,
bei denen man in zwei Drittel der Fille CD150" HSC in der Nihe von extramedulliren Endothel-

zellen gefunden hat.””

Unter normalen Bedingungen werden konstant HSC bzw. HPC in die Blutzirkulation entlassen®*!,

wobei deren Funktion im Blut und Gewebe noch nicht genau gekléart ist. Man nimmt aber an, dass

65. 61 S wird postuliert, dass sie bei der

67, 68]

sie eine Rolle bei der Regeneration von Gewebe spielen.!

Rekonstitution einer geschidigten Leber von Bedeutung sind.!

Es gibt verschiedene Substanzen, die die Ausschwemmung von HSC in den Blutkreislauf fordern.

Dazu zihlen G-CSF oder Cylcophosphamid.®”
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1.4 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die Stammzelltransplantation, frither auch Knochenmarktransplantation genannt, ist heute ein héu-
fig angewandtes Verfahren und dient als Therapie verschiedenster Erkrankungen. Dazu gehoren
u.a. hidmatologische Erkrankungen, wie akute Leukdmien, aber auch andere, wie Melanome oder

die Speicherkrankheit Morbus Gaucher.!””!

Man unterscheidet autologe (von sich selbst), allogene (von Fremden/Verwandten) und syngene
(von eineiigen Zwillingen) Stammzelltransplantationen. Allogene Stammzelltransplantationen er-
fordern eine gewisse Mindest-HLA-Gleichheit zwischen Spender und Empfénger, dabei entschei-
dend sind die Antigene HLA-A, -B, -C und —DR. Wobei nicht verwandte Spender mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1 : 100.000 und Familienangehérige 1 : 4 HLA ident sind.!"

Die Stammzellen fiir die Transplantation kdnnen aus dem Knochenmark mittels Punktion, aus der
Nabelschnur direkt oder, wie heutzutage am haufigsten, mittels Apherese aus dem peripheren Blut
nach entsprechender Stimulation durch Wachstums-/ Mobilisierungsfaktoren (G-CSF, GM-CSF)

gewonnen werden.!”!

Nachdem ein geeigneter Spender gefunden wurde, gestaltet sich das Verfahren folgendermaBen:!’"’

1) Vorbehandlung: Es wird eine myeloablative Therapie mittels hochdosierter Zytostatikagabe
und evtl. Bestrahlung beim Empfanger durchgefiihrt.

2) Ubertragung von Stammzellen: Sie dhnelt einer Bluttransfusion. Bendtigt werden in etwa
2 x 10° CD34" Zellen pro kg-Korpergewicht.

3) Nachbehandlung: Mit Substitutionstherapie und antiinfektiose Therapie wihrend der aplasti-

schen Phase.
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1.5 Fragestellung

Das Verfahren der Stammzelltransplantation wurde vor 40 Jahren zum ersten Mal durchgefiihrt.

Heute gibt es noch keine wirklichen Langzeiterfahrungen zu hidmatopoetischen Stammzelltrans-

plantationen. Unter anderem stellen wir uns die Frage, ob Stammzellen eines dlteren Spenders

funktionell ausreichend sind, um einem jungen Empfanger ein normales Menschenleben lang ein

hamatopoetisches System zu gewahrleisten.

Wie bereits weiter oben erwiahnt haben Mausversuche gezeigt, dass HSC mitunter mehrere Maus-

leben lang Blutzellen bilden kénnen.*” Allerdings ist die Lebensspanne von Menschen und Méu-

sen nicht vergleichbar.

Diese Diplomarbeit beschiftigt sich in erster Linie mit der Etablierung von Methoden zur Gewin-

nung von Daten iiber eventuelle Alterungsparameter von hdmatopoetischen Stammzellen in einem

in vitro Langzeitexpansionsmodell. Des Weiteren werden auch Parameter, die einen Gegenregula-

tionsmechanismus zum Altern der Zellen darstellen, wie z.B. die Telomeraseaktivitit, untersucht.

Dazu wurden folgende Verfahren angewendet:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Teilungs- und Differenzierungsverhalten mittels Durchflusszytometrie und CASY Zellzdhler
Féhigkeit zur Bildung von priméren und sekundéren Kolonien in Methylcellulose
Alkalischer Comet-Assay zur Veranschaulichung der DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche.
Genexpression von SNEV, einem relativ neu entdecktem Gen beziiglich Alterungsprozessen.
Genexpression von Cyclinen zur Bestimmung des Zellzyklus.

Bestimmung von carbonylierten Proteinen zur Evaluierung des Oxidativen Stress

Bestimmung von Telomerlédngen und Telomeraseaktivitét
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2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung und Passagierung der HSC

2.1.1 Sammeln von Nabelschnurblut

Das Nabelschnurblut (UCB) und die darin enthaltenen hdmatopoetischen Stamm- und Progenitor-
zellen wurden von der Universititsklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des LKH Graz

bezogen (Ethikkommissionsvotum EK-Nummer: 21-197 ex 09/10).

Die Abnahme des Nabelschnurblutes erfolgte durch die Study-Nurse der Universititsklinik fiir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe des LKH Graz. Die Zustimmung zur Abnahme wurde von der
Mutter nach der Geburt eingeholt (Informed Consent Nabelschnurblut). Es wurde ausschlieSlich
Nabelschnurblut gesunder Miitter mit normaler Schwangerschaftsdauer, aus Spontangeburten oder
Kaiserschnitt verarbeitet. Andere Parameter — wie z.B. das Geschlecht des Kindes — wurden nicht

als Kriterium herangezogen.

Das Blut wurde in 50 ml Falcons gesammelt, in denen 5 ml ACDA-L6sung (Acid Citrate Dextrose
solution A, Zusammensetzung siche Anhang (S.83)) vorgelegt worden waren. Die Abnahme des
Blutes aus der Nabelschnur bzw. der Plazenta erfolgte direkt nach der Geburt des Kindes unter

semisterilen Bedingungen.

Die Probe wurde dann unmittelbar nach der Abnahme in das Labor der Kinderklinik gebracht und
dort durch die Biomedizinischen Analytikerinnen (BMAs) Anita Puregger und Elvira Kloibhofer
weiterverarbeitet. Fiir die genaue Bestimmung der Menge der im UCB enthaltenen Zellen und
Zellzahlen wurden zuerst 0,5 ml UCB separiert und dann damit eine Messung im Durchflusszyto-
meter Cytomics FC 500 (Beckman & Coulter, Brea (CA), USA) und im CASY Zellzéhler (Roche
Diagnostics, Risch, Schweiz) durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung siehe 2.1.5 Zellzahl, Durch-
flusszytometrie und Passagierung (S.24). Die weiteren Verarbeitungsschritte beziiglich der Kultur

der Zellen wurden im Reinraum unter besonders sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
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2.1.2 Isolation von mononukleiren Zellen

Um aus der Vollblutprobe einen moglichst hohen Anteil an hidmatopoetischen Stamm- und Proge-
nitorzellen zu isolieren, wurden als erstes mittels Ficoll- Dichtegradientenzentrifugation die mono-
nukledren Zellen (MNC) von den restlichen Zellen getrennt. Die Methode beruht auf dem Prinzip
der Dichtegradientenzentrifugation, bei der man sich zu Nutze macht, dass die Zellen des Blutes
unterschiedliche Dichtegrade aufweisen und sich bei Zentrifugation in den ihrer Dichte unter-
schiedlichen Schichten anreichern. Um diesen Effekt zu verstirken und die einzelnen Schichten
besser voneinander trennen zu konnen, wird die Ficollsubstanz mit der spezifischen Dichte von
1,077 g/ml eingebracht, die sich zwischen die Fraktion aus MNC und Thrombozyten sowie der
Fraktion der iibrigen Zellen ablagert. Da das Blutplasma eine geringere Dichte aufweist, befindet es

sich nach der Zentrifugation oben.

Nach diesem Prinzip wurden folgende Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen mit der gesamten

Menge an UCB durchgefiihrt (siche Abb. 4):

1) 9ml UCB mit 21 ml CMF-PBS /2mM NaEDTA (Calcium/Magnesium-freiem Phosphatpuffer,
Zusammensetzung siche Anhang (S.83)) verdiinnen

2) vorsichtig auf 15 ml Ficoll Lésung (Histopaque 1077 (Sigma/Aldrich, St. Louis, MO/USA)) in
einem 50 ml Falcon iiberschichten

3) 30 min bei 20 °C bei 400 g ohne Bremse zentrifugieren

4) Abheben der Intermedidrschicht mit einer Plastikpasteurpipette in ein neues Gefal3

5) Diese Zellsuspension mit CMF-PBS auf 50 ml auffiillen

6) 10 min bei 300 g und 10 °C zentrifugieren

7) Abheben des Uberstands

8) Resuspendieren in MACS-Puffer

Plasma
x MNCs
verdiinntes B

- C

ucs ~ [
N [ —
MNCs

verdiinnt
Zellpellet
Granulozyten +

£ Thrombozyten

Erythrozyten

Abb. 4: Ablauf des Ficoll

A: Zentrifugieren fiir 30 min bei 20 °C bei 400 g ohne Bremse; B:Uberfiihren der Intermedidrschicht (gebildet aus
mononukledren Zellen und Thrombozyten) in ein Eppendorfgefd3 und auffiillen mit 50 ml CMF-PBS; C: Zentrifugie-
ren mit 450 g und bei 10 °C fiir 10 min

Nun sollten in dem Zellpellet neben Lymphozyten und Monozyten die Stamm- und Progenitorzel-

len angereichert vorliegen.
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2.1.3 Anreicherung von CD34+-Zellen

Um einen mdglichst hohen Anteil an CD34"-Zellen aus den MNC zu isolieren, wird eine Anfang
der 1990er Jahre entwickelte Methode namens MACS (Magnetic-activated cell sorting) angewen-
det.""! Diese Methode beruht auf der spezifischen Markierung der CD34-Molekiile mit Antikor-
pern, die mit Polysaccharid umhiillten Eisenoxidmolekiilen (MicroBeads) magnetisch gemacht
wurden. Nachfolgend werden die markierten Zellen in einer magnetisierten Séule von den nicht-
markierten getrennt. Um eine unspezifische Bindung der CD34-Antikoérper zu vermeiden, wurde

auf Eis und mit gekiihlten Losungen gearbeitet.

Dieser Prozess wurde entsprechend der Arbeitsanweisung des Hersteller (Miltenyi) durchgefiihrt

(mit einer Zellsuspension von einer Gesamtzellzahl bis zu 1 x 10® Zellen) und lautet wie folgt:

Labeling

1) Hinzugeben von 100 pl FcR Blocking Reagent und 100 ul CD34 MicroBeads je 1 x 10 totale
Zellen

2) Sanft Vortexen und fiir 30 min bei 4 bis 8 °C inkubieren

3) Hinzugeben von 5-10 ml MACS Puffer je 1 x 10° totale Zellen, bei 300 g fiir 10 min zentrifu-
gieren und Entfernen des Uberstands

4) Resuspendieren des Zellpellets in 500 ul MACS Puffer je 1 x 10° totale Zellen

Magnetic separation

1) Einbringen der MACS Séule (LS) in das magnetische Feld des entsprechenden MACSSepara-
tors

2) Vorbereiten der Sdule durch Durchspiilen mit 3 ml MACS Puffer

3) Auftragen der Zellsuspension auf den oberen Teil der Sdule und Auffangen des Durchflusses

4) Nach Durchfluss der Zellsuspension Waschen der Sdule mit dreimal 3 ml MACS Puffer und
Wiederauffangen der Durchflusses

5) Entfernern der Siule aus dem Magnetfeld und platzieren derselben auf ein ensprechendes Auf-
fanggefal}

6) Hinaufpipettieren von 5 ml MACS-Puffer auf die Sdule und mittels Durchdriicken des beilie-
genden Stempels die gelabelten Zellen aus der Sdule auspressen

7) Fiir eine hohere Reinheit werden die Schritte 1) bis 6) noch einmal wiederholt

Anschlielend wurde erneut mit 20 pl der Zellsuspension eine durchflusszytometrische Analyse
beziiglich der in der Probe enthaltenen Zellen durchgefiihrt und mithilfe einer Zahlkammer die

Anzahl der Zellen bestimmt.
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2.1.4 Primaransatz

Nach der Anreicherung der CD34"-Zellen durch MACS wurden die HSC in Kultur gebracht. Es
wurden handelsiibliche Einweg-Zellkulturflaschen (75 cm? und 225 ¢cm?®) verwendet. Die Zellzahl
wurde mithilfe des Stammzellmediums (Zusammensetzung siche Anhang (S.83)) auf 5x 10*
CD34"-Zellen/ml eingestellt. Danach wurden die Flaschen fiir 7 Tage bei 37 °C, 5% CO,-Gehalt
und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

2.1.5 Zellzahl, Durchflusszytometrie und Passagierung

Die Passagierung erfolgte wochentlich, wobei die Zellen immer mikroskopiert und fotografiert
wurden. Danach wurde jedes Mal eine kleine Menge, 400 pl bis 1.000 pl — je nach Passage, fiir die
durchflusszytometrische Analyse und die Zellzdhlung mittels Zdhlkammer und CASY verwendet,
um die Zellzahl und die Zellsubtypen zu bestimmen. Die durchflusszytometrische Analyse wurde

mit folgendem Protokoll durchgefiihrt:

1) Vorlegen und Beschriften der Antikdrpermixes in Micronic-Tubes nach folgendem Pipettier-

schema (siche Tab. 2).

[ [T e [ R R Ec ] [PEscys | N e A

| | 1 1 1 |

2 IgGl Spl IgG2a 2pl IgGl 2pl IgGl 2pl IgGl 2l
SR A Bl 3 (CDI4 1l €D34 | 5ul (CD45 (2l | [CD19 (2l [€D3 2l
SRRl 4 CDI5S 5ul CDI33 5ul CD45 2pul CD56 2pul CD3 24l

Tab. 2: Pipettierschema fiir die Durchflusszytometrie
CMF-PBS ad 20 pl je Tube ergidnzen.

2) Hinzugeben von 50 ul Zellsuspension 1 x 10° Zellen/ml in jedes Tube

3) Inkubation fiir 20 min bei 4 bis 8 °C

4) Waschen mit je 1 ml HUGO (CMF-PBS, 0,1% NaN3, 0,5% BSA) und Zentrifugieren bei
300 g fiir 30 s

5) Abheben des Uberstands

6) Hinzugabe von 50 pl HUGO

7) Bis zur Messung am Durchflusszytometer Lagerung auf Eis und kurz vorher gut vortexen

Es erfolgte immer ein Teilmediumwechsel, wobei mindestens die Hilfte des Stammzellmediums
durch frisches ersetzt wurde. Aufgrund des zu erwartenden erhéhten Teilungspotenzials in den
ersten Passagen wurde die Zelldichte in jenen Passagen auf 0,4 x 10° Zellen/ml eingestellt und
langsam gesteigert. In spiteren Passagen wurde die Zelldichte dann auf bis zu 3 x 10° Zellen/ml

erhoht. Insgesamt wurden maximal 300 ml Zellsuspension kultiviert.

Fiir die statistische Auswertung der Zellzahl und der durchflusszytometrischen Analysen wurde das

Programm Microsoft Excel 2010 verwendet.
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2.1.6 Gewinnung von Zellmaterial fiir weitergehende Versuche

Nach der Gewinnung des Ausgangsmaterials und ab Passage 3 war genug Zellmaterial fiir den
Ansatz bzw. die Passage vorhanden, so dass der Rest fiir alle im Folgenden beschriebenen Versu-
che verwendet werden konnte. Fiir einen hohen Anteil HSC wurde dieser Rest erneut mit MACS

separiert und mittels Durchflusszytometrie gemessen.

2.1.7 Einfrieren der Zellproben

Fiir die Genepressionsuntersuchungen von SNEV und den Cyclinen sowie der Bestimmung der
Telomerlinge und Telomeraseaktivitit wurden HSC (aufgereinigte CD34"-Zellen) in Schraubeppis
gegeben zu je 1 x 10° Zellen pro GefiB, abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet im

fliissigen Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bis zur Aufbereitung bei -80 °C gelagert.
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2.2 Sekundire koloniebildende Einheiten (CFUs)

Zur Einschitzung der Teilungsfihigkeit und der Féhigkeit der Stammzellen Kolonien zu bilden
wurde ein funktioneller clonogener myeloischer CFU-Assay (,,secondary CFU-GM assay* bzw.
sekundére Granulozyten/Makrophagen Kolonie-bildende Einheiten Assay) verwendet. Dazu wur-
den die Zellen im semiliquiden Medium (Methocult® H4534, StemCell Technologies, Vancou-
ver/Canada), welches Methylcellulose und weitere Wachstumsfaktoren enthélt (genaue
Zusammensetzung findet sich im Anhang), unter sterilen Bedingungen angesetzt, passagiert und

inkubiert.

2.2.1 Ansatz der primare CFUs

Fiir den Ansatz der primédren CFUs am ersten Tag wurden zuerst die Zellzahl und das entsprechen-
de Volumen an CD34"-Zellen bestimmt, um sie dann auf einer 12-Well-Platte in den inneren sechs
Wells anzusetzen (siehe Abb. 5). Bei Bedarf wurde die Konzentration durch Abzentrifugieren er-
hoht oder durch Hinzugabe von RPMI 1640-Medium (Lonza, Verviers/Belgien) verringert. Zwei
Wells wurden dazu mit einer CD34"-Zelldichte von 250 CD34"-Zellen pro ml Methocult versehen,
zwei mit einer von 500 CD34"-Zellen pro ml Methocult und zwei mit 1.000 CD34"-Zellen pro ml
Methocult.

OOW
DEEY
DEEY
OOY

. .

Abb. 5: Versuchsanordnung priméire CFUs
Die roten Wells enthalten CD34"-Zellen gelost in RPMI-Medium in entsprechender Zellzahl bezogen auf Iml und
500 pl Methocult. Die blauen Wells enthalten CMF-PBS.

Fiir die optimale Viskositit des Mediums musste jeweils zu 500 ul Methocult 50 pl Zellsuspension
zusammengesetzt aus Zellen und RPMI 1640-Medium (Lonza, Verviers/Belgien) zugesetzt wer-
den. Es ergibt sich damit folgendes Volumen in jedem kultivierten Well (x steht in diesem Fall fiir

die jeweils gewiinschte Menge der Zellsuspension):
500 ul Methocult + x pl Zellsuspension + (50-x) ul RPMI = 550 pl

Aufgrund der zihen Konsistenz des Methocults, musste bei dessen Umgang mit einer 1ml Spritze

und einer 20 G-Kaniile gearbeitet werden. Um eine gute Durchmischung von Medium Zellen zu
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erhalten, wurde die Platte zuerst kurz fiir etwa 20 s gevortext und anschlieBend jedes einzelne Well

jeweils mit einer sterilen 1ml-Pipettenspitze durchgeriihrt.

Die iibrigen duBeren sechs Wells wurden mit sterilem CMF-PBS (siche Abb. 5; bzgl. Zusammen-
setzung siehe Anhang (S.83)) gefiillt. Im Anschluss daran kamen die Zellen in den Brutschrank und
wurden bei 37 °C, 5% CO,-Gehalt und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.2.2 Auszdhlen der primaren CFUs und Ansatz der sekundaren CFUs

Am achten Tag wurde die Anzahl der Kolonien als primédre CFUs bestimmt und in Microsoft Excel
2010 dokumentiert. Dabei wurden nur Kolonien beriicksichtig, die eine Zellzahl von mehr oder
gleich 40 Zellen aufwiesen. Wenn zu viele Kolonien beieinander waren, d.h. die genaue Anzahl
von einzelnen Kolonien nicht mehr differenziert werden konnte, wurde das Well als ,,overplated*

dokumentiert und die Kolonienzahl als 100 betrachtet.

Um die Teilungsfahigkeit der CFU-Zellen und deren Fahigkeit sekundére Kolonien zu bilden zu
beurteilen, wurden bis zu 96 Kolonien einzeln unter mikroskopischer Sicht mit einer 10ul-Pipette
jeweils in ein separates Well erneut angesetzt. Dazu wurden sukzessive je die inneren Wells von
vier 48-Well-Platten mit 10 ul RPMI-Medium versehen, in die dann die Kolonien resuspendiert
wurden (siehe Abb. 6). Die Kolonien wurden zuerst aus den Wells mit den niedrigsten Ansatzzell-
zahlen entnommen und erst, wenn alle aus jenen Wells verwendet wurden, wurde zur nichst hohe-

ren libergegangen. Es wurde streng darauf geachtet, nur eine Kolonie pro Well neu anzusetzen.

00000000
00000000
00000000
00000000
00000000

OOO00O000O

00000000
00000000
00000000
00000000
00000000

OOO00O000O

00000000
00000000
00000000
00000000
00000000

OOO00O000O

00000000
00000000
00000000
00000000
00000000
OOO00O000O

Abb. 6: Versuchsanordnung sekundire CFUs
Die roten Wells enthalten jeweils eine Kolonie geldst in 10 ul RPMI-Medium und 100 ul Methocult. Die blauen
Wells enthalten CMF-PBS.

Anschlieend wurden dann mit einer 1 ml Spritze und einer 20G-Kaniile in jedes jeweils eine
Kolonie enthaltende Well 100 ul Methocult gegeben. Danach wurden die Platten fiir ca. 30 s
gevortext. Auflerdem wurde in alle Wells, die keine Kolonien enhielten, CMF-PBS gefiillt, um die
Kultur feucht zu halten (siche Abb. 6) und dann im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO,-Gehalt und
90% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
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2.2.3 Auswertung

Erst ab 40 Zellen wurde ein Zellhaufen als Kolonie gewertet, da dann davon auszugehen war, dass
die Ursprungszelle eine koloniebildende Einheit gewesen sein musste, denn andere Zellen haben
nicht das Potenzial, sich in mehr als 40 Zellen zu teilen. Wenn nun eine Kolonie mitsamt der CFU
isoliert und neuangesetzt wird, dann miissten folglich alle Kolonien von der Ursprungszelle (,,Ur-
sprungs-CFU*) abstammen und jede koloniebildende Tochterzelle miisste ebenfalls eine CFUs
sein. Das ist allerdings nur durch self-renewal mdglich. Da sich Zellen immer in genau zwei Tocht-
erzellen teilen und dies auch fiir CFUs gilt, musste sich die ,,Ursprungs-CFU* mindestens einmal
teilen, um zwei neue CFUs bzw. zwei Kolonien zu bilden. Zweimal muss sie sich dann fiir vier

Kolonien geteilt haben und so weiter. Das bedeutet:
Anzahl der Kolonien + 1 = 2(Anzahl der Teilungen)
© Anzahl der Teilungen = log,(Anzahl der Kolonien + 1)

Zur Anzahl der Kolonien muss eins addiert werden, da die CFU schon eine Kolonie gebildet hat
(die Kolonie, die umgesetzt wurde). Zusammenfassend gilt also, je hoher die Anzahl der sekunda-
ren Kolonien, desto mehr self-renewal Potenzial besitzt die CFU. Das Abhéngigkeitsverhéltnis ist

dabei der Logarithmus zur Basis zwei.

Die Auszéhlung der sekundidren CFUs erfolgte am 13. Tag nach dessen Ansatz bzw. am 21. Tag
nach dem Ansatz der primédren CFUs. Die sekundéren CFU haben sich in den jeweiligen Wells aus
nur einer Ausgangskolonie entwickelt. Fiir die Auswertung wurde die Anzahl der Kolonien in ei-
nem Well gezéhlt, eins addiert und der Logarithmus zur Basis zwei errechnet. Danach wurde das
arithmetische Mittel aus den Ergebnissen gebildet. Zusammenfassend bestimmt man damit die
durchschnittliche Anzahl der Teilungen der CFUs oder deren Vorldufer. Fiir die statistische Aus-
wertung und die Verarbeitung der Messdaten wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwen-

det.
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2.3 Alkalischer Comet-Assay

Der alkalische Comet-Assay ist eine Methode zur Bestimmung und Quantifizierung von DNA

Schiden in Eukaryontenzellen.

Der Comet-Assay wurde 1988 von Singh et al. zum ersten Mal beschrieben.”” Im Gegensatz zur
gewoOhnlichen Gelelektrophorese werden hier die Zellen erst nach Einbettung in das Agarosegel
lysiert. Das ermoglicht die Beurteilung von DNA-Schéden auf der Einzelzellebene. Im elektrischen
Feld wandert die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung Richtung Anode. Entsprechend der Grofe
der einzelnen Fragmente trennt sich die DNA iiber eine kiirzere oder ldngere Strecke auf. Durch
Férbung mit fluoreszierenden und DNA-affinen Farbstoffen wie 4',6-Diamidino-2-Phenylindol
(DAPI) oder Ethidiumbromid lésst sich die DNA unter UV-Licht sichtbar machen. Die schlussend-
liche DNA-Verteilung bietet das Bild eines Kometen, weshalb diese Art der Gelelektrophorese
Comet-Assay genannt wird. Der Kopf des Kometen stellt die weniger fragmentierte noch im Zell-
kern verbliebene DNA dar, wohingegen der Schweif aus deren Bruchstiicken gebildet wird (siehe

Abb. 7).

— Kopf = Zellkern — ——— Schweif = Fragmentierte DNA ——

Abb. 7: Schema eines Comet

Unter alkalischen Bedingungen wihrend der Elektrophorese zeichnen sich auch Einzelstrangbriiche
ab, da dann die DNA-Doppelhelix dissoziiert und im Folgenden die zwei einzelnen komplementé-
ren DNA-Striange vorliegen. Bei einem pH von 7 hingegen sind nur Doppelstrangbriiche detektier-

bar.”?!

Es wurde ein Standardprotokoll zur Durchfithrung des Comet-Assay verwendet. Allerdings wurden
durch zwei zusitzliche Arbeitsschritte Verbesserungen eingefiihrt, die bereits in einem separaten
wissenschaftlichen Artikel von unserer Arbeitsgruppe publiziert wurden.’* Es wurde zum einen
der Arbeitsschritt des ,,Precoating® eingefiihrt. Dabei wird zum Zweck der besseren Haftung zwi-
schen Agarosegel und Objekttrager eine zusétzliche Schicht 1%iger ,,normal melting Agarose*
(NMA) (Zusammensetzung siche Anhang (S.84)) auf den Objekttrager gegeben, die auf einer

Heizplatte komplett dehydriert wird. Zum anderen wurde durch das Einfiigen eines Deckglases
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wiahrend des Aushirtens der NMA-Gelschicht eine Vertiefung geschaffen, in die die Zellen zu-

sammen mit der 1%igen ,,low melting Agarose* (LMA) (Zusammensetzung siche Anhang (S.84))
eingebracht werden. Durch die in der Vertiefung befindliche hohere Dichte an Zellen werden ins-

gesamt weniger Zellen benétigt und somit kann die Auszahlung schneller erfolgen.

Es wurden immer mindestens zwei Objekttrager fiir den Comet-Assay erstellt, je nachdem wie viel
Material zur Verfligung stand. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte des Comet-Assays ge-

nauer erldutert.

2.3.1 Vorbereiten der Zellsuspension

Unter sterilen Bedingungen wurde ein 5 x 10* Zellen entsprechendes Volumen, bestehend aus in
Medium geldsten HSC, entnommen. Dieses Volumen wurde in ein Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und
bei 1400 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurde so viel Medium entfernt, dass das Zellpellet in

5 pul Medium {ibrig blieb.

2.3.2 Vorbereiten der Objekttrager

Vorbereitend wurden die LMA und NMA verfliissigt. Das Falcon mit der LMA wurde dazu in ein
Becherglas mit Wasser gestellt und auf einer Heizplatte bei 100 °C langsam erwarmt. Sobald die
LMA fliissig war, wurde sie aus dem Becherglas genommen und in ein 37 °C warmes Wasserbad
gestellt, damit sich die Temperatur stabilisierte. Die NMA konnte direkt auf der Heizplatte bei

100 °C verfliissigt werden.

Nun erfolgte der oben schon grob beschriebene Schritt des Precoating. Dazu wurde ein frischer
Objekttrager in die NMA zu 2/3 eingetaucht, dann die Unterseite mit einem Zellstoff abgewischt
und bei 150 °C auf der Heizplatte getrocknet (siche Abb. 8A).

Als néchstes erfolgte das Coating. Hier wurde 1 ml der NMA auf den Objekttriger aufgebracht
(siche Abb. 8B). Um eine homogene, ebene Fliche zu schaffen, wurde ein 24 x 60 mm groB3es
Deckglas auf die Agarose gelegt. Allerdings wurde vorher noch ein kleineres, rundes, 12 mm
durchmessendes Deckglas in die Mitte der Agarose aufgebracht, um eine kleine Vertiefung zu
schaffen (siche Abb. 8C), in die spéter die Zellen eingebracht werden konnten. Dies stellte die
zweite Modifikation dar. Das Ganze hértete dann unter Raumtemperatur fiir 15 min aus. Danach
wurden mit einem spitzen, scharfen Gegenstand (z.B. einer Skalpellklinge) beide Deckgléser ent-

fernt (siche Abb. 8D).
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2.3.3 Aufbringen und Versiegeln des Zell-Gel-Gemischs

Sobald die Vorbereitung des Slides abgeschlossen war, wurden 35 ul LMA entnommen und mit

der 5 pul Zellsuspension vermischt. Dieses Zell-LMA-Gemisch wurde in die nach Entfernung der

Deckgliser entstandene Vertiefung (siche Abb. 8E) in der NMA pipettiert und wieder mit dem

kleinen, runden, 12 mm durchmessenden Deckglas abgedeckt (siche Abb. 8F). AnschlieBend hérte-

te der Objekttrager bei 4 °C im Kiihlschrank fiir 10 min aus. Danach wurde das Deckglas entfernt
und durch Hinaufpipettieren von 90 ul LMA bedeckt (siche Abb. 8G). AnschlieBend wurde das

Ganze mit einem 24 x 60 mm groB3en Deckglas abgedeckt (sieche Abb. 8H) und erneut fiir 10 min

bei 4 °C in den Kiihlschrank gelegt.

dehydrierte normal melting Agarose

A

normal melting Agarose

@-12mm Deckglas

24 x 60 mm Deckglas

V7
L
Vertiefung in der normal melting Agarose \ /,»
D |
Zellen geldst in der low melting Agarose /

E

%

?-12mm Deckglas

~

/l/ Low melting Agarose

24 x 60 mm Deckglas

H

Abb. 8: Arbeitsschritte zur Herstellung eines Comet-Assay-Objekttrigers.

A: Precoating; B: Aufbringen der NMA (1 ml); C: Erstellen eines Kammer durch einen zweites kleines Deckglas; D:
Entfernung der Deckgldser mit einer Klinge; E: Einfiillen des Zellsuspensions(5 pl)-LMA(35 pl)-Gemischs in die
Vertiefung; F: Hinaufgeben eines kleinen Deckglases; G: Aufbringen einer zusitzlichen Schicht (90 pl); H: Hinauf-

geben eines groen Deckglases
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2.3.4 Lyse

Um die Zellen zu lysieren, wurden die Objekttréger in eine lichtundurchlissige Box gegeben und
anschliefend der Lysepuffer (Zusammensetzung siche Anhang (S.84)) hinzugefiigt. Nachdem der
Lysepuffer mit den Zellen in Kontakt gekommen war, galt es mdglichst zu vermeiden, unnétiges
Licht auf die Zellen treffen zu lassen, bis die Elektrophorese vollstindig durchgefiihrt war, damit
nicht zusdtzliche DNA-Schiden hervorgerufen werden konnten. Die Lyse erfolgte im Kiihlschrank

bei 4 °C iber eine Stunde.

2.3.5 Elektrophorese

Nach Abschluss der Lyse wurden die Objekttrager unter Rotlicht in die komplett abgedunkelte
Comet-Elektrophoresekammer gelegt. Dann wurden 950 ml des Elektrophoresepuffers (Zusam-
mensetzung sieche Anhang (S.84)) hinzugegeben. Das Ganze wurde anschliefend fiir 20min inku-
biert, wodurch sich die Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb der DNA Doppelstrangs auflsten
und sich die DNA entwinden konnte, so dass spiter auch Einzelstrangbriiche sichtbar wurden. Im
Anschluss daran wurde eine Spannung von 20 V angelegt und {iber die Hinzugabe von Elektropho-
resepuffer die Stromstérke von 290 mA eingestellt. Dabei war zu beachten, dass nach Zugabe des
Elektrophoresepuffers und anschlieBendem erreichen der Zielstromstérke, die Spannung unter 20 V
fallen konnte. Dies war durch das Entfernen von Elektrophoresepuffer mit einer Pasteurpipette zu

vermeiden. Die Elektrophorese lief iiber 20 min.

Bei den sich jetzt anschlieBenden Schritten war eine erhéhte Vorsicht im Umgang mit den Objekt-

tragern geboten, da es leicht passieren konnte, dass sich die Agarose vom Objekttrager 10ste.

Nach der Elektrophorese wurden die Objekttrager aus der Elektrophoresekammer genommen, sie
wurden kurz abgetropft und dann fiir 10 min in eine mit Neutralisationspuffer (Zusammensetzung
siche Anhang (S.84)) gefiillte Wanne gelegt, um den pH-Wert zu neutralisieren. Danach wurden sie

wiederum abgetropft und auf der Unterseite mit Zellstoff abgewischt.

2.3.6 Farbung

Um die DNA sichtbar zu machen, wurden die Objekttrdger unter einem Abzug mit 70 pl einer
2%ige Ethidiumbromidldsung betrdufelt. Nach 15 miniitiger Einwirkzeit wurden die Objekttrager
mehrere Male in Aqua bidest. getaucht, um iiberschiissiges Ethidiumbromid abzuspiilen und somit

die Hintergrundfirbung zu reduzieren.
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2.3.7 Auswertung

Fiir die Auswertung wurden die Objekttriager unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die
Zellen in fiinf Kategorien entsprechend der Lange ihres Kometenschweifes eingeteilt (siche Abb.
9). Diesen fiinf Kategorien wurden entsprechende Zahlenwerte zwischen null und 4 zugewiesen.
Dabei bekamen die lingeren Kometenschweife hohere Zahlenwerte als die kiirzeren Kometen-

schweife. Es wurden jeweils 100 Zellen je Objekttrager ausgezéhlt.

Abb. 9: Einteilung der Comets
Die Beschriftung entspricht der dazugehorigen Cometscorekategorie.

Der Cometscore ergibt sich aus der Summe der Produkte vom Zahlenwert der Kategorien und der
entsprechenden Anzahl von Zellen, die in diese Kategorie eingeteilt wurden. Ein Beispiel zeigt sich

in Tab. 3.

Cometkategorie Anzahl der Zellen \ Cometkategorie x Anzahl der Zellen

0 35 0

1 30 30

2 20 40

3 10 30

4 5 20
Summe 100 120 (Cometscore)

Tab. 3: Berechnung des Cometscore
Der Cometscore ergibt sich aus der Summe der Produkte aus dem Zahlenwert der Cometkategorie und der Anzahl
von Zellen der entsprechenden Cometkategorie.

Um den zufilligen Fehler moglichst gering zu halten, wurde der Cometscore in drei verschiedenen
Blickfeldern auf allen vorhandenen Objekttrigern ermittelt und anschlieBend das arithmetische

Mittel gebildet.

Fiir die statistische Auswertung und die Verarbeitung der Messdaten wurde das Programm Micro-

soft Excel 2010 verwendet.
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2.4 Genexpression von SNEV

Um exprimiert zu werden, muss ein Gen erst abgelesen und dann mittels Transskription in mRNA
umgeschrieben werden. D.h., die Menge an mRNA entspricht indirekt der Aktivitit des Gens, denn
je mehr mRNA entsteht, desto stirker wird das Gen exprimiert. Die Methode der Messung der
Genexpression beruht nun auf dem Prinzip der Quantifizierung der mRNA des interessierenden

Gens. Dazu sind die im Folgenden beschriebenen Schritte notwendig.

2.4.1 RNA Isolierung

Durchfiihrung der RNA Isolierung

Die RNA Isolierung wurde im Labor der Kinderklinik durch die Biomedizinischen Analytikerin
Andrea Raicht durchgefiihrt. Es wurde ein RNA-Extraktions-Kit von Qiagen (RNEASY PRO-
TECT MINI KIT, CAT. NO. 74124) verwendet.

Das Prinzip beruht auf der Methode von Chomeczynski et al.”*! und besteht aus zwei Schritten. Als
erstes werden die Zellmembranen lysiert und danach wird die RNA von den iibrigen Zellbestand-

teilen getrennt.

Die RNA muss zuvor mittels f-Mercaptoethanol (B-ME) als Zusatz im Lysepuffer (RLT) vor dem
Abbau durch RNA-abbauende Enzyme (RNAsen) geschiitzt werden. 3-ME denaturiert RNAsen.

Die RNA lagert sich bei Zugabe von Ethanol an eine Silicagel-Membran an. Dann werden die Kon-
taminationen, unter sukzessiver Zugabe von verschiedenen Puffern und jeweils anschlieBender
Zentrifugation, entfernt. AbschlieBend wird die RNA wieder mittels Diethylpyrocarbonat (DEPC)

versetztem Aqua bidest. aus der Membran eluiert.
Das genaue Procedere fiir 1 x 10° Zellen ist dann wie folgt:

1) Zellen fiir 5 min bei 20 °C mit 1400 rpm zentrifugieren und den entstandenen Uberstand ver-
werfen

2) CZellpellet mit 350 pul des mit 10ul B-ME /Iml versetzten Lysepuffer (RLT)
Uberstand resuspendieren

3) Suspension in die QIAshredder Column pipettieren, 2 min bei Raumtemperatur und 20.000 g
zentrifugieren und anschlieBend die Sdule verwerfen

4) 350 ul 70%-igen Ethanol hinzugeben, durch Auf- und Abpipettieren vermischen und in die
RNeasy Spin Column pipettieren

5) 15 s mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen

6) 700 pl des RW1 Puffers hinzugeben
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7) 15 s mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
8) 500 pl des RPE Puffers hinzugeben

9) 15 s mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
10) 500 pl des RPE Puffers hinzugeben

11) 2 min mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
12) 15 s mit 20.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
13) 30 pl RNase Free Water

14) 1 min mit 20.000 g zentrifugieren, Flow-through verwerfen

15) +30 pl RNase Free Water hinzugeben

16) 1 min mit 8.000 g zentrifugieren

Die RNA befand sich nun im Durchfluss, also im Diethylpyrocarbonat versetztem Aqua bidest.

Bestimmung der RNA-Konzentration

Im néchsten Schritt wurde die RNA Konzentration und Reinheit durch das Bestimmen der opti-
schen Dichte bei Bestrahlung mit UV-Licht gemessen. Die optische Dichte wurde bei 260 nm
(ODy6p) und 280 nm (ODygy) gemessen. Die OD,g ist dabei ein Marker fiir die Menge an RNA und
die OD»g fiir die Menge an Verunreinigungen (Proteine). Der Quotient aus OD,g und ODyg gibt
Aufschluss iiber die Reinheit und sollte bei grofier 1,8 liegen. Es lisst sich mit folgender Formel die

Menge an RNA ausrechnen.
40 x OD260 x Verdiinnungsfaktor = pg RNA/ml

Zuerst wurden 100 ul reinen Aqua bidest. in einer Messkuvette vermessen, um das Eppendorf Bio-
photometer plus zu kalibrieren. Danach wurden in einer Messkuvette 10 pl RNA gelost in DEPC
Aqua bidest. mit 90 pul Aqua bidest. verdiinnt und im Photometer vermessen. Die Konzentration an
RNA kann nun mit der obigen Gleichung und dem im Photometer bestimmten Wert errechnet wer-

den.

2.4.2 cDNA-Synthese (reverse Transkriptase)

Um die quantitative Real-Time PCR nutzen zu kénnen, muss die RNA noch in cDNA umgeschrie-
ben werden, da sie mit DNA-abhingigen DNA-Polymerasen arbeitet und diese die RNA nicht ab-
lesen kénnen. Das Umschreiben geschieht mit einem urspriinglich aus Viren gewonnenen Enzym —
der reversen Transkriptase. Sie funktioniert als RNA-abhingige DNA-Polymerase. Unabhingig
davon kann sie aber auch als DNA-abhéngige DNA-Polymerase wirken.

Zur cDNA-Synthese wurde das “High capacity RNA to cDNA Kit” von Applied Biosystems ver-
wendet. Dabei wurden Random Primer (Primermix mit vielen verschiedenen Startsequenzen) zur

Synthese der cDNA verwendet. Diese gewdhrleisten eine hoch effiziente Synthese von allen vor-
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handenen RNA-Molekiilen — der gewiinschten mRNA, aber auch aller anderen RNA-Formen, wie

zum Beispiel der ribosomalen RNA.
Die reverse Transkriptionsreaktion setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:

1) Aufbrechen der Sekundéarstruktur der RNA
2) Anlagerung der Random Primer
3) Synthese der cDNA

4) Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase

Der genaue Ablauf entsprach dem Herstellerprotokoll und war wie folgt. Um die Enzymaktivitit

niedrig zu halten, wurde auf Eis gearbeitet:

1) Herstellung des Mastermix fiir alle Proben und eine Negativkontrolle (siche Tab. 4) in einem

frischen Eppendorfgefal.

ul | Swstam

2 10x RT Puffer
0,8 25x ANTP Mix
2 10x Random Primer
1(0) reverse Transkriptase
4,2 (5,2) dH,0O

Tab. 4: Volumina des Mastermix fiir die cDNA-Synthese je Probe
Die Werte in den Klammern gelten fiir die Negativkontrolle.

2) Entnahme von 250 ng RNA (geldst in Diethylpyrocarbonat versetztem Aqua bidest.) je Probe,

Uberfiihren in ein frisches Eppendorfgefd und Auffiillen mit Aqua bidest. auf 10 ul. Das Vo-
lumen, in dem die 250 ng RNA primér geldst war, sollte 10 pl jedoch nicht tiberschreiten.
Fiir die Negativkontrolle wurde die RNA aus allen Proben gepoolt. Es wurde dazu gleich viel
RNA aus allen Proben entnommen, so dass in Summe 250 ng RNA im Tube waren. Anschlie-
Bend wurden die Tubes kurz abzentrifugiert, um eventuelle Tropfen von der Gefawand nach
unten zu bringen.

3) Die Losungen aus 1) wurden zu denen aus 2) pipettiert und miteinander vermischt, so dass sich
ein Volumen aus 20 pl ergab. AnschlieBend wurden die Tubes kurz abzentrifugiert.

4) Hineingeben der Réhrchen in den Thermocycler und Start des Thermocyclers mit folgendem
Programm:

a. 10 min bei 25 °C

b. 120 min bei 37 °C
5sbei 85 °C

d.  Herunterkiihlen auf 4 °C
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2.4.3 qRT-PCR

Die cDNA Proben konnen nun mittels quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
(qRT-PCR) vervielfiltigt und mit dem interkalierenden Fluoreszensfarbstoff SYBR-Green in Echt-

zeit gemessen werden.

Prinzip

Das Prinzip der qRT-PCR ist dasselbe wie das aller Polymerase Chain Reactions (PCR). An einem
DNA-Strang lagert ein Primer an (,,annealing®). Dieser Primer muss fiir das gesuchte Gen spezi-
fisch sein, damit genau das gewiinschte Gen spéter gezielt amplifiziert wird. Nach dem der Primer
gebunden hat, bindet eine DNA-abhingige DNA-Polymerase an den Strang (,,annealing®) und das
Kopieren der DNA beginnt (,,elongation”). Am Ende der Elongation liegt die DNA als Doppel-
strang vor. Im Anschluss daran trennen sich alle Teile wieder voneinander (,,denaturation*) und das
Ganze beginnt von vorn. Die Phasen Annealing, Elongation und Denaturation laufen jeweils bei
bestimmten Temperaturoptima ab und dauern unterschiedlich lang. Die Annealing Temperatur ist
von der Lange und Beschaffenheit des Primers abhéngig. Bei einem hohen Anteil von Guanin und
Cytosin ist die bendtigte Energie hoher, da aufgrund ihrer drei Wasserstoffbriickenbindungen die
Bindungstendenz hoher ist, im Vergleich zu Adenin und Thymin. Die optimale Temperatur kann
durch Ausprobieren von verschiedenen Temperaturen gefunden werden (Gradienten PCR). Die
Elongation hingt vom Optimum der verwendeten Polymerase ab, ist aber auch haufig gleich der
Annealing Temperatur. Fiir die Aufspaltung aller Verbindungen (Denaturation) wird eine hohe

Temperatur von etwa 95 °C benétigt.

Da die Polymerase nur in eine Richtung ablesen kann und auch der Primer nur in einer Richtung
funktioniert, kdnnte man immer nur einen Strang kopieren. — entweder den 3'—5'-Strang oder den
5'—3'-Strang. Dadurch wiirde sich bei jedem Zyklus die Menge der DNA-Stringe nur um eins
erh6hen. Aus diesem Grund werden immer mindestens zwei Primer verwendet — ein forward und

ein reverse Primer. So erhélt man bei jedem Zyklus eine Verdoppelung.

SYBR-Green

Der Unterschied der qRT-PCR mit SYBR-Green im Vergleich zur normalen PCR ist nun, dass sich
im Reaktionsgemisch zusédtzlich (SYBR-Green) befindet, der sich spezifisch an Doppelstrang-DNA
(dsDNA) anlagert. Bei der Bindung von SYBR-Green an dsDNA erhoht sich dessen Fluoreszenz
bei der Bestrahlung mit Licht der entsprechenden Wellenlinge um den Faktor 1.000. Wenn nun
wihrend der PCR die Menge an dsDNA zunimmt, kann sich auch mehr SYBR-Green anlagern
(siche Abb. 10 (S.38)). Das geschieht vor allem am Ende der Elongation. Deshalb wird bei jedem

Zyklus am Ende der Elongation die Intensitit des Fluoreszenzlichts gemessen. Da sich die Intensi-
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tit des Fluoreszenzsignals proportional zur Menge der dsDNA erhdht, ldsst sich die Menge an

dsDNA direkt proportional ablesen.

Ein Vorteil des SYBR-Green-Assays ist die Moglichkeit der Erzeugung einer Schmelzkurve zur
Qualitdtskontrolle. Dabei wird am Ende der PCR die Temperatur, beginnend bei 55 °C, langsam
erhoht. Mit steigender Temperatur 10sen sich die Wasserstoffbriickenbindungen der DNA-Strénge,
die dsDNA teilt sich in ihre Einzelstringe und SYBR-Green 16st sich. Deswegen verliert
SYBR-Green einen Grofiteil seiner Fluoreszenz, was sich durch eine Abnahme der Intensitit be-
merkbar macht. Da die erzeugten DNA-Abschnitte dieselbe Lange und Struktur aufweisen, ist auch
die gleiche Energie notig, um alle Bindungen aufzuspalten. Deshalb sollte die Fluoreszenz mehr
oder weniger abrupt bei einer bestimmten Temperatur nachlassen. Wenn man die Anderung der
Fluoreszenz gegen die Anderung der Temperatur in einem Diagramm auftriigt, sollte bei dieser
Temperatur genau ein Peak erscheinen. Wenn ein zweiter Peak auftritt, unter der Voraussetzung,
dass man nur ein Primerpaar verwendet hat, ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dass der Primer nicht
spezifisch fiir den gewiinschten DNA-Abschnitt ist. Allerdings kann sich hinter einem Peak trotz-
dem noch ein zweites Produkt verstecken, weshalb eine Gelelektrophorese als zweite Qualitdtskon-
trolle zur Spezifitidt der Primer notwendig ist. In der Gelelektrophorese kann man aufgrund der
Eigenschaften des Gels, das wie ein Schwamm aufgebaut ist, die Auftrennung der PCR-Produkte

im elektrischen Feld nach Grofe und Ladung erreichen und so eine mogliche Diversitdt erkennen.

SYBR-Green
(gebunden)

U \,',,'
W 8 v 8 8 SYBR-Green

(nicht gebunden)

Nukleotide
dsDNA

ssDNA

© C.Rehnolt

Abb. 10: Prinzip der qRT-PCR mit Sybr-Green

Sybr-Green hat die Eigenschaft bei Bindung an Doppelstrang-DNA (dsDNA) stérker zu fluoreszieren als bei Bindung
an Einzelstrang-DNA (ssDNA). Bei der PCR wird der Anteil, an dsDNA erhoht, was zu einer verstirkten Fluoreszenz
fiihrt. Bei der PCR werden einzelne Nukleotide verbraucht und zu DNA verbunden.
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Threshold

Bis zu einem gewissen Punkt verhilt sich die Vermehrung der DNA exponentiell. Wenn dieser
Punkt {iberschritten wird, flacht die Kurve ab. Griinde dafiir konnen zum Beispiel die Abnahme der
Konzentration an Nukleotiden fiir den Anbau weiterer DNA-Stiicke oder der Verbrauch an Primer
fiir die Anlagerung der Polymerase sowie die Konzentration von SYBR-Green sein. Riickschliisse
auf die Ausgangsmenge an mRNA lassen sich deshalb nur wihrend des exponentiellen Wachstums
stellen. Ein geeigneter Punkt findet sich meist am Beginn der detektierbaren, exponentiellen Ver-

mehrung. Dieses Fluoreszenzsignal wird auch als ,,threshold* bezeichnet.

Effizienz und Qualititskriterien

Im Optimalfall verdoppelt sich die DNA bei jedem Zyklus. Dass der Optimalfall natiirlich nicht
eintritt, liegt unter anderem an dem Bindungsverhalten zwischen Primer und DNA. Diejenige
Menge, um die sich die DNA vermehrt, wird als Effizienz (E) bezeichnet. Bei jedem Zyklus ver-
mehrt sich deshalb die DNA um den Faktor (1+E). Die Anzahl der Zyklen, die nédtig sind bis der
»threshold* (T) erreicht ist, wird ,,quantification Cycle” (Cq) genannt und wird mittels folgender
Gleichung errechnet (X, steht fiir die Menge an Ausgangs-RNA und n fiir die Anzahl der Zyklen,

die notig sind, um Cq zu erreichen):

T=x0* (1 + E)Cd (1)

Wenn nun diese Gleichung (1) fiir zwei beliebige Werte x, gleichsetzt wird, erhélt man folgende

Gleichung:

Xo1 * (1 4 E)4 = x¢; * (1 + E)C® ?2)

Durch Termumformung (u.a. bei Anwendung des Logarithmus der Basis 10) erhdlt man die fol-

gende Gleichung:

Cqz — Cq1

Und durch weitere Termumformung erhélt man Gleichung (4):

1. 1g(x02) — 1g(x01) 4
( 1)( Cqz—Cq: )_1 ( )

E=10
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Zur Ermittlung der Effizienz (E) muss nun eine Standardverdiinnungsreihe angelegt werden, bei

der die Verdiinnungen der DNA bekannt sind. Wenn nun zum Beispiel eine Verdiinnungsreihe mit
dem Verdiinnungsfaktor 10 erzeugt wird, sollte man eine lineare Kurve erhalten, die bei Regression

folgende Geradengleichung erfiillt:

1g(T) )

* 1g(xo) + lg(1—+E)

1
Cqg=——
1= g0 +8)

Es ist erkennbar, dass bei logarithmiertem x, der Geraden die Gleichung (5) einer Geradenglei-

1
Ig(1+E)

chung entspricht, bei der die Steigung m gleich ist. Des Weiteren ist ersichtlich, dass die

Steigung m genau dem Reziproken des linken Terms der Gleichung (3) entspricht. Das bedeutet:

1 lg(x02) — lg(xo01) (6)
E_(_l)*< Cq2 — Cqs )

Wenn nun die Gleichung (6) in die Gleichung (4) einsetzt wird, erhilt man:

1
E=10m -1 )

Das wiederum bedeutet, dass die Effizienz bei Regression der Standardkurve und folglich der

Kenntnis deren Steigung mithilfe der Gleichung (7) errechenbar ist.

Es ist allerdings zu beachten, dass die Herleitung nur bei annidhernder Linearitit der Standardkurve
gilt. Um dies sicherzustellen, muss das Bestimmtheitsmal} R* fiir die logarithmierte Standardkurve

errechnet werden. R? sollte dabei groBer als 0,98 sein.

Als weiteres Qualitétskriterium sollte die Effizienz in einem Bereich zwischen 90-105% liegen.

Referenzgen

Um im Endeffekt eine Aussage treffen zu kénnen und mogliche Mengenunterschiede an mRNA
ausgleichen zu konnen, benotigt man noch ein Referenzgen. Das Referenzgen sollte eine homogene
Expression iiber den Zeitverlauf haben, unabhingig vom intrazelluliren Geschehen. Das im Inte-
resse stehende Gen sollte dhnlichen Expressionsschwankungen unterliegen wie das Referenzgen,
damit sich die Expressionsschwankungen gegeneinander ausgleichen. Ansonsten erhielte man ein

falsch negatives Ergebnis.

40 |



Material und Methoden

Durchfiihrung

Bei unserer Bestimmung der Genexpression von SNEV wurde als Referenzgen GAPDH (Glyceri-

naldehyd-3-phosphatdehydrogenase) verwendet.
Fiir GAPDH wurden folgende Primer verwendet(in 5°—3’-Richtung):

forward: ACA TGT TCC AAT ATG ATT CCA
reverse:. TGG ACT CCA CGA CGT ACT CAG

Fiir SNEV wurden folgende Primer verwendet(in 5°’—3’-Richtung):

forward: ATG TCC CTA ATC TGC TCC ATCT
reverse: ATT CTC CGC AAT GTA CTT CTC G

Fiir unseren Versuch wurde zuerst, um die optimale Annealing Temperatur zu finden, eine Gradi-
ent PCR durchgefiihrt. Dazu wurde ein Teil aller Proben gepoolt, um bei kleinstmoglichem Materi-
alverbrauch alle Proben austesten zu konnen. Der Pool aus acht Proben wurde auf jeder Zeile
(A-H) mit einer anderen Temperatur laufen gelassen. Zusitzlich wurde eine DNA-Negativ-
Kontrolle (no template control, NTC) und eine Reverse-Transkriptase-Negativ-Kontrolle (RT") mit

getestet. Der Versuchsablauf war der folgende:

1) Pipettieren der fiir die PCR nétigen Substanzen (siehe Tab. 5) inklusive der cDNA-Proben (8x)
sowie einer RT -Probe und einer NTC in 10 Wells einer PCR 96-Well-Platte (hard-shell).

10 1Q Sybr-Green Supermix
0,4 forward Primer (0,2 pM)
0,4 reverse Primer (0,2 pM)

4 gepoolte cDNA 1:10 (5 ng/ul)
52 dH,O

Tab. 5: Substanzzusammensetzung Gradient PCR
Bei der NTC wurde die cDNA durch dH,O und bei der RT™ durch nicht transkribierte RNA ersetzt.

2) Einstellen der Platte in das Bio-RAD CFX96 PCR-Gerit und Starten des Programms mit den
folgenden Einstellungen.

a. ,Hot Start” fiir 5 min bei 95 °C (zur Aufspaltung aller zufélligen Wasserstoftbrii-
ckenbindungen

b. Danach ein zweistufiger Zyklus mit zuerst 95 °C fiir 10 s und anschlieend fiir jede
Probe eine unterschiedliche Temperatur zwischen 54 °C und 63 °C fiir 30 s. NTC und
RT 61 °C fiir 30 s. Dieser Zyklus wurde 39 Mal wiederholt

c. Dann 95 °C fiir 30 s und anschlieBend 55 °C fiir 30 s
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d. Erzeugung einer Schmelzkurve mit den Temperaturen zwischen 55 °C und 95 °C bei

einem Anstieg von 0,5 °C pro 5 s

Nach Abschluss der Gradienten PCR konnte die eigentliche Mess-PCR gestartet werden. Es wurde
fiir jede Probe ein Dreifachansatz mit den SNEV-Primern und ein Dreifachansatz mit den
GAPDH-Primern durchgefiihrt. Zusétzlich wurde fiir die Bestimmung einer Standardkurve eine
Verdiinnungsreihe mit dem Faktor 5 (50, 10, 2, 0,4 ng/ul) mitamplifiziert. Jede Verdiinnungsstufe
und jede Probe wurden jeweils im Dreifachansatz durchgefiihrt. Des Weiteren wurde wieder eine
DNA-Negativ-Kontrolle (no template control, NTC) sowie eine Reverse-Transkriptase-Negativ-

Kontrolle (RT") angesetzt. Es wurde folgender Versuchsaufbau gewihlt:

1) Pipettieren der fiir die PCR nétigen Substanzen (siehe Tab. 6) inklusive der cDNA-Proben
(jeweils 3x), der vier Verdiinnungsstufen (jeweils dreimal) sowie einer RT—Probe und einer

NTC in eine PCR 96-Well-Platte (hard-shell).

10 1Q Sybr Green Supermix
0,4 forward Primer (0,2 uM)
0,4 reverse Primer (0,2 uM)

1 cDNA 50 (bzw. 10, 2, 0.4) ng/ul
8,2 dH,O

Tab. 6: Substanzzusammensetzung Mess-PCR
Fiir die Standardkurve wurden die in der Klammer befindlichen Konzentrationen gewéhlt. Bei der NTC wurde
die cDNA durch dH,O und bei der RT™ durch nicht transkribierte RNA ersetzt.

2) Einstellen der Platte in das Bio-RAD XFC PCR-Gerét und Starten des Programms mit den
folgenden Einstellungen.

a. ,Hot Start” fiir 5 min bei 95 °C (zur Aufspaltung aller zufélligen Wasserstoftbrii-
ckenbindungen

b. Danach ein zweistufiger Zyklus mit zuerst 95 °C fiir 10 s und anschlieend 60 °C fiir
30 s. Dieser Zyklus wurde 39 Mal wiederholt
Dann 95 °C fiir 30 s und anschlieend 55 °C fiir 30 s

d.  Erzeugung einer Schmelzkurve mit den Temperaturen zwischen 55 °C und 95 °C bei

einem Anstieg von 0,5 °C pro 5 s

Als Qualitdtskontrolle wurde im Anschluss eine Standard- und Schmelzkurvenbestimmung der
amplifizierten DNA sowie eine klassischen Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurden die Pro-
ben in ein 2%iges Agarose-Gel zusammen mit Ethidiumbromid sowie sechsmal Loading Dyes
pipettiert und dann bei einer Spannung von 70 V Richtung Anode laufen gelassen. Nach zwei

Stunden wurden die Gele jeweils unter UV-Licht fotografiert.
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Fiir die Analyse wurde die Software von Bio-Rad (Bio-Rad CFX Software 2.0) verwendet. Die

Auswertung erfolgte in Microsoft Excel 2010 anhand der AACq-Methode. Bei dieser Methode
bezieht man die Cq-Werte von SNEV der einzelnen Passagen auf die Cq-Werte von GAPDH der-
selben Passagen. Da es sich bei Cq um einen Exponenten handelt, wird Cqgappy von Cqsngy sub-
trahiert und nicht dividiert (Potenzgesetz), obwohl deren Genexpression relativ zueinander ist. Als
Ergebnis erhdlt man ACq. Als nichsten Schritt subtrahiert man von ACq Cqsney der ersten Passage,
da man die Genexpression zur ersten Passage in Beziehung setzt. Das Ergebnis ist nun AACq. Al-
lerdings muss dieser Wert negativiert werden, weil man auf den Ausgangswert zuriick schliefit. Da
es sich, wie schon erwéhnt, bei den Cq’s um Exponenten handelt, muss man diesen noch anwen-
den. Bei der PCR verdoppelt sich die DNA anndhernd, weshalb als Basis zwei verwendet wird. Das
Ergebnis ist dann 2 **““-Wert. Zusammenfassend bedeutet dies also die relative Expression von
SNEV der jeweiligen Passage bezogen auf die Expression der ersten Passage und relativiert durch

die Expression von GAPDH.
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2.5 Cyclinbestimmung

Es wurde die Expression der Cycline A, B1, C, D1, D3 und E bestimmt. Der praktische Teil wurde

von Andrea Raicht durchgefiihrt.

2.5.1 RNA Isolierung

Siehe Abschnitt 2.4.1 RNA Isolierung (S.34).

2.5.2 cDNA-Synthese (reverse Transkriptase)

Fiir die Synthese der cDNA wurde das ,,First Strand cDNA Synthesis Kit*“ von Roche verwendet.

Der genaue Ablauf entsprach dem Herstellerprotokoll und war wie folgt. Um die Enzymaktivitét

niedrig zu halten, wurde auf Eis gearbeitet:

1) Herstellung des Mastermix fiir alle Proben und eine Negativkontrolle (sieche Tab. 7) in einem

frischen Eppendorfgefal3

4

10x RT Puffer
2 dNTP-Mix (4 x ImM)
1,6 Oligo-(dT)s-Primer (50 pmol/pl)
1(0) AMYV Reverse Transkriptase(20 U/pul)
1 RNase Inhibitor (50 U/ul)

Tab. 7: Volumina des Mastermix fiir die cDNA-Synthese je Probe
Die Werte in den Klammern gelten fiir die Negativkontrolle.

2) Entnahme von 1 ug RNA (geldst in Diethylpyrocarbonat versetztem Aqua bidest.) je Probe,

Uberfiihren in eine frisches Eppendorfgefi und Hinzugabe des Mastermix aus 1). Anschlie-

Bend wird die Losung auf 20 ul mit Aqua bidest. aufgefiillt

Fiir die Negativkontrolle wurde die RNA aus allen Proben gemittelt. Es wurde dazu gleich viel

RNA aus allen Proben entnommen, so dass in Summe 1 ug RNA im Tube waren. Anschlie-

Bend wurden die Tubes kurz abzentrifugiert, um eventuelle Tropfen von der GefaBwand nach

unten zu bringen

3) Die Proben aus 2) wurden in das Thermocycler Well pipettiert, anschlieBend versiegelt und

wiederum kurz abzentrifugiert

4) Hineingeben des Wells und Start Thermocycler mit folgendem Programm:

a
b.

C.

o

10 min bei 25 °C

60 min bei 42 °C

5 min bei 99 °C
Herunterkiihlen auf 4 °C
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2.5.3 qRT-PCR

Siehe Abschnitt 2.4.3 qRT-PCR Durchfiithrung (S.41). Es wurden die Primer verwendet, die auch

von Bondi et al.”" zur Bestimmung des Zellzyklus benutzt wurde.

Fiir GAPDH wurden folgende Primer verwendet (in 5’—3’-Richtung):

forward: ACA TGT TCC AAT ATG ATT CCA
reverse: TGG ACT CCA CGA CGT ACT CAG

Fiir Cyclin A wurden folgende Primer verwendet(in 5’—3’-Richtung):

forward: AAG AAG CCA GCT GAA TCT CAA A
reverse: GGT CCA GGT AAA CTA ATG GCT GAA

Fiir Cyclin B1 wurden folgende Primer verwendet(in 5’—3’-Richtung):

forward: CCC TGC TGC AAC CTC CAA
reverse: TGT TCA CTG ACT TTG TTA CCA ATG TC

Fiir Cyclin C wurden folgende Primer verwendet(in 5’—3’-Richtung):

forward: GCC GGC TGG TGC TTTTTT A
reverse: TGG GAG CTC TGC CAA AAGTT

Fiir Cyclin D1 wurden folgende Primer verwendet(in 5’—3’-Richtung):

forward: CCG TCC ATG CGG AAG ATC
reverse:  AAC AAG TTG CAG GGA AGT CTT AAG A

Fiir Cyclin D3 wurden folgende Primer verwendet(in 5’—3’-Richtung):

forward: CTG TCT CTC CCC GCC AGT T
reverse: CTG ATA TCT CAA GCT TTC CTT TTC CT

Fiir Cyclin D3 wurden folgende Primer verwendet(in 5’—3’-Richtung):

forward: CCC CGC TGC CTG TAC TGA
reverse: AGC ATG GAG TAA GAG ACCTGG AA
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2.6 Oxidativer Stress - Carbonylierte Proteine

Zur Bestimmung des oxidativen Stresses wurde die Menge an carbonylierten Proteinen bestimmt.
Dazu wurde eine Zellmenge von 1 x 10* Zellen genommen und in ein 0,5 ml EppendorfgefiB iiber-
fiihrt. Dann wurden die Zellen fiir 5 min und 1400 rpm abzentrifugiert und das {iberschiissige Me-
dium entfernt. Um an die Proteine zu gelangen mussten die Zellmembranen lysiert werden. Hierzu
wurden die Zellen zuerst in 50 pl steriles Aqua bidest. resuspendiert und mit dem Eppendorfgefal3
in ein Eiswasser gefiilltes Ultraschallbad getaucht. AnschlieBend wurde das Ganze mit Alufolie

fixiert (siche Abb. 11).

Eppendorfgefil mit ;
Zellen + 50pl dH20 Alufolie

e
v

Ultraschallbad

Abb. 11: Lyse der Zellen fiir die Bestimmung der carbonylierten Proteine

Dann wurde die Probe fiir zweimal 3 min im eingeschalteten Ultraschallbad inkubiert. Da durch
das Ultraschallbad Wiarme entsteht und sich dadurch die Molekiile verdndern konnten, wurde da-
zwischen eine Pause von etwa 3 min eingelegt, um die iiberschiissige Warme an das Wasser abzu-
geben. Danach wurde die Probe in einer auf 4 °C-gekiihlten Zentrifuge bei 14.000 g fiir 20 min
zentrifugiert. AbschlieBend wurde der die Proteine enthaltende Uberstand in ein neues Eppen-
dorfgefal} iiberfiihrt und bei -20 °C im Gefrierschrank eingelagert, solange bis die Probe von Prof.
Greilberger am Institut fiir physiologische Chemie weiterverarbeitet werden konnte. Er bestimmte
die Menge an carbonylierten Proteinen nach einer Methode von Buss et al.”’”), welche er mit gewis-
sen Anderungen” verwendete. Fiir die statistische Auswertung und die Verarbeitung der Messda-

ten wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwendet.
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2.7 Telomerldnge

Die relative Lange der Telomere der durch MACS angereicherten CD34 positiven Zellen wurde
nach der Methode von Cawthon et al. mit Hilfe der gRT-PCR und Sybr-Green bestimmt.[”” Dabei
werden die repetitiven Sequenzen der DNA (T) und parallel ein ,,single-copy gene® (S) mittels
PCR amplifiziert. Das ,,single-copy gene* ist das Referenzgen, welches nur einmal in einer einzi-
gen Kopie im gesamten Genom vorkommt. T und S liefern beide bei Anwendung der qRT-PCR
mit Sybr-Green Assay einen 2 “*“-Wert, der der Menge an Ausgangsmaterial und dessen Lénge
der DNA-Produkte entspricht. Beide werden miteinander in Verhiltnis gesetzt und ergeben die
T/S-Ratio. Dieser T/S-Ratio dndert sich in Abhdngigkeit der Telomerlidnge, indem er bei haufigeren
Wiederholungen von TTAGGG-Sequenzen grofer wird. Folglich entspricht der T/S-Ratio der rela-
tiven Lénge der Telomere. Uber die Linge des ,,single-copy gene* lisst sich dann in etwa die abso-

lute Lange der Telomere errechnen. Der praktische Teil wurde von Andrea Raicht durchgefiihrt.

2.7.1 DNA Isolierung

Durchfiithrung der DNA Isolierung

Der erste Schritt zur Bestimmung der Telomerldnge ist das Isolieren der DNA nach dem Protokoll
von QIAamp ,,.DNA Blood Mini Kit“. Es wurden 2 x 10’ Zellen gelost in 200 ul CMF-PBS ver-

wendet. Der Versuchsablauf war wie folgt:

1) Pipettieren von 20 pl Qiagen Protease in ein 1,5 ml-Réhrchen

2) Hinzugeben der 200 pl Zellsuspension

3) Hinzugeben von 200 pul Lysepuffer Puffer (AL)

4) Inkubieren des Gemisches bei 56 °C fiir 10 min

5) sanftes Zentrifugieren des Rohrchens

6) Hinzugeben von 200 pl Ethanol (96-100%) und sanftes Vortexen fiir 15 s
7) erneut sanftes Zentrifugieren des Rohrchens

8) Hineingeben der QlAamp Spin Column in ein 2 ml-R6hrchen

9) vorsichtiges Hinaufgeben der Probe auf die QIAamp Spin Column
10) Zentrifugieren bei 6.000 g fiir 1 min

11) Hineingeben der QIAamp Spin Column in ein neues 2 ml-Réhrchen
12) Hinzugeben von 500 pl Waschpuffer AW1

13) Zentrifugieren bei 6.000 g fiir 1 min

14) Hineingeben der QIAamp Spin Column in ein neues 2 ml-Réhrchen
15) Hinzugeben von 500 ul Waschpuffer AW2

16) Zentrifugieren bei 2.0000 g fiir 3 min
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17) Hineingeben der QIAamp Spin Column in ein neues 1,5 ml-Réhrchen und wegwerfen aller

Durchfluss Réhrchen

18) Hinzugeben von 200 pl Aqua bidest. und Inkubieren bei Raumtemperatur fiir 3 min
19) Zentrifugieren bei 6.000 g fiir 1 min

DNA-Konzentration

Fiir Bestimmung der DNA-Konzentration wurde das gleiche Prinzip wie fiir die Bestimmung der
RNA-Konzentration angewendet. Siehe dazu 2.4.1 Abschnitt Bestimmung der RNA-Konzentration
(S.35). Im Unterschied zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde fiir die

DNA-Konzentration folgende Formel verwendet:
50 x OD260 x Verdiinnungsfaktor = pg dsDNA/ml

Im Anschluss wurde die Konzentration der DNA auf ca. 1,75 ng/ul eingestellt.

2.7.2 qRT-PCR

Siehe Abschnitt 2.4.3 qRT-PCR Durchfiihrung (S.41)

Als single-copy gene wurde das Acidic ribosomal phosphoprotein PO (36B4) verwendet, welches

auf Chromosom 12 lokalisiert ist und eine Produktlénge von 74 Basenpaaren aufweist.
Fiir den Telomer-Primer (T) wurden folgende Primer verwendet(in 5’—3’-Richtung):

forward: CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT
reverse: GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT

Fiir das single-copy gene wurden folgende Primer verwendet (in 5°—3’-Richtung):

forward: CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACA A
reverse: CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC
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2.8 Telomeraseaktivitit

Der bei uns verwendete Nachweis der Telomeraseaktivitdt beruht auf dem von Kim et al. Entwi-
ckelten TRAP-Assay (Telomeric Repeat Amplification Protocol“-Assay).* Der Versuch unterteil

sich in folgende vier Schritte:

1) Isolation der Telomerase

2) Synthese der Telomere (TRAP-Assay)

3) Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

4) Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zunichst wird die Telomerase aus den Zellen isoliert (1). Im Anschluss daran ldsst man die Telo-
merase in einer Reaktionslosung arbeiten, die u.a. aus TS-Primern (P1-TS), welche ein kiinstliches
Telomerende darstellen, Nukleotiden und Telomerase besteht (2). Die Telomerase synthetisiert an
den TS-Primer neue Telomersequenzen, die jeweils sechs Basenpaare (bp) lang sind und die Ba-
senabfolge TTAGGG aufweisen. Nun kann man schlussfolgern, je ldnger die kiinstlichen Telomer-
enden sind, desto stirker ist die Telomeraseaktivitdt in vivo. Um die Telomerenden messbar zu
machen, miissen sie in einer PCR mittels Tag-Polymerase vervielfaltigt werden (3). Der komple-
mentédre Strang wird dabei an einen zweiten Primer (P2) synthetisiert. Danach erfolgt der ELISA
(4). Die beiden Primer haben an ihrem einen Ende, welches nicht der Verldngerung der Telomere
dient, ein Biotinmolekiil gebunden. Die Biotinmolekiile wiederum werden an Streptavidin be-
schichteten Platten gebunden, sodass die an ihnen hidngenden Telomere fixiert sind. Bei Zugabe
von an komplementiren Telomersequenzen gebundenem Digoxigenin (DIG) und anschlieBender
Inkubation, lagern sich die komplementédren Telomersequenzen an die Telomere an. Nun gibt man
Peroxidase gekoppelte Antikorper gegen Digoxigenin hinzu. Diese binden an das Digoxigenin. Als
nichstes fiigt man Tetramethylbenzidin (TMB) hinzu, welches von der Peroxidase umgesetzt wird
und zu einem Farbumschlag fiihrt. Diesen Farbumschlag kann man fotometrisch messen und damit
die Lange der Telomere bestimmen. Die Lange der Telomere wiederum lésst den Riickschluss auf

die Telomeraseaktivitit zu.

Um den eben beschriebenen Assay noch zu verbessern, ist in der Losung von Schritt (2) ein weite-
res DNA-Molekiil, der Interne Standard (IS), enthalten. Es gibt verschiedene DNA-Molekiile, die
als IS verwendet werden konnen. Dieser IS hat eine bestimmte Linge von zum Beispiel 216 bp und
hat genau die gleichen Primeranlagerungssequenzen wie der Telomer Strang, so dass sich wihrend
der PCR die Primer P1-TS und P2 daran anlagern konnen und dadurch eine Vervielféltigung,
gleich wie bei den Telomerstrangen, ermdglichen. Im Unterschied zum Primer P1-TS bzw. Telo-
merstrang wird der IS nicht durch die Telomerase verldngert. In einer nach der PCR durchgefiihr-

ten Gelkontrolle erzeugen die Telomerstringe, in Abhéngigkeit von ihrer Linge, ein ,Leiter*-
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artiges Bild, wobei die einzelnen Sprossen 6 bp voneinander getrennt sind. Der IS hingegen lagert

sich genau an der entsprechenden Stelle von beispielsweise 216 bp ab. Der Vorteil, den man durch
das Mitfiihren eines IS erhalt, ist, dass das Vorhandensein von Tag-Polymerase Inhibitoren ange-
zeigt wird. Die Taq-Polymerase Inhibitoren kdnnten unter Umstdnden bei der Isolierung der Telo-
merase nicht vollstindig entfernt worden sein und wiirden in diesem Fall die Aktivitit der
Tag-Polymerase einschrinken. Die Taq-Polymerase wiirde dann beide PCR-Substrate, sowohl die
Telomerstriange als auch der IS, weniger hiufig amplifizieren. Hitte man den IS in diesem Fall
nicht mitgefiihrt, konnte man nicht unterscheiden, ob wenig Telomerase vorhanden ist oder die

PCR, aufgrund der inhibierten Taq-Polymerase, schlecht gelaufen ist.!*"

Der Versuchsablauf entsprach dem des Herstellerprotokolls ,, TeloTAGGG Telomerase PCR ELI-
SAPYS« (Cat. 12013789001, Roche, Mannheim/Germany), wurde mit 2 x 10° durch MACS ange-
reicherte Zellen durchgefiihrt und gestaltete sich wie folgt. Der praktische Teil erfolgte durch
Andrea Raicht. Sofern nicht anders angemerkt, wurden die Proben immer auf Eis gelagert verarbei-

tet.

2.8.1 Isolation der Telomerase

1) Erzeugen eines Zellpellets durch Zentrifugieren bei 3.000 g sowie 4 °C fiir 5 min und an-
schlieBendes Abheben des Uberstands

2) Resuspendieren in 200 ul CMF-PBS und Wiederholung des Schritt 1)

3) Resuspendieren in 200 pl auf Eis vorgekiihlten Lysepuffer (Sol. 1) durch 3maliges Auf- und
Abpipettieren

4) 30 min auf Eis inkubieren

5) Zentrifugieren der Suspension bei 16.000 g und 4 °C fiir 20 min

6) Vorsichtiges Abheben von 175 pl des Uberstands (Zellextrakt) und Uberfithren in ein neues
Rohrchen

Der TRAP-Assay schloss sich direkt an.
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2.8.2 TRAP-Assay und PCR

Die Vorbereitung der Negativkontrolle 1 erfolgte durch Vorbehandlung der Proben mit RNase:

1) Hinzugabe von 1 ul DNase freie RNase zu 5 pl Zellextrakt in einem frischen Réhrchen
2) Inkubation bei 37 °C fiir 20 min

Der Ansatz erfolgte in einer Thermocyclerplatte mit folgenden Reagenzien und Mengen (siehe

Tab. 8). Es wurde auf Eis pipettiert:

negative Kon- | positive Kon- | negative Kon-
Probe (SX) |, olle 1 (SX,0)| trolle (TS8) | trolle 2 (TS8,0)

Aqua bidest ad 50 pl ad 50 ul ad 50 pl ad 50 ul
Reaction Mix (Sol. 2) 25 ul 25 pl 25 ul 25 pl
Interner Standard (Sol. 3) Sul Sul Sul Sul
Probe (Zellextrakt) 1 pl / / /
Negativkontrolle 1 / 1 pl / /
Positiv Kontrolle (Sol. 4 ) / / 1 pul /
Lysepufter (Sol. 1) / / / 1l

Tab. 8: Substanzzusammensetzung des TRAP-Assay

Die negative Kontrolle 1 enthilt die RNase behandelte Probe, die negative Kontrolle 2 enthélt nur den Lysepuffer und
die positiv Kontrolle enthilt eine repetitive Telomersequenz (TTAGGG); in einer Konzentration von 102 nmol/ul.
TS8 und TS8,0 wurde nur einmal durchgefiihrt. Allerdings wurde fiir jede Probe (SX) eine negative Kontrolle (SX,0)
mitgefiihrt, wobei x fiir die beliebige Probennummer steht.

Einstellen der Platte in den Thermocycler und Starten des Programms mit den folgenden Einstel-

lungen:

1) Primer Elongation fiir 20 min bei 25 °C

2) Telomerase Inaktivierung fiir Smin bei 94 °C
3) Denaturierung bei 94 °C fiir 30 s

4) Annealing bei 50 °C fiir 30 s

5) Elongation bei 72 °C fiir 90 s

6) 29 Wiederholungen der Schritte 3), 4), 5)

7) Weitere 10 min bei 72 °C

8) Abkiihlen auf 4 °C
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2.8.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

1) Vorbereiten einer leeren Mikrotiterplatte (MP) durch Hineinpipettieren von 10 ul Denaturie-
rungslosung (Sol.7) in je zwei Wells pro Probe (SX)

2) Hinzugeben von 2,5 ul Amplifikationsprodukt in jedes Well der entsprechenden Probe

3) Hineinpipettieren der Kontrollen SX,0 in leere Wells der Mikrotiterplatte (MP)

4) Inkubieren der Mikrotiterplatte (MP) bei Raumtemperatur fiir 10 min

5) Hinzugeben von 100 pl Hybridisierungslosungen (Sol.8 = T, Telomerase spezifischer Bin-
dungspuffer) in eins der beiden Wells mit der Probe SX und 100 pl Hybridisierungslosungen
(Sol.9 = IS, Interner Standard spezifischer Bindungspuffer) in das andere Well mit der Probe
(SX)

6) Hinzugeben von 100 pl Hybridisierungslosungen (Sol.8 = T) zur negativ Kontrolle 1 (SX,0)
und anschlieend kurz vortexen der Mikrotiterplatte (MP)

7) Pipettieren von je 100 pl je Well aus der MP in jeweils ein neues Well der Mikrotiterplatte
(MPK), welche mit dem Kit mitgeliefert wurde, und anschlieBend Zukleben mit einer Folie als

Verdunstungsschutz

Das Pipettierschema von Schritt 7 gestaltete sich folgendermaBien (siehe Tab. 9):

[ 2 3 415 6] 7 8] 9 10U

TS80 TS8 TS8,IS

Bl s10  stosLIs
$20  S2  S2IS

BEREECE

Tab. 9: Pipettierschema des TRAP-Assay

TS8 enthélt die Positivkontrolle und Telomerase spezifischen Bindungspuffer;

TS8,0 enthélt Lysepuffer und Telomerase spezifischen Bindungspufter;

TS8,IS enthélt die Positivkontrolle und Interner Standard spezifischen Bindungspuffer;

SX enthilt die Probe (SX) und Telomerase spezifischen Bindungspuffer;

SX.,0 enthilt die Negativkontrolle 1, welche der RNase behandelten Probe (SX) entspricht, und Telomerase spezifi-
schen Bindungspuffer;

SXIS enthilt die Probe (SX) und Interner Standard spezifischen Bindungspuffer

X steht fiir eine beliebige Probennummer

8) Zentrifugieren der MP bei 37 °C und 300 rpm fiir 2 h

9) Komplettes Entfernen der Hybridisierungslosungen

10) Hinzufiigen von 250 pul Waschpuffer (Sol. 10) in jedes Well

11) Inkubation des Waschpuffers fiir mind. 30 s

12) Sorgfiltiges Entfernen des Waschpuffers aus allen Wells

13) Zweimaliges Wiederholen der Schritte 9), 10), 11)

14) Hinzufiigen von 100 pl Anti-DIG-HRP Lésung (Sol. 11) in jedes Well und Zukleben der Platte
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15) Zentrifugieren der MP fiir 30 min bei Raumtemperatur und 300 rpm

16) Entfernen der Losung

17) Hinzufiigen von 100 pl Tetramethylbenzidin (Sol. 13)

18) Zentrifugieren fiir 15 min bei Raumtemperatur und 300 rpm

19) Hinzufiigen von 100 pl Stopldsung (Sol. 14)

20) Auslesen der Mikrotiterplatte im Mikrotiterplattenleser bei 450 nm gegen 690 nm

2.8.4 Auswertung

Damit die Messung als verwertbar betrachtet werden kann, miissen bestimmte Qualitdtskriterien
eingehalten werden. So darf die Extinktion der probenspezifischen Negativkontrolle (A4sonm —
Agoonm) nicht grofer als 0,1 sein. Die Extinktion der Positivkontrolle sollte in einem Bereich zwi-

schen 0,2 und 0,5 liegen.

Um die Aktivitit der Telomerase zu quantifizieren, wurde die relative Telomerase Aktivitidt (RTA)
bestimmt. Es wurde die Extinktion Probe mit der Extinktion der Positivkontrolle ins Verhiltnis
gesetzt. Mit der Extinktion des Internen Standards l4sst sich ein eventuell vorhandener Mengenun-

terschied zwischen Probe und Positivkontrolle ausgleichen. Die Formel lautet wie folgt:

()
RTA = (ATSSA — ATSS,O)
TS8,IS

As: Absorption der Probe
Aso: Absorption der Negativkontrolle
Ag st Absorption des Internen Standards der Probe
Arsg: Absorption der Positivkontrolle
Arss o Absorption des Lysepuffers
Atss st Absorption des Internen Standards der Positivkontrolle

Uber die Konzentration der Positivkontrolle ldsst sich dann ein absolutes Ergebnis errechnen, wel-
ches in der Einheit [amol/ml] vorliegt. Fiir die statistische Auswertung und die Verarbeitung der

Messdaten wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwendet.
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3 Ergebnisse

Es wurden Rahmen meiner Diplomarbeit die hdmatopoetischen Stammzellkulturen 02, 03, 04, 05,
06 und 07 (HSCO02, HSC03, HSC04, HSCO05, HSC06, HSCO07) begonnen. Allerdings musste bei
HSCO03 die Kultur beendet werden, weil die Patientin, deren Nabelschnurblut verwendet wurde,
ihre Zustimmung zur Kultur der Zellen widerrufen hatte. Bei HSC04, HSC05 und HSC06 gab es
Schwierigkeiten beim Anwachsen bzw. konsekutiv bei der Vermehrung der Zellkultur, so dass
diese Kulturen nach Passage 3-4 beendet wurden. Die Kultur HSC07 wurde im Rahmen meiner
Diplomarbeit begonnen und von Lukas Schinagl, dem mir nachfolgenden Diplomanden, fortge-
fiihrt. Die Ergebnisse der HSCO7 werden anschlieend in seiner Diplomarbeit publiziert und disku-
tiert. Es sei aber soweit erwéhnt, dass sich HSC07 bis zum jetzigen Zeitpunkt bei Passage 21 gut

entwickelt hat.

3.1 Wachstum der HSC-Kultur 02

3.1.1 Gesamtleukozytenzahl

Die Graphen in Abb. 12 geben die Gesamtleukozytenzahl und deren Wachstum (1. Ableitung nach
der Zeit) tiber die einzelnen Passagen wieder. Es ist zu beachten, dass die Gesamtleukozytenzahl
ein fiktiver Wert ist, da nach jeder Passage nur ein Teil der Zellen weiterkultiviert wurde. Die Ge-
samtleukozytenzahl ergibt sich also aus dem Wachstum der Teilmengen je Passage bezogen auf die

Gesamtheit der Zellen.

Es ist zu erkennen, dass das Wachstum in den ersten Passagen mit einem Wachstumsfaktor von 12
und 7 am groBten war und bis zur Passage 3 konstant abfiel, um sich danach bei einem Wachstums-
faktor zwischen 1 und 2,1 einzupendeln. In der Passage 21 kam es nochmalig, mit einem Wachs-
tumsfaktor von 2,36, zu einem stiarkeren Wachstum. Danach nahm die Teilungsfahigkeit bestindig
ab. In den beiden letzten Passagen der Kultur war der Wachstumsfaktor sogar kleiner als 1, was

einer Abnahme der Gesamtleukozytenzahl entsprach.
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Abb. 12: Gesamtleukozytenzahl im Zeitverlauf

3.1.2 Morphologie der Zellkultur

Nicht nur die Anzahl der Zellen verdnderte sich iiber die Zeit, sondern auch ihre Morphologie. Um
diesen Aspekt zu verdeutlichen, wurde die Kultur nach jeder Passage fotografiert. Beispielhaft
finden sich in Abb. 13 zwei dieser Fotografien, welche bei Passage 1 und Passage 24 aufgenom-
men wurden. Man erkennt auf dem Foto der Passage 1 viele gleichartige, runde Zellen, die sehr
dicht beieinander liegen. Das Foto der Passage 24 zeigt im Gegensatz dazu weniger dicht liegende
Zellen, wobei viele eine unterschiedliche Gré3e aufweisen und zum Teil auch nicht mehr so homo-

gen rund sind. Zusétzlich finden sich mehr Zellaggregate.

0 Ga " { ! S g ot o

Abb. 13: Morphologie der Zellkultur (lichtmikroskopische Fotografie; 200-fache Vergrofierung)
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3.1.3 Vermehrung der HSC

Die Abb. 14 zeigt die Wachstumskurven von CD34+/CD45%™-Zellen als auch die Wachstumskur-
ven von CD133+-Zellen. Da hidmatopoetische Stammzellen hauptséchlich den Oberflachenmarker
CD34 tragen, symbolisiert der Graph in Abb. 14 in erster Linie das Wachstum der hdamatopoeti-
schen Stammzellen.****] Der Oberflichenmarker CD133 befindet sich hauptsichlich auf friihen

CD34+-Zellen aber auch auf Zellen bei denen CD34 noch negativ ist.[*

Ahnlich der Entwicklung der Gesamtleukozyten proliferierten die CD34+-Zellen in den ersten
Passagen am stérksten. Die Wachstumsrate fiel dabei kontinuierlich ab und bei Passage 3 kam es
zu einem Stagnieren des Wachstums. In den folgenden Passagen =zeigten die
CD34+/CD45dim-Zellen ein undulierendes Wachstum mit Wachstumsfaktoren zwischen 1 und 3.
Ab Passage 21 blieb die Population an CD34+-Zellen bis zum Ende der Kultur in etwa konstant.
Die CD133 positiven Zellen wiesen ein dhnliches Wachstumsmuster wie die CD34+/CD45dim-
Zellen auf. Allerdings kam es bei bestimmten Passagen (4 und 6) zu einem fast doppelt so starken
Wachstum verglichen zu den CD34+/CD45dim-Zellen. Ab Passage 20 trennten sich jedoch beide
Verlédufe und die Population der CD133+-Zellen nahm stark ab. Innerhalb der letzten vier Passagen

schrumpfte die Population der CD133+-Zellen auf ca. 1,6% zusammen (Passage 25 bezogen auf

Passage 21).
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Abb. 14: Zellzahl von CD34+/CD34%™Zellen und CD133+-Zellen im Zeitverlauf
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3.1.4 Anteil der HSC an der Gesamtpopulation

Abb. 15 zeigt den Verlauf der Stammzellmarker iiber die Zeit. Wahrend der ersten drei Passagen
nahm ihr Anteil, sowohl CD34" (von 53,8% auf 9,4%) als auch CD133" (von 22,8% auf 5,0%),
deutlich ab. Der Anteil an Zellen mit CD34 positivem Oberfldchenmarker stieg in weiterer Folge
kontinuierlich bis Passage 10 auf 16% an, um dann wieder auf 8,6% bei Passage 15 und 16, mit
einer kurzen Zwischenanstieg bei Passage 14, abzufallen. Danach erhdhte sich der Anteil bis Pas-
sage 19 deutlich auf 19,2%, stagnierte dann fiir zwei weitere Passagen mit 15,8% und 17,8% auf
hohem Niveau und fiel dann jedoch bis Passage 24 auf 8,4% ab. Am Ende der Kultur stieg er dann
noch einmal auf 13%. Die Zellen mit dem Oberflichenmarker CD133 hatten tendenziell einen dhn-
lichen Verlauf wie der der CD34"-Zellen. Allerdings lag ihr Anteil fast immer unter dem der
CD34"-Zellen. Bis zur Passage 7 kam es zu einem kleinen Anstieg auf 7,8%. Bei Passage 8 besa-
Ben dann plotzlich 17,7% der Zellen CD133. Allerdings fiel ihr Anteil danach bis Passage 12 wie-
der auf 5,7% ab. In weiterer Folge (bis zur Passage 17) blieb CD133 um 5% relativ konstant
(-0,5; +0,6) exprimiert. Danach stieg der Anteil wieder auf 10,5% an, um dann bis zum Ende der

Kultur auf 0% abzufallen.
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Abb. 15: Expression der Stammzellmarker im Zeitverlauf
Die Abb. 16 gibt das Verhiltnis von CD34"-Zellen zu CD133"-Zellen wieder. Wihrend der ersten
drei Passagen nahm der Anteil der CD34"-Zellen stirker zu, was sich im Quotienten wiederspiegel-
te. Dieser stieg von 1,44 bei Passage 1 auf 1,88 bei Passage 3. In den folgenden vier Passagen lag

das Verhiltnis zwischen 1,2 und 1,33. Bei Passage 8 kam es wegen des sprunghalten Ansteigens
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des Anteils an CD133"-Zellen zu einer Umkehr des Verhiltnisses (0,73). Danach glich sich dieses

jedoch wieder aus beziehungsweise kehrte sich um (1,05). AnschlieBend setzte sich dieser Trend
bis zur Passage 14 und einem Verhéltnis von 2,74 fort. Im weiteren Verlauf kam es zu einem klei-
nen Einbruch der CD34"-Zellen und somit auch des CD34"- CD133"-Quotienten auf 1,39 bei Pas-
sage 17. Bis Passage 20 blieb er dann zwischen 1,83 und 1,72, um sich dann bis zum Schluss

deutlichst zu Gunsten der CD34"-Zellen zu verindern (Passage 25: 259,0)
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Abb. 16: Verhiltnis von CD34+-Zellen zu CD133+-Zellen
(Fiir die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung (Basis 2) gewéhlt.)

3.1.5 Expression der Lineage Marker bezogen auf die Gesamtpopulation

Die Abb. 17 stellt die Auspridgung der Lineage Marker auf allen Zellen iiber den Zeitverlauf dar.
Da die Zellen beim Priméransatz (Passage 0) durch MACS fiir CD34 selektiert wurden, wurde eine
durchflusszytometrische Analyse fiir die Oberflichenmolekiile erst bei Passage 1 begonnen. Ober-
flachlich betrachtet gilt fiir die meisten linienspezifischen Oberflichenmolekiile, dass deren Vor-
handensein iiber die Zeit eher zunahm. Das CD-Molekiil 15 unterlag dabei der groften Steigerung.
Bei Passage 1 war CD15 auf 14,5% der Zellen vorhanden und stieg dann undulierend auf 73,2%
bis zur Passage 24 an. Die groBBten Auspragungszuwichse ergaben sich zwischen Passage 1 und 3
sowie zwischen Passage 18 und 24. Die Auspriagung von CD14 war, pauschalisiert betrachtet, mit
einigen Schwankungen iiber die Zeit der Kultur relativ konstant und lag in etwa bei 18%. In den
friiheren Passagen lag der Anteil der CD14"-Zellen etwas hoher und in den spiten Passagen eher
etwas niedriger. CD3 stieg relativ kontinuierlich von 0,8% bis auf 12,3% bei Passage 24. Der An-
teil der Zellen, die CD19 auf ihrer Oberfldche tragen, betrug anfinglich 5,5%, steigerte sich bis
Passage 3 auf 24%, um danach bis Passage 11 wieder abzufallen. Bis Passage 21 schwankte der
Anteil dann zwischen 5% und 10%. Bis zum Schluss stieg er jedoch wieder auf 18,5%. Unter den
CD56"-Zellen wurde zwischen CD3-postiven und CD3-negativen Zellen unterschieden. Der Ver-

lauf der CD56/CD3"-Zellen glich bis zur Passage 9 dem Verlauf der CD19"-Zellen. Danach wuchs
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ihr Anteil jedoch im Gegensatz zu den CD19"-Zellen an. Thr Anteil stieg dabei bis zur Passage 20

auf 31%. Im Anschluss fiel er fiir die nichsten Passagen bis auf 22,2%, um in der letzten Passage
wieder auf 27,8% zu steigen. Insgesamt fanden sich CD56 /CD3 -Zellen nur relativ selten und ka-
men bis zur Passage 13 auf einen schwankenden Anteil zwischen 0,1% und 0,3%. Bis zur Passa-
ge 18 lag er dann zwischen 0,3% und 0,5%. In den Passagen 19 bis 22 fiel er dann wieder auf unter

0,3%. AnschlieBend wuchs der Anteil jedoch sprunghaft bis auf 1,5% an.
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Abb. 17: Expression der Lineage Marker im Zeitverlauf
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3.2 Expression von SNEV

In Abb. 18 ist die relative Genexpression des SNEV-Gens iiber die Zeit bezogen auf Passage 3
aufgetragen. Die Expression von SNEV unterliegt deutlichen Schwankungen. Aber man erkennt,
dass SNEV bis zur Passage 5 schwiécher exprimiert wurde als bei Passage 3. Dabei senkte sich die
Expression um den Faktor 2,4 ab. Danach kam es zu einer Phase, in der die Expression wieder bis
auf das 3-fache anstieg, um dann ab Passage 15 wieder auf einen niedrigeren Wert von 45% abzu-
fallen. Ab Passage 21 wurde SNEV wieder stirker exprimiert. Am Ende der Kultur lag die Expres-
sion bei 110%. Die Trendlinie wurde eingefiigt, um die kleineren Schwankungen im Verlauf

optisch zu relativieren.
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Abb. 18: Expression von SNEV
Die blaue Linie gibt den Verlauf der Genexpression von SNEV wieder und die schwarze Linie stellt eine polynomi-
sche Trendlinie 6-ten Grades dar. (Fiir die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung (Basis 2) gewéhlt.)
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3.3 Expression der Cycline

Die Ausprdgung der Cycline wurde iiber 23 Passagen bestimmt. Grafisch dargestellt findet sie sich
in Abb. 19. Es wurde die relative Expression jedes einzelnen Cyclins bezogen auf die Expression
desselben Cyclins auf Passage 3 angegeben. Man erkennt, dass alle Cycline den gleichen Schwan-
kungen unterlagen, sie jedoch unterschiedlich stark ausgepriagt waren. Bei Passage 4 kommt es zu
einem generellen Abfall aller Cycline. Die Cycline D3 und E zeigen jedoch einen schwécheren
Abfall als die tibrigen Cycline. In weiterer Folge ergab sich in der Zeit bis zur Passage 11 eine Ver-
stirkung der Expression der Cyclin D1, D3 und E jeweils bezogen auf Passage 3, wohingegen die
Expression der Cycline A, B1 und C eher zuriick blieb. Bei Passage 12 entsprach die Expression
aller Cycline in etwa der von Passage 3. Danach war der Verlauf aller Cycline fiir die folgenden 4
Passagen relativ homogen. In weiterer Folge kam es zu einem kurzen Abfall der D-Cycline. Uber
die Passagen 18 bis 23 blieben alle Cycline bis auf die Cycline der Gruppe D, welche im Anstieg
begriffen waren, auf unterschiedlichen Niveaus konstant. In der vorletzten Passage steigerte sich
die Expression aller Cycline nochmals deutlich, um dann wieder abzufallen. Bei der Grafik ist zu
beachten, dass die Ordinate eine logarithmische Skalierung aufweist. Diese Darstellung erlaubt es
jedoch besser die Expressionsteigerungen und Expresionabfille darzustellen, da die Schwankungen

im Diagramm nach oben und unten die gleiche Liange aufweisen.
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Abb. 19: Expression der Cycline
(Fiir die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung (Basis 2) gewihlt.)
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Um die unterschiedlichen Verldufe der Cycline noch besser zu verdeutlichen, wurde in Abb. 20 auf
das Gj-Restriktionspunkt-Cyclin Cyclin A normalisiert. Unter der Primisse, dass die Expression
von Cyclin A immer den Wert 1 aufwiesen, verliefen die Cycline B1 und C relativ konstant und
schwankten ebenfalls um eine Expression von 100%. Ihre Ausprigung bewegte sich dabei nur in
einem Bereich von +17,5% und -12,5%. Deutlich groBere Schwankungen wiesen Cyclin D1
(+47,5%; -45,5%), Cyclin D3 (+57%; -39,5%) und Cyclin E (+52,5%; -10,5%) auf. Wéhrend der
ersten 8 Passagen lag die Expression dieser drei Cycline etwa um das 1,3-fache hoher als die der
ibrigen. Wahrend der Passagen 12 bis 16 zeigte sich die Expression aller Cycline etwa auf dem
gleichen Niveau. Bei Passage 17 kam es zu einem interessanten Einbruch in der Expression der
Cycline D1, D3 und E. Am deutlichsten fiel er bei Cycline D1 aus. Es kam zu einem Abfall auf
unter 50%. Das Cycline D3 verlor immerhin noch 40% an Ausprdgung bezogen auf die Passage 3
und das Cyclin E brach in der Passage 17 im Vergleich zu Passage 16 um 28% ein. Dieser Ein-
bruch dauerte aber nur eine Passage an, so dass sich bei Passage 18 diese drei Cycline wieder auf

Durchschnittsniveau bewegten. Danach kam es wieder zu einem Anstieg.
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Abb. 20: Cyclinexpression iiber den Zeitverlauf normalisiert auf Cyclin A
(Fiir die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung gewéhlt.)
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3.4 Cometscore

In Abb. 21 finden sich die Ergebnisse zu unseren Untersuchungen beziiglich der DNA-Schéiden.
UberblicksmiBig zeigt sich ein wannenformiger Verlauf des Cometscores. Anfangs (Passage 2) lag
der Cometscore bei 250, bei Passage 10 fiel er auf 26 und bis zu letzten Messung stieg er wieder
auf einem Wert von 182. Wahrend der Passagen 4, 11, 13-14 und 16-17 stieg der Cometscore kurz
an, um danach gleich wieder abzufallen. Der Anstieg des Cometscore der Passage 4 fiel dabei mit
113 Punkten am deutlichsten aus. In den Passagen 10 bis 18 war die allgemeine Steigerung ausge-

priagten Schwankungen unterworfen. Danach war der Verlauf relativ homogen steigend.
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Abb. 21: Cometscore
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Ergtnie

Die carbonylierten Proteine wurden von uns nur wéhrend der Passagen 11 bis 16 bestimmt (siche

Abb. 22). In den ersten 4 Passagen stieg die Menge an Proteinen mit Carbonylgruppen von 534

pmol/mg je Img Eiweill auf 988 pmol/mg je 1mg Eiweill und fiel dann bis zur Passage 843 auf

pmol/mg je 1mg EiweiB3 ab.
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3.6 Sekundire koloniebildende-Einheiten-Assay

Die Abb. 23 zeigt die Ergebnisse des sekundire-koloniebildende-Einheiten-Assays. Der blaue
Graph gibt die Anzahl der Teilungen der sekundéiren CFUs wieder (linke Ordinate) und wurde
wiahrend der Passagen 2, 3, 5 und 6 bestimmt. Bei Passage 2 kam es zu durchschnittlich 2,7 Tei-
lungen bis sich die endgiiltige Anzahl von sekundéren Kolonien bildete, bei Passage 3 waren es 2,4
Teilungen und bei Passage 5 0,8. Wihrend Passage 6 kam es zu einem Anstieg der proliferativen

Kapazitit auf 1,9 Teilungen.

Die Anzahl der priméren Kolonien, die sich nach dem Ansatz von 1.000 Zellen/ml in 500 pl Me-
thylcellulose (=500 Zellen absolut) bildeten, veranschaulicht der griine Graph in Abb. 23 (rechte
Ordinate). Die Zellen wurden vorher mit MACS nach CD34 separiert. Die primdren CFU wurden
von Passage 1 bis 24 bestimmt. Bei der ersten Passage wurden nur durchschnittlich 5,5 Kolonien je
500 eingesetzten Zellen gebildet. Bei der zweiten Passage wuchs die Anzahl der gebildeten Kolo-
nien pldtzlich auf 27 an und hielt sich wihrend der nichsten Passage auf dhnlichem Niveau (25),
um danach bis Passage 5 deutlich auf 6,4 abzufallen. Bei Passage 6 kam es dann wieder zu einem
Anstieg auf 31, um anschlieBend relativ kontinuierlich, in einer asymptotischen Art und Weise, bis

auf fast 0 abzufallen. Wéhrend der Passagen 15 und 19 kam es zu kleineren Einbriichen.
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Abb. 23: primire und sekundire CFU

Die blaue Linie beschreibt die durchschnittliche Anzahl an symmetrischen Teilungen je eingesetzter Kolonie zur Bil-
dung neuer Kolonien und wird auf der linken Ordinate abgebildet. Die griine Linie beschreibt die Anzahl von neu ge-
bildeten Kolonien nach Einsatz von 500 Zellen (CD34 MACS positiv) und wird auf der rechten Ordinate abgebildet.
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3.7 Telomerlinge und Telomeraseaktivitit

Ergebnisse _

Die Telomerldnge und Telomeraseaktivitdt wurden ab Passage 3 bis zur letzten Passage bestimmt

und in dem Diagramm in Abb. 24 dargestellt. Der griine Graph gibt die Telomerldnge in Kiloba-

senpaaren (kbp) (linke Ordinate) und der blaue Graph die Telomeraseaktivitdt in amol/ul (rechte

Ordinate) wieder.

Bis zur Passage 16 war die Telomeraseaktivitét relativ konstant, mit minimalen Schwankungen, in

einem Bereich von 0,68 bis 1,2 amol/ul. Bei Passage 17 kam es zu einem sprunghaften Anstieg auf

3,83 amol/pl. Aber gleich in der néchsten Passage fiel die Aktivitit wieder auf einen Wert von

0,87 amol/pl ab. Fiir die nichsten vier Passagen lag die Telomeraseaktivitdt wieder in einem engen

Bereich zwischen 0,68 und 0,99 amol/ul. Danach fiel sie bei Passage 23 auf einen sehr niedrigen

Wert von 0,06 amol/ul ab und stieg wihrend der letzten beiden Passagen auch nur noch auf

0,27 amol/pl bzw. 0,21 amol/pl.

Die Telomerlénge zeigte einen &hnlichen Verlauf wie der der Telomeraseaktivitdt. Ebenfalls war

bis zur Passage 16 eine Lénge der Telomere messbar, die in einem schmalen Fenster, wenn auch

starker schwankend, relativ konstant war. Bis auf Passage 12, wo eine Lange von 6,8 kbp gemessen

wurde, lagen alle Werte zwischen 7,0 und 7,2 kbp. Ebenso &hnlich war auch das sprunghafte An-

steigen der Telomerliange wihrend Passage 17 auf 7,6 kbp. Aber danach kam es zu einem stetigen

Abfall, mit einem nur minimalen Zwischenanstieg bei Passage 21, bis zum Schluss auf einen Wert

von 6,4 kbp.
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Abb. 24: Telomerlinge und Telomeraseaktivitit
(Fiir die Ordinate der Telomeraseaktivitit wurde eine logarithmische Skalierung gewahlt.)
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4 Diskussion

Hayflick war in den 1960ern einer der ersten, der erkannte und im Folgenden nachwies, dass Zellen
nicht unsterblich sind."”* ¥ Heutzutage stellt das Altern und im Besonderen das Altern von Zellen
ein immer noch schwer zu definierenden Prozess dar. Es gibt verschiedene Theorien, die die zellu-
lare Seneszenz beschreiben. Man unterscheidet grob zwei Ansétze. Zum einen die Schadenstheo-

(] und zum anderen, Theorien, die ein vorprogrammiertes Altern® beschreiben. Insgesamt ist

rien
das Altern ein dulerst komplexer Vorgang, der sich als ein Zusammenspiel von unterschiedlichsten

Faktoren darstellt.

Im Allgemeinen haftet den Stammzellen der Ruf an, dass sie nicht Altern bzw. durch bestimmte
Strategien Alterungsschritte riickgingig machen konnen, was sie somit quasi unsterblich macht™*

%1 basierend auf den Aussagen der DNA-Unsterblichkeits-Hypothese.*”!

Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem Altern hdmatopoetischer Stammzellen in einem Langzeitex-
pansionsmodell. Aber um eine Aussage dariiber treffen zu kdnnen, muss zuerst einmal die hdmato-
poetische Stammzelle definiert und isoliert werden. Da h@matopoetische Stammzellen in der
derzeitigen Literatur noch nicht eindeutig definiert sind und unter der Bezeichnung ,,hdmatopoeti-
sche Stammzellen“ eine Gruppe von Zellen mit unterschiedlichen Phénotypen aufgefiihrt sind,
muss man dabei genau aufpassen, welche Zellen genau beschrieben werden. Bei unseren Versu-
chen haben wir den Oberflichenmarker CD34" als charakterisierenden Marker verwendet. Die

nachfolgenden Aussagen beziehen sich auf Zellen mit diesem Phénotyp.

67 |



Diskussion _

4.1 Teilungsfihigkeit und Differenzierung der HSC

Unsere Ergebnisse beziiglich der Teilungsfihigkeit zeigen, dass sich die CD34"-Zellen besonders
in den ersten zwei Wochen der Kultur stark vermehrten. In diesem Zeitraum kam es zu einer Zu-
nahme um den Faktor 37. Dieses Ergebnis deckt sich mit Resultaten anderer Gruppen, die unter
dhnlichen Bedingungen, einen Anstieg der CD34'-Zellzahl in einem Bereich zwischen dem
20- und 60-fachen erzielten.*™** Es ist jedoch zu beachten, dass sich die Gesamtpopulation sogar
um den Faktor 87 vermehrte, was zu einer prozentualen Abnahme der CD34 -Fraktion von 54%
auf 23% fiihrte. Daraus schlussfolgernd kam es zu einer verstirkten Ausdifferenzierung der Zell-
population bei gleichzeitiger Zunahme des Stammzellpools. Des Weiteren ist interessant, dass es
ebenfalls zu einer Vermehrung der primitiveren CD133"-Zellen kam. Das AusmalBl war dem der
CD34"-Zellen #hnlich. Was wiederum dafiir spricht, dass es nicht nur zu einem Ausdifferenzieren

der Population kam sondern auch self-renewal stattfand.

In den weiteren Wochen der Kultur (bis Passage 8) lag das Niveau der Expression von CD133 so-
gar hoher als das von CD34"-Zellen und Leukozyten, was bedeutet, dass das self-renewal verstirkt

vollzogen wurde.

Uber den gesamten Zeitraum bis zur Passage 21 stieg die Anzahl an CD34"-Zellen und CD133"-
Zellen (bis auf kleine Ausnahmen bei Passage 9 und 15). Am Ende der Kultur jedoch nahm die
Anzahl der CD133"-Zellen deutlich ab, bei in etwa gleichbleibender Menge an CD34"-Zellen. Es
ist vorstellbar, dass die Zellen ab diesem Zeitpunkt schon so sehr verbraucht und gealtert waren,
dass ein Aufrechterhalten des self-renewal nicht mehr moglich war, sie ausdifferenzierten und so-
mit ihre Anzahl kontinuierlich abnahm. Nichtsdestotrotz konnte die Zahl an CD34"-Zellen wihrend
der Kultur um den Faktor 10° und die der CD133"-Zellen um den Faktor 0,5 x 10° erhoht werden.
Das zeigt das enorme Potenzial dieser Zellen und entspricht den in der Literatur gefundenen Da-

ten.[89'91]

Nach jeder Woche wurde die Verteilung der Lineage-Marker CD3, CD14, CD15, CD19 und CD56
gemessen. Diese Oberflichenmolekiile werden jeweils nur von bestimmten Leukozyten exprimiert,

so dass man sie nach dessen Vorkommen charakterisieren und einteilen kann (siche Tab. 10).
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CD3 T-Zellen (T-Zellrezeptor)

CD14 Monozyten

CDI15 neutrophile Granulozyten und Monozyten
CD19 B-Zellen

CD45 Leukozyten

CD56 Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

Tab. 10: Lineage-Marker™* *?!
Diese Liste gibt nur den Teil aller Lineage-Marker wieder, der von uns gemessen wurde. Sie umfasst vor allem die
spéten linienspezifischen Antigene.

Die Ausdifferenzierung von HSC in die Vorlduferzellen der Blutzellen und schlieBlich in vollent-
wickelte Blutzellen ist abhéngig von vielen Faktoren, unter anderem von der Menge und Zusam-
mensetzung an Zytokinen.””! Diese Zytokine konnen dabei von den Zellen selbst produziert
werden oder aber auch von auBen zugesetzt werden.”” Unser Kulturmedium enthilt Stammzellfak-
tor (SCF), FIt3 Ligand (FL), Thrombopoetin (TPO) und Fetales Kélberserum (FBS), die alle auf
die Differenzierung Einfluss nehmen konnen.”> °*! SCF und FL haben einen #hnlichen Effekt, der
sich bei Vorhandensein beider Wachstumsfaktoren potenziert.””) Zusammen iiben beide einen
proliferationsfordernden Effekt auf die frithen Zellen der Hamatopoese aus.””! SCF allein fiihrt zu
einen lingeren Uberleben von LTR-HSC, nicht jedoch zur einen verstirkten self-renewal.”® FL
verstdrkt auerdem den Effekt anderer hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren, ohne dabei selber

[99-102

auf die spiate Hamatopoese Einfluss zu nehmen. ' IL-6 kann die Hdmatopoese verschiedener

Linien stimulieren.!'®®

I Fiir TPO wurde gezeigt, dass es in Kombination mit anderen Wachstums-
faktoren, HSC dazu bringen kann CFU-Mk zu bilden. TPO allein kann dann wiederum die Weiter-
/Ausdifferenzierung in Thrombozyten fordern."® TPO inhibiert p27 und verstirkt die Expression

von Cyclin D (siche Abb. 25 (S.77)).l'%

Es ist natiirlich auch denkbar, dass die Lebensspanne bzw. Halbwertszeit der Blutzellen eine Rolle
bei der Messung der Verteilung bzw. Anzahl der jeweiligen Blutzellen spielt, da bei einer halb so
langen Lebensspanne doppelt so viele Zellen produziert werden miissten, um dieselbe Anzahl zu

gewibhrleisten.
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4.2 SNEV

SNEV als SpleiBingfaktor fiihrt zu einer verstdrkten Expression von p16 und p53 und zu einer ge-
ringeren Apoptoserate (siche Abb. 25 (S.77)).**”) Wenn SNEV hochreguliert ist, sind DNA-Schi-
den weniger stark ausgeprigt.** Dabei fiilhrt SNEV vermutlich zu einem transienten
Zellzyklusarrest, fiir die Reparatur der DNA. Auf der anderen Seite fiihren ausgeprigte DNA-

Schiden zu einer Induktion von SNEV.[?%24

Bei unseren Untersuchungen gab es zwei Perioden, in denen SNEV besonders stark exprimiert
wurde, zwischen Passage 6 und 14 sowie zwischen Passage 21 und dem Ende der Kultur. Gleich-
zeitig finden sich gegenliufige Ergebnisse bei unseren Untersuchen beziiglich der DNA-Schiden.
So sind diese besonders in den Perioden hoch, wo SNEV weniger stark exprimiert wird und umge-
kehrt. Das widerspricht der Annahme, dass stark ausgepragte DNA-Schidden eine SNEV-Expres-
sion induzieren. Auf der anderen Seite konnte man vermuten, dass in den Zeiten, wo SNEV
besonders stark exprimiert wird, die DNA-Schidden besser repariert werden. Die Frage ist nun:
,»Was hat nun zu der verstiarkten Expression von SNEV gefiihrt?*. Eine mogliche Erklarung wire,
dass immer, wenn es zu einem Anstieg der SNEV-Expression kam, ein neuer HSC-Zellklon mit
hoher SNEV-Expression aus der Ruhephase geholt wurde und sich dann konsekutiv verstiarkt ver-
mehrt hat bzw. weniger hiufig in Apoptose gegangen ist. Allerdings bedarf diese These weiterer

Untersuchungen und ist derzeit bestenfalls als Annahme zu bezeichnen.
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4.3 DNA-Schaden

Der von uns angewandte Comet-Assay ist eine sensitive Methode, um DNA-Schiden in nur gerin-
gen Zellmengen zu detektieren und zu quantifizieren. Es zeigte sich, dass schon wéhrend der ersten
Passagen der Comet-Score schon recht hohe Werte annahm, was bedeutet, dass die Zellen héher-
gradigen DNA-Verdnderungen unterworfen waren. Der Grund dafiir kdnnen zum einen hoherer

exo- oder endogener Stress sein, zum anderen aber auch fehlerhafte Reparaturmechanismen.

Arten von DNA-Schaden

Die Arten von DNA-Schéden sind vielféltig und reichen von Chromosomenanomalien bis zu Ein-
zelbasenverdnderungen des Genoms. Die Ursachen werden in exogene und endogene eingeteilt. Zu
den endogenen Ursachen zdhlen Stoffwechselabfallprodukte wie reaktive Sauerstoffspezies (rOS),
wozu Wasserstoffperoxid oder Hyperoxid-Anionen gehdren, oder Schidden, die durch Fehler, bei
der Replikation der DNA entstehen. Mogliche exogene Noxen sind zum Beispiel energiereiche

[17, 106, 107

Strahlung (UV- oder y-Strahlen), Chemikalien und Toxine oder Viren. I'Natiirlich kénnen

auch fehlerhafte zelluldre Reparaturmechanismen durch Basen-, oder Nukleotid-exzision DNA-

Schiden hervorrufen.!'®

DNA damage response

Die DNA-Schédden induzieren Reparaturmechanismen. In Abhingigkeit von der Art der DNA-Ver-
dnderungen und der Phase des Zellzyklus, in der sich die Zelle gerade befindet, wird die Expres-
sion von bestimmten Proteinen verstérkt oder vermindert und dadurch eine DNA-Reparaturkaskade
(,DNA damage response®, DDR) in Gang gesetzt (siche Abb. 25 (S.77)). Eine zentrale Rolle spie-
len die Proteinkinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ATM und Rad3-related).!'””!
ATM wird eher bei Doppelstrangbriichen aktiv und ATR cher bei Einzelstrangverinderungen.!''”!
Normalerweise wird p53 durch das Molekiil MDM2 (murine double minute 2) weniger exprimiert
und auch verstirkt abgebaut. Allerdings kommt es bei DNA-Schiden in der G;-Phase zur Aktivie-
rung von ATM, welches eine Hemmung von MDM2 und eine direkte Phosphorylierung von p53
sowie indirekt {iber Chk2 (Checkpoint Kinase 2) bewirkt.""'"'"*) Durch die Phosphorylierung kann
p53 nicht mehr so schnell abgebaut werden und akkumuliert. ATR hat einen dhnlichen Effekt. Die-
ser ist jedoch nicht so genau geklirt und geht eher iiber Chk1 (Checkpoint Kinase 1).!'"* '] p53
fithrt nun zu einer Hochregulierung von verschiedenen Genen (MDM2, GADD45 und p21“P). Ent-
scheidend ist nun, dass p21“" die Cyclin abhiingigen Kinasen inhibiert und zu einem Zellzyklusar-
rest flihrt. Sollte der DNA-Schaden zu stark sein, wird iiber p53 der apoptotische Zelltod initiiert.
p53 aktiviert dabei BAX (Bcl-2 associated x protein). Diese setzten Cytochrom C aus der inneren
Mitochondrienmembran frei und entlassen es ins Zytosol der Zelle. Dadurch Kaskade von Caspa-

sen in Gang gesetzt und die Zelle degradiert sich.!'”''¢-117]

71|



Diskussion

In der S-Phase kommt es bei DNA-Schidden auch zur Aktivierung von ATM und Chk2. Aber dies-
mal wird dadurch Cdc25A (cell division cycle 25A) phosphoryliert und dadurch Ubiquitin-

abhiingig abgebaut.!''®! Cdc25 Molekiile entfernen Phosphatmolekiile von Cyclin abhéngigen Kina-

sekomplexen und unterstiitzen sie somit in deren Funktion beim Fortschreiten des Zellzyklus.!'"*!

Wihrend der G,-Phase spielt wiederum die Aktvierung von ATM bzw. ATR und Chk2 sowie Chk1
eine Rolle. Aber diesmal steht im Folgenden die Downregulation von Cdc25C an zentraler

Stelle.!'2"]

DNA-Schédden konnen wihrend jeder dieser Phasen zu einem transienten Arrest des Zellzyklus, zu
einem irreversiblen Arrest des Zellzyklus und auch in den apoptotischen Zelltod fithren.!"*"! Der
Zustand der Zelle, bei dem sie einen endgiiltigen Stillstand ihrer Proliferationsfahigkeit erreicht hat
und sie jedoch noch immer am Leben ist, bezeichnet man als zelluldre Seneszenz und hat natiirlich
auch Auswirkungen auf das Altern im Allgemeinen.!"") Es ist anzunehmen, dass stirkere Schiden
an der DNA eher zu einem irreversiblen Anhalten des Zellzyklus und geringerer Schaden eher zu

reversiblen Anhalten fiihren.

In Anbetracht der Tatsache, dass die HSC frisch aus dem Nabelschnurblut isoliert wurden und sie

[122], liegt

in vitro ohne inhibitorische Zytokine einem hohen Proliferationsdrang unterworfen waren
die Vermutung nahe, dass sie aufgrund der hohen Teilungsrate vermehrt DNA-Schédden ausbilde-
ten, denn bei hohen Proliferationsraten kommt es zu einem vermehrtem Anfall von reaktiven Sau-
erstoffspezies (erhdhtem endogenen Stress) und folglich zu DNA-Schiden.!"> Dadurch wird DDR

in Gang gesetzt und es kommt zum erhShtem Auftreten von zellulirer Seneszenz.!'**!

In weiterer Folge (zwischen Passage 6 und 13) kam es zu einem Abfall der Cometscores. Gleich-
zeitig lagen die durchschnittlichen Teilungsraten der HSC auf dem niedrigsten Niveau der gesam-
ten Kultur, wenn auch nur geringfiigig und ohne das Ende der Kultur miteinzubeziehen, was
vermutlich zu einer geringeren Produktion von rOS fiihrte und auch DNA-Reparaturmechanismen

begilinstigte.

Nach der Passage 13 kam es zu einem mehr oder weniger konstanten Ansteigen der DNA-Schéden.
Die Proliferationsrate ist wieder etwas hoher, was wieder die weiter oben genannten Konsequenzen

haben kann.
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4.4 Oxidativer Stress

Der Anteil carbonylierter Proteine am Gesamteiweifl gibt Aufschluss dartiber, wie viel oxidativem
Stress die Zellen ausgesetzt waren. Dabei werden die Carbonylgruppen gemessen, die sich an die
Aminoséuren angelagert habe. Diese Bindungen sind irreversibel und kdnnen nur durch Proteinab-

[125, 126

bau vermindert werden. I Besonders hoch ist der Anteil von carbonylierten Proteinen in post-

mitotischen Zellen — Zellen, die sich nicht mehr teilen. Man geht davon aus, dass durch

1271 AuBerdem wird vermutet,

Proliferieren der Anteil an carbonylierten Proteinen verdiinnt wird.!
dass carbonylierte Proteine auch eine positive Funktion haben kénnen. So werden sie durch die
Markierung mit Carbonylgruppen, schneller abgebaut. Das flihrt zu einem regelméafigen Erneuern

dieser Proteine.!'?%13%

Die carbonylierte Proteine wurden leider nur wéhrend der Passagen 11 bis 16 bestimmt, so dass
sich kaum eine Aussage dariiber machen ldsst. Die Verdnderungen entsprechen in etwa denen des
Cometscores wahrend der gleichen Zeit, was wiederum belegt, dass zwischen rOS und DNA-Scha-

den ein enger Zusammenhang besteht.

Ito und Kollegen haben gezeigt, dass rOS in ATM-defizienten Mausen ansteigen. Das induziert

p38-MAPK, was wiederum die INK-Familie aktiviert, dadurch zu einem Arrest des Zellzyklus und

6Ink4a 5 Ink4b 8 Ink4c’

schlieBlich zu zelluldrer Seneszenz fiihrt.!'*! Zur Ink4-Familie gehoren pl , pl , pl

glnkad I Diese wirken durch eine Inaktivierung des

und das funktionell verschiedene p19*RF 3!

pl
Cyclin-CdK-Kinasekomplexes und auBBerdem aktivieren sie das inhibitorische Rb-Protein (siche
Abb. 25 (S.77)).!'*! Gleichzeitig stellten sie eine Abnahme der Anzahl von side-population cells
(SP*-Zellen) fest, einer unter den HSC quieszenten (ruhend, nicht aktiviert) Zellpopulation.!'*! Auf
der anderen Seite bewahren Stoffe, die zu einer Abnahme der intrazelluldren rOS fiihren, die HSC
von der Aktivierung p38-MAPK-Wegs und fithren im Wildtyp zu einer Verldngerung der Lebens-
zeit und einer Verbesserung des Repopulationsvermogens in seriellen Stammzelltransplan-

tationen.""*) Es lieB sich darauf schlieBen, dass rOS einen Einfluss auf das self-renewal von HSC

haben.['**!
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4.5 Primare und sekundire koloniebildende Einheiten

Der sekundire koloniebildende Einheiten Assay oder auch CFU-GM-replating Assay ist ein von
der Gruppe um Myrtle Gordon entwickeltes Verfahren, um das self-renewal Potenzial von kolonie-

13213 Dabei wird davon ausgegangen, dass die

bildenden Einheiten (CFU) einschétzen zu konnen.
CFU-GM, die nur noch ein begrenztes Potenzial besitzen Tochterkolonien zu bilden, weniger self-
renewal betreiben konnen als solche, die aufgrund von Selbstverdoppelung (self-renewal) ihre An-

zahl erhdhen konnen.!'

! Gordon et al. fanden heraus, dass es unter den Progenitoren solche gibt,
die zuerst self-renewal betreiben und dann Kolonien bilden und solche, die kaum self-renewal be-
treiben und schon friith anfangen auszudifferenzieren, somit aber in ihrer méglichen Maximalanzahl

von zu bildenden Zellen beschrinkt sind.['*

Die Anzahl der primiren und sekundiren Kolonien wurde bestimmt. Es zeigte sich in Passage 3
und 4, dass das self-renewal Potenzial bzw. die Anzahl der mdglichen Teilung relativ hoch war. In
Passage 1 und 5 war die Teilungsrate in unseren Versuchen bzgl. der priméren und sekundéren
Kolonien sehr niedrig, was nicht so recht erkldrbar ist und vermutlich eher auf zufillige Fehler in
der Versuchsdurchfiihrung oder auf mangelhafte Komponenten (zum Beispiel Kontamination)
zuriickzuflihren ist. Eine dhnliche Verdnderung zeigte sich auch in den ersten flinf Passagen bei den
primdren Kolonien. Im spéteren Verlauf fiel die Anzahl der gebildeten primiren Kolonien je einge-
setzten 500 CD34"-Zellen von 31 bei Passage 6 auf fast 0 bis zum Ende der Kultur ab. Das deutet
darauf hin, dass die die Zellen eher weniger self-renewal betrieben haben. Allerdings muss man bei
dieser Aussage vorsichtig sein, da bei der Messung der primiren Kolonien nicht nur das self-rene-
wal Potenzial eingeschétzt wird, sondern dabei noch mehr Faktoren eine Rolle spielen. Einfluss
nehmen konnen dabei die Qualitit der eingesetzten Zellen, hinsichtlich der Apoptoserate oder zel-
luldre Seneszenz, aber auch die tatsdchliche Anzahl von eingesetzten CFU-GM, denn in der einge-
setzten CD34 -Fraktion kénnen natiirlich noch andere Zellen vorhanden sein. Als Beispiel sei hier

nur CFU-ME genannt.
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4.6 Zellzyklus

Der Korper benétigt jeden Tag stdndig neue Blutzellen. Um dies zu gewéhrleisten, werden konti-
nuierlich Zellen ausgehend von den HSC gebildet. Es muss allerdings auf der anderen Seite ver-
hindert werden, dass sich zu viele neue Zellen bilden oder sich zu stark genetisch verénderte Zellen
vermehren und sich ein neoplastisches Krankheitsbild entwickelt. Diese beiden Bedingungen wer-
den durch ein komplexes Netzwerk von verschiedenen aktivierenden und inhibitorischen Signalen
reguliert. Im Zentrum all dieser Faktoren steht der Zellzyklus. Schreitet er voran, bewegt sich die
Zelle auf eine mogliche Teilung zu. Kommt es zu einem Arrest, kann dies verschiedene Ursachen
haben. Zum einen kann es aufgrund von DNA-Schéden und der bendtigten Zeit zur Reparatur der

[121]

Schiaden zu einem Anhalten des Zellzyklus kommen,' “* zum anderen kann aber auch das Vorhan-

densein ausreichender Blutzellen zu einem Arrest fithren oder aber es ist genetisch determiniert.

Durch BrdU-Aufnahmestudien (Bromdesoxyuridin) wurde herausgefunden, dass sich zu einem
bestimmten Zeitpunkt unter den adulten HSC nur fiinf bis zehn Prozent auBBerhalb der Go/G,-Phase
des Zellzyklus und somit in einem ruhenden bzw. quieszenten Zustand befinden.!*” Allerdings
fand man auch heraus, dass dieser Zustand ein flieBender ist, was bedeutet, dass die Zellen in re-
gelméBigen Abstinden von Quieszenz in den aktiven Zustand wechseln. Fiir menschliche HSC

[138

geschieht das ungefihr alle 40 Wochen, dass sie einmal den Zellzyklus durchlaufen.!"*® Quieszenz

scheint fiir die HSC wichtig zu sein, da es bei Storung dieser frither oder spiter zu einem Erschop-

139

fen der Blutbildungsfihigkeit kommt."*”! Bei diesem Wechselspiel haben viele Faktoren sowohl

intrinsische als auch extrinsische einen Einfluss.

In der Einleitung (1.1.3 Zellzyklus (S.10)) wurde bereits beschrieben, dass fiir das Fortschreiten des
Zellzyklus bestimmte Proteine die Cycline nétig sind (siehe auch Abb. 25 (S.77)). Diese verbinden
sich mit den Cyclin abhidngigen Kinasen (CdKs) und phosphorylieren die Mitglieder der Re-
tinoblastom (Rb) —Familie. Dazu gehoren die Proteine pRb, p107 und p130.M"*" Bis vor kurzem
dachte man, dass die Rb-Proteine bei der Himatopoese nur eine kleine Rolle spielen, da durch
Ausschalten einzelner Mitglieder der Familie kaum ein Unterschied im Phénotyp auszumachen
war. Erst als alle drei parallel ausgeschaltet wurden, fiihrte dies zu einem myeloproliferativen Phé-
notyp und die HSC zeigten Schwierigkeiten nach der Transplantation die Blutbildung vollstindig
zu rekonstituieren. Die verschiedenen Mitglieder der Rb-Familie sind zueinander redundant, wenn

(141192 Iy jhrem nicht phosphorylierten Zustand hemmen sie

auch auf unterschiedlichen Ebenen.
den Transkriptionsfaktor E2F und halten die HSC in der G;-Phase. Ein Zielgen von E2F ist das
Cyclin E."*! Die Rb-Proteine werden durch D-Cyclin/CdK-4/CdK-6-Kinasekomplex und E-Cyc-

lin/CdK-2-Kinasekomplex gehemmt.!'*’!
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Die D-Cyclin-Familie umfasst die Mitglieder Cyclin D1 (Ccndl), Cyclin D2 (Cend2) sowie Cyclin

D3 (Cend3) und auch diese sind zueinander redundant.!** '** Knockoutmause fiir alle drei D-Cyec-

line zeigten schwere Blutbildungsstorungen schon in der Embryogenese.!'*”!

Noch eine Stufe hoher stehen die Mitglieder der Ink4-Familie (siche S.73 und Abb. 25 (S.77))). Sie

inhibieren den D-Cyclin/CdK-4/CdK-6-Kinasekomplex, fithren zu einer Induktion von p53!"°",

[146

einer Induktion des Rb-Proteins''*! und zu einem Schutz vor dem Abbau von p21°P und

p275*! 47 Besonders wenn die HSC unter tumordsem Stress steht und das Protoonkogen Ras akti-

viert ist, kommt es zu einer von Aktivierung von p16™“** und p15 "™ %% 191 pag Molekiil Bmil

wirkt inhibitorisch auf den Genexpressionslokus der INK4-Familie.!'*"!

Eine weitere Gruppe von Zellzyklusinhibitoren ist die Cip/Kip-Familie (siche Abb. 25 (S.77)).
Dazu gehoren p21P, p27°"" und p57*""*! Diese verhindern den Eintritt in die S-Phase des Zell-

zyklus durch Inhibieren des E-Cyclin/Cdk2-Kinasekomplexes. Sie werden unter anderem von p53

151

aktiviert."”'"Von auBen kann TGF-B (Transforming growth factor beta) oder Notch Liganden iiber

die Transkriptionsfaktoren junB und Hes1 zu einer Expression von p21<" und p57°"* fithren.!'>*"'>4

Des Weiteren gibt es noch den Phosphatidylinositol-3-Weg (siehe Abb. 25), der einen Pfad von
extrinsischen Signalen auf den Zellzyklus darstellt. Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) leitet

U4) Bs wird die Threonine/Serine

dabei die stimulatorischen Signale von TPO und SCF weiter.
kinase Akt aktiviert, welche wiederum mTOR (mammalian target of rapamycin) aktiviert. Gleich-
zeitig fiihrt PI3K zur Unterdriickung der Transkriptionsfaktoren der FoxO-Familie (forkhead box
0). Dieser Pathway kann durch PTEN (phosphatase and tensin homologue) inhibiert werden. PI3K
fiihrt tiber Akt zu einer Beschleunigung des Zellzyklus zum einen durch Stabilisierung der D-Cyc-

line und durch Inhibierung von FoxO und dessen Transkriptionsprodukte der Cip/Kip- Familie.!'>
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Notch TGF-p

Cyclin B

Abb. 25: Kontrollwege des Zellzyklus

* nur aktiv bei nicht kurzen Telomeren

Erkldrung siehe Text. Durchgezogene und gestrichelte Pfeile haben dieselbe Bedeutung und wurden nur aufgrund der
Ubersichtlichkeit gewhlt.

Modifiziert und ergénzt nach Pietras et al.['*!

Bei unseren Untersuchungen zum Zellzyklus haben wir uns auf die Expression der Cycline kon-
zentriert. Grundsétzlich unterliegen alle von uns bestimmten Cycline den gleichen Schwankungen,

wenn auch in unterschiedlichem Ausmalfl. Das kann auf den Wechsel zwischen ruhenden und akti-
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ven Zellen zuriickzufiihren sein, da die Cyclin Level in ruhenden Zellen geringer sind als in aktiven

Zellen.!

Es fillt prinzipiell auf, dass es iiber den Zeitverlauf drei voneinander differenzierbare Phasen gab.
Phase 1 ist bis Passage 10, Phase 2 zwischen Passage 11 und Passage 18 und Phase 3 ab Pas-
sage 19.

Wihrend Phase 1 kam es zu einen Hochregulieren der Cycline, die fiir die Uberwindung des G,/S-
Checkpoints notig sind, bei gleichzeitiger Minderexpression der Cycline A und B. Das kénnte da-
fiir sprechen, dass die Zellen einem von extern erhohtem Teilungsdrang durch fehlende inhibitori-
sche Signale unterlagen. Zu diesen Signalen gehdrt zum Beispiel der Tie2/Angiopoietin-1-Weg,
der eine wichtige Rolle bei der HSC Quieszenz spielt.!">” Gleichzeitig waren die DNA-Schiden,
die wir mittels des Comet-Assays wihrend dieser Phase bestimmt haben besonders hoch, was zu
einer Induktion von p53 und konsekutiv p27 gefiihrt haben kdnnte. p27 fithrte dann moglicherweise
zu einem Zellzyklus Arrest bei trotzdem erhdhten Cyclinleveln. SNEV weist in eine &dhnliche Rich-
tung. Unsere Untersuchungen beziiglich der Teilungsfihigkeit zeigten kein starkes Wachstum in
dieser Zeit, was aber auch damit erkldrt werden kann, dass gleichzeitig Zellen vermehrt in die

Apoptose gegangen sein konnten.

Wihrend der Phase 2 kam es wieder zu einer Abnahme der relativen Uberexpression der G,/S-
Cycline. Zur selben Zeit sind aber die DNA-Schiden auf einem geringeren Niveau als es in der

Phase 1 der Fall war. Auch SNEV war weniger stark exprimiert als noch in der ersten Phase.

Wihrend der Passage 17 kam es zu einem plotzlichen Abfall der G,/S-Cycline bei gleichzeitigem
Anstieg der S/G,/M-Cycline. Gleichzeitig kam es auch zu einem plotzlich Anstieg der Telomerase-
aktivitdt und der Telomerldnge. Die grofite Telomeraseaktivitét findet sich meist wiahrend der mitt-

(158, 1991 Eg kann also sein, dass aufgrund der erhohten

leren und spéten S-Phase des Zellzyklus.
Telomeraseaktivitdt und der verstirkten Verldngerung der Telomere es zu einem Arrest des Zell-

zyklus in der S-Phase gekommen sein konnte.
Die Phase 3 war dann der ersten Phase wieder sehr dhnlich.

Das Cyclin C ist normalerweise fiir die Induktion des Zellzyklus verantwortlich und findet sich
deshalb am Ubergang von der G¢- zur G;-Phase. Es verbindet sich mit CdK3 und bildet den C-
Cyclin/Cdk3-Kinasekomplex.'®” Es spielt auBerdem eine Rolle beim Aufrechterhalten der Quies-
zenz in HSC.'"®" Bei unseren Untersuchungen zeigt sich der Verlauf von Cyclin C gleich dem Ver-
lauf von Cyclin B, welches zusammen mit Cyclin A eher fiir den Transit S/G,/M-Phase zusténdig

ist.
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4.7 Telomerlange und Telomeraseaktivitat

Telomere sind spezielle Chromatin Strukturen an den Enden der Chromosomen, die das Ende der
DNA davor bewahrt als Strangbruch erkannt zu werden. Diese DNA-Sequenzen sind aus sich wie-
derholenden TTAGGG Wiederholungen zusammengesetzt. Bei jeder Zellteilung verliert die Zelle
ein Stiick ihrer Telomere, da die Replikation nicht bis zum Ende des DNA Strangs erfolgen kann.
Aus diesem Grund miissen die Telomere von einer bestimmten Polymerase gebildet werden — der

Telomerase (telomerase reverse transcriptase, TERT).!'%%)

Wenn die Telomere eine kritisch kurze Lénge erreichen, ldsst die Integritit sowie die Stabilitdt des
Genoms nach, Reparaturmechanismen wie die homologe Rekombination (HR) oder Non-
homologous end joining (NHEJ) wiirden fehlerhaft korrigieren und es kann konsekutiv zu Chromo-

1163161 Um dem entgegen zu wirken, werden Zellen bei kiirzer wer-

somenaberrationen kommen.
denden Telomere in Apoptose geschickt oder es kommt zu einem Arrest des Zellzyklus. Geschieht
dies in Stammzellen, ist die Regeneration von Gewebe nicht mehr gewéhrleistet und es kommt zu
Alterungserscheinungen.!'> ! Auf der anderen Seite ist dies ein Mechanismus um Neoplasien
vorzubeugen. Bei sich schnell teilendem Tumorgewebe konnen kritisch kurze Telomere zu einem
Wachstumsstopp flihren und die Zellen miissen, um sich weiter teilen zu kénnen die Telomerase

erst wieder aktivieren oder einen Weg finden die Telomere zu verlangern.!'®* '¢7-1¢]

Haben die Telomere eine Lange, die mehr als eine gewisse Thresholdldnge betrdgt, blockieren sie
mit an ihnen gebundenen Enzymen wie dem telomeric repeat-binding factor 2 (TRF2), dem dou-
ble-stranded telomeric DNA-binding Protein und dem protection of telomeres 1 (POT1) den DNA
damage response pathway (DDR). Dabei inhibieren sie ATM und ATR. (siche DNA damage
response (S.71)) Es ist aber zu beachten, dass nicht die durchschnittliche Lange der Telomere aus-
schlaggebend ist, sondern schon die Anwesenheit von einiger weniger kurzer Telomere innerhalb

einer Zelle,!1?!: 164 170]

Es wurde gezeigt, dass HSC im Vergleich zu Fibroblasten eine relativ geringe Aktivitdt an Telome-

rase zeigen, sie aber unter Zytokinstimulation und Zellzyklusaktivierung ansteigen kann.!'’*'"]

Nichtsdestotrotz ist die Telomerase nicht in der Lage in menschlichen Zellen die Telomere auf

174 Allerdings kann erhdhte Telomeraseexpression eine Verkiirzung der

175

Dauer konstant zu halten.!
Telomere nicht verhindern.!'”” Des Weiteren ist wahrscheinlich, dass die Telomerase nicht nur
einen Effekt hinsichtlich der Lange der Telomere, sondern auch ein Rolle als Regulator des self-
renewal hat. So zeigten TERT Knockout HSC eine signifikante Minderung ihres Expansionsver-

mogens in vitro.'7617¥

Bei den Ergebnissen der stromafreien HSC-Langzeitkultur zeigte sich eine relative Konstanz der

Telomerlinge bis zur Passage 16. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Gruppen.!'””!

79|



Diskussion _

Bei uns kam es jedoch bei Passage 17 zu einem deutlichen Anstieg der Telomerlédnge und gleich-

zeitigem Anstieg der Telomeraseaktivitét, der bei keiner anderen Gruppe auftrat. Es ist noch nicht
wirklich viel iiber die Induktion der Telomerase in HSC bekannt. Allerdings scheinen Proteine wie
p53, MDM2 und E2F TERT eher zu inhibieren und das Protoonkogen c-Myc sie eher zu aktivie-

[166, 180-182

ren. I Es bleibt abzuwarten, ob sich dieses Ergebnis in weiteren Kulturen wiederholt. Ab

der Passage 18 kam es gleich wie in den Untersuchungen von Gammaitoni et al. zu einem konti-

11 Die Telomeraseaktivitit fiel in ihrer Studie kontinuierlich

nuierlichen Abfall der Telomerlinge.!
ab der ersten Woche ab, wohingegen sie bei unserer Studie bis zur Passage 22, abgesehen von dem
Ausschlag nach oben bei Passage 17, relativ konstant blieb und erst danach abfiel. Allerdings ist
dies vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass sie in ihren Versuchen die Telomeraseaktivitit auf alle
Zellen und nicht auf CD34"-Zellen bezogen haben. Die steigende Anzahl an ausdifferenzierten
Zellen nahm dabei relativ gesehen zu den CD34 -Zellen zu. Da die Telomerase aber nur in friihen
HSC stirker exprimiert wird, kam es zu einem Verdiinnungseffekt, der, wenn man ihn beriicksich-

tigte, zu dhnlichen Ergebnissen wie den unseren gefiihrt hétte.
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Schlussfolgerung

5 Schlussfolgerung

Stammezellen im Allgemeinen und HSC im Speziellen wird eine grofe Bedeutung zugesprochen.
Man erhofft sich von ihnen Therapien gegen ein weites Feld an Erkrankungen. Angefangen von
Tumoren, liber Erbkrankheiten bis hin zur Behandlung von degenerativen Verdnderungen. Aus
diesem Grund ist das Gebiet der Stammzellen ein weitbeforschtes Feld. Schon heute ist es moglich
mit einer gewissen Menge an HSC das komplette Immun- bzw. blutbildende System wiederherzu-
stellen. Allerdings bestehen dabei weiterhin Probleme. So ist die Wahrscheinlichkeit einen Spender
zu finden, der das gleiche Antigenmuster hat wie der Empfinger, relativ gering.”” Um trotzdem,
bei nicht hundertprozentigem Ubereinstimmen der HL-Antigene, eine Regeneration des blutbil-
denden System im Empfanger zu erreichen, muss eine hhere Menge an Spenderblut transplantiert

183

werden.'"™! Alternative Wege werden in der Verwendung von Nabelschnurblut (UCB) aus der ei-

genen Nabelschnur oder aus Blutbanken gesucht. So ist es bei UCB moglich dies auch zu trans-

(18] Das hat den Nachteil, dass eine

plantieren, wenn nicht alle HLA-Muster {ibereinstimmen.
Graft-versus-Host Reaction (GvHR) mit hoherer Wahrscheinlichkeit auftritt. Bei der GvHR erken-
nen die Zellen des Spenders die Zellen des Empfingers als fremd und 16sen eine Immunreaktion
aus."® Je nach Ausprigung und Anzahl der befallenen Organe wird die GVHR in vier Schwere-
grade eingeteilt.!"* Diese Reaktion kann aber auch von Vorteil sein, da die Zellen des Spenders
nicht nur die gesunden sondern auch die malignen Zellen attackieren und dies kann zu einer akti-
ven Bekdmpfung von Tumorzellen fiihren. Dieser Effekt wird dann Graft-versus-Malignancy
(GvM) oder spezieller Graft-versus-Leukemia (GvL) bezeichnet. Interessanterweise beruht der
GvM-Effekt im Gegensatz zur GvRH, welche T-Zell mediiert ist, eher auf dem Effekt von NK-
Zellen"® "™Bei der Stammzelltransplantation korrelieren die Wahrscheinlichkeit des Re-
konstitutionsvermdgens und die Zeit bis zur vollstindigen Rekonstitution mit der Menge an trans-
plantierten Zellen."*® Die Menge an Nabelschnurblut als Spenderorgan ist beschrénkt und reicht
normalerweise nur aus, fiir Personen mit geringem Korpergewicht bis 60 kg und Kinder. Ein Aus-
weg besteht darin, mehrere Einheiten von UCB zu transplantieren.!"* Dabei ist es jedoch noch
schwieriger kompatible Spender zu finden. Eine Expansion von Stammzellen in vitro vor der Im-

plantation wire eine elegantere Methode. Dieser Losungsansatz wirft jedoch wiederum Probleme

122] 189]
9

auf. So kommt es bei der Kultur zu einem ausreifen der Zellen''*”), einer Storung des Homing!

[190 191

vermehrter Apoptose''”” und zu einer Initiierung des Zellzyklus."*"! Das hat zur Folge, dass die

Quieszenz gestort wird, sich das blutbildende System auf Dauer erschopft, und dass eine Alterung

122

der Stammzellen eintritt.!"*) Des Weiteren ist die Kultivierung auBerhalb des K6rpers mit erhohtem

Sauerstoff und damit oxidativen Stress verbunden, was sich negativ auf den Alterungsprozess der

%21 Diese und folgende Arbeiten sollen dazu beitragen, die Geschehnisse

HSC auswirken konnte.!
bei der ex vivo Kultur von UCB besser zu verstehen und in Zukunft mdglicherweise Stammzell-

transplantationen effektiver zu gestalten.
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6 Limitationen

Bei HSC04, HSCO5 und HSCO06 gab es Schwierigkeiten beim Anwachsen bzw. konsekutiv bei der
Vermehrung der Zellkultur, so dass diese Kulturen nach Passage 3-4 beendet wurden, was nach
unseren Vermutungen am ehesten auf eine nicht optimale Zusammensetzung des Stammzellmedi-

ums zuriickzufithren war. Dabei schien es, dass das TPO die Ursache sein konnte.

Als ein weiteres Problem stellte sich die Aufreinigung der CD34"-Zellen dar. Aufgrund einer zu
kleinen Siule (MS) beim MACS lag die Reinheit der CD34"-Zellen bis zur Passage 6 und bei Pas-

sage 15 nur bei 30-67%, wohingegen sie sonst mit der LS-Séule mehr als 85% aufwies.

Die Zellzyklusbestimmung durch eine Cyclinbestimmung hat den Nachteil, dass sich nicht genau
differenzieren lésst, in welcher Phase des Zellzyklus sich die Zellen befinden. Um dies zu gewéhr-
leisten, wire es moglich sich den DNA-Gehalt der Zelle mit HOECHST 33342 und Pyronin Y
(PY) darzustellen und dann mittels der Information, ob die Zellen den einfachen (2N) oder doppel-
ten (4N) DNA-Gehalt aufweisen, riickzuschlieen, ob sich die Zellen in der G¢/G,-Phase oder der
S/G,/M-Phase befinden.!"*) Des Weiteren lisst sich mittels BrdU-Labeling (Messung der Aufnah-
me von BrdU in sich teilende Zellen) noch weiter diskriminieren, ob sich die Zellen hauptsichlich

in der Gy- oder der G,-Phase befinden.!'*”!
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7 Anhang

7.1 Losungen, Medien und Puffer
Wenn nicht anders erwihnt, beziehen sich die Mengenangaben auf Aqua bidest.

7.1.1 Calcium und Magnesium freier Phosphatpuffer (CMF-PBS)

[ swsam | @

NaCl 8
KCl1 0,3
Glucose - 1 H,O 2
KH,PO, 0,02
Na,HPO, - 2 H,0 91,4

pH-Wert sollte 7,4 sein

7.1.2 Acid Citrate Dextrose solution A

CsH;s07 73
C6H507 ) Hzo -3 Na 22
C6H1206 : 1 Hzo 24,5

7.1.3 Stammzellmedium

Das Stammzellmedium wird jedes Mal frisch hergestellt.

10% FBS 100
50ng/ml SCF 1 (50ng)
50ng/ml Flt3/F1k2 1 (50ng)
10ng/ml TPO 1 (10ng)
10ng/ml IL-6 1 (10ng)

Phenolrot 896

*ml eingesetzte Substanz je 11 CMF-PBS
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7.1.4 Pufferlésungen fiir den Comet-Assay

Lysepuffer

NaCl 146,1
Na,EDTA - 2 H,O 37,2

TRIS 1,2

NaOH 8

1% Triton X-100*

* erst kurzfristig vor Verwendung zugeben
pH-Wert sollte grofler als 10 sein

Elektrophorese-Puffer

Der Elektrophoresepufter wird fiir jede Anwendung frisch zubereitet.

NaOH 12

Na2 EDTA - 2 H,O 0,3722
pH-Wert sollte grofler als 13 sein

Neutralisationslosung

TRIS 48,5
pH-Wert sollte mit rauchender HCI auf 7,4 eingestellt werden

Low melting Agarose

"

Low melting Agarose (LE) (BMA)* 1
*sollte in CMF-PBS gelost werden

Normal melting Agarose

Normal Melting Agarose (ME) (Promega) 10
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

%

°C

ul

5-FU
Abb.
ACDA
ALDH
amol
ATM
ATR
BAX
BFU
BFU-E
BFU-Mega
BMA
b-ME
BMEC
bp

BrdU
BSA
Cend

CD

Cdc

CdK
CFU
CFU-Baso
CFU-E
CFU-Eo
CFU-G
CFU-GEMM
CFU-GM
CFU-L
CFU-M
CFU-ME

Prozent

Grad Celsius

Mikroliter

5-Fluoruracil

Abbildung

Acid Citrate Dextrose solution A
ALdehydDeHydrogenase

Attomol

Ataxia Telangiectasia Mutated
ATM und Rad3-related

Bcl-2 Associated x protein

Burst Forming Unit
BFU-Erythrozytir
BFU-Megakaryozytir
Biomedizinischen Analytikerin
b-MercaptoEthanol

Bone Marrow Sinusoidal Endothelial-Cells
basepair

BromdesoxyUridin

Bovine Serum Albumin

Cyclin D

Cluster of Differentiation

Cell division cycle
Cyclin-dependent Kinases

Colony Forming Unit
CFU-Basophil granulozytér
CFU-erythrozytir

CFU-eosinophil granulozytér
CFU-granulozytér
CFU-granulozytir, erythrozytir, megakaryozytér, makrophagozytér
CFU-granulozytér, makrophagozytér
CFU-lymphozytér
CFU-makrophagozytér
CFU-erythrozytir, megakaryozytir
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CFU-Mega CFU-megakaryozytir

Chk Checkpoint kinases

CMF-PBS Calcium/Magnesium-Free PhosphatBuffer
CXCL CXC-chemokine Ligand

DAPI 4'.6-DiAmidino-2-PhenylIndol
DDR DNA Damage Response

DEPC DiEthylPyroCarbonat

DNA DeoxyriboNucleic Acid

dsDNA double strand DNA

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FBS Fetal Bovine Serum

FlIt3/F1k2 Fms-like tyrosine kinase receptor-3
FoxO Forkhead box O

g Erdbeschleunigung

G Gauge

GAPDH GlycerinAldehyd-3-PhosphatDeHydrogenase
HLA Human Leucocyte Antigen

HPC Hematopoietic Progenitor Cell

HR Homologous Recombination

HSC Hematopoietic Stem Cell

Ig Immunglobulin

IL-6 InterLeukin-6

iPS induced Pluritotent Stem cell

IS Internal Standard

kbp kilo basepair

lg Logarithmus zur Basis 10

LMA Low Melting Agarose

LT-HSC LongTerm HSC

mA Milliampere

MACS Magnetic-Activated Cell Sorting
MDM2 murine Double Minute 2

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

MNC MonoNuclear Cell

MSC Mesenchymal Stem Cell

mTOR mammalian Target Of Rapamycin
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NHEJ
NK-Zellen
nm

NMA
nmol
NOD/SCID
NTC
OD:60
OD»so
PCR
PI3K
POT
PTEN

PY
gqRT-PCR
R2
Rh-123
RNA

rOS
RPMI
RT"

RTA

SCF
SNEV
Sp
ssDNA
ST-HSC
TERT
TGF-B
TPO
TRF
TRIS
UCB

At

Non-Homologous End Joining
Natural Killer cells

Nanometer

Normal Melting Agarose

Nanomol

Non-Obese Diabetic/Severe Combined ImmunoDeficiency
No Template Control

Optical Density at 260nm

Optical Density at 280nm
Polymerase Chain Reactions
Phosphatidyllnositol-3-Kinase
Protection Of Telomeres

Phosphatase and Tensin Homologue
Pyronin Y

quantitative Real Time PCR
Bestimmtheitsmal3

Rhodamine 123

RiboNucleic Acid

reactive Oxygen Species

Roswell Park Memorial Institute medium
Reverse Transcriptase negativ-control
Relative Telomerase Activity
Sekunden

Seite

Stem Cell Factor

SeNescence EVasion factor

Side Population cells (Hoechst 33342)
single strand DNA

Short Term HSC

TElomerase Reverse Transcriptase
Transforming Growth Factor beta
ThromboPOetin

Telomeric Repeat-binding Factor
TRIS(hydroxymethyl)-aminomethan
Umbilical Cord Blood

Volt
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	Zusammenfassung
	Hämatopoetische Stammzellen (HSC)-Transplantationen zeigen heutzutage gute Erfolge. Es bleiben jedoch Fragen offen. So ist noch nicht geklärt, ob ein größerer Altersunterschied zwischen Spender und Empfänger zu einem Erschöpfen der Stammzellfunktion der transplantierten HSC führt.
	Es ist bereits bekannt, dass es bei der ex vivo Kultur zu einem vermehrten Ausreifen der Zellen, einer Störung des Homing, häufigerer Apoptose und zu einer Initiierung des Zellzyklus kommt. Das hat zur Folge, dass die Quieszenz gestört wird, sich das blutbildende System schneller erschöpft, und dass eine Alterung der Stammzellen eintritt. Mit anderen Worten – die Zellen zeigen ex vivo eine frühe Seneszenz. Dieser Aspekt wird ausgenutzt, um die Mechanismen, die in vivo Jahrzehnte dauern würden, in vitro in kürzerer Zeit zu untersuchen.
	Diese Arbeit beschäftigt sich mit den Mechanismen des Alterns bzw. der Vorgänge bei einer 25-wöchigen stromafreien ex vivo Kultur von HSC. Sie hilft bei der Etablierung von Methoden zur weiteren Untersuchung von Alterung bzw. ex vivo Expansion von HSC.
	Wöchentlich wurden folgende Parameter untersucht: Die Teilungsfähigkeit und Differenzierung wurde mittels Durchflusszytometrie und CASY bestimmt. Für die Bestimmung des Senescence Evasion Factor, der Telomerlänge und der Cycline C, D1, D3, E, A und B1 wurden qRT-PCRs durchgeführt. DNA-Schäden wurden mittels alkalischem Comet-Assay untersucht. Die Messung des oxidativer Stresses erfolgte durch Bestimmung der carbonylierten Proteine. Rückschlüsse auf ein self-renewal wurden indirekt durch den CFU-GM-replating Assay gezogen und die Telomeraseaktivität wurde mit Hilfe des TRAP-Assay untersucht.
	Die Zellkultur zeigte eine Vermehrung der HSC um den Faktor 105,9 bei einer Gesamtzellvermehrung von 106,7. SNEV zusammen mit den Cyclinen deuten darauf hin, dass es in bestimmten Phasen der Kultur zu einem Arrest des Zellzyklus kam. Aus dem Verlauf des Comet-Scores lässt sich ableiten, dass die HSC in der Lage sind, DNA-Schäden bis zu einem bestimmten Punkt zu reparieren, aber danach die Schäden konstant zunehmen. Die Telomeraseaktivität als auch die Telomerlänge bleiben bis zu einem bestimmten Punkt relativ konstant und fallen anschließend ab.
	Interessanterweise kam es bei Passage 17 zu einem starken Anstieg der Telomeraseaktivität, begleitet von einer Verlängerung der Telomere. Zusätzlich finden sich Hinweise, die für einen möglichen Zellzyklusarrest in derselben Passage sprechen könnten.
	Abstract
	Today hematopoietic stem cell (HSC) transplants show good results. However, questions remain. It is still unclear whether a large difference in age between donors and recipients lead to early exhaustion of the stem cell function in transplanted HSC. 
	It has been discovered that an ex vivo cell culture of HSC results in an increased maturation of the HSC, decreased homing abilities, more frequent apoptosis and initiation of the cell cycle. Consequences include disruption of the quiescent state of HSC, faster exhaustion of the blood-forming system, and aging of HSC. In other words ex vivo HSC become senescent much faster. This accelerated aging can be used to investigate the mechanisms of aging in a much shorter period of time, which otherwise would last for decades in vivo.
	This work focuses on the mechanisms of aging and the processes involved by using a 25-week stroma-free ex vivo cell culture of HSC. It also helps to establish methods for further understanding of senescence and ex vivo expansion of HSC.
	On a weekly basis the following parameters have been determined: Maturation, differentiation processes and cell division capabilities have been investigated by flow cytometry and CASY. QRT-PCRs have been performed to assess the expression of senescence evasion factor, telomere length and the expression of the cyclins C, D1, D3, E, A and B1. DNA damage has been analyzed by alkaline comet assay. Measurements of the carbonylation of proteins have been performed to evaluate the level of oxidative stress. Self-renewal has indirectly been assessed by performing the CFU-GM replating assay. Telomerase activity was evaluated using the TRAP assay.
	The initial results show an increase in HSC by a factor of 105.9 at a total cell expansion by a factor of 106.7. SNEV with cyclins indicate an arrest in cell cycle at certain stages of the cell culture. The comet assay reflects that HSC are capable of repairing DNA damage up to a certain point Following that point DNA damage increases consistently. Telomerase activity and telomere length remain consistently upregulated to a certain point and then decrease.
	Interestingly, in passage 17 a sharp increase in telomerase activity which was accompanied by an extension of telomeres was noticed. There is also evidence of a possible cell cycle arrest in the same passage.
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	1  Einleitung
	1.1 Alterung von Zellen
	1.1.1 Historie


	„Zellen altern nicht“ – das war lange Zeit die wissenschaftliche Auffassung entsprechend der Theorie des französischen Nobelpreisträgers und Chirurgen Alexis Carrel. Er behauptete, dass Zellen, wenn sie unter optimalen Bedingungen, wie der ausreichenden Zufuhr von Nährstoffen und der Entfernung von Ausscheidungsstoffen kultiviert würden, sie uneingeschränkt und unbegrenzt teilungs- sowie lebensfähig wären.[1, 2]
	Diese Ansicht wurde allerdings von Leonhard Hayflick in den 60iger Jahren des 20. Jahrhunderts widerlegt, nachdem es ihm nicht gelang, über einen bestimmten Zeitraum hinweg, Zellen zu kultivieren. Es stellte sich heraus, dass Alexis Carrel einen falschen Versuchsablauf verwendete, wobei er immer wieder frische Zellen in seine Kultur einbrachte.
	Hayflick zeigte mit einem sehr geschickt gewählten Versuchsaufbau mit unterschiedlich alten Fibroblasten, die jeweils unterschiedliche Gonosomen aufwiesen, dass Zellen nach ca. 4060 Zellteilungen nicht mehr in der Lage sind sich zu teilen.[3, 4] Diese Grenze von Zellteilungen wird heute als „HayflickLimit“ bezeichnet.
	Allerdings gilt dies natürlich nicht für alle Zellen, da sich Lebewesen durch kontinuierliche Zellteilung vermehren und nicht spontan entwickeln. Als Beispiel sei hier die Eizelle genannt, die aus Zellteilung hervorgeht und wieder Zellteilung durchführt. Als zweites Beispiel gilt dies natürlich auch für Tumorzellen. So sind die Cervixkarzinomzellen, an denen Henrietta Lacks 1951 verstarb, noch heute in vielen Forschungslaboren der Welt eine weitverbreitete Versuchszelllinie (HeLa cells).[5]
	1.1.2 Ursachen der Zellalterung

	Derzeit gibt es noch keinen wissenschaftlichen Konsens über die Ursachen des Alterns. Die wichtigsten Theorien lassen sich in Schadenstheorien und Theorien zum programmierten Altern einteilen.
	Die Schadenstheorien sind davon gekennzeichnet, dass Schäden an Mitochondrien, Erbgut, Proteinen oder anderen wichtigen Strukturmolekülen, über die Zeit akkumulieren und in Folge dessen die Zelle altern lassen. Die Schäden können dabei durch externe Noxen[6], endogene freie Radikale[7], fehlerhaftes Abschreiben bzw. Reparatur[6] oder zwischen verschiedenen physiologischen Molekülen[8] entstehen.
	Als Theorie zum programmierten Altern lässt sich in erster Linie die TelomerHypothese des Alterns anbringen, die an Hayflicks Erkenntnissen anknüpft.[9] Sie besagt, dass somatische Zellen bei jeder DNAReplikation einen Teil ihrer Telomere verlieren. Bei Wirbeltieren besteht dieser Teil aus repetitiven TTAGGGSequenzen. Der Verlust der repetitiven TTAGGGSequenzen geschieht solange, bis eine kritische Länge erreicht ist und die Zellen dauerhaft in der G0Phase des Zellzyklus verbleiben oder in Apoptose geschickt werden. Als Gegenregulationsmechanismus gibt es ein Enzym – die Telomerase, welches die Telomere wieder verlängern kann, indem es die Enden durch den Wiederanbau der repetitiven TTAGGGSequenzen verlängert.[10] In den meisten Zellen ist die Verkürzung allerdings schneller als die Verlängerung.[11] Viele Zellen, auch somatische, besitzen Telomeraseaktivität, allerdings in einem sehr eingeschränkten Ausmaß.[12] Besonders hohe Telomeraseaktivität weisen fetale Zellen bis hin zu den neonatalen Zellen auf, aber auch die Zellen der Keimbahn.[12] Natürlich wird die Telomerase auch in vielen Tumorzellen verstärkt exprimiert.[13] Zusätzlich haben Tumore aber auch die Möglichkeit über einen anderen Weg ihre DNAEnden zu verlängern und somit die Möglichkeit sich unbegrenzt zu reproduzieren. Dieser Weg nennt sich „Alternative Lengthening of Telomeres“ (ALT).[14] Der genaue Ablauf ist noch ungeklärt, man fand jedoch heraus, dass die Telomere, die mit ALT verlängert wurden, eine stärkere Heterogenität aufweisen, als das normalerweise der Fall ist.[15] Eine weitere Auffälligkeit, die man vor noch nicht allzu langer Zeit beobachtet hat, ist, dass die Verkürzung der Telomere Auswirkungen auf die Biosynthese von Histonen und damit auch auf deren Menge hat.[16]
	1.1.3 Zellzyklus

	Zellen machen im Laufe ihres Lebens verschiedene Phasen durch. Diese Phasen laufen alle nach einem streng geregelten Ablauf ab, der durch ihre Gene kontrolliert wird. Man unterteilt diesen Zyklus grob in drei Teile.
	1) Mitose
	2) Zellteilung
	3) Interphase
	Die Mitose und die Zellteilung spielen für die Zellvermehrung eine Rolle, wohingegen die Interphase dafür zuständig ist, die Funktion der Zelle für sich und in Bezug auf den Gesamtorganismus aufrecht zu erhalten. Ein Durchlauf aller dieser Phasen dauert in vitro mindestens 24 Stunden, kann jedoch, vor allem in vivo, wesentlich länger dauern. Als Beispiel seien hier nur Nervenzellen genannt.[17]
	Des Weiteren unterteilt man die Interphase wiederum in drei Teile. Diese sind die G1Phase, die SPhase und die G2Phase. „G“ steht für „gap“ und „S“ für „synthesis“ aufgrund der historischen Namensgebung. Die G1Phase ist für den „Alltag“ der Zelle wichtig, hier erfüllt sie Aufgaben im Sinne des Gesamtorganismus. Am Ende der G1Phase steht der sogenannte G1/SRestriktionspunkt. Dieser Kontrollpunkt ist entscheidend für die Zelle, denn wird dieser überschritten, kann die Zelle die Zellteilung initiieren. Damit tritt sie in die SPhase ein, wo es zu einer Verdoppelung der DNA kommt. Danach folgt die G2Phase und geht darauffolgend in die Mitose und anschließend in die Zellteilung über. Bei manchen Zellen wird der Punkt der Mitose lange nicht oder nie erreicht, so dass sie in der G1Phase verbleiben. Wenn das der Fall ist, wird die Phase auch als G0Phase bezeichnet. In der SPhase synthetisiert bzw. repliziert die Zelle die DNA für die bevorstehende Zellteilung. In der G2Phase wird die in der SPhase erzeugte DNA auf Fehler kontrolliert und gegebenenfalls repariert. Zwischen G2Phase und Mitose gibt es einen weiteren Kontrollpunkt – den G2/MRestriktionspunkt. Dort wird entschieden, ob die Replikation nach G2Korrektur ausreichend fehlerfrei ist und die Zelle in die Mitose übergehen kann.[17]
	Eine zentrale Rolle im Zellzyklus spielt das RetinoblastomProtein (RbProtein), welches seinen Namen aufgrund seiner Erstentdeckung beim Retinoblastom erhalten hat. Das RbProtein hemmt den Transkriptionsfaktor E2F. Dieser aktiviert Gene, die eine Funktion beim Überschreiten des G1/SRestriktionspunkt haben. Nun gibt es Enzyme, die das RbProtein hemmen, wodurch der Transkriptionsfaktur E2F aktiviert wird. Dazu gehören die Cyclin abhängigen Kinasen (auch CdK genannt). Cycline sind Moleküle, die in bestimmten Zellzyklusphasen verstärkt exprimiert werden, ihre Funktion erfüllen und dann wieder abgebaut werden. Da die Cycline einen typischen Verlauf zeigen, kann man mit ihnen die Phase des Zellzyklus bestimmen, in welcher sich die Zelle gerade befindet (siehe dazu Abb. 1).[17]
	/
	Abb. 1: Verlauf der Cycline im Zellzyklus
	(Erläuterung siehe Text)
	Die Cycline der Gruppe D sind abhängig von Wachstumsfaktoren und bilden mit CdK4 und CdK6 einen Kinasekomplex. Das Cyclin E reagiert mit dem CdK2. Beide Kinasekomplexe phosphorylieren das RbProtein, welches dadurch E2F aktiviert und somit die Zelle den G1/SRestriktionspunkt überschreiten lassen. Cyclin A verbindet sich ebenfalls mit dem CdK2. Cyclin B verbindet sich mit CdK1. Beide Kinasekomplexe bewirken ein Überschreiten des G2/MRestriktionspunkts.
	Es gibt einige Proteine, die die CdKs hemmen. Dazu gehören die Proteine P16 und P21, welche den DCyclin/CdK4/CdK6Kinasekomplex hemmen. Wobei P21 zusätzlich noch CdK2 hemmt. Des Weiteren spielt das Protein P27 eine zusätzliche Rolle, da es am Übergang zwischen der G0 und G1Phase steht und die Zelle durch Hemmung der Cycline D und E in der G0Phase hält. Der Spiegel von P27 kann durch Interleukin 2 gesenkt werden und so eine mögliche Zellteilung einleiten.[17] (siehe Abb. 25 (S.77))
	1.1.4 Senescence Evasion Factor 

	Der „senescence evasion factor“ (SNEV) ist ein in der Evolution hochkonserviertes Gen. Auf der Suche in die zelluläre Seneszenz involvierte Faktoren wurde es von der Gruppe um Grillari et al. im Jahr 2005 im Menschen entdeckt. Es wurde zuvor bereits unter der Bezeichnung hPrp19 in Hefen gefunden.[18, 19] Weitere Bezeichnungen von SNEV sind hPSO4 oder hNMP200.[20] SNEV spielt eine Rolle beim Spleißen von premRNA, bei der Reparatur von DNA und es weist in vitro E3UbiquitinLigaseAktivität auf.[18, 21-23] Es wurde gezeigt, dass SNEV als Spleißingfaktor zumindest Homodimere formt, die bei induzierter Blockierung der Oligomerisierung eine gestörte Funktion aufweisen.[18] Zwei bis dreifache Überexpression von SNEV hingegen, ausgelöst durch Transfektion mit einem retroviralen Vektor, führte in Endothelzellen zu verlängerten Überlebenszeiten.[24] Dabei kam es außerdem zur verstärkten Expression von p16 und p53 sowie zu weniger DNASchäden. Dies wurde vorangehend bereits beschrieben und legte die Vermutung nahe, dass es zu einem transienten Zellzyklusarrest kommt, welcher die nötige Pause für die Reparatur der DNA schafft.[25-27] p16 hält die Zelle durch Inhibierung von Cyclin abhängigen Kinasen in der G0 bzw.G1Phase (siehe 1.1.3 Zellzyklus (S.10)). p53 induziert als „Wächter des Genoms“ die Zellreparaturkaskade bzw. führt die Zelle bei zu starker Schädigung in Apoptose.[17]
	Im Mausmodell wurde gefunden, dass SNEVKnockoutMäuse eine geringere Häufigkeit an HSC aufweisen als Wildtypmäuse, was die Vermutung nahelegt, dass selfrenewal weniger stark ausgeprägt ist.[20]
	1.2 Stammzellen

	Stammzellen besitzen zwei grundlegende Eigenschaften.[28, 29] Zum einen können sie sich durch „symmetrische Teilungen“ in zwei identische Tochterzellen aufspalten, welche wiederum die gleichen Eigenschaften besitzen wie die Ursprungszelle. Dieser auch als „selfrenewal“ bezeichnete Vorgang ist dazu bestimmt, die Menge an Stammzellen, bei eventuellen Verlusten, konstant zu halten (siehe Abb. 2A). Eine weitere Möglichkeit der symmetrischen Teilung ist, dass sich die Stammzelle in zwei gleiche, höher differenzierte Tochterzellen teilen kann (siehe Abb. 2C). Diese Eigenschaft stellt allerdings keine stammzellspezifische Charakteristik dar. Beide Tochterzellen haben dann die Eigenschaften einer ausdifferenzierteren Zelle. 
	Zum anderen findet sich bei Stammzellen die Fähigkeit, sich durch „asymmetrische Teilung“ in zwei verschiedene Tochterzellen zu teilen, wobei eine der beiden die Eigenschaften der Mutterzelle behält und die andere stärker ausdifferenziert (siehe Abb. 2B). Durch das Ausdifferenzieren können sie für Nachschub an Zellen im Organismus sorgen, wobei die weiter ausdifferenzierte Zelle noch immer Stammzelleigenschaften besitzen kann, aber nicht mehr das gesamte Spektrum der Ausdifferenzierungsmöglichkeit bzw. Plastizität besitzt. Dabei gibt es verschiedene Ebenen. Eine tiefere Ebene hat immer ein eingeschränkteres Ausdifferenzierungspotenzial (siehe auch Einteilung weiter unten). 
	/
	Abb. 2: Eigenschaften hämatopoetischer Stammzellen
	Stammzellen haben die Fähigkeit sich symmetrisch (durchgezogene Linie) und asymmetrisch (gestrichelte Linie) zu teilen. Sie können Selfrenewal betreiben (A) oder weiter ausdifferenzieren (B und C).
	Man unterscheidet nach dem Grad der Ausdifferenzierung folgende Stammzellen:
	1) Totipotente Stammzellen (fähig in alle Zellen des Körpers zu differenzieren; diese Eigenschaft besitzen alle Zellen von der befruchteten Eizelle bis zum Morula Stadium)[30, 31]
	2) Pluripotente Stammzellen (fähig in alle Zellen einer der drei Keimblätter zu differenzieren; dazu gehören alle Zellen des Embryoblasten)[30, 31]
	3) Multipotente Stammzellen (fähig in die Zellen einer der drei Keimblätter zu differenzieren; Beispiele für Multipotente Stammzellen sind HSC oder MSC)[30, 31] 
	4) Oligopotente Stammzellen (fähig in Zellen einer Zelllinie zu differenzieren; Beispiele für oligopotente Stammzellen sind CFUME oder CFUGM)[30, 31] 
	5) Unipotente Stammzellen (Unterscheiden sich von ausdifferenzierten Zellen durch die Fähigkeit des „selfrenewal“; Beispiel für Unipotente Stammzellen CFUG)[12, 13]
	Die letzten drei werden als adulte Stammzellen bezeichnet und sie stellen vermutlich die größte Gruppe dar.
	Adulte Stammzellen wurden bereits in diversen Geweben des menschlichen Körpers gefunden. Dabei spielt es scheinbar keine Rolle, ob das Gewebe eine hohe Zellteilungsrate (wie in Blut[32]) oder niedrige (wie in Gehirn oder Skelettmuskel[33, 34]) aufweist.
	Lange Zeit wurde die Entwicklung und Ausreifung von Stammzellen als unidirektional angesehen. Im Jahr 2006 jedoch programmierte Shinya Yamanaka ausdifferenzierte Zellen mittels eines retroviralen Vektors so um, dass nun Gene für bestimmte Transkriptionsfaktoren, die normalerweise nur in pluripotenten Stammzellen exprimiert werden, aktiviert wurden. In Folge dessen entwickelte sich die Zelle „zurück“ und besaß dann die Eigenschaften einer pluripotenten Stammzelle. Diese generierten Zellen werden auch „induced pluritotent stem cell“ (iPS) genannt.
	Die Identifikation von Stammzellen erfolgt quantitativ über bestimmte Oberflächenmoleküle[35] oder qualitativ durch den Nachweis der Teilungsfähigkeit bzw. der Fähigkeit in der Zellkultur Kolonien zu bilden, die dann mittels spezieller „Clonogenic Assays“, z. B. CFU Assays, nachgewiesen werden können.[36]
	1.3 Hämatopoetische Stammzellen
	1.3.1 Eigenschaften/Funktionen


	Hämatopoetische Stammzellen (HSC) sind in die Gruppe der multipotenten Stammzellen einzuordnen. Sie sind in der Lage, alle Zellen des Blutes zu bilden. Auf dem Weg zur ausdifferenzierten Zelle werden verschiedenste Zwischenstufen durchlaufen. Dieser Vorgang der Blutbildung ist entsprechend der am Ende stehenden, ausdifferenzierten Zelle in diverse Reihen eingeteilt. Man unterscheidet neun Reihen voneinander. Dazu zählen die Zellen des Immunsystems, bestehend aus B und TLymphozyten, natürliche Killerzellen, Monozyten, neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Weiter gibt es noch die Erythrozyten, die in der Sauerstoffversorgung für den Organismus wichtig sind, und als letzte Reihe bleibt noch das thrombozytäre System zu erwähnen.[37] Die frühen Zwischenstufen auf dem Weg zur ausdifferenzierten Zelle, ausgehend von der hämatopoetischen Stammzelle, werden auch als Progenitoren bezeichnet. Sie haben die Eigenschaft Kolonien im semiliquiden Agar zu bilden. Deshalb werden sie auch burst forming units (BFUs) oder colony forming units (CFUs) genannt. Für die genaue Einteilung siehe Abb. 3.
	/
	Abb. 3: Schema der frühen Hämatopoese
	Durchgezogenen Pfeile symbolisieren unmittelbare Differenzierung.
	Gestrichelten Pfeile zeigen an, dass es noch weitere Zwischenstufen gibt.[37-39]
	Im NOD/SCIDMausmodell wurde gezeigt, dass eine einzige transplantierte frühe HSC ausreicht, um das komplette blutbildende System langfristig wieder aufzubauen, welches zuvor durch Bestrahlung letal geschädigt wurde.[40] 
	Es wurde herausgefunden, dass unter den HSC Zellen existieren, die das blutbildende System langfristig wiederaufbauen können, weswegen diese auch als „long-term repopulating cells“ (LTR oder LTHSC) bezeichnet werden. Im Mausmodell wurde außerdem gezeigt, dass die LTR in der Lage sind, bei 7fach serieller Transplantation in NOD/SCID Mäusen (NonObese Diabetic/Severe Combined Immunodeficiency), jeweils die komplette Blutbildung zu rekonstituieren.[41] Allerdings besteht das Problem, wenn sie in hoch reiner Form appliziert werden, d.h., wenn sich keine zusätzlichen, höher differenzierten Progenitoren in der zu transplantierenden Zellsuspension befinden, dass sie nicht in der Lage sind, in der frühen Phase nach Transplantation, genügend ausdifferenzierte Zellen zu produzieren.[42, 43]
	Zusätzlich gibt es noch STHSC (short-term), welche nur ein begrenztes Vermögen besitzen, sich selbst zu erneuern (geringeres „self-renewal“). Dafür können sie aber schneller ein voll funktionsfähiges System ausbilden, was vor allem in den ersten Tagen nach einer Knochenmarkstransplantation erwünscht ist.[44]
	1.3.2 Identifikation von hämatopoetischen Stammzellen

	Die Identifikation von hämatopoetischen Stammzellen wird in der wissenschaftlichen Welt kontrovers diskutiert und ist immer noch im Wandel. Ursprünglich wurden HSC durch ihre Eigenschaft, in alle Zellen des Blutes differenzieren zu können und ihrer Fähigkeit Kolonien in der Milz eines letal bestrahlten und transplantierten Organismus zu bilden, identifiziert.
	Mit der Zeit konnten bestimmte Oberflächenmoleküle (auch „cluster of differentiation“ oder CDMoleküle genannt), die an der äußeren Zellmembran der HSC exprimiert werden, ausfindig gemachen werden. Des Weiteren fand man die Möglichkeit, die Zellen mit gewissen fluoreszierenden Substanzen[45] anzufärben, um die HSC von hämatopoetischen Progenitorzellen (HPC) oder höher differenzierten Zellen zu unterscheiden, denen sie u. U. morphologisch ähneln. Dadurch konnten die HSC in verschiedene Subgruppen unterteilt werden.[37] Es ist jedoch zu beachten, dass einige Oberflächenantigene in verschiedenen Spezies unterschiedlich ausgeprägt sind.
	Maus
	Mensch
	Lin–*
	Lin–*
	SCA1+
	CD34+
	Ckit+
	Ckit–/low
	CD38+
	CD38low/–
	CD34–/low
	CD133+
	* Lin Zellen fehlen 13 bis 14 verschiedenen Lineage Marker ausgereifter Zelltypen.[46, 47] 
	Über Separierungsschritte und durchflusszytometrische Analysen konnten folgende CDMoleküle identifizieren werden, die auf der Zelloberfläche von HSC vorhanden sind (siehe Tab. 1). Man fand heraus, dass HSC keine Linien spezifischen Oberflächenantigene wie CD3, CD19, CD56, CD14 oder CD15 exprimieren, weshalb sie auch als lineagenegative (Lin–) bezeichnet werden (siehe Tab. 10 (S.69)).[17, 48, 49]
	Beim Menschen zeigte sich das Oberflächenmolekül CD34 als sehr potent, um HSC zu isolieren.[46-48] Allerdings ist CD34 auf frühen HSC, wozu auch die LTHSC zählen, nicht oder nur gering ausgeprägt.[48] CD133 ist auf einem Teil der CD34+ Zellen vorhanden, dort vor allem auf den unreiferen Zellen.[48] 
	Alternativ werden HSC auch über „signaling lymphocyte activation molecules“ (SLAM) identifiziert, wozu auch das Oberflächenmolekül CD150 zählt.[44] 
	Eine weitere Möglichkeit HSC als solche zu erkennen ist ihre Eigenschaft nicht toxische fluoreszierende Farbstoffe, wie Rhodamine 123 (Rh123low) und Hoechst 33342 (SP+, side population cells), aus dem Zytosol zu entfernen. Dadurch sind sie unter Fluoreszenz induzierendem Licht leichter von den anderen Zellen zu identifizieren, weil sie weniger stark leuchten.[50, 51] Da Rh123low HSC eine geringere Anfärbbarkeit aufweisen, gelten sie als ruhende Zellen. Es wird vermutet, dass sie eine schwächere Mitochondrienaktivität aufweisen, denn Rhodamine 123 lagert sich proportional an aktivierte Mitochondrien an.[52]
	Diesen gesteigerten Efflux macht man sich auch bei der Isolation von HSC mittels Zytostatika wie 5Fluoruracil (5FU) zunutze.[48]
	Des Weiteren kann man HSC auch dadurch von anderen Zellen unterscheiden, da sie im Gegensatz zu ausdifferenzierten Zellen, eine AldehyddehydrogenaseAktivität (ALDH+) aufweisen.[53]
	1.3.3 Vorkommen

	Es wird angenommen, dass es spezialisierte Nischen für Stammzellen gibt. Diese Nischen dienen primär der Aufrechterhaltung des Stammzellpools, indem sie bessere Bedingungen für das „selfrenewal“ bieten. Die meiste Zeit ruhen die Zellen in der Nische in der G0Phase des Zellzyklus.[54, 55] Der Grund dafür ist vermutlich, dass sie in der Nische eine höhere Abschirmung gegen äußere Einflüsse, im Besonderen auf das Erbgut der Zellen, erhalten.[56] Es wird angenommen, dass es Übergangszonen gibt, die den Übergangsbereich zwischen außerhalb und innerhalb der Nische darstellen. HSC, die sich dort befinden, weisen eine höhere Zellteilungsrate auf als im Zentrum der Nische und produzieren in Folge dessen auch mehr ausdifferenzierte Zellen.[57, 58]
	Eine Besonderheit aller Nischen ist der Einfluss von nischenbildenden Zellen, wie z.B. Stromazellen auf die Stammzellen.[57] Zwei dieser im Knochenmark zu findenden Nischen werden in weiterer Folge vorgestellt.
	Zum einen gibt es dort die endostale Nische, worin sich die Stammzellen befinden, die u.a. durch NCadherin positive spindelzellartige Osteoblasten stimuliert werden.[44, 55, 57, 58]
	Zum anderen wird noch ein weiterer, im Knochenmark befindlicher, Stammzell-affiner Raum beschrieben – die vaskuläre Nische. Sie befindet sich unmittelbar um die Endothelien der fenestrierten Sinusoiden.[44]  Eine enge Beziehung und Interaktion zwischen Stamm und Endothelzelle ist allein schon deshalb wahrscheinlich, da sie von derselben embryonalen Vorläuferzelle, dem Hämangioblast, abstammen.[59] Die sinusoidalen Endothelzellen des Knochenmarks (bone marrow sinusoidal endothelialcells, BMEC) unterscheiden sich funktionell und phänotypisch von den Endothelzellen anderer Organe[60]. Sie üben auf die HSC mittels des CXCchemokine ligand 12 (CXCL 12) und Adhäsionsmolekülen wie ESelectin Einfluss auf Mobilisierung, Homing und Engraftment aus.[61-63]
	Es wird vermutet, dass sich die oben genannten Nischen während der extramedullären Hämatopoese auch in Milz und Leber finden. Ein Hinweis darauf sind immunhistochemische Untersuchungen, bei denen man in zwei Drittel der Fälle CD150+ HSC in der Nähe von extramedullären Endothelzellen gefunden hat.[57]
	Unter normalen Bedingungen werden konstant HSC bzw. HPC in die Blutzirkulation entlassen[64], wobei deren Funktion im Blut und Gewebe noch nicht genau geklärt ist. Man nimmt aber an, dass sie eine Rolle bei der Regeneration von Gewebe spielen.[65, 66] So wird postuliert, dass sie bei der Rekonstitution einer geschädigten Leber von Bedeutung sind.[67, 68] 
	Es gibt verschiedene Substanzen, die die Ausschwemmung von HSC in den Blutkreislauf fördern. Dazu zählen GCSF oder Cylcophosphamid.[69]
	1.4 Hämatopoetische Stammzelltransplantation

	Die Stammzelltransplantation, früher auch Knochenmarktransplantation genannt, ist heute ein häufig angewandtes Verfahren und dient als Therapie verschiedenster Erkrankungen. Dazu gehören u.a. hämatologische Erkrankungen, wie akute Leukämien, aber auch andere, wie Melanome oder die Speicherkrankheit Morbus Gaucher.[70]
	Man unterscheidet autologe (von sich selbst), allogene (von Fremden/Verwandten) und syngene (von eineiigen Zwillingen) Stammzelltransplantationen. Allogene Stammzelltransplantationen erfordern eine gewisse MindestHLAGleichheit zwischen Spender und Empfänger, dabei entscheidend sind die Antigene HLAA, B, -C und –DR. Wobei nicht verwandte Spender mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 : 100.000 und Familienangehörige 1 : 4 HLA ident sind.[70]
	Die Stammzellen für die Transplantation können aus dem Knochenmark mittels Punktion, aus der Nabelschnur direkt oder, wie heutzutage am häufigsten, mittels Apherese aus dem peripheren Blut nach entsprechender Stimulation durch Wachstums/ Mobilisierungsfaktoren (GCSF, GMCSF) gewonnen werden.[70]
	Nachdem ein geeigneter Spender gefunden wurde, gestaltet sich das Verfahren folgendermaßen:[70]
	1) Vorbehandlung: Es wird eine myeloablative Therapie mittels hochdosierter Zytostatikagabe und evtl. Bestrahlung beim Empfänger durchgeführt.
	2) Übertragung von Stammzellen: Sie ähnelt einer Bluttransfusion. Benötigt werden in etwa 2 x 106 CD34+ Zellen pro kgKörpergewicht.
	3) Nachbehandlung: Mit Substitutionstherapie und antiinfektiöse Therapie während der aplastischen Phase.
	1.5 Fragestellung

	Das Verfahren der Stammzelltransplantation wurde vor 40 Jahren zum ersten Mal durchgeführt. Heute gibt es noch keine wirklichen Langzeiterfahrungen zu hämatopoetischen Stammzelltransplantationen. Unter anderem stellen wir uns die Frage, ob Stammzellen eines älteren Spenders funktionell ausreichend sind, um einem jungen Empfänger ein normales Menschenleben lang ein hämatopoetisches System zu gewährleisten.
	Wie bereits weiter oben erwähnt haben Mausversuche gezeigt, dass HSC mitunter mehrere Mausleben lang Blutzellen bilden können.[40] Allerdings ist die Lebensspanne von Menschen und Mäusen nicht vergleichbar.
	Diese Diplomarbeit beschäftigt sich in erster Linie mit der Etablierung von Methoden zur Gewinnung von Daten über eventuelle Alterungsparameter von hämatopoetischen Stammzellen in einem in vitro Langzeitexpansionsmodell. Des Weiteren werden auch Parameter, die einen Gegenregulationsmechanismus zum Altern der Zellen darstellen, wie z.B. die Telomeraseaktivität, untersucht. Dazu wurden folgende Verfahren angewendet:
	1) Teilungs und Differenzierungsverhalten mittels Durchflusszytometrie und CASY Zellzähler
	2) Fähigkeit zur Bildung von primären und sekundären Kolonien in Methylcellulose 
	3) Alkalischer CometAssay zur Veranschaulichung der DNAEinzel und Doppelstrangbrüche.
	4) Genexpression von SNEV, einem relativ neu entdecktem Gen bezüglich Alterungsprozessen.
	5) Genexpression von Cyclinen zur Bestimmung des Zellzyklus.
	6) Bestimmung von carbonylierten Proteinen zur Evaluierung des Oxidativen Stress
	7) Bestimmung von Telomerlängen und Telomeraseaktivität
	2 Material und Methoden
	2.1 Gewinnung und Passagierung der HSC
	2.1.1 Sammeln von Nabelschnurblut


	Das Nabelschnurblut (UCB) und die darin enthaltenen hämatopoetischen Stamm und Progenitorzellen wurden von der Universitätsklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe des LKH Graz bezogen (Ethikkommissionsvotum EKNummer: 21197 ex 09/10).
	Die Abnahme des Nabelschnurblutes erfolgte durch die StudyNurse der Universitätsklinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe des LKH Graz. Die Zustimmung zur Abnahme wurde von der Mutter nach der Geburt eingeholt (Informed Consent Nabelschnurblut). Es wurde ausschließlich Nabelschnurblut gesunder Mütter mit normaler Schwangerschaftsdauer, aus Spontangeburten oder Kaiserschnitt verarbeitet. Andere Parameter – wie z.B. das Geschlecht des Kindes – wurden nicht als Kriterium herangezogen.
	Das Blut wurde in 50 ml Falcons gesammelt, in denen 5 ml ACDALösung (Acid Citrate Dextrose solution A, Zusammensetzung siehe Anhang (S.83)) vorgelegt worden waren. Die Abnahme des Blutes aus der Nabelschnur bzw. der Plazenta erfolgte direkt nach der Geburt des Kindes unter semisterilen Bedingungen.
	Die Probe wurde dann unmittelbar nach der Abnahme in das Labor der Kinderklinik gebracht und dort durch die Biomedizinischen Analytikerinnen (BMAs) Anita Puregger und Elvira Kloibhofer weiterverarbeitet. Für die genaue Bestimmung der Menge der im UCB enthaltenen Zellen und Zellzahlen wurden zuerst 0,5 ml UCB separiert und dann damit eine Messung im Durchflusszytometer Cytomics FC 500 (Beckman & Coulter, Brea (CA), USA) und im CASY Zellzähler (Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) durchgeführt. Für die Durchführung siehe 2.1.5 Zellzahl, Durchflusszytometrie und Passagierung (S.24). Die weiteren Verarbeitungsschritte bezüglich der Kultur der Zellen wurden im Reinraum unter besonders sterilen Bedingungen durchgeführt.
	2.1.2 Isolation von mononukleären Zellen

	Um aus der Vollblutprobe einen möglichst hohen Anteil an hämatopoetischen Stamm und Progenitorzellen zu isolieren, wurden als erstes mittels Ficoll Dichtegradientenzentrifugation die mononukleären Zellen (MNC) von den restlichen Zellen getrennt. Die Methode beruht auf dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation, bei der man sich zu Nutze macht, dass die Zellen des Blutes unterschiedliche Dichtegrade aufweisen und sich bei Zentrifugation in den ihrer Dichte unterschiedlichen Schichten anreichern. Um diesen Effekt zu verstärken und die einzelnen Schichten besser voneinander trennen zu können, wird die Ficollsubstanz mit der spezifischen Dichte von 1,077 g/ml eingebracht, die sich zwischen die Fraktion aus MNC und Thrombozyten sowie der Fraktion der übrigen Zellen ablagert. Da das Blutplasma eine geringere Dichte aufweist, befindet es sich nach der Zentrifugation oben.
	Nach diesem Prinzip wurden folgende Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen mit der gesamten Menge an UCB durchgeführt (siehe Abb. 4):
	1) 9ml UCB mit 21 ml CMFPBS /2mM NaEDTA (Calcium/Magnesiumfreiem Phosphatpuffer, Zusammensetzung siehe Anhang (S.83)) verdünnen
	2) vorsichtig auf 15 ml Ficoll Lösung (Histopaque 1077 (Sigma/Aldrich, St. Louis, MO/USA)) in einem 50 ml Falcon überschichten
	3) 30 min bei 20 °C bei 400 g ohne Bremse zentrifugieren
	4) Abheben der Intermediärschicht mit einer Plastikpasteurpipette in ein neues Gefäß
	5) Diese Zellsuspension mit CMFPBS auf 50 ml auffüllen
	6) 10 min bei 300 g und 10 °C zentrifugieren
	7) Abheben des Überstands
	8) Resuspendieren in MACS-Puffer
	/
	Abb. 4: Ablauf des Ficoll 
	A: Zentrifugieren für 30 min bei 20 °C bei 400 g ohne Bremse; B:Überführen der Intermediärschicht (gebildet aus mononukleären Zellen und Thrombozyten) in ein Eppendorfgefäß und auffüllen mit 50 ml CMFPBS; C: Zentrifugieren mit 450 g und bei 10 °C für 10 min
	Nun sollten in dem Zellpellet neben Lymphozyten und Monozyten die Stamm und Progenitorzellen angereichert vorliegen.
	2.1.3 Anreicherung von CD34+Zellen

	Um einen möglichst hohen Anteil an CD34+Zellen aus den MNC zu isolieren, wird eine Anfang der 1990er Jahre entwickelte Methode namens MACS (Magneticactivated cell sorting) angewendet.[71] Diese Methode beruht auf der spezifischen Markierung der CD34Moleküle mit Antikörpern, die mit Polysaccharid umhüllten Eisenoxidmolekülen (MicroBeads) magnetisch gemacht wurden. Nachfolgend werden die markierten Zellen in einer magnetisierten Säule von den nichtmarkierten getrennt. Um eine unspezifische Bindung der CD34Antikörper zu vermeiden, wurde auf Eis und mit gekühlten Lösungen gearbeitet.
	Dieser Prozess wurde entsprechend der Arbeitsanweisung des Hersteller (Miltenyi) durchgeführt (mit einer Zellsuspension von einer Gesamtzellzahl bis zu 1 x 108 Zellen) und lautet wie folgt:
	Labeling

	1) Hinzugeben von 100 μl FcR Blocking Reagent und 100 μl CD34 MicroBeads je 1 x 108 totale Zellen
	2) Sanft Vortexen und für 30 min bei 4 bis 8 °C inkubieren
	3) Hinzugeben von 5−10 ml MACS Puffer je 1 x 108 totale Zellen, bei 300 g für 10 min zentrifugieren und Entfernen des Überstands
	4) Resuspendieren des Zellpellets in 500 μl MACS Puffer je 1 x 108 totale Zellen
	Magnetic separation

	1) Einbringen der MACS Säule (LS) in das magnetische Feld des entsprechenden MACSSeparators
	2) Vorbereiten der Säule durch Durchspülen mit 3 ml MACS Puffer
	3) Auftragen der Zellsuspension auf den oberen Teil der Säule und Auffangen des Durchflusses
	4) Nach Durchfluss der Zellsuspension Waschen der Säule mit dreimal 3 ml MACS Puffer und Wiederauffangen der Durchflusses
	5) Entfernern der Säule aus dem Magnetfeld und platzieren derselben auf ein ensprechendes Auffanggefäß
	6) Hinaufpipettieren von 5 ml MACS-Puffer auf die Säule und mittels Durchdrücken des beiliegenden Stempels die gelabelten Zellen aus der Säule auspressen
	7) Für eine höhere Reinheit werden die Schritte 1) bis 6) noch einmal wiederholt
	Anschließend wurde erneut mit 20 µl der Zellsuspension eine durchflusszytometrische Analyse bezüglich der in der Probe enthaltenen Zellen durchgeführt und mithilfe einer Zählkammer die Anzahl der Zellen bestimmt.
	2.1.4 Primäransatz

	Nach der Anreicherung der CD34+Zellen durch MACS wurden die HSC in Kultur gebracht. Es wurden handelsübliche EinwegZellkulturflaschen (75 cm² und 225 cm2) verwendet. Die Zellzahl wurde mithilfe des Stammzellmediums (Zusammensetzung siehe Anhang (S.83)) auf 5 x 104 CD34+Zellen/ml eingestellt. Danach wurden die Flaschen für 7 Tage bei 37 °C, 5% CO2Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
	2.1.5 Zellzahl, Durchflusszytometrie und Passagierung

	Die Passagierung erfolgte wöchentlich, wobei die Zellen immer mikroskopiert und fotografiert wurden. Danach wurde jedes Mal eine kleine Menge, 400 µl bis 1.000 µl – je nach Passage, für die durchflusszytometrische Analyse und die Zellzählung mittels Zählkammer und CASY verwendet, um die Zellzahl und die Zellsubtypen zu bestimmen. Die durchflusszytometrische Analyse wurde mit folgendem Protokoll durchgeführt:
	1) Vorlegen und Beschriften der Antikörpermixes in MicronicTubes nach folgendem Pipettierschema (siehe Tab. 2).
	 
	Tube
	FITC
	PE
	ECD
	PECy5
	PECy7
	Negativkontrolle
	1
	/
	/
	/
	/
	/
	/
	/
	/
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	/
	 unspez.Bindungen
	2
	IgG1
	5 µl
	IgG2a
	2 µl
	IgG1
	2 µl
	IgG1
	2 µl
	IgG1
	2 µl
	CDMarker Teil 1
	3
	CD14
	1 µl
	CD34
	5 µl
	CD45
	2 µl
	CD19
	2 µl
	CD3
	2 µl
	CDMarker Teil 2
	4
	CD15
	5 µl
	CD133
	5 µl
	CD45
	2 µl
	CD56
	2 µl
	CD3
	2 µl
	Tab. 2: Pipettierschema für die Durchflusszytometrie
	CMF-PBS ad 20 µl je Tube ergänzen. 
	2) Hinzugeben von 50 µl Zellsuspension 1 x 106 Zellen/ml in jedes Tube
	3) Inkubation für 20 min bei 4 bis 8 °C
	4) Waschen mit je 1 ml HUGO (CMFPBS, 0,1% NaN3, 0,5% BSA) und Zentrifugieren bei 300 g für 30 s
	5) Abheben des Überstands
	6) Hinzugabe von 50 µl HUGO
	7) Bis zur Messung am Durchflusszytometer Lagerung auf Eis und kurz vorher gut vortexen 
	Es erfolgte immer ein Teilmediumwechsel, wobei mindestens die Hälfte des Stammzellmediums durch frisches ersetzt wurde. Aufgrund des zu erwartenden erhöhten Teilungspotenzials in den ersten Passagen wurde die Zelldichte in jenen Passagen auf 0,4 x 106 Zellen/ml eingestellt und langsam gesteigert. In späteren Passagen wurde die Zelldichte dann auf bis zu 3 x 106 Zellen/ml erhöht. Insgesamt wurden maximal 300 ml Zellsuspension kultiviert. 
	Für die statistische Auswertung der Zellzahl und der durchflusszytometrischen Analysen wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwendet.
	2.1.6 Gewinnung von Zellmaterial für weitergehende Versuche

	Nach der Gewinnung des Ausgangsmaterials und ab Passage 3 war genug Zellmaterial für den Ansatz bzw. die Passage vorhanden, so dass der Rest für alle im Folgenden beschriebenen Versuche verwendet werden konnte. Für einen hohen Anteil HSC wurde dieser Rest erneut mit MACS separiert und mittels Durchflusszytometrie gemessen.
	2.1.7 Einfrieren der Zellproben 

	Für die Genepressionsuntersuchungen von SNEV und den Cyclinen sowie der Bestimmung der Telomerlänge und Telomeraseaktivität wurden HSC (aufgereinigte CD34+Zellen) in Schraubeppis gegeben zu je 1 x 106 Zellen pro Gefäß, abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet im flüssigen Stickstoff schockgefroren und anschließend bis zur Aufbereitung bei 80 °C gelagert.
	2.2 Sekundäre koloniebildende Einheiten (CFUs)

	Zur Einschätzung der Teilungsfähigkeit und der Fähigkeit der Stammzellen Kolonien zu bilden wurde ein funktioneller clonogener myeloischer CFUAssay („secondary CFUGM assay“ bzw. sekundäre Granulozyten/Makrophagen Koloniebildende Einheiten Assay) verwendet. Dazu wurden die Zellen im semiliquiden Medium (Methocult® H4534, StemCell Technologies, Vancouver/Canada), welches Methylcellulose und weitere Wachstumsfaktoren enthält (genaue Zusammensetzung findet sich im Anhang), unter sterilen Bedingungen angesetzt, passagiert und inkubiert.
	2.2.1 Ansatz der primäre CFUs 

	Für den Ansatz der primären CFUs am ersten Tag wurden zuerst die Zellzahl und das entsprechende Volumen an CD34+Zellen bestimmt, um sie dann auf einer 12WellPlatte in den inneren sechs Wells anzusetzen (siehe Abb. 5). Bei Bedarf wurde die Konzentration durch Abzentrifugieren erhöht oder durch Hinzugabe von RPMI 1640Medium (Lonza, Verviers/Belgien) verringert. Zwei Wells wurden dazu mit einer CD34+Zelldichte von 250 CD34+Zellen pro ml Methocult versehen, zwei mit einer von 500 CD34+Zellen pro ml Methocult und zwei mit 1.000 CD34+Zellen pro ml Methocult.
	/
	Abb. 5: Versuchsanordnung primäre CFUs
	Die roten Wells enthalten CD34+Zellen gelöst in RPMIMedium in entsprechender Zellzahl bezogen auf 1ml und 500 µl Methocult. Die blauen Wells enthalten CMFPBS.
	Für die optimale Viskosität des Mediums musste jeweils zu 500 µl Methocult 50 µl Zellsuspension zusammengesetzt aus Zellen und RPMI 1640Medium (Lonza, Verviers/Belgien) zugesetzt werden. Es ergibt sich damit folgendes Volumen in jedem kultivierten Well (x steht in diesem Fall für die jeweils gewünschte Menge der Zellsuspension):
	500 µl Methocult + x µl Zellsuspension + (50x) µl RPMI = 550 µl
	Aufgrund der zähen Konsistenz des Methocults, musste bei dessen Umgang mit einer 1ml Spritze und einer 20 GKanüle gearbeitet werden. Um eine gute Durchmischung von Medium Zellen zu erhalten, wurde die Platte zuerst kurz für etwa 20 s gevortext und anschließend jedes einzelne Well jeweils mit einer sterilen 1mlPipettenspitze durchgerührt.
	Die übrigen äußeren sechs Wells wurden mit sterilem CMFPBS (siehe Abb. 5; bzgl. Zusammensetzung siehe Anhang (S.83)) gefüllt. Im Anschluss daran kamen die Zellen in den Brutschrank und wurden bei 37 °C, 5% CO2Gehalt und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
	2.2.2 Auszählen der primären CFUs und Ansatz der sekundären CFUs 

	Am achten Tag wurde die Anzahl der Kolonien als primäre CFUs bestimmt und in Microsoft Excel 2010 dokumentiert. Dabei wurden nur Kolonien berücksichtig, die eine Zellzahl von mehr oder gleich 40 Zellen aufwiesen. Wenn zu viele Kolonien beieinander waren, d.h. die genaue Anzahl von einzelnen Kolonien nicht mehr differenziert werden konnte, wurde das Well als „overplated“ dokumentiert und die Kolonienzahl als 100 betrachtet. 
	Um die Teilungsfähigkeit der CFUZellen und deren Fähigkeit sekundäre Kolonien zu bilden zu beurteilen, wurden bis zu 96 Kolonien einzeln unter mikroskopischer Sicht mit einer 10µlPipette jeweils in ein separates Well erneut angesetzt. Dazu wurden sukzessive je die inneren Wells von vier 48WellPlatten mit 10 µl RPMIMedium versehen, in die dann die Kolonien resuspendiert wurden (siehe Abb. 6). Die Kolonien wurden zuerst aus den Wells mit den niedrigsten Ansatzzellzahlen entnommen und erst, wenn alle aus jenen Wells verwendet wurden, wurde zur nächst höheren übergegangen. Es wurde streng darauf geachtet, nur eine Kolonie pro Well neu anzusetzen.
	/ / / / 
	Abb. 6: Versuchsanordnung sekundäre CFUs
	Die roten Wells enthalten jeweils eine Kolonie gelöst in 10 µl RPMIMedium und 100 µl Methocult. Die blauen Wells enthalten CMFPBS.
	Anschließend wurden dann mit einer 1 ml Spritze und einer 20GKanüle in jedes jeweils eine Kolonie enthaltende Well 100 µl Methocult gegeben. Danach wurden die Platten für ca. 30 s gevortext. Außerdem wurde in alle Wells, die keine Kolonien enhielten, CMFPBS gefüllt, um die Kultur feucht zu halten (siehe Abb. 6) und dann im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO2Gehalt und 90% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
	2.2.3 Auswertung

	Erst ab 40 Zellen wurde ein Zellhaufen als Kolonie gewertet, da dann davon auszugehen war, dass die Ursprungszelle eine koloniebildende Einheit gewesen sein musste, denn andere Zellen haben nicht das Potenzial, sich in mehr als 40 Zellen zu teilen. Wenn nun eine Kolonie mitsamt der CFU isoliert und neuangesetzt wird, dann müssten folglich alle Kolonien von der Ursprungszelle („UrsprungsCFU“) abstammen und jede koloniebildende Tochterzelle müsste ebenfalls eine CFUs sein. Das ist allerdings nur durch selfrenewal möglich. Da sich Zellen immer in genau zwei Tochterzellen teilen und dies auch für CFUs gilt, musste sich die „UrsprungsCFU“ mindestens einmal teilen, um zwei neue CFUs bzw. zwei Kolonien zu bilden. Zweimal muss sie sich dann für vier Kolonien geteilt haben und so weiter. Das bedeutet:
	𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑛+1=2𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑇𝑒𝑖𝑙𝑢𝑛𝑔𝑒𝑛
	↔   𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑇𝑒𝑖𝑙𝑢𝑛𝑔𝑒𝑛=𝑙𝑜𝑔2(𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝐾𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑒𝑛+1)
	Zur Anzahl der Kolonien muss eins addiert werden, da die CFU schon eine Kolonie gebildet hat (die Kolonie, die umgesetzt wurde). Zusammenfassend gilt also, je höher die Anzahl der sekundären Kolonien, desto mehr selfrenewal Potenzial besitzt die CFU. Das Abhängigkeitsverhältnis ist dabei der Logarithmus zur Basis zwei.
	Die Auszählung der sekundären CFUs erfolgte am 13. Tag nach dessen Ansatz bzw. am 21. Tag nach dem Ansatz der primären CFUs. Die sekundären CFU haben sich in den jeweiligen Wells aus nur einer Ausgangskolonie entwickelt. Für die Auswertung wurde die Anzahl der Kolonien in einem Well gezählt, eins addiert und der Logarithmus zur Basis zwei errechnet. Danach wurde das arithmetische Mittel aus den Ergebnissen gebildet. Zusammenfassend bestimmt man damit die durchschnittliche Anzahl der Teilungen der CFUs oder deren Vorläufer. Für die statistische Auswertung und die Verarbeitung der Messdaten wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwendet. 
	2.3 Alkalischer CometAssay

	Der alkalische Comet-Assay ist eine Methode zur Bestimmung und Quantifizierung von DNA Schäden in Eukaryontenzellen.
	Der CometAssay wurde 1988 von Singh et al. zum ersten Mal beschrieben.[72] Im Gegensatz zur gewöhnlichen Gelelektrophorese werden hier die Zellen erst nach Einbettung in das Agarosegel lysiert. Das ermöglicht die Beurteilung von DNASchäden auf der Einzelzellebene. Im elektrischen Feld wandert die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung Richtung Anode. Entsprechend der Größe der einzelnen Fragmente trennt sich die DNA über eine kürzere oder längere Strecke auf. Durch Färbung mit fluoreszierenden und DNAaffinen Farbstoffen wie 4',6Diamidino2Phenylindol (DAPI) oder Ethidiumbromid lässt sich die DNA unter UVLicht sichtbar machen. Die schlussendliche DNAVerteilung bietet das Bild eines Kometen, weshalb diese Art der Gelelektrophorese CometAssay genannt wird. Der Kopf des Kometen stellt die weniger fragmentierte noch im Zellkern verbliebene DNA dar, wohingegen der Schweif aus deren Bruchstücken gebildet wird (siehe Abb. 7).
	/
	Abb. 7: Schema eines Comet
	Unter alkalischen Bedingungen während der Elektrophorese zeichnen sich auch Einzelstrangbrüche ab, da dann die DNADoppelhelix dissoziiert und im Folgenden die zwei einzelnen komplementären DNAStränge vorliegen. Bei einem pH von 7 hingegen sind nur Doppelstrangbrüche detektierbar.[73]
	Es wurde ein Standardprotokoll zur Durchführung des CometAssay verwendet. Allerdings wurden durch zwei zusätzliche Arbeitsschritte Verbesserungen eingeführt, die bereits in einem separaten wissenschaftlichen Artikel von unserer Arbeitsgruppe publiziert wurden.[74] Es wurde zum einen der Arbeitsschritt des „Precoating“ eingeführt. Dabei wird zum Zweck der besseren Haftung zwischen Agarosegel und Objektträger eine zusätzliche Schicht 1%iger „normal melting Agarose“ (NMA) (Zusammensetzung siehe Anhang (S.84)) auf den Objektträger gegeben, die auf einer Heizplatte komplett dehydriert wird. Zum anderen wurde durch das Einfügen eines Deckglases während des Aushärtens der NMAGelschicht eine Vertiefung geschaffen, in die die Zellen zusammen mit der 1%igen „low melting Agarose“ (LMA) (Zusammensetzung siehe Anhang (S.84)) eingebracht werden. Durch die in der Vertiefung befindliche höhere Dichte an Zellen werden insgesamt weniger Zellen benötigt und somit kann die Auszählung schneller erfolgen.
	Es wurden immer mindestens zwei Objektträger für den CometAssay erstellt, je nachdem wie viel Material zur Verfügung stand. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte des CometAssays genauer erläutert.
	2.3.1 Vorbereiten der Zellsuspension

	Unter sterilen Bedingungen wurde ein 5 x 104 Zellen entsprechendes Volumen, bestehend aus in Medium gelösten HSC, entnommen. Dieses Volumen wurde in ein Eppendorfgefäß überführt und bei 1400 rpm für 5 min zentrifugiert. Danach wurde so viel Medium entfernt, dass das Zellpellet in 5 µl Medium übrig blieb.
	2.3.2 Vorbereiten der Objektträger

	Vorbereitend wurden die LMA und NMA verflüssigt. Das Falcon mit der LMA wurde dazu in ein Becherglas mit Wasser gestellt und auf einer Heizplatte bei 100 °C langsam erwärmt. Sobald die LMA flüssig war, wurde sie aus dem Becherglas genommen und in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt, damit sich die Temperatur stabilisierte. Die NMA konnte direkt auf der Heizplatte bei 100 °C verflüssigt werden.
	Nun erfolgte der oben schon grob beschriebene Schritt des Precoating. Dazu wurde ein frischer Objektträger in die NMA zu 2/3 eingetaucht, dann die Unterseite mit einem Zellstoff abgewischt und bei 150 °C auf der Heizplatte getrocknet (siehe Abb. 8A).
	Als nächstes erfolgte das Coating. Hier wurde 1 ml der NMA auf den Objektträger aufgebracht (siehe Abb. 8B). Um eine homogene, ebene Fläche zu schaffen, wurde ein 24 × 60 mm großes Deckglas auf die Agarose gelegt. Allerdings wurde vorher noch ein kleineres, rundes, 12 mm durchmessendes Deckglas in die Mitte der Agarose aufgebracht, um eine kleine Vertiefung zu schaffen (siehe Abb. 8C), in die später die Zellen eingebracht werden konnten. Dies stellte die zweite Modifikation dar. Das Ganze härtete dann unter Raumtemperatur für 15 min aus. Danach wurden mit einem spitzen, scharfen Gegenstand (z.B. einer Skalpellklinge) beide Deckgläser entfernt (siehe Abb. 8D).
	2.3.3 Aufbringen und Versiegeln des ZellGelGemischs

	Sobald die Vorbereitung des Slides abgeschlossen war, wurden 35 µl LMA entnommen und mit der 5 µl Zellsuspension vermischt. Dieses ZellLMAGemisch wurde in die nach Entfernung der Deckgläser entstandene Vertiefung (siehe Abb. 8E) in der NMA pipettiert und wieder mit dem kleinen, runden, 12 mm durchmessenden Deckglas abgedeckt (siehe Abb. 8F). Anschließend härtete der Objektträger bei 4 °C im Kühlschrank für 10 min aus. Danach wurde das Deckglas entfernt und durch Hinaufpipettieren von 90 µl LMA bedeckt (siehe Abb. 8G). Anschließend wurde das Ganze mit einem 24 × 60 mm großen Deckglas abgedeckt (siehe Abb. 8H) und erneut für 10 min bei 4 °C in den Kühlschrank gelegt.
	/
	Abb. 8: Arbeitsschritte zur Herstellung eines CometAssayObjektträgers. 
	A: Precoating; B: Aufbringen der NMA (1 ml); C: Erstellen eines Kammer durch einen zweites kleines Deckglas; D: Entfernung der Deckgläser mit einer Klinge; E: Einfüllen des Zellsuspensions(5 µl)LMA(35 µl)Gemischs in die Vertiefung; F: Hinaufgeben eines kleinen Deckglases; G: Aufbringen einer zusätzlichen Schicht (90 µl); H: Hinaufgeben eines großen Deckglases
	2.3.4 Lyse

	Um die Zellen zu lysieren, wurden die Objektträger in eine lichtundurchlässige Box gegeben und anschließend der Lysepuffer (Zusammensetzung siehe Anhang (S.84)) hinzugefügt. Nachdem der Lysepuffer mit den Zellen in Kontakt gekommen war, galt es möglichst zu vermeiden, unnötiges Licht auf die Zellen treffen zu lassen, bis die Elektrophorese vollständig durchgeführt war, damit nicht zusätzliche DNASchäden hervorgerufen werden konnten. Die Lyse erfolgte im Kühlschrank bei 4 °C über eine Stunde.
	2.3.5 Elektrophorese

	Nach Abschluss der Lyse wurden die Objektträger unter Rotlicht in die komplett abgedunkelte CometElektrophoresekammer gelegt. Dann wurden 950 ml des Elektrophoresepuffers (Zusammensetzung siehe Anhang (S.84)) hinzugegeben. Das Ganze wurde anschließend für 20min inkubiert, wodurch sich die Wasserstoffbrückenbindungen innerhalb der DNA Doppelstrangs auflösten und sich die DNA entwinden konnte, so dass später auch Einzelstrangbrüche sichtbar wurden. Im Anschluss daran wurde eine Spannung von 20 V angelegt und über die Hinzugabe von Elektrophoresepuffer die Stromstärke von 290 mA eingestellt. Dabei war zu beachten, dass nach Zugabe des Elektrophoresepuffers und anschließendem erreichen der Zielstromstärke, die Spannung unter 20 V fallen konnte. Dies war durch das Entfernen von Elektrophoresepuffer mit einer Pasteurpipette zu vermeiden. Die Elektrophorese lief über 20 min.
	Bei den sich jetzt anschließenden Schritten war eine erhöhte Vorsicht im Umgang mit den Objektträgern geboten, da es leicht passieren konnte, dass sich die Agarose vom Objektträger löste.
	Nach der Elektrophorese wurden die Objektträger aus der Elektrophoresekammer genommen, sie wurden kurz abgetropft und dann für 10 min in eine mit Neutralisationspuffer (Zusammensetzung siehe Anhang (S.84)) gefüllte Wanne gelegt, um den pHWert zu neutralisieren. Danach wurden sie wiederum abgetropft und auf der Unterseite mit Zellstoff abgewischt.
	2.3.6 Färbung

	Um die DNA sichtbar zu machen, wurden die Objektträger unter einem Abzug mit 70 µl einer 2%ige Ethidiumbromidlösung beträufelt. Nach 15 minütiger Einwirkzeit wurden die Objektträger mehrere Male in Aqua bidest. getaucht, um überschüssiges Ethidiumbromid abzuspülen und somit die Hintergrundfärbung zu reduzieren.
	2.3.7 Auswertung

	Für die Auswertung wurden die Objektträger unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die Zellen in fünf Kategorien entsprechend der Länge ihres Kometenschweifes eingeteilt (siehe Abb. 9). Diesen fünf Kategorien wurden entsprechende Zahlenwerte zwischen null und 4 zugewiesen. Dabei bekamen die längeren Kometenschweife höhere Zahlenwerte als die kürzeren Kometenschweife. Es wurden jeweils 100 Zellen je Objektträger ausgezählt.
	/
	Abb. 9: Einteilung der Comets 
	Die Beschriftung entspricht der dazugehörigen Cometscorekategorie.
	Der Cometscore ergibt sich aus der Summe der Produkte vom Zahlenwert der Kategorien und der entsprechenden Anzahl von Zellen, die in diese Kategorie eingeteilt wurden. Ein Beispiel zeigt sich in Tab. 3.
	Cometkategorie
	Anzahl der Zellen
	Cometkategorie x Anzahl der Zellen
	0
	35
	0
	1
	30
	30
	2
	20
	40
	3
	10
	30
	4
	5
	20
	Summe
	100
	120 (Cometscore)
	Tab. 3: Berechnung des Cometscore
	Der Cometscore ergibt sich aus der Summe der Produkte aus dem Zahlenwert der Cometkategorie und der Anzahl von Zellen der entsprechenden Cometkategorie.
	Um den zufälligen Fehler möglichst gering zu halten, wurde der Cometscore in drei verschiedenen Blickfeldern auf allen vorhandenen Objektträgern ermittelt und anschließend das arithmetische Mittel gebildet.
	Für die statistische Auswertung und die Verarbeitung der Messdaten wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwendet.
	2.4 Genexpression von SNEV

	Um exprimiert zu werden, muss ein Gen erst abgelesen und dann mittels Transskription in mRNA umgeschrieben werden. D.h., die Menge an mRNA entspricht indirekt der Aktivität des Gens, denn je mehr mRNA entsteht, desto stärker wird das Gen exprimiert. Die Methode der Messung der Genexpression beruht nun auf dem Prinzip der Quantifizierung der mRNA des interessierenden Gens. Dazu sind die im Folgenden beschriebenen Schritte notwendig.
	2.4.1 RNA Isolierung
	Durchführung der RNA Isolierung


	Die RNA Isolierung wurde im Labor der Kinderklinik durch die Biomedizinischen Analytikerin Andrea Raicht durchgeführt. Es wurde ein RNAExtraktionsKit von Qiagen (RNEASY PROTECT MINI KIT, CAT. NO. 74124) verwendet.
	Das Prinzip beruht auf der Methode von Chomczynski et al.[75] und besteht aus zwei Schritten. Als erstes werden die Zellmembranen lysiert und danach wird die RNA von den übrigen Zellbestandteilen getrennt.
	Die RNA muss zuvor mittels (Mercaptoethanol ((ME) als Zusatz im Lysepuffer (RLT) vor dem Abbau durch RNAabbauende Enzyme (RNAsen) geschützt werden. (ME denaturiert RNAsen.
	Die RNA lagert sich bei Zugabe von Ethanol an eine SilicagelMembran an. Dann werden die Kontaminationen, unter sukzessiver Zugabe von verschiedenen Puffern und jeweils anschließender Zentrifugation, entfernt. Abschließend wird die RNA wieder mittels Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetztem Aqua bidest. aus der Membran eluiert.
	Das genaue Procedere für 1 x 106 Zellen ist dann wie folgt:
	1) Zellen für 5 min bei 20 °C mit 1400 rpm zentrifugieren und den entstandenen Überstand verwerfen
	2) Zellpellet mit 350 µl des mit 10 µl (ME /1ml versetzten Lysepuffer (RLT)Überstand resuspendieren
	3) Suspension in die QIAshredder Column pipettieren, 2 min bei Raumtemperatur und 20.000 g zentrifugieren und anschließend die Säule verwerfen
	4) 350 µl 70%igen Ethanol hinzugeben, durch Auf und Abpipettieren vermischen und in die RNeasy Spin Column pipettieren
	5) 15 s mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
	6) 700 µl des RW1 Puffers hinzugeben
	7) 15 s mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
	8) 500 µl des RPE Puffers hinzugeben
	9) 15 s mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
	10) 500 µl des RPE Puffers hinzugeben
	11) 2 min mit 8.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
	12) 15 s mit 20.000 g zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen
	13) 30 µl RNase Free Water
	14) 1 min mit 20.000 g zentrifugieren, Flowthrough verwerfen
	15) +30 µl RNase Free Water hinzugeben
	16) 1 min mit 8.000 g zentrifugieren
	Die RNA befand sich nun im Durchfluss, also im Diethylpyrocarbonat versetztem Aqua bidest.
	Bestimmung der RNAKonzentration

	Im nächsten Schritt wurde die RNA Konzentration und Reinheit durch das Bestimmen der optischen Dichte bei Bestrahlung mit UVLicht gemessen. Die optische Dichte wurde bei 260 nm (OD260) und 280 nm (OD280) gemessen. Die OD260 ist dabei ein Marker für die Menge an RNA und die OD280 für die Menge an Verunreinigungen (Proteine). Der Quotient aus OD260 und OD280 gibt Aufschluss über die Reinheit und sollte bei größer 1,8 liegen. Es lässt sich mit folgender Formel die Menge an RNA ausrechnen.
	40 x OD260 x Verdünnungsfaktor = μg RNA/ml
	Zuerst wurden 100 µl reinen Aqua bidest. in einer Messkuvette vermessen, um das Eppendorf Biophotometer plus zu kalibrieren. Danach wurden in einer Messkuvette 10 µl RNA gelöst in DEPC Aqua bidest. mit 90 µl Aqua bidest. verdünnt und im Photometer vermessen. Die Konzentration an RNA kann nun mit der obigen Gleichung und dem im Photometer bestimmten Wert errechnet werden.
	2.4.2 cDNASynthese (reverse Transkriptase)

	Um die quantitative RealTime PCR nutzen zu können, muss die RNA noch in cDNA umgeschrieben werden, da sie mit DNAabhängigen DNAPolymerasen arbeitet und diese die RNA nicht ablesen können. Das Umschreiben geschieht mit einem ursprünglich aus Viren gewonnenen Enzym – der reversen Transkriptase. Sie funktioniert als RNAabhängige DNAPolymerase. Unabhängig davon kann sie aber auch als DNAabhängige DNAPolymerase wirken.
	Zur cDNASynthese wurde das “High capacity RNA to cDNA Kit” von Applied Biosystems verwendet. Dabei wurden Random Primer (Primermix mit vielen verschiedenen Startsequenzen) zur Synthese der cDNA verwendet. Diese gewährleisten eine hoch effiziente Synthese von allen vorhandenen RNAMolekülen – der gewünschten mRNA, aber auch aller anderen RNAFormen, wie zum Beispiel der ribosomalen RNA.
	Die reverse Transkriptionsreaktion setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:
	1) Aufbrechen der Sekundärstruktur der RNA
	2) Anlagerung der Random Primer
	3) Synthese der cDNA
	4) Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase
	Der genaue Ablauf entsprach dem Herstellerprotokoll und war wie folgt. Um die Enzymaktivität niedrig zu halten, wurde auf Eis gearbeitet:
	1) Herstellung des Mastermix für alle Proben und eine Negativkontrolle (siehe Tab. 4) in einem frischen Eppendorfgefäß.
	µl
	Substanz
	2
	10x RT Puffer
	0,8
	25x dNTP Mix
	2
	10x Random Primer
	1 (0)
	reverse Transkriptase
	4,2 (5,2)
	dH2O
	Tab. 4: Volumina des Mastermix für die cDNASynthese je Probe
	Die Werte in den Klammern gelten für die Negativkontrolle.
	2) Entnahme von 250 ng RNA (gelöst in Diethylpyrocarbonat versetztem Aqua bidest.) je Probe, Überführen in ein frisches Eppendorfgefäß und Auffüllen mit Aqua bidest. auf 10 µl. Das Volumen, in dem die 250 ng RNA primär gelöst war, sollte 10 µl jedoch nicht überschreiten.
	Für die Negativkontrolle wurde die RNA aus allen Proben gepoolt. Es wurde dazu gleich viel RNA aus allen Proben entnommen, so dass in Summe 250 ng RNA im Tube waren. Anschließend wurden die Tubes kurz abzentrifugiert, um eventuelle Tropfen von der Gefäßwand nach unten zu bringen.
	3) Die Lösungen aus 1) wurden zu denen aus 2) pipettiert und miteinander vermischt, so dass sich ein Volumen aus 20 µl ergab. Anschließend wurden die Tubes kurz abzentrifugiert.
	4) Hineingeben der Röhrchen in den Thermocycler und Start des Thermocyclers mit folgendem Programm:
	a. 10 min bei 25 °C
	b. 120 min bei 37 °C
	c. 5 s bei 85 °C
	d. Herunterkühlen auf 4 °C
	2.4.3 qRTPCR

	Die cDNA Proben können nun mittels quantitative RealTime Polymerase Chain Reaction (qRTPCR) vervielfältigt und mit dem interkalierenden Fluoreszensfarbstoff SYBRGreen in Echtzeit gemessen werden.
	Prinzip

	Das Prinzip der qRTPCR ist dasselbe wie das aller Polymerase Chain Reactions (PCR). An einem DNAStrang lagert ein Primer an („annealing“). Dieser Primer muss für das gesuchte Gen spezifisch sein, damit genau das gewünschte Gen später gezielt amplifiziert wird. Nach dem der Primer gebunden hat, bindet eine DNAabhängige DNAPolymerase an den Strang („annealing“) und das Kopieren der DNA beginnt („elongation“). Am Ende der Elongation liegt die DNA als Doppelstrang vor. Im Anschluss daran trennen sich alle Teile wieder voneinander („denaturation“) und das Ganze beginnt von vorn. Die Phasen Annealing, Elongation und Denaturation laufen jeweils bei bestimmten Temperaturoptima ab und dauern unterschiedlich lang. Die Annealing Temperatur ist von der Länge und Beschaffenheit des Primers abhängig. Bei einem hohen Anteil von Guanin und Cytosin ist die benötigte Energie höher, da aufgrund ihrer drei Wasserstoffbrückenbindungen die Bindungstendenz höher ist, im Vergleich zu Adenin und Thymin. Die optimale Temperatur kann durch Ausprobieren von verschiedenen Temperaturen gefunden werden (Gradienten PCR). Die Elongation hängt vom Optimum der verwendeten Polymerase ab, ist aber auch häufig gleich der Annealing Temperatur. Für die Aufspaltung aller Verbindungen (Denaturation) wird eine hohe Temperatur von etwa 95 °C benötigt.
	Da die Polymerase nur in eine Richtung ablesen kann und auch der Primer nur in einer Richtung funktioniert, könnte man immer nur einen Strang kopieren. – entweder den 3'→5'Strang oder den 5'→3'Strang. Dadurch würde sich bei jedem Zyklus die Menge der DNAStränge nur um eins erhöhen. Aus diesem Grund werden immer mindestens zwei Primer verwendet – ein forward und ein reverse Primer. So erhält man bei jedem Zyklus eine Verdoppelung.
	SYBRGreen

	Der Unterschied der qRTPCR mit SYBRGreen im Vergleich zur normalen PCR ist nun, dass sich im Reaktionsgemisch zusätzlich (SYBRGreen) befindet, der sich spezifisch an DoppelstrangDNA (dsDNA) anlagert. Bei der Bindung von SYBRGreen an dsDNA erhöht sich dessen Fluoreszenz bei der Bestrahlung mit Licht der entsprechenden Wellenlänge um den Faktor 1.000. Wenn nun während der PCR die Menge an dsDNA zunimmt, kann sich auch mehr SYBRGreen anlagern (siehe Abb. 10 (S.38)). Das geschieht vor allem am Ende der Elongation. Deshalb wird bei jedem Zyklus am Ende der Elongation die Intensität des Fluoreszenzlichts gemessen. Da sich die Intensität des Fluoreszenzsignals proportional zur Menge der dsDNA erhöht, lässt sich die Menge an dsDNA direkt proportional ablesen.
	Ein Vorteil des SYBRGreenAssays ist die Möglichkeit der Erzeugung einer Schmelzkurve zur Qualitätskontrolle. Dabei wird am Ende der PCR die Temperatur, beginnend bei 55 °C, langsam erhöht. Mit steigender Temperatur lösen sich die Wasserstoffbrückenbindungen der DNAStränge, die dsDNA teilt sich in ihre Einzelstränge und SYBRGreen löst sich. Deswegen verliert SYBRGreen einen Großteil seiner Fluoreszenz, was sich durch eine Abnahme der Intensität bemerkbar macht. Da die erzeugten DNAAbschnitte dieselbe Länge und Struktur aufweisen, ist auch die gleiche Energie nötig, um alle Bindungen aufzuspalten. Deshalb sollte die Fluoreszenz mehr oder weniger abrupt bei einer bestimmten Temperatur nachlassen. Wenn man die Änderung der Fluoreszenz gegen die Änderung der Temperatur in einem Diagramm aufträgt, sollte bei dieser Temperatur genau ein Peak erscheinen. Wenn ein zweiter Peak auftritt, unter der Voraussetzung, dass man nur ein Primerpaar verwendet hat, ist die Wahrscheinlichkeit groß, dass der Primer nicht spezifisch für den gewünschten DNAAbschnitt ist. Allerdings kann sich hinter einem Peak trotzdem noch ein zweites Produkt verstecken, weshalb eine Gelelektrophorese als zweite Qualitätskontrolle zur Spezifität der Primer notwendig ist. In der Gelelektrophorese kann man aufgrund der Eigenschaften des Gels, das wie ein Schwamm aufgebaut ist, die Auftrennung der PCRProdukte im elektrischen Feld nach Größe und Ladung erreichen und so eine mögliche Diversität erkennen.
	/
	Abb. 10: Prinzip der qRTPCR mit SybrGreen
	SybrGreen hat die Eigenschaft bei Bindung an DoppelstrangDNA (dsDNA) stärker zu fluoreszieren als bei Bindung an EinzelstrangDNA (ssDNA). Bei der PCR wird der Anteil, an dsDNA erhöht, was zu einer verstärkten Fluoreszenz führt. Bei der PCR werden einzelne Nukleotide verbraucht und zu DNA verbunden.
	Threshold 

	Bis zu einem gewissen Punkt verhält sich die Vermehrung der DNA exponentiell. Wenn dieser Punkt überschritten wird, flacht die Kurve ab. Gründe dafür können zum Beispiel die Abnahme der Konzentration an Nukleotiden für den Anbau weiterer DNAStücke oder der Verbrauch an Primer für die Anlagerung der Polymerase sowie die Konzentration von SYBRGreen sein. Rückschlüsse auf die Ausgangsmenge an mRNA lassen sich deshalb nur während des exponentiellen Wachstums stellen. Ein geeigneter Punkt findet sich meist am Beginn der detektierbaren, exponentiellen Vermehrung. Dieses Fluoreszenzsignal wird auch als „threshold“ bezeichnet.
	Effizienz und Qualitätskriterien

	Im Optimalfall verdoppelt sich die DNA bei jedem Zyklus. Dass der Optimalfall natürlich nicht eintritt, liegt unter anderem an dem Bindungsverhalten zwischen Primer und DNA. Diejenige Menge, um die sich die DNA vermehrt, wird als Effizienz (E) bezeichnet. Bei jedem Zyklus vermehrt sich deshalb die DNA um den Faktor (1+E). Die Anzahl der Zyklen, die nötig sind bis der „threshold“ (T) erreicht ist, wird „quantification Cycle“ (Cq) genannt und wird mittels folgender Gleichung errechnet (x0 steht für die Menge an AusgangsRNA und n für die Anzahl der Zyklen, die nötig sind, um Cq zu erreichen):
	T=x0∗1+𝐸Cq
	Wenn nun diese Gleichung (1) für zwei beliebige Werte x0 gleichsetzt wird, erhält man folgende Gleichung:
	x01∗1+𝐸Cq1=x02∗1+𝐸Cq2
	Durch Termumformung (u.a. bei Anwendung des Logarithmus der Basis 10) erhält man die folgende Gleichung:
	lg1+E=−1∗lgx02 –lgx01Cq2 − Cq1 
	Und durch weitere Termumformung erhält man Gleichung (4):
	E=10−1∗ lgx02 − lgx01Cq2 − Cq1 −1
	Zur Ermittlung der Effizienz (E) muss nun eine Standardverdünnungsreihe angelegt werden, bei der die Verdünnungen der DNA bekannt sind. Wenn nun zum Beispiel eine Verdünnungsreihe mit dem Verdünnungsfaktor 10 erzeugt wird, sollte man eine lineare Kurve erhalten, die bei Regression folgende Geradengleichung erfüllt:
	Es ist erkennbar, dass bei logarithmiertem x0 der Geraden die Gleichung (5) einer Geradengleichung entspricht, bei der die Steigung m gleich 1lg1+E ist. Des Weiteren ist ersichtlich, dass die Steigung m genau dem Reziproken des linken Terms der Gleichung (3) entspricht. Das bedeutet: 
	1𝑚=−1∗lgx02 −lgx01Cq2 − Cq1 
	Wenn nun die Gleichung (6) in die Gleichung (4) einsetzt wird, erhält man:
	E=101m−1
	Das wiederum bedeutet, dass die Effizienz bei Regression der Standardkurve und folglich der Kenntnis deren Steigung mithilfe der Gleichung (7) errechenbar ist.
	Es ist allerdings zu beachten, dass die Herleitung nur bei annähernder Linearität der Standardkurve gilt. Um dies sicherzustellen, muss das Bestimmtheitsmaß R2 für die logarithmierte Standardkurve errechnet werden. R2 sollte dabei größer als 0,98 sein.
	Als weiteres Qualitätskriterium sollte die Effizienz in einem Bereich zwischen 90–105% liegen.
	Referenzgen

	Um im Endeffekt eine Aussage treffen zu können und mögliche Mengenunterschiede an mRNA ausgleichen zu können, benötigt man noch ein Referenzgen. Das Referenzgen sollte eine homogene Expression über den Zeitverlauf haben, unabhängig vom intrazellulären Geschehen. Das im Interesse stehende Gen sollte ähnlichen Expressionsschwankungen unterliegen wie das Referenzgen, damit sich die Expressionsschwankungen gegeneinander ausgleichen. Ansonsten erhielte man ein falsch negatives Ergebnis.
	Durchführung

	Bei unserer Bestimmung der Genexpression von SNEV wurde als Referenzgen GAPDH (Glycerinaldehyd3phosphatdehydrogenase) verwendet.
	Für GAPDH wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  ACA TGT TCC AAT ATG ATT CCA
	reverse:  TGG ACT CCA CGA CGT ACT CAG
	Für SNEV wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  ATG TCC CTA ATC TGC TCC ATC T
	reverse:  ATT CTC CGC AAT GTA CTT CTC G
	Für unseren Versuch wurde zuerst, um die optimale Annealing Temperatur zu finden, eine Gradient PCR durchgeführt. Dazu wurde ein Teil aller Proben gepoolt, um bei kleinstmöglichem Materialverbrauch alle Proben austesten zu können. Der Pool aus acht Proben wurde auf jeder Zeile (AH) mit einer anderen Temperatur laufen gelassen. Zusätzlich wurde eine DNA-Negativ-Kontrolle (no template control, NTC) und eine Reverse-TranskriptaseNegativKontrolle (RT–) mit getestet. Der Versuchsablauf war der folgende:
	1) Pipettieren der für die PCR nötigen Substanzen (siehe Tab. 5) inklusive der cDNA-Proben (8x) sowie einer RT–Probe und einer NTC in 10 Wells einer PCR 96WellPlatte (hardshell).
	µl
	Substanz
	10
	iQ SybrGreen Supermix
	0,4
	forward Primer (0,2 µM)
	0,4
	reverse Primer (0,2 µM)
	4
	gepoolte cDNA 1:10 (5 ng/µl)
	5,2
	dH2O
	Tab. 5: Substanzzusammensetzung Gradient PCR
	Bei der NTC wurde die cDNA durch dH2O und bei der RT– durch nicht transkribierte RNA ersetzt.
	2) Einstellen der Platte in das BioRAD CFX96 PCRGerät und Starten des Programms mit den folgenden Einstellungen.
	a.  „Hot Start“ für 5 min bei 95 °C (zur Aufspaltung aller zufälligen Wasserstoffbrückenbindungen
	b. Danach ein zweistufiger Zyklus mit zuerst 95 °C für 10 s und anschließend für jede Probe eine unterschiedliche Temperatur zwischen 54 °C und 63 °C für 30 s. NTC und RT– 61 °C für 30 s. Dieser Zyklus wurde 39 Mal wiederholt
	c. Dann 95 °C für 30 s und anschließend 55 °C für 30 s
	d. Erzeugung einer Schmelzkurve mit den Temperaturen zwischen 55 °C und 95 °C bei einem Anstieg von 0,5 °C pro 5 s
	Nach Abschluss der Gradienten PCR konnte die eigentliche MessPCR gestartet werden. Es wurde für jede Probe ein Dreifachansatz mit den SNEVPrimern und ein Dreifachansatz mit den GAPDHPrimern durchgeführt. Zusätzlich wurde für die Bestimmung einer Standardkurve eine Verdünnungsreihe mit dem Faktor 5 (50, 10, 2, 0,4 ng/µl) mitamplifiziert. Jede Verdünnungsstufe und jede Probe wurden jeweils im Dreifachansatz durchgeführt. Des Weiteren wurde wieder eine DNANegativKontrolle (no template control, NTC) sowie eine Reverse-Transkriptase-Negativ-Kontrolle (RT–) angesetzt. Es wurde folgender Versuchsaufbau gewählt:
	1) Pipettieren der für die PCR nötigen Substanzen (siehe Tab. 6) inklusive der cDNAProben (jeweils 3x), der vier Verdünnungsstufen (jeweils dreimal) sowie einer RT–Probe und einer NTC in eine PCR 96WellPlatte (hardshell).
	µl
	Substanz
	10
	iQ Sybr Green Supermix
	0,4
	forward Primer (0,2 µM)
	0,4
	reverse Primer (0,2 µM)
	1
	cDNA 50 (bzw. 10, 2, 0.4) ng/µl 
	8,2
	dH2O
	Tab. 6: Substanzzusammensetzung MessPCR
	Für die Standardkurve wurden die in der Klammer befindlichen Konzentrationen gewählt. Bei der NTC wurde die cDNA durch dH2O und bei der RT– durch nicht transkribierte RNA ersetzt.
	2) Einstellen der Platte in das BioRAD XFC PCRGerät und Starten des Programms mit den folgenden Einstellungen.
	a.  „Hot Start“ für 5 min bei 95 °C (zur Aufspaltung aller zufälligen Wasserstoffbrückenbindungen
	b. Danach ein zweistufiger Zyklus mit zuerst 95 °C für 10 s und anschließend 60 °C für 30 s. Dieser Zyklus wurde 39 Mal wiederholt
	c. Dann 95 °C für 30 s und anschließend 55 °C für 30 s
	d. Erzeugung einer Schmelzkurve mit den Temperaturen zwischen 55 °C und 95 °C bei einem Anstieg von 0,5 °C pro 5 s
	Als Qualitätskontrolle wurde im Anschluss eine Standard und Schmelzkurvenbestimmung der amplifizierten DNA sowie eine klassischen Gelelektrophorese durchgeführt. Dazu wurden die Proben in ein 2%iges AgaroseGel zusammen mit Ethidiumbromid sowie sechsmal Loading Dyes pipettiert und dann bei einer Spannung von 70 V Richtung Anode laufen gelassen. Nach zwei Stunden wurden die Gele jeweils unter UVLicht fotografiert.
	Für die Analyse wurde die Software von BioRad (BioRad CFX Software 2.0) verwendet. Die Auswertung erfolgte in Microsoft Excel 2010 anhand der ΔΔCqMethode. Bei dieser Methode bezieht man die CqWerte von SNEV der einzelnen Passagen auf die CqWerte von GAPDH derselben Passagen. Da es sich bei Cq um einen Exponenten handelt, wird CqGAPDH von CqSNEV subtrahiert und nicht dividiert (Potenzgesetz), obwohl deren Genexpression relativ zueinander ist. Als Ergebnis erhält man ΔCq. Als nächsten Schritt subtrahiert man von ΔCq CqSNEV der ersten Passage, da man die Genexpression zur ersten Passage in Beziehung setzt. Das Ergebnis ist nun ΔΔCq. Allerdings muss dieser Wert negativiert werden, weil man auf den Ausgangswert zurück schließt. Da es sich, wie schon erwähnt, bei den Cq’s um Exponenten handelt, muss man diesen noch anwenden. Bei der PCR verdoppelt sich die DNA annähernd, weshalb als Basis zwei verwendet wird. Das Ergebnis ist dann 2–ΔΔCqWert. Zusammenfassend bedeutet dies also die relative Expression von SNEV der jeweiligen Passage bezogen auf die Expression der ersten Passage und relativiert durch die Expression von GAPDH.
	2.5 Cyclinbestimmung

	Es wurde die Expression der Cycline A, B1, C, D1, D3 und E bestimmt. Der praktische Teil wurde von Andrea Raicht durchgeführt.
	2.5.1 RNA Isolierung

	Siehe Abschnitt 2.4.1 RNA Isolierung (S.34).
	2.5.2 cDNASynthese (reverse Transkriptase)

	Für die Synthese der cDNA wurde das „First Strand cDNA Synthesis Kit“ von Roche verwendet. Der genaue Ablauf entsprach dem Herstellerprotokoll und war wie folgt. Um die Enzymaktivität niedrig zu halten, wurde auf Eis gearbeitet:
	1) Herstellung des Mastermix für alle Proben und eine Negativkontrolle (siehe Tab. 7) in einem frischen Eppendorfgefäß
	µl
	Substanz
	4
	10x RT Puffer
	2
	dNTPMix (4 x 1mM)
	1,6
	Oligo(dT)15Primer (50 pmol/µl)
	1 (0)
	AMV Reverse Transkriptase(20 U/µl)
	1
	RNase Inhibitor (50 U/µl)
	Tab. 7: Volumina des Mastermix für die cDNASynthese je Probe
	Die Werte in den Klammern gelten für die Negativkontrolle.
	2) Entnahme von 1 µg RNA (gelöst in Diethylpyrocarbonat versetztem Aqua bidest.) je Probe, Überführen in eine frisches Eppendorfgefäß und Hinzugabe des Mastermix aus 1). Anschließend wird die Lösung auf 20 µl mit Aqua bidest. aufgefüllt
	Für die Negativkontrolle wurde die RNA aus allen Proben gemittelt. Es wurde dazu gleich viel RNA aus allen Proben entnommen, so dass in Summe 1 µg RNA im Tube waren. Anschließend wurden die Tubes kurz abzentrifugiert, um eventuelle Tropfen von der Gefäßwand nach unten zu bringen
	3) Die Proben aus 2) wurden in das Thermocycler Well pipettiert, anschließend versiegelt und wiederum kurz abzentrifugiert
	4) Hineingeben des Wells und Start Thermocycler mit folgendem Programm:
	a. 10 min bei 25 °C
	b. 60 min bei 42 °C
	c. 5 min bei 99 °C
	d. Herunterkühlen auf 4 °C
	2.5.3 qRTPCR

	Siehe Abschnitt 2.4.3 qRTPCR Durchführung (S.41). Es wurden die Primer verwendet, die auch von Bondi et al.[76] zur Bestimmung des Zellzyklus benutzt wurde.
	Für GAPDH wurden folgende Primer verwendet (in 5’→3’Richtung):
	forward:  ACA TGT TCC AAT ATG ATT CCA
	reverse:  TGG ACT CCA CGA CGT ACT CAG
	Für Cyclin A wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  AAG AAG CCA GCT GAA TCT CAA A
	reverse:  GGT CCA GGT AAA CTA ATG GCT GAA
	Für Cyclin B1 wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  CCC TGC TGC AAC CTC CAA
	reverse:  TGT TCA CTG ACT TTG TTA CCA ATG TC
	Für Cyclin C wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  GCC GGC TGG TGC TTT TTT A
	reverse:  TGG GAG CTC TGC CAA AAG TT
	Für Cyclin D1 wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  CCG TCC ATG CGG AAG ATC
	reverse:  AAC AAG TTG CAG GGA AGT CTT AAG A
	Für Cyclin D3 wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  CTG TCT CTC CCC GCC AGT T
	reverse:  CTG ATA TCT CAA GCT TTC CTT TTC CT
	Für Cyclin D3 wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  CCC CGC TGC CTG TAC TGA
	reverse:  AGC ATG GAG TAA GAG ACC TGG AA
	2.6 Oxidativer Stress  Carbonylierte Proteine

	Zur Bestimmung des oxidativen Stresses wurde die Menge an carbonylierten Proteinen bestimmt. Dazu wurde eine Zellmenge von 1 x 104 Zellen genommen und in ein 0,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Dann wurden die Zellen für 5 min und 1400 rpm abzentrifugiert und das überschüssige Medium entfernt. Um an die Proteine zu gelangen mussten die Zellmembranen lysiert werden. Hierzu wurden die Zellen zuerst in 50 µl steriles Aqua bidest. resuspendiert und mit dem Eppendorfgefäß in ein Eiswasser gefülltes Ultraschallbad getaucht. Anschließend wurde das Ganze mit Alufolie fixiert (siehe Abb. 11).
	/
	Abb. 11: Lyse der Zellen für die Bestimmung der carbonylierten Proteine
	Dann wurde die Probe für zweimal 3 min im eingeschalteten Ultraschallbad inkubiert. Da durch das Ultraschallbad Wärme entsteht und sich dadurch die Moleküle verändern könnten, wurde dazwischen eine Pause von etwa 3 min eingelegt, um die überschüssige Wärme an das Wasser abzugeben. Danach wurde die Probe in einer auf 4 °Cgekühlten Zentrifuge bei 14.000 g für 20 min zentrifugiert. Abschließend wurde der die Proteine enthaltende Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt und bei 20 °C im Gefrierschrank eingelagert, solange bis die Probe von Prof. Greilberger am Institut für physiologische Chemie weiterverarbeitet werden konnte. Er bestimmte die Menge an carbonylierten Proteinen nach einer Methode von Buss et al.[77], welche er mit gewissen Änderungen[78] verwendete. Für die statistische Auswertung und die Verarbeitung der Messdaten wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwendet.
	2.7 Telomerlänge

	Die relative Länge der Telomere der durch MACS angereicherten CD34 positiven Zellen wurde nach der Methode von Cawthon et al. mit Hilfe der qRTPCR und SybrGreen bestimmt.[79] Dabei werden die repetitiven Sequenzen der DNA (T) und parallel ein „singlecopy gene“ (S) mittels PCR amplifiziert. Das „singlecopy gene“ ist das Referenzgen, welches nur einmal in einer einzigen Kopie im gesamten Genom vorkommt. T und S liefern beide bei Anwendung der qRTPCR mit SybrGreen Assay einen 2–ΔΔCqWert, der der Menge an Ausgangsmaterial und dessen Länge der DNAProdukte entspricht. Beide werden miteinander in Verhältnis gesetzt und ergeben die T/SRatio. Dieser T/SRatio ändert sich in Abhängigkeit der Telomerlänge, indem er bei häufigeren Wiederholungen von TTAGGGSequenzen größer wird. Folglich entspricht der T/SRatio der relativen Länge der Telomere. Über die Länge des „singlecopy gene“ lässt sich dann in etwa die absolute Länge der Telomere errechnen. Der praktische Teil wurde von Andrea Raicht durchgeführt.
	2.7.1 DNA Isolierung
	Durchführung der DNA Isolierung


	Der erste Schritt zur Bestimmung der Telomerlänge ist das Isolieren der DNA nach dem Protokoll von QIAamp „DNA Blood Mini Kit“. Es wurden 2 x 105 Zellen gelöst in 200 µl CMFPBS verwendet. Der Versuchsablauf war wie folgt:
	1) Pipettieren von 20 µl Qiagen Protease in ein 1,5 mlRöhrchen
	2) Hinzugeben der 200 µl Zellsuspension
	3) Hinzugeben von 200 µl Lysepuffer Puffer (AL)
	4) Inkubieren des Gemisches bei 56 °C für 10 min
	5) sanftes Zentrifugieren des Röhrchens
	6) Hinzugeben von 200 µl Ethanol (96100%) und sanftes Vortexen für 15 s
	7) erneut sanftes Zentrifugieren des Röhrchens
	8) Hineingeben der QIAamp Spin Column in ein 2 mlRöhrchen
	9) vorsichtiges Hinaufgeben der Probe auf die QIAamp Spin Column
	10) Zentrifugieren bei 6.000 g für 1 min
	11) Hineingeben der QIAamp Spin Column in ein neues 2 mlRöhrchen
	12) Hinzugeben von 500 µl Waschpuffer AW1
	13) Zentrifugieren bei 6.000 g für 1 min
	14) Hineingeben der QIAamp Spin Column in ein neues 2 mlRöhrchen
	15) Hinzugeben von 500 µl Waschpuffer AW2
	16) Zentrifugieren bei 2.0000 g für 3 min
	17) Hineingeben der QIAamp Spin Column in ein neues 1,5 mlRöhrchen und wegwerfen aller Durchfluss Röhrchen
	18) Hinzugeben von 200 µl Aqua bidest. und Inkubieren bei Raumtemperatur für 3 min
	19) Zentrifugieren bei 6.000 g für 1 min
	DNAKonzentration

	Für Bestimmung der DNAKonzentration wurde das gleiche Prinzip wie für die Bestimmung der RNAKonzentration angewendet. Siehe dazu 2.4.1 Abschnitt Bestimmung der RNAKonzentration (S.35). Im Unterschied zur Bestimmung der RNAKonzentration wurde für die DNAKonzentration folgende Formel verwendet:
	50 x OD260 x Verdünnungsfaktor = μg dsDNA/ml
	Im Anschluss wurde die Konzentration der DNA auf ca. 1,75 ng/µl eingestellt.
	2.7.2 qRTPCR

	Siehe Abschnitt 2.4.3 qRTPCR Durchführung (S.41)
	Als singlecopy gene wurde das Acidic ribosomal phosphoprotein P0 (36B4) verwendet, welches auf Chromosom 12 lokalisiert ist und eine Produktlänge von 74 Basenpaaren aufweist.
	Für den TelomerPrimer (T) wurden folgende Primer verwendet(in 5’→3’Richtung):
	forward:  CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT
	reverse:  GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT
	Für das singlecopy gene wurden folgende Primer verwendet (in 5’→3’Richtung):
	forward:  CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACA A
	reverse:  CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC 
	2.8 Telomeraseaktivität

	Der bei uns verwendete Nachweis der Telomeraseaktivität beruht auf dem von Kim et al. Entwickelten TRAPAssay (Telomeric Repeat Amplification Protocol“Assay).[80] Der Versuch unterteil sich in folgende vier Schritte:
	1) Isolation der Telomerase
	2) Synthese der Telomere (TRAPAssay)
	3) PolymeraseKettenReaktion (PCR)
	4) Enzymelinked Immunosorbent Assay (ELISA)
	Zunächst wird die Telomerase aus den Zellen isoliert (1). Im Anschluss daran lässt man die Telomerase in einer Reaktionslösung arbeiten, die u.a. aus TSPrimern (P1TS), welche ein künstliches Telomerende darstellen, Nukleotiden und Telomerase besteht (2). Die Telomerase synthetisiert an den TSPrimer neue Telomersequenzen, die jeweils sechs Basenpaare (bp) lang sind und die Basenabfolge TTAGGG aufweisen. Nun kann man schlussfolgern, je länger die künstlichen Telomerenden sind, desto stärker ist die Telomeraseaktivität in vivo. Um die Telomerenden messbar zu machen, müssen sie in einer PCR mittels TaqPolymerase vervielfältigt werden (3). Der komplementäre Strang wird dabei an einen zweiten Primer (P2) synthetisiert. Danach erfolgt der ELISA (4). Die beiden Primer haben an ihrem einen Ende, welches nicht der Verlängerung der Telomere dient, ein Biotinmolekül gebunden. Die Biotinmoleküle wiederum werden an Streptavidin beschichteten Platten gebunden, sodass die an ihnen hängenden Telomere fixiert sind. Bei Zugabe von an komplementären Telomersequenzen gebundenem Digoxigenin (DIG) und anschließender Inkubation, lagern sich die komplementären Telomersequenzen an die Telomere an. Nun gibt man Peroxidase gekoppelte Antikörper gegen Digoxigenin hinzu. Diese binden an das Digoxigenin. Als nächstes fügt man Tetramethylbenzidin (TMB) hinzu, welches von der Peroxidase umgesetzt wird und zu einem Farbumschlag führt. Diesen Farbumschlag kann man fotometrisch messen und damit die Länge der Telomere bestimmen. Die Länge der Telomere wiederum lässt den Rückschluss auf die Telomeraseaktivität zu.
	Um den eben beschriebenen Assay noch zu verbessern, ist in der Lösung von Schritt (2) ein weiteres DNAMolekül, der Interne Standard (IS), enthalten. Es gibt verschiedene DNAMoleküle, die als IS verwendet werden können. Dieser IS hat eine bestimmte Länge von zum Beispiel 216 bp und hat genau die gleichen Primeranlagerungssequenzen wie der Telomer Strang, so dass sich während der PCR die Primer P1TS und P2 daran anlagern können und dadurch eine Vervielfältigung, gleich wie bei den Telomersträngen, ermöglichen. Im Unterschied zum Primer P1TS bzw. Telomerstrang wird der IS nicht durch die Telomerase verlängert. In einer nach der PCR durchgeführten Gelkontrolle erzeugen die Telomerstränge, in Abhängigkeit von ihrer Länge, ein „Leiter“-artiges Bild, wobei die einzelnen Sprossen 6 bp voneinander getrennt sind. Der IS hingegen lagert sich genau an der entsprechenden Stelle von beispielsweise 216 bp ab. Der Vorteil, den man durch das Mitführen eines IS erhält, ist, dass das Vorhandensein von TaqPolymerase Inhibitoren angezeigt wird. Die TaqPolymerase Inhibitoren könnten unter Umständen bei der Isolierung der Telomerase nicht vollständig entfernt worden sein und würden in diesem Fall die Aktivität der TaqPolymerase einschränken. Die TaqPolymerase würde dann beide PCR-Substrate, sowohl die Telomerstränge als auch der IS, weniger häufig amplifizieren. Hätte man den IS in diesem Fall nicht mitgeführt, könnte man nicht unterscheiden, ob wenig Telomerase vorhanden ist oder die PCR, aufgrund der inhibierten Taq-Polymerase, schlecht gelaufen ist.[81]
	Der Versuchsablauf entsprach dem des Herstellerprotokolls „TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAPLUS“ (Cat. 12013789001, Roche, Mannheim/Germany), wurde mit 2 x 105 durch MACS angereicherte Zellen durchgeführt und gestaltete sich wie folgt. Der praktische Teil erfolgte durch Andrea Raicht. Sofern nicht anders angemerkt, wurden die Proben immer auf Eis gelagert verarbeitet.
	2.8.1 Isolation der Telomerase

	1) Erzeugen eines Zellpellets durch Zentrifugieren bei 3.000 g sowie 4 °C für 5 min und anschließendes Abheben des Überstands
	2) Resuspendieren in 200 µl CMF-PBS und Wiederholung des Schritt 1)
	3) Resuspendieren in 200 µl auf Eis vorgekühlten Lysepuffer (Sol. 1) durch 3maliges Auf- und Abpipettieren
	4) 30 min auf Eis inkubieren
	5) Zentrifugieren der Suspension bei 16.000 g und 4 °C für 20 min
	6) Vorsichtiges Abheben von 175 µl des Überstands (Zellextrakt) und Überführen in ein neues Röhrchen
	Der TRAPAssay schloss sich direkt an.
	2.8.2 TRAPAssay und PCR

	Die Vorbereitung der Negativkontrolle 1 erfolgte durch Vorbehandlung der Proben mit RNase:
	1) Hinzugabe von 1 µl DNase freie RNase zu 5 µl Zellextrakt in einem frischen Röhrchen
	2) Inkubation bei 37 °C für 20 min
	Der Ansatz erfolgte in einer Thermocyclerplatte mit folgenden Reagenzien und Mengen (siehe Tab. 8). Es wurde auf Eis pipettiert:
	Reagenz
	Probe (SX)
	negative Kontrolle 1 (SX,0)
	positive Kontrolle (TS8)
	negative Kontrolle 2 (TS8,0)
	Aqua bidest
	ad 50 µl
	ad 50 µl
	ad 50 µl
	ad 50 µl
	Reaction Mix (Sol. 2)
	25 µl
	25 µl
	25 µl
	25 µl
	Interner Standard (Sol. 3)
	5 µl
	5 µl
	5 µl
	5 µl
	Probe (Zellextrakt)
	1 µl
	/
	/
	/
	Negativkontrolle 1
	/
	1 µl
	/
	/
	Positiv Kontrolle (Sol. 4 )
	/
	/
	1 µl
	/
	Lysepuffer (Sol. 1)
	/
	/
	/
	1 µl
	Tab. 8: Substanzzusammensetzung des TRAPAssay
	Die negative Kontrolle 1 enthält die RNase behandelte Probe, die negative Kontrolle 2 enthält nur den Lysepuffer und die positiv Kontrolle enthält eine repetitive Telomersequenz (TTAGGG)8 in einer Konzentration von 10–12 nmol/µl. TS8 und TS8,0 wurde nur einmal durchgeführt. Allerdings wurde für jede Probe (SX) eine negative Kontrolle (SX,0) mitgeführt, wobei x für die beliebige Probennummer steht.
	Einstellen der Platte in den Thermocycler und Starten des Programms mit den folgenden Einstellungen:
	1) Primer Elongation für 20 min bei 25 °C
	2) Telomerase Inaktivierung für 5min bei 94 °C
	3) Denaturierung bei 94 °C für 30 s
	4) Annealing bei 50 °C für 30 s
	5) Elongation bei 72 °C für 90 s
	6) 29 Wiederholungen der Schritte 3), 4), 5)
	7) Weitere 10 min bei 72 °C
	8) Abkühlen auf 4 °C
	2.8.3 Enzymelinked Immunosorbent Assay (ELISA)

	1) Vorbereiten einer leeren Mikrotiterplatte (MP) durch Hineinpipettieren von 10 µl Denaturierungslösung (Sol.7) in je zwei Wells pro Probe (SX)
	2) Hinzugeben von 2,5 µl Amplifikationsprodukt in jedes Well der entsprechenden Probe
	3) Hineinpipettieren der Kontrollen SX,0 in leere Wells der Mikrotiterplatte (MP)
	4) Inkubieren der Mikrotiterplatte (MP) bei Raumtemperatur für 10 min
	5) Hinzugeben von 100 µl Hybridisierungslösungen (Sol.8 = T, Telomerase spezifischer Bindungspuffer) in eins der beiden Wells mit der Probe SX und 100 µl Hybridisierungslösungen (Sol.9 = IS, Interner Standard spezifischer Bindungspuffer) in das andere Well mit der Probe (SX)
	6) Hinzugeben von 100 µl Hybridisierungslösungen (Sol.8 = T) zur negativ Kontrolle 1 (SX,0) und anschließend kurz vortexen der Mikrotiterplatte (MP)
	7) Pipettieren von je 100 µl je Well aus der MP in jeweils ein neues Well der Mikrotiterplatte (MPK), welche mit dem Kit mitgeliefert wurde, und anschließend Zukleben mit einer Folie als Verdunstungsschutz 
	Das Pipettierschema von Schritt 7 gestaltete sich folgendermaßen (siehe Tab. 9):
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	A
	TS8,0
	TS8
	TS8,IS
	B
	S1,0
	S1
	S1,IS
	C
	S2,0
	S2
	S2,IS
	D
	…
	…
	…
	E
	F
	G
	H
	Tab. 9: Pipettierschema des TRAPAssay
	TS8 enthält die Positivkontrolle und Telomerase spezifischen Bindungspuffer; 
	TS8,0 enthält Lysepuffer und Telomerase spezifischen Bindungspuffer; 
	TS8,IS enthält die Positivkontrolle und Interner Standard spezifischen Bindungspuffer; 
	SX enthält die Probe (SX) und Telomerase spezifischen Bindungspuffer; 
	SX,0 enthält die Negativkontrolle 1, welche der RNase behandelten Probe (SX) entspricht, und Telomerase spezifischen Bindungspuffer; 
	SX,IS enthält die Probe (SX) und Interner Standard spezifischen Bindungspuffer
	X steht für eine beliebige Probennummer
	8) Zentrifugieren der MP bei 37 °C und 300 rpm für 2 h
	9) Komplettes Entfernen der Hybridisierungslösungen
	10) Hinzufügen von 250 µl Waschpuffer (Sol. 10) in jedes Well
	11) Inkubation des Waschpuffers für mind. 30 s
	12) Sorgfältiges Entfernen des Waschpuffers aus allen Wells
	13) Zweimaliges Wiederholen der Schritte 9), 10), 11)
	14) Hinzufügen von 100 µl AntiDIGHRP Lösung (Sol. 11) in jedes Well und Zukleben der Platte
	15) Zentrifugieren der MP für 30 min bei Raumtemperatur und 300 rpm
	16) Entfernen der Lösung
	17) Hinzufügen von 100 µl Tetramethylbenzidin (Sol. 13)
	18) Zentrifugieren für 15 min bei Raumtemperatur und 300 rpm 
	19) Hinzufügen von 100 µl Stoplösung (Sol. 14)
	20) Auslesen der Mikrotiterplatte im Mikrotiterplattenleser bei 450 nm gegen 690 nm
	2.8.4 Auswertung

	Damit die Messung als verwertbar betrachtet werden kann, müssen bestimmte Qualitätskriterien eingehalten werden. So darf die Extinktion der probenspezifischen Negativkontrolle (A450nm – A690nm) nicht größer als 0,1 sein. Die Extinktion der Positivkontrolle sollte in einem Bereich zwischen 0,2 und 0,5 liegen.
	Um die Aktivität der Telomerase zu quantifizieren, wurde die relative Telomerase Aktivität (RTA) bestimmt. Es wurde die Extinktion Probe mit der Extinktion der Positivkontrolle ins Verhältnis gesetzt. Mit der Extinktion des Internen Standards lässt sich ein eventuell vorhandener Mengenunterschied zwischen Probe und Positivkontrolle ausgleichen. Die Formel lautet wie folgt:
	𝑅𝑇𝐴=AS−AS0AS,ISATS8−ATS8,0ATS8,IS
	AS:   Absorption der Probe
	AS0:   Absorption der Negativkontrolle
	AS,IS:   Absorption des Internen Standards der Probe
	ATS8:   Absorption der Positivkontrolle
	ATS8,0:   Absorption des Lysepuffers
	ATS8,IS:   Absorption des Internen Standards der Positivkontrolle
	Über die Konzentration der Positivkontrolle lässt sich dann ein absolutes Ergebnis errechnen, welches in der Einheit [amol/ml] vorliegt. Für die statistische Auswertung und die Verarbeitung der Messdaten wurde das Programm Microsoft Excel 2010 verwendet.
	3 Ergebnisse
	Es wurden Rahmen meiner Diplomarbeit die hämatopoetischen Stammzellkulturen 02, 03, 04, 05, 06 und 07 (HSC02, HSC03, HSC04, HSC05, HSC06, HSC07) begonnen. Allerdings musste bei HSC03 die Kultur beendet werden, weil die Patientin, deren Nabelschnurblut verwendet wurde, ihre Zustimmung zur Kultur der Zellen widerrufen hatte. Bei HSC04, HSC05 und HSC06 gab es Schwierigkeiten beim Anwachsen bzw. konsekutiv bei der Vermehrung der Zellkultur, so dass diese Kulturen nach Passage 34 beendet wurden. Die Kultur HSC07 wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit begonnen und von Lukas Schinagl, dem mir nachfolgenden Diplomanden, fortgeführt. Die Ergebnisse der HSC07 werden anschließend in seiner Diplomarbeit publiziert und diskutiert. Es sei aber soweit erwähnt, dass sich HSC07 bis zum jetzigen Zeitpunkt bei Passage 21 gut entwickelt hat.
	3.1 Wachstum der HSCKultur 02
	3.1.1 Gesamtleukozytenzahl


	Die Graphen in Abb. 12 geben die Gesamtleukozytenzahl und deren Wachstum (1. Ableitung nach der Zeit) über die einzelnen Passagen wieder. Es ist zu beachten, dass die Gesamtleukozytenzahl ein fiktiver Wert ist, da nach jeder Passage nur ein Teil der Zellen weiterkultiviert wurde. Die Gesamtleukozytenzahl ergibt sich also aus dem Wachstum der Teilmengen je Passage bezogen auf die Gesamtheit der Zellen.
	Es ist zu erkennen, dass das Wachstum in den ersten Passagen mit einem Wachstumsfaktor von 12 und 7 am größten war und bis zur Passage 3 konstant abfiel, um sich danach bei einem Wachstumsfaktor zwischen 1 und 2,1 einzupendeln. In der Passage 21 kam es nochmalig, mit einem Wachstumsfaktor von 2,36, zu einem stärkeren Wachstum. Danach nahm die Teilungsfähigkeit beständig ab. In den beiden letzten Passagen der Kultur war der Wachstumsfaktor sogar kleiner als 1, was einer Abnahme der Gesamtleukozytenzahl entsprach.
	/
	Abb. 12: Gesamtleukozytenzahl im Zeitverlauf 
	3.1.2 Morphologie der Zellkultur

	Nicht nur die Anzahl der Zellen veränderte sich über die Zeit, sondern auch ihre Morphologie. Um diesen Aspekt zu verdeutlichen, wurde die Kultur nach jeder Passage fotografiert. Beispielhaft finden sich in Abb. 13 zwei dieser Fotografien, welche bei Passage 1 und Passage 24 aufgenommen wurden. Man erkennt auf dem Foto der Passage 1 viele gleichartige, runde Zellen, die sehr dicht beieinander liegen. Das Foto der Passage 24 zeigt im Gegensatz dazu weniger dicht liegende Zellen, wobei viele eine unterschiedliche Größe aufweisen und zum Teil auch nicht mehr so homogen rund sind. Zusätzlich finden sich mehr Zellaggregate. 
	/
	Abb. 13: Morphologie der Zellkultur (lichtmikroskopische Fotografie; 200fache Vergrößerung)
	3.1.3 Vermehrung der HSC 

	Die Abb. 14 zeigt die Wachstumskurven von CD34+/CD45dimZellen als auch die Wachstumskurven von CD133+Zellen. Da hämatopoetische Stammzellen hauptsächlich den Oberflächenmarker CD34 tragen, symbolisiert der Graph in Abb. 14 in erster Linie das Wachstum der hämatopoetischen Stammzellen.[46-48] Der Oberflächenmarker CD133 befindet sich hauptsächlich auf frühen CD34+Zellen aber auch auf Zellen bei denen CD34 noch negativ ist.[48] 
	Ähnlich der Entwicklung der Gesamtleukozyten proliferierten die CD34+Zellen in den ersten Passagen am stärksten. Die Wachstumsrate fiel dabei kontinuierlich ab und bei Passage 3 kam es zu einem Stagnieren des Wachstums. In den folgenden Passagen zeigten die CD34+/CD45dimZellen ein undulierendes Wachstum mit Wachstumsfaktoren zwischen 1 und 3. Ab Passage 21 blieb die Population an CD34+-Zellen bis zum Ende der Kultur in etwa konstant. Die CD133 positiven Zellen wiesen ein ähnliches Wachstumsmuster wie die CD34+/CD45dim-Zellen auf. Allerdings kam es bei bestimmten Passagen (4 und 6) zu einem fast doppelt so starken Wachstum verglichen zu den CD34+/CD45dim-Zellen. Ab Passage 20 trennten sich jedoch beide Verläufe und die Population der CD133+-Zellen nahm stark ab. Innerhalb der letzten vier Passagen schrumpfte die Population der CD133+-Zellen auf ca. 1,6% zusammen (Passage 25 bezogen auf Passage 21).
	/
	Abb. 14: Zellzahl von CD34+/CD34dim-Zellen und CD133+-Zellen im Zeitverlauf
	3.1.4 Anteil der HSC an der Gesamtpopulation

	Abb. 15 zeigt den Verlauf der Stammzellmarker über die Zeit. Während der ersten drei Passagen nahm ihr Anteil, sowohl CD34+ (von 53,8% auf 9,4%) als auch CD133+ (von 22,8% auf 5,0%), deutlich ab. Der Anteil an Zellen mit CD34 positivem Oberflächenmarker stieg in weiterer Folge kontinuierlich bis Passage 10 auf 16% an, um dann wieder auf 8,6% bei Passage 15 und 16, mit einer kurzen Zwischenanstieg bei Passage 14, abzufallen. Danach erhöhte sich der Anteil bis Passage 19 deutlich auf 19,2%, stagnierte dann für zwei weitere Passagen mit 15,8% und 17,8% auf hohem Niveau und fiel dann jedoch bis Passage 24 auf 8,4% ab. Am Ende der Kultur stieg er dann noch einmal auf 13%. Die Zellen mit dem Oberflächenmarker CD133 hatten tendenziell einen ähnlichen Verlauf wie der der CD34+-Zellen. Allerdings lag ihr Anteil fast immer unter dem der CD34+-Zellen. Bis zur Passage 7 kam es zu einem kleinen Anstieg auf 7,8%. Bei Passage 8 besaßen dann plötzlich 17,7% der Zellen CD133. Allerdings fiel ihr Anteil danach bis Passage 12 wieder auf 5,7% ab. In weiterer Folge (bis zur Passage 17) blieb CD133 um 5% relativ konstant (0,5; +0,6) exprimiert. Danach stieg der Anteil wieder auf 10,5% an, um dann bis zum Ende der Kultur auf 0% abzufallen.
	/
	Abb. 15: Expression der Stammzellmarker im Zeitverlauf
	Die Abb. 16 gibt das Verhältnis von CD34+Zellen zu CD133+Zellen wieder. Während der ersten drei Passagen nahm der Anteil der CD34+Zellen stärker zu, was sich im Quotienten wiederspiegelte. Dieser stieg von 1,44 bei Passage 1 auf 1,88 bei Passage 3. In den folgenden vier Passagen lag das Verhältnis zwischen 1,2 und 1,33. Bei Passage 8 kam es wegen des sprunghalten Ansteigens des Anteils an CD133+Zellen zu einer Umkehr des Verhältnisses (0,73). Danach glich sich dieses jedoch wieder aus beziehungsweise kehrte sich um (1,05). Anschließend setzte sich dieser Trend bis zur Passage 14 und einem Verhältnis von 2,74 fort. Im weiteren Verlauf kam es zu einem kleinen Einbruch der CD34+Zellen und somit auch des CD34+ CD133+Quotienten auf 1,39 bei Passage 17. Bis Passage 20 blieb er dann zwischen 1,83 und 1,72, um sich dann bis zum Schluss deutlichst zu Gunsten der CD34+Zellen zu verändern (Passage 25: 259,0)
	/
	Abb. 16: Verhältnis von CD34+Zellen zu CD133+Zellen
	(Für die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung (Basis 2) gewählt.)
	3.1.5 Expression der Lineage Marker bezogen auf die Gesamtpopulation

	Die Abb. 17 stellt die Ausprägung der Lineage Marker auf allen Zellen über den Zeitverlauf dar. Da die Zellen beim Primäransatz (Passage 0) durch MACS für CD34 selektiert wurden, wurde eine durchflusszytometrische Analyse für die Oberflächenmoleküle erst bei Passage 1 begonnen. Oberflächlich betrachtet gilt für die meisten linienspezifischen Oberflächenmoleküle, dass deren Vorhandensein über die Zeit eher zunahm. Das CDMolekül 15 unterlag dabei der größten Steigerung. Bei Passage 1 war CD15 auf 14,5% der Zellen vorhanden und stieg dann undulierend auf 73,2% bis zur Passage 24 an. Die größten Ausprägungszuwächse ergaben sich zwischen Passage 1 und 3 sowie zwischen Passage 18 und 24. Die Ausprägung von CD14 war, pauschalisiert betrachtet, mit einigen Schwankungen über die Zeit der Kultur relativ konstant und lag in etwa bei 18%. In den früheren Passagen lag der Anteil der CD14+Zellen etwas höher und in den späten Passagen eher etwas niedriger. CD3 stieg relativ kontinuierlich von 0,8% bis auf 12,3% bei Passage 24. Der Anteil der Zellen, die CD19 auf ihrer Oberfläche tragen, betrug anfänglich 5,5%, steigerte sich bis Passage 3 auf 24%, um danach bis Passage 11 wieder abzufallen. Bis Passage 21 schwankte der Anteil dann zwischen 5% und 10%. Bis zum Schluss stieg er jedoch wieder auf 18,5%. Unter den CD56+Zellen wurde zwischen CD3postiven und CD3negativen Zellen unterschieden. Der Verlauf der CD56+/CD3+Zellen glich bis zur Passage 9 dem Verlauf der CD19+Zellen. Danach wuchs ihr Anteil jedoch im Gegensatz zu den CD19+Zellen an. Ihr Anteil stieg dabei bis zur Passage 20 auf 31%. Im Anschluss fiel er für die nächsten Passagen bis auf 22,2%, um in der letzten Passage wieder auf 27,8% zu steigen. Insgesamt fanden sich CD56+/CD3Zellen nur relativ selten und kamen bis zur Passage 13 auf einen schwankenden Anteil zwischen 0,1% und 0,3%. Bis zur Passage 18 lag er dann zwischen 0,3% und 0,5%. In den Passagen 19 bis 22 fiel er dann wieder auf unter 0,3%. Anschließend wuchs der Anteil jedoch sprunghaft bis auf 1,5% an.
	/
	Abb. 17: Expression der Lineage Marker im Zeitverlauf
	3.2 Expression von SNEV

	In Abb. 18 ist die relative Genexpression des SNEVGens über die Zeit bezogen auf Passage 3 aufgetragen. Die Expression von SNEV unterliegt deutlichen Schwankungen. Aber man erkennt, dass SNEV bis zur Passage 5 schwächer exprimiert wurde als bei Passage 3. Dabei senkte sich die Expression um den Faktor 2,4 ab. Danach kam es zu einer Phase, in der die Expression wieder bis auf das 3fache anstieg, um dann ab Passage 15 wieder auf einen niedrigeren Wert von 45% abzufallen. Ab Passage 21 wurde SNEV wieder stärker exprimiert. Am Ende der Kultur lag die Expression bei 110%. Die Trendlinie wurde eingefügt, um die kleineren Schwankungen im Verlauf optisch zu relativieren.
	/
	Abb. 18: Expression von SNEV
	Die blaue Linie gibt den Verlauf der Genexpression von SNEV wieder und die schwarze Linie stellt eine polynomische Trendlinie 6ten Grades dar. (Für die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung (Basis 2) gewählt.)
	3.3 Expression der Cycline

	Die Ausprägung der Cycline wurde über 23 Passagen bestimmt. Grafisch dargestellt findet sie sich in Abb. 19. Es wurde die relative Expression jedes einzelnen Cyclins bezogen auf die Expression desselben Cyclins auf Passage 3 angegeben. Man erkennt, dass alle Cycline den gleichen Schwankungen unterlagen, sie jedoch unterschiedlich stark ausgeprägt waren. Bei Passage 4 kommt es zu einem generellen Abfall aller Cycline. Die Cycline D3 und E zeigen jedoch einen schwächeren Abfall als die übrigen Cycline. In weiterer Folge ergab sich in der Zeit bis zur Passage 11 eine Verstärkung der Expression der Cyclin D1, D3 und E jeweils bezogen auf Passage 3, wohingegen die Expression der Cycline A, B1 und C eher zurück blieb. Bei Passage 12 entsprach die Expression aller Cycline in etwa der von Passage 3. Danach war der Verlauf aller Cycline für die folgenden 4 Passagen relativ homogen. In weiterer Folge kam es zu einem kurzen Abfall der DCycline. Über die Passagen 18 bis 23 blieben alle Cycline bis auf die Cycline der Gruppe D, welche im Anstieg begriffen waren, auf unterschiedlichen Niveaus konstant. In der vorletzten Passage steigerte sich die Expression aller Cycline nochmals deutlich, um dann wieder abzufallen. Bei der Grafik ist zu beachten, dass die Ordinate eine logarithmische Skalierung aufweist. Diese Darstellung erlaubt es jedoch besser die Expressionsteigerungen und Expresionabfälle darzustellen, da die Schwankungen im Diagramm nach oben und unten die gleiche Länge aufweisen.
	/
	Abb. 19: Expression der Cycline
	(Für die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung (Basis 2) gewählt.)
	Um die unterschiedlichen Verläufe der Cycline noch besser zu verdeutlichen, wurde in Abb. 20 auf das G1RestriktionspunktCyclin Cyclin A normalisiert. Unter der Prämisse, dass die Expression von Cyclin A immer den Wert 1 aufwiesen, verliefen die Cycline B1 und C relativ konstant und schwankten ebenfalls um eine Expression von 100%. Ihre Ausprägung bewegte sich dabei nur in einem Bereich von +17,5% und 12,5%. Deutlich größere Schwankungen wiesen Cyclin D1 (+47,5%; 45,5%), Cyclin D3 (+57%; 39,5%) und Cyclin E (+52,5%; 10,5%) auf. Während der ersten 8 Passagen lag die Expression dieser drei Cycline etwa um das 1,3fache höher als die der übrigen. Während der Passagen 12 bis 16 zeigte sich die Expression aller Cycline etwa auf dem gleichen Niveau. Bei Passage 17 kam es zu einem interessanten Einbruch in der Expression der Cycline D1, D3 und E. Am deutlichsten fiel er bei Cycline D1 aus. Es kam zu einem Abfall auf unter 50%. Das Cycline D3 verlor immerhin noch 40% an Ausprägung bezogen auf die Passage 3 und das Cyclin E brach in der Passage 17 im Vergleich zu Passage 16 um 28% ein. Dieser Einbruch dauerte aber nur eine Passage an, so dass sich bei Passage 18 diese drei Cycline wieder auf Durchschnittsniveau bewegten. Danach kam es wieder zu einem Anstieg.
	/
	Abb. 20: Cyclinexpression über den Zeitverlauf normalisiert auf Cyclin A
	(Für die Ordinate wurde eine logarithmische Skalierung gewählt.)
	3.4 Cometscore

	In Abb. 21 finden sich die Ergebnisse zu unseren Untersuchungen bezüglich der DNASchäden. Überblicksmäßig zeigt sich ein wannenförmiger Verlauf des Cometscores. Anfangs (Passage 2) lag der Cometscore bei 250, bei Passage 10 fiel er auf 26 und bis zu letzten Messung stieg er wieder auf einem Wert von 182. Während der Passagen 4, 11, 1314 und 1617 stieg der Cometscore kurz an, um danach gleich wieder abzufallen. Der Anstieg des Cometscore der Passage 4 fiel dabei mit 113 Punkten am deutlichsten aus. In den Passagen 10 bis 18 war die allgemeine Steigerung ausgeprägten Schwankungen unterworfen. Danach war der Verlauf relativ homogen steigend.
	/
	Abb. 21: Cometscore
	3.5 Carbonylierte Proteine

	Die carbonylierten Proteine wurden von uns nur während der Passagen 11 bis 16 bestimmt (siehe Abb. 22). In den ersten 4 Passagen stieg die Menge an Proteinen mit Carbonylgruppen von 534 pmol/mg je 1mg Eiweiß auf 988 pmol/mg je 1mg Eiweiß und fiel dann bis zur Passage 843 auf pmol/mg je 1mg Eiweiß ab.
	/
	Abb. 22: Carbonylierte Proteine
	3.6 Sekundäre koloniebildendeEinheitenAssay

	Die Abb. 23 zeigt die Ergebnisse des sekundärekoloniebildendeEinheitenAssays. Der blaue Graph gibt die Anzahl der Teilungen der sekundären CFUs wieder (linke Ordinate) und wurde während der Passagen 2, 3, 5 und 6 bestimmt. Bei Passage 2 kam es zu durchschnittlich 2,7 Teilungen bis sich die endgültige Anzahl von sekundären Kolonien bildete, bei Passage 3 waren es 2,4 Teilungen und bei Passage 5 0,8. Während Passage 6 kam es zu einem Anstieg der proliferativen Kapazität auf 1,9 Teilungen. 
	Die Anzahl der primären Kolonien, die sich nach dem Ansatz von 1.000 Zellen/ml in 500 µl Methylcellulose (=500 Zellen absolut) bildeten, veranschaulicht der grüne Graph in Abb. 23 (rechte Ordinate). Die Zellen wurden vorher mit MACS nach CD34 separiert. Die primären CFU wurden von Passage 1 bis 24 bestimmt. Bei der ersten Passage wurden nur durchschnittlich 5,5 Kolonien je 500 eingesetzten Zellen gebildet. Bei der zweiten Passage wuchs die Anzahl der gebildeten Kolonien plötzlich auf 27 an und hielt sich während der nächsten Passage auf ähnlichem Niveau (25), um danach bis Passage 5 deutlich auf 6,4 abzufallen. Bei Passage 6 kam es dann wieder zu einem Anstieg auf 31, um anschließend relativ kontinuierlich, in einer asymptotischen Art und Weise, bis auf fast 0 abzufallen. Während der Passagen 15 und 19 kam es zu kleineren Einbrüchen.
	/
	Abb. 23: primäre und sekundäre CFU
	Die blaue Linie beschreibt die durchschnittliche Anzahl an symmetrischen Teilungen je eingesetzter Kolonie zur Bildung neuer Kolonien und wird auf der linken Ordinate abgebildet. Die grüne Linie beschreibt die Anzahl von neu gebildeten Kolonien nach Einsatz von 500 Zellen (CD34 MACS positiv) und wird auf der rechten Ordinate abgebildet.
	3.7 Telomerlänge und Telomeraseaktivität

	Die Telomerlänge und Telomeraseaktivität wurden ab Passage 3 bis zur letzten Passage bestimmt und in dem Diagramm in Abb. 24 dargestellt. Der grüne Graph gibt die Telomerlänge in Kilobasenpaaren (kbp) (linke Ordinate) und der blaue Graph die Telomeraseaktivität in amol/µl (rechte Ordinate) wieder. 
	Bis zur Passage 16 war die Telomeraseaktivität relativ konstant, mit minimalen Schwankungen, in einem Bereich von 0,68 bis 1,2 amol/µl. Bei Passage 17 kam es zu einem sprunghaften Anstieg auf 3,83 amol/µl. Aber gleich in der nächsten Passage fiel die Aktivität wieder auf einen Wert von 0,87 amol/µl ab. Für die nächsten vier Passagen lag die Telomeraseaktivität wieder in einem engen Bereich zwischen 0,68 und 0,99 amol/µl. Danach fiel sie bei Passage 23 auf einen sehr niedrigen Wert von 0,06 amol/µl ab und stieg während der letzten beiden Passagen auch nur noch auf 0,27 amol/µl bzw. 0,21 amol/µl.
	Die Telomerlänge zeigte einen ähnlichen Verlauf wie der der Telomeraseaktivität. Ebenfalls war bis zur Passage 16 eine Länge der Telomere messbar, die in einem schmalen Fenster, wenn auch stärker schwankend, relativ konstant war. Bis auf Passage 12, wo eine Länge von 6,8 kbp gemessen wurde, lagen alle Werte zwischen 7,0 und 7,2 kbp. Ebenso ähnlich war auch das sprunghafte Ansteigen der Telomerlänge während Passage 17 auf 7,6 kbp. Aber danach kam es zu einem stetigen Abfall, mit einem nur minimalen Zwischenanstieg bei Passage 21, bis zum Schluss auf einen Wert von 6,4 kbp.
	/
	Abb. 24: Telomerlänge und Telomeraseaktivität
	(Für die Ordinate der Telomeraseaktivität wurde eine logarithmische Skalierung gewählt.)
	4 Diskussion
	Hayflick war in den 1960ern einer der ersten, der erkannte und im Folgenden nachwies, dass Zellen nicht unsterblich sind.[3, 4] Heutzutage stellt das Altern und im Besonderen das Altern von Zellen ein immer noch schwer zu definierenden Prozess dar. Es gibt verschiedene Theorien, die die zelluläre Seneszenz beschreiben. Man unterscheidet grob zwei Ansätze. Zum einen die Schadenstheorien[6-8] und zum anderen, Theorien, die ein vorprogrammiertes Altern[9] beschreiben. Insgesamt ist das Altern ein äußerst komplexer Vorgang, der sich als ein Zusammenspiel von unterschiedlichsten Faktoren darstellt. 
	Im Allgemeinen haftet den Stammzellen der Ruf an, dass sie nicht Altern bzw. durch bestimmte Strategien Alterungsschritte rückgängig machen können, was sie somit quasi unsterblich macht[82-84], basierend auf den Aussagen der DNAUnsterblichkeitsHypothese.[85] 
	Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem Altern hämatopoetischer Stammzellen in einem Langzeitexpansionsmodell. Aber um eine Aussage darüber treffen zu können, muss zuerst einmal die hämatopoetische Stammzelle definiert und isoliert werden. Da hämatopoetische Stammzellen in der derzeitigen Literatur noch nicht eindeutig definiert sind und unter der Bezeichnung „hämatopoetische Stammzellen“ eine Gruppe von Zellen mit unterschiedlichen Phänotypen aufgeführt sind, muss man dabei genau aufpassen, welche Zellen genau beschrieben werden. Bei unseren Versuchen haben wir den Oberflächenmarker CD34+ als charakterisierenden Marker verwendet. Die nachfolgenden Aussagen beziehen sich auf Zellen mit diesem Phänotyp.
	4.1 Teilungsfähigkeit und Differenzierung der HSC

	Unsere Ergebnisse bezüglich der Teilungsfähigkeit zeigen, dass sich die CD34+Zellen besonders in den ersten zwei Wochen der Kultur stark vermehrten. In diesem Zeitraum kam es zu einer Zunahme um den Faktor 37. Dieses Ergebnis deckt sich mit Resultaten anderer Gruppen, die unter ähnlichen Bedingungen, einen Anstieg der CD34+Zellzahl in einem Bereich zwischen dem 20 und 60fachen erzielten.[86-88] Es ist jedoch zu beachten, dass sich die Gesamtpopulation sogar um den Faktor 87 vermehrte, was zu einer prozentualen Abnahme der CD34+Fraktion von 54% auf 23% führte. Daraus schlussfolgernd kam es zu einer verstärkten Ausdifferenzierung der Zellpopulation bei gleichzeitiger Zunahme des Stammzellpools. Des Weiteren ist interessant, dass es ebenfalls zu einer Vermehrung der primitiveren CD133+Zellen kam. Das Ausmaß war dem der CD34+Zellen ähnlich. Was wiederum dafür spricht, dass es nicht nur zu einem Ausdifferenzieren der Population kam sondern auch selfrenewal stattfand. 
	In den weiteren Wochen der Kultur (bis Passage 8) lag das Niveau der Expression von CD133 sogar höher als das von CD34+Zellen und Leukozyten, was bedeutet, dass das self-renewal verstärkt vollzogen wurde. 
	Über den gesamten Zeitraum bis zur Passage 21 stieg die Anzahl an CD34+-Zellen und CD133+-Zellen (bis auf kleine Ausnahmen bei Passage 9 und 15). Am Ende der Kultur jedoch nahm die Anzahl der CD133+-Zellen deutlich ab, bei in etwa gleichbleibender Menge an CD34+-Zellen. Es ist vorstellbar, dass die Zellen ab diesem Zeitpunkt schon so sehr verbraucht und gealtert waren, dass ein Aufrechterhalten des self-renewal nicht mehr möglich war, sie ausdifferenzierten und somit ihre Anzahl kontinuierlich abnahm. Nichtsdestotrotz konnte die Zahl an CD34+-Zellen während der Kultur um den Faktor 106 und die der CD133+-Zellen um den Faktor 0,5 x 106 erhöht werden. Das zeigt das enorme Potenzial dieser Zellen und entspricht den in der Literatur gefundenen Daten.[89-91]
	Nach jeder Woche wurde die Verteilung der Lineage-Marker CD3, CD14, CD15, CD19 und CD56 gemessen. Diese Oberflächenmoleküle werden jeweils nur von bestimmten Leukozyten exprimiert, so dass man sie nach dessen Vorkommen charakterisieren und einteilen kann (siehe Tab. 10). 
	CD-Molekül
	Vorkommen
	CD3
	T-Zellen (T-Zellrezeptor)
	CD14
	Monozyten
	CD15
	neutrophile Granulozyten und Monozyten
	CD19
	B-Zellen
	CD45
	Leukozyten
	CD56
	Natürliche Killerzellen (NK-Zellen)
	Tab. 10: Lineage-Marker[49, 92] 
	Diese Liste gibt nur den Teil aller Lineage-Marker wieder, der von uns gemessen wurde. Sie umfasst vor allem die späten linienspezifischen Antigene. 
	Die Ausdifferenzierung von HSC in die Vorläuferzellen der Blutzellen und schließlich in vollentwickelte Blutzellen ist abhängig von vielen Faktoren, unter anderem von der Menge und Zusammensetzung an Zytokinen.[93] Diese Zytokine können dabei von den Zellen selbst produziert werden oder aber auch von außen zugesetzt werden.[94] Unser Kulturmedium enthält Stammzellfaktor (SCF), Flt3 Ligand (FL), Thrombopoetin (TPO) und Fetales Kälberserum (FBS), die alle auf die Differenzierung Einfluss nehmen können.[95, 96] SCF und FL haben einen ähnlichen Effekt, der sich bei Vorhandensein beider Wachstumsfaktoren potenziert.[97] Zusammen üben beide einen proliferationsfördernden Effekt auf die frühen Zellen der Hämatopoese aus.[97] SCF allein führt zu einen längeren Überleben von LTR-HSC, nicht jedoch zur einen verstärkten self-renewal.[98] FL verstärkt außerdem den Effekt anderer hämatopoetischen Wachstumsfaktoren, ohne dabei selber auf die späte Hämatopoese Einfluss zu nehmen.[99-102] IL-6 kann die Hämatopoese verschiedener Linien stimulieren.[103] Für TPO wurde gezeigt, dass es in Kombination mit anderen Wachstumsfaktoren, HSC dazu bringen kann CFU-Mk zu bilden. TPO allein kann dann wiederum die Weiter- /Ausdifferenzierung in Thrombozyten fördern.[104] TPO inhibiert p27 und verstärkt die Expression von Cyclin D (siehe Abb. 25 (S.77)).[105]
	Es ist natürlich auch denkbar, dass die Lebensspanne bzw. Halbwertszeit der Blutzellen eine Rolle bei der Messung der Verteilung bzw. Anzahl der jeweiligen Blutzellen spielt, da bei einer halb so langen Lebensspanne doppelt so viele Zellen produziert werden müssten, um dieselbe Anzahl zu gewährleisten. 
	4.2 SNEV 

	SNEV als Spleißingfaktor führt zu einer verstärkten Expression von p16 und p53 und zu einer geringeren Apoptoserate (siehe Abb. 25 (S.77)).[25-27] Wenn SNEV hochreguliert ist, sind DNA-Schäden weniger stark ausgeprägt.[24] Dabei führt SNEV vermutlich zu einem transienten Zellzyklusarrest, für die Reparatur der DNA. Auf der anderen Seite führen ausgeprägte DNA-Schäden zu einer Induktion von SNEV.[22, 24]
	Bei unseren Untersuchungen gab es zwei Perioden, in denen SNEV besonders stark exprimiert wurde, zwischen Passage 6 und 14 sowie zwischen Passage 21 und dem Ende der Kultur. Gleichzeitig finden sich gegenläufige Ergebnisse bei unseren Untersuchen bezüglich der DNA-Schäden. So sind diese besonders in den Perioden hoch, wo SNEV weniger stark exprimiert wird und umgekehrt. Das widerspricht der Annahme, dass stark ausgeprägte DNA-Schäden eine SNEV-Expression induzieren. Auf der anderen Seite könnte man vermuten, dass in den Zeiten, wo SNEV besonders stark exprimiert wird, die DNA-Schäden besser repariert werden. Die Frage ist nun: „Was hat nun zu der verstärkten Expression von SNEV geführt?“. Eine mögliche Erklärung wäre, dass immer, wenn es zu einem Anstieg der SNEV-Expression kam, ein neuer HSC-Zellklon mit hoher SNEV-Expression aus der Ruhephase geholt wurde und sich dann konsekutiv verstärkt vermehrt hat bzw. weniger häufig in Apoptose gegangen ist. Allerdings bedarf diese These weiterer Untersuchungen und ist derzeit bestenfalls als Annahme zu bezeichnen. 
	4.3 DNA-Schäden 

	Der von uns angewandte Comet-Assay ist eine sensitive Methode, um DNA-Schäden in nur geringen Zellmengen zu detektieren und zu quantifizieren. Es zeigte sich, dass schon während der ersten Passagen der Comet-Score schon recht hohe Werte annahm, was bedeutet, dass die Zellen höhergradigen DNA-Veränderungen unterworfen waren. Der Grund dafür können zum einen höherer exo- oder endogener Stress sein, zum anderen aber auch fehlerhafte Reparaturmechanismen. 
	Arten von DNA-Schäden

	Die Arten von DNA-Schäden sind vielfältig und reichen von Chromosomenanomalien bis zu Einzelbasenveränderungen des Genoms. Die Ursachen werden in exogene und endogene eingeteilt. Zu den endogenen Ursachen zählen Stoffwechselabfallprodukte wie reaktive Sauerstoffspezies (rOS), wozu Wasserstoffperoxid oder Hyperoxid-Anionen gehören, oder Schäden, die durch Fehler, bei der Replikation der DNA entstehen. Mögliche exogene Noxen sind zum Beispiel energiereiche Strahlung (UV- oder γ-Strahlen), Chemikalien und Toxine oder Viren.[17, 106, 107] Natürlich können auch fehlerhafte zelluläre Reparaturmechanismen durch Basen-, oder Nukleotid-exzision DNA-Schäden hervorrufen.[108]
	DNA damage response

	Die DNA-Schäden induzieren Reparaturmechanismen. In Abhängigkeit von der Art der DNA-Veränderungen und der Phase des Zellzyklus, in der sich die Zelle gerade befindet, wird die Expression von bestimmten Proteinen verstärkt oder vermindert und dadurch eine DNA-Reparaturkaskade („DNA damage response“, DDR) in Gang gesetzt (siehe Abb. 25 (S.77)). Eine zentrale Rolle spielen die Proteinkinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ATM und Rad3-related).[109] ATM wird eher bei Doppelstrangbrüchen aktiv und ATR eher bei Einzelstrangveränderungen.[110] Normalerweise wird p53 durch das Molekül MDM2 (murine double minute 2) weniger exprimiert und auch verstärkt abgebaut. Allerdings kommt es bei DNA-Schäden in der G1-Phase zur Aktivierung von ATM, welches eine Hemmung von MDM2 und eine direkte Phosphorylierung von p53 sowie indirekt über Chk2 (Checkpoint Kinase 2) bewirkt.[111-113] Durch die Phosphorylierung kann p53 nicht mehr so schnell abgebaut werden und akkumuliert. ATR hat einen ähnlichen Effekt. Dieser ist jedoch nicht so genau geklärt und geht eher über Chk1 (Checkpoint Kinase 1).[114, 115] p53 führt nun zu einer Hochregulierung von verschiedenen Genen (MDM2, GADD45 und p21Cip). Entscheidend ist nun, dass p21Cip die Cyclin abhängigen Kinasen inhibiert und zu einem Zellzyklusarrest führt. Sollte der DNA-Schaden zu stark sein, wird über p53 der apoptotische Zelltod initiiert. p53 aktiviert dabei BAX (Bcl-2 associated x protein). Diese setzten Cytochrom C aus der inneren Mitochondrienmembran frei und entlassen es ins Zytosol der Zelle. Dadurch Kaskade von Caspasen in Gang gesetzt und die Zelle degradiert sich.[17, 116, 117]
	In der S-Phase kommt es bei DNA-Schäden auch zur Aktivierung von ATM und Chk2. Aber diesmal wird dadurch Cdc25A (cell division cycle 25A) phosphoryliert und dadurch Ubiquitin-abhängig abgebaut.[118] Cdc25 Moleküle entfernen Phosphatmoleküle von Cyclin abhängigen Kinasekomplexen und unterstützen sie somit in deren Funktion beim Fortschreiten des Zellzyklus.[119]
	Während der G2-Phase spielt wiederum die Aktvierung von ATM bzw. ATR und Chk2 sowie Chk1 eine Rolle. Aber diesmal steht im Folgenden die Downregulation von Cdc25C an zentraler Stelle.[120]
	DNA-Schäden können während jeder dieser Phasen zu einem transienten Arrest des Zellzyklus, zu einem irreversiblen Arrest des Zellzyklus und auch in den apoptotischen Zelltod führen.[121] Der Zustand der Zelle, bei dem sie einen endgültigen Stillstand ihrer Proliferationsfähigkeit erreicht hat und sie jedoch noch immer am Leben ist, bezeichnet man als zelluläre Seneszenz und hat natürlich auch Auswirkungen auf das Altern im Allgemeinen.[121] Es ist anzunehmen, dass stärkere Schäden an der DNA eher zu einem irreversiblen Anhalten des Zellzyklus und geringerer Schaden eher zu reversiblen Anhalten führen.
	In Anbetracht der Tatsache, dass die HSC frisch aus dem Nabelschnurblut isoliert wurden und sie in vitro ohne inhibitorische Zytokine einem hohen Proliferationsdrang unterworfen waren[122], liegt die Vermutung nahe, dass sie aufgrund der hohen Teilungsrate vermehrt DNA-Schäden ausbildeten, denn bei hohen Proliferationsraten kommt es zu einem vermehrtem Anfall von reaktiven Sauerstoffspezies (erhöhtem endogenen Stress) und folglich zu DNA-Schäden.[123] Dadurch wird DDR in Gang gesetzt und es kommt zum erhöhtem Auftreten von zellulärer Seneszenz.[124]
	In weiterer Folge (zwischen Passage 6 und 13) kam es zu einem Abfall der Cometscores. Gleichzeitig lagen die durchschnittlichen Teilungsraten der HSC auf dem niedrigsten Niveau der gesamten Kultur, wenn auch nur geringfügig und ohne das Ende der Kultur miteinzubeziehen, was vermutlich zu einer geringeren Produktion von rOS führte und auch DNA-Reparaturmechanismen begünstigte. 
	Nach der Passage 13 kam es zu einem mehr oder weniger konstanten Ansteigen der DNA-Schäden. Die Proliferationsrate ist wieder etwas höher, was wieder die weiter oben genannten Konsequenzen haben kann. 
	4.4 Oxidativer Stress

	Der Anteil carbonylierter Proteine am Gesamteiweiß gibt Aufschluss darüber, wie viel oxidativem Stress die Zellen ausgesetzt waren. Dabei werden die Carbonylgruppen gemessen, die sich an die Aminosäuren angelagert habe. Diese Bindungen sind irreversibel und können nur durch Proteinabbau vermindert werden.[125, 126] Besonders hoch ist der Anteil von carbonylierten Proteinen in postmitotischen Zellen – Zellen, die sich nicht mehr teilen. Man geht davon aus, dass durch Proliferieren der Anteil an carbonylierten Proteinen verdünnt wird.[127] Außerdem wird vermutet, dass carbonylierte Proteine auch eine positive Funktion haben können. So werden sie durch die Markierung mit Carbonylgruppen, schneller abgebaut. Das führt zu einem regelmäßigen Erneuern dieser Proteine.[128-130]
	Die carbonylierte Proteine wurden leider nur während der Passagen 11 bis 16 bestimmt, so dass sich kaum eine Aussage darüber machen lässt. Die Veränderungen entsprechen in etwa denen des Cometscores während der gleichen Zeit, was wiederum belegt, dass zwischen rOS und DNA-Schäden ein enger Zusammenhang besteht. 
	Ito und Kollegen haben gezeigt, dass rOS in ATM-defizienten Mäusen ansteigen. Das induziert p38MAPK, was wiederum die INK-Familie aktiviert, dadurch zu einem Arrest des Zellzyklus und schließlich zu zellulärer Seneszenz führt.[123] Zur Ink4-Familie gehören p16Ink4a, p15 Ink4b, p18 Ink4c, p19Ink4d und das funktionell verschiedene p19ARF.[131] Diese wirken durch eine Inaktivierung des Cyclin-CdK-Kinasekomplexes und außerdem aktivieren sie das inhibitorische Rb-Protein (siehe Abb. 25 (S.77)).[123] Gleichzeitig stellten sie eine Abnahme der Anzahl von side-population cells (SP+-Zellen) fest, einer unter den HSC quieszenten (ruhend, nicht aktiviert) Zellpopulation.[123] Auf der anderen Seite bewahren Stoffe, die zu einer Abnahme der intrazellulären rOS führen, die HSC von der Aktivierung p38MAPK-Wegs und führen im Wildtyp zu einer Verlängerung der Lebenszeit und einer Verbesserung des Repopulationsvermögens in seriellen Stammzelltransplantationen.[123] Es ließ sich darauf schließen, dass rOS einen Einfluss auf das self-renewal von HSC haben.[123]
	4.5 Primäre und sekundäre koloniebildende Einheiten

	Der sekundäre koloniebildende Einheiten Assay oder auch CFU-GM-replating Assay ist ein von der Gruppe um Myrtle Gordon entwickeltes Verfahren, um das self-renewal Potenzial von koloniebildenden Einheiten (CFU) einschätzen zu können.[132-135] Dabei wird davon ausgegangen, dass die CFU-GM, die nur noch ein begrenztes Potenzial besitzen Tochterkolonien zu bilden, weniger self-renewal betreiben können als solche, die aufgrund von Selbstverdoppelung (self-renewal) ihre Anzahl erhöhen können.[136] Gordon et al. fanden heraus, dass es unter den Progenitoren solche gibt, die zuerst self-renewal betreiben und dann Kolonien bilden und solche, die kaum self-renewal betreiben und schon früh anfangen auszudifferenzieren, somit aber in ihrer möglichen Maximalanzahl von zu bildenden Zellen beschränkt sind.[132] 
	Die Anzahl der primären und sekundären Kolonien wurde bestimmt. Es zeigte sich in Passage 3 und 4, dass das self-renewal Potenzial bzw. die Anzahl der möglichen Teilung relativ hoch war. In Passage 1 und 5 war die Teilungsrate in unseren Versuchen bzgl. der primären und sekundären Kolonien sehr niedrig, was nicht so recht erklärbar ist und vermutlich eher auf zufällige Fehler in der Versuchsdurchführung oder auf mangelhafte Komponenten (zum Beispiel Kontamination) zurückzuführen ist. Eine ähnliche Veränderung zeigte sich auch in den ersten fünf Passagen bei den primären Kolonien. Im späteren Verlauf fiel die Anzahl der gebildeten primären Kolonien je eingesetzten 500 CD34+-Zellen von 31 bei Passage 6 auf fast 0 bis zum Ende der Kultur ab. Das deutet darauf hin, dass die die Zellen eher weniger self-renewal betrieben haben. Allerdings muss man bei dieser Aussage vorsichtig sein, da bei der Messung der primären Kolonien nicht nur das self-renewal Potenzial eingeschätzt wird, sondern dabei noch mehr Faktoren eine Rolle spielen. Einfluss nehmen können dabei die Qualität der eingesetzten Zellen, hinsichtlich der Apoptoserate oder zelluläre Seneszenz, aber auch die tatsächliche Anzahl von eingesetzten CFU-GM, denn in der eingesetzten CD34+-Fraktion können natürlich noch andere Zellen vorhanden sein. Als Beispiel sei hier nur CFU-ME genannt. 
	4.6 Zellzyklus

	Der Körper benötigt jeden Tag ständig neue Blutzellen. Um dies zu gewährleisten, werden kontinuierlich Zellen ausgehend von den HSC gebildet. Es muss allerdings auf der anderen Seite verhindert werden, dass sich zu viele neue Zellen bilden oder sich zu stark genetisch veränderte Zellen vermehren und sich ein neoplastisches Krankheitsbild entwickelt. Diese beiden Bedingungen werden durch ein komplexes Netzwerk von verschiedenen aktivierenden und inhibitorischen Signalen reguliert. Im Zentrum all dieser Faktoren steht der Zellzyklus. Schreitet er voran, bewegt sich die Zelle auf eine mögliche Teilung zu. Kommt es zu einem Arrest, kann dies verschiedene Ursachen haben. Zum einen kann es aufgrund von DNA-Schäden und der benötigten Zeit zur Reparatur der Schäden zu einem Anhalten des Zellzyklus kommen,[121] zum anderen kann aber auch das Vorhandensein ausreichender Blutzellen zu einem Arrest führen oder aber es ist genetisch determiniert. 
	Durch BrdU-Aufnahmestudien (Bromdesoxyuridin) wurde herausgefunden, dass sich zu einem bestimmten Zeitpunkt unter den adulten HSC nur fünf bis zehn Prozent außerhalb der G0/G1-Phase des Zellzyklus und somit in einem ruhenden bzw. quieszenten Zustand befinden.[137] Allerdings fand man auch heraus, dass dieser Zustand ein fließender ist, was bedeutet, dass die Zellen in regelmäßigen Abständen von Quieszenz in den aktiven Zustand wechseln. Für menschliche HSC geschieht das ungefähr alle 40 Wochen, dass sie einmal den Zellzyklus durchlaufen.[138] Quieszenz scheint für die HSC wichtig zu sein, da es bei Störung dieser früher oder später zu einem Erschöpfen der Blutbildungsfähigkeit kommt.[139] Bei diesem Wechselspiel haben viele Faktoren sowohl intrinsische als auch extrinsische einen Einfluss.
	In der Einleitung (1.1.3 Zellzyklus (S.10)) wurde bereits beschrieben, dass für das Fortschreiten des Zellzyklus bestimmte Proteine die Cycline nötig sind (siehe auch Abb. 25 (S.77)). Diese verbinden sich mit den Cyclin abhängigen Kinasen (CdKs) und phosphorylieren die Mitglieder der Retinoblastom (Rb) –Familie. Dazu gehören die Proteine pRb, p107 und p130.[140] Bis vor kurzem dachte man, dass die Rb-Proteine bei der Hämatopoese nur eine kleine Rolle spielen, da durch Ausschalten einzelner Mitglieder der Familie kaum ein Unterschied im Phänotyp auszumachen war. Erst als alle drei parallel ausgeschaltet wurden, führte dies zu einem myeloproliferativen Phänotyp und die HSC zeigten Schwierigkeiten nach der Transplantation die Blutbildung vollständig zu rekonstituieren. Die verschiedenen Mitglieder der Rb-Familie sind zueinander redundant, wenn auch auf unterschiedlichen Ebenen.[141, 142] In ihrem nicht phosphorylierten Zustand hemmen sie den Transkriptionsfaktor E2F und halten die HSC in der G1-Phase. Ein Zielgen von E2F ist das Cyclin E.[143] Die Rb-Proteine werden durch D-Cyclin/CdK-4/CdK-6-Kinasekomplex und E-Cyclin/CdK-2-Kinasekomplex gehemmt.[143] 
	Die D-Cyclin-Familie umfasst die Mitglieder Cyclin D1 (Ccnd1), Cyclin D2 (Ccnd2) sowie Cyclin D3 (Ccnd3) und auch diese sind zueinander redundant.[142, 144] Knockoutmäuse für alle drei D-Cycline zeigten schwere Blutbildungsstörungen schon in der Embryogenese.[145] 
	Noch eine Stufe höher stehen die Mitglieder der Ink4-Familie (siehe S.73 und Abb. 25 (S.77))). Sie inhibieren den D-Cyclin/CdK-4/CdK-6-Kinasekomplex, führen zu einer Induktion von p53[131], einer Induktion des Rb-Proteins[146] und zu einem Schutz vor dem Abbau von p21Cip und p27Kip1.[147] Besonders wenn die HSC unter tumorösem Stress steht und das Protoonkogen Ras aktiviert ist, kommt es zu einer von Aktivierung von p16Ink4a und p15 Ink4b.[148, 149] Das Molekül Bmi1 wirkt inhibitorisch auf den Genexpressionslokus der INK4-Familie.[150] 
	Eine weitere Gruppe von Zellzyklusinhibitoren ist die Cip/Kip-Familie (siehe Abb. 25 (S.77)). Dazu gehören p21Cip, p27Kip1 und p57Kip2.[143] Diese verhindern den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus durch Inhibieren des E-Cyclin/Cdk2-Kinasekomplexes. Sie werden unter anderem von p53 aktiviert.[151]Von außen kann TGF-β (Transforming growth factor beta) oder Notch Liganden über die Transkriptionsfaktoren junB und Hes1 zu einer Expression von p21Cip und p57Kip2 führen.[152-154]
	Des Weiteren gibt es noch den Phosphatidylinositol-3-Weg (siehe Abb. 25), der einen Pfad von extrinsischen Signalen auf den Zellzyklus darstellt. Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) leitet dabei die stimulatorischen Signale von TPO und SCF weiter.[143] Es wird die Threonine/Serine kinase Akt aktiviert, welche wiederum mTOR (mammalian target of rapamycin) aktiviert. Gleichzeitig führt PI3K zur Unterdrückung der Transkriptionsfaktoren der FoxO-Familie (forkhead box O). Dieser Pathway kann durch PTEN (phosphatase and tensin homologue) inhibiert werden. PI3K führt über Akt zu einer Beschleunigung des Zellzyklus zum einen durch Stabilisierung der D-Cycline und durch Inhibierung von FoxO und dessen Transkriptionsprodukte der Cip/Kip- Familie.[155]
	/
	Abb. 25: Kontrollwege des Zellzyklus
	* nur aktiv bei nicht kurzen Telomeren
	Erklärung siehe Text. Durchgezogene und gestrichelte Pfeile haben dieselbe Bedeutung und wurden nur aufgrund der Übersichtlichkeit gewählt.
	Modifiziert und ergänzt nach Pietras et al.[143] 
	Bei unseren Untersuchungen zum Zellzyklus haben wir uns auf die Expression der Cycline konzentriert. Grundsätzlich unterliegen alle von uns bestimmten Cycline den gleichen Schwankungen, wenn auch in unterschiedlichem Ausmaß. Das kann auf den Wechsel zwischen ruhenden und aktiven Zellen zurückzuführen sein, da die Cyclin Level in ruhenden Zellen geringer sind als in aktiven Zellen.[156] 
	Es fällt prinzipiell auf, dass es über den Zeitverlauf drei voneinander differenzierbare Phasen gab. Phase 1 ist bis Passage 10, Phase 2 zwischen Passage 11 und Passage 18 und Phase 3 ab Passage 19. 
	Während Phase 1 kam es zu einen Hochregulieren der Cycline, die für die Überwindung des G1/S-Checkpoints nötig sind, bei gleichzeitiger Minderexpression der Cycline A und B. Das könnte dafür sprechen, dass die Zellen einem von extern erhöhtem Teilungsdrang durch fehlende inhibitorische Signale unterlagen. Zu diesen Signalen gehört zum Beispiel der Tie2/Angiopoietin-1-Weg, der eine wichtige Rolle bei der HSC Quieszenz spielt.[157] Gleichzeitig waren die DNA-Schäden, die wir mittels des Comet-Assays während dieser Phase bestimmt haben besonders hoch, was zu einer Induktion von p53 und konsekutiv p27 geführt haben könnte. p27 führte dann möglicherweise zu einem Zellzyklus Arrest bei trotzdem erhöhten Cyclinleveln. SNEV weist in eine ähnliche Richtung. Unsere Untersuchungen bezüglich der Teilungsfähigkeit zeigten kein starkes Wachstum in dieser Zeit, was aber auch damit erklärt werden kann, dass gleichzeitig Zellen vermehrt in die Apoptose gegangen sein könnten. 
	Während der Phase 2 kam es wieder zu einer Abnahme der relativen Überexpression der G1/S-Cycline. Zur selben Zeit sind aber die DNA-Schäden auf einem geringeren Niveau als es in der Phase 1 der Fall war. Auch SNEV war weniger stark exprimiert als noch in der ersten Phase. 
	Während der Passage 17 kam es zu einem plötzlichen Abfall der G1/S-Cycline bei gleichzeitigem Anstieg der S/G2/M-Cycline. Gleichzeitig kam es auch zu einem plötzlich Anstieg der Telomeraseaktivität und der Telomerlänge. Die größte Telomeraseaktivität findet sich meist während der mittleren und späten S-Phase des Zellzyklus.[158, 159] Es kann also sein, dass aufgrund der erhöhten Telomeraseaktivität und der verstärkten Verlängerung der Telomere es zu einem Arrest des Zellzyklus in der S-Phase gekommen sein könnte.
	Die Phase 3 war dann der ersten Phase wieder sehr ähnlich.
	Das Cyclin C ist normalerweise für die Induktion des Zellzyklus verantwortlich und findet sich deshalb am Übergang von der G0- zur G1-Phase. Es verbindet sich mit CdK3 und bildet den C-Cyclin/Cdk3-Kinasekomplex.[160] Es spielt außerdem eine Rolle beim Aufrechterhalten der Quieszenz in HSC.[161] Bei unseren Untersuchungen zeigt sich der Verlauf von Cyclin C gleich dem Verlauf von Cyclin B, welches zusammen mit Cyclin A eher für den Transit S/G2/M-Phase zuständig ist.
	4.7 Telomerlänge und Telomeraseaktivität

	Telomere sind spezielle Chromatin Strukturen an den Enden der Chromosomen, die das Ende der DNA davor bewahrt als Strangbruch erkannt zu werden. Diese DNA-Sequenzen sind aus sich wiederholenden TTAGGG Wiederholungen zusammengesetzt. Bei jeder Zellteilung verliert die Zelle ein Stück ihrer Telomere, da die Replikation nicht bis zum Ende des DNA Strangs erfolgen kann. Aus diesem Grund müssen die Telomere von einer bestimmten Polymerase gebildet werden – der Telomerase (telomerase reverse transcriptase, TERT).[162]
	Wenn die Telomere eine kritisch kurze Länge erreichen, lässt die Integrität sowie die Stabilität des Genoms nach, Reparaturmechanismen wie die homologe Rekombination (HR) oder Non-homologous end joining (NHEJ) würden fehlerhaft korrigieren und es kann konsekutiv zu Chromosomenaberrationen kommen.[163, 164] Um dem entgegen zu wirken, werden Zellen bei kürzer werdenden Telomere in Apoptose geschickt oder es kommt zu einem Arrest des Zellzyklus. Geschieht dies in Stammzellen, ist die Regeneration von Gewebe nicht mehr gewährleistet und es kommt zu Alterungserscheinungen.[165, 166] Auf der anderen Seite ist dies ein Mechanismus um Neoplasien vorzubeugen. Bei sich schnell teilendem Tumorgewebe können kritisch kurze Telomere zu einem Wachstumsstopp führen und die Zellen müssen, um sich weiter teilen zu können die Telomerase erst wieder aktivieren oder einen Weg finden die Telomere zu verlängern.[162, 167-169]
	Haben die Telomere eine Länge, die mehr als eine gewisse Thresholdlänge beträgt, blockieren sie mit an ihnen gebundenen Enzymen wie dem telomeric repeat-binding factor 2 (TRF2), dem double-stranded telomeric DNA-binding Protein und dem protection of telomeres 1 (POT1) den DNA damage response pathway (DDR). Dabei inhibieren sie ATM und ATR. (siehe DNA damage response (S.71)) Es ist aber zu beachten, dass nicht die durchschnittliche Länge der Telomere ausschlaggebend ist, sondern schon die Anwesenheit von einiger weniger kurzer Telomere innerhalb einer Zelle.[121, 164, 170] 
	Es wurde gezeigt, dass HSC im Vergleich zu Fibroblasten eine relativ geringe Aktivität an Telomerase zeigen, sie aber unter Zytokinstimulation und Zellzyklusaktivierung ansteigen kann.[171-173] Nichtsdestotrotz ist die Telomerase nicht in der Lage in menschlichen Zellen die Telomere auf Dauer konstant zu halten.[174] Allerdings kann erhöhte Telomeraseexpression eine Verkürzung der Telomere nicht verhindern.[175] Des Weiteren ist wahrscheinlich, dass die Telomerase nicht nur einen Effekt hinsichtlich der Länge der Telomere, sondern auch ein Rolle als Regulator des self-renewal hat. So zeigten TERT Knockout HSC eine signifikante Minderung ihres Expansionsvermögens in vitro.[176-178]
	Bei den Ergebnissen der stromafreien HSC-Langzeitkultur zeigte sich eine relative Konstanz der Telomerlänge bis zur Passage 16. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Gruppen.[179] Bei uns kam es jedoch bei Passage 17 zu einem deutlichen Anstieg der Telomerlänge und gleichzeitigem Anstieg der Telomeraseaktivität, der bei keiner anderen Gruppe auftrat. Es ist noch nicht wirklich viel über die Induktion der Telomerase in HSC bekannt. Allerdings scheinen Proteine wie p53, MDM2 und E2F TERT eher zu inhibieren und das Protoonkogen c-Myc sie eher zu aktivieren.[166, 180-182] Es bleibt abzuwarten, ob sich dieses Ergebnis in weiteren Kulturen wiederholt. Ab der Passage 18 kam es gleich wie in den Untersuchungen von Gammaitoni et al. zu einem kontinuierlichen Abfall der Telomerlänge.[179] Die Telomeraseaktivität fiel in ihrer Studie kontinuierlich ab der ersten Woche ab, wohingegen sie bei unserer Studie bis zur Passage 22, abgesehen von dem Ausschlag nach oben bei Passage 17, relativ konstant blieb und erst danach abfiel. Allerdings ist dies vermutlich darauf zurückzuführen, dass sie in ihren Versuchen die Telomeraseaktivität auf alle Zellen und nicht auf CD34+-Zellen bezogen haben. Die steigende Anzahl an ausdifferenzierten Zellen nahm dabei relativ gesehen zu den CD34+-Zellen zu. Da die Telomerase aber nur in frühen HSC stärker exprimiert wird, kam es zu einem Verdünnungseffekt, der, wenn man ihn berücksichtigte, zu ähnlichen Ergebnissen wie den unseren geführt hätte.
	5 Schlussfolgerung
	Stammzellen im Allgemeinen und HSC im Speziellen wird eine große Bedeutung zugesprochen. Man erhofft sich von ihnen Therapien gegen ein weites Feld an Erkrankungen. Angefangen von Tumoren, über Erbkrankheiten bis hin zur Behandlung von degenerativen Veränderungen. Aus diesem Grund ist das Gebiet der Stammzellen ein weitbeforschtes Feld. Schon heute ist es möglich mit einer gewissen Menge an HSC das komplette Immun- bzw. blutbildende System wiederherzustellen. Allerdings bestehen dabei weiterhin Probleme. So ist die Wahrscheinlichkeit einen Spender zu finden, der das gleiche Antigenmuster hat wie der Empfänger, relativ gering.[70] Um trotzdem, bei nicht hundertprozentigem Übereinstimmen der HLAntigene, eine Regeneration des blutbildenden System im Empfänger zu erreichen, muss eine höhere Menge an Spenderblut transplantiert werden.[183] Alternative Wege werden in der Verwendung von Nabelschnurblut (UCB) aus der eigenen Nabelschnur oder aus Blutbanken gesucht. So ist es bei UCB möglich dies auch zu transplantieren, wenn nicht alle HLA-Muster übereinstimmen.[184] Das hat den Nachteil, dass eine GraftversusHost Reaction (GvHR) mit höherer Wahrscheinlichkeit auftritt. Bei der GvHR erkennen die Zellen des Spenders die Zellen des Empfängers als fremd und lösen eine Immunreaktion aus.[185] Je nach Ausprägung und Anzahl der befallenen Organe wird die GvHR in vier Schweregrade eingeteilt.[186] Diese Reaktion kann aber auch von Vorteil sein, da die Zellen des Spenders nicht nur die gesunden sondern auch die malignen Zellen attackieren und dies kann zu einer aktiven Bekämpfung von Tumorzellen führen. Dieser Effekt wird dann Graft-versus-Malignancy (GvM) oder spezieller Graft-versus-Leukemia (GvL) bezeichnet. Interessanterweise beruht der GvM-Effekt im Gegensatz zur GvRH, welche TZell mediiert ist, eher auf dem Effekt von NK-Zellen.[185, 187]Bei der Stammzelltransplantation korrelieren die Wahrscheinlichkeit des Rekonstitutionsvermögens und die Zeit bis zur vollständigen Rekonstitution mit der Menge an transplantierten Zellen.[188] Die Menge an Nabelschnurblut als Spenderorgan ist beschränkt und reicht normalerweise nur aus, für Personen mit geringem Körpergewicht bis 60 kg und Kinder. Ein Ausweg besteht darin, mehrere Einheiten von UCB zu transplantieren.[122] Dabei ist es jedoch noch schwieriger kompatible Spender zu finden. Eine Expansion von Stammzellen in vitro vor der Implantation wäre eine elegantere Methode. Dieser Lösungsansatz wirft jedoch wiederum Probleme auf. So kommt es bei der Kultur zu einem ausreifen der Zellen[122], einer Störung des Homing[189], vermehrter Apoptose[190] und zu einer Initiierung des Zellzyklus.[191] Das hat zur Folge, dass die Quieszenz gestört wird, sich das blutbildende System auf Dauer erschöpft, und dass eine Alterung der Stammzellen eintritt.[122] Des Weiteren ist die Kultivierung außerhalb des Körpers mit erhöhtem Sauerstoff und damit oxidativen Stress verbunden, was sich negativ auf den Alterungsprozess der HSC auswirken könnte.[192] Diese und folgende Arbeiten sollen dazu beitragen, die Geschehnisse bei der ex vivo Kultur von UCB besser zu verstehen und in Zukunft möglicherweise Stammzelltransplantationen effektiver zu gestalten.
	6 Limitationen
	Bei HSC04, HSC05 und HSC06 gab es Schwierigkeiten beim Anwachsen bzw. konsekutiv bei der Vermehrung der Zellkultur, so dass diese Kulturen nach Passage 3-4 beendet wurden, was nach unseren Vermutungen am ehesten auf eine nicht optimale Zusammensetzung des Stammzellmediums zurückzuführen war. Dabei schien es, dass das TPO die Ursache sein könnte.
	Als ein weiteres Problem stellte sich die Aufreinigung der CD34+-Zellen dar. Aufgrund einer zu kleinen Säule (MS) beim MACS lag die Reinheit der CD34+-Zellen bis zur Passage 6 und bei Passage 15 nur bei 30-67%, wohingegen sie sonst mit der LS-Säule mehr als 85% aufwies. 
	Die Zellzyklusbestimmung durch eine Cyclinbestimmung hat den Nachteil, dass sich nicht genau differenzieren lässt, in welcher Phase des Zellzyklus sich die Zellen befinden. Um dies zu gewährleisten, wäre es möglich sich den DNA-Gehalt der Zelle mit HOECHST 33342 und Pyronin Y (PY) darzustellen und dann mittels der Information, ob die Zellen den einfachen (2N) oder doppelten (4N) DNA-Gehalt aufweisen, rückzuschließen, ob sich die Zellen in der G0/G1-Phase oder der S/G2/M-Phase befinden.[142] Des Weiteren lässt sich mittels BrdU-Labeling (Messung der Aufnahme von BrdU in sich teilende Zellen) noch weiter diskriminieren, ob sich die Zellen hauptsächlich in der G0- oder der G1-Phase befinden.[142]
	7 Anhang
	7.1 Lösungen, Medien und Puffer

	Wenn nicht anders erwähnt, beziehen sich die Mengenangaben auf Aqua bidest.
	7.1.1 Calcium und Magnesium freier Phosphatpuffer (CMF-PBS)

	Substanz
	g/l
	NaCl
	8
	KCl
	0,3
	Glucose · 1 H2O
	2
	KH2PO4
	0,02
	Na2HPO4 · 2 H2O
	91,4
	pH-Wert sollte 7,4 sein
	7.1.2 Acid Citrate Dextrose solution A

	Substanz
	g/l
	C6H8O7
	7,3
	C6H5O7 · 2 H2O · 3 Na
	22
	C6H12O6 · 1 H2O
	24,5
	Das Stammzellmedium wird jedes Mal frisch hergestellt.
	Substanz
	ml/l*
	10% FBS
	100
	50ng/ml SCF
	1 (50ng)
	50ng/ml Flt3/Flk2
	1 (50ng)
	10ng/ml TPO 
	1 (10ng)
	10ng/ml IL-6
	1 (10ng)
	Phenolrot
	896
	*ml eingesetzte Substanz je 1l CMF-PBS
	Lysepuffer

	Substanz
	g/l
	NaCl
	146,1
	Na2EDTA · 2 H2O
	37,2
	TRIS
	1,2
	NaOH
	8
	1% Triton X-100*
	* erst kurzfristig vor Verwendung zugeben
	pH-Wert sollte größer als 10 sein
	Elektrophorese-Puffer 

	Der Elektrophoresepuffer wird für jede Anwendung frisch zubereitet.
	Substanz
	g/l
	NaOH
	12
	Na2 EDTA · 2 H2O
	0,3722
	pH-Wert sollte größer als 13 sein
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	Low melting Agarose

	Substanz
	%
	Low melting Agarose (LE) (BMA)*
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	DNA Damage Response
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	HLA
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	HSC
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	Ig
	Immunglobulin
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	InterLeukin-6
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	Internal Standard 
	kbp
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	lg
	Logarithmus zur Basis 10
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	mA 
	Milliampere
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	Magnetic-Activated Cell Sorting
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	min 
	Minute
	ml 
	Milliliter
	mm 
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	MNC
	MonoNuclear Cell
	MSC
	Mesenchymal Stem Cell
	mTOR 
	mammalian Target Of Rapamycin
	NHEJ
	Non-Homologous End Joining 
	NK-Zellen
	Natural Killer cells
	nm
	Nanometer
	NMA
	Normal Melting Agarose
	nmol
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	NOD/SCID 
	Non-Obese Diabetic/Severe Combined ImmunoDeficiency
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	No Template Control
	OD260
	Optical Density at 260nm
	OD280
	Optical Density at 280nm
	PCR
	Polymerase Chain Reactions 
	PI3K
	PhosphatidylInositol-3-Kinase
	POT
	Protection Of Telomeres 
	PTEN 
	Phosphatase and Tensin Homologue
	PY
	Pyronin Y 
	qRT-PCR
	quantitative Real Time PCR
	R²
	Bestimmtheitsmaß
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	Rhodamine 123 
	RNA
	RiboNucleic Acid 
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	reactive Oxygen Species
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	Roswell Park Memorial Institute medium
	RT–
	Reverse Transcriptase negativ-control 
	RTA
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	S.
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