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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei Hamatopoetischen Stammzelltransplantationen, welche das Mittel der Wahl
zur Behandlung einiger maligner Erkrankungen des hamatologischen
Formenkreises sind, konnte festgestellt werden, dass das Alter des Spender/ der
Spenderin einen wichtigen Prognosefaktor darstellt, der uber Erfolg oder
Misserfolg der Therapie entscheiden kann. Dies wiederum impliziert, dass auch

das Hamatopoetische System altert.

Die ex-vivo Expansion von Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
(HPSZ) fihrt zu einer deutlichen Proliferation, welche einen Stressfaktor fur die
HPSZ darstellt und eine zunehmende Alterung des Hamatopoetischen Systems
bedingt. Aus diesem Grund diente in der vorliegenden Studie die

Langzeitexpansion als Modell fir das Altern von Hamatopoetischen Stammzellen.

Aus Nabelschnurblut wurden Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen
(HSPZ) isoliert und in einer Stroma-freien Umgebung flr 25 Wochen kultiviert.
In dieser Zeit haben sich die Zellen um den Faktor 6,28x10” vermehrt.
Wadchentlich wurden Zellen passagiert und dabei CD34-positive Zellen separiert
und hinsichtlich verschiedener Parameter untersucht.

Das Augenmerk fiel dabei auf Telomerlange und Telomeraseaktivitat, die
Expression des Senescence-Evasion-Factors (SNEV), das Auftreten von DNA-
Schaden in Form von Einzel- und Doppelstrangbrichen sowie der Anteil an
carbonylierten Protein als MaR flr oxidativen Stress. Um abschatzen zu kénnen,
in welchem Stadium des Zellzyklus sich die Mehrheit der Zellen befindet wurde die
Expression der Cycline A, B1, C, D1, D3, und E bestimmt.
Im Colony-Forming-Unit-Assay (CFU-Assay) wurde die proliferative Kapazitat der
Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen, anhand der Fahigkeit sekundare

Kolonien zu bilden, gemessen.

Im Verlauf der Kultur konnte eine Abnahme der stammzellspezifischen
Oberflachenmarker und ein Anstieg der linienspezifischen Oberflachenmarker

festgestellt werden, was auf eine vermehrte Differenzierung rickschlie3en lasst.
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Zusammenfassung

Weiters zeigten die HSPZ eine Abnahme der Zellvermehrung, eine Verminderung
der proliferativen Kapazitat und eine Verkirzung der Telomerlange, welche auf

eine Alterung der HSPZ im Laufe der Kultur schlie3en lasst.

Bei einer weiteren Probe, welche Uber 46 Wochen in Kultur gehalten werden
konnte und sich um den Faktor 1,15 x 10"? vermehrt hat, konnte eine Monosomie

7 festgestellt werden.

Diese und weitere Untersuchungen sollen dazu beitragen, die Mechanismen des
Alterns des Hamatopoetische Systems zu verstehen und kunftig gezielte

Gegenmalinahmen entwickeln zu kdnnen.
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Abstract

Abstract

In hematopoietic stem cell transplantations, which are the therapy of choice for
many hematologic malignancies, the donor-age has been identified as an
important prognostic factor, which can decide between success and failure of the

therapy. This implicates, that the hematopoietic system is subjected to aging.

The ex-vivo expansion of hematopoietic stem and progenitor cells leads to a high
proliferative stress, which induces senescence of the hematopoietic system. For
that reason the long-term-expansion of the hematopoietic stem and progenitor

cells serves a model for aging.

Cord-blood-derived hematopoietic stem- and progenitor cells has been isolated
and cultivated in a stroma-free culture for 25 weeks. During this time, the cells
have been multiplicated by a factor of 6.28x10".
Weekly, CD34+-cells has been separated and analyzed regarding different
parameters. The focus was placed on telomere-length, telomerase-activity, the
expression of the senescence-evasion-factor (SNEV), DNA-double- and single-
strand breaks as well as on the amount of carbonylated proteins, which predicts
oxidative stress. To test the phase of the cell cycle, the expression of the cyclins
A, B1, C, D1, D3 and E have been measured.
Using the Colony-Forming-Unit-Assay (CFU-Assay), the proliferative capacity of
hematopoietic stem- and progenitor cells, on the basis of the ability to form

secondary colonies, has been measured.

During the culture a decrease of stem-cell-specific markers and an increase of
linage-specific markers have been seen, indicating an increased differentiation of
the cells. In addition the HSPC showed a decrease of proliferative capacity and a
shortening of telomere-length, which implicates the aging of the HSPC during the

long-term-expansion.

Another sample, that has been cultivated more than 46 weeks with a proliferation-

factor of 1,15x10"%, developed a monosomy 7.

The aim of this and further investigations is to help to get a better understanding of
the mechanisms of aging in the hematopoietic system to create strategies to

counteract in the future.
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Einleitung

1 Einleitung

Das Hamatopoetische System des Menschen ist groflen Herausforderungen
unterworfen. Aufgrund der teilweise kurzen Lebenszeit der reifen Effektorzellen,
wie zum Beispiel die Erythrozyten mit einer Lebensdauer von 120 Tagen oder die
neutrophilen Granulozyten mit einer Lebensdauer von ein bis vier Tagen, ist es
Schatzungen zufolge nétig im Laufe eines Lebens etwa 4 x 10'° Blutzellen zu
produzieren.[1] Es ist nicht verwunderlich, dass eine derartige Expansion ihre

Spuren hinterlasst und das blutbildende System altern lasst.

Doch was ist Alterung und was bedingt sie? Gewiss ist sie ein multifaktorieller
Prozess, dessen Entstehung und Bedeutung Gegenstand vieler Diskussionen der
letzten Jahrzehnte war. Irvin M. R. Rose definierte Alterung als: ,[...] a persistant
decline in the age-specific fitness components of an organism due to internal
physiological deterioration.“.[2] Den Verfall der physiologischen Prozesse hat
Rose spater um den Begriff der Adaptation aus evolutionsbiologischer Sicht

erweitert.[3]

Die Tatsache, dass Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ) an
Funktionalitdt und Proliferationskapazitat einblif3en, ohne dabei ihre
phanotypischen Merkmale zu verlieren, konnte Ausdruck eines Mechanismus

sein, der darauf abzielt, Entartungen zu verhindern.[4]

Die verminderte Funktionalitdt und Proliferationskapazitat von Zellen, ist ein
Phanomen das auch replikative Seneszenz genannt wird. Leonard Hayflick pragte
diesen Begriff und postulierte, dass eine Zelle maximal 50 Teilungen durchlaufen
kann.[4] Seither wird diskutiert, ob dieses sogenannte Hayflick-Limit fur alle
Korperkompartimente  (inklusive  der  Hamatopoetischen  Stamm-  und

Progenitorzellen) anwendbar ist.

Ein mathematisches Modell zeigte, dass die lebenslange Hamatopoese mit den
Einschrankungen der replikativen Seneszenz vereinbar ist. Die Voraussetzung
daflr ist aber eine niedrige Zellteilungsrate der HSPZ und ein hoher Anteil an self-
renewal. Um lebenslang einen adaquaten Pool an HSPZ aufrecht zu erhalten,
muss sogenanntes self-renewal stattfinden. Hierbei handelt es sich um Teilungen

von HSPZ bei der sie ihre urspringlichen Eigenschaften behalten.[1]
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Einleitung

Die Zellkomponenten werden im Laufe der Zeit durch endogene und exogene
Faktoren geschadigt, wodurch die Zelle ihre physiologische Funktion verliert und
somit altert. Als Ursache fur die Zellschadigung kommen etwa DNA-Schaden

infolge von oxidativem Stress infrage.[5], [6]

Die Alterung des Hamatopoetischen Systems zeigt sich zum Beispiel im
vermehrten Auftreten von Erkrankungen, wie dem Myelodysplastischen
Syndrom.[7] Es existieren Hinweise, dass Hamatopoetische Stamm- und
Progenitorzellen im Alter eher in die myeloide Linie differenzieren. Die
Veranderung der Differenzierungsmuster in Richtung Myelopoese konnte

malfdgeblich flr die Haufung von myeloiden Erkrankungen im Alter sein.[8]
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Einleitung

1.1 Stammzelltransplantation

Die Alterung des Hamatopoetischen Systems hat auch Auswirkungen in der
Stammzelltransplantation. Studien zeigten, dass einer der wesentlichen Faktoren
far das langerfristige Uberleben von Empfangerinnen von
Stammzelltransplantationen das Alter des Spenders/ der Spenderin ist.
Beispielsweise ist das schlechtere Engraftment des Spendermaterials ein Grund
fur das schlechtere Outcome und verdeutlicht, dass Hamatopoetische Stamm- und
Progenitorzellen (HSPZ) im Alter an Funktionalitdt beziehungsweise

Proliferationskapazitat verlieren.[9]

HSPZ konnen aus dem Knochenmark, aus dem peripheren Blut oder der

Nabelschnur eines Neugeborenen gewonnen werden.

Die allogene Stammzelltransplantation ist die Therapie der Wahl vieler
Erkrankungen des hamatologischen Formenkreises.[10],[11]
Mogliche Komplikationen sind unter anderem ein verspatetes, respektive
fehlendes Engraftment oder die Manifestation einer Graft-versus-Host-Disease
(GVHD).[12]

Um eine Graft-versus-Host-Disease zu vermeiden, ist es notwendig eine/n
Spenderin zu finden, dessen HLA-Merkmale mit denen des Empfangers/ der
Empfangerin (bereinstimmen. Durch fehlende Ubereinstimmung der HLA-

Merkmale stiegt das Risiko an einer akuten GVHD zu erkranken.[9]

Die Graft-versus-Host-Disease ist eine Immunreaktion, welche in 40-50% aller
allogenen Stammzelltransplantationen auftritt. Die akute Graft-versus-Host-
Disease manifestiert sich hauptsachlich in Lunge, Haut, Leber und nicht zuletzt
dem Gastrointestinaltrakt und wird unter anderem Uber pattern-recognition-
receptors (PRR) vermittelt. Da oben erwahnte Organe von kommensalen Keimen
besiedelt sind, liegt der Verdacht nahe, dass die Keimflora ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der GvHD spielen konnte. Insbesondere, da durch die vorangegangene
Chemo- und oder Strahlentherapie die Barrierefunktion dieser Organe
beeintrachtigt wird, konnen die Pathogen-assoziierten-molekularen-Muster der
Keime Uber PRR der Spenderzellen erkannt werden. Dadurch und durch die

Freisetzung von ATP und Harnsaure aus den untergegangenen Darmepithelzellen
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Einleitung

werden proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1beta (IL-1B), Interleukin-6
(IL-6) und der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) freigesetzt und die
Entzindungsreaktion initiert. Eine zentrale Rolle bei der nachfolgenden
Immunreaktion nehmen dabei die T-Zellen des Spendermaterials ein. Eine
prophylaktische Antibiose hat sich als wirksam erwiesen die GvHD-Rate zu
senken.[11] Die Wahrscheinlichkeit eine GvHD zu entwickeln, kann zudem durch
verschiedene Techniken wie etwa CD34+-Selektion oder CD3/CD19-Ablation

minimiert werden.[13]

Die Eradikation der entarteten Zellen wurde friher alleinig der myeloablativen
Chemotherapie beziehungsweise der Bestrahlung zugeschrieben. Eine nicht zu
vernachlassigende Komponente der Therapie stellt allerdings die Immunreaktion
des Spendermaterials gegen residuale Tumorzellen dar.[10]
Fir die sogenannte Graft-versus-Leukemia-Reaktion (GvL), bei der residuale
Tumorzellen angegriffen werden, werden ahnliche Pathomechanismen wie fir die
Graft-versus-Host-Disease vermutet.[11] Die Immunsosupressive Therapie, um
eine Graft-versus-Host-Disease zu behandeln respektive zu vermeiden, stellt

daher einen Balanceakt dar.

Die Wahrscheinlichkeit eine/n Knochenmarksspenderin mit einer akzeptablen
HLA-Ubereinstimmung in der Familie zu finden liegt mancherorts bei unter 30
Prozent.[14] Geschwisterspenden haben den Vorteil einer hdéheren
Ubereinstimmungsrate des HLA-Muster von 25 Prozent.[15]
Die Stammzelltransplantation von nicht verwandten Spenderlnnen bietet eine
Alternative, welche allerdings eine genaue Ubereinstimmung der HLA-Merkmale
von Spenderin und Empfangerin erfordert, um eine GvHD zu vermeiden.[14]
Bei Transplantation aus Nabelschnurblut missen Spenderin und Empfangerin

nicht exakt in ihren HLA-Merkmalen Ubereinstimmen.[16]

Bei der Transplantation von Nabelschnurblut gilt eine Ubereinstimmung von vier
bis funf HLA-Merkmalen (von insgesamt sechs) als akzeptabel. AulRerdem ist das
Risiko einer Ubertragung von Epstein-Barr-Virus (EBV) oder des Cytomegalievirus
(CMV), welche bei immundefizienten Empfangerinnen schwere Komplikationen
verursachen kdnnen, deutlich geringer.[17] Sollten Patientinnen jedoch Probleme

mit Infektionen von EBV oder CMV gehabt haben, sollte der Einsatz einer
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Nabelschnurbluttransplantation jedoch Uberdacht werden, da keine passive
Immunitat dbermittelt wird.[12] Weitere Vorteile sind die einfache Handhabung der

Entnahme und die Mdglichkeit einer Cryokonservierung.[18]

Die erste Stammzelltransplantation aus Nabelschnurblut wurde im Jahr 1988 bei
einem 5-jahrigen Patienten mit aplastischer Anamie infolge einer Fanconi Anamie

durchgefuhrt. Das Spendermaterial stammte von seiner Schwester.[19]

Es wurden weltweit Gber 20.000 Nabelschnur-Transplantationen durchgefuhrt.[17]
Im Vergleich zur Knochenmarkstransplantation werden bei Kindern mit der
Transplantation von Nabelschnurblut zum Teil vergleichbare Ergebnisse
erzielt.[16] Die Menge an Stammzellen/Progentorzellen, die aus Nabelschnurblut
gewonnen werden kann, ist im Vergleich zu Knochenmarkspunktionen oder der
Stammzellapherese aus dem peripheren Blut allerdings begrenzt.
So reicht eine Nabelschnurblutspende meist nicht aus, um das Hamatopoetische
System einer erwachsenen Person wiederherzustellen. Das Problem dabei ist das
verspatete beziehungsweise ausbeliebende Engraftment des
Spendermaterials.[12],[18] Zudem besteht im Falle eines ausbeliebenden
Engraftments keine Moglichkeit auf die/den Spenderln zurlckzugreifen und eine

erneute Spende anzustreben.[12]

Aus diesen Grunden besteht das Interesse, die Effizienz von
Nabelschnurbluttransplantationen zu erhohen. Dies wird unter anderem durch eine
intraossare Injektion des Spendermaterials versucht, um das Homing zu
verbessern. Es werden doppelte beziehungsweise mehrfache Transplantationen
durchgefuhrt, um eine adaquate Menge an Stammzellen zur Verflugung zu haben.
Jedoch wurden hdéhere Raten an Graft-versus-Host-Disease bei doppelten
Nabelschnurblut-transplantationen beobachtet.[20]

Des Weiteren werden Moglichkeiten der ex-vivo Expansion mit dem Einsatz von
Cytokinen untersucht, um die Menge an verfugbarem Material zu erhdhen und

damit ein friheres Engraftment zu erreichen.[14],[16],[18]

Die ex-vivo Expansion wurde auch in einer Co-Kultur mit mesenchymalen
Stammzellen mit nachfolgender Transplantation in  Kombination  mit

unbehandeltem Nabelschnurblut durchgeflhrt. Das frihere Engraftment, das
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dabei beobachtet wurden, kénnte durch Wachstumssignale der mesenchymalen

Stammzellen erklart werden.[21]

Die Nabelschnurbluttransplantation stellt eine Alternative zur
Knochenmarkstransplantation dar, wenn kein/e passende/r Spenderin verfugbar
ist.[16], [22]

Durch die Naivitat des Nabelschnurblutes sind teils geringere Raten der Graft-
versus-Host-Disease zu beobachten. Beim Auftreten der Graft-versus-Leukemia-
Reaktion, welche fur eine dauerhafte Remission von immenser Bedeutung ist,
konnte in einer klrzlich erschienenen wissenschaftlichen Arbeit kein
nennenswerter Unterschied zwischen den verschiedenen Stammzellquellen

festgestellt werden.[23]
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1.2 Hamatopoese

Die Hamatopoese des Menschen wird von den meisten Autoren mit einer
hierarchischen Struktur erklart, welche von einer Hamatopoetischen Stammzelle
ausgeht. Eine Hamatopoetische Stammzelle wird als solche bezeichnet, wenn sie
zum einen in der Lage ist self-renewal zu betreiben und zum anderen, wenn sie
sich zu jeder der verschiedenen Blutzellen differenzieren kann.[24]

Ausgehend von diesen HSZ entwickeln sich Multipotente-Progenitorzellen (MPP),
welche weiterhin nicht linienspezifisch sind. Die MPP wiederum differenzieren zu
linienspezifischen Progenitorzellen und teilen somit die Hamatopoese in ein
myeloische und eine lymphatische Reihe. Die myeloische Reihe besteht aus
kurzlebigen Effektorzellen wie Erythrozyten, Granulozyten und Makrophagen,
wahrend die lymphatische Reihe aus T-, B- und NK-Zellen besteht, welche die

angeborene und erworbene Immunantwort vermitteln.[25]

Ein Problem in der Stammzellforschung ist die genaue Identifikation der
verschiedenen Zwischenstufen der Hamatopoese.

Die unterschiedlichen Zellen der Hamatopoese werden durch ihre
Oberflachenantigene definiert. Der Phanotyp der einzelnen Zwischenstufen ist
noch nicht restlos geklart und somit Gegenstand aktueller Forschungen.
Zudem deuten neuere Erkenntnisse darauf hin, dass dieses streng hierarchische
Modell nicht vollstandig zutrifft. Frihe lymphatische Progenitorzellen, welche auch
Zellen der myeloischen Reihe bilden konnten, wie zum Beispiel Monozyten,
Makrophagen oder dendritische Zellen, werden auch multipotente lymphatische
Progenitoren (MLP) genannt. Der Verlust des lymphoiden
Proliferierungspotenzials wird als erster Differenzierungsschritt
angenommen.[25],[26],[27]

Progenitorzellen differenzieren schliellich Uber Zwischenstufen zu den reifen
Effektorzellen (siehe Abbildung 1).[25]

Die Isolierung von Hamatopoetischen Stammzellen erfordert zunachst das
Exkludieren von Zellen, welche Oberflachenmarker von differenzierten Blutzellen
besitzen (z.B.: CD2, CD3, CD14, CD24, CD16, CD19 und CD56).
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Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen tragen keine dieser
Oberflachenmarker und werden daher als linage negative (Lin") bezeichnet.
Zusatzlich ist CD34 auf diesen Zellen zu finden.[28]

/ \ T-Zelle
@—@
/

B-Zelle

NK-Zelle

Dentritische Zelle

Monozyt

Granulozyt

Erythrozyt

C Megakaryozyt/
Thrombozyt

Abbildung 1: Schema der Hamatopoese

Die Abbildung zeigt ein Schema der frihen Hamatopoese. Nicht alle Zwischenstufen sind dargestellt. Die
gestrichelte Linie deutet an, dass die MLP auch in Zellen der myeloischen Reihe differenzieren kann.
HSZ - Hamatopoetische Stammzelle; MPP — Multipotente Progenitorzelle; MLP — Multipotenter lymphatischer
Progenitor; LP — Lymphatischer Progenitor; TP — thymischer Progenitor; BINK-P — Progenitor der NK und B-
Zelle; MP — Myeloischer Progenitor; GMP — Progenitor der Granulozyten und Monozyten, MEP — Progenitor
der Erythrozyten und Megakaryozyten; modifiziert nach [25]

CD34 ist ein Transmembranprotein, welches neben Podocalyxin und Endoglycan
der CD34-Familie angehoért. Es wird auf Hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen aber auch in Stammzellen anderer Gewebe exprimiert.
Aulerdem ist es unter anderem in vaskularen Endothelzellen, Fibrozyten oder
Mastzellen zu finden. Die multiplen Funktionen, die CD34 zugeschrieben werden,
sind noch nicht restlos geklart. Am besten ist die Funktion bei der
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Lymphozytenadhasion beschrieben. CD34 respektive Podocalyxin binden an
L-selectin der naiven Lymphozyten um in weiterer Folge ins sekundare
Lymphorgan migrieren zu konnen. Es werden der CD34-Familie aber noch weitere
Aufgaben, wie etwa im Bereich des Transportes von Hamatopoetischen
Stammzellen zwischen Endothel und der Nische des Knochenmarkes oder bei der

Differenzierung von Zellen, zugeschrieben.[29]

Auch CD133 ist auf frUhen Hamatopoetischen Stammzellen zu finden. Im
Vergleich zu CD133-negativen Zellen haben CD133-positive Zellen hohes
proliferatives Potential und kdnnen in alle Zellen der Hamatopoese differenzieren.
Die meisten CD133+ -Zellen exprimieren gleichzeitig CD34 lediglich ein geringer
Anteil ist CD133+/CD34-. Es existieren Hinweise, dass CD133+-Zellen aus dem
Nabelschnurblut auch in andere, nicht dem Hamatopoetischen System

zugehdrigen Zellen, differenzieren kénnen.[30]

Eine weitere Unterscheidung ist anhand des CD38-Antigens moglich. Die
Stammzellen und friihe Progenitoren (MPP und MLP) tragen kein CD38 an der
Oberflache, spatere Progenitoren hingegen schon. Ebenso konnte auf spateren

Progenitoren CD45RA gefunden werden.[31]

Baum et al. konnten eine Subpopulation von fetalen Knochenmarkszellen
identifizieren, welche hohe Progenitoraktivitat fir die myeloerythroide Linie, als
auch fir B- und T-Zellen zeigte. Diese trugen CD34 und CD90 (Thy-1) an der
Oberflache.[28]

Fir die ldentifizierung von Hamatopoetischen Stammzellen scheint also der
Phanotyp CD34%/CD38/CD90*/CD45RA" geeignet zu sein.[31]
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1.3 Telomere und Telomerase

Bei der Alterung und der genetischen Integritat einer Zelle spielen die Telomere
eine bedeutende Rolle.

Sie bestehen aus repetitiven TTAGGG-Sequenzen und finden sich an den Enden
der Chromosomen wieder. In normalen somatischen Zellen bedingt jede
Zellteilung eine Verklirzung der Telomere, welche in menschlichen Zellen
normalerweise zwischen zwei und funfzehn Kilobasenpaare lang sind. Jede
Teilung bedingt den Verlust von etwa 50 bis 100 Basenpaare. Dieser Verlust ist
hauptsachlich darin begrindet, dass die Enden der Chromosomen nicht
vollstandig abgelesen und somit nicht repliziert werden kdnnen.[32] Erreichen die
Telomere eine kritische Lange flhrt dies zu einer Apotoseinduktion.
Der Zusammenhang zwischen der Telomerlange und dem proliferativen Potential
von HSPZ ist noch nicht restlos geklart. Untersuchungen zeigten eine gesteigerte
Proliferationskapazitat von  erythroiden  Vorlauferzellen bei langeren
Telomerabschnitten, oder bei Megakaryozyten. Exzessive Verkurzungen von
Telomeren von HSPZ wurden bei hamatologischen Erkrankungen, wie dem
Myelodysplastischen Syndrom, der aplastischen Anamie oder der Fanconi-Anamie
gefunden, was den Verdacht hegt, dass die replikative Seneszenz der HSPZ fur

diese Erkrankungen pradisponiert.[33]

Der Ribonukleoproteinkomplex Telomerase ist in der Lage diese verkurzten
Telomerabschnitte wieder zu verlangern. Telomerase besteht aus dem RNA-Anteil
Telomerase-RNA-Component (TERC) und dem Proteinanteil Telomerase-
Reverse-Transscriptase (TERT). Das aus 1132 Aminosauren bestehende Protein
TERT nutzt die im Proteinkomplex enthaltene RNA als Vorlage, um verkirzte
Telomerabschnitte wieder herzustellen.

Eine Aktivitdt von Telomerase ist in normalen menschlichen Zellen nicht
nachweisbar. Embryonale Stammzellen und Gameten, aber auch tuber 90% aller

menschlichen Tumore nutzen die Telomerase um der Apoptose zu entgehen.[32]
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1.4 SNEV

Mahajan und Mitchell identifizierten 2003 hPSO4 als ein hochkonserviertes Gen,
welches eine Rolle in der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriuchen spielt.
Das Genprdukt SNEV (syn. hPSO4, PRP19) ist ein 55kD-schweres Protein das
ubiquitar exprimiert wird und ist homolog zu PSO4, welches zuvor aus

Saccharomyces cerevisiae identifiziert wurde.[34]

Am N-terminalen Ende des Proteins befindet sich eine U-Box, weshalb von einer
Funktion beim pre-RNA-Spicling durch die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat der U-Box
ausgegangen wird.[35]

Bei gamma-Bestrahlung von menschlichen Fibrozyten, beziehungsweise durch
deren Behandlung mit Zellgiften wie Cisplatin, konnte eine Hochregulierung von
SNEV beobachtet werden, wahrend der Einsatz von UV-Strahlung keinerlei
Effekte zeigte. Analog dazu kam es bei verminderter Expression durch siRNA zur
Akkumulation von DNA-Doppelstrangbriichen und zu einer Steigerung der
Apoptoserate. Dies fuhrt zur Erkenntnis, dass auch dem humanen PSO4/SNEV
eine wichtige Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen

zukommt.[34] Der genaue Mechanismus ist noch nicht restlos geklart.

Kirzlich konnte eine Interaktion des PSO4-Komplexes (bestehend aus
hPSO4/SNEV, CDC5L, PLRG1 und BCAS2) mit dem Replication-Protein A (RPA)
gezeigt werden. Bei diesem Modell ist SNEV an der Reparatur von
Einzelstrangbrichen beteiligt. Die Bindung des RPA-Komplexes, bestehend aus
RPA1, RPA2 und RPA3, an ceinzelstrangige DNA-Abschnitte fihrt zur
Akkumulation von ATR (Ataxia teleangiectasia-mutated and Rad3 related Protein)
an den Stellen der DNA-Schaden. Dadurch kommt es zur CHK1-Aktivierung und
zur konsekutiven Initiierung des DNA-Damage-Response. Zum einen soll daftir die
Phosphorylierung von RPA1 durch BCAS2 verantwortlich sein. Zum anderen flhrt
die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat von SNEV zur Ubiquitinierung des RPA, wodurch
es zur Akkumulation des ATR-interacting-Proteins (ATRIP) kommt.[35], [36]
Durch die Akkumulation des ATR/ATRIP-Komplexes kommt es zu einer CHK1-

Aktivierung und der konsekutiven Initiierung der DNA-Reparatur.[35]
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Hohe Expressionen von SNEV sind mit einem hohen Teilungspotential und einer
hohen self-renewal-Kapazitat assoziiert. In Relation zu Lymphozyten des
peripheren Blutes konnte in Lin-Zellen des Knochenmarkes eine hohe Expression
von SNEV gefunden werden. Im heterozygoten SNEV-Knockout-Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass die Expression von SNEV eng mit der
Proliferationskapazitdt von Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
verbunden ist. Es wird angenommen, dass ein gewisser Schwellenwert an
exprimiertem SNEV fiur die Aufrechterhaltung der self-renewal Kapazitat

notwendig ist.[37]
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1.5 Oxidativer Stress

Der Oxidative Stress, dem die HSPZ ausgesetzt sind, scheint ebenso grofle
Auswirkungen auf deren self-renewal Potential zu haben.
ATM-defiziente (Ataxia-Teleangiectasia-mutated-Protein) Mause zeigten in einer
Studie von lto et al. vermindertes self-renewal. Erklart wird diese Erkenntnis durch
das vermehrte Aufkommen von ROS (reactive oxygen species), was zu einer
Uberexpression von p16™¢* fijhrte. Uber die folgende gehemmte Inaktivierung
der Proteine aus der Rb-Familie (Retinoblastoma-Proteine) wird die Hemmung

des self-renewals mediiert.[38]

Reactive-oxygen-species (ROS) sind aktive Molekule, welche teils unpaare
Elektronen beinhalten und als freie Radikale agieren kdonnen. ROS entstehen
grofltenteils als Nebenprodukt der Atmungskette, aber auch im Rahmen anderer
metabolischer Prozesse und entzindlicher Prozesse. ROS beinhalten Superoxid-

Anionen, Wasserstoffperoxidase, sowie Hydroxyl-Radikale.[39]

Am Komplex IV der Atmungskette werden 4 Elektronen auf molekularen
Sauerstoff Gibertragen und mit 4 H*-lonen zu zwei H,O-Molekilen reduziert. Dabei
kann es zur Bildung von "O,-Molekilen oder Superoxid-Anionen kommen. Diese
Superoxid-Anionen werden zum Teil spontan, zum Teil Uber Superoxid-
Dismutasen (SOD) zu Wasserstoffperoxid konvertiert. Unter der Anwesenheit von
Fe+ oder Cu+ kann Wasserstoffperoxid eine Fenton beziehungsweise Harber-
Weiss-Reaktion erfahren und so zum hochreaktiven Hydroxyl-Radikal konvertiert
werden.[6],[39] Das Hydroxyl-Radikal kann zu DNA-Schaden flhren.[39]

HSPZ weisen eine geringe metabolische Aktivitat auf, wodurch sie vor ROS-
Akkumulationen einigermallen geschitzt sind, dennoch fihrt kontinuierlicher
oxidativer Stress auf lange Sicht zu einer abnormen Hamatopoese.[6]
Wahrend massiv erhohte Level an ROS zum Zelltod fihren, kann ein moderat
hoher Anteil DNA-Schaden zur Folge haben und in weiterer Folge kanzerogen

wirken.[5]

ROS scheinen in die Entstehung von myeloischen Leukamien involviert zu sein.
Das vermehrte Auftreten von ROS flhrt zu einer Apoptoseinduktion von NK und T-

Zellen, wodurch sich AML-Zellen ungehindert duplizieren kdnnen. ROS konnten
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insofern  kinftig ein  Ziel antileukdmischer Therapien darstellen.[5]
An der Regulation von ROS sind unter anderem auch Mitglieder der
Forkhead Box O (FoxO) — Familie von Transkriptionsfaktor maf3geblich beteiligt.
Durch die Hochregulation der antioxidativen Enzyme Catalase und der
Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD), die in Mitochondrien zu finden sind,
werden ruhende Hamatopoetische Stammzellen vor oxidativem Stress
geschutzt.[6],[40]

FoxO1, FoxO2, FoxO4 und FoxO6 sind am PI3K-AKT- Signalweg beteiligt, der in
Antwort auf Wachstumssignale wie Insulin oder Growth-factor unter anderem Uber
die Aktivierung von mTOR, Wachstum wund Zellproliferation initiiert.
FoxO wird von AKT direkt phosphoryliert um in weiterer Folge aus dem Kern
geschleust und degradiert zu werden. In Abwesenheit von Stressstimuli verbleibt
FoxO aktiv und bewirkt einen Zellzyklusarrest der unter anderem durch die
Hemmung von Cyclin D und durch die Aktivierung von Cyclin G2, Cyclin B

vermittelt wird.[41]
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1.6 Zielsetzung

In der Literatur existieren Hinweise, dass auch die HSPZ altern und dass
verschiedene Erkrankungen oder aufiere Einflisse zu einer vorzeitigen Alterung
fuhren kénnen.[8],[37],[42]

Die Durchfihrung einer Stammzelltransplantation und die zuvor durchgefiihrte
Behandlung koénnten somit eine Auswirkung auf das Altern und die
Proliferationskapazitat der HSZ haben. Es besteht aber die Moglichkeit, dass
Mechanismen, die diesem Alterungsprozess entgegenwirken konnen, existieren.
Das Ziel dieser Arbeit ist es die Alterungsmechanismen, aber auch mogliche
Mechanismen gegen den Alterungsprozess von Hamatopoetischen Stammzellen
zu identifizieren, um mogliche Einflussfaktoren zu erforschen, die der Alterung der

HSPZ entgegen wirken.

Da es besonders in der Padiatrie zu Stammzelltransplantationen kommt, bei dem
das Alter des Spenders/ der Spenderin sehr viel héher als das Alter des
Empfangers/ der Empfangerin ist[9], ist die Erforschung der Mechanismen, die
eventuell diesem Alterungsprozess und damit verminderte Proliferationskapazitat
entgegen wirken konnten, von immenser Wichtigkeit, um zukunftige Strategien fur

die Stammzelltransplantation zu entwickeln.

In Langzeitkulturen von Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (die aus
Nabelschnurblut gewonnen wurden) wurden verschiedene Parameter bestimmt,
welche Rickschlisse auf die Alterung, die Funktionalitat/Profliferationskapazitat

und die Integritat der HSPZ erlauben.

Weiters wurden Parameter bestimmt, wie die Telomeraseaktivitat oder SNEV, die

moglicherweise dem Alterungsprozess entgegenwirken konnen.
Folgende Parameter wurden bestimmt:

e Durchflusszytometrische Analyse zur Evaluierung der Vermehrung der
Population sowie des Differenzierungsgrades
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ColonyFormingCell-Assay zur Feststellung des Proliferationspotentials und
der Funktionalitat, womit auf die self-renewal Kapazitat rlickgeschlossen
werden kann

Comet-Assay zur Detektion von DNA-Schaden

Telomerlange und Telomeraseaktivitat

Expression des Senescence-Evasion-Factors (SNEV)

Der Anteil carbonylierten Proteine als Mal} fur oxidativen Stress

Cyclinbestimmung
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2 Material und Methoden

2.1 Zellmaterial und Kultur

Die Zellkultur, welche in dieser Arbeit diskutiert wird, tragt den Namen HSC 07
(hematopoietic stem cell). Des Weiteren wird diese Kultur mit den Ergebnissen
von HSC 02 verglichen, welche bereits in der Diplomarbeit von Dr.med. Christian

Rehnolt, zusammengefasst sind.[43]

Das Nabelschnurblut wurde im Rahmen von Spontangeburten oder sectiones
caesarea an der Universitatsklinik fur Gynakologie und Geburtshilfe Graz aus der
Vena umbilicalis enthommen (Ethikkommissionsvotum EK-Nummer: 21-197 ex
09/10).

Vor der Abnahme wurde von der jeweiligen Mutter das Einverstandnis flr die
weiterfUhrende Verarbeitung und wissenschaftliche Verwendung des Blutes
eingeholt (informed consent Nabelschurblut). Ein Einschlusskriterium war eine
normale Schwangerschaftsdauer bei gesunden Muttern. Andere Kriterien wurden

nicht berucksichtigt.

Die Abnahme erfolgte durch die Study Nurse der Gebarklinik. Das Vollblut wurde
in 50ml Falcon-Gefalte gesammelt, in welche bereits 5ml Acid-Citrat-Dextrose-
Lésung A (ACDA) vorgelegt wurden. ACDA ist ein Antikoagulans, welches unter
anderem bei verschiedenen Formen der Apherese oder alternativ zu Heparin bei
der Hamodialyse verwendet wird.[44]

Das gewonnene Material wurde anschlieBend in das padiatrisch-
hamatoonkologische Labor der Kinderklinik Graz transportiert und durch die
Biomedizinische Analytikerin Elvira Kloibhofer weiterverarbeitet. Fur den
Primaransatz der Kultur wurde der Anteil an Hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen erhéht. Daflir mussten zunachst mononukleare Zellen isoliert und

dann die CD34-positiven Zellen separiert werden.
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2.1.1 lIsolation

Die Isolation der mononuklearen Zellen funktioniert mit der Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation. Ficoll, mit dem spezifischen Gewicht von
1,077g/ml, wird dabei mit verdinntem Vollblut Uberschichtet. Durch die
nachfolgende Zentrifugation werden die unterschiedlichen Blutbestandteile
entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt. Dabei trennt Ficoll die mononuklearen
Zellen (MNZ) und das Plasma von den restlichen Blutbestandteilen ab. Die MNZ
sind dabei direkt oberhalb der Ficollschicht als buffy-coat abgelagert. Die Isolation

wurde nach folgendem Schema unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

—

. 9ml Vollblut mit 21mlI CMF-PBS-Puffer (siehe Anhang) vermischen

2. 15ml Ficoll in einem 50ml-Falcon-Gefaly vorlegen und die 30ml des
verdunnten Blutes vorsichtig dartiberschichten

3. Zentrifugation bei 400g bei 20C° fir 30min

4. Abheben des buffy-coats mit einer sterilen Pasteurpipette und Uberfihrung
in ein neues 50ml Gefal}

5. Auffallen mit 50ml CMF-PBS-Puffer

6. Zentrifugation bei 300g bei 10°C fur 10min

7. Nach der Abhebung des Uberstandes verbleibt nun das Zellpellet am

Boden des Gefalles

Die Punkte 5 und 6 kénnen gegebenenfalls wiederholt werden. Das Zellpellet

sollte nun die gewunschten mononuklearen Zellen und damit HSPZ enthalten.
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2.1.2 Separierung von CD34+ Zellen

Durch die Methode des Magnetic-activated-cell-sorting (MACS) wurden von den
gewonnenen MNZ die CD34-positiven Zellen separiert. Hierbei kommt ein
Antikdrper gegen CD34 zum Einsatz der an ein magnetisches Partikel gebunden
ist. Die Zellsuspension wird dabei mit dem Antikorper inkubiert, sodass er an den
CD34-Rezeptor binden kann. AnschlieRend werden die Zellen durch eine Saule
gepresst, welche sich in einem magnetischen Feld befindet. An der Saulenwand
haftet nun der Antikbérper an und so werden die CD34-postiven Zellen
zurtckgehalten. Durch die nachfolgende Spulung aulierhalb des Magnetfeldes,
werden die rezeptor-positiven Zellen in einer hohen Reinheit gewonnen. Das

genaue Prozedere ist im Folgenden beschrieben:
Markierung

e Zu 10° Zellen werden 100pl FcR-Blocking-Reagent sowie 100ul CD34
Microbeads (Eisenoxid-markierte Antikbrper gegen CD34) hinzugeflgt

¢ Inkubation bei 4° C fur 30 Minuten nach sorgfaltiger Durchmischung der
Suspension

e Zugabe von 5-10ml MACS-Puffer und Zentrifugation bei 300g fur 10
Minuten.

e Verwerfen des Uberstandes und Resuspension in 500ul MACS-Puffer
Separation

e Die Saule im Magnetfeld wird mit 3ml MACS-Puffer durchgespult

e Einbringen der Probe in die obere Offnung der Séule — der Durchfluss wird
dabei aufgefangen.

e Spulung der Saule (3x) mit 3ml MACS-Puffer.

e Aulerhalb des Magnetfeldes werden die CD34-positiven Zellen
anschlieBend mit 5ml MACS-Puffer herausgepresst unter Zuhilfenahme

eines speziellen Stempels

Bei Bedarf wird die Separation wiederholt, um eine hdéheren Reinheitsgrad zu
erreichen. Der Erfolg der Separation wird im Anschluss durchflusszytometrisch
kontrolliert (siehe Kapitel 2.2).
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2.1.3 Primaransatz und Passagierung

Die angerreicherte Zellsuspension wurde nun in Kultur gebracht. In
Zellkulturfalschen (75 bzw. 225cm?) wurde mit einer Konzentration von 5x10*
Zellen begonnen und fir eine Woche bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Das

verwendete Stammzellmedium ist im Anhang ersichtlich.

Sobald ausreichend Zellmaterial zur Verfligung stand, kam bei der Passagierung
jede Woche die gleiche Anzahl an Zellen in Kultur (3*10® Zellen in 300ml Medium).
So konnte annahernd die gleiche Zelldichte gehalten werden, um spater
vergleichbare  Ergebnisse zu erhalten. Mindestens die Halfte des
Stammzellmediums wurde durch frisches ersetzt. Ubrig gebliebenes Material
wurde unter anderem fur die Erhebung von Zellzahl und Expressionsmuster

verwendet.

Fur weiterfuhrende Untersuchungen (siehe Kapitel 2.3 — 2.8) wurde ein Teil der
wochentlich entnommenen Zellen wieder durch MACS (CD34) angereichert, um
bei der Analyse nur eine standardisierte Population der CD34-positiven Zellen zu

berucksichtigen.
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2.2 Zellzahl und Linage-Marker

Die Feststellung der Zellzahl in der Kultur erfolgte mit dem Casy-Cellcounter
(Scharfe, Deutschland). Eine nachfolgende Analyse mit dem
Floureszenzaktivierten Zellsorter (engl. FACS) lieferte Auskunft Uber den

Differenzierungsgrad der Kultur:

e In Mikrotubes werden entsprechende Antikorper vorgelegt, welche mit
Floureszenzfarbstoffen markiert sind (siehe Tabelle 1). AnschlieRend
wurden die Tubes mit CMF-PBS auf 20ul aufgefullt.

Tabelle 1: Antikorper Durchflusszytometrie
Zusatzlich zu den angegebenen Antikdpern wurden Negativkontrollen durchgefiihrt.

FITC PE PE-Cy5 Pe-Cy7
Unspezifische
. IgG1 (5pl) IgG2a (2pl) IgG1 (2ul) IgG1 (2pl)
Bindungen
CD14 (1ul) CD133 (5ul) CD19 (2ul) CD3 (2ul)
CD-Marker
CD15 (5ul) CD34 (5ul)  CD56 (2ul) CD3 (2ul)

e Danach werden je 50ul der Probe (5*10* Zellen) hinzugefiigt

e Bei 4-8°C koénnen die Antikérper wahrend einer 20-minttigen
Inkubationszeit binden

e Beim anschlieBenden Waschschritt wird 1ml FACS-Puffer (siehe Anhang)
hinzugefligt und die Suspension bei 300g fur 30 Sekunden zentrifugiert.

e Der Uberstand wird verworfen und die Zellen in 50ul des FACS-Puffer
resuspendiert

e Messung am FC500 (Beckman Coulter Krefeld, Deutschland)

Die Hamatopoetische Stamm und Progenitorzellen charakterisieren sich in der
Durchflusszytometrie als CD34-positiv, CD45dim und Side scatter low und sind

dadurch messbar.[45]

Seite |21



Material und Methoden

2.3 Colony-Forming-Cell-Assay

Die Anzahl an teilungsfahigen Stamm- und Progenitorzellen in der Zellpopulation
wurde mit einem Colony-Forming-Cell-Assay (CFC-Assay) gemessen. Das
Augenmerk fiel dabei auf die Colony-Forming-Units-GM (CFU-GM), welche vor
allem Progenitorzellen beinhalten, die zu Granulozyten und Makrophagen
differenzieren. Mit dem CFC-Assay werden hauptsachlich Progenitorzellen erfasst.
Es konnen also vor allem Rickschlisse auf die Teilungsfahigkeit der Progenitoren

gezogen werden.[46]

2.3.1 Primarer Ansatz

Es wurden je Passage 6 Wells einer 12 Well-Platte mit CD34 positiven Zellen in
50ul RPMI 1640 Medium (Sigma-Aldrich, St. Louis/MO, USA) unter sterilen
Bedingungen versehen. Dabei wurden in der Regel mehrere Verdlinnungsstufen
eingesetzt. Beim Versuch kam ein Methylcellulose-basiertes Medium (Methocult®
H4534 classic without EPO, Stem Cell Technologies, Vancouver/Canada) zum
Einsatz, von welchem anschliel}end 500ul mit einer 1ml Spritze und einer 20G-
Nadel zur Zellsuspension hinzugegeben wurden. Um eine moglichst gute
Verteilung der einzelnen Zellen auf der Platte zu erreichen und so spater die
gebildeten Kolonien besser voneinander unterscheiden zu koénnen, wurde die
Platte zunachst bei 800 Umdrehungen pro Minute im Mikrotiterplatten-Mixer
geruttelt. AnschlieBend wurde jedes Well mit einer sterilen 200ul Pipettenspitze

umgeruhrt.

Abbildung 2: Kolonie
Inverse Durchlichtmikroskopie
100-fache VergroRRerung
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Die randstandigen Felder wurden ausgespart und mit CMF-PBS-Puffer (siehe
Anhang) aufgeflllt, um die Kultur wahrend der mehrtdgigen Inkubation vor
Austrocknung zu schitzen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit. Die gebildeten Kolonien wurden am Tag 8 nach dem Ansatz unter

mikroskopischer Sicht ausgezahlt.

Eine Kolonie wurde als solche gewertet, wenn sie aus 40 oder mehr Zellen, in
enger raumlicher Beziehung, bestanden hat. Denn nur eine CFU ist in der Lage
eine derartige Menge an Zellen zu bilden.

Wenn es vorkam, dass in einem Feld mit hdheren Zellkonzentrationen, so viele
Kolonien gebildet wurden, dass sie nicht mehr voneinander abgegrenzt werden
konnten (=overplated), wurde das Feld nicht fur die Auswertung in Betracht

gezogen.

Die erhobenen Werte wurden mit der Anzahl an eingesetzten Zellen in den

einzelnen Wells in Relation gebracht:

_ Anzahl an gebildeten Kolonien
¥ = Teingesetate Zellen (CD34+)

2.3.2 Sekundarer Ansatz

Beim Sekundaransatz wurden die gebildeten Kolonien unmittelbar nach der
Auszahlung unter sterilen Bedingungen und unter mikroskopischer Sicht einzeln
mit einer 10ul Kolbenhubpipette aufgenommen und in ein Feld einer 48-well-Platte
uberfuhrt. Um Dehydratation der Zellen zu verhindern und die richtige
Aufbereitung des Methocultmediums gemald der Herstellerinformation zu
gewabhrleisten, wurden zuvor bereits 10 pl RPMI 1640 - Medium in das Feld
vorgelegt, in welchem die Kolonie dann vorsichtig resuspendiert wurde.
Anschlieltend wurden 100ul Methocult® H4534 -classic without EPO hinzugefigt
und wie beim Primaransatz umgeruhrt, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten.
Die umliegenden Felder der Platte wurden wiederum mit CMF-PBS-Puffer
versehen bevor die Platte bei 37° C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit fur weitere
13 Tage inkubiert wurde.

Am Tag 13 wurde die Anzahl an gebildeten Kolonien, wieder unter
mikroskopischer Sicht ausgewertet. Wieder, zahlte eine Kolonie als solche, wenn

sie aus 40 oder mehr Zellen bestand.
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Da zur Bildung der Kolonie eine CFU im sekundaren Ansatz anwesend sein
musste, folgte daraus, dass die urspringliche CFU self-renewal betrieben hat. Aus
der Anzahl der sekundaren Kolonien in einem Well lasst sich nun Uber den
Logarithmus dualis berechnen, wie viele symmetrische Teilungen im Sinne eines
self-renewal die urspringliche CFU vollzogen hat. Die Anzahl an sekundaren
Kolonien wurde noch mit eins addiert, da bereits im primaren Ansatz eine Kolonie

gebildet wurde:
Symmetrische Teilungen = log,(Durchschnittliche Anzahl sek. Kolonien + 1)

Die Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2011 fir Mac (Microsoft Corporation,
USA).[47]
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2.4 Comet Assay

Um Einzel- und Doppelstrangbriiche zu detektieren wurde der Comet-Assay, eine

Einzelzellelektrophorese, angewandt.[48]

Es wurden je Passage zwei Objekttrager vorbereitet. Diese wurden zunachst in
100°C heille Normal-Melting-Agarose (NMA) eingetaucht und auf der Heizplatte
bei 100°C getrocknet um eine optimale Haftflache zu erhalten.
Im nachsten Schritt wurde 1ml NMA auf den Objekttrager pipettiert und mit zwei
Deckglasern versehen (ein kreisrundes Deckglas mit einem Durchmesser von
18mm und daruber ein rechteckiges Deckglas mit den Malen 24 x 60mm).
Nach der Aushartung bei 4°C wurden die Deckglaser entfernt, wodurch eine
Kammer in der Agarose geschaffen wurde.

In diese Kammer wurden je 10* Zellen (CD34+) in 35 pl Low-Melting-Agarose
(LMA, 37°C) eingebettet und nach Aushartung bei 4°C mit weiteren 90ul LMA
uberzogen. Die Objekttrager wurden schlieBlich Uber Nacht unter Lichtschutz

lysiert (Lysepuffer siehe Anhang).

Abbildung 3: Comet-Assay
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Dadurch, dass beim Comet-Assay die Zellen bereits vor der Lyse in Agarose
eingebettet werden, ist es madglich, jede Zelle einzeln zu evaluieren.
Die Objekttrager wurden nach 24 Stunden unter Lichtschutz fur 20 Minuten in
einem Elektrophoresepuffer (siehe Anhang) inkubiert.
Der alkalische Elektrophoresepuffer (ph-Wert: 10) fuhrt dabei zu einer Entwindung
der DNA-Doppelhelix, sodass auch Einzelstrangbriche detektiert werden konnen.
AnschlieRend wurden sie einem elektrischen Feld von 20V und 290mA fir 30 min.
ausgesetzt und dann fur 10 Minuten in einen Neutralisationspuffer (pH 7,4; siehe
Anhang) eingelegt, um wieder physiologische pH-Werte zu erreichen.
Die negativ geladenen Bruchstiucke wanderten wahrend der Elektrophorese
entsprechend ihrer GroRe durch die Agarose in Richtung Pluspol, sodass eine
geschadigte Zelle nach der Farbung mit dem DNA-interkalierenden
Floureszenzfarbstoff DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol; 1:1000 verdinnt) mit
einem Schweif imponiert.

Es wurden je Passage dreimal 100 Zellen an verschiedenen Stellen der
Objekttrager, mit dem Floureszenzmikroskop evaluiert und entsprechend ihrer
Morphologie in die Gruppen CO (keine sichtbaren Schaden) bis C4 (viele
Schaden) eingeteilt (siehe oben) und den Gruppen entsprechend null bis vier
Punkte vergeben. Diese Punkte wurden addiert und ihr arithmetisches Mittel

errechnet, woraus sich der Cometscore ergibt.
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2.5 Carbonylierte Proteine

Als Mal} fur den oxidativen Stress dem die Zellen ausgesetzt waren, wurde der
Anteil an carbonylierten Proteinen bestimmt. Zur Messung der carbonylierten
Proteine wurde der Carbonyl Proteine Elisa Kit (Immundiagnostik AG; Bensheim,
Deutschland) verwendet. Die Gesamtproteinkonzentration, welche mit dem
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo scientific, Rockford, IL, USA) bestimmt

wurde, dient als Referenz dazu.

2.51 Lyse

Fir die Lyse der Zellen und die Gewinnung der Proteine wurden je 10* Zellen
(CD34+) in 50ul Aqua bidest. in ein 1,5ml Eppendorfgefal® pipettiert und im
geeisten Ultraschallbad 2x3 min. lysiert. Anschlie3end wurde das Lysat bei 4° C
mit 14000g 20 min. zentrifugiert. 40ul Uberstand wurden zur weiteren Verwendung

abgehoben und bei -20° C zwischengelagert.

2.5.2 Carbonylproteine — ELISA

Die Feststellung des Gehaltes an Carbonylproteinen erfolgt mittels ELISA
(enzyme-linked-immunosorbent-assay). Dazu mussen die Carbonyle zunachst mit
Dinitrophenylhydrazin (DNPH) derivatisiert werden. An dieses Molekul kann nun
ein anti-DNPH-Antikérper spezifisch binden. Der zweite verwendete Antikorper
(Ziege-anti-Kaninchen) ist mit einer Peroxidase markiert und bindet an den
Primarantikorper. Das anschlieRend hinzugeflgte Tetramethyl-bezidin (TMB) wird
durch die Peroxidase aktiviert und erfahrt eine zunehmende Blaufarbung. Durch
die Hinzugabe von Schwefelsaure wird die Reaktion gestoppt und die Farbe der

Proben schlagt nach gelb um (Absorptionsmaximum: 450nm).
Der Assay wurde wie folgt durchgefihrt:

e je 20pl der Proben wurden mit 60ul Derivatisierungsreagenz versehen und
bei Raumtemperatur flr 45 min. inkubiert. Fur die Kontrollen wurden zu 4pl
des Standards ebenfalls 60ul Derivatisierungsreagenz pipettiert und die
Inkubationszeit eingehalten.
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AnschlieBend wurden je 180ul Assaypuffer hinzugefugt und 100pl der
Proben und Standards sowie der Negativkontrolle auf eine Mikrotiterplatte
uberfuhrt, welche dann mit einem Paraffinfilm luftdicht verschlossen wurde.
Im Zuge dessen wurde eine Standardverdinnungsreihe
(1+1 Verdlnnung - 7x ) hergestellt.

Bei 4°C wurden die Mikrotiterplatten Gber Nacht inkubiert.

Es folgte ein Waschschritt mit dem mitgelieferten Waschpuffer (sechs
Wiederholungen).

AnschlieRend wurden die einzelnen Felder mit 100ul des ersten Antikorpers
versehen (1:101 verdlnnt) und nach 20-minutiger Inkubation bei
Raumtemperatur wie zuvor gewaschen.

Dann wurden je 100yl des zweiten Antikdrpers (Konjugat, Ziege-anti-
Kaninchen, Peroxidase-markiert) hinzugeflgt und wiederrum fir 20 min. bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nach einem weiteren Waschschritt (wie oben) wurden je 100ul des
Substrates (TMB) hinzugefligt und flr etwa 15 min. unter Lichtausschluss
inkubiert.

Mit je 50ul der Stopplésung wird die Reaktion angehalten.

Die Messung im Photometer erfolgte bei 450nm gegen die
Referenzwellenlange 620nm.

Anhand einer Standardkurve lie3 sich nun die Menge an carbonylierten

Proteinen bestimmen.

2.5.3 Gesamtproteine

Die Bestimmung des gesamten Proteingehaltes der Probe funktioniert nach der
BCA-Methode nach Smith et al.[49]

Der erste Teil der Methode besteht aus der sogenannten Biuret-Reaktion. Bei

dieser Reaktion gehen Peptidverbindungen in der Probe mit hinzugeflgten

zweiwertigen Kupferionen unter alkalischen Bedingungen eine Komplexbindung

ein. Dabei wird das Cu?* zu Cu'* reduziert. Der gebildete Komplex fiihrt zu einem

Farbumschlag nach violett.

Im zweiten Teil kommt es zu einer Chelatkomplexbildung aus einem Cu'*-lon mit
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zwei Molekilen Bicinchoninsaure (BCA). Der Komplex zeigt abhangig von der

Proteinkonzentration einen streng linearen Anstieg der Extinktion, welche in einem

Photometer bei 562nm gemessen wird. Die Extinktion wird durch die Anlagerung

der zwei Molekile BCA verstarkt, wodurch eine geringere Sensitivitatsgrenze zu

erreichen ist.

Entsprechend den Herstellerangaben wurde der Versuch folgendermalien

ausgefuhrt:

a)

b)

e)

f)
g)

Mischung der Arbeitslésung: 50 Teile Reagens A (u.a. BCA) mit einem Tell
Reagens B (4% Kupfersulfat)

Vorbereitung der 7 Standards mit einer Verdunnungsreihe:

1mg/ml — 15,625ug/mi

Pipettieren von 10ul der Proben sowie 10ul der Standards in eine 96-well-
Mikrotiterplatte. Als Negativkontrolle dienten 10pl ddH20.

Hinzugabe 200ul Arbeitslosung in jedes Well und Durchmischung auf
einem Mikrotiterplatten-Mixer

Versiegelung der Platte und Inkubation fir 30 min bei 60°C (Enhanced
Protokoll)

Abkuhlung bis Raumtemperatur und photometrische Messung bei 562nm
Anhand einer Standardkurve wurde schlielBlich das Gesamtprotein jeder

Probe bestimmt

Auswertung:

Das Ergebnis der carbonylierten Proteine wird nun mit jenem der Gesamtproteine

in Relation gebracht:

CP normiert [pmol/mg]| =

CPProbe [meI/mg] X PrOteineStandardl[mg/mL]

Proteinep,.,,.|mg/mL]
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2.6 Senescence Evasion Factor

Zur Messung der SNEV-Expression wurde die wochentlich isolierte RNA zunachst
in einzelstrangige cDNA umgeschrieben. In der folgenden quantitativen Real-
Time-PCR wurde die cDNA mit SNEV-spezifischen Primern amplifiziert. Der
hinzugefugte Floureszenzfarbstoff SYBR-Green ist charakterisiert durch eine
1000-fache Verstarkung des Floureszenzsignals bei der Anlagerung an
doppelstrangiger DNA im Vergleich zu einzelstrangiger DNA.
Aus der Echtzeitfloureszenzmessung dieses Farbstoffes konnen nun
Ruckschlisse auf die Menge an amplizifizierter cDNA gezogen werden. Diese
entspricht auch der Menge an mRNA der ursprunglichen Probe und ist somit als

Mal fir die Genexpression geeignet.

Im Folgenden wird auf die einzelnen Schritte naher eingegangen.

2.6.1 Isolierung der RNA
Die Biomedizinische Analytikerin Andrea Raicht flhrte die Isolierung der RNA
durch. Hierzu wurde der RNEASY Minikit (Qiagen, Deutschland) nach den

Angaben des Herstellers verwendet:

e Zentrifugation fir 5 min. bei 20° C und 1400rpm

e Resuspendierung des Zellpellets in 350uL Lysepuffer (RLT)
(dieser enthalt Beta-Mercaptoethanol (10uL/mL), welches RNAsen
denaturiert)

e Uberfiihren in die QlAschredder column und Zentrifugation bei 20.000g fur
2 min.

e Zum Durchfluss werden 350uL Ethanol (70%) und die Suspension
anschlielend in die RNEasy Spin Column uberfuhrt.
Dabei lagert sich die RNA an die Silicamembran an. Die Spin Column wird
auf ein 2mL Eppendorfgefal® aufgesetzt.

e Zentrifugation fur 15 sek. bei 8000g
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Es folgen nun einige Waschschritte bei welchen mitgelieferte Puffer in die
RNEASY Spin Column hinzugefugt werden. Nach der Zentrifugation wird
der Durchfluss jeweils verworfen:

e Hinzugabe von 700uL RW1-Puffer und Zentrifugation fur 15 sek. bei 8000g

¢ Hinzugabe von 500uL RPE-Puffer und Zentrifugation fir 15 sek. bei 8.000g

e Hinzugabe von 500uL RPE-Puffer und Zentrifugation fur 2 min. bei 8.000g

e Hinzugabe von 500uL RPE-Puffer und Zentrifugation fur 15 sek. bei 8.000g

e Um Verunreinigungen mit verwendeten Puffern (zum Beispiel an der
Aulenseite der Spin Column) zu vermeiden, wird die Spin Column auf ein
neues Eppendorfgefal’ platziert und flr 1 min. bei 20.000g zentrifugiert

e Mit 30mL RNAse-freiem Wasser wird die RNA anschlieRend aus der Spin
Column eluiert (Zentrifugation bei 8.000g fir 1 min. in ein neues

Eppendorfgefall). Dieser Schritt wird zweimal durchgefuhrt.

2.6.2 Transskription zu cDNA

Da das Probenmaterial fur die RT-PCR in Form von DNA vorzuliegen hat, muss
die RNA in cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wurde der High capacity RNA to
cDNA Kit (Applied Biosystems, USA) nach den Vorgaben des Herstellers

verwendet.

Um die Enzymaktivitdt bis zum gewlnschten Start der Reaktion moglichst zu
minimieren wurde auf Eis gearbeitet.
Zunachst wurde ein Mastermix aus Enzymen und Nukleotiden vorbereitet, der je

Probe, die in Tabelle 2 ersichtlichen Mengen enthielt.

Tabelle 2: Mastermix der cDNA-Synthese je Probe.
Werte in Klammern beziehen sich auf das Reaktionsgemisch fiir die Negativprobe

Komponenten 1]

10x RT-Buffer 2

25x dNTP-Mix 0,8

10x Random Primer 2

Enzym 1 (0)
RNAse-free ddH,0 42 (5,2)
Gesamt je Probe 10
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Die RNA-Proben wurden verdinnt, sodass in jeder Probe 500ng RNA in 10l
RNAse-freien-ddH,0 vorlagen.

Far die Negativkontrolle wurden alle RNA-Proben zu gleichen Teilen gemischt und
ebenso verdlinnt, um die gleiche RNA-Konzentration von 50ng/ul zu erhalten.
In Eppendorffgefallen wurden nun je 10ul des Mastermixes zu je 10ul der Proben
hinzugefugt. Die Gefalle mit dem Gesamtvolumen von 20ul wurden dann kurz
abzentrifugiert, im Thermocycler platziert und das in Tabelle 3 ersichtliche

Programm gestartet.

Tabelle 3: Temperaturprogramm der cDNA-Synthese

Temperatur[°C] Dauer
25 10min.
37 120min.
85 5sek.

4 oo

Durch die zufalligen Primer wurden alle RNA-Arten (mRNA, rRNA, ...) zu einer
komplementaren DNA umgeschrieben. Das verantwortliche Enzym hierfur ist die
reverse Transskriptase, welche entsprechend der Basenabfolge der RNA die
cDNA synthetisiert. Gleichsam fungiert die reverse Transskriptase aber auch als

DNA-Polymerase.

Bis zur weiteren Verwendung am nachsten Tag wurden die Proben nun bei 4°C

zwischengelagert.

2.6.3 Real-Time-PCR

Fir die Real-Time-PCR wurde zunachst ein Mastermix hergestellt
(Zusammensetzung siehe Tabelle 4). Der enthaltene 1Q™ SYBR® Green
Supermix (BioRad, USA) besteht unter anderem aus einer DNA-Polymerase,
Desoxyribonukleosidtriphosphaten und einem Floureszenzfarbstoff. Da bei der
cDNA-Synthese jede Art von RNA umgeschrieben wurde, ist es nun notwendig

SNEV-spezifische Primer zu verwenden. Als Referenz dazu wurden spezifische
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Primer fir GAPDH verwendet. Um beide Einzelstrange zu verdoppeln, wurden

sowohl forward als auch reverse Primer (in 5= 3’) verwendet:

SNEV forward ATGTCCCTAATCTGCTCCATCT
SNEV reverse ATTCTCCGCAATGTACTTCTCG
GAPDH forward ACATGTTCCAATATGATTCCA

GAPDH reverse TGGACTCCACGACGTACTCAG

Um eine Standardkurve als Qualitatskontrolle zu erstellen wurden Standards zu
50, 10, 2 beziehungsweise 0,1ng cDNA eingesetzt. Als Negativkontrollen wurde
eine  NonTemplateControl (NTC) und eine reverse Transkriptase-negative

Kontrolle(RT -Kontrolle) durchgeflhrt.
Tabelle 4: Mastermix der qRT-PCR je Probe

Fur die Standards wurde gepoolte cDNA in den Konzentrationen 12.5, 2.5, 0.5 und 0.025ng/pl eingesetzt. Die
cDNA wurde fir die NTC durch H20 und fiir die RT -Kontrolle durch untranskribierte RNA ersetzt.

Inhaltstoff 1]}
SYBR-Green Supermix 7,5
Forward-Primer (0,2uM) 0,3
Reverse-Primer (0,2uM) 0,3
H.O 2,9
cDNA 4

Gesamt 15

Die Proben, die Standards sowie die Negativkontrollen mit einem Gesamtvolumen
von je 15ul wurden in 96-Well-Platten pipettiert. Die Platten wurden anschliel3end
versiegelt, kurz abzentrifugiert, in das RT-PCR-System (CFX96; Bio-Rad, USA)
eingesetzt und die Reaktion gestartet. Das verwendete Temperaturprogramm ist
in Tabelle 5 ersichtlich. Der Versuch erfolgte im Dreifachansatz. Das heil’t, es
wurde jede Probe und jeder Standard dreimal gemessen und das Ergebnis spater

gemittelt.
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Tabelle 5: Temperaturschema RT-PCR

Temperatur Dauer

1. 95°C Smin

2. 95°C 10sek

3. 60°C 30sek

4. 95°C 30sek (39x zurtck zu 3.)
5. 55°C 30sek

6. Anstieg zu 95°C (Schmelzkurve) 0,5°C/s

Als Ergebnis erhalt man den Cg-Wert jeder Probe. Der Cg-Wert beschreibt den
Zeitpunkt bei dem das Floureszenzsignal erstmals exponentiell Uber das
Hintergrundsignal ansteigt. Das heil3t, je mehr cDNA in einer Probe vorliegt, desto
niedriger st ihr  Cqg-Wert, da das Signal friher  ansteigt.
Der relative Expressionsunterschied wird mit AACg-Methode nach Livak und
Schmittgen errechnet.[50] Der Cq-Wert des interessierenden Gens wird vom Cqg-
Wert des Referenzgens subtrahiert, um den ACqg-Wert zu erhalten. AACq
errechnet sich indem ACqg von ACq des Ausgangswertes (erste gemessene
Passage) abgezogen wird, um zeitliche Schwankungen darzustellen. Der Relative

Expressionsunterschied R errechnet sich wie folgt:

R = 278ACq,
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2.7 Telomerlange und Telomeraseaktivitat

Die Bestimmung der Telomerlange und der Telomeraseaktivitat wurde von Andrea

Raicht durchgeflhrt und ist nachfolgend beschrieben.

2.7.1 Telomeraseaktivitat

Um die Telomeraseaktivitat zu bestimmen zu konnen, wurde der TeloTAGGG
Telomerase PCR ELISAP*YS-Kit (Roche Diagnostics, Deutschland) verwendet. Der
Assay besteht aus vier Teilen. Im ersten Teil wird die Telomerase isoliert. Die
Telomerase lagert sich im nachsten Teil an das 3’-Ende von speziellen Primer
(TS-Primer) an und bildet Telomersequenzen. In der nachfolgenden PCR werden
diese DNA-Strange sowie interne Standards amplifiziert. Hierbei kommt ein
zweiter Primer (3">5") zum Einsatz. Im vierten und letzten Schritt werden die
gebildeten Sequenzen mithilfe eines ELISA dargestellt: Die PCR-Produkte werden
denaturiert und mit spezifischen Sonden, an welche Digoxigenin gebunden ist,
hybridisiert. Die TS-Primer sind mit Biotinmolekilen markiert. Dadurch haften die
Telomersequenzen am Boden von Mikrotiterplatten, welche mit Streptavidin
beschichtet sind. Nun kommt ein Antikdrper gegen Digoxigenin zum Einsatz der
mit einer Peroxidase markiert ist. Die Peroxidase aktiviert das hinzugefligte
Tetramethylbenzidin und bewirkt dadurch einen Farbumschlag. Die anschliel3iende
photometrische Auswertung gibt Auskunft Uber die Menge an gebildeten
Telomersequenzen, wodurch auf die Telomeraseaktivitdt geschlossen werden

kann.
Im Folgenden sind die einzelnen Schritte naher beschrieben:
Isolation der Telomerase

e Zunachst wurden 2*10° Zellen (MACS sortiert - CD34-positiv) als Zellpellet
in 200ul gekuhltem Lysepuffer resuspendiert.

e Inkubation auf Eis flr 30 min

e Zentrifugation flr 20 min bei 16000g und 4°C

e Der Uberstand (175ul) wird im TRAP-Assay (telomeric repeat amplification

protocol — Assay) weiterverwendet.
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TRAP-Assay und PCR

ELISA

Zu je 1ul Probe wurden 5ul vom internen Standard, sowie 25ul des
mitgelieferten Reaktionsgemisches hinzugefugt und mit Aqua bidest. auf
50ul aufgeflllt. Gleichsam wurde eine Positivkontrolle durchgefinhrt.

FUr eine Negativkontrolle wurde 5pl Zellsuspension mit 1yl RNAse
versehen und flr 20 min. bei 37°C inkubiert. 1yl davon wurden statt der
Probe eingesetzt

Fir eine zweite Negativkontrolle wurde die Probe durch 1ul des Lysepuffers
ersetzt

Im Thermocycler wurde die Reaktion mit in Tabelle 6 ersichtlichem

Programm gestartet

Tabelle 6: Temperaturschema TRAP-Assay und PCR

Dauer Temperatur
20 min 25°C
Smin 94°C
- 30sek. 94°C
é 30sek. 50°C
& § 90sek. 72°C
10min 72°C
o0 4°C

2,5ul der amplifizierten DNA werden in Mikrotiterplatten zu je 10 ul eines
Denaturierungsreagenz pipetettiert (zweimal je Probe) und anschliel’end
bei Raumtemperatur flir 10 min. inkubiert.

Die Proben werden gegen einen Internen Standard und gegen eine
Negativkontrolle normalisiert. Dazu, werden im nachsten Schritt, je 100pl
eines Telomerase-spezifischen-Bindungspuffers zur Probe und je 100ul
eines internen Standard-spezifischen-Bindungspuffer zur gleichen Probe,
pipettiert. Auflerdem wird auch die Negativkontrolle (der RNAse-
behandelten Probe entsprechend) mit 100ul des Telomerase-spezifischen-
Bindungspuffers versehen.
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e Zusatzlich wird bei einem Triplett die Probe durch eine Positivkontrolle
ersetzt um so eine Positivkontrolle und den Internen Standard der
Positivkontrolle zu erhalten.

e Zentrifugation bei 300 rpm fur 2 Std. (37°C)

e Hybridisierungslésungen entfernen

e Es folgt ein Waschschritt bei dem 300ul des Wachpuffers flr 30 sek.
inkubiert wird und anschlieRend entfernt wird (2x wiederholen)

e Hinzugabe von je 100ul Anti-DIG-HRP-Solution und Versiegelung der
Mikrotiterplatten

e Zentrifugation bei 300 rpm fur 30 min. (bei Raumtemperatur)

e Ldsung entfernen

e Hinzugabe von je 100ul Tetramethylbezidin

e Zentrifugation bei 300 rpm fur 15 min. (bei Raumtemperatur)

e Hinzugabe von je 100ul einer Stop-solution

e Die Auswertung erfolgt bei 450nm gegen 690nm in einem

Mikrotiterplattenphotometer

Die relative Telomeraseaktivitat (RTA) wird in amol/ml dargestellt und errechnet

sich wie folgt:

Absorption der Probe — Absorption der Negativkontrolle (RNAse)
Absorption des internen Standard der Probe
Absorption der Postivkontrolle - Absorption der Negativkontrolle (Lysepuffer)
Absorption des internen Standards der Postivkontrolle

RTA = x 100
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Material und Methoden

Telomerlange

Um die Lange der Telomere zu bestimmen, muss zunachst die DNA aus den

Zellen isoliert und anschlieBend mit einer quantitativen RT-PCR amplifiziert
werden. Bei der qRT-PCR mit SYBR-Green wird die relative DNA-Menge im

Verhaltnis zu einem single-copy-gene ermittelt.

Die DNA-Isolierung wurde mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,

Deutschland) nach Angabe des Herstellers durchgefuhrt:

1)

200ul Zellsuspension (ca. 2*10° Zellen in CMF-PBS) + 20ul Qiagen
Protease in 1,5ml-Eppendorfgefal’

200 pul des Lysepuffers (AL) hinzufugen

Inkubation bei 56°C fir 10 min.

Durchmischung und Zentrifugation (um Tropfen an der Wand zu entfernen)

200ul Ethanol hinzufigen (96-100%)

Durchmischung und Zentrifugation (um Tropfen an der Wand zu entfernen)

Die Probe in die QlAamp Spin Column Uberfuhren

Zentrifugation in ein neues Eppendorfgefall bei 6000g fir 1 min.

500ul Waschpuffer (AW1) hinzugeben und bei 6000g fir 1 min. in ein
neues Eppendorfgefald zentrifugieren

500ul Waschpuffer (AW2) hinzugeben und bei 20000g fir 3 min. in ein
neues Eppendorfgefald zentrifugieren

Um eine Verschleppung des Waschpuffers zu vermeiden wird die Spin
Column nochmals fur 1 min bei 20.000g in ein neues Eppendorfgefald
zentrifugiert

200ul Aqua bidest. hinzugeben und fur 1 min bei RT inkubieren

m) Abzentrifugation der DNA in ein neues Eppendorfgefaly
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Analog zu Kapitel 2.6.3 wurde eine Real-Time-PCR mit folgenden Primern
durchgefuhrt (in 5'—3’-Richtung):

Telomer

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
RPLPO

forward: CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACAA

reverse: CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC

RPLPO (ribosomal protein P0) ist ein single-copy-gene. Es kommt also nur in einer
Kopie auf Chromosom 12 vor. Daher ldsst sich aus dem Verhaltnis der 279°%-

Werte die Lange der Telomere ableiten.[51]
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2.8 Cyclinexpression

Die Bestimmung der relativen Cyclinexpression wurde von der BMA™ Andrea
Raicht durchgeflhrt.

2.8.1 Isolation der RNA
Siehe Kapitel 2.6.1.

2.8.2 cDNA-Synthese

Aus der mRNA wird mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Schweiz)
ein cDNA Klon geschrieben. Zunachst wurde ein Mastermix mit den ndétigen
Enzymen und Nukleotiden hergestellt. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 7

ersichtlich.
Tabelle 7: Mastermix cDNA-Synthese

Zusammensetzung je Probe.
Fur die Negativkontrolle wurde ein Gemisch ohne Reverse-Transcriptase hergestellit.

Inhaltstoff 1]}
RT-Puffer (10x) 4
dNTPs (je TmM) 2
Oligo-(dT)1s-Primer (pmol/uL) 1,6
AMV-Reverse-Transcriptase (20U/uL) 1
RNAse-Inhibitor (50U/uL) 1
Gesamt 9,6

Je 9,6 uL des Mastermixes und 1ug RNA (in Aqua bidest und Diethylpyrocarbonat
geldst) werden vermischt. Mit Aqua bidest. wird ein Volumen von 20uL hergestellt.
Die Proben werden in 96-Well-Platten pipettiert, versiegelt und abzentrifugiert.
AnschlielRend werden die Platten im Thermocycler platziert und das in Tabelle 8

ersichtliche Programm gestartet.
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Tabelle 8: Temperaturprogramm cDNA-Synthese

Temperatur[°C] Dauer
25 10min.
42 60min.
ol 5min.
4 o

2.8.3 quantitative RT-PCR
Mittels qRT-PCR wurden die relativen Expressionen von Cycline A, B1, C, D1, D2,
E bestimmt. Als Referenzgen diente auch hier GAPDH.

Zur DurchfiGhrung der RT-PCR wird auf Kapitel 2.6.3 verwiesen.

Es wurden folgende Primer verwendet (5’ 2> 3’):
GAPDH

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

forward: AAG AAG CCA GCT GAATCT CAAA
reverse: GGT CCA GGT AAA CTA ATG GCT GAA
Cyclin B1

forward: CCC TGC TGC AAC CTC CAA

reverse: TGT TCACTG ACT TTG TTACCAATG TC
Cyclin C

forward: GCC GGC TGGTGC TTTTTT A

reverse: TGG GAG CTC TGC CAAAAGTT
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Cyclin D1

forward: CCG TCC ATG CGG AAG ATC

reverse: AAC AAG TTG CAG GGA AGT CTT AAG A
Cyclin D3

forward: CTG TCT CTC CCC GCC AGT T

reverse: CTG ATATCT CAAGCT TTCCTTTTC CT
Cyclin E

forward: CCC CGC TGC CTG TAC TGA

reverse: AGC ATG GAG TAA GAG ACC TGG AA

Material und Methoden
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3 Ergebnisse

3.1 HSCO07

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchungen von HSCO7 dargestellt.

3.1.1 Gesamtleukozyten

Die Abbildung 4 zeigt den Wachstumsverlauf von HSCO7. Hierbei sei erwahnt,
dass es sich um fiktive Wachstumskurven handelt, da bei der Passagierung jede
Woche die gleiche Anzahl an Zellen in Kultur gebracht wurden. In Abbildung 5 ist
die Vermehrungsrate pro Woche der beiden Kulturen ersichtlich.

HSCO7 hat sich in 23 Wochen um den Faktor 1,98x10” vermehrt. Durch einen
technischen Defekt des Brutschrankes gegen Ende der Kultur (Woche 23), kann
nicht vorhergesagt werden, wie lange man HSCO7 noch kultivieren hatte kénnen,
obwohl das Absinken der Colony-Forming-Units ab Passage 20 bereits auf eine

verminderte Teilungspotenz schliel3en Iasst.

HSC 07
1,00E+14 ———
1,00E+13 —
1,00E+12 /// / \
1,00E+11
1,00E+10 //
1,00E+09 _—

1,00E+08 /
1,00E+07 )

1,00E+06 g

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1'OOE+02I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
Q 1% 3 © > Q 2V ™ © Q ™
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e=—7¢llzahl total e=—=CD34+ total CFU total LTC-IC total

Abbildung 4: HSC07 — Wachstumskurve

Die blaue Linie zeigt die fiktive Gesamtanzahl an Leukozyten, die rote Linie die fiktive Anzahl an CD34-
positiven Zellen. Die orange Linie markiert die Colony-Forming-Units/CD34+ Zellen interpoliert auf die fiktive
Anzahl an CD34-positiven Zellen.
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Ausgehend von einem Wachstumsfaktor von 21,37 bei Passage 1 sinkt der Wert
bereits nach einer Woche auf 8,77. Nach einer weiteren Woche sinkt der Wert
bereits auf einen Wachstumsfaktor von 2,4. Ab diesem Zeitpunkt sind Uber die
restliche Laufzeit der Kultur nur noch geringe Schwankungen zu verzeichnen.

Auch bei HSC 02 waren ahnliche Beobachtungen zu machen.[43]
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Abbildung 5: HSCO07 — x-fache Vermehrung im zeitlichen Verlauf
Jeweils bezogen auf die Vorwoche

3.1.2 Expression der Oberflachenantigene
Die Expression der Stammzell-spezifischen Oberflachenantigene
(CD34%/CD45dim und CD133) ist in Abbildung 6 dargestellt.

Durch MACS wurde beim Primaransatz eine Reinheit von 64,01% an
CD34%/CD45dim Zellen erreicht. In Kulturbedingungen sank dieser Anteil rasch
auf 4,05% bei P2 ab. Danach stieg der Anteil wieder an, um sich zwischen den
Passagen 10 und 23 in einem Bereich von 17% bis 23,86% zu bewegen. Bei P24
sank der Anteil erneut ab auf 8,3%.

Die Expression von CD133 scheint der von CD34"/CD45dim bis zur Passage 13
zu folgen. Erst danach sinkt der Wert ab und bewegt sich unter dem Anteil von
CD34%/CD45dim.
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FACS Ubersicht HSC 07
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Abbildung 6: HSCO07 — Expression der Stammzellmarker

AuBerdem wurde mittels FACS der prozentuelle Anteil an CD3*, CD14", CD15",
CD19", CD56*/CD3" und CD56*/CD3" Zellen bestimmt.

Anfangs tragen nur wenige Zellen linienspezifische Antigene.

13,24% der Zellen des Primaransatzes sind CD3". Bereits nach einer Woche
tragen nur noch 1,37% dieses Antigen. Nach einem kurzen Anstieg auf 5,25% bei
Passage 3, sind CD3"-Zellen ab Passage 10 kaum noch nachzuweisen. Der Anteil
an CD56"/CD3"-Zellen bewegt sich im Laufe der Kultur zwischen 0,07% und
1,07%.

Im Laufe der ersten vier bis fiinf Wochen steigt der Anteil von CD14%(34,80%),
CD15%(61,25%), CD19%(46,79%) sowie CD56°/CD3" (42,85%) Zellen rasant an.

Passage 23 zu 24 ist ein starker Anstieg der CD14", CD15", CD19" sowie
CD567/CD3" Zellen zu verzeichnen.
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FACS Ubersicht HSC 07
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Abbildung 7: HSCO07 — Expression der Linagemarker
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3.1.3 Colony-Forming-Units

In Abbildung 8 sind sowohl die Ergebnisse des Primaransatzes sowie des
Sekundaransatzes von HSCO7 dargestellt. Beim Primaransatz ist ein rascher
Abfall der gebildeten Kolonien in den ersten Wochen auffallend. Ausgehend von
einem Wert von 37,28% (kolonie-bildende-Einheiten pro eingesetzter CD34"-Zelle)
sinken die zahlbaren Kolonien bis Passage 6 auf 0,97% ab. Bis zum Ende der
Kultur verbleibt der Wert auf ahnlich niedrigem Niveau — mit einem kurzzeitigen
moderaten Anstieg bei Passage 20 (1,30%) und dem Minimum bei Passage 23
(0,06%).

Beim Sekundaransatz (bis Passage 15 durchgeflihrt) ist ein ahnlich rascher Abfall
zu beobachten. Bereits nach einer Woche ist ein markanter Abfall zu beobachten
(von 4,44 auf 0,74 Teilungen). Jedoch ist hier das Minimum bereits bei Passage 6
mit 0,71 erreicht, danach findet ein moderater Anstieg auf 1,17 Teilungen statt um

bis Passage 15 wieder auf 0,9 abzusinken.
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Abbildung 8: HSCO07 — Colony-Forming-Units-Assay

Blaue Linie — bezogen auf die linke Ordinate: Ausgezahlte Kolonien pro eingesetzter CD34-positiver Zelle (in
Prozent). Die Auswertung erfolgte jeweils am Tag 8 nach Ansatz des Assays.

Rote Linie — bezogen auf die rechte Ordinate: sekundarer CFU-Assay — Symmetrische Teilungen berechnet
gemal Formel in Kapitel 2.3.2. Die Auswertung erfolgte jeweils am Tag 13 nach Ansatz des Assays.
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3.1.4 Comet-Score

Der Cometscore bei HSCO7 (siehe Abbildung 9) zeigte vom Ausgangswert von
64,5 einen raschen Anstieg bis Passage 5 (272,5). Danach sank der Wert bei
Passage 8 (108,33) und unterlief in den 14 darauffolgenden Wochen nur geringen
Schwankungen (Minimum 87; Maximum 136). Bei Passage 23 ist ein neuerlicher

Anstieg zu verzeichnen (208).
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Abbildung 9: HSC07 — Cometscore

3.1.5 Senescence-Evasion-Factor

Die Expression des Senescence-Evasion-Factors wurde sowohl auf die erste
messbare Passage, als auch gegen das Referenzgen GAPDH normalisiert und ist
in folgenden Abbildungen somit als n-fache Expression im zeitlichen Verlauf

dargestellt.

In den ersten Passagen von HSCO7 sind nur relativ geringe Schwankungen zu
sehen. Den ersten groReren Anstieg verzeichnet Passage 15 (6,15). Passage 22
zeigt mit einem Wert von 10,93 die maximale Auspragung. Unmittelbar danach bei
Passage 23 wurde mit 0,30 der niedrigste Wert festgestellt.
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Abbildung 10: HSC07 — SNEV-Expression
normalisiert auf Passage 2 und GAPDH

3.1.6 Carbonyl-Proteine

Der Anteil an Carbonylproteinen weist im Verlauf der Kultur grole Schwankungen

auf. Ausgehend von einem Wert von 7.042 pmol/mg bei Passage 3 war ein

rascher Anstieg auf 28.790 bei Passage 6 zu beobachten. Das Minimum an

Carbonylproteinen wurde schlie3lich in Woche 10 gemessen (4.870 pmol/mg). Der

héchste Wert wurde bei Passage 18 mit 52.537 pmol/mg ermittelt.
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Abbildung 11: HSCO07 — Carbonylierte Proteine
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3.1.7 Telomerlange und Telomeraseaktivitat

Die Telomeraseaktivitdat sank vom Ausgangswert 13,3 amol/uL bei Passage 2
binnen einer Woche rapide auf 1,0 ab. Bis Passage 10 blieb der Wert auf
vergleichbar niedrigem Niveau. Bei Passage 7 konnte keine Aktivitat festgestellt
werden. Zwei groRere Anstiege waren bei den Passagen 12 und 15 zu
beobachten (7,7 bzw. 9,0).
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Abbildung 12: HSC07 — Telomeraseaktivitit und Telomerldange

Die Telomeraseaktivitdt (rote Linie) bezieht sich auch die linke Ordinate [amol/uL], wahrend sich die
Telomerlange (blaue Linie) auf die rechte Ordinate (Kilobasenpaare) bezieht.
Die eingefligte Trendlinie bezieht sich auf die Telomerlange.
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3.1.8 Cyclinexpression
Die Abbildung 13 zeigt die Expression der Cycline A, B1, C, D1, D3 und E im

zeitlichen Verlauf und normalisiert auf Passage 3.
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Abbildung 13: HSC07 - Cyclinexpression
normalisiert auf Passage 3

In Abbildung 14 ist die Anderung der Cyclinexpression je Woche ersichtlich.
Auffallig sind vor allem die isolierten Erhdhungen des Cyclins D1 (roter Balken) bei
gleichzeitig sinkenden Cyclinen anderer Subtypen bei den Passagen 6, 8, 14, 18,
21, 23.

Besonders bei den Passagen 7, 13 und 16 sind gegenteilige Effekte zu

beobachten.
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Abbildung 14: HSC07 — Cyclinexpressionsdanderung je Woche

Die Balken zeigen die wochentliche Anderung der relativen Cyclinexpression (normalisiert auf Passage 3) an.
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3.2 HSC14

HSC14 konnte uber 59 Wochen in Kultur gehalten werden. In dieser Zeit haben
sich die Zellen um den Faktor 1,15 x 10'? vermehrt. Im Laufe der Kultur wurde im
Karyogramm eine Monosomie 7 festgestellt. Der genaue Zeitpunkt des

Chromosomenverlustes ist nicht eruierbar.
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Abbildung 15: HSC14 — fiktive Gesamtzellzahl

Die blaue Linie bildet die fiktive Gesamtzellzahl ab der Passagen 0 bis 46 ab. Die rote Linie zeigt die fiktive
Gesamtzahl an CD34-positiven Zellen. Die orange Linie zeigt die Ergebnisse des CFU-Assays (gebildete
Kolonien pro Zelle), interpoliert auf die Gesamtzellzahl. Nach Passage 46 wurde die Kultur noch 13 Wochen
aufrecht erhalten.

Auch bei HSC14 fallt ein deutlicher Abfall der wochentlichen Vermehrung bereits
nach einer Woche auf (siehe Abbildung 16). Von einem initialen
Vermehrungsfaktor von 36,9 fallt der Wert in Passage 2 auf 3,1 ab um wahrend

der restlichen Kultur auf ahnlich niedrigem Niveau zu bleiben.
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Wachstum pro Woche
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Abbildung 16: HSC14 — Wachstum pro Woche

Die primaren Kolonien im CFU-Assay zeigen ebenfalls in der Anfangsphase den
groften Abfall. Bildeten bei Passage 0 noch 18,40% aller CD34-positiven Zellen
eine Kolonie, waren es nach zwei Wochen nur noch 1,13%. Jedoch sind bei dieser
Kultur Peaks bei den Passagen 6 (3,73%), 11 (4,65%), 15 (7,27%), 22 (3,82), 27
(2,43%), 34 (3,99%) und 41 (2,24%) zu beobachten.
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Abbildung 17: HSC14 — priméarer CFU — Assay
Kolonien pro eingesetzter CD34"-Zelle (in Prozent).
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Die Abbildung 18 zeigt die Expressionen von Cyclin B1 sowie von Beta-Actin im
Vergleich. Hierbei sind vier Phasen beobachten. Anfangs (Passage 2-13)
bewegen sich Expressionen um den genormten Ausgangswert von 1. Beta-Actin
bewegt sich zwischen 0,93 und 1,53 und Cyclin B1 zwischen 1 und 1,68.
In der zweiten Phase sinkt die Beta-Actin-Expression (0,06-0,62), wahrend Cyclin
B1 vermehrt exprimiert wird (1,77-3,48). In der dritten Phase sinkt Cyclin B1
wieder auf Werte zwischen 0,77 und 1,89 ab und Beta-Actin steigt wieder auf
Werte von 0,86 und 2,14 an. Die vierte und letzte Phase ahnelt der zweiten
Phase. Die Beta-Actin Wert sinken wiederum auf 0,01-0,33 ab wahrend die Cyclin
B1-Expression auf 1,96-3,25 ansteigt.

HSC14

w=P2-P13 =li=P14-P32 —0—P33-P36 e#==P37-P46 =——Trendlinie P2-P46

Expression Cyclin B1

R?=0,7206

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Expression bActin

Abbildung 18: HSC14 — Expressionsvergleich Beta-Actin und Cyclin B1

x-fache Expressionen von beta-Actin und Cyclin B1 jeweils bezogen auf P3. Fir die Cyclin B1-
Expressionsmessung wurde GAPDH als house-keeping-gene verwendet.

Die blaue Linie stellt eine lineare Trendlinie der Passagen 2 bis 46 dar.
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Ein ahnlich starker indirekt proportionaler Zusammenhang wie zwischen Beta-
Actin und Cyclin B1 (Bestimmtheitsmalf} R%= 0,72) kann auch zwischen Beta-Actin
und Cyclin A (R? = 0,62) und zwischen Beta-Actin und Cyclin C (R? = 0,58)

gefunden werden (Ergebnisse nicht dargestellt).

HSC14

x-fache Expression
uoissaidx3g ayoej-x

0 rrrrrrrerTrT T T T T T T T T T T T T T T 0
S A N N L UL LR L R B e B LR

Passage
e Cyclin A Cyclin B1 e Cyclin C
e Cyclin D3 em Cyclin E @ Cyclin D1

Abbildung 19: HSC14 - Cyclinexpression
X-fache Expression normalisiert auf Passage 3
Cyclin D1 bezieht sich auf die rechte Ordinate, die anderen Cycline auf die linke Ordinate.

In Abbildung 19 ist die Expression der Cycline normalisiert auf Passage 3 und
GAPDH dargestellt (relative Expression bei P3 = 1). Cyclin A bewegt sich
zwischen 0,91 und 2,87, Cyclin B1 zwischen 0,77 und 3,48 und Cyclin C zwischen
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0,96 und 2,4. Bei Passage 33 ist zudem ein deutlicher Abfall der Cycline A, B1
und C zu verzeichnen.

Cyclin D3 und Cyclin E weisen im Kulturverlauf keine groen Anderungen auf.
Cyclin D3 bewegt sich zwischen 0,31 und 1,01 und ist insgesamt fallend, wahrend
sich Cyclin E zwischen 0,61 und 1,45 bewegt und Uber Wochen annahernd gleich
exprimiert wird.

Besonders auffallig ist die starke Expression von Cyclin D1. Ausgehend von 1
steigt die Expression binnen einer Woche um das 12,21-fache an. Bis Passage 41
bleibt die Expression auf ahnlich hohem Niveau (7,01-15,67) um bei Passage 42

nochmals anzusteigen auf Werte bis 23,43.
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4 Diskussion

Bislang wurden an der Abteilung flr Padiatrische Hamatoonkologie 14 HSZ-
Kulturen unter gleichen Bedingungen gestartet. Zwei von ihnen konnten Uber
einen ausreichend langen Zeitraum (zirka 26 Wochen) in Kultur gehalten werden

und konnen fur eine Auswertung herangezogen werden.

Bei der verwertbaren Kultur HSCO7, aber auch bei HSCO02 [43] war zu
beobachten, dass die Kulturen in der ersten Woche noch betrachtlich
expandierten. Danach war aber eine rasante Abnahme der Zellvermehrung
auffallig (siehe Abbildung 5).

Die massive Abnahme der Vermehrung in Kultur, welche bereits nach ein bis zwei
Wochen zu sehen war, konnte auf das unphysiologisches Milieu in-vitro
zuruckzufiuhren sein. Hier koénnte der fir Hamatopoetische Stamm- und
Progenitorzellen unphysiologisch hohe Sauerstoffpartialdruck in-vitro eine grofRe
Rolle spielen, denn der Sauerstoffpartialdruck in der Nische des Knochenmarkes
ist deutlich geringer als im ex-vivo-Versuchsaufbau.[52]

In der Folge kann das vermehrte Aufkommen von ROS in Kultur zu vermehrten
DNA-Schaden flhren und Uber p53-Aktivierung die Zellen eine vermehrte
Apoptoserate der Zellen bewirkt haben.[5] Der oxidative Stress kann tber TNF-a-
Aktivierung zusatzlich zur Apoptose auch zu vermehrter Nekrose der HSPZ
gefuhrt haben.[53]

Auf niedrigerem Niveau stabilisierte sich das Wachstum und konnte Uber viele
Wochen konstant aufrechterhalten werden, was auf die Moglichkeit eines

Adaptationsmechanismus an die ex-vivo Bedingungen hinweisen wurde.

Bei den Colony-Forming-Units waren ahnliche Beobachtungen zu machen.
Sowohl beim Primar- als auch beim Sekunddransatz kam es zu einem
betrachtlichen Abfall der Kolonien im Primaransatz beziehungsweise zu einem
Abfall der proliferativen Kapazitat, welche aus dem sekundaren CFU-Assay
abgeleitet werden kann.[47] Lediglich bei Passage 8 ist ein minimaler Anstieg
der proliferativen Kapazitat zu sehen. Diese Ergebnisse sind weitere Hinweise fir
eine mdgliche Zunahme von Apoptose beziehungsweise Nekrose der HPSZ im

Laufe der Kultur. Die Abnahme der Bildung von sekundaren CFUs besonders in
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den ersten Wochen, wirde flir eine Abnahme der proliferativen Kapazitat

sprechen.

Nicht nur der Vermehrungsfaktor, sondern auch andere Messgrofden zeigten
besonders in den ersten Wochen massive Veranderungen. Die Ergebnisse
zeigten, dass der Anteil der Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
abnahm (siehe Abbildung 6). Zusatzlich kam es zu einer Veranderung des
Oberflachenmarkerprofils (siehe Abbildung 7). Nach einem initialen Anstieg der
linienspezifischen Oberflachenmarker bei Passage 3 sanken sie wieder ab um
gegen Ende der Kultur ihr Maximum zu erreichen. In der FACS-Analyse stiegen
die summierten prozentuellen Anteile aller gemessenen linienspezifischen
Oberflachenantikdrper gegen Ende der Kultur an und lagen bei bis zu 261
Prozent. Aufgrund der hohen prozentuellen Anteile mussen bei vielen Zellen
Koexpressionen von mehreren dieser Oberflachenantigene vorkommen.
Aulerdem kommt es zu einer Verminderung der CFUs (siehe Abbildung 8). Diese
Beobachtungen sind Hinweise, dass die HPSZ im Laufe der Kultur zur vermehrten
Ausdifferenzierung neigen. Diese Entwicklung wurde auch bei HSCO02
beobachtet.[43]

Die Telomeraseaktivitdt sank in einer Woche auf weniger als ein Zehntel des
Ausgangswertes. Nach initialer Abnahme der Aktivitat waren zwei Spitzen in den
Wochen 12 und 15 zu verzeichnen. Diese Erhéhung war gefolgt von einer
moderaten Verlangerung der Telomerlangen (siehe Abbildung 12). Diese
Resultate stehen im Einklang mit den Ergebnissen von HSC02.[43] Die
Telomerlange beziehungsweise die Telomeraseaktivitat durften laut Ito et al. beim
self-renewal keine Rolle spielen.[38] Jedoch herrscht darliber keine Einigkeit, so
gehen andere Autoren davon aus, dass das self-renewal stark von der

Telomerlange respektive der Telomeraseaktivitat abhangig ist.[54], [55]

Eine weitere Auffalligkeit im  Kulturverlauf war das Auftreten von
zwischenzeitlichen Erhéhungen (Peaks), wie etwa von der Telomeraseaktivitat,
der Telomerlange und der SNEV-Expression. Eine mdgliche Erklarung fur diese
Peaks ware die Annahme, dass ein HSPZ-Klon eine dominante Stellung
eingenommen haben konnte, um dann spater wieder an Potenz zu verlieren.

Wenn dieser HPSZ-Zellklon an Potenz verliert, kdbnnte ein anderer HSPZ-Klon zur
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Proliferation angeregt worden sein um dann seinerseits die dominante Rolle zu
ubernehmen.

Die Tatsache, dass die massive Erhdhung der Telomerase nur zu geringen
Anderungen der Telomerlangen fiihrte, kdnnte darauf hinweisen, dass ein HSPZ-
Klon mit guter Telomeraseaktivitat in der Lage war exzessiv zu proliferieren,

jedoch durch den grof3en Proliferationsstress schnell verbraucht wurde.

Eine zweite Erklarung fur die Peaks bei der SNEV-Expression und
Telomeraseaktivitat im Laufe der Zellkultur, kdnnte die Reaktion auf akkumulierte
Alterungserscheinungen wie etwa  DNA-Schaden im  Sinne eines

Gegenregulationsmechanismus sein.

Eine weitere mdgliche Erklarung fiur die isolieten Erhéhungen der
Telomeraseaktivitat, ware das kurzfristige Durchbrechen eines Tumorzellklons, da

nicht nur HSPZ, sondern auch Tumorzellen Telomerase exprimieren.

Ab Passage 21 war praktisch keine Telomeraseaktivitdt mehr messbar. Die
Telomerlange unterlag im Verlauf geringen Schwankungen zeigte aber in HSCO07
und HSCO02 [43] insgesamt eine Verkirzung gegen Ende der Kulturen.
In  weiterer Folge war eine Abnahme der stammzellspezifischen
Oberflachenantigene zu sehen. Insbesondere die Oberflachenmarker der frihen
Stammzellen (CD133) nahmen ab (siehe Abbildung 6). AuRerdem war eine
weitere Abnahme der Vermehrung zu bemerken. Diese Ergebnisse weisen neben
der kontinuierlichen Abnahme der Telomerlangen auf eine vermehrte
Differenzierung der HSPZ und daher verminderte proliferative Kapazitat im Laufe
der Zellkultur hin.

Bei der Analyse der Cycline welche ihrerseits als Mediatoren im Zellzyklus
fungieren fiel besonders bei den Passagen 6, 8, 14, 18, 21 und 23 eine isolierte
Erhéhung des Cyclin D1-Expression bei gleichzeitiger Abnahme der anderen
Cycline (siehe Abbildung 13 und Abbildung 14) auf.
Cyclin D1 mediiert die G1/S-Phasen-Transition indem es mit CDK4 oder CDK6
interagiert und so zur Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren der
Retinoblastom-Familie fuhrt. Infolge dessen wird E2F freigesetzt wodurch es zur
Transskription von S-Phasen Genen kommt.[56]

Cyclin D1 erfullt aber noch eine weitere Funktion abseits der Zellzykluskontrolle.
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Jirawatnotai et al. fanden heraus, dass Cyclin D1 direkt an RADS51 bindet und mit
BRCAZ2 interagiert um den Reparatur-Komplex bei der homologen Rekombination
zu stabilisieren.[57] In den Passagen mit Cyclinerhdhung ist also damit zu
rechnen, dass mehr Zellen in die Synthesephase Ubertreten und dass ebenso
vermehrt DNA-Reparatur stattfindet. Dies wirde wiederum auf einen mdglichen
Gegenregulationsmechanismus auf auftretende DNA-Schaden hinweisen.

Gegenteilige Expressionsveranderungen sind bei den Passagen 7, 13, 15, 16, 24
zu verzeichnen. Hier sinkt die Cyclin D1-Expression, wahrend die anderen Cycline
wie etwa Cyclin B1 steigen. Cyclin B1 mediiert den Ubergang von der G2 in die
Mitosephase.[58] Das wurde fur eine vermehrte Zellteilung in diesen Passagen

sprechen.

Die SNEV-Expression unterliegt Schwankungen und zeigt insgesamt einen
Anstieg (Abbildung 10). Ein erster groRerer Peak ist bei Passage 15 zu
verzeichnen. Danach sinkt der Wert wieder ab um bei Passage 22 sein Maximum

zu erreichen. Nach Passage 22 fallt die Expression wieder deutlich ab.

Da zum Ende der Kultur jedoch auch keine Telomeraseaktivitat mehr feststellbar
war und keine Vermehrung mehr stattfand, kann zu diesem Zeitpunkt vom
Untergang der Kultur ausgegangen werden. Jeder Zellteilungsschritt verkurzt die
Telomerlange, was zum Fortschreiten des Alterungsprozesses flihrt.[42]
Jedoch konnte im Modell mit Telomerase (TERT) - transgenen Mausen gezeigt
werden, dass auch Telomer-unabhangige Faktoren die proliferative Kapazitat
limitieren.[59] Ein Beispiel hierfur sind DNA-Schaden aulRerhalb der Telomere.[42]

Wenngleich im Comet-Assay nach einem initialen Gipfel kein nennenswerter
Anstieg von DNA-Einzel- und Doppelstrangbrichen detektiert werden konnte,
deutet der massive Anstieg von SNEV bei Passage 22 auf eine Akkumulation von
DNA-Schaden hin und konnte gleichbedeutend mit dem letzten Versuch sein, die
erworbenen Schaden zu kompensieren. Die DNA ist in Folge von metabolischen
Prozessen und exogenen Einflussfaktoren einem standigen oxidativen Stress
ausgesetzt. Zusatzlich bedeutet die Expansion des Transplantats in
Empfangerinnen beim Aufbau des allogenen Immunsystems einen grof3en

Proliferationsstress mit der konsekutiven Akkumulation von ROS aus jedem
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Zellzyklus, wodurch sich in weiterer Folge DNA-Schaden akkumulieren
konnen.[60]

Zusammenfassend ist der Proliferationsstress, der auf transplantierte HSPZ wirkt,
ein wichtiger Faktor im Alterungsprozess. Ausschlaggebend hierfir sind die
Hinweise, dass die Hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen durch DNA-
Schaden dem HSPZ-Pool durch Apoptose beziehungsweise Nekrose verloren
gehen konnten und die Proliferation zusatzlich durch die Verkurzung der Telomere
der HSPZ vermindert werden konnte. Diese Prozesse bedingen wiederum eine
Abnahme der Kapazitat der HSPZ was im Laufe eines Lebens mit dem
Transplantat zu negativem Auswirkungen besonders in den Padiatrischen
Patientinnen fuhren konnte. Wurde man noch zusatzlich vor einer
Stammzelltransplantation eine ex-vivo Expansion von Nabelschnurblut
durchfiuihren, wirde der erhdhte Sauerstoffpartialdruck auflerhalb des Korpers
noch zu einer weiteren Erhdhung des oxidativen Stresses flhren.
Zwar konnte die ex-vivo Expansion von Nabelschnurblut ein Mittel sein um die
Wahrscheinlichkeit eines suffizienten Engraftments des Transplantats zu erhdhen,
der hohere Sauerstoffpartialdruck stellt aber eine zusatzliche schadliche
Komponente zum Proliferationsstress dar. Somit kdnnte eine derartige
Vorbehandlung zu einer Minderung der Proliferationskapazitat und zu vorzeitigem
Altern des neuen Hamatopoetischen Systems fuhren.
Zusatzlich ist auch die mogliche Entstehung eines Tumors in Kulturbedingungen
zu beachten.[61]
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4.1 Monosomie bei HSC14

HSC 14 konnte im Vergleich deutlich langer in Kultur gehalten werden (59
Wochen) (siehe Abbildung 15). Wie bei HSCOQ7 ist auch bei HSC14 ein steiler
Abfall des Wachstums (siehe Abbildung 16) und der gebildeten Kolonien im CFU-
Assay (siehe Abbildung 17) in den ersten zwei Wochen zu beobachten.
Der Primare CFU-Assay zeigt jedoch deutliche Schwankungen, die Anzeichen

einer gesteigerten Proliferation eines Zellklons darstellen kdnnten.

Zusatzlich wurde im Laufe der Kultivierung bei HSC14 eine Monosomie 7
festgestellt. Das Vorkommen einer Monosomie 7 ist charakteristisch flir myeloide
Erkrankungen wie dem Myelodysplastischen Syndrom oder einer akuten
myeloischen Leukamie.[62],(63] Wenn eine Monosomie 7 bei diesen
Erkrankungen vorliegt, kann von einer schlechteren Prognose ausgegangen
werden.[63]

Thomay et al. konnten in einer Untersuchung ahnliche Beobachtungen feststellen:
Eine Kultur (Long-Term-Culture von CD34+ Zellen) wies ab der sechsten Woche
ebenfalls eine Monosomie 7 auf. Zudem konnten auch in anderen Kulturen

chromosomale Schaden wie etwa Briche in grolder Anzahl festgestellt werden.[64]

Um die SNEV-Expression von HSC14 zu messen, wurde Beta-Actin als
Referenzgen verwendet. Der Genlokus von Beta-Actin liegt auf dem kurzen Arm
von Chromosom 7 [Ensembl Version 77 - http://www.ensembl.org], [65].
Wie sich spater herausstellte, hat sich bei dieser Kultur eine Monosomie 7
entwickelt. Da dies wahrscheinlich zu einer verminderten Expression von Beta-
Actin fuhrt, sind die Daten mit Beta-Actin als house-keeping-gene nicht valide. Aus

diesem Grund werden die Ergebnisse nicht dargestellt.

Der Zeitpunkt der Entstehung der Chromosomenanomalie konnte nicht genau
eruiert werden, da zu diesem Zeitpunkt kein Probenmaterial von friheren
Passagen mehr zur Verfligung stand.

Jedoch kann durch das Expressionsmuster von Beta-Actin der Zeitpunkt des
Chromosomenverlustes abgeschatzt werden. Beta-Actin ist ein hochkonserviertes

Strukturprotein des Zytoskelettes und wird normalerweise in vielen verschiedenen
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Geweben des menschlichen Korpers relativ konstant exprimiert, weshalb es haufig

als house-keeping-gene verwendet wird.[66]

Ab Passage 14 nimmt die Expression von Beta-Actin deutlich ab. Da das Beta-
Actin-Gen auf Chromosom 7 liegt, konnte der Verlust des Chromosoms fur die
verminderte Expression ursachlich sein. Allerdings kommt es zwischen den
Passagen 33 und 36 erneut zu einem Anstieg der Beta-Actin-Expression, welche

danach wiederum absinkt.

Interessant ist der enge indirekt proportionale Zusammenhang zwischen Beta-
Actin und Cyclin B1. Wird weniger Beta-Actin exprimiert, steigt die relative

Expression von Cyclin B1 (siehe Abbildung 18).

Cyclin B1 wird normalerweise in geringem Malle exprimiert und akkumuliert nur
wahrend der G2-M-Phasen-Transition des Zellzyklus. In Tumorzellen kdénnen

abnorm hohe Level an Cyclin B1 gefunden werden.[58]

Auch Beta-Actin wird in Malignomen hochreguliert gefunden und mitunter fir die
Tumorgenese beziehungsweise flr ein erhdohtes Metastasierungspotenzial
verantwortlich gemacht. So konnten bei Patientinnen mit akuter Leukamie im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe erhdhte Werte an Beta-Actin
gefunden werden, weshalb es auch einen Indikator flr das Auftreten einer

Leukamie darstellen konnte.[66]

Wenn aber angenommen wird, dass die verminderte Expression von Beta-Actin
ein Indikator des Chromosomenverlustes ist, kdbnnte nun sowohl die verminderte
Beta-Actin-, als auch die erhohte Cyclin B1-Expression auf eine exzessive
Vermehrung eines aberranten Zellklons hindeuten. Bei HSC14 konnte dies in den
Zeitraumen von Passage 14 bis 32 und von Passage 37 bis 46 beobachtet werden
(siehe Abbildung 18).

Auffallig bei HSC 14 war zudem die sehr hohe Expression Cyclin D1. Die
Abbildung 19 zeigt die Expression der Cycline bezogen auf Passage 3. Nach einer
Woche stieg die Expression auf das 12,2-fache an, um sich bis Passage 26 im
Bereich von 10,6 bis 15,7 zu bewegen. Danach sank der Wert wieder etwas ab
und schwankte von Passage 27 bis 41 zwischen 7-fachen und 12,3-fachen
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Expressionswerten. Bei Passage 44 stieg die Expression auf das 23,4-fache des

Ausgangswertes und erreichte hier das Maximum.

Eine Fehlregulation in jedem Zwischenschritt der Retinoblastom-Kaskade kann
onkogen wirken. Eine Uberexpression von Cyclin D1 wurde in verschiedenen
Malignomen wie etwa dem Astrozytom, dem kleinzelligem Bronchuscarzinom,
dem Zervixcarzinom, verschiedenen Weichteiltumoren und vor Allem beim
Mammacarzinom gefunden.[67]

Wenngleich die zweite Funktion von Cyclin D1 (in der DNA-Reparatur) kein
onkogenes Potential vermuten lasst, konnte es dennoch entartete Zellen vor der
Behandlung schitzen indem es zum Beispiel die Reparatur der Strahlentherapie-
induzierten DNA-Schaden initiiert.[56]

Cycline dienen zusammen mit den Cyclin-abhangigen-Kinasen als
Checkpointproteine im Zellzyklus. Sowohl die Cycline B1 und D1, als auch Cyclin
A werden in verschiedenen Malignomen hochreguliert was zu einer erhohten
Teilungsaktivitat fihrt. Cycline werden, um von Proteasen degradiert werden zu
kénnen, ubiquitiniert. In einem ahnlichen Signalweg werden Antigene im Rahmen
der spezifischen Abwehr prasentiert. Insofern ist es mdglich, dass eine
Fehlregulation des Cyclinabbaus eine Rolle bei der Entstehung von Malignomen
spielt. Daher kénnten sie auch als Ziele der Immuntherapie kinftig von Interesse
sein.[58]
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4.2 Limitationen und Ausblick

Als Ausgangspunkt einiger Untersuchungen musste Passage 2 bzw. 3 gewahlt
werden. Da erst ab diesem Zeitpunkt Material in ausreichender Menge und
Reinheit (CD34+) gewonnen werden konnte.

Innerhalb der Kultur kann nicht davon ausgegangen werden, dass das heterogene
Zellgemisch einen synchronisierten Zellzyklus aufweist, wodurch die Erhebung der

Cyclinexpression lediglich einen Querschnitt durch die Zellpopulationen darstellt.

Die vorliegenden Daten lassen zum jetzigen Zeitpunkt lediglich Vermutungen zu,
welche sich auf die Beobachtungen wahrend der einzelnen Zellkulturen stitzen.
Fir eine Aussage mit ausreichend statistischer Aussagekraft ist es notwendig
noch weitere Zellkulturen durchzufiUhren. Die Dauer des ausgewahlten
Versuchsaufbaus lasst es allerdings nicht zu, diese Zellkulturen noch in dieser

Diplomarbeit zu bearbeiten.

Den Goldstandard fir Untersuchungen zur proliferativen Kapazitat
beziehungsweise self-renewal von Hamatopoetischen Stammzellen stellt die
Serielle Transplantation im Mausmodell dar. Fur den aktuellen Versuchsaufbau
ware diese allerdings, aufgrund der hohen Zellmengen, die dafur bendtigt werden,
nicht durchfihrbar und praktikabel.[37],[47]

Beim Expressionsvergleich in Abbildung 18 wurde fir die Cyclin-Bestimmung
GAPDH als house-keeping-gene verwendet. Die Expression von Beta-Actin wurde

allerdings nur auf die Passage 3 normalisiert.

Das Vorkommen von chromosomalen Schaden, sowohl in unseren
Untersuchungen, als auch in Studien anderer Arbeitsgruppen, impliziert die
Notwendigkeit von zytogenetischen Analysen in jeder weiteren ex-vivo-

Kultivierung von Hamatopoetischen Stammzellen.

Zur Detektion von DNA-Schaden konnte kunftig gamma-H2AX verwendet werden.
H2AX ist eine Variante des Histons H2A. Im Falle eines Doppelstrangbruches wird
(zum Teil ATM und ATR vermittelt) dieses Histon phosphoryliert und wird dann als
gamma-H2AX bezeichnet. Wenngleich mit der Messung von gamma-H2AX nur

auf die Anzahl von Doppelstrangbrichen ruckschlieBen lasst und
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Einzelstrangbriche unbericksichtigt bleiben, liefert die Mdglichkeit des FACS mit
der Verwendung eines Anti-gamma-H2AX-Antikdrpers ein hohes Mall an
Standardisierbarkeit.[68] Aulierdem konnten DNA-Schaden in verschiedenen

Zellsubtypen unterschieden werden.
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Anhang

6 Anhang

6.1 Reagenzien, Medien und Puffer

Elektrophoresepuffer Comet-Assay

e 1249 NaOH
e 372mg EDTA
e Ad1000ml ddH20O

pH-Wert: 10

Lysepuffer Comet-Assay

e 1429 NaCl

e 37,29 Na,EDTA 2H,0
e 129 Trizma Base

e 8g NaOH

e Ad1000ml ddH,O

Kurz vor Verwendung wurde noch 1% Triton X-100 hinzugefugt

Neutralisationspuffer Comet-Assay

e 48,5¢ TRIS
e ad 1000ml ddH-O

Einstellung des pH-Werts auf 7,4 mit rauchender Salzsaure

Low-Melting Agarose

e 1g Low-Melting Agarose (LE) - BMA
e ad100ml  ddH.O

Normal-Melting Agarose

e 1g Normal-Melting Agarose (ME) - Promega
e ad100ml  ddH.O

Losen bei 100°C
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Anhang

Calcium- und Magnesium-freier Phosphatpuffer (CMF-PBS)

e 8g NaCl
e 0,39 KCI
e 29 Glucose-Monohydrat
e 9149 Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
e 0,029 Kaliumdihydrogenphosphat
e ad 1000ml ddH2O
pH-Wert 7,4

Acid-Citrat-Dextrose Losung A

e 7,3g Citrat
o 24)5¢g Natriumcitratdihydrat
o 229 Dextrosemonohydrat
e ad 1000ml ddH.0O

ph-Wert 5,1

Stammzellmedium

e 100ml FBS (10%)

e 1ml Stem Cell Factor (50ng/ml)

e 1ml FIt3/FIk2 (50ng/ml)

e 1ml Interleukin 6 (10ng/ml)

e 1ml TPO (10ng/ml)

e 896ml CMF-PBS mit Phenolrot versetzt
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