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Einleitung

1 Einleitung

Gelenkerkrankungen gehdéren in den Industrienationen zu den haufigsten
chronischen Erkrankungen. In den USA sind 22% aller Erwachsenen betroffen,
wobei 9% dadurch erhebliche Einschrankungen im taglichen Leben in Kauf nehmen
missen'. Die weltweit haufigste Gelenkerkrankung ist die Osteoarthrose®. Die aus
dieser Erkrankung resultierende volkswirtschaftliche Belastung ebenso wie die indi-
viduelle Beeintrachtigung ist enorm. Die Kosten, die direkt durch diese Krankheit
2002 verursacht wurden, beliefen sich in Deutschland auf iiber 7 Milliarden Euro®
und erreichen damit Rang 2 der diagnosebezogenen Krankheitskosten direkt nach
der Hypertonie. Des Weiteren entstehen durch die mittelbar mit einer Arthrose in
Zusammenhang stehenden Ressourcenverluste, vor allem durch Arbeitsunfahigkeit
und Invaliditat, zusatzliche soziobkonomische Belastungen von geschatzt weiteren 7
Milliarden Euro allein in Deutschland*. Da die Arthrose eine im Alter stark zu-
nehmende Erkrankung ist wird sich die Pravalenz dieser Erkrankungen im Hinblick
auf den demographischen Wandel in den niachsten Jahren drastisch erhéhen®.
Dadurch wird die Wichtigkeit einer effektiven Behandlung solcher Erkrankungen
deutlich.

Man nimmt unter anderem an, dass zunehmendes Alter das Risiko flr degenerative
Gelenkerkrankungen erhoht, da die Gelenkknorpelzellen ihre Fahigkeiten, das
Knorpelgewebe aufrechtzuerhalten bzw. zu erneuern mit der Zeit einbiiRen®. Das
Problem, das Hunter vor mehr als 250 Jahren beschrieb und das trotz intensiver
Forschung auch heute noch Gliltigkeit besitzt, macht die Behandlung nicht einfacher:
,Ulcerated cartilage is a troublesome thing ... once destroyed it is not repaired.*” Auf
Grund der limitierten Kapazitat zur Selbstreparatur des Gelenkknorpels haben die
Chirurgen eine Reihe von Techniken mit dem Bestreben etabliert, Schmerzen zu lin-
dern, die Gelenkfunktion wiederherzustellen und das weitere Fortschreiten der
Krankheit zu verhindern. Die passende Behandlungsmethode zu finden, hangt
zunachst vor allem von der Grole, Tiefe und Ursache des Knorpeldefekts ab. So ist
bei sehr grolien Defekten oder fortgeschrittener Arthrose der Einsatz von kiinstlichen
Gelenken indiziert, wohingegen kleinere Schaden durch weniger invasive
arthroskopische Methoden behandelt werden konnen.
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1.1 Knorpeldefekte: Moglichkeiten der Reparatur

Zu Beginn zielten diese Methoden auf die Stimulation des natlrlichen Heilungs-
prozesses ab. So versucht man durch Abrasionarthroplastik®, durch die Pridie-
Bohrung® oder die Technik der Mikrofrakturierung® mit Hilfe von artifiziell gesetzten
Defekten im subchondralen Knochengewebe die pluripotenten mesenchymalen
Stammzellen des Knochenmarks dazu anzuregen, aus dem Fibringerinnsel neues
Knorpelgewebe bzw. Knorpelersatzgewebe zu bilden. Allerdings wurde im Verlauf
dieser Behandlungen minderwertiger, da weniger belastbarer Faserknorpel an Stelle
des hyalinen Gelenkknorpels generiert. Dies hat zur Folge, dass ein Fortschreiten
der degenerativen Prozesse des betroffenen Gelenks auf lange Sicht nicht auf-
gehalten werden konnte®'""'2. Andere Methoden wie der ,Osteochondral Autograft
Transfer wurden entwickelt, um Gelenkknorpeldefekte mit osteochondralen autolo-
gen Transplantaten zu ersetzen. Bei dieser Technik werden entweder ein groles
Transplantat oder bei der Mosaikplastik nach Hangody viele kleine Zylinder in einen
Defekt eingebracht, die vorher an minderbelasteten Stellen des distalen Femur ent-
nommen wurden'*'*. Das klinische Outcome dieser Methode war zwar in {iber 90%
der Patienten mit Defekten zwischen 1 und 4 cm? gut bis exzellent'®, wobei im
operierten Defekt hyalinartiger Knorpel und an der Entnahmestelle Faserknorpel
nachgewiesen wurde'®. Allerdings ist diese Methode stark durch die GroRe des
Defekts sowie die eingeschrankten Entnahmemaglichkeiten limitiert. Des Weiteren ist
unklar, inwieweit sich in der Folge Morbiditaten an den Entnahmestellen ausbilden”.
Man bediente sich auch an autologen Periostlappen'® oder am Perichondrium der
Rippen' mit ihren stammzellreichen Kambiumschichten als Reparaturmaterial, die
klinische Datenlage diesbetrefflich ist jedoch sehr dinn und weist eine grolde Streu-
breite auf?®>.

Obwohl zur Behandlung symptomatischer Knorpeldefekte mehrere interventionelle
Techniken etabliert wurden, konnte bisher noch kein Uberlegenes operatives Vor-
gehen identifiziert werden®*.

Einen Hoffnungsschimmer bieten neue, innovative Ansatze der regenerativen

Medizin sowie des Tissue Engineerings.
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1.2 Tissue Engineering: die Losung des Knorpelreparatur-

problems?

1988 fand die erste Konferenz zum Tissue Engineering in Lake Tahoe, Kalifornien,
statt, die folgende Definition pragte:

»1issue Engineering ist die Anwendung der Prinzipien und Methoden der Ingenieur-
und Lebenswissenschaften fur das grundlegende Verstandnis der Wechselwirkung
von Struktur und Funktion normalen und kranken Gewebes sowie zur Entwicklung
von biologischem Gewebeersatz zur Rekonstruktion, dem Erhalt oder der Ver-
besserung der Gewebefunktionen“®. Bereits ein Jahr zuvor fiihrten Peterson und
Kollegen in Goteborg die erste autologe Chondrozyten-Transplantation (ACT) durch.
Der Anfang des Tissue Engineerings in der orthopadischen Chirurgie war damit ge-
schafft?®®. Bei diesem Verfahren werden dem Patienten in einem ersten Eingriff
Chondrozyten entnommen, die dann in vitro expandiert und nach zwei bis drei
Wochen in den Defekt unter einen von der medialen Tibiaseite enthommenen
Periostlappen, der an den Defektrandern eingenaht wird, implantiert. Der Defekt
muss zudem mit Fibrinkleber versiegelt werden, um ein Austreten der injizierten
Chondrozyten zu verhindern. 74-90% der Patienten, die sich einer solchen Trans-
plantation unterzogen, zeigten in einer Studie mit 2-10 Jahre follow-up gute bis
exzellente Ergebnisse?’.

Lediglich auf experimenteller Ebene werden momentan an Stelle der Chondrozyten
Zellen mit chondrogenem Differenzierungspotential flir die Belange der regenerativen
Medizin eingesetzt. Eine Hoffnung ruht dabei auf den aus dem Knochenmark ge-
wonnenen mesenchymalen Progenitorzellen (MSCs), die unter bestimmten Kultur-
bedingungen und Zusatz von Wachstumsfaktoren wie TGF-B1 zu funktionellen
Knorpelzellen differenzieren?.

Die ungeldsten Probleme der autologen Chondrozyten-Transplantation sollten jedoch
nicht auler Acht gelassen werden: Verletzungen der Entnahmestelle, limitierte
Defektheilung bei groRen Schaden oder Fibrosierungen an der Implantationsstelle®.
Diese Schwierigkeiten haben zu Weiterentwicklungen des Tissue-Engineerings bei
Knorpeldefekten gefuhrt. So werden Schwerpunkte auf den zusatzlichen Einsatz ver-
schiedener Tragermatrizes, sogenannter Scaffolds® oder von Wachstumsfaktoren

gelegt. Die Matrizes unterstutzen die Implantate vor allem mechanisch und bieten
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den Zellen die notwendige Struktur, um sich anzuheften und zu proliferieren. Die
Wachstumsfaktoren konnen ebenfalls durch die Matrizes in den Knorpel eingebracht
werden. Damit sind die drei wichtigsten Komponenten des Tissue Engineerings
genannt: Zellen, Scaffolds und Wachstumsfaktoren.

Jedoch weisen die meisten eukariontischen Zellen lediglich eine beschrankte
Teilungsfahigkeit auf. Da aber fur das Tissue Engineering zahlreiche Zell-

6,31

vermehrungen in vitro™® notig sind, um neues Gewebe zu produzieren, steht man

hier erneut vor einem Problem, dem Problem der replikativen Seneszenz.

1.3 Telomere: mehr als TTAGGG

An allen Enden von linearen eukaryotischen Chromosomen finden sich spezielle
Basensequenzen, die Telomere genannt werden. Dieser Begriff entstammt dem
Griechischen und setzt sich zusammen aus telos, das Ende, und meros, der Teil.
Gepragt wurde die Bezeichnung bereits 1938 von Muller. Allerdings gelang es erst
Elizabeth H. Blackburn 1978 den DNA-Aufbau der sogenannten Telomere beim Wim-
perntierchen zu entschliisseln®’. Wie sich herausstellte, handelt es sich um kurze,
repetitive Basensequenzen. Mit der Begrindung, dass ,die Entdeckung dieses
Mechanismus, die Fantasie der Forschung beflugelt [hat, und] immer wieder mit der
Idee von der ewigen Jugend und einem Leben in Unsterblichkeit in Zusammenhang

“33 wurde Elizabeth H.Blackburn im Jahre 2009 zusammen mit ihrer

gebracht [wird]
ehemaligen Doktorandin Carol Greider und Jack W. Szostak der Nobelpreis ver-
liehen. Die Telomere bestehen Uberwiegend aus Thymin und Guanin und weisen bei
zahlreichen Lebewesen kaum artspezifische Anderungen auf. Bei den menschlichen
Telomeren findet sich die sich wiederholende Basenabfolge TTAGGG an den Enden
eines jeden Chromosoms**. Die Langen der Telomere bei den Chromosomen junger,
normaler somatischer Zellen belaufen sich auf iiber 9 Kilobasenpaare (kbp)>>.
Diese DNA-Abschnitte kodieren nicht etwa fur Gene, sondern haben andere, wesent-
liche Funktionen:

Zunachst schiitzen sie die Chromosomen vor Fusion, Degradation und Instabilitat®”.
Fir diesen Schutz der Chromosomen wird jedoch noch ein wenig mehr bendtigt, als
die TTAGGG-Doppelstrang-Wiederholungen. Es ist leicht vorstellbar, dass die Enden
der Chromosomen von der Zelle falschlicherweise als Doppelstrangbriche zu

erkennen waren, weswegen einige zusatzliche Strukturen notwendig sind, um die
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Telomere und somit die Chromosomen vor falschen Reparaturmechanismen oder
End-zu-End-Fusion zu bewahren®.

Bei Wirbeltieren endet der Guanin-reiche Strang in einem Einzelstrang-Uberhang,
dem ,G-tail. AuRerhalb der Mitose lagert sich dieser G-tail mit mehreren
telomerbindenden Proteinen zum Telomer-Nukleoproteinkomplex, auch Telosom
genannt, zusammen. Es bilden sich zwei Schleifen, das doppelhelikale T-Loop und
das tripelhelikale D-Loop>*(siehe Abb. 1.1)

Das Telosom wird durch sechs spezifische Proteine, den sogenannten Shelterin-
Komplex, geformt. Diese sind an den Chromosomenenden reichlich vorhanden,
akkumulieren sonst allerdings nirgends. lhre bekannten Funktionen sind auf die
Telomere beschrankt. Der Shelterin-Komplex (Abb. 1.1) setzt sich aus drei Unter-
einheiten zusammen, die die TTAGGG- Wiederholungen direkt erkennen kdnnen:
TRF1 und 2 (telomeric repeat binding factor 1 und 2), sowie POT1 (protein protection
of telomeres 1). POT1 kann direkt an Einzelstrang-DNA binden und scheint fur die
Bildung des D-Loop von Bedeutung zu sein. Diese drei Untereinheiten sind durch
drei zusatzliche Shelterin-Proteine miteinander vernetzt: TIN2 (TRF1-interacting
nuclear factor 2), TPP1 (tripeptidyl peptidase 1) und Rap1 (repressor activator protein
1)*®. Gemeinsam vereinigen sie sich zu einem Komplex, der es den Zellen

ermdoglicht, Telomere von realen DNA-Schaden zu unterscheiden.

TRFZ

T-loop

D-loop

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Shelterin-Komplex, des T-Loop und des D-Loop40
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1.4 Telomer-Hypothese und replikative Seneszenz: die innere
Uhr

Eine weitere wichtige Funktion nehmen die Telomere bei der DNA-Replikation ein.
1961 revolutionierte Leonard Hayflick die bis dahin geltenden Ansichten, humane
diploide Fibroblasten seien unsterblich, mit dem Beweis, dass sie lediglich zu einer
bestimmten Anzahl von Zellteilungen fahig sind. Dieses Phanomen wird als ,Hayflick-
Limit“*" bezeichnet, es betragt bei humanen Fibroblasten etwa 60 Zellpopulations-
verdoppelungen (cpd)*?, bei humanen Chondrozyten etwa 35 Verdoppelungen®.
Hayflick zeigte, dass humane diploide Fibroblasten in vitro nach circa 50 Zell-
verdopplungen (cpd) in ein Stadium Ubergehen, in dem sie zwar metabolisch noch
aktiv sind, sich allerdings nicht mehr teilen und Veranderungen in Morphologie sowie
in ihrer biochemischen Aktivitat aufweisen. Sie sind dabei unter Umstanden noch
iber Jahre lebensfahig*. Die augenscheinlich verdnderten Zellen erhielten die Be-
zeichnung ,seneszent".

Diese grundlegenden Erkenntnisse setzen die Existenz eines Mechanismus im
Inneren einer jeden Zelle voraus, der die Zellteilungen zahlt und sie nach einer be-
stimmten Anzahl von Teilungen in den Zellzyklusarrest bringt. Ein Mechanismus, der
als eine Art innere Uhr fungiert.

Unabhangig voneinander brachten Olovnikov 1971* und Watson 1972 dieses
Phanomen in Verbindung mit den DNA-Sequenzen am Ende der Chromosomen und
beschrieben das ,End-Replikations-Problem®. Dieses Problem ergibt sich aus dem
Mechanismus der DNA-Replikation. Da die DNA-Polymerase & nur in 5->3'-Lese-
richtung arbeitet, kann eine kontinuierliche Replikation mit Ursprung an einem RNA-
Primer nur an einem DNA-Strang, dem Fuhrungsstrang erfolgen. Der zweite DNA-
Strang muss diskontinuierlich repliziert werden, er wird deshalb auch als
Verzdgerungsstrang bezeichnet. Nachdem die DNA-Doppelhelix durch das Enzym
Helikase aufgewunden wurde, binden am Verzdgerungsstrang mehrere kurze RNA-
Stlicke als Primer. An deren freien 3’OH-Enden synthetisiert die DNA-Polymerase a
komplementare DNA-Strange, die sogenannten Okazaki-Fragmente. In der Folge
werden die RNA-Primer enzymatisch entfernt und die entstehenden Lucken von der
DNA-Polymerase & mit Hilfe der DNA-Ligase geschlossen. Allerdings kann die Lucke

am 5-Ende, also an den Telomeren des neu synthetisierten Stranges nicht aufgefullt
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werden, da hier keine dafir noétige 3’OH-Bindungsstelle zur Verfligung steht. So
kommt es bei jeder Zellteilung zum Verlust von Basenpaaren (bp). Der Beweis des
Zusammenhangs von Telomerlangenabnahme und der ansteigenden Anzahl durch-
gemachter Mitosen gelang allerdings erst Harley 1990 bei humanen Fibroblasten
sowohl in vitro als auch in vivo*’. Er wies einen Basenpaarverlust von 50bp pro
Verdoppelung in vitro und 15bp pro Jahr in vivo bei den Fibroblasten nach und
schlug damit eine Brucke zwischen Seneszenz und Telomeren. Dieser Zusammen-
hang konnte in der Folge auch fur andere Zellarten nachgewiesen werden: So
verlieren beispielsweise humane Chondrozyten in vivo circa 22bp pro Jahr*® und
hamatopoetische Stammzellen 9bp pro Jahr*®. Dariiber hinaus konnte bei verschie-
denen Gewebearten das Alter des Donors direkt mit der Telomerlange korreliert
werden®®®'. Das ,End-Replikations-Problem“ verdeutlicht die Funktion der Telomere,
durch ihre repetitiven, nicht kodierenden Einheiten den Verlust von essentieller
genetischer Information zu verhindern, sowie moglicherweise als ,innere Uhr* zu fun-
gieren. Die Telomere verkiirzen sich bei jeder Zellteilung um 100-200 Basenpaare®.

Im Gegensatz dazu existieren auch Zellen, so zum Beispiel Keimbahn- oder Tumor-
zellen, bei denen die Telomerlange trotz zahlreicher Teilungen konstant gehalten
wird. Dies wurde zunachst 1985 plausibel durch die Entdeckung eines weiteren
wichtigen Bestandteils der Telomere von Carol Greider: die reverse Transkriptase
Telomerase, ein Enzym, das fahig ist, Telomere am 3‘-Ende zu verléngern52. Es be-
steht aus drei Hauptkomponenten: dem RNA-Anteil hTR (human template RNA), der
als Matrize fungiert, dem Telomerase-assoziierten Protein und der katalytischen
Untereinheit hTERT (human telomerase reverse transcriptase subunit)®>®°. Es ist
daruber hinaus bekannt, dass die hTERT mRNA-Expression sehr stark mit der
Telomeraseaktivitat korreliert>®°8.

Telomerase ist zum Beispiel in Keimbahnzellen oder Tumorzellen aktiviert und
stabilisiert die Lange der Telomere, was folglich zur Immortalisierung dieser Zellen
fuhrt. In normalen somatischen Zellen ist das Enzym allerdings oft unterdriickt, wes-
wegen diese einem standigen ,Alterungsprozess” unterzogen sind.

Die Telomere verkirzen sich kontinuierlich mit jeder Zellteilung, unterschreiten
schlieBlich die kritische Lange von 5-7,6 kbp®®, woraufhin die Zelle ihre Proliferation
letztendlich durch einen p53- und Rb-abhangigen Zellzyklusarrest einstellt. Dies wird

als Mortalitatsstadium M1 bzw. Seneszenz bezeichnet (siehe Abb. 1.2)
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Abb. 1.2: Telomerhypothese der Zellalterung und Immortalisierung modifiziert nach*

Es gilt zwar als bewiesen, dass die kontinuierliche Verkirzung der Telomere der
zahlende Mechanismus der Zelle ist, jedoch gibt es nur Theorien dartber, wie die
kirzeren Telomere letztendlich als Trigger der replikativen Seneszenz fungieren.
Man nimmt an, dass zu kurze Telomere keine suffiziente Interaktion mit den
spezifischen telomerbindenden Proteinen wie TRF2 mehr zulassen und sich der
Shelterin-Komplex nicht mehr ausbilden kann®®. Des Weiteren wird vermutet, dass
die Telomerverkirzung proliferationsinhibierende Gene (Tumorsuppressorgene)
aktiviert, die beim Erreichen des Hayflick-Limits eine Zellzyklusblockade auslésen.
Die somit demaskierten Chromosomenenden werden nun als DNA-Doppelstrang-
briche erkannt und induzieren dieselben Mechanismen wie andere Schaden dieser
Art ®'. So wird der multifunktionale Transkriptionsfaktor p53 exprimiert, der die
Transkription zellzyklusregulierender Gene stimuliert®. Aktiviert triggert p53 den Zell-
zyklusarrest Uber p21, was wiederum das Retinoblastom-Protein Rb aktiviert.

Letzteres hemmt den Transkriptionsfaktor E2F und fuhrt schliellich zur Seneszenz.
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Nebenbei existiert auch noch ein p53-unabhangiger Signalweg, bei dem Rb direkt
liber p16 aktiviert werden kann®.

Die Regulation von p53 erfolgt mittels Dephosphorylierung und Deacetylierung. Das
NAD-abhangige SIRT1 zum Beispiel ist ein negativer p53-Regulator. Es deacetyliert
p53 inaktiviert das Protein dadurch®. So kann SIRT1 zelluldre Seneszenz ver-
hindern..

Spezielle Transformationsereignisse - wie Inaktivierung des p53- und des Rb-Signal-
wegs - konnen somatischen Zellen aber unter Umstanden ermoglichen, die
Seneszenz zu umgehen und sich weiter zu teilen ohne dabei die Telomerase zu
aktivieren. In diesen Zellen werden die Telomere weiterhin verbraucht und
zunehmende Fehlfunktionen der Telomere in Kauf genommen. Schliel3lich werden
die Telomere so kurz, dass sie die Chromosomen nicht mehr schiitzen konnen.
Wenn dies passiert, erreichen die Zellen einen zweiten Proliferationsstopp, die so-
genannte ,crisis®. Sie ist gekennzeichnet durch ausgepragte Telomerverklrzung,
chromosomale Instabilitit und Zelltod®>°.

An diesem Punkt gelingt es einigen wenigen Zellen (circa einer von 10 Zellen)
Fahigkeiten zu erwerben, die es ihnen ermdglichen, die crisis zu Uberleben**®’. Sie
halten ihre Telomerldnge trotz weiterer DNA-Replikationen konstant®. Dies
geschieht im Groldteil der Falle durch Aktivierung der Telomerase. Andere
Mechanismen, wie ,alternative lengthening of telomeres® (ALT), sind bis jetzt kaum
verstanden® (siehe Abb. 1.2). Es wird gemutmaRt, dass solche Zellklone an der
Entstehung von Tumoren beteiligt sind.

Letztendlich sind die Telomere vermutlich ein wichtiger, wenn auch nicht der einzige,
Regulator bzw. Zahlmechanismus der Zellteilungen. So haben etwa Hinweise auf
eine Telomer-unabhangige Regulation von p16 Spekulationen Uber die Existenz
multipler ,innerer Uhren® hervorgerufen68.

Ein weiterer Diskussionspunkt betrifft den Begriff und das Stadium der Seneszenz.
Denn es gibt Beweise daflr, dass nicht allein die Telomerverkiirzung als Ursache flr
Seneszenz in Frage kommt. Zuerst wird die Funktion der Telomere wie oben
beschrieben nicht nur durch die Lange bestimmt, sondern vor allem durch ihre mole-
kulare Struktur, sowie ihre Strukturproteine.

Dazu kommt, dass ein seneszenter Phanotyp auch durch extrinsische Faktoren

herbeigefuhrt werden kann. So kann bei Zellen, die zum Beispiel mit
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Wasserstoffperoxid oder Gamma-Strahlung behandelt wurden, Seneszenz herbei-
gefiihrt werden, die nicht zwangslaufig mit verkiirzten Telomeren einhergeht®®°, sich
phanotypisch aber nicht von der replikativen Seneszenz unterscheidet. Begrifflich
unterscheidet man deshalb die sogenannte ,stress-induced premature senescence®,
kurz SIPS™ von der replikativen Seneszenz. Dabei wird SIPS fiir alle Arten des
seneszenten Phanotyps gebraucht, welche nicht durch verkurzte Telomere zustande
gekommen sind.

Auf die Frage, inwieweit sich die replikative Seneszenz von SIPS auf molekularer
Ebene unterscheidet, kann die Forschung zum jetzigen Zeitpunkt keine
befriedigende Antwort geben. Wie sich die Rolle der Seneszenz entwickelt, bleibt

spannend.

1.5 Ostrogen: kleines Molekiil mit groRer Wirkung

Ostrogene zéhlen zu den Steroidhormonen und werden Uber mehrere Vorstufen aus
Cholesterol gebildet (siehe Abb. 1.3). Sie sind die wichtigsten weiblichen
Geschlechtshormone und werden zum Grol3teil im Ovar und der Plazenta produziert.
Aber auch in mannlichen Individuen kann mit Hilfe des Enzyms Aromatase durch die
Umwandlung von Testosteron Ostrogen entstehen. Die aktive Form im menschlichen
Korper ist hauptsachlich das 17-R-Ostradiol, welches auf Grund seiner bio-
chemischen Eigenschaften leicht Zellmembranen passieren kann.

Die Ostrogene entfalten ihre Wirkung Uber spezifische Rezeptoren, die Ostrogen-
rezeptoren a und B (ER a/B). Sie zéhlen zu der Superfamilie der Kernrezeptoren’.
Ostradiol diffundiert durch die Zellmembran, bindet an den spezifischen Steroid-
rezeptor. Dieser Hormon-Rezeptor-Komplex kann dann weiter in den Zellkern
wandern, um dort mit spezifischen Bindungsstellen der DNA, den EREs (estrogen
receptor responsive elements), in den Promotorregionen sensitiver Gene zu inter-
agieren und die Transkription direkt oder indirekt Gber andere Transkriptionsfaktoren

zu regulieren”"*,
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Abb. 1.3: Biosynthese des Ostrogens’”

Allerdings sind dadurch nicht die unmittelbaren Effekte der Steroidhormone zu
erklaren. So existieren neben diesen klassischen noch weitere membranassoziierte

Rezeptoren mit nachgeschalteter Aktivierung von sekundaren Botenstoffen (second

messengers). Carmeci identifizierte 1997 GPR30, einen membrangebundenen

Ostradiolrezeptor, der zu der Familie der G-Proteine gehért’®. Uber die zusétzlichen

nicht-klassischen Rezeptoren vermag Ostradiol einerseits schnelle nichtgenomische

Wirkungen, sowie alternative genomische Wirkungen andererseits zu entfalten (siehe

Abb. 1.4).
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Abb. 1.4: Schema der unterschiedlichen Signalwege von Steroidhormonen’’

1.5.1 Ostrogen und Knorpel

Ostrogen entfaltet seine Wirkung an verschiedensten Geweben im gesamten
menschlichen Korper, so auch am Knorpelgewebe. Die klassischen Ostrogen-
rezeptoren ER a und B konnten unabhangig von Alter und Geschlecht in allen Zonen

des Gelenkknorpels nachgewiesen werden’®"®.

Ebenso gelang es, den
membrangebundenen Rezeptor GPR30 in der menschlichen Wachstumsfuge nach-
zuweisen, wobei dieser wahrend der Pubertit herunterreguliert wird®°.

Ostrogen spielt eine wichtige Rolle im physiologischen Wachstum, da es an der
Initiation des pubertaren Wachstumsschubes und am SchlielRen der Wachstumsfuge
maRgeblich beteiligt ist®.

Aber auch im Erwachsenenalter nimmt Ostrogen noch eine bedeutende Stellung im
Bezug auf das Knorpelgewebe ein. So findet sich bei Frauen eine von Knochenlange

und body mass index (BMI) unabhangige, signifikant dinnere Knorpelschicht mit

12
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niedrigerem Knorpelvolumen im Vergleich zu Mannern, wobei sich die Unterschiede
ab einem Alter von 50 Jahren noch starker manifestieren®’.

AuRerdem scheinen Ostrogene eine wichtige Rolle bei degenerativen Erkrankungen
wie der Osteoarthrose zu spielen. Die Erkrankung tritt bei pramenopausalen Frauen
im Vergleich zu gleichaltrigen Mannern weniger oft auf®®>. Im Gegensatz dazu ist bei
postmenopausalen Frauen sowohl eine signifikant hohere Pravalenz als auch
klinische Manifestation dieser Erkrankung zu beobachten, wenn man sie mit
Mannern des gleichen Alters vergleicht®*®*. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
postmenopausal sinkenden Ostrogenspiegel zu dem rapiden Anstieg des Auftretens
der Osteoarthrose beitragen®. Die Ergebnisse der Studien zu diesem Thema sind
allerdings kontrovers. Ebenso fraglich ist die Beeinflussung der Knorpeldicke durch
eine langfristige Hormonersatztherapie, da auch diesbetrefflich unterschiedliche

88  Inwieweit Ostrogen zur Entstehung und zum

Studienergebnisse vorliegen
Progress der Osteoarthrose beitragt und welche anderen Faktoren hinzukommen,

bleibt Gegenstand der aktuellen Forschung.

1.5.2 Ostrogen und Telomerase

Des Weiteren ist Ostrogen an der Entstehung einer Reihe von Krebserkrankungen
beteiligt, wobei es als positiver Regulator der Zellproliferation auftritt. Hier seien vor
allem Brustkrebs®” und das Endometriumkarzinom® genannt. Auf der anderen Seite
ist ein Sinken des Ostrogenspiegels wahrend der Menopause mit dem Verlust der
reproduktiven Funktion oder einer Abnahme der Knochendichte assoziiert®®. Analog
dazu induziert eine Inhibition von Ostrogen (iber eine negative Mutante des ERa die
replikative Seneszenz und hebt das tumorigene Potential auf®.

Ostrogen spielt also auch eine beachtliche Rolle bezliglich Zellproliferation, Zell-
alterung und Immortalisierung von Zellen.

Unter physiologischen Bedingungen konnte ein starker Zusammenhang zwischen
zyklusabhangigem Ostrogenspiegel und Telomeraseaktivitdit im Endometrium
bewiesen werden®"®2. Wahrend der sogenannten proliferativen Phase des weib-
lichen Zyklus erreicht sowohl Telomeraseaktivitat als auch der Ostrogenspiegel den
Hohepunkt®™%4,

Ebenso konnten in vitro Studien zeigen, dass Ostrogen die hTERT Genexpression

und damit die Telomeraseaktivitat in einigen ERa-positiven Zelllinien hochreguliert™.

13



Einleitung

Wie bereits erwahnt, greift Ostrogen in die Genexpression (ber Interaktionen
zwischen aktiviertem ER und ERE ein. Es gibt darlber hinaus Hinweise dafur, dass
das imperfekte ERE (GGTCAGGCTGATC) an der Stelle -2677 des hTERT-
Promotors (Abb. 1.5) mit dem aktivierten ERa interagiert, und so die hTERT-
Promotor-Aktivitat reguliert wird. Analog dazu senkt eine Deletion dieses ERE die

Ostrogen-induzierte Telomeraseaktivitat drastisch®°.

\

-2677 -873 core promoter

GGTCAGGCTGATC GGGCGGGATGTGACC

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des ERE im hTERT-Promotor®

Sich dieser Erkenntnisse zu bedienen, um daraus eventuell neue Ansatze fur die
Generierung von Zellen zum Zwecke des Tissue Engineerings zu entwickeln, war

unter anderem Teil dieser Arbeit.

1.6 Tamoxifen: der erste SERM

Tamoxifen ist ein nicht steroidaler Ostrogen Agonist-Antagonist, der die Brustkrebs-
therapie revolutionierte® und heutzutage dafiir weit verbreitet zum Einsatz kommt®
% Tamoxifen und seine Metaboliten konkurrieren mit Ostrogen um die Bindung an
die zytoplasmatischen Ostrogenrezeptoren. AufRerdem wird vermutet, dass die
Substanz anti-Ostrogene Effekte dber Inhibition von Proteinkinase-abhangigen
Signalwegen auf der Zellmembran ausiibt'®. Aber Tamoxifen wirkt nicht allein anti-
dstrogen, sondern besitzt auch stimulatorische Aktivitat an den Ostrogenrezeptoren
anderer Gewebe®. Um diesen Eigenschaften Tribut zu zollen, wurde ein neuer Ter-
minus geschaffen: SERM (Selective Oestrogen Receptor Modulator). Damit soll zum
Ausdruck gebracht werden, dass eine einzige Substanz in der Lage ist, sowohl
agonistische als auch antagonistische Effekte abhangig vom Zielzelltyp auszuiiben®’.
Zusatzlich dazu wurde Uber weitere biologische und pharmakologische Einflisse von
Tamoxifen berichtet'®'1%,

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Tamoxifen in der Lage ist, den Anstieg der

Telomeraseaktivitat, der durch Ostrogen induziert wurde, aufzuheben. Wohingegen

14



Einleitung

die alleinige Zugabe von Tamoxifen die Telomerasefunktion nicht zu beeintrachtigen
scheint'®.
So bietet sich diese vielfach eingesetzte Substanz als Ostrogen-Gegenspieler fir

diese Arbeit an.

1.7 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) wurden erstmals von Fridenstein entdeckt, der
zeigte, dass sich Kolonien von abharenten fibroblasten-ahnlichen Zellen entwickeln,
die sich zu Knochenzellen und Adipozyten differenzieren, wenn man das Knochen-
mark in einem Medium mit fetalem Kalberserum (FCS) ausbringt'®. Allerdings
benannte er diese Zellen noch anders, namlich ,colony-forming unit fibroblasts®
(CFU-Fs). Erst 1994 pragte Caplan den Begriff ,mesenchymal stem cells* (MSCs)'%.
Seitdem haben sich zahlreiche Forschergruppen mit diesen Zellen beschaftigt und
herausgefunden, dass die MSCs eine multipotente adulte Stammzellpopulation mit
einem Differentierungspotential zu verschiedenen Zelllinien (Abb. 1.6) wie
Osteozyten, Chondrozyten und Adipozyten unter entsprechenden Kultivierungs-

bedingungen reprasentieren’”’

.Darlber hinaus gibt es Hinweise dafiir, dass sie sich
ebenfalls zu Myozyten und sogar zu Zellen nichtmesodermaler Herkunft wie
Hepatozyten und Neurozyten differenzieren kdnnen. Dies wird allerdings kontrovers
diskutiert und bedarf weiterer Forschungsarbeit'®""",

Da die MSCs ahnliche Eigenschaften aufweisen wie die embryonalen Stammzellen,
jedoch keine ethischen Konflikte auslosen, werden auf diese Zellen gro3e Hoff-
nungen bezuglich verschiedenster therapeutischer Optionen gesetzt, und ihr Nutzen
wird in zahlreichen klinischen Untersuchungen getestet'™. Die anfangliche
Erwartung, die MSCs kénnten die Losung des Endreplikationsproblems darstellen
und wiarden dank ihrer Stammzelleigenschaften unbegrenztes Proliferations- und
Differenzierungspotential aufweisen, erwies sich leider als falsch. Man fand heraus,
dass auch MSCs in vitro in Abhangigkeit vom Donoralter nach 24 bis 41 cpd die
Seneszenz erreichen'™ und auferdem im Gegensatz zu anderen adulten humanen
Stammzellen keine oder zumindest mittels TRAP-Assay (Telomere Repeat

Amplification Protocol-Assay) nicht detektierbare Telomeraseaktivitat besitzen''>"1°.
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Abb. 1.6: Differenzierungspotential einer mesenchymalen Stammzelle""’

Vor circa 10 Jahren wurde eine weitere Zellpopulation entdeckt: die primitivere multi-
potente adulte Progenitorzellpopulation (MAPCs)''®. Diese Zellen sind nicht nur in
der Lage zu mesenchymalen Stammzellen zu differenzieren, sondern auch zu Zellen
meso-, neuroekto- und entodermaler Herkunft. Ein weiteres Merkmal, das diese
Zellen von den MSCs unterscheidet, ist das enorme Proliferationspotential bei

gleichbleibender Telomerlange''®'"®.

Gegebenenfalls existiert demnach eine
telomerasepositive Subpopulation der MSCs, die die Lésung des Endreplikations-
problems darstellen kénnte, die allerdings mit einer Haufigkeit von 1 MAPC zu 10®
isolierten MSCs sehr selten ist'"°.

Nun sind Zelltherapien fur die regenerative Behandlung einer Vielzahl von

Erkrankungen auf dem Vormarsch. Vielversprechende Ergebnisse wurden in Studien
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mit MSCs erzielt. In vitro Studien belegen, dass MSCs eine ganze Reihe von anti-
inflammatorischen, angiogenetischen, neurotrophischen, immunmodulatorischen und
antifibrotischen Faktoren sezernieren'?°. So wird zunehmend die Meinung akzeptiert,
dass MSCs die Regeneration und Heilung mit der Sekretion von zahlreichen pro-
regenerativen Faktoren stimulieren.

Aktuelle Studien zur Wirksamkeit der MSCs bei fortgeschrittener Leberzirrhose'?’,
diabetischem FuRsyndrom'??, kutanen Wunden'®, komplexen neurologischen

125 aber

Erkrankungen wie Multisystematrophie124, Knochenmarkstransplantationen
auch bei KHK und Myokardinfarkt'?®'?” zeigen das enorme Potential fir den breiten
therapeutischen Einsatz dieser Zellen. MSCs wirken immunsuppressiv'?’, was zu
ihrem Einsatz in der Therapie der akuten Graft-versus-Host-Disease (GvHD) fuhrte.
Auf Grund ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften ist neben einer lokalen auch
eine systemische Applikation, auch HLA-unabhangig, moglich'®"'?®, Die Ergebnisse
hierzu sind sehr vielversprechend'?*"°,

Neben den zahlreichen Ansatzen, MSCs fur die Zelltherapie zu nutzen, bieten sie
auch neue Moglichkeiten im Bereich des Tissue Engineerings. Die Vorteile der
Nutzung der MSCs liegen dabei klar auf der Hand: mit Hilfe von speziellen Scaffolds
konnten groRe Mengen an Gewebe hergestellt werden. Speziell bei Knorpelzell-
transplantationen muss im Gegensatz zur Verwendung von Chondrozyten bei der
Gewinnung von MSCs kein gesundes Knorpelgewebe verletzt werden. Schliellich
weisen auch die sogenannten Minderbelastungszonen durchaus hohe Kontaktdrucke
auf'’. Des Weiteren ist eine Knochenmarkpunktion zum Beispiel des Beckens ver-
gleichsweise leicht und ambulant durchfuhrbar und es bedarf keiner zweizeitigen
Operation (vgl.1.2).

Obwohl die Nutzung von MSCs fur den therapeutischen Bereich bis jetzt nur auf
experimenteller Ebene moglich ist, wecken sie doch groRe Hoffnungen. Die zahl-
losen Publikationen und Arbeitsgruppen, die sich mit diesem Thema beschaftigen,
legen Zeugnis uber das nach wie vor ungebrochene enorme Interesse an diesen

Zellen ab.
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2 Fragestellung

Mesenchymale Stammzellen sind durch ihre vergleichsweise einfache Gewinnung
und Kultivierung sowie deren enormes Differenzierungspotential zu einer
interessanten Quelle fur den Bereich des Tissue Engineerings geworden. Vor allem
im Bereich der Knorpelersatztherapie wird ihr Einsatz erprobt. Allerdings ist flr die
autologe Knorpelzelltransplantation eine ex vivo Expansion mesenchymalen Stamm-
zellen in Zellkulturen notwendig. Es ist bekannt, dass diese Zellen nur Uber ein
beschranktes Teilungspotential verfligen und nach einer bestimmten Anzahl von
Zellteilungen das Stadium der replikativen Seneszenz erreichen. Die Wirkung von
Ostrogen auf die Zellalterung ist weitgehend ungeklart. Die enge Beziehung zum
Promotor des hTERT-Gens lasst allerdings vermuten, dass dieses Hormon einen
starken Einfluss auf die Seneszenz haben kdnnte.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Ostrogen und dessen Antagonisten

Tamoxifen auf die Zellbiologie der mesenchymalen Stammzellen zu untersuchen.

Zu diesem Zweck sollten folgende Aspekte wahrend und nach Exposition mit

Ostrogen und/oder Tamoxifen genauer unter die Lupe genommen werden:

e Einfluss auf das Proliferationsverhalten

e Zellmorphologische Veranderungen

e Veranderungen typischer Seneszenzmarker (SA-B-Galaktosidase-Expression)
e Einfluss auf die Telomerlange

e Expression telomerassozierter Gene (TRF1, TRF2)

e Expression von DNA-Reparaturgenen (XRCC5)

e Expression bestimmter Regulatoren des Zellzyklus (p21, SIRT1)
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Hilfsmittel

Allgemein genutzte Gerate und Hilfsmittel

Brutschrank: HERAcell 240 Heraeus, Hanau
Gefriertrockner: Alpha RVC Christ, Osterode
(Speed Vac)

Geldokumentation:

UV-Photosystem

MWG Biotech

Gelelektrophorese:

Consort E834
(Elektrophoresegerat)

Peqlab, Erlangen

EasyCast™

(Gelkammer 7x7 cm)

Peqglab, Erlangen

SubCell GT

(Gelkammer 15x15 cm)

BioRad, MiUnchen

Heizofen: Heraeus function line Heraeus, Hanau
Mikroskop Dialux 20 EB Leitz, Weimar
Mikroskopkamera DMC 2 Polaroid, Offenbach
pH-Messgerat: Labor-pH-Meter 766 Knick, Berlin
Photometer: Ultrospect 2000 Pharmacia Biotech
Reinraumwerkbank: M18 Schulz Lufttechnik GmbH
(Laminar Flow)
Taumler: Polymax2040 Heidolph
Waage: PM2000 Mettler, Giel3en
Warmeblock: Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Wasserbad: Wasserbad Memmert
Warmeplatte: Medax Nagel GmbH
Zentrifugen: Multifuge 3s Heraeus, Hanau
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg
Centrifuge/Vortex Kisker, Steinfurt
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Zellbiologische Arbeiten

Filter:

Sterilfilter 40 ym

Falcon, Heidelberg

Gefale: Zellkulturflaschen 75 cm? | Sarstedt, Newton, NC
Falkon 15 ml Réhrchen Falcon, Heidelberg
Falkon 50 ml Rohrchen Falcon, Heidelberg
6-Well-Platten Falcon, Heidelberg

Zellzahlung: Neubauer-Zahlkammer Marienfeld

Telomer-Analytik (TRF-Assay)

Spezielle Reaktionsgefalie:

Safe-Lock 1,5 ml
(Eppendorf)

Eppendorf, Hamburg

SafeSeal-Tips (DNase-,
RNase-, pyrogenfrei)

Biozym Diagnostic GmbH

Southern Blot:

Nylon membrane,

positively charged

Osmonics Inc.

Detektion:

Hyperfilm Amersham

Amersham Biosciences,

Freiburg

M35 X-OMAT Processor

(Filmentwickler)

Kodak, Rochester, NY

Kodak X-OMAT cassette

Kodak, Rochester, NY

Telometric 1.2 (Software)

Fox Chace Cancer Center

Analyse der RNA-Expression

Spezielle Reaktionsgefalie:

Safe-Lock 1,5 ml
(Eppendorf)

Eppendorf, Hamburg

SafeSeal-Tips (DNase-,
RNase-, pyrogenfrei)

Biozym Diagnostic GmbH

LightCycler Capillaries

Roche, Mannheim

PCR-Gerat:

LightCycler

Roche, Mannheim
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3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Allgemein verwendete Chemikalien und Reagenzien

Borsaure

Sigma, Taufkirchen

Bromphenolblau

Sigma, Taufkirchen

DEPC Sigma, Taufkirchen
EDTA Sigma, Taufkirchen
Ethanol Merck, Darmstadt
Formamid Merck, Darmstadt
HCI 37% Merck, Darmstadt
Maleinsaure Sigma, Taufkirchen
MgCl, Sigma, Taufkirchen
NaCl Merck, Darmstadt
NaOH Merck, Darmstadt
SDS Roth, Karlsruhe
Tris-Acetat Sigma, Taufkirchen
Tris-Base Roth, Karlsruhe
Tris-HCI Merck, Darmstadt

Tween 20 (Polyoxy-ethylenesorbitanmonolaureat)

Sigma, Taufkirchen

Zellbiologische Arbeiten

Medium: DMEM (ohne Phenolrot) PAN, Aidenbach
FCS PAN, Aidenbach
(nicht hitzeinaktiviert)
Penicillin/Streptomycin Gibco, Karlsruhe
Hepes-Puffer Gibco, Karlsruhe
Passage: DPBS (pH 7,4) Cambrex, Verviers, Belgien
0,05% Trypsin/ Gibco, Karlsruhe
0,02% EDTA Gibco, Karlsruhe
Hormone: 17-B-Estradiol Sigma, Taufkirchen
Tamoxifen Sigma, Taufkirchen
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R-Galaktosidase-Nachweis

Fixierung: Formaldehyd 37 % Merck, Darmstadt
DPBS (pH 7,4) Cambrex, Verviers, Belgien
Staining: Bromo-chloro-indolyl- Invitrogen, Darmstadt

galactopyranosid (X-Gal)

Zitronensaure

Merck, Darmstadt

NazHPO4

Merck, Darmstadt

Ka[Fe(CN)e]

Merck, Darmstadt

K4[Fe(CN)e]

Merck, Darmstadt

Telomeranalytik (TRF-Assay)

DNA-Isolierung und High Pure PCR Template |Roche, Mannheim
Restriktion: Preparation Kit
Hinfl, 5000 U New England Biolabs,
Frankfurt
NEBuffer 4 New England Biolabs,
Frankfurt
A-DNA Roche, Mannheim
Gelelektrophorese: Agarose Sigma, Taufkirchen

Ethidiumbromid

Sigma, Taufkirchen

1 kb DNA-Ladder

Invitrogen, Karlsruhe

DIG Molecular Weight
Marker 11 DNA

Roche, Mannheim

Hybridisierung und Telomersonde:
Detektion: (TTAGGG),, 3'/5'-

Digoxigenin-gelabelt

Roth, Karlsruhe

N-Lauroylsarkosin

Sigma, Taufkirchen

Blocking Powder

Merck, Darmstadt

Anti-Digoxigenin-AP

Roche, Mannheim

CDP-Star, ready to use

Roche, Mannheim
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Analyse der RNA-Expression

RNA-Isolierung: RNAzol Tel-Test, Inc., Friendsfield,
Texas
Chloroform Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Gelelektrophorese: Agarose Sigma, Taufkirchen

Ethidiumbromid

Sigma, Taufkirchen

RNA-Sample-Loading-
Buffer

Sigma, Taufkirchen

DNAse Verdau:

DNA-free™ Kit

Ambion, Darmstadt

cDNA-Synthese:

Oligo(dT)

Roche, Mannheim

dNTP

Roche, Mannheim

SuperScript™ 11 RNase H’

Reverse Transcriptase

Invitrogen, Karlsruhe

PCR:

LightCycler FastStart DNA
Master SYBR-Green |

Roche, Mannheim

Primer far LightCycler-
PCR: TRF1, TRF2, p21,
SIRT1, XRCC, GAPDH

TIB MOLBIOL, Berlin

3.1.3 Medien, Puffer und Losungen

Zellbiologische Arbeiten

MSC-Medium

DMEM (ohne Phenolrot) | PAN, Aidenbach
FCS 10%

(nicht hitzeinaktiviert)

Penicillin/Streptomycin 1%
Hepes-Puffer 1%
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Allgemein verwendete Puffer und Losungen

DEPC-Wasser: DEPC 0,2%
Aqua dest.

10x TBE-Puffer: Tris-Base 89 mM
Borsaure 89 mM
EDTA (pH 8,0) 0,2 mM
DEPC-Wasser

20x SSC (pH 7,0): NaCl 3,0M
Tri-Na-Citrat-2-Hydrat 0,3M
DEPC-Wasser

2x SSC (pH 7,0): 20x SSC 10%
DEPC-Wasser

SDS 10% (pH 7,2): SDS 10%
DEPC-Wasser

Maleinsaurepuffer Maleinsaure 100 mM

(pH 7,5): NaCl 150 mM
DEPC-Wasser

R-Galaktosidase Nachweis

Fixationslosung: Formaldehyd 37% 10%
DPBS (pH 7,4)

X-Gal-Lésung: X-Gal 200mg/ml
DMF

Zitronensaureldsung: Zitronensaure 100mM
Aqua bidest.

Natriumphosphatlésung: | Dinatriumhydrogen- 200mM
phosphat
Aqua bidest.

Zitronensaure/ Zitronensaureldésung 37%

Phosphat-Puffer Natriumphosphatlésung 63%

(pH 6,0):
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Farbeldsung: X-Gal-Ldsung 1mg/mi
Zitronensaure/Phosphat- |40mM
Puffer (pH 6,0)
Ks[Fe(CN)g] 5mM
Ks[Fe(CN)g] 5mM
NaCl 150mM
MgCI2 2mM
Aqua bidest.

Elektrophorese

1x TBE-Puffer 10x TBE-Puffer 10%
DEPC-Wasser

10x Ladungspuffer fur Bromphenolblau 0,41%

DNA: Saccharose 67%
DEPC-Wasser

Photometrie

TE-Puffer Tris-HCI 10 mM
EDTA 1,0 mM
DEPC-Wasser

DNA-Isolierung

Eluationslésung (pH 8,0): |NaOH 1 uM
Aqua dest.

Southern Blot

Denaturierungslosung: NaCl 1,5M
NaOH 0,5M

DEPC-Wasser
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Neutralisierungslosung Tris-Base 1,0 M

(pH 7,5): NaCl 1,5M
DEPC-Wasser

Hybridisierung und Detektion

Prahybridisierungslésung: |20x SSC 5x
Blocking Powder 5%
Formamid 50%
N-Lauroylsarkosin 0,1%
SDS 10% 0,02%
DEPC-Wasser

Hybridisierungslésung: 20x SSC 5x
Blocking Powder 5%
Formamid 50%
N-Lauroylsarkosin 0,1%
SDS 10% 0,02%
Telomersonde 2,4 pmol/ml bzw.

31,8 ng/ml

DEPC-Wasser

Puffer 1: 20x SSC 10%
SDS 10% 1%
DEPC-Wasser

Puffer 2: 20x SSC 10%
DEPC-Wasser

Puffer 3: Maleinsaurepuffer
Tween 20 0,1%

Puffer 4 (pH 9,5): Tris-HCI 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM
DEPC-Wasser

Puffer 5: Blocking Powder 10%

Maleinsaurepuffer
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3.2 Biologisches Untersuchungsmaterial

Die Gewinnung der mesenchymalen Progenitorzellen erfolgte durch Aspiration von
ca. 40 ml Knochenmark aus dem Os ilium im Rahmen autologer Knochen-
transplantationen.

Fur die experimentelle Verwendung der Knochenmarksentnahmen lagen Einver-
standniserklarungen sowohl von den Patienten, als auch die Genehmigung von einer
Ethikkommission fur dieses Projekt vor.

Fir diese Arbeit wurden MSCs von drei mannlichen Patienten im Alter zwischen 26
und 70 Jahren (MW + SD: 45,7 +18,3 Jahre) verwendet. Zum Zwecke der
Anonymisierung sowie der leichteren Zuordnung wurden die Patienten nach labor-

internem Standard mit Labornummern (LN) versehen.

3.3 Methoden

3.3.1 Zellbiologische Methoden

3.3.1.1 Gewinnung und Kultivierung humaner mesenchymaler Progenitor-
zellen

Die humanen mesenchymalen Progenitorzellen wurden aus dem Knochenmark des
Beckenkamms gemaf Ficoll-Methode gewonnen (2 x 20 ml).

Je 20 ml Knochenmark wurden mit MSC-Medium (vgl. 3.1.3) auf 45 ml aufgefullt,
gemischt und bei 2000g 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
bis auf 5 ml aufgenommen, auf einen Ficollgradienten aufgetragen und erneut 15
Minuten zentrifugiert (2000g, 25°C). Circa 16 ml der grautriben ,Interphase”
(1,073g/ml) wurden in ein frisches Falcon-Réhrchen uUberfuhrt, erneut mit MSC-
Medium auf 45 ml aufgefillt und 5 Minuten bei 2000g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das zurlickgebliebene Pellet mit circa 5 ml Medium resuspendiert
und mit der anderen Halfte gepoolt. Darauf folgte eine Zellzdhlung (vgl.3.3.1.3) sowie
die Aussaat von je 10° Zellen pro Flasche.

Die MSCs wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen mit 15 ml MSC-Medium bei 37°C,
95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Das MSC-Medium wurde
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initial frihestens nach 4 Tagen, ansonsten alle 3-4 Tage gewechselt. Bei Erreichen
einer Konfluenz von 90% wurden die Zellen erstmals passagiert.

Dafur wurden die Zellkulturflaschen zweimal mit PBS (phosphate buffered saline)
gespult, um Serumreste vollstandig zu entfernen. Darauf folgte die Inkubation mit
0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA (3 min, Raumtemperatur). Die Abldsung der Zellen vom
Boden der Zellkulturflaschen wurde mikroskopisch kontrolliert. Sobald sich die Zellen
vollstandig abgelost hatten, erfolgte der Reaktionsstopp durch Zugabe von § ml
Medium, die Uberfiihrung in 50 ml Falcons und die Zentrifugation fiir 10 Minuten bei
1000g und 25°C. Die Uberstande wurden verworfen und die Zellpellets in Medium
resuspendiert und ausgezahlt (vgl.3.3.1.3). Zu diesem Zeitpunkt erfolgte aus

organisatorischen Grunden zunachst die Kryokonservierung.

3.3.1.2 Aufteilung auf die Untersuchungsbedingungen

Bei erneutem Erreichen einer Konfluenz von 90% wurden die Zellen auf die 8 Unter-
suchungsbedingungen aufgeteilt. Hierfiir wurden zunachst jeweils 10° M Ostrogen-
sowie Tamoxifen-Stammlosungen in Ethanol 100% hergestellt. Die acht
unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen konnten so vor jeder weiteren Passage
und jedem Medienwechsel Uber eine Verdlinnungsreihe frisch angesetzt werden. Es
wurden folgende Modifikationen untersucht: MSC-Medium ohne Zusatz von Hormo-
nen als Kontrollgruppe, Medium mit den Ostrogenkonzentrationen 107M, 10°M und
10""M, Medium mit dem Zusatz von Tamoxifen mit Ostrogen in gleichmolaren Kon-
zentrationen 107'M, 10°M und 10™""M, sowie Medium mit der Zugabe von 10"M
Tamoxifen als zweite Kontrollgruppe.

Pro Flasche wurden nach jeder Passage 200 000 Zellen in frischem Hormonmedium

bzw. Kontrolimedium ausgesat.

3.3.1.3 Bestimmung von Zellzahl, Trypanblaufarbung und Bestimmung der
Zellproliferation

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch Auszahlen eines Aliquots in Medium

suspendierter Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer. Dazu wurden 10 pl Aliquot mit

10 ul Methylenblau gemischt, in eine Neubauer—Zahlkammer gegeben und die vier

Zahlquadrate ausgezahlt. Das Methylenblau wurde zum Zwecke der Unterscheidung

zwischen toten und lebendigen Zellen hinzugefugt.
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Hierbei ergab der Mittelwert (Z) aller vier Quadrate multipliziert mit dem
Verdiinnungsfaktor (X), dem Volumen (10%) und der zur Resuspension verwendeten
Mediummenge (V) in ml die Gesamtzellzahl: N = Z*X*10**V.

Als Parameter fur die Zellproliferation wurden die Zellpopulationsverdoppelungen
(cpd) herangezogen, die sich aus folgender Formel berechneten:

cpd = 10g10(N/Np)*3,33. Dabei bezeichnete N die Anzahl der Zellen am Ende des

Experiments bzw. vor der nachsten Passage und Ng ihre Anzahl zu Beginn.

3.3.1.4 Morphologie
Die Morphologie wurde mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops und Fotoapparates
erfasst. Jeweils zu Beginn und am Ende des Versuchs erfolgten Dokumentation und

Evaluation.

3.3.1.5 X-Gal Farbung

Diese Methode beruht auf dem Nachweis einer erhdhten Aktivitat der Seneszenz-
spezifischen-beta-Galaktosidase (SA-B-Gal) in seneszenten Zellen. Dieses Enzym ist
verwandt mit der lysosomalen Galaktosidase, zeigt allerdings auch Aktivitat bei pH 6
und nicht nur bei pH 4,5 wie das lysosomale Enzym. Fur die Farbung wurden jeweils
2 x 10° Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte ausgesat, um dem Verhéltnissen in den
Zellkulturflaschen moglichst nahe zu kommen. Die Zellen wurden nach 24 bis 48
Stunden gefarbt.

Nach Absaugen des Mediums wurden die Wells zweimal mit je 2 ml PBS gewaschen
und anschlieBend mit je 2 ml einer frisch hergestellten 3,7-prozentigen Formaldehyd-
I6sung (37% Formaldehyd in PBS) 5 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Dann folg-
ten zwei weitere Waschschritte mit PBS, bevor 1,5 ml der x-gal-staining solution hin-
zugefigt wurde. Diese Loésung enthielt das Substrat Bromo-chloro-indolyl-
galaktopyranosid (syn. BCIG bzw. X-Gal), das durch die SA-3-Galaktosidase zu
einem blauen Farbstoff umgesetzt wird. Die Wells wurden mit Parafilm luftdicht ver-
schlossen, 12-16 Stunden im Ofen bei 37°C inkubiert und danach fotografiert und

evaluiert.
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3.3.2 Molekularbiologische Methoden

3.3.2.1 Bestimmung der Telomerlange (TRF-Assay)

3.3.2.1.1 DNA-Isolierung

Da die etablierte Methode zur DNA-Isolierung aus den in Monolayern kultivierten
MSCs, die Phenol-Chloroform-Methode, einige Nachteile wie grol3en Zellmateria-
bedarf bot, wurden nach einer geeigneteren Methode gesucht. Hierzu wurden zwei
Verfahren, die DNA STAT-60""-Methode (Fa. Tel-Test, Inc.) und das High Pure PCR
Template Preparation Kit® (Fa. Roche), getestet. Letzteres erwies sich sowohl
betrefflich Ausbeute als auch Reinheit als geeignete Extraktionsmethode.

Hierfir wurden die Zellen abtrypsiniert, jeweils 5 x 10° bis 1 x 10° Zellen in ein
Eppendorf Cup Uberfuhrt, und 10 Minuten bei 3000 g abzentrifugiert.

Anschlielend wurden die Zellpellets in 200 pl PBS resuspendiert. Nach Zugabe von
200 pl Binding Buffer sowie 40 pl Proteinase K wurden die Zellsuspensionen 10
Minuten bei 70°C im Warmeblock inkubiert, um die enthaltenen Proteine zu verdauen
und die Nukleinsauren freizusetzen.

Zur Extraktion wurden die Proben mit jeweils 100 pl Isopropanol 100% gemischt und
auf das Saulchen uberflihrt. Es folgte die Zentrifugation (1 min bei 8000g), um die
DNA im Filter vom Rest der Flussigkeit zu trennen. Daraufhin wurden 500 ul Inhibitor
Removal Buffer auf das Saulchen pipettiert und die Proben erneut zentrifugiert. Nach
zwei weiteren Waschschritten mit Waschpuffer und Zentrifugationen erfolgte die
Eluierung der DNA. Dazu wurden die Saulchen in sterile 1,5 ml Eppendorf Cups
Uberfihrt. Dann wurde DNAse freies Wasser, dessen pH zuvor mit Natriumhydroxid
auf 8,0 angehoben worden war, auf 70°C erhitzt und jeweils 200 pl auf jedes
Saulchen aufgebracht. Durch anschlieliende Zentrifugation von 1 Minute bei 8000g
wurde die DNA vom Saulchen eluiert und in dem sterilen Eppendorf Cup aufge-

fangen.

3.3.2.1.2 Einengung des DNA-Probenvolumens und Bestimmung der DNA-
Konzentration

Zunachst wurde das Probenvolumen von 200 ul auf circa 30-50 ul eingeengt, um

eine fur den Hinf-Verdau geeignete DNA-Konzentration zu erhalten. Dies geschah

mit Hilfe einer Vakuumzentrifugation von circa 2,5 Stunden.
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Danach erfolgte die photometrische Bestimmung der DNA-Kozentration. Da die
Absorptionsspektrometrie lediglich im Bereich zwischen 0,1 und 1 OD (optische
Dichte) zuverlassige Werte liefert, wurden die Proben mit TE-Puffer 1:36 vedunnt.
Somit wurde die gewlinschte Nukleinsdurekonzentration von 5-50 ug pro ml erreicht.
Die Absorption wurde in einer Einmalklvette bei A= 260 nm (Ays) gemessen. Aus
dem Mittelwert der durchgefihrten Doppelbestimmung wurde die DNA-Konzentration
der Probe berechnet.

Zur groben Einschatzung der Reinheit der DNA diente die Ratio, der Quotient aus
Azeo und Azgo. Der Wert des Quotienten sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Werte
unter 1,6 deuten auf Phenol- oder verbliebene Proteinreste hin, deren Absorptions-
maximum bei A = 280 nm liegt. Werte Uber 2,1 liegen unter anderem in einer Verun-

reinigung mit RNA oder durch Denaturierung der DNA begrundet.

3.3.2.1.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde einerseits zur Uberprifung der Integritat der isolierten
DNA im Anschluss an die photometrische Konzentrationsbestimmung verwendet,
andererseits diente sie als Kontrolle der Vollstandigkeit des Restriktionsverdaus. Die
Auftrennung der Restriktionsfragmente flir den Southern Blot erfolgte ebenfalls
mittels Gelelektrophorese.

Far alle Anwendungen wurden Gele mit 0,8% Agarose in 1x TBE-Puffer verwendet.
Zuerst wurde die Agarose in 1xTBE-Puffer in der Mikrowelle so oft aufgekocht, bis
keine Schlieren mehr sichtbar waren, jedoch mindestens dreimal. Nach Abklhlen auf
circa 50°C wurden 2 pl Ethidiumbromid pro 100 ml Agarosegel hinzugefugt und in die
vorbereitete horizontale Gelkammer mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Das
Erstarren des Gels erfolgte bei Raumtemperatur bis zur vollstandigen Vernetzung
und Abkuhlung.

Die Proben wurden mit DEPC-H,0 bzw. 1xNEB-Puffer zum bendétigten Gesamt-
volumen erganzt und nach Zugabe von 20 Volumenprozent Ladungspuffer in die
Probentaschen pipettiert.

Als Langenstandard wurden 1 ul der 1 kb DNA-Ladder mit 7 yl DEPC- H20 und 2 pl
Ladungspuffer aufgetragen, als Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer verwendet.

Die Elektrophoresebedingungen waren
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e 100 V (6,67V/cm) fur 1,5-2h fiir analytische Gele (Uberpriifung der DNA-
Integritat und des Restriktionsverdaus)
e 60 V (4V/icm) far 12-13h fur Transfergele (Auftrennung der Restriktions-
fragmente fur den Southern Blot)
Mit Hilfe von UV-Licht konnte die DNA nach der Gelelektrophorese detektiert werden.
Dies ist mdglich, da der Farbstoff Ethidiumbromid als Interkalator, bevorzugt neben
CG-Basenpaaren, fungiert und durch die Bestrahlung mit UV-Licht (A = 302 nm) zur
Emission von Licht (A = 500-590 nm) angeregt wird. Dies wurde zur Dokumentation
fotografiert (Abb. 3.1)
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Abb. 3.1: Gelelektrophorese zur Uberpriifung der Integritit der DNA. Zur GréRenorientierung

wurde zusatzlich der DNA-Ladder aufgetragen.

3.3.2.1.4 Restriktion der DNA

Nach Uberpriifen der DNA im Agarosegel erfolgte die Restriktion der hoch-
molekularen genomischen DNA mit Hinf 1.

Das Restriktionsenzym Hinf I ist eine Endonuklease aus Haemophilus influenzae Rf.
Auf Grund seiner Erkennungssequenz 5’...G/ANTC...3’ existieren innerhalb des DNA-
Doppelstrangs zahlreiche Schnittstellen. Allerdings weisen die Telomerregionen
diese Schnittstellen nicht auf. So liefert der Verdau mit Hinf 1 einerseits viele kurze
DNA-Fragmente und andererseits die ungeschnittenen Telomerenden, die 4-15 kbp
grof3 sind. Durch Gelelektrophorese lassen sich die Telomere dann vom Rest der
DNA trennen.
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Der Restriktionsansatz enthielt 10 uyg DNA und 10 Volumenprozent 10xNEBuffer 2.
Die Proben wurden mit DEPC-H,0O auf das gewlnschte Endvolumen von 50 pl auf-
geflllt. Da pro 1 ug DNA 2 Units Hinf I (2U = 1 ul) bendtigt werden, folgte zuletzt die
Zugabe von 2 pl Hinf 1. Hierbei musste beachtet werden, dass die Enzym-
konzentration 5% des Endvolumens nicht Gberschreiten sollte.

Um eine ausreichende Enzymaktivitat zu Uberprifen und zu gewahrleisten, wurde ein
Kontrollansatz bendtigt, in dem eine definierte Menge A-DNA von dem im
Restriktionsansatz vorhandenen Hinf I verdaut werden sollte. Dafir wurde dem
betreffendem Restriktionsansatz ein Aliquot entnommen, das 500 ng DNA enthielt.
Nach Zugabe von jeweils 2 yl A-DNA wurde dieser Ansatz mit 1xNEBuffer 2 zu
einem Endvolumen von 17 pul erganzt. Der Leerwert setzte sich aus 15
1xNEBuffer 2 und 2 ul A- DNA zusammen.

Sowohl Leerwert als auch Restriktions- und Kontrollansatze wurden bei 37°C Uber
Nacht, jedoch mindestens 5 Stunden im Wasserbad inkubiert.

Darauf folgte die gelelektrophoretische Kontrolle: Hierzu wurden den Restriktions-
ansatzen erneut Aliquots enthommen, die einer Menge von je 500 ng DNA entspra-
chen, und mit DEPC-H;0 zu einem Gesamtvolumen von 12 ul erganzt. Anschliel3end
wurde zu diesen Proben, zu den Kontrollansatzen und zum Leerwert je 1,5 pl
10xLadungspuffer  hinzugefigt und als letztes zusammen mit einem
Molekulargewichtsmarkeransatz, bestehend aus 1 ul der 1 kb DNA-Ladder, 12,5 pl
DEPC-H,0 sowie 1,5 yl 10xLadungspuffer, auf ein 0,8% Agarosegel aufgetragen.
Nach etwa 1,5 h bei 100V wurde das Ergebnis unter UV-Licht fotografiert und doku-
mentiert, wobei die Kontrollansatze das A-DNA-spezifische Schnittmuster, der
Leerwert dagegen die ungeschnittene hochmolekulare A-DNA aufweisen sollten. Bei
den Proben der Restriktionsansatze zeigte sich der erwartete typische Schmier im
GroRenbereich < 4kbp (siehe Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Kontroligel der DNA-Restriktion. Der Leerwert (LW) reprasentiert die ungeschnittene
A—-DNA. Der Restriktionsansatz (RA) zeichnet sich durch den typischen Schmier im nieder-
molekularen Berich aus, wohingegen der Kontrollansatz (KA) das charakteristische Schnitt-

muster von mit Hinf | verdauter A-DNA zeigt.

3.3.2.1.5 Southern Blot

Der Southern Blot ist ein gangiges Verfahren zur molekularbiologischen Unter-
suchung von DNA. Benannt ist es nach Edwin Southern, der es 1975 entwickelte. Im
Prinzip werden dabei DNA-Fragmente, die durch den Verdau mit speziellen
Restriktionsenzymen gewonnen wurden, gelelektrophoretisch aufgetrennt und —
nach Aufschmelzung des Doppelstrangs — auf flexible Membranen Ubertragen und
dort fixiert. In diesem Experiment wurden von den Proben nach der gelungenen
Restriktion mit Hinf I je 4 ug DNA entsprechend 20 pl Probenvolumen bendtigt. Nach
Zugabe von 5 ul 10xLadungspuffer erfolgte der Auftrag auf ein 0,8% Agarosegel
inklusive zweier Markeransatze. Diese setzten sich aus zwei Langenstandards
zusammen, wobei der erste aus 1 pyl kb DNA-Ladder, 6,5 yl DEPC-H,O und 2,5 pl
10x Ladungspuffer bestand und der andere 5 ul des DIG Molecular Weight Marker 1I,
sowie 2,5 yl DEPC-H,O und 2,5 uyl 10x Ladungspuffer enthielt. Es schloss sich die
gelelektrophoretische Auftrennung der Proben bei 60V fir 11-13 h an. Anschliel3end
wurden die Banden im UV-Licht detektiert und fotografiert (siehe Abb. 3.3a).
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Abb. 3.3a: Blotgel (LN 604), die beiden Langen- Abb. 3.3b: Die Signale sind nach voll-
standards sind auf den ersten beiden Banden standigem Southern Blot nicht mehr
aufgetragen, die Ubrigen zeigen die kurzen detektierbar.

DNA-Fragmente, die als ,Schmier“ sichtbar

werden.

Um die Transfereffizienz langer DNA-Fragmente >5 kbp zu verbessern, wurde die
DNA in frisch hergestellter 250 mM HCI - Losung 10 min depurinisiert. Danach wurde
das Gel in destilliertem Wasser kurz gespult. Um die Doppelstrange aufzuschmelzen
und so die fur den Transfer bendtigten Einzelstrange zu erhalten, wurde das Gel 30
Minuten mit der Denaturierungslosung auf dem Taumler inkubiert, kurz in
destilliertem Wasser gespult und 30 Minuten mit der Neutralisierungslosung neutrali-
siert. Als letztes folgte die Aquilibrierung des Gels fiir 10 Minuten in 20xSSC.

Der DNA-Transfer auf die Nylonmembran erfolgte mittels Kapillarblot. Hierflr wurde
aus drei mit 20x SSC angefeuchteten Whatman 3MM paper eine ,Brucke® Uber eine
Platte gelegt, die auf GummifuRen in einer Wanne mit 20x SSC stand. Darauf wurde
das Gel upside down platziert. Eine auf die GroRe des Gels zugeschnittene Nylon-
membran musste ebenso wie drei weitere Whatman 3MM paper luftblasenfrei
aufgelegt und mit 20x SSC befeuchtet werden. Daraufhin wurden der Towel Stock
aus Zellstoff sowie eine Glasplatte daraufgesetzt und mit circa 500g beschwert (siehe
Abb. 3.4).
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I Glasplatte

Towel Stock

Whatman Paper
Nylon Membran
L \ Gel "upside down"
Whatman Paper

%% y Gummistopfen
\ /// \\ / Wanne

Abb. 3.4: Aufbau des Southern Blots™"

Nach 12 bis 16 Stunden wurde das Blotten beendet. Zur Kontrolle der Bloteffizienz
wurde das Gel unter UV-Licht auf eventuell verbliebene DNA-Fragmente hin
Uberpruft (Abb. 3.3b).

Die Membran wurde 10 min in 2xSSC gewaschen, in feuchtem Zustand zwischen
zwei trockene Whatman 3MM paper gelegt und sofort 30 Minuten bei 120°C

gebacken, um eine Fixierung der DNA auf der Membran zu erreichen.

3.3.2.1.6 Hybridisierung

Zunachst wurde die Membran eingeschweil3t und mit der vorgewarmten
Prahybridisierungslosung bei 42 °C flir mindestens 30 Minuten auf einer Eigen-
konstruktion aus Taumler, Heizplatte und Isolierung aus Styropor und Pappe
aquilibriert. Diese Konstruktion wurde auch fur die folgenden Hybridisierungs- und
Waschschritte verwendet (Abb. 3.5.). Wahrend der Prahybridisierung erfolgte die
Vorbereitung der Hybridisierungslésung. Hierfur wurden 2,4 pmol/ml (31,8 ng/ml)
frisch denaturierte Telomer-Sonde und Prahybridisierungslosung bendtigt. Fur die
Denaturierung wurde ein Aliquot, das eine entsprechende Menge Telomer-Sonde
enthielt, mit DEPC-H,0 zu 50 ul erganzt, 5 Minuten bei 55°C inkubiert und sofort auf
Eis gestellt.
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==—————— Thermoisolierung

- Hybridisierungskammer

Heizplatte

Taumler

Abb. 3.5: Schematischer Aufbau der Hybridisierungsvorrichtung131

Diese denaturierte Sonde wurde nun zu einer entsprechenden Menge vorgewarmter

Prahybridisierungslésung gefligt. Im nachsten Schritt wurde die eingeschweilte

Membran mit der so erhaltenen Hybridisierungslésung fir mindestens 15 bis 16

Stunden bei 42°C inkubiert.

Um eventuelle Fehlpaarungen der Sonde zu l6sen, folgten im Anschluss zwei 15-
minutige Waschschritte bei 42°C mit 2xSSC/0,1% SDS. AnschlieRend wurde die

Membran noch zweimal jeweils 5 Minuten in 2xSSC und Maleinsaurepuffer/0,1%

Tween bei Raumtemperatur gewaschen.

Hybridisieren mit

DIG-(TTAGGG),-Sonde
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Abb. 3.6: Schematische Darstellung von Hybridisierung und Detektion der Telomer-

Restriktionsfragmente'*
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3.3.2.1.7 Detektion der Telomer-Restriktionsfragmente

Um eine Maskierung aller unbesetzten Bindungsstellen fur den Antikorper herbeizu-
fuhren und somit ein gunstiges Verhaltnis zwischen Signal und Hintergrund zu
erreichen, wurden die Membranen mindestens 30 Minuten einer Blockierungslosung
1% auf dem Taumler ausgesetzt. Aus dem gleichen Grund wurde auch der Anti-
korper 1:10000 in 1 % Blockierungslésung verdunnt. Die Membranen wurden mit
10ml der Antikorper-Losung in eine Folie eingeschweil3t und mindestens 30min unter
standiger Bewegung inkubiert. Danach wurde uberschissiges Antikorperkonjugat
durch zwei 15-minitige Waschschritte in Maleinsaurepuffer/0,1% Tween bei Raum-
temperatur entfernt.

Da fur die Umsetzung des Chemilumineszenzsubstrates ein alkalischer pH-Wert
Voraussetzung ist, erfolgte die Aquilibrierung der Membran in dem alkalischen
Reaktionspuffer 4 mit dem pH 9,5 fur 2 Minuten. Daraufhin wurde circa 1ml CDP-
Star-Lésung mit Hilfe eines handelsublichen Spruhkopfes gleichmaRig auf der
Membran gleichmaRig, die Membranen einzeln in Folien eingeschweil3t und 5
Minuten im Dunkeln mit dem Chemilumineszenzsubstrat inkubiert. Nach der Ent-
fernung des Uberschissigen Substrats durch Einschweilen der Membranen in neue
Folien, fand die Filmexposition in Filmkassetten bei Raumtemperatur statt. Die

Expositionszeiten lagen zwischen 15 Sekunden und 5 Minuten.

3.3.2.1.8 Strippen der Membranen

Die Membranen konnten, wenn nétig, gestrippt und erneut hybridisiert werden. Dazu
wurden die Membranen circa eine Minute bei Raumtemperatur in destilliertem
Wasser gewaschen, bevor sie 20 Minuten auf einem Ruttler bei 45°C im Ofen mit
2xSSC inkubiert wurden. Es folgten zwei weitere 5-minutige Waschschritte in 0,2 M
NaOH/0,1% SDS bei Raumtemperatur. Anschlielend konnten die Membranen ent-
weder erneut hybridisiert oder nach Einschweil3en in Folie und Zugabe von einigen
Millilitern 2xSSC im Kuhlschrank aufbewahrt werden.

3.3.2.1.9 Auswertung und Berechnung der mittleren Restriktionsfragment-
langen

Fir die Auswertung der Blots werden in der Literatur grundsatzlich zwei Verfahren

beschrieben?. In dieser Arbeit wurde die zu besser reproduzierbaren Ergebnissen

fuhrende zweite Auswertemethode, die auf der Integration der Flache unter der
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Kurve beruht, verwendet. Zusatzlich wurde eine Wichtung der Messwerte durch-
gefiihrt, um die quantitative Uberbewertung langer Restriktionsfragmente infolge
einer Bindung mehrerer Sondenmolekile, die zu einer Verstarkung des Signals
fuhrte, auszugleichen.

Die Auswertung der eingescannten Filme erfolgte densitometrisch. Mit Hilfe des
Programmes Telometric 1.2 (Fox Chace Cancer Center) wurde die mittlere
Telomerlange mindestens in einer Doppelbestimmung auf verschiedenen Blots er-
mittelt (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Beispiel der Auswertung eines Southern Blots mit Hilfe des Programms Telometric

1.2 (Fox Chace Cancer Center)"*:

links oben: Blot mit Marker und den die in die Auswertung eingehenden Flachen mar-
kierenden Saulen in der rechten Bildhilfte

links unten: Gegen die Laufstrecke aufgetragene optische Dichte des Signals der Lane 3.
Das gewichtete Integral dieser Funktion iiber der gesamten Laufstrecke ergibt
die mittlere Telomerlange der Probe

rechts unten: Berechnete Mittelwerte, Mediane, Varianz und Standardabweichung der TRF-

Langen in den markierten Lanes

Des Weiteren wurden einige MaRnahmen ergriffen, um die Reproduzierbarkeit zu

erhohen, die im Folgenden beschrieben werden:
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Auf jedem Gel wurde ein mit Digoxigenin gelabelter Langenstandard (DIG-Molecular
Weight Marker Il) mitgefuhrt, um eine eventuelle Inhomogenitat der Gele unter-
einander sowie des Gellaufs auszugleichen. Zweitens wurde fur jeden Blot ein spezi-
fisches Hintergrundsignal bestimmt, das gleichmaRig Uber die ganze Spur der Probe
abgezogen wurde. Ferner wurden die Proben uber die gesamte Lange und die ganze
Spurbreite der Signale ausgewertet. Zur Standardisierung des Verfahrens trug
zusatzlich die Mallnahme bei, dass die Auswertung aller Blots auf einmal und von

derselben Person durchgefiihrt wurde'?,

3.3.2.2 Analyse der Genexpression

3.3.2.2.1 RNA-Isolierung

Fur die RNA-Isolierung aus den in Monolayern kultivierten MSCs existierte die
RNAzol-Methode als die etablierte Extraktionsmethode fir die RNA-Isolierung aus
Aggregaten oder Zellpellets. In dieser Arbeit wurde diese Methode fur die RNA-Isolie-
rung direkt aus den Monolayer-Kulturflaschen erweitert.

Hierfir wurde das Medium aus der Kulturflasche abgesaugt, die Flasche zweimal mit
je 5 ml PBS gespult und anschlieend sorgfaltig abgesaugt. Dabei war wichtig, den
Zellrasen so weit madglich von den Losungen zu befreien. Anschliefend wurde 2 ml
RNAzol direkt in die Flasche pipettiert. Mit Hilfe eines cell scrapers wurde das
RNAzol gleichmaRig tber die gesamte Flasche verteilt und gleichzeitig die Zellen
vom Boden geldst. Durch Auf- und Abpipettieren des Zell-RNAzol-Gemisches wurde
eine Lyse der Zellen erreicht. Dann wurde das Gemisch in zwei frische RNAse freie
Eppendorf Cups uberfuhrt, je 100 ul, entsprechend 1/10 des Volumens, Chloroform
pro Cup hinzugefligt und 15 Sekunden per Hand stark geschuttelt. Nach 5-minUtiger
Inkubation der Proben bei 4°C folgte eine Zentrifugation bei 12000g und 4°C flr 15
Minuten. Dadurch bildeten sich zwei Phasen, wobei die untere, blaue, organische
Phenol-Chloroform-Phase Proteine und DNA enthielt, wahrend die RNA in der
oberen, farblosen, wassrigen Phase zu finden war. Diese RNA-haltige Phase wurde
abpipettiert, in ein neues Eppendorf-Cup uUberfuhrt und mit dem gleichen Volumen-
anteil (1VT) Isopropanol gemischt. Darauf folgte eine 45-minitige Inkubation auf Eis
bevor die Proben 15 Minuten bei 12000g und 4°C zentrifugiert und die Ubersténde
entfernt wurden. Zur Reinigung der RNA wurde je 1ml 75%iges Ethanol zu den

Pellets gegeben, durch Vortexen eine Mischung erzielt und eine erneute
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Zentrifugation, allerdings bei 7500g und 4°C flr 8 Minuten gestartet. Nach Ent-
fernung der Uberstande wurde die RNA fiir mindestens 90 Minuten zum Trocknen

aufgestellt und zuletzt in DEPC-Wasser gelost.

3.3.2.2.2 DNAse Verdau und Bestimmung der RNA-Konzentration
DNAse Verdau

Um eine Verunreinigung der RNA mit DNA ganzlich zu vermeiden, wurden alle RNA-

Proben einem DNAse Verdau unterzogen. Zu diesem Zweck wurde zu den 20 pl
RNA-Probe noch 3ul 10xPuffer und 3ul DNAse geflgt. Anschliefend wurden die
Proben mit DEPC-Wasser zu einem Endvolumen von 30ul erganzt und 30 Minuten
bei 37°C im Heizblock verdaut. Es folgte die Zugabe von 6 pl, entsprechend 0,2
Volumenanteile, Inactivation Reagent und eine 2-mindtige Inkubation bei Raum-
temperatur. Nach maximaler Zentrifugation fiir 1,5 Minuten konnte der Uberstand in
ein neues Eppendorf Cup Uberfuhrt werden.

Messen der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch.

Die Absorptionsspektrometrie liefert nur im Bereich zwischen 0,1 und 1 OD (optische
Dichte) zuverlassige Ergebnisse, was einer Nukleinsdurekonzentration von 5-
50ug/ml entspricht. Deshalb wurden die Proben mit TE-Puffer 1:36 verdliinnt und die
Absorption in einer Einmalkivette bei A= 260nm (Azsp) gemessen. Aus dem Mittel-
wert der durchgefiuhrten Doppelbestimmung wurde die RNA-Konzentration der Probe
berechnet.

Zur Uberpriifung der Reinheit der RNA wurde als Orientierungswert die Ratio, der
Quotient aus Az und Azgy herangezogen. Dieser sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
Werte kleiner als 1,6 deuten dabei auf das Vorhandensein von Phenolresten oder
verbliebenen Proteinen, deren Absorptionsmaximum bei A = 280nm liegt, hin. Werte

gréRer als 2,1 kdnnen durch eine Denaturierung der RNA verursacht werden.

3.3.2.2.3 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der Integritdt der isolieten RNA wurde im Anschluss an die
photometrische Konzentrationsbestimmung und den DNAse Verdau die Gelelektro-
phorese verwendet. Dazu wurde ein 0,8% Agarosegel in 1xTBE-Puffer hergestellt
(vgl.3.3.2.1.3).
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Die erforderlichen 2 pl Probenmengen wurden mit DEPC-Wasser zum bendétigten
Gesamtvolumen erganzt, 10 min bei 65°C erhitzt, um die Bildung von Sekundar-
strukturen zu unterbinden, und anschlieBend 2 min auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe
von 1,5 yl RNA-Sample-Loading-Buffer wurden die Proben in die Taschen aufge-
tragen. Dieser spezielle RNA-Ladungspuffer enthalt Formalin zur Inaktivierung von
RNasen sowie Formamid zur Stabilisierung der RNA-Einzelstrange. Im Anschluss an
die 1,5 bis 2-stlindige Elektrophorese bei 100V (6,67 V/cm) konnte die RNA im UV-
Licht detektiert werden, da der Farbstoff Ethidiumbromid bevorzugt neben CG-
Basepaaren interkaliert und durch die Bestrahlung mit UV-Licht (A= 302nm) zur
Emission von Licht (A = 500-590nm) angeregt wird. Dies wurde zu Dokumentations-
zwecken fotografiert. Die intakte, nicht degradierte RNA zeigt nach gelelektro-
phoretischer Auftrennung typischerweise die 18s- und die 28s- Bande (siehe Abb.
3.8).

Abb. 3.8: RNA-Kontroligel nach DNAse Verdau mit den typischen 18s- und 28s-Banden

3.3.2.2.4 Analyse telomerregulierender Genexpression der jungen und
seneszenten Zellen

Um herauszufinden, ob sich die Transkription telomerregulierender Gene bei jungen

und seneszenten Zellen unterscheidet, wurden die mRNA-Expressionen von p21,

TRF1 und TRF2, XRCC5 und SIRT1, sowie des unregulierten Housekeeping-Genes
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GAPDH mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) bestimmt. Die Expression der
GAPDH stellte dabei eine Kontrolle des rt-PCR-Laufes dar und wurde als Referenz-
wert fUr die relative Quantifikation verwendet.

Dazu mussten die RNA-Proben in cDNA transkribiert werden, um ein stabileres Pro-
dukt zu erhalten. Diese cDNA-Proben wurden dann zur Light-Cycler Analyse einge-
setzt.

cDNA — Synthese

Es erfolgte flr jede Probe eine Doppelbestimmung, woflr pro Ansatz 2 ug RNA ein-

gesetzt wurde.

Fiir die Synthese von cDNA aus RNA wurde das Enzym SuperScript™ 11 RNase H-
verwendet, eine aus E.coli isolierte reverse Transkriptase, die das pol Gen des
Moloney Murine Leukemia Virus enthalt'*"**. Dieses Enzym ist in der Lage cDNA-
Einzelstrange mit einer Lange von bis zu 12,3 kbp zu synthetisieren.

Zur Vermeidung von PCR-Kontaminationen wurden das Wasser, der an den Poly-A-
Schwanz der mRNA bindende Primer Oligo(dT), sowie die Nukleotide ATP, TTP,
GTP und CTP (dNTPs) stets aliquotiert.

1 pl Oligo(dT), 1 yl dANTPs, sowie ein 2 ug RNA enthaltenden Aliquot wurden mit
DEPC-Wasser auf 12 ul erganzt und 5 min bei 65°C zum Annealing inkubiert.
Anschlielend wurden die Proben sofort auf Eis gekuhlt und kurz anzentrifugiert.
Nach Hinzufugen von 4 ul 5xFirst-Strand Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM
KCI, 15 mM MgCly) und 2 yl 0,1 M DTT auf Eis, folgte die Erhitzung fir 2 min bei

t™ 11 RNase H Reverse

42°C. Nun wurde 1 pl reverse Transkriptase (SuperScrip
Transcriptase) hinzupipettiert und die Proben 50-60 min bei 42°C inkubiert, bevor
durch 15-minutiges Erhitzen auf 70°C der Reaktionsstopp herbeigefuhrt wurde.

Die beiden Reaktionsansatze wurden gepoolt.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR wurde unter Verwendung spezifischer Primer flr die humanen Proteine
TRF1 (5- AAT GAA GGC AGC GGC AAA AG -3’ und 5’- AGT TAC CGC AGA CTG
TTT GTC -3’), TRF2 (5’- AGG CAG CTA CGG AAT CCT C -3 und 5- GGG CTG
AAC TTT CGT TTT CAT CT -3’), p21 (5'- CCT GTC ACT GTC TTG TAC CCT -3
und 5- GCG TTT GGA GTG GTA GAAATC T -3’), XRCC5 (5- GAC GTG GGC TTT
ACC ATG AGT -3’ und 5’- TCA GTG CCA TCT GTA CCA AAC -3’), SIRT1 (5’- CGC
TGG CCG ACA ACT TGT A -3’ und 5’- CAT GTG AGG CTC TAT CCT CCT -3’) und
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GAPDH (5’- GAA GGT GAA GGT CGG AGT C -3’ und 5- GAA GAT GGT GAT GGG
ATT TC -3’) im Light-Cycler® gemaR den Herstellerempfehlungen durchgefiihrt.

Ein 20 uyl Ansatz bestand aus 2 ul Probe, entsprechend 0,5 pug cDNA, und 18 pl
Master-Mix. Die Zusammensetzung des Master-Mixes fiel je nach Primer unter-
schiedlich aus, da sie von der fur den einzelnen Primer optimalen MgCl,-

Konzentration in der Probe abhangig war. Sie ist der folgenden Tabelle zu ent-

nehmen:
TRF1 TRF2 p21 XRCC5 SIRT1 GAPDH
Primer 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl
FastStart 2 ul 2 ul 2 ul 2yl 2 ul 2 ul
2,4yl 1,6 pl 1,6 pl 1,6 ul 0,8 pl 1,6 ul
MgCl,
(4mM) (3mM) (3mM) (3mM) (2mM) (3mM)
H.O 13,2 pl 14 ul 14 ul 14 ul 14,8 pl 14 pl

Tab. 3.1: Zusammensetzung des Master-Mix

Der Negativkontrolle wurde anstelle der cDNA-Probe 2 pl Wasser zugegeben. Nach
Zugabe des Fast Starts wurden die Ansatze in einer Dunkelbox weiterbearbeitet. Die
Analyse der Ansatze erfolgte letztlich in einer Dreifachbestimmung im Light-Cycler

zusammen mit Standardansatzen. Die Auswertung erfolgte mit der Pfaffl-Methode'®.

3.3.3 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS® 17,0 for Windows ver-
wendet.

Zusammenhange zwischen zwei MessgrofRen wurden unter Verwendung der Metho-
den der linearen Regression und der Korrelationsanalyse nach Pearson analysiert.
Mit Hilfe des T-Test sollten eventuelle statistisch signifikante Unterschiede zwischen
verschiedenen Gruppen gezeigt werden. Die Kontrolle der Normalverteilung erfolgte
mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test mit einem Signifikanzniveau nach Lillefors und
dem Shapiro-Wilk-Test.
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Bei einem p < 0,05 wurde die Korrelation bzw. der Unterschied zwischen verschie-

denen Gruppen als signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung und Optimierung der benotigten Methodik

Ein erster Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Etablierung und Optimierung
der im Regensburger Tissue Engineering Labor teilweise bereits eingeflhrten
Methoden'?. Die Methoden fiir die Bestimmung der Telomerldngen und der Gen-
expression, sowie fur den Nachweis von Seneszenz wurden Uberdacht und

zugunsten der Benutzerfreundlichkeit optimiert.

4.1.1 X-Gal Farbung

Zunachst wurde ein einfach durchfihrbarer und gangiger Seneszenz-Nachweis be-
notigt. HierfUr bot sich die Etablierung der Farbung mit Bromo-chloro-indol-
Galaktopyranosid (X-Gal) an, einem Substrat der seneszenzspezifischen -
Galaktosidase. Dieses Enzym ist ein Biomarker, der sich spezifisch im Zytosol
seneszenter, nicht aber praseneszenter Zellen nachweisen lasst'’. Fiir die Farbung
wurde ein in der Literatur beschriebenes Protokoll im Vorfeld mehrfach durchgefuhrt.
Der in 3.3.1.5 beschriebene Versuchsablauf lieferte dabei stets reproduzierbare
Ergebnisse. Um den Kulturbedingungen in den 75 cm? Monolayern moglichst nahe
zu kommen, wurden zu Beginn und am Ende jeden Versuchs Zellen in 6-Well-Platten
ausgesat. Es stellte sich heraus, dass es am gunstigsten war, jeweils circa 20 000
Zellen pro Well auszusahen, da dies in etwa der Zelldichte in den Kulturflaschen ent-

sprach. Die MSCs wurden nach 24 bis 48 Stunden zeitnah gefarbt.
4.1.2 Bestimmung der Telomerlange

4.1.2.1 DNA-Isolierung

Die bisher etablierte Methode zur Isolierung von DNA aus MSCs war die Phenol-
Chloroform-Methode. Da diese aber einen enormen Zeitaufwand und vor allem Zell-
materialbedarf bedeutete, wurde im Rahmen dieser Arbeit nach einer geeigneteren
Methode gesucht. Zunachst erschien das beste Verfahren die Isolierung mittels DNA-
STAT 60™-Methode der Firma Tel-test Inc. zu sein. Diese Methode basiert auf

einem monophasischen Reagenz, das aus einer chaotropischen Komponente zur
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Zelllyse und einer phenolfreien Extraktionskomponente besteht, vergleichbar mit dem
RNAzol zur RNA-Extraktion. DNA-STAT 60™ versprach erstens einen geringeren
Bedarf an Zellmaterial, da laut Hersteller die reverse Isolation moglich sein sollte und
zwar aus dem RNAzol-Ansatz, der zur RNA-Isolation bendtigt und dessen Uberstand
inklusive DNA normalerweise verworfen wird. Zweitens erhoffte man sich dadurch
eine Verringerung des Zeitaufwandes, da RNA und DNA aus einer einzigen Probe
isoliert werden sollten. Allerdings wurde diese Methode nach verschiedenen
Modifikationsversuchen sowohl auf Grund mangelnder Reinheit der DNA als auch zu
geringer Ausbeute verworfen.

Es folgte die Priifung, ob das Pure PCR Template Preparation Kit® von Roche® den
Anforderungen des TRF-Assays gerecht wurde. Tests mit unterschiedlichen Zellan-
zahlen ergaben, dass die Ausbeute bei 0,5 bis 1 x 10° Zellen pro Saulchen am
Groliten war. Deshalb wurde diese Menge fir alle weiteren Versuche verwendet.
Des Weiteren wurde der Eluierungs-Puffer durch Wasser ersetzt, dessen pH-Wert
zuvor auf 8,0 angehoben wurde.

Die Integritat der DNA wurde gelelektrophoretisch kontrolliert (vgl. 3.3.2.1.3) und die
Ausbeute photometrisch bestimmt (vgl. 3.3.2.1.2). Die Saulchen-Methode zeigte
bezuglich Qualitdt und Quantitat hervorragende Ergebnisse, so dass sie sich fur

dieses Experiment als geeignet erwies.

4.1.2.2 Hybridisierung

Fur die Hybridisierung der Membranen war normalerweise die Zuhilfenahme eines
Hybridisierungsofens gebrauchlich und nétig. Um diesen wichtigen Arbeitsschritt von
diesem Gerat unabhangig zu machen, wurde im Rahmen dieser Arbeit nach einer
Alternative gesucht. Da die geforderten 42°C auch von einer Heizplatte erreicht wer-
den, wurde untersucht, ob das EinschweilRen der Membranen und Inkubieren auf der
Heizplatte mit einem aus Styropor konstruierten ,Deckel“ ebenso effektiv war. Um
eine gleichmaRige Verteilung der Losungen auf die Membranen zu erzielen, wurde
die modifizierte Heizplatte zusatzlich auf einen Taumler gestellt (siehe Abb. 3.5). Ein
weiterer Vorteil neben der logistischen Erleichterung dieses Vorgehens war zu-
satzlich das Einsparen von Material respektive Puffer- und Hybridisierungslésung, da
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durch Einschweif3en der Membranen in Folie eine erhebliche Reduktion der Puffer-
und Hybridisierungslosung maoglich war.

Es zeigte sich, dass die Hybridisierung auf diese Art und Weise ebenso effektiv war
wie zuvor im Hybridisierungsofen. Ein weiterer Vorteil dieses Vorgehens war, dass es
die Moglichkeit bot, mehrere Membranen Ubereinander zu platzieren und somit zeit-

gleich zu hybridisieren.

4.1.3 Bestimmung der Genexpression

4.1.3.1 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung existierte bereits die etablierte RNAzol-Methode, die allerdings
fir die Belange dieser Arbeit modifiziert und optimiert werden musste, da sie
zunachst lediglich fur die Isolierung aus Aggregaten und Zellpellets etabliert war. Es
wurde nach einer Mdoglichkeit gesucht, die Zellen ohne Abtrypsinieren und somit
ohne potentielle Veranderung der Transkription direkt aus den 75 cm? Monolayern zu
isolieren. Es ergab sich, dass die in 3.3.2.2.1 beschriebene Vorgehensweise sowohl
betrefflich Ausbeute als auch Integritat der RNA gut geeignet war. Kontrolliert wurde
die Integritat der RNA dabei durch gelelektrophoretische Auftrennung (vgl. 3.3.2.2.3).
Die RNA-Ausbeute wurde photometrisch bestimmt (vgl. 3.3.2.2.2).

41.3.2 PCR
Zur Uberpriifung der Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der Genexpression wurden
folgende Kriterien herangezogen:

¢ Verwendung nicht degradierter RNA

e Verwendung mit DNAse behandelter RNA-Proben

e Quantifizierung von Negativkontrollen in den PCR-Laufen

e Verwendung interner Standards in den PCR-Laufen

Die Kontrolle der RNA-Proben nach dem DNAse Verdau im Agarosegel, wo sich die
fur die intakte RNA typischen 18s- und 28s-Banden zeigten (Abb. 3.8.), sollte die

Reproduzierbarkeit der Messergebnisse erhdhen.
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4.2 Analyse der Zellproliferation

4.2.1 Analyse der Zellproliferation mesenchymaler Progenitorzellen

Fir diesen Versuchsteil wurden MSC-Kulturen aus drei mannlichen Donoren Uber 5
bis 9 Passagen gezichtet bis zur Seneszenz (vgl. 3.3.1.1). Zu jedem
Passagezeitpunkt wurde die Populationsverdoppelung nach der in 3.3.1.3 beschrie-
benen Methode bestimmt und gegen die Kultivierungszeit in Tagen aufgetragen.
Nach 5 bis 9 Passagen erreichten die MSCs kumulative Populationsverdoppelungen
(cpd) von 10,6 bis 23,2.

Die kumulativen Populationsverdoppelungen wurden gegen die Kultivierungsdauer in

Tagen aufgetragen.

cpd 8

0 50 100 150 200 250

Tage

Abb. 4.1: Typischer Verlauf der Proliferationsgeschwindigkeit am Beispiel LN619

Wie aus Abb. 4.1 ersichtlich, erreichte die Proliferationsgeschwindigkeit gegen Ende
des Versuchs nahezu ein Plateau. Folglich war die Proliferationsaktivitat nur noch in
geringem Malde (cpd/4 Wochen < 1) vorhanden, was Kennzeichen der replikativen
Seneszenz ist.

Im Durchschnitt betrug die Proliferationsgeschwindigkeit der MSCs 15,2 cpd pro 100
Tage, wobei hier nur die Werte der jungen MSCs der Kontrollgruppen einbezogen
wurden. Das mittels Regressionsanalyse ermittelte Bestimmtheitsmald R? betrug
0,96 (vgl. Abb. 4.2)
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Abb. 4.2: Proliferationsgeschwindigkeit aller jungen Kontrollgruppen

Die Korrelationsanalyse nach Pearson lieferte einen Korrelationskoeffizienten von
0,899. Das heil’t, es ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen kumulativen

Populationsverdoppelungen und Kultivierungsdauer (p < 0,0001).

4.2.2 Zellproliferation von mit Hormonen kultivierten mesen-

chymalen Progenitorzellen

Um die Wirkung von Ostrogen und Tamoxifen auf die Zellproliferation zu erfassen,
wurden parallel zur Kontrollgruppe, Zellen unter den 7 weiteren Untersuchungs-
bedingungen kultiviert, bei jeder Passage die Zellzahl bestimmt und daraus die cpd
errechnet (vgl. 3.3.1.2 und 3.3.1.3).

Die errechneten kumulativen Populationsverdoppelungen wurden auch hier gegen
die Dauer der Kultivierung aufgetragen. Im direkten Vergleich zur Kontrollgruppe
ergaben sich hieraus keine Unterschiede (siehe Abb. 4.3). Auch statistisch analysiert
konnten sich keine relevanten Unterschiede bezlglich Proliferationsgeschwindigkeit

zwischen den verschiedenen Kultivierungsbedingungen herauskristallisieren.
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Abb. 4.3: Proliferationsgeschwindigkeiten unter Hormoneinfluss (LN 604): keine Unterschiede.
Kontrollgruppe (K), Tamoxifen 10°M (T7), Ostrogen 10”M (07), Ostrogen 10°M (69), Ostrogen
10""M (611), Ostrogen/Tamoxifen 10"M (OT7), Ostrogen/Tamoxifen 10°M (OT9),
Ostrogen/Tamoxifen 10"'M (8T11)

Die Korrelationsanalyse nach Pearson lieferte folgende Korrelationskoeffizienten
(siehe Tab. 4.1) und zeigte somit eine signifikante Korrelation der kumulativen
Populationsverdoppelungen und der Kultivierungsdauer in allen Gruppen (p <
0,0001).

K T7 o7 09 | O11 | OT7 | OT9 | OT11

Korrelationskoeffizent | 0,899 | 0,889 | 0,897 | 0,891 | 0,897 | 0,892 | 0,896 | 0,893

Tab. 4.1: Werte der Korrelationskoeffizienten der Korrelationsanalyse nach Pearson zwischen
cpd und Kultivierungsdauer

Es zeigten sich signifikante bis hochsignifikante Unterschiede (siehe Tab. 4.2)
hinsichtlich Proliferation zwischen jungen und seneszenten Zellen im T-Test zur
Analyse zweier gepaarter Stichproben und zwar unter allen Untersuchungs-

bedingungen.
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Abb. 4.4: Reduktion des Zellwachstums von seneszenten im Vergleich zu jungen Zellen

(s= seneszent)

Signifikanz
Untersuchungs- Mittelwert Standard- .
. ) (T-Test jung versus
bedingung [cpd/28 Tage] abweichung
seneszent)
K 4,6 0,31
K seneszent 1,9 0.15 0,002
17 4,7 0,12
T7 seneszent 2.4 0.14 0,002
07 47 0,15
O7 seneszent 2.1 0,05 0,003
09 438 0,41 o
09 seneszent 1,9 0.10 :
O11 4,8 0,57
011 seneszent 2.3 0.19 0,043
o17 4,6 0,43
OT7 seneszent 2,0 0,08 0,016
OT9 4,5 0,38
OT9 seneszent 2,2 0.14 0,023
0T1 1 4’4 0,28
OT11 seneszent 2,1 0.12 0,009

Tab. 4.2: Ubersicht der Mittelwerte und Standardabweichungen der Proliferation iiber 28 Tage.
Die Signifikanzen des T-Test zur Analyse der Unterschiede hinsichtlich Proliferation zwischen

jungen und seneszenten Zellen konnen der letzten Spalte enthommen werden.
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4.3 Analyse der Morphologie und der R-Gal- Expression

4.3.1 Morphologie und R-Gal-Expression junger Zellen
Zu Beginn jeden Versuchs wurden die jungen Zellen der drei Donoren hinsichtlich

ihrer Morphologie und SA-B-Galaktosidase-Expression beurteilt:

100 pm 100 pm

J J:X -Gal
Abb. 4.5: Junge Zellen (LN604) zu Beginn des Versuchs mit fibroblastoider Morphologie (J),

sowie negativem SA-R-Galaktosidase-Nachweis (J:X-Gal) mit Phasenkontrast

Die jungen Zellen der drei Donoren zeigten eine fibroblastoide, spindelférmige,
schlanke Gestalt mit langen Zellauslaufern, wie in Abb. 4.5 exemplarisch dargestellt.

In der X-Gal Farbung (vgl. 3.3.1.5) zeigten die jungen Zellen erwartungsgemal keine
oder nur vereinzelte Blaufarbung, d.h. keine SA-Galaktosidase-Expression. Sie gal-

ten somit als geeignet und konnten fur den Versuch benutzt werden.

4.3.2 Morphologie und B-Gal-Expression seneszenter Zellen

Im praseneszenten Zustand sowie vor Beendigung des Versuchs wurden erneut
Morphologie und SA-R-Galaktosidase-Expression der Zellen bestimmt und beurteilt.
Die MSCs zeigten im Verlauf deutliche morphologische Veranderungen. Die Zell-
leiber wirkten zunehmend verplumpt und vergrébert. Die Fibroblasten-ahnliche Mor-
phologie wurde zusehends eingebuft. Es zeigten sich nur noch wenige aus-
gezogene Zellauslaufer. Eine perinukledare Granulierung wurde sichtbar (Abb. 4.6)
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S
Abb. 4.6: Veranderungen der Morphologie praseneszenter Zellen (PS) und seneszenter Zellen
(S) (LN 604)

Abb. 4.7: SA-R-Galaktosidase-Expression (blau) seneszenter Zellen (LN 604)

Die SA-R-Galaktosidase-Expression nahm wahrend der Kultivierung stark zu, so
dass am Ende uber 80% der Zellen eine Blaufarbung zeigten (Abb. 4.7)

Es konnten allerdings keine relevanten Unterschiede bezuglich Morphologie und SA-
R-Galaktosidase-Expression zwischen den einzelnen Versuchsgruppen identifiziert
werden. Die Anzeichen einer replikativen Seneszenz zeigten sich also in allen

Versuchsgruppen gleichermalien.

54



Ergebnisse

4.4 Analyse der Telomerlange

4.4.1 Telomerlangenverkiirzung zunehmend seneszenter mesen-

chymaler Progenitorzellen

Die MSCs von drei Spendern wurden zunachst kultiviert und 5- bis 9-mal passagiert.
Fur das Verhalten der Telomerlange der Kontrollgruppe wurden 20 DNA-Proben, die
jeweils zum Zeitpunkt einer jeden Passage gewonnen wurden, mittels TRF-Assay
analysiert (vgl. 3.3.2.1). Jede Probe wurde densitometrisch ausgewertet, die
Telomerlangen berechnet (vgl.3.3.2.1.9) und gegen die Anzahl der Zellpopulations-
verdoppelungen aufgetragen (siehe Abb. 4.8).

Die mittleren Telomerlangen lagen zu Beginn zwischen 9,4 kbp und 10,9 kbp (MW %
SD: 10370 bp + 674 bp). Uber die gesamte Versuchszeit nahmen die Telomere im
Mittel um 102 bp (MW £ SD: 102 bp + 6,8 bp) pro Zellpopulationsverdoppelung auf
Werte zwischen 8,2 kbp und 9,5 kbp (MW + SD: 8727 bp £ 556 bp) ab.
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Abb. 4.8: Absolute Telomerldngen im Verlauf des Versuchs (LN 604)

Da das Problem der Heterogenitat der Ausgangstelomerlangen die Auswertung und
Beurteilung der Telomerabnahme erschwerte, wurden die absolut gemessenen
Werte auf die zugehdrigen Ausgangswerte bezogen. Die dadurch erhaltenen relati-
ven Telomerlangen wurden als Funktion der Zellpopulationsverdoppelungen aufge-
tragen (siehe Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Relative Telomerlangen der zunehmend seneszenten MSCs

Mittels linearer Regressionsanalyse ergab sich eine mittlere relative
Telomerverkurzung von 0,98% der Ausgangslange pro Zellpopulationsverdoppelung
(MW £ SD: 0,0098 + 0,0004619). Bei einem Koeffizienten von 0,976 war die

Korrelation nach Pearson der Telomerlange und der cpd signifikant bei (p<0,0001).

4.4.2 Telomerlangenverkiurzung unter dem Einfluss von 17-B-
Ostradiol

Um die Auswirkung von 17-B-Ostradiol auf die Telomerldnge von mesenchymalen
Progenitorzellen zu erfassen, wurden drei Versuchsgruppen gebildet. Flr die erste
wurden die MSCs in Medium gezlichtet, welches 107" M 17-R-Ostradiol enthielt. Der
zweiten Gruppe wurde das Hormon in einer 10 -molaren Konzentration beigefiigt.
Der dritten Gruppe wurde 10™"" M Ostradiol zugesetzt.

Um die Telomerlangenveranderung unter diesen Bedingungen zu messen, wurden
18 DNA-Proben pro Gruppe, insgesamt 54, mittels TRF-Assay analysiert (vgl.
3.3.2.1). Zu Beginn der Kultivierung lagen die Langen der Restriktionsfragmente
zwischen 8,9 kbp und 10,9 kbp (MW + SD: 10051 bp + 877 bp) fiir Ostrogen 107 M,
zwischen 8,5 kbp und 10,9 kbp (MW + SD: 9921 bp + 1020 bp) fiir Ostrogen 10° M,
und fiir die dritte Bedingung Ostrogen 10™"" M zwischen 8,7 kbp und 10,9 kbp (MW +
SD: 10007 bp + 937 bp). Die Telomere nahmen im Laufe des Versuchs in den drei
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Gruppen unterschiedlich stark ab: In der ersten (O7) Gruppe verkirzten sich die
Chromosomenenden lediglich um 64,6 bp pro cpd (MW = SD: 64,6 bp/cpd £+ 2,2
bp/cpd) auf Werte zwischen 8,0 kbp und 9,6 kbp (MW + SD: 8917 bp + 694 bp). Die
zweite Gruppe (O9) verlor im Mittel 72,5 bp pro Zellpopulationsverdoppelung (MW +
SD: 72,5 bp/cpd £ 14,3 bp/cpd), besal’ also am Ende noch zwischen 7,7 kbp und 9,5
kbp (MW £ SD: 8796 bp + 783 bp) lange Telomere. Unter der dritten Versuchs-
bedingung, O11, zeigte sich ein Verlust von 85,3 bp pro cpd (MW + SD: 85,3 bp/cpd
+ 20,7 bp/cpd), das bedeutete eine Abnahme der Telomerlange auf Werte zwischen
7,8 kbp und 9,2 kbp (MW + SD: 8650 bp + 574 bp).

Auch  hier wurden zur besseren Veranschaulichung die relativen
Restriktionsfragmentlangen bestimmt und als Funktion der Anzahl der Zell-

verdoppelungen aufgetragen (siehe Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Relative Telomerverkiirzung mesenchymaler Stammzellen unter dem Einfluss von
17-B-Ostradiol in 107 (67), 10° (69) und 10™" (©11) M, sowie der Kontrollgruppe (K)

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (vgl. 4.4.1) war die relative Telomerverkirzung pro
Zellpopulationsverdoppelung der dritten Gruppe (011) mit 0,91%/cpd (MW + SD:
0,00907/cpd £+ 0,00130/cpd) geringer als die der Kontrollgruppe, allerdings noch
héher als die zweite Gruppe (09) mit 0,73% Verlust pro cpd (MW + SD: 0,00727/cpd
+ 0,00059/cpd). Am geringsten fiel der Basenpaarverlust in der O7-Gruppe mit 0,72%
des Ausgangswertes pro cpd aus (MW x SD: 0,00717/cpd + 0,00110/cpd). Das
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BestimmtheitsmaR R? der Regressionsgeraden betrug 0,899 fiir Ostrogen 107 M,
0,881 fiir Ostrogen 10”° M und 0,883 fiir Ostrogen 10™"" M.

Die Korrelationsanalyse nach Pearson ergab eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen kumulativer Populationsverdoppelung und Telomerverkurzung mit
Korrelationskoeffizienten von 0,948 (07), 0,939 (O9) und 0,949 (O11) (p<0,0001).
Mit Hilfe des T-Tests zur Untersuchung gepaarter Stichproben konnte im Bezug auf
die Kontrollgruppe ein signifikant geringerer Telomerverlust in zwei der drei
Untersuchungsbedingungen verifiziert werden. Sowohl die Zellen, die mit einer 107 -
molaren 17-R-Ostradiol-Konzentration (p=0,019) angeziichtet wurden, als auch die
MSCs, die der 10®° molaren Ostrogenlésung (p=0,043) ausgesetzt waren, biiten
signifikant weniger an Telomerlange ein (siehe Abb. 4.11). Bei der letzten Ostrogen-

gruppe (O11) war der Telomerverlust nicht signifikant verandert (p=0,30).
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Abb. 4.11 Relativer Telomerverlust (bp/cpd)

4.4.3 Telomerlangenverkiirzung unter dem Einfluss von 17-B-

Ostradiol/ Tamoxifen und Tamoxifen

Da Tamoxifen der weitverbreitete und vor allem auch klinisch eingesetzte Antagonist

des Ostrogens ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit zusétzlich untersucht, ob die
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durch Ostrogen induzierten Anderungen beziiglich Telomerlange durch den Zusatz
von Tamoxifen in aquimolaren Mengen hemmbar sind.

Fir diesen Teil des Versuchs wurden nun drei weitere Untersuchungsbedingungen
analysiert: Den Nahrmedien mit den Ostrogen-Konzentrationen 107 M, 10° M und
10" M wurden dquimolare Mengen Tamoxifen beigefiigt.

Da die alleinige Wirkung von Tamoxifen bezuglich Restriktionsfragmentelange unklar
war, und um daraus entstehende Fehlinterpretationen zu verhindern, wurde zusatz-
lich eine Tamoxifen-Kontrollgruppe untersucht. Fur diese Gruppe wurden die Zellen
in Medium mit einer 107 "molaren Tamoxifen-Konzentration kultiviert.

Fur die Ermittlung der Telomerentwicklung unter diesen vier Untersuchungs-
bedingungen wurden die Zellen derselben Spender verwendet, wie fiir die Ostrogen-
gruppen. Die Zellen wurden dabei ebenfalls Uber einen Zeitraum zwischen 94 und
192 Tagen gezuchtet und dabei 5- bis 9-mal passagiert. Die bei jedem
Passagezeitpunkt entnommenen DNA-Proben, insgesamt 72, wurden mittels TRF-
Assay analysiert (vgl.3.3.2.1) und ausgewertet.

Tab. 4.3 zeigt eine Ubersicht der Mittelwerte der Telomerldngen zu Beginn und am
Ende der Kultivierung, sowie den absoluten Basenpaarverlust pro Zellpopulations-

verdoppelung.

Unter- Telomerlange Telomerlange Mittlere
suchungs- | n | Kultivierungsbeginn Kultivierungsende Telomerverkurzung
bedingung [bp] [bp] [bp/cpd]

MW SD MW SD MW SD

T 3 10185 772 8302 541 106 4,7
oT7 3 10013 1012 8603 1093 100 9,2
OT9 3 10345 947 8881 948 110 14
OT11 3 9964 1253 8269 1312 102 10

Tab. 4.3: Telomerlangen zu Beginn und am Ende der Kultivierung und mittlere
Telomerverkiirzung (bp/cpd) der Tamoxifen-Kontrollgruppe und der drei Ostrogen/Tamoxifen-

Gruppen.
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Die relative Telomerverkurzungen konnen Tab. 4.4 entnommen werden.

Unter- Mittlere relative Korrelation
suchungs- | n | Telomerverkurzung | relative Telomerverkurzung -
bedingung [%] cpd (p< 0,0001)

MW SD Korrelationskoeffizient
T 3 1,05 0,09 0,973
OoT7 3 1,01 0,15 0,805
oT9 3 1,08 0,22 0,850
OT11 3 1,04 0,23 0,789

Tab. 4.4: Relative Telomerlangenverkiirzung (%) der Tamoxifen-Kontrollgruppe und der drei

Ostrogen/Tamoxifen-Gruppen, sowie Korrelation zwischen relativer Telomerverkiirzung und

kumulativer Zellpopulationsverdoppelung.

Unter Verwendung der Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte sich in allen

Gruppen

eine

statistisch

signifikante

Korrelation zwischen

Telomerverkurzung und kumulativer Zellpopulationsverdoppelung.

Relative Telomerlange in %
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Abb. 4.12: Relativer Telomerverlust der MSCs, die mit Tamoxifen 107 (T), Ostrogen/Tamoxifen
107 (OT7), 10° (6T9) und 10™" (BT11) M kultiviert wurden. Fiir jede Gruppe ist die Regressions-

gerade dargestellt.
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Das Bestimmtheitsmal} R? der Regressionsgeraden betrug 0,887 fur die T7-Kontroll-
gruppe, 0,648 fiir die OT7-Gruppe. Die lineare Regressionsanalyse der OT9-Gruppe
lieferte ein Bestimmtheitsmal R? von 0,723 und die der OT11-Gruppe einen Wert
von 0,651 (siehe Abb. 4.12).

Der T-Test zur Untersuchung gepaarter Stichproben ergab flr diese Unter-

suchungsbedingungen keine statistisch signifikanten Unterschiede (vgl. Abb. 4.11).

4.5 Analyse der Genexpression

Zur Analyse der Genexpression unter Kontrollbedingungen bzw. unter Kultivierung
mit den verschiedenen Hormonkonzentrationen erfolgten Probenentnahmen zu Be-
ginn des Versuchs, zum Zeitpunkt der ersten Passage unter Hormoneinfluss und am
Ende des Versuchs. Hierzu wurden den 8 Untersuchungsbedingungen Zellen im
konfluenten Zustand entnommen, die RNA daraus isoliert (vgl. 3.3.2.2.1) und mit
Hilfe der PCR die Expression der Gene TRF1, TRF2, p21, XRCC und SIRT1 be-
stimmt. Die zusatzliche Bestimmung der Expression des Housekeeping-Genes
GAPDH diente als Normierung.

Im Folgenden ist die relative Genexpression bezogen auf die Kontrollgruppe darge-

stellt.

4.5.1 Expression von TRF 1 und TRF 2

Weder TRF1 noch TRF2 wurden durch die Zugabe von Ostrogen bzw. Tamoxifen
verandert exprimiert. Es zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in
der Expression der beiden Gene zwischen jungen und seneszenten Zellen (siehe
Abb. 4.13 und Abb. 4.14)
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Abb. 4.13: Expression von TRF1 in jungen und seneszenten (s) MSCs mit und ohne Hormon-

substitution
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Abb. 4.14: Expression von TRF2 in jungen und seneszenten (s) MSCs mit und ohne Hormon-

substitution
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4.5.2 Expression von p21

Die Analyse der Expression von p21 ergab eine signifikante Erhéhung auf etwa das
Dreifache in den seneszenten Zellen im Vergleich zu den jungen MSCs. Dies konnte
in allen Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Allerdings scheint die Hormon-
substitution in keinem Fall eine Veranderung der Genexpression hervorzurufen
(siehe Abb. 4.15). Mittels T-Test zur Analyse gepaarter Stichproben lielken sich die
folgenden Signifikanzen ermitteln: Kontrollgruppe (p= 0,047), O7 (p= 0,045), O9 (p=
0,014), O11 (p= 0,05), T7 (p= 0,049), OT7 (p= 0,036), OT9 (p= 0,049) und OT11 (p=
0,047).
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Abb. 4.15: Expression von p21 in jungen und seneszenten (s) MSCs mit und ohne Hormon-
substitution

4.5.3 Expression von XRCC

Eine signifikante Downregulation der XRCC-Expression auf das 0,6-fache zeigte sich
in den Ostrogengruppen und der Kontrolle (siehe Abb. 4.16). In den gemischt
Tamoxifen/Ostrogen-Gruppen, sowie der Tamoxifengruppe zeigte sich keine signifi-
kante Veranderung.
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Die mittels T-Test berechneten Signifikanzen sind der folgenden Tabelle zu ent-

nehmen:

sK sO7 sO9 sO11 sT7 sOT7 | sOT9 | sOT11

P 0,007 | 0,022 | 0,038 | 0,036 | 0,108 | 0,637 | 0,070 | 0,680

Tab. 4.5: Signifikanzen der seneszenten (s) Gruppen.
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Abb. 4.16: XRCC-Expression in jungen und seneszenten (s) MSCs. Darstellung aller Versuchs-
gruppen

4.5.4 Expression von SIRT 1

Auch die SIRT1-Expression veranderte sich signifikant zwischen den jungen und den
seneszenten MSCs. In den seneszenten Zellen konnte eine Hochregulation bis auf
das 1,8-fache im Vergleich zu den jungen Zellen detektiert werden. Dies galt fir alle
Untersuchungsbedingungen (siehe Abb. 4.17). Die Behandlung mit verschiedenen
Hormonkonzentrationen hatte keinen Effekt auf die Expression von SIRT1 (siehe
Abb. 4.17). Fiur die seneszenten Gruppen galt: Kontrollgruppe (p=0,019), O7
(p=0,021), O9 (p=0,043), O11 (p=0,049), T7 (p=0,042), OT7 (p=0,02), OT9 (p=0,02),
OT11 (p=0,014).
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Abb. 4.17: SIRT1-Expression junger und seneszenter (s) MSCs unter den verschiedenen

Kultivierungsbedingungen
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5 Diskussion

Der Gelenkknorpel ist ein Ostrogen-sensibles Gewebe. Ostrogen beeinflusst sowohl
das physiologische Wachstum®, als auch degenerative Prozesse am Knorpel'®.
Das heifdt, Ostrogen steht in gewisser Weise in Zusammenhang mit dem Alterungs-
prozess des Knorpels. Auf molekularer Ebene bestimmen unter anderem
Telomerlange und Telomeraseaktivitat den Alterungsprozess47'56. Dies ist insofern
interessant, als dass bekannt ist, dass eine imperfekte Bindungsstelle fiir Ostrogen
im Bereich des hTERT-Promotors existiert, und dadurch die Telomeraseexpression
reguliert wird®. Es kann also durchaus ein Zusammenhang zwischen Ostrogen-
exposition, Zellproliferation und Zellalterung des Knorpels vermutet werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Ostrogen die Zellproliferation

und die Zellalterung von humanen MSCs beeinflusst.

5.1 Analyse der Zellproliferation

Mesenchymale Stammzellen stellen eine multipotente Stammzellpopulation mit viel-
faltigem Differenzierungspotential dar. Sie kénnen nicht nur zu Chondrozyten,
sondern auch zu Adipozyten, Osteoblasten, glatten Muskelzellen wu.a.
differenzieren™%11.

In vitro weisen die MSCs zwar eine hohes Mal} an Proliferationsfahigkeit auf, aller-
dings sind sie nicht fahig, sich unendlich oft zu teilen, sondern treten nach ungefahr
24-41 cpds in Abhangigkeit des Donoralters in das Stadium der Seneszenz ein''.
Dies spielt insbesondere beim Tissue Engineering eine gro3e Rolle, da die Zellen
hierfirr in vitro massiv expandiert werden miissen®®', bevor sie dem Patienten erneut
eingesetzt werden konnen.

In dieser Arbeit proliferierten die MSCs der drei Spender die ersten 50 bis 127 Tage
relativ schnell. Danach verlangsamte sich ihre Proliferation, bis sie schliefdlich
seneszent wurden. Dies geschah nach durchschnittlich 16,1 kumulativen
Populationsverdoppelungen (cpd). Dabei konnten gro3e Schwankungen zwischen
den Spendern beobachtet werden. Die in der Literatur beschriebenen 24-41
cpd ™2 konnten nur in einer Kultur mit 23,16 cpd annédhernd erreicht werden. Dies

kann eventuell dadurch erklart werden, dass in dieser Arbeit eine Erfassung und
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Berucksichtigung der ersten Proliferationsphase zwischen Knochenmarksentnahme
und Kryokonservierung nicht moglich war. Deshalb konnten die Populations-
verdoppelungen, die in dieser ersten Phase stattgefunden hatten, in den
Berechnungen nicht berucksichtigt werden. Andere Forschergruppen erreichten unter
ahnlichen Kulturbedingungen wie in dieser Arbeit vergleichbare Werte flr cpd und
Proliferationsgeschwindigkeit™>. Colter et al. berichteten {ber einzelne MSC, die
sogar bis zu 50 cpd in nur 10 Wochen expandiert werden konnten, jedoch unter der
Bedingung, dass sie durchgehend in niedriger Zelldichte kultiviert wurden'. Auch
Colter et al. konnten bei MSCs, die in hoherer Zelldichte kultiviert wurden, diese ho-
hen cpd nicht erreichen™*. In dieser Arbeit wurden immer 200000 MSCs in 75cm?
Monolayern ausgesat und bei einer Konfluenz von circa 90% passagiert. Sie waren
somit einer relativ hohen Zelldichte ausgesetzt. Des Weiteren sollte man stets im
Hinterkopf bewahren, dass eine Analyse der kumulativen
Populationsverdoppelungen stets Verluste wie etwa durch Apoptose oder sonstige
Ereignisse unterschlagt'*. Dies ist ein ebenso bekanntes Problem wie die groRen
interindividuellen Schwankungen der Proliferationskapazitat von MSCs'*.

Mit der Absicht, die Zellproliferation unter Einfluss von Ostrogen und Tamoxifen zu
untersuchen, wurden die Zellen der drei Spender nach der ersten Passage in unter-
schiedliche Untersuchungsgruppen aufgeteilt und ab diesem Zeitpunkt in Medium mit
Hormon kultiviert. Die Entscheidung fiel auf drei Ostrogengruppen mit den
Konzentrationen von 107M, 10°M und 10"'M. Dies entspricht physiologischen
Serumleveln und zwar denen in der Schwangerschaft (107M), periovulatorisch (10
°M) bzw. den Serumspiegeln bei postmenopausalen Frauen (107'"M)™e. Um
konstante Versuchsbedingungen zu gewahrleisten, wurden bewusst nur Zellen aus
mannlichen Spendern verwendet, da die Ostrogenlevel bei Mannern weitgehend
konstant sind und nicht zyklus- und altersabhangigen starken Schwankungen
ausgesetzt sind wie bei Frauen'’.

Die Auswirkungen von Ostrogen auf die Zellproliferation von MSCs sind weitgehend

unbekannt. Allerdings wurde zum Beispiel fiir EPCs (endothelial progenitor cells) *,

sowie fir reife Endothelzellen™®

eine Steigerung der Proliferation durch 17-3-
Ostradiol nachgewiesen.
In dieser Arbeit erreichten die MSCs aus den drei Spendern unter Ostrogeneinfluss

durchschnittlich 16,1 cpd und proliferierten die ersten 50-127 Tage mit einer
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Geschwindigkeit von 15,2 cpd pro 100 Tagen, bevor sie seneszent wurden. Sie
unterschieden sich damit nicht von der Kontrollgruppe. Auch die drei Ostrogen-
gruppen unterschieden sich hinsichtlich cpd und Proliferationsgeschwindigkeit nicht
untereinander. Ebenso lieBen sich bei den Zellen, die mit Ostrogen und bzw. oder
Tamoxifen kultiviert wurden, keine Unterschiede feststellen, diese erreichten nahezu
identische cpd sowie Proliferationsgeschwindigkeiten .

Da in dieser Arbeit die Stichprobenanzahl mit n=3 allerdings nicht gro3 war, kdnnte
es durchaus sein, dass eventuelle Einflusse auf die Proliferation von MSCs erst bei
einer grélkeren Stichprobenanzahl deutlich wiirde. Auf der anderen Seite zeichneten
sich nicht einmal anndhernd Tendenzen von Unterschieden ab, was vielleicht eher
ein Hinweis darauf ist, dass weder 17-B-Ostradiol noch Tamoxifen das Proliferations-

verhalten der MSCs beeinflussen.

5.2 Analyse der Zellmorphologie

Junge mesenchymale Stammzellen weisen eine fibroblasten-ahnliche Morphologie
auf. lhre Zellleiber sind schlank, spindelférmig und besitzen zahlreiche
zytoplasmatische Zellauslaufer, die sie zur Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten beno-
tigen. Ein heller, ovaler Zellkern mit sichtbarem Nukleolus ist ebenso charakteristisch
wie das gut ausgebildete endoplasmatische Retikulum. Diese Zellen proliferieren
schnell und werden als Typ | MSCs bezeichnet™. Im Laufe der Kultivierung nimmt
eine andere morphologische Erscheinungsform der MSCs Uberhand: Die Zellen
nehmen deutlich an GroRRe zu, ihre Zellleiber werden unregelmallig, verplumpen und
flachen ab. Das Zytoplasma zeigt eine zunehmende Granulierung mit multiplen Zell-
einschliissen. Es treten Ablagerungen in Form von Zell-Debris auf'*?'. Die
Proliferationsgeschwindigkeit sinkt drastisch'*. Diese Zellen werden als Typ Il MSCs
bezeichnet'".

Baxter et al. zeigten, dass diese Veranderungen nicht nur bei den ex vivo kultivierten
MSCs auftreten, sondern auch mit dem Spenderalter zunehmen. Sie stellten fest,
dass sich die Typ | MSCs mit steigendem Donoralter zu Gunsten der Typ Il Zellen
reduzieren'™".

Diese Erkenntnisse legen eine Assoziation der morphologischen Veranderungen der

151-152

MSCs mit zunehmendem Erreichen der replikativen Seneszenz nahe und ver-
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deutlichen, dass sich der Alterungsprozess der MSCs bereits augenscheinlich in ihrer
Morphologie niederschlagt.

Die in der Literatur beschriebenen Erscheinungen konnten in dieser Arbeit gut nach-
vollzogen werden. Die langsame Veranderung der Morphologie hin zu den Typ Il
Zellen war lichtmikroskopisch klar zu erkennen.

Da bereits bekannt ist, dass Ostrogen in der Lage ist, die Telomeraseexpression in
einigen Geweben wie zum Beispiel im Epithel des Ovars®, im vaskuldren
Endothel' oder in EPCs'™* zu stimulieren® und die Seneszenz damit zumindest in
vitro zu verzdgern'™, untersuchten wir den Einfluss von 17-p- Ostradiol auf die
Morphologie der MSCs im Verlauf der Kultivierung. Darlber existierten bisher noch
keine Daten.

Die Vermutung, Ostrogen kénne die morphologischen Veranderungen verzdgern
oder gar stoppen, konnte nicht bestatigt werden. Die MSCs, die unter Zugabe von
Ostrogen kultiviert wurden, zeigten die gleichen morphologischen Merkmale wie die
der Kontrollgruppe. Lichtmikroskopisch lie3en sich keine Unterschiede detektieren. In
den Versuchsgruppen, die zusatzlich oder ausschlieBlich Tamoxifen als Zugabe zum
Medium erhielten, waren ebenfalls keine Unterschiede hinsichtlich Morphologie fest-
stellbar. Allerdings konnte in allen Gruppen ausnahmslos die Entwicklung von den

jungen Typ-I-Zellen zu den gealterten Typ-Il-Zellen sehr gut nachvollzogen werden.

5.3 Analyse der -Galaktosidase-Expression

Ein relativ einfaches Verfahren zum Nachweis von Seneszenz wurde von Dimri et al.
1995 etabliert. Sie fanden heraus, dass verschiedene seneszente Zelltypen wie
Fibroblasten und Keratinozyten bei pH 6 eine p-Galaktosidase exprimieren. Damit
unterschieden sie sich von jungen und praseneszenten Zellen, die dieses Enzym
nicht exprimierten'’”. Dimri et al. zeigten dies nicht nur fir die in vitro kultivierten
Zellen, sondern stellten ebenfalls eine Zunahme der B-Galaktosidaseexpression bei
Hautbiopsien in vivo in Abhangigkeit des Alters der Patienten fest™’. Das Enzym
wurde daraufhin als seneszenzspezifische B-Galaktosidase (SA-B-Gal) bezeichnet.
Seitdem ist der B-Galaktosidase-Nachweis, vor allem auf Grund seiner Einfachheit
und Zuverlassigkeit, eines der weitverbreiteten Verfahren zum Nachweis seneszenter
Zellen und dient als Biomarker alternder Zellen. Auch in seneszenten MSCs wurde

dieses Enzym detektiert'*®. Allerdings muss beachtet werden, dass eine erhohte
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Galaktosidaseaktivitat bei pH 6 durchaus auch in verschiedenen nichtseneszenten
Stadien beobachtet wurde, wie zum Beispiel in konfluenten Kulturen mit hoher Zell-
dichte™>"%®. Deshalb sollte der Assay stets bei prakonfluenten Zellen mit dhnlicher
Dichte beurteilt werden, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahr-
leisten'®. AuRerdem sind die Berichte lber die SA-p-Gal-Aktivitit in gealtertem
Gewebe vor allem in vivo in der Literatur widersprichlich und sein Nutzen als all-

gemeiner Seneszenznachweis nicht unumstritten'°1%8-1¢1

. Lange Zeit war unklar,
inwiefern die Aktivitat der SA-B-Galaktosidase mit der Entstehung von Seneszenz
zusammenhangt bzw. warum dieses Enzym in seneszenten Zellen exprimiert wird.
Mittlerweile wird konstatiert, dass es keinen kausalen Zusammenhang mit
Seneszenz gibt, und eine hohe Aktivitdt des Enzyms nicht seneszenzspezifisch
ist’ %2 Die genaue Bedeutung der hohen Enzymlevel in seneszenten Zellen ist
immer noch nicht geklart. Es scheint, als seien Veranderungen des lysosomalen
Kompartments der Zelle hierfiir verantwortlich'. In den Lysosomen eukaryotischer
Zellen existiert eine saure p-Galaktosidase'®®. Das ist eine Hydrolase mit saurem pH-
Optimum bei pH 4,5, welcher natiirlicherweise anndhernd im Lysosom vorliegt'®.
Diese lysosomale Galaktosidase erreicht auf Grund einer starken Zunahme der
Lysosomen wahrend des Alterungsprozesses so hohe Konzentrationen, dass das
Enzym auch bei einem suboptimalen pH von 6,0 nachgewiesen werden kann. Die
sogenannte seneszenzspezifische B-Galaktosidase ist demnach in Wirklichkeit
identisch mit dem lysosomalen Enzym und reprasentiert lediglich hdhere Enzym-
spiegel™>'%°. Trotz aller Kritik und ihrer Unspezifitit ist die Methode nach wie vor
eine der meist benutzten Seneszenzmarker.

In dieser Arbeit konnte eine Zunahme der SA-B-Galaktosidase-Expression
beobachtet werden. War der X-Gal-Assay zu Beginn der Kultivierung der MSCs
grofltenteils negativ, zeigte sich im Verlauf eine deutliche Zunahme der positiven
Zellen, bis im seneszenten Stadium Uber 80% der MSCs eine Expression des En-
zyms zeigten. Die bisher in der Literatur beschriebenen Beobachtungen konnten,
was die in vitro Alterung von MSCs betrifft, nachvollzogen und gestiitzt werden'"'%.
Zu Beginn der Kultivierung wurden lediglich vereinzelt MSCs mit -
Galaktosidaseaktivitat gefunden und es konnte keine Assoziation zum Spenderalter
konstatiert werden, was die Eignung dieser Methode als Biomarker des Alterns in

vivo zumindest fur die MSCs in Frage stellt.
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Uber die Wirkung von Hormonen auf die B-Galaktosidaseaktivitat existierten keine
Daten zum Vergleich. Zunachst lag die Vermutung nahe, Ostrogen kénne auf Grund
seiner Fahigkeit zur Telomeraseaktivierung® die Seneszenz und somit die
Expression der -Galaktosidase verringern. Dies konnte allerdings wahrend der Kulti-
vierung mit Ostrogen weder in pra- noch postmenopausalen noch in graviden Kon-
zentrationen bestatigt werden. Die MSCs zeigten unter diesen Bedingungen keine
Unterschiede in Auftreten, Zunahme oder prozentualem Anteil der positiv detektierten
Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch die Zugabe des SERMs Tamoxifen be-
einflusste die B-Galaktosidaseaktivitat nicht.

Die Beobachtungen konnen allerdings analog zur Analyse der Zellmorphologie und
der Zellproliferation dieser Arbeit gesehen werden. Die verwendeten Hormone zeigen
auf keine der drei Bereiche einen Einfluss. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Ostrogen nicht in der Lage ist, MSCs vor dem Auftreten der replikativen Seneszenz

zU bewahren.

5.4 Analyse der Telomerlange

Die Telomere gelten als eine Art Zahluhr der Zellteilungen bzw. als sogenanntes
,Replikometer*'®. Sie verkiirzen sich in den meisten somatischen Zellen ohne
Telomeraseaktivitat kontinuierlich mit jeder Mitose. Dies erklart auch, wie es moglich
ist, dass Zellen, die nach einer beliebigen Anzahl von Mitosen eingefroren werden,
nach dem Auftauen auch Jahre spater genau bis zu ihrem Hayflick-Limit weiter-
proliferieren. Sie besitzen also eine Art Gedachtnis, das sie daran erinnert, wie viele
Populationsverdoppelungen sie bereits hinter sich haben'®.

Erreichen die Telomere eine kritische Lange, so ist dies ein verlasslicher Indikator fur
das Auftreten von Zellzyklusarrest und Seneszenz**'%'% Dazu steht auch die Tat-
sache im Einklang, dass durch alleinige Transfektion der katalaytischen Untereinheit
hTERT in humane Fibroblasten erreicht werden kann, dass diese Zellen uber ihr
normales Hayflick Limit hinaus wachsen konnen und immortal werden®'%7, Analog
dazu exprimieren die meisten immortalen Zellen, wie Keimbahnzellen oder Tumor-

8

zellen, aktiv Telomerase'®. In Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine

Inhibition des Enzyms in solchen Zellen zu progressiver Telomerverkirzung flhrte,

aus der schlieRlich End-zu-End-Fusion und Zelltod resultierte%%-17°,

71



Diskussion

Die Telomerverklrzung spielt nicht nur als ,Replikometer” im Alterungsprozess von
Zellen eine wichtige Rolle, sondern ubernimmt zugleich die Funktion eines
Tumorsuppressors. Dafur spricht die Tatsache, dass die meisten aller humanen
Krebszellen ihre Telomerlange mit Hilfe verschiedener Mechanismen konstant hal-
ten. Meist geschieht dies durch hohe Expressionslevel von Telomerase*, oder
seltener durch ,alternative lengthening of telomeres® (ALT), welches durch homologe
Rekombination innerhalb der Telomere zustande kommt'’".

Die Telomere scheinen sorgfaltig kontrollierte Strukturen und wirksame Regulatoren
der Zellbiologie zu sein'’?,

Das Phanomen der Seneszenz tritt jedoch nicht einzig und allein nach einer
gewissen Anzahl von Zellverdoppelungen auf. Einige Einfliisse wie Bestrahlung'”®,
Behandlung mit Wasserstoffperoxid®® '™, erhdhter Sauerstoffpartialdruck'”® oder
Transfektion einiger Onkogene'”® kénnen einen vorzeitigen Seneszenz-ahnlichen
Zellzyklusarrest hervorrufen.

Chens Versuche mit humanen Fibroblasten kamen zu dem Ergebnis, dass die
Exposition mit subletalen Dosen von Wasserstoffperoxid zwar einen Zellzyklusarrest
mit phanotypisch seneszenten Zellen zur Folge hatte, ein signifikanter Telomerverlust
hingegen nicht beobachtet werden konnte®®.

Saretzki dagegen konnte =zeigen, dass sich Stress auf das Ausmal} der
Telomerverkirzung auswirkt. So verkirzten sich die Telomere der Zellen, die
oxidativem Stress ausgesetzt waren, vorzeitig, und die Lebensspanne verkulrzte sich
dementsprechend'?""'"8 Dies passt gut zu der Aussage, dass eine umgekehrte
Proportionalitat zwischen der Telomerverkirzung und der antioxidativen Kapazitat
von Zellen besteht'".

Kiyono und Dickson konstatierten, dass die alleinige Transfektion von hTERT nicht in
allen mortalen Zellen zur Immortalisierung fuhrt, sondern dass in Epithelzellen und
Keratinozyten eine zusatzliche Inaktivierung des p16inksa Tumorsuppressorgens
nétig ist, um diese unsterblich zu machen'”®". Im Gegensatz dazu wird berichtet,
dass sowohl Epithelzellen also auch Keratinozyten durchaus durch hTERT alleine
immortalisiert werden konnen, vorausgesetzt man lasst sie in vitro unter adaquaten
Kulturbedingungen proliferieren®’.

Die Ergebnisse sind zum Teil kontrovers und die Forschermeinungen gehen stark

auseinander. Bis heute ist nicht geklart, ob nun allein die Telomere fur den
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replikativen Alterungsprozess verantwortlich sind, bzw. welche Rolle andere Mecha-
nismen bei der Entstehung zellularer Seneszenz spielen.

Trotz allen Unklarheiten konnte die Telomerlangenverkirzung eine Hilfe bei der Ab-
schatzung zellularen Alterns darstellen. Die Analyse der Telomerlange konnte Uber
die mitotische Vergangenheit oder die zukiinftige Lebensspanne einer Zelle Auskunft
geben™.

In dieser Arbeit ging es um die Frage, ob Ostrogen das Auftreten von zellularer
Seneszenz bzw. von Telomerverkirzung beeinflusst und somit an Alterungs-
prozessen beteiligt ist.

Dies ist von Interesse, da starkes Absinken der Ostrogenspiegel, wie es zum Beispiel
bei Frauen in der Menopause der Fall ist, mit vielen physiologischen Veranderungen
zusammenhangt. Dazu zéhlen Verlust der Fruchtbarkeit und der Knochendichte®®
oder die Erhéhung des Risikos fiir kardiovaskulare Erkrankungen'®.

Passend dazu fand Kato heraus, dass durch Inhibition von Ostrogen in Form einer
negativen Mutante des ERa replikative Seneszenz induziert werden kann®. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass Ostrogen zelluldre Seneszenz in humanen
endothelialen Progenitorzellen dosisabhangig unterdriicken kann'>.

Die Wirkung von Ostrogen auf die Telomerlange von MSCs wurde unseres Wissens
nach bis dato noch nicht untersucht und sollte im Rahmen dieser Arbeit genauer be-
leuchtet werden. Bekannt war, dass MSCs normalerweise keine Telomeraseaktivitat
aufweisen und sich folglich ihre Telomere kontinuierlich um 50-200 Nukleotide pro
Zellzyklus  verkiirzen'®. Durch ektope Telomeraseexpression kann eine
Immortalisierung von MSCs herbeigefuhrt werden, gleichzeitig behalten sie ihr Diffe-
renzierungspotential'°.

In diesen Kontext passen die Ergebnisse unserer Arbeit sehr gut. Die
Telomerverkiirzung konnte durch Kultivierung mit Ostrogen signifikant verringert
werden. Es zeigte sich eine Dosisabhangigkeit. Sowohl in der Versuchsgruppe, die
mit einer Konzentration von 10°M 17-p-Ostradiol kultiviert wurde, als auch in der
Gruppe, die 10°M ausgesetzt war, konnte eine signifikante Verringerung des
Telomerverlustes beobachtet werden. Bei der niedrigsten Dosis, 10"'M, zeichnete
sich allenfalls ein Trend ab, der allerdings ohne statistische Signifikanz blieb .

Die telomerschiitzenden Effekte von Ostrogen sind sowohl fir Frauen als auch fir

Manner durchaus relevant, da sich in beiden Geschlechtern vergleichbare Kon-
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zentrationen des Hormons in Gelenken detektieren lieRen'®. Des Weiteren wurden
im Vergleich zum Serumlevel hohere lokale Ostrogenkonzentrationen in Gelenken
gefunden, weil extrazelluldre Matrix in der Lage ist, Ostrogen zu ,speichern*184185

Dass Ostrogen in der Lage ist, die Telomerverkiirzung einzuddammen, kann zum
einen durch die Tatsache erklart werden, dass es fahig ist, tUber Bindung des ERa an
die Bindungsstelle im Bereich des hTERT Promotors die Telomeraseexpression zu

6 und somit

erhdhen. Zum anderen kann Ostrogen oxidative Schaden reduzieren'®
einem verstarkten Verlust an Telomerlange entgegenwirken.

Es lasst sich mutmafRen, dass der Wegfall des telomerschiitzenden Ostrogeneffekts
postmenopausal und der damit verbundene Anstieg der Telomerverkirzung eine
zumindest teilweise Seneszenz-abhangige Ursache des Auftretens von Osteoarthritis
bei Frauen nach der Menopause darstellen kdnnte.

Durch Zugabe des Ostrogen-Agonist-Antagonisten Tamoxifen konnte die Ostrogen-
wirkung auf die Telomere komplett aufgehoben werden. In keiner Dosierung konnte
eine signifikante Veranderung der mittleren Telomerlange im Vergleich zur Kontroll-
gruppe erzielt werden. Auch die Exposition mit Tamoxifen alleine beeintrachtigte die
Telomerverklrzung nicht.

Dies stitzt die Hypothese, dass Ostrogen seine telomerschiitzende Wirkung Uber
einen Anstieg der Telomeraseaktivitat entfalten konnte. Es wurde diesbezuglich
bereits gezeigt, dass Tamoxifen fahig ist, den Ostrogen-induzierten Anstieg der
Telomeraseaktivitat aufzuheben. Andererseits scheint die Telomerase durch alleinige
Exposition mit Tamoxifen nicht moduliert zu werden'®.

Dies steht in gutem Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit.

Eine direkte Verknlpfung des signifikant geringeren Telomerverlustes unter
Ostrogenexposition und eines verspateten oder gar ausbleibenden seneszenten
Phanotyps konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Die Zellen unter Ostrogen-
kultivierung zeigten wie oben beschrieben keinerlei Unterschiede hinsichtlich
Morphologie, Zellproliferation oder SA-B-Galaktosidase-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Das Ostrogen scheint zwar in der Lage zu sein, den Verlust an
Telomerlange zu verlangsamen, dies hat aber keinen erkennbaren Einfluss auf das
Schicksal der Zelle, was das unausweichliche Zuschreiten auf die Seneszenz an-

gent.
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Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass tatsachlich nicht die Lange der Telomere
an sich entscheidend ist, dass die Merkmale der Seneszenz sichtbar ausgebildet
werden.

Tatsachlich ist es nun so, dass eine Knorpelregeneration nach Chondrozyten- oder
MSC-Transplantation bei jungen Frauen weniger vielversprechend ist als bei
Mannern gleichen Alters, wenn man Lebensqualitdt, Gesundheit und sportliche
Aktivitat betrachtet'®”. Und das trotz der telomerschiitzenden Effekt der prameno-
pausalen Ostrogendosen. So konnten unsere Daten darauf hinweisen, dass der
unterschiedliche Erfolg zwischen Mannern und Frauen nach autologer Knorpel-
transplantation durch einen Seneszenz-unabhangigen Mechanismus zustande
kommt. Das vermehrte Auftreten der Osteoarthrose bei postmenopausalen Frauen
hingegen korreliert gut mit unseren Ergebnissen, da mit sinkendem Ostrogenspiegel

auch der telomerprotektive Effekt des Ostrogens schwindet.

5.5 Analyse der Genexpression

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Bestimmung und Analyse der
Expression verschiedener telomerassoziierter Gene sowie telomerunabhangiger
Zellzyklusregulatoren. Es sollte untersucht werden, ob Ostrogen die Expressionsrate
dieser Gene beeinflusst, ob Ostrogen die Telomerldnge Uber telomerase-unab-
hangige Signalwege modulieren kann, und ob sich Unterschiede zwischen jungen
und seneszenten Zellen herausstellen lassen.

TRF1 und TRF2 zahlen zu den telomerassoziierten Proteinen des
Shelterinkomplexes. Sie sind mitunter fir die Bildung des t-loops von essentieller
Bedeutung. Wahrend TRF1 das Umschlagen um 120° und Paaren der telomerischen
DNA induziert®®'®, vermittelt TRF2 in vitro die Invasion des 3‘-Uberhangs in den
doppelstrangigen Anteil der Telomere™. Beide Proteine werden als eine Art Gegen-
spieler der Telomerase angesehen und Ubernehmen die Funktion eines negativen

Regulators der Telomerverlangerung'®®'%

. Dabei konnte nachgewiesen werden,
dass eine Uberexpression von TRF1 zu einer sukzessiven Abnahme der
Telomerlange fuhrte. Umgekehrt resultierte aus der Expression eines dominant

negativen Allels fiir TRF1 eine Telomerverliangerung'®.
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Die Rolle von TRF2 ist nicht ganz so einfach zu verstehen. Es konnte beobachtet
werden, dass in Zellen mit einem dominant negativen Allel fur TRF2 eine rasche
Initiierung von Apoptose stattfand, und Telomere, denen TRF2 fehlte, ihren 3‘-Uber-
hang verloren und End-zu-End-Fusion zum Opfer fielen®'*°.

In unseren Versuchen zeigten sich keine Unterschiede in physiologisch relevantem
Ausmal bei der Expression von TRF1 und TRF2 zwischen jungen und seneszenten
Zellen. Dariliber hinaus konnte kein relevanter Effekt von Ostrogen auf die
Expression der beiden Gene nachgewiesen werden.

Die Wirkung von Ostrogen auf die Telomerlange scheint folglich nicht tiber Beein-
flussung der Genexpression von TRF1 oder TRF2 reguliert zu sein.

Ein wichtiger Regulator des Zellzyklus ist das p53. Das Aktivitatslevel dieses Proteins
wird durch DNA-Schaden oder genomische Veranderungen, wie sie zum Beispiel
durch oxidativen Stress oder ungeschitzte Telomerenden in alternden Zellen ent-
stehen, hochreguliert und p53 akkumuliert in der Zelle. Dadurch werden entweder ein
Zellzyklusarrest oder Apoptose induziert'®®. Auch am Eintritt in die zelluldre Senes-

zenz ist p53 maRgeblich beteiligt®®

. Das aktivierte Protein erreicht zytostatische
Effekte, indem es als Transkriptionsfaktor fungiert und die Expression des Cyklin-
abhangigen-Kinase-Inhibitors p21 erhoht®®. Das Protein p21 ist ein Inhibitor der DNA-
Synthese in seneszenten Zellen'®*. Dementsprechend konnte durch die Entfernung
von p21 aus humanen Fibroblasten ein zeitweises Entrinnen der Seneszenz erreicht
werden'®.

In unseren Versuchen zeigte sich in allen Gruppen ein signifikanter Anstieg der p21-
Expression in seneszenten MSCs. Dies stimmt mit der Datenlage anderer
somatischer Zellen Uberein'®. Allerdings ergab sich kein Hinweis darauf, dass
Ostrogen die Expression beeinflusst. Alle Versuchsgruppen zeigten die Ver-
anderungen der Expression zwischen jungen und seneszenten Zellen gleicher-
mafRen. Das legt die Vermutung nahe, dass Ostrogen nicht in der Lage ist, tiber den
p53 — p21— Rb -Signalweg Seneszenz zu verhindern oder zu verlangsamen.
Sirtuine oder auch SIR Gene (silent information regulator genes) existieren in nahezu
allen Spezies. Das erste dieser Gene wurde u.a. in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae entdeckt und das Protein silent mating type information regulation-2 (Sir2)
genannt. Bei dem Enzym handelt es sich um eine NAD-abhangige Deacetylase'®”,

die in diesen Organismen an der Regulation verschiedener Signalwege beteiligt ist,
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einschlieRlich derer, die Alterung und Lebenserwartung betreffen'®®'%°. Bei Men-
schen bzw. Saugetieren wurden sieben Sirtuine, SIRT1 bis SIRT7, identifiziert. Es
wird vermutet, dass Sirtuine bei der Antwort eines Organismus auf Stress oder
Toxizitat mitwirken. Ferner scheinen sie einen Einfluss auf Krankheiten des Alters bei
Saugetieren zu haben',

SIRT1 ist Sir2 sequentiell am ahnlichsten®® und man weil heute, dass unter ande-
rem p53 als Substrat sowohl in vitro als auch in vivo von SIRT1 reguliert wird?®'2%2,
SIRT1 ist in der Lage, p53 zu deacetylieren und damit die Transkriptionsaktivitat von
p53 herunterzuregulieren®®. Dadurch begiinstigt SIRT1 die Zellproliferation und
verhindert Apoptose und Seneszenz®.

In dieser Arbeit konnte eine ausgepragte Erhdhung der SIRT1-Expression in
seneszenten MSCs gezeigt werden'®. Man kdénnte vermuten, dass die MSCs mit
zunehmendem Alter vermehrt SIRT1 exprimieren, um durch Unterdrickung des p53
— p21 —-Rb — Signalwegs das Auftreten von Seneszenz und Apoptose moglichst
lange hinauszuzogern. Augenscheinlich ist SIRT1 allerdings nicht dazu fahig, dies
ganz aufzuhalten, da Seneszenz in allen Versuchsgruppen auftrat. Die SIRT1-
Expression zeigte sich unabhéngig von der Behandlung der Zellen mit Ostrogen. Das
Hormon scheint keinen Einfluss auf dieses Gen zu haben'.

Eine wichtige Stellung im Zellzyklus nehmen DNA-Reparaturgene ein. Auf deren
Funktionen ist eine proliferierende Zelle angewiesen, da ihr bei Akkumulation von
DNA-Schaden Apoptose droht.

Doppelstrangbriche gelten als schwerwiegende Form von DNA-Schaden. Sie
kdnnen exogen zum Beispiel durch ionisierende Strahlung, aber auch durch normale
biologische Prozesse wie somatischer Rekombination entstehen. Sie sind deshalb so
zytotoxisch, da bereits ein einziger nicht reparierter Doppelstrangbruch ausreicht,
den Zelltod zu induzieren. Bei fehlerhafter Reparatur kdnnen Doppelstrangbriche
chromosomale Translokationen oder genomische Instabilitat zur Folgen haben®®.
Auf Grund dessen sind die DNA-Reparaturmechanismen flr Doppelstrangbriche von
enormer Bedeutung. Den Zellen von Saugetieren stehen hauptsachlich zwei Repara-
turwege zur Verfligung: Zum Einen ,homology directed repair‘ (HDR), zum Anderen
»,hon-homologous end-joining* (NHEJ)204. Im Gegensatz zu HDR funktioniert NHEJ
wahrend des gesamten Zellzyklus®®. Im Grunde genommen werden bei NHEJ die

DNA Enden einfach direkt miteinander verknUpft. Der erste Schritt dabei besteht zu-
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nachst in der Erkennung des Doppelstrangbruchs. Hierfur wird die DNA-abhangige
Proteinkinase (DNA-PK) bendtigt, die aus einer katalytischen Untereinheit (DNA-
PKcs) und einer Ku-Untereinheit besteht?®. Die Ku-Untereinheit wiederum setzt sich
zusammen aus dem Heterodimer Ku70/Ku80. In vitro bindet Ku mit hoher Affinitat an
die Enden doppelstrangiger DNA ohne eine augenscheinliche Sequenzspezifitét207.
Durch die Bindung von Ku werden die DNA-Enden fur andere Proteine, wie die DNA-

t208

PKcs, zuganglich gemacht™™, somit wird die Reparatur ermoglicht. Daruber hinaus

schutzt Ku die Chromosomenenden vor dem Abbau durch Exonukleasen und unter-
stiitzt die Positionierung der DNA-Enden bei der anstehenden Reparatur®®®2'°,
Interessant ist, dass Ku scheinbar auch telomerprotektiv wirkt. So konnte bereits ge-
zeigt werden, dass ein Verlust von Ku zu erhdhtem Telomerverlust und zu
vermehrter End-zu-End-Fusion von Chromosomen fiihrt?'".

Das in dieser Arbeit untersuchte XRCC5 Gen kodiert fur Ku80, den einen Teil des
Ku-Heterodimers?'2. Normalerweise weisen proliferierende Zellen eine erhohte
XRCC5 Expression auf, um die Reparatur von DNA-Schaden zu erleichtern. Eine
sinkende Expression von XRCC5 ist bereits ein Zeichen fir ausgedehnte DNA-
Schaden und Apoptose?™. In unserer Analyse der XRCC5 Expression zeigte sich
eine signifikant verringerte Expression in einigen seneszenten MSC-Gruppen'*°. Dies
steht im Einklang mit der oben erwahnten Tatsache, dass proliferierende Zellen, also
die jungen MSCs, eine hohere XRCC5 Expression aufweisen als Zellen, die sich im
Zellzyklusarrest befinden.

Eine Beeinflussung der XRCC5 Expression durch Ostrogen oder Tamoxifen konnte

nicht nachvollzogen werden.

5.6 Perspektiven

Da die Mechanismen, die zur Seneszenz fuhren, noch immer nur unvollstandig ge-
klart sind, bedarf es weiterer Grundlagenforschung auf diesem Gebiet. Erst durch
weitere Erforschung der molekularbiologischen Grundlagen koénnte eine gezielte Be-
einflussung der Seneszenz in vitro erreicht werden. Dabei darf allerdings potentielle
Tumorentstehung und Entartung nicht aul3er Acht gelassen werden. Des Weiteren
bestinde moglicherweise durch Optimierung der Isolierungsmethoden die Mdglich-

keit, primitivere Stammzellen mit groRerem Proliferations- und Differenzierungs-
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potential zu isolieren und vielversprechend im Bereich des Tissue Engineerings ein-

zusetzen.
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6 Zusammenfassung

Krankheiten des Knorpels stellen auf Grund ihrer Haufigkeit, der zunehmend altern-
den Bevolkerung und dem Gedanken, bis ins hohe Alter aktiv und fit bleiben zu
wollen, ein groRes Behandlungsfeld dar. Allerdings sind die Behandlungsoptionen
auch heutzutage noch begrenzt. Da Knorpel ein bradytrophes Gewebe ist, sind seine
Regenerationsmaoglichkeiten stark begrenzt und die Behandlungsmethoden bis heute
nicht ausreichend.

Neue Malistabe in diesem Bereich setzt das Tissue Engineering, das letztendlich das
Ziel vom neu gezichteten, voll funktionsfahigen Knorpeltransplantat verfolgt. Um
diesen zu verwirklichen, werden zunachst Zellen bendtigt, die dem Patienten als
leistungsfahige Knorpelzellen implantiert werden kdnnen bzw. Zellen, die in der Lage
sind, sich nach Replantation in ein Gelenk zu richtigen Knorpelzellen zu differen-
zieren. Hier kommen die mesenchymalen Stammzellen ins Spiel. Sie sind zum Einen
leicht zu gewinnen, zum Anderen weisen sie ein hohes Differenzierungspotential auf.
Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen, nimmt die ethische und moralische
Fragwirdigkeit keinen allzu groRen Stellenwert ein. Allerdings gehen MSCs nach
einer gewissen Anzahl an Zellteilungen in ein Stadium der Seneszenz Uber, in dem
sie zwar metabolisch aktiv sind, aber ihre Teilungsfahigkeit weitestgehend eingebuft
haben. Mit zunehmendem Alter proliferieren die Zellen immer langsamer, bis sie
schlie3lich ein Plateau erreichen. In diesem Stadium weisen sie typische morpho-
logische Kennzeichen auf. Aulerdem verkirzen sich ihre Telomere mit
zunehmendem Alter stetig. Die Verkurzung der Telomere korreliert dabei mit der Ab-
nahme der Proliferationsgeschwindigkeit. Lange Zeit wurden einzig und allein die
Telomere als Ursache fir das Altern gesehen. Mittlerweile geht man von einem kom-
plexen Geschehen und multiplen Faktoren aus. Allerdings hat Seneszenz nicht nur
den negativen Effekt des Alterns, sondern bietet zudem Schutz vor Entartung und
Tumorentstehung.

Das Hormon Ostrogen steht scheinbar mit dem Alterungsprozess des Knorpels in
Verbindung. So ist eine Zunahme der Haufigkeit von Gelenkerkrankungen bei
Frauen in der Menopause nach Abfall der Ostrogenkonzentration zu beobachten.
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In dieser Arbeit sollten ein Modell zur Untersuchung des Einflusses von Ostrogen auf
mesenchymale Stammzellen etabliert und die gangigen Methoden zur Bestimmung
der Telomerlange optimiert werden. Im Anschluss daran wurde der Einfluss von
Ostrogen sowie des Gegenspielers Tamoxifen auf mesenchymale Stammzellen hin-
sichtlich Proliferationsverhalten, Morphologie, [-Galaktosidase-Expression und
Telomerlange untersucht. Zudem erfolgte die Bestimmung und Analyse der
Expression von telomerassoziierten Genen, von Regulatoren des Zellzyklus und von
DNA-Reparaturgenen. Hierzu wurden MSCs von drei verschiedenen Spendern unter
jeweils acht verschiedenen Bedingungen kultiviert. Als Kontrolle diente eine Gruppe,
die in normalem MSC-Medium geziichtet wurde. Um die Auswirkung von Ostrogen
zu untersuchen, wurden Zellen in Medium mit unterschiedlich hoher Ostrogen-
konzentration kultiviert: Ostrogen 107M, Ostrogen 10°M, Ostrogen 10""M. Eine
weitere Untersuchungsbedingung, Tamoxifen 107M, diente als zweite Kontroll-
gruppe. AulRerdem wurden noch Zellen, zu deren Medium Ostrogen und Tamoxifen
in Aquimolaren Konzentrationen von 107M, 10°M und 10™"'M hinzugefugt wurde,
hinsichtlich der oben genannten Kriterien untersucht. Die Kultivierung aller Gruppen
erfolgte bis zur Seneszenz. Zu Beginn und am Ende, sowie zu den
Passagezeitpunkten wurden Daten erhoben und zum Schluss analysiert.

Die MSCs stellten ihre Proliferation wie erwartet nach einer bestimmten Anzahl von
Verdoppelungen ein, ihre Proliferation verlangsamte sich tiber den Zeitraum der Kul-
tivierung zusehends. Die morphologischen Veranderungen nahmen im Verlauf zu
und entwickelten sich hin zu den Seneszenz-typischen Merkmalen. Der (-
Galaktosidase-Nachweis wurde gegen Ende der Kultivierung zunehmend positiv. Es
konnten keine Unterschiede hinsichtlich Proliferation, Morphologie oder -
Galaktosidase-Expression zwischen den verschiedenen Untersuchungsbedingungen
festgestellt werden.

Sowohl Ostrogen in der 10”7 molaren, sowie Ostrogen in der 10° molaren Kon-
zentration konnte die Verkurzung der Telomerlange verzogern. Die Zellen dieser bei-
den Versuchsgruppen verloren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant weniger
Basenpaare. Interessant ist, dass dieser Effekt durch Zugabe des Ostrogen-Agonist-
Antagonisten Tamoxifen komplett aufgehoben werden konnte, wohingegen

Tamoxifen allein keinen Einfluss auf die Telomerlange hatte.
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Sowohl TRF1 als auch TRF2 sind Bestandteile des Shelterinkomplexes und werden
als eine Art negative Regulatoren der Telomerverlangerung angesehen. Hinsichtlich
ihrer Expression konnte fur keines der beiden Gene ein Unterschied zwischen jungen
und seneszenten Zellen gezeigt werden. Auch die Zugabe der Hormone beeinflusste
die Expression von TRF1 oder TRF2 nicht.

p21 fungiert als Inhibitor der DNA-Synthese in seneszenten Zellen. Die p21-
Expression stieg in den seneszenten MSCs signifikant an, allerdings war auch hier
kein Unterschied zwischen den Untersuchungsbedingungen zu vermerken.

SIRT1 kann Apoptose und Seneszenz verzdgern. Es konnte eine starke Erhéhung
der SIRT1-Expression gezeigt werden, die allerdings nicht in der Lage war, das Auf-
treten der Seneszenz zu verhindern. Es zeigte sich keine Beeinflussung durch die
Zugabe der Hormone Ostrogen oder Tamoxifen.

Das XRCC5 Gen zahlt zu den DNA-Reparaturgenen und wird in proliferierenden
Zellen vermehrt exprimiert, wobei eine sinkende Expression bereits Hinweise auf
relevante DNA-Schaden oder bevorstehende Apoptose liefert. In dieser Arbeit konnte
eine signifikant verringerte XRCC5-Expression in den seneszenten Zellen der Kon-
trolle und aller Ostrogengruppen nachgewiesen werden. Auch hier nahm die Be-
handlung mit Ostrogen oder Tamoxifen keinen Einfluss auf die Genexpression.

Da auch die mesenchymalen Stammzellen der Seneszenz unterliegen, kdnnen sie
das Problem der Knorpelregeneration momentan nicht vollstandig 16sen. Die Tat-
sache, dass Ostrogen in bestimmten Dosen die Verkiirzung der Telomere in vitro
verlangsamen kann, steht im Einklang mit dem protektiven Effekt dieses Hormons
auf den Knorpel in vivo. So kdonnten die Ergebnisse dieser Arbeit dazu flhren, die
Wirkung von Ostrogen auf Knorpelgewebe weiter molekularbiologisch zu unter-
suchen und Uber eventuelle Therapiemdglichkeiten degenerativer Erkrankungen in

vivo nachzudenken.
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8 Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

A Wellenlange

Ml Mikroliter

A/C/G/TIN  Adenosin/ Cytosin/ Guanin/ Thymin/ Nukleotide
Abb Abbildung

ACT Autologe Chondrozyten-Transplantation
ALT alternative lengthening of telomeres
ATP Adenosintriphosphat

BCIG Bromo-chloro-indolyl-Galactopyranosid
BMI body mass index

bp Basenpaar

cDNA complementary DNA

CFU-Fs colony-forming unit fibroblasts

cm Zentimeter

cpd Zellpopulationsverdoppelung

CTP Cytidintriphosphat

DEPC Diethyldicarbonat

DIG Digoxigenin

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNA-PK DNA-Proteinkinase

DNAse Desoxyribonuklease

dNTP Dinukleotidphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EPC endothelial progenitor cell

ER a/B Ostrogenrezeptoren a und B

ERE estrogen receptor responsive elements
FCS fetales Kalberserum

GAPDH Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
GPR30 G-protein coupled receptor 30
GTP Guanosintriphosphat

95



Anhang

GvHD Graft-versus-Host-Disease

h Stunde

H.0 Wasser

Hepes N-2-Hydroxyethyl Piperazine-N’-2-Ethan Sulfonic acid
HDR homology directed repair

Hinf Haemophilus influenzae

HLA Human Leukocyte Antigen

hTERT humane Telomerase reverse Transkriptase
hTR human template RNA

K Kontrollgruppe

kbp Kilobasenpaare

LN Labornummer

M, mM, uM  Molar, Millimolar, Mikromolar
M1, M2 Mortalitatsstadium 1, Mortalitatsstadium 2

MAPC multipotente adulte Progenitorzelle
min Minute

mi Milliliter

mRNA messenger Ribonukleinsaure

MSC Mesenchymale Stammzelle

MW Mittelwert

n Anzahl

NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NEB New England Biolabs

ng Nanogramm

NHEJ non-homologous end-joining

nm Nanometer

o7 Ostrogen 10”"M- Gruppe

OT11 Ostrogen/Tamoxifen 10 "M-Gruppe
oT7 Ostrogen/Tamoxifen 10'M-Gruppe
OT9 Ostrogen/Tamoxifen 10°M-Gruppe
p21 Protein 21

p53 Protein 53

PBS phosphate buffered saline
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PCR
pmol
POT1

r

R2
Rap1
Rb
RNA
RNase
rt-PCR
SA-B-Gal
SD
SDS
SERM
SIPS
SIRT1
SSC
T7
Tab.
TBE
TE
TGF
TIN2
TPP1
TRAP
TRF1/2

TRF-Assays

Tris
TTP
U

uv

\Y
X-Gal

Polymerasekettenreaktion

Pikomol

protein protection of telomeres 1
Korrelationskoeffizient
Bestimmtheitsmal}

repressor activator protein 1
Retinoblastom-Protein
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Reverse Transkriptase PCR
seneszenzspezifische-beta-Galaktosidase
Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)
selective Oestrogen Receptor Modulator
stress-induced premature senescence
Sirtuin 1

Natriumhydroxid-Citrat-Losung
Tamoxifen 107-Gruppe

Tabelle

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

Tris’lEDTA

transforming growth factor
TRF1-interacting nuclear factor 2
tripeptidyl peptidase 1

Telomere Repeat Amplification Protocol
telomeric repeat binding factor 1/2
Telomer-Restriktionsfragmente-Assay
Trishydroxymethylaminomethan
Thymidintriphosphat

unit (Enzymeinheit)

ultraviolett

Volt

Bromo-chloro-indol-Galaktopyranosid
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XRCC5 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5
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