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1. Einleitung

1.1 Mesenchymale Stammzellen und Tissue Engineering

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) sind definiert als pluripotente Zellen
mit einer hohen Selbstreplikationsrate, die zu verschiedenen Zellen des Binde- und
Stutzgewebes wie z. B. Knochen, Knorpel, Fett, Sehne und Muskel differenzieren
konnen (Caplan 1991). Wahrend der Embryogenese existieren diese Zellen in
zahlreichen Geweben. Aber auch aus dem Knochenmark erwachsener Organismen
konnten Zellen isoliert werden, welche aufgrund ihrer Eigenschaften als hMSC
bezeichnet werden (Pittenger et al. 1999). Allerdings hat sich gezeigt, dass sie keine
homogene Zellpopulation bilden, sondern sich aus verschiedenen Subpopulationen
zusammensetzen, die sich neben ihrer Morphologie in ihrem Proliferationsverhalten
unterscheiden. Nach der in vitro Kultivierung von hMSC mit einer sehr niedrigen
Zelldichte fanden sich neben spindelformigen und grof3en flachen Zellen auch sog.
RS (rapidly self-renewing) Zellen, die Uber ein hoheres Selbstreplikations- und
Differenzierungspotential als die Zellen der anderen Subpopulationen verflugten
(Colter et al. 2001).

Inzwischen gibt es etablierte Verfahren, welche die Isolation und ex vivo Expansion
sowie die Differenzierung von hMSC zu Knochen (Haynesworth et al. 1992, Jaiswal
et al. 1997), Knorpel (Johnstone et al. 1998), Sehne (Young et al. 1998), Muskel
(Wakitani et al. 1995), Fett (Sekiya et al. 2004), reifes Knochenmarkstroma
(Majumdar et al. 1998) sowie einer Reihe weiterer Gewebe (Jiang et al. 2002)
ermdglichen. Daher scheinen sie gut fur das Tissue Engineering geeignet, dessen
Ziel es ist, autogenen Gewebeersatz durch die Kombination von histogenen Zellen
und biokompatiblen Tragermaterialien (Leitschienen) unter dem Einfluss spezifischer
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren in vitro herzustellen (Bianco and Robey
2001).

FUr das Tissue Engineering von Knochen werden mesenchymale Stammzellen aus
dem Knochenmark isoliert, ex vivo expandiert und auf eine Leitschiene aufgebracht.
AnschlieBend wird durch den Zusatz osteogen wirkender Substanzen
(Dexamethason, R-Glycerophosphat und L-Ascorbinsaure-2-phosphat) die Differen-
zierung der Zellen in vitro induziert (Jaiswal et al 1997). Diese verlauft Gber

verschiedene Reifungsstufen bis hin zum reifen Osteoblasten, der die extrazellulare



1. Einleitung 7

Matrix des Knochens bildet (Aubin 1998). Ein standardisiertes Verfahren zum
Nachweis der osteogenen Differenzierung ist hierbei der Nachweis von Kalzium,
welches von den Osteoblasten in die extrazellulare Matrix eingelagert wird. Ein
weiteres Verfahren ist die Darstellung der extrazellularen Alkalischen Phosphatase
Aktivitat, welche wahrend der osteogenen Differenzierung zunimmt. Die genaue
Funktion dieses Enzyms ist noch nicht geklart, es soll aber eine wichtige Rolle bei
der Kalziumeinlagerung in die extrazellulare Matrix spielen (Seibel 2000).

Durch die Adhasion der hMSC an der Oberflache der Leitschiene, ihre Proliferation
und Differenzierung zu Gewebe bildenden Osteoblasten entsteht auf diese Weise in
vitro ein dreidimensionales Knochenkonstrukt, welches zur Aufflllung und
Regeneration in einen Gewebedefekt implantiert werden, der z. B. durch Trauma,
Tumor oder eine kongenitale Fehlbildung entstanden ist (Schaefer et al. 2000,
Risbud 2001). Erforderlich wird solch ein Gewebsersatz immer dann, wenn ein
Defekt so grold ist, dass der Organismus ihn auch unter optimalen Therapie-

bedingungen nicht selbst regenerieren kann (Cancedda et al. 2003).

Aufbringen auf eine Leitschiene
l (z. B. aus Tricalciumphosphat)
O0©  und osteogene Induktion
o0
l In vivo Transplantation
in den Gewebsdefekt

Abb. 1: Tissue Engineering von Knochen (Bildquelle: Bianco and Robey, Nature 2001)
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Die Vorteile gegeniber dem klassischen Gewebeersatz, der entweder durch
autogenen Knochen (z. B. aus dem Beckenkamm), ein allogenes Transplantat oder
durch die Implantation alloplastischer Materialien erfolgt, liegen darin, dass zum
einem die Morbiditat der Spenderstelle im Falle eines autogenen Ersatzes entfallt. Im
Gegensatz zum allogenen Transplantat kommt es zu keiner Immunogenitat, da der
Knochen aus den eigenen Zellen des Patienten gezuchtet wird. Weiterhin lassen sich
Komplikationen wie die Lockerung oder die Infektion durch Abriebpartikel vermeiden,
die bei der Verwendung alloplastischer Materialien auftreten kdnnen (Schaefer et al.
2000). Allerdings mussen noch einige Fragen geklart und die Technik des Tissue
Engineerings optimiert werden, bevor dieses Verfahren routinemaig in der Klinik am
Menschen angewandt werden kann.

Ein Problem, das bis heute nicht gelost werden konnte, ist die eindeutige
Identifikation der mesenchymalen Stammzelle. Da bis heute kein spezifischer Marker
bestimmt werden konnte (Bianco and Robey 2000, Conget and Minguell 1999),
erfolgt ihre ldentifikation bisher meistens nur indirekt Uber ihre Differenzierbarkeit zu
verschiedenen mesenchymalen Geweben wie Knorpel, Knochen und Fett (Pittenger
et al. 1999). Ein moglicher Ansatz zur direkten Identifikation der hMSC auf
Einzelzellniveau konnte z. B. die Mehrfachfluoreszenz sein, bei der verschiedene
Oberflachenantigene gleichzeitig auf einer Zelle dargestellt werden. Der Vortell
dieses Verfahrens ware, dass die Zellen nicht erst im Nachhinein durch ihre
Differenzierbarkeit sondern auf dem Niveau der Stammzelle identifiziert werden
konnten (Schieker et al. 2004). Eine weitere Maoglichkeit, Stammzellen zu
identifizieren konnte ihre unbegrenzte Teilungsfahigkeit sein, welche im Gegensatz
dazu bei somatischen Zellen begrenzt ist (Weissman 2000). Ursachlich hierfur sind
die Telomere, welche die Enden linearer Chromosomen bilden. Sie verkirzen sich
bei jeder Zellteilung, wobei ein kritischer Verlust der Telomere zur Beendigung der
Zellteilung fuhrt (Harley et al. 1990, Harley 1991, Allsopp et al. 1995, Blackburn
2000). Ein Enzym, welches erstmals 1985 von Greider und Blackburn in
Tetrahymena thermophila entdeckt wurde, ist die Telomerase (Greider and
Blackburn 1985). Sie fligt neue telomerische DNA an die Enden der Chromosomen
an und verhindert so ein Ende der Zellteilung (Morin 1989). Ob auch mesenchymale
Stammzellen Telomeraseaktivitat besitzen, welche die Identifikation dieser Zellen

ermdglicht ist eine Frage, die in dieser Arbeit behandelt wird.
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1.2 Telomere

1.2.1 Funktion und Aufbau der Telomere

Telomere sind besondere Strukturen an den Enden linearer Chromosomen in Form
von DNA-Protein-Komplexen. Eine ihrer wichtigsten Funktionen ist es, die Integritat
und Stabilitat der Chromosomen zu bewahren. Sie schutzen die Chromosomen vor
Degradation (Abbau der DNA durch Endonukleasen), End-zu-End Fusionen mit
anderen Chromosomen sowie vor Rekombinationen (Austausch von genetischem
Material mit anderen Chromosomen). Ist dieser Schutz nicht gegeben, konnen die
genannten Ereignisse zum Zellzyklusarrest, d. h. zur Beendigung der Zellteilung und
zur Einleitung der Apoptose, dem programmierten Zelltod fihren (Zakian 1995). Die
Lange der Telomere hat zudem einen bedeutenden Einfluss auf das Replikations-
potential einer Zelle, d. h. wie haufig sie sich teilen kann (Allsopp et al. 1995).

Die Lange der Telomere ist variabel. Neben interindividuellen Unterschieden, u. a.
abhangig vom Alter eines Menschen, ist sie auch je nach Zellart unterschiedlich und
betragt in peripheren Blutleukozyten etwa 5 - 12 Kilobasenpaare (kbp) und in
Keimbahnzellen etwa 10 - 15 kbp (Allshire et al. 1989, de Lange et al. 1990, Hastie
et al. 1990, Allsopp et al. 1992, Vaziri et al. 1993, Vaziri et al. 1994). An die Telomere
anschlieRend folgen zum Zentromer hin die subtelomerischen Regionen. Ein
gangiges Verfahren zur Messung der Telomerlange erfolgt in Form von Terminal
Restriction Fragments (TRF), welche sich aus der telomerischen und
subtelomerischen DNA zusammensetzen. Die Sequenz der subtelomerischen DNA
ist variabel und reicht von Tandemwiederholungen bis hin zu verstreuten
mittelrepetitiven Sequenzen (Pryde et al. 1997). Dahingegen ist die Sequenz der
telomerischen DNA streng konserviert und bei fast allen Saugern inklusive des
Menschen gleich. Sie setzt sich aus dem Guanin(G)-reichen Strang mit der
repetitiven Sequenz 5-TTAGGG-3' und dessen gegenlaufigen, komplementaren
Cytosin(C)-reichen Strang mit der Sequenz 3'-AATCCC-5' zusammen (Moyzis et al.
1988, Meyne et al. 1989, de Lange et al. 1990). Am 3' Ende des G-reichen Stranges
befindet sich zudem ein Uberhang aus einigen hundert Nukleotiden (Henderson and
Blackburn 1989, Wright et al. 1997). Damit der zellulare DNA Reparaturapparat
diesen nicht als beschadigten DNA Doppelstrang erkennt, bilden die Telomere eine

hoher geordnete Chromatinstruktur, die als cap bezeichnet wird. Hierbei formen die
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doppelstrangige telomerische DNA und die Telomer-bindenden Proteine eine grolie
telomere loop (t-loop), in die sich der einzelstrangige 3' Uberhang in Form einer
kleineren displacement-loop (d-loop) einschlagt. Inwieweit eine solche cap geformt
werden kann ist abhangig von der Integritét des 3' Uberhangs, der Telomerlange und
den Telomer-bindenden Proteinen (de Lange 2002, Griffith et al. 1999, Ancelin et al.
2002, Karlseder et al. 2002, Goytisolo and Blasco 2002).

1.2.2 Telomere und das end replication problem

Vor jeder mitotischen Zellteilung muss die DNA der Zelle repliziert, d. h. verdoppelt
werden. Dazu wird der DNA Doppelstrang nach und nach in seine beiden
Einzelstrange aufgetrennt und von der DNA Polymerase als Matrize verwendet.
Diese stellt zwei neue Tochterstrange her, die zu dem jeweiligen parentalen Strang
komplementar sind und mit ihm einen neuen DNA Doppelstrang bilden. Daher wird
die DNA Replikation als semikonservativ bezeichnet (Meselson and Stahl 1958).

Sie weist einige Besonderheiten auf, die zur Formulierung des end replication
problems gefihrt haben. Olovnikov und Watson entdeckten unabhangig
voneinander, dass die Enden linearer Chromosomen nicht vollstandig repliziert
werden konnen (Olovnikov 1971, Olovnikov 1973, Watson 1972). Ursachlich hierfur
ist zum einen, dass die DNA nur in eine Richtung von &' nach 3' (unidirektional)
repliziert werden kann. Die beiden Einzelstrange verhalten sich aber antiparallel
zueinander. Wahrend der Tochterstrang des parentalen C-reichen Strangs (syn.
Leitstrang) in einem Stuck von 5' nach 3' repliziert wird, kann der Tochterstrang des
G-reichen Strangs (syn. Folgestrang) nur stickweise in Form kurzer DNA
Sequenzen, sog. Okazaki-Fragmente synthetisiert werden, die anschieRend
miteinander verknupft werden. Zudem bendtigt die DNA Polymerase fur jeden
Synthesestart einen zum parentalen DNA Strang komplementaren RNA Primer.
Nachdem dieser sich an den zu replizierenden DNA Strang angelegt hat, stellt die
DNA Polymerase den Tochterstrang her, indem sie komplementare Nukleotide an
den Primer anfugt. Hierbei werden fur die Synthese des Folgestrangs mehrere
Primer bendtigt, da die DNA Polymerase fur jedes Okazaki-Fragment neu am
parentalen Strang andocken muss. Wenn die Replikation abgeschlossen ist, werden

die RNA Primer entfernt und durch DNA ersetzt. Nur am 3' Ende des parentalen
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Strangs kann die Licke nicht mit Nukleotiden aufgeflllt werden, so dass jede
Zellteilung zu einer Verkurzung der Telomere am 5' Ende der neu gebildeten

Chromosomen fuhrt (Levy et al. 1992).

@Hionsursprung
(1) o LT

Elternstran ,
@ (e

' Tachterstra )
Palymerasa Sl Starter ¥
iR nmm 5

Elternstrang

verkiirzte Seite des Tochterstrangs

3
TR T TR e

Abb. 2: DNA Replikation
Die DNA wird in die beiden parentalen Einzelstrange aufgetrennt (1). Der Folgestrang wird

in Form von Okazaki-Fragmenten synthetisiert (rote Pfeile), fir die jeweils ein Primer
(Starter) erforderlich ist. Die Synthese des Leitstrangs erfolgt kontinuierlich (schwarzer
Pfeil) (2). AnschlieRend werden die Primer entfernt und durch DNA ersetzt (3). Da die
Licke am &' Ende des Tochterstrangs nicht mit Nukleotiden gefiillt werden kann, sind die

Telomere der Tochterchromosomen verkirzt (4). (Bildquelle: FALK ev.)
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1.2.3 Telomere und replicative senescence

Unter replicative senescence versteht man den terminalen Zellzyklusarrest
somatischer Zellen nach einer definierten Anzahl von Zellteilungen, auch bekannt als
das Hayflick limit (Hayflick 1965). Die begrenzte Teilungsfahigkeit von Zellen wurde
1961 von Hayflick und Moorhead an in vitro kultivierten humanen Lungenfibroblasten
beobachtet, welche nach etwa 50 population doublings (PD) aufhorten sich zu teilen
(Hayflick and Moorhead 1961). Olovnikov stellte die Vermutung auf, dass hierfur die
unvollstandige Replikation der Chromosomen verantwortlich ist und ein kritischer
Verlust von telomerischer DNA zur Beendigung der Zellteilung fihrt (Olovnikov
1973). Diese Theorie wurde 1990 von Harley et al. bestatigt, die nachweisen
konnten, dass die Telomere in vitro kultivierter humaner Fibroblasten sich um
durchschnittlich 50 Basenpaare (bp) je PD verkurzten, am ehesten erklarbar durch
ihre inkomplette Replikation. Nach einem Verlust von durchschnittlich 2 kb
telomerischer DNA beendeten die Zellen ihre Teilung (Harley et al. 1990). Aus
diesem Grund betrachtet man die Telomere als die sog. mitotic clock (mitotische
Uhr), da das Replikationspotential einer Zelle von der Lange ihrer Telomere abhangt.
Sind die Telomere nach einer entsprechenden Anzahl von Zellteilungen auf eine
kritische Lange verkurzt, hat die Zelle ihr Hayflick limit erreicht und tritt in einen
dauerhaften Zellzyklusarrest Uber, der cellular oder replicative senescence
(senescence = Alterung) genannt wird (Harley et al. 1990, Hastie et al. 1990, Lindsey
et al. 1991). Dieser beinhaltet u. a. die Repression von Genen, welche die
Proliferation der Zelle fordern und eine gesteigerte Expression von antiproliferativ
wirkenden Genen. Es wird vermutet, dass dieser Mechanismus die Entstehung von
Tumoren verhindern soll (Goldstein 1990, Smith and Pereira-Smith 1996).

1.3 Telomerase

1.3.1 Funktion der Telomerase

Die Telomerase ist ein Ribonukleoprotein, das nach jeder Zellteilung wieder de novo
synthetisierte Telomersequenzen an die Enden der Chromosomen anfligt und so das

Replikationspotential einer Zelle erhalten kann (Morin 1989). Sie setzt sich aus einer
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katalytischen Untereinheit, der humanen Telomerase Reverse Transkriptase
(hTERT) und einer RNA Untereinheit, der humanen Telomerase RNA (hTR)
zusammen. Die RNA Komponente enthalt eine Sequenz aus elf Nukleotiden, die
komplementar zur Telomersequenz ist (5-CUAACCCUAAC-3'). Sie dient der
reversen Transkriptase als Matrize, um TTAGGG-Sequenzen an das Ende des 3'
Uberhangs der Telomere anzufiigen (Feng et al. 1995). Der komplementdre DNA
Strang kann dann durch die DNA Polymerase verlangert werden. Auf diese Weise

wird der Verlust von telomerischer DNA nach jeder Zellteilung wieder ausgeglichen.

5 ¥
3 5

Abb. 3: Funktion der Telomerase
Die Telomerase fugt Nukleotide an das 3' Ende der DNA mit Hilfe ihrer RNA Matrize,
deren Sequenz komplementar zur TTAGGG Sequenz ist, an (1). Die DNA Polymerase
verlangert anschlieBend nach Andocken eines Primers den komplementaren DNA
Strang (2). Die neu gebildete telomerische DNA ist hier hellblau dargestellt (Bildquelle:
Addison Wesley Longman Inc. 1999)



1. Einleitung 14

1.3.2 Telomeraseaktivitat in immortalen Zellen

Etwa 85 % aller Tumorzellarten und immortalen Zelllinien weisen Telomerase-
aktivitat auf (Kim et al. 1994, Shay and Wright 1996). Diese Zellen umgehen durch
bestimmte Transformationsprozesse die auf den Zellzyklusarrest folgende Apoptose.
Durch die Aktivierung der Telomerase in der Zelle werden ihre Telomere wieder
aufgebaut und sie erlangt eine unbegrenzte Teilungsfahigkeit (Martens 2001).

Telomeraseaktivierung

Immortalisierung

Telomerlange

senescence

Krise

Zellteilungen

Abb. 4: Immortalisierung somatischer Zellen
Normale somatische Zellen besitzen keine Telomeraseaktivitat. Der Verlust von
telomerischer DNA durch die Zellteilung fihrt zum Zellzyklusarrest (senescence). Durch
Transformationsprozesse und Aktivierung der Telomerase kann die sog. Krise (bedingt
durch die Instabilitat der Telomere) lUberwunden werden. Die Telomere werden wieder
aufgebaut und die Zellteilung kann fortgesetzt werden.

Wie die Telomeraseaktivitat in Zellen reguliert wird, ist noch nicht vollstandig geklart.
Man hat aber u. a. herausgefunden, dass die mRNA (messenger RNA) der
Enzymuntereinheit der Telomerase (hTERT) in immortalen, Telomerase positiven
Zellen exprimiert wird, wahrend Zellen ohne Telomeraseaktivitat keine hTERT mRNA
aufweisen (Nakamura et al. 1997, Meyerson et al. 1997, Kilian et al. 1997). Im
Gegensatz dazu wird die RNA Untereinheit der Telomerase (hTR) sowohl in
Telomerase positiven als auch Telomerase negativen Zellen exprimiert (Avilion et al.
1996, Bestilny et al. 1996). Daher scheint die katalytische Untereinheit der

Telomerase (hTERT) ein regulierender Faktor zu sein.
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1.3.3 Telomeraseaktivitat in Stammzellen und somatischen Zellen

Keimbahnzellen und embryonale Stammzellen besitzen eine hohe Telomerase-
aktivitat, durch die ihre Fahigkeit zur Selbstreplikation erhalten bleibt (Wright et al.
1996, Thomson et al. 1998). Hamatopoetische Stammzellen (HSC), die als Vorlaufer
der myeloischen, lymphoiden und erythrozytaren Zellreihen neben den mesenchy-
malen Stammzellen im Knochenmark angesiedelt sind, weisen ebenfalls
Telomeraseaktivitat auf. Diese ist aber zu gering, um den Verlust von telomerischer
DNA durch die Zellteilung wieder vollstandig auszugleichen, weshalb HSC nur ein
begrenztes Replikationspotential aufweisen (Vaziri et al. 1994). Allerdings steigt sie
unter dem Einfluss spezifischer Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation und
Differenzierung der Zellen fordern, kurzzeitig an, um dann mit zunehmender
Differenzierung der Zellen wieder abzufallen. Dabei ist in der Phase der erhdhten
Telomeraseaktivitat die Abnahme der Telomerlange je PD geringer (Chiu et al. 1996,
Engelhardt et al. 1997). Die meisten somatischen Zellen besitzen keine
Telomeraseaktivitat, weshalb ihre Teilungsfahigkeit begrenzt ist. Ausnahmen stellen
neben peripheren Lymphozyten einige sich selbst erneuernde epitheliale Gewebe
wie die Darmschleimhaut und die Epidermis dar, in deren Basalzellen geringe
Telomeraseaktivitat nachgewiesen wurde (Hiyama et al. 1995, Hiyama et al. 1996,
Harle-Bachor and Boukamp 1996).

1.3.4 hMSC und Telomeraseaktivitat

Die Frage, ob auch mesenchymale Stammzellen Telomeraseaktivitat besitzen, flihrte
bisher zu widerspruchlichen Ergebnissen. In einer Publikation von Pittenger et al.
wird beschrieben, dass in vitro kultivierte hMSC Telomeraseaktivitat aufweisen und
diese auch nach mehrfacher Passagierung der Zellen nicht verloren geht (Pittenger
et al. 1999). Dieses Ergebnis ist allerdings zweifelhaft, da gleichzeitig auch in
Fibroblasten, die allgemein als Telomerase negativ gelten, Telomeraseaktivitat
gemessen wurde (Zimmermann et al. 2003).

Von Banfi et al. untersuchte in vitro kultivierte hMSC wiesen keine Telomerase-
aktivitat auf. Sie stellten fest, dass sich die Telomere um etwa 50 - 100 bp je PD

verkurzten und die Zellen nach 40 PD im Zellzyklusarrest endeten (Banfi et al. 2002).
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Auch Zimmermann et al. konnten keine Telomeraseaktivitdt in hMSC nachweisen.
Die von ihnen untersuchten Zellen besalien mit durchschnittlich 18.7 PD ebenfalls
nur ein begrenztes Replikationspotential (Zimmermann et al. 2003).

Vaziri und Benchimol hatten beschrieben, dass Zellen, in denen die Telomerase
aktiviert wird, langere Telomere und eine groRere Teilungsfahigkeit aufweisen als
normale Zellen. Die Aktivierung der Telomerase erfolgte dabei Uber die ektope
Expression der katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT), deren mRNA
uber einen retroviralen Vektor in die genomische DNA der Zellen integriert worden
war (Vaziri and Benchimol 1998).

Shi et al. und Simonsen et al. haben dieses Verfahren an hMSC angewandt und das
Proliferations- und Differenzierungspotential derart veranderter Zellen mit dem von
nativen, Telomerase negativen hMSC verglichen. Dabei zeigte sich, dass die
Telomerase positiven hMSC langere Telomere und mit 80 bzw. 260 PD ein vielfach
grolieres Proliferationspotential besallen als die normalen hMSC (32 bzw. 26 PD).
Sie bewahrten dabei ihre Fahigkeit zur osteogenen Differenzierung und bildeten
zudem nach subkutaner Implantation in immundefiziente Mause mehr Knochen als
die Kontrollzellen (Shi et al. 2002, Simonsen et al. 2002). Gronthos et al. konnten
zudem nachweisen, dass hTERT transduzierte Telomerase positive hMSC eine
hohere Expression Zellzyklus regulierender Gene aufweisen, welche die Proliferation
der Zellen beschleunigen. Nach osteogener Induktion wiesen diese Zellen eine
hdhere Expression osteogen wirkender Gene auf als die normalen hMSC (Gronthos
et al. 2003). Daher ist anzunehmen, dass die Telomerase neben dem
Replikationspotential auch einen Einfluss auf das Differenzierungspotential von

mesenchymalen Stammzellen hat.
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1.4 Aufgabenstellung

Ziel der Versuche war zu ermitteln, ob hMSC in ihrer Eigenschaft als Stammzellen
Telomeraseaktivitat besitzen, durch die sie als solche identifiziert werden konnen.
Hierzu wurden hMSC in vitro kultiviert und die Telomeraseaktivitat unterschiedlich
stark proliferierender hMSC gemessen. Neben konfluenten, d. h. sich nicht mehr
teilenden hMSC wurden - in Abhangigkeit ihrer Zelldichte - sowohl proliferierende als
auch hoch proliferierende hMSC auf ihre Telomeraseaktivitat untersucht.

Weiterhin sollte die Frage geklart werden, ob durch die osteogene Differenzierung
von hMSC die Telomeraseaktivitat und Telomerlange der Zellen beeinflusst wird.
Hierzu wurden in vitro kultivierte, konfluente hMSC Uber drei Wochen osteogen
stimuliert und zu mehreren Zeitpunkten die Telomeraseaktivitat und Telomerlange
der Zellen bestimmt. Als Kontrolle dienten konfluente hMSC, die parallel dazu in
Stammzellmedium ohne osteogene Zusatze weiter kultiviert wurden. Der Nachweis
der osteogenen Differenzierung erfolgte Uber die Darstellung der Kalziumdeposition

und den Anstieg der extrazellularen Alkalischen Phosphatase Aktivitat in den Zellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zellen

Die humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) wurden von der Firma Cambrex
(USA) bezogen. Diese waren durch Knochenmarkaspiration aus dem Beckenkamm
einer gesunden kaukasischen Spenderin (19 J.) gewonnen, mittels Dichtegradienten-
zentrifugation isoliert und anschlieRend expandiert worden. Nachdem sie durch den
Nachweis spezifischer Oberflachenantigene sowie ihre Fahigkeit, adipogen, chondro-
gen und osteogen zu differenzieren als mesenchymale Stammzellen charakterisiert

worden waren, wurden sie in der 2. Passage kryokonserviert.

2.1.2 Auftauen von hMSC

Die hMSC wurden im kryokonservierten Zustand geliefert. Zum Auftauen der Zellen
wurde das Kryoréhrchen im Wasserbad (37°C) erwarmt, bis die Zellsuspension zu
etwa 90 % verflussigt war. Anschlieend wurde sie in ein 15 ml Falcon Uberfuhrt, in 5
ml Mesenchymal Stem Cell Growth Medium resuspendiert und zentrifugiert (600 x g,
5 min, RT). Nach Entnahme des Uberstands wurden die Zellen erneut in Medium
resuspendiert und gezahlt. Danach wurden sie mit einer Dichte von 4800 bis 6000
Zellen/cm? in ZellkulturgefalRen angesetzt und im Brutschrank kultiviert. Nach einem
Tag wurde das Medium zum Entfernen der nicht adharenten Zellen gewechselt und

die Kultivierung fortgesetzt.

Alle Arbeiten mit den Zellen wurden unter sterilen Bedingungen unter der Flow
durchgefuhrt. Medien und Trypsin/EDTA wurden bei 4°C gelagert und vor ihrer
Verwendung auf 37°C im Wasserbad erwarmt. Das PBS x 1 (phosphate buffered

saline) wurde bei Raumtemperatur unter der Flow aufbewahrt.
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2.1.3 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Brutschranken unter standardisierten
Bedingungen (5 % CO», 95 % Luftfeuchtigkeit, 37 °C). Nach den Empfehlungen des
Herstellers wurden die hMSC in Mesenchymal Stem Cell Growth Medium (MSCGM)
gezuchtet, welches sich aus Mesenchymal Stem Cell Basalmedium (MSCBM), 10%
Mesenchymal Stem Cell Growth Supplement (MCGS), 200 mM L-Glutamin und 25
U/ml Penicillin + 25 pg/ml Streptomycin (alle Fa. Cambrex) zusammensetzt.
Gewechselt wurden die Medien alle drei bis vier Tage, wobei die verwendete
Mediummenge je nach Zellkulturgefald variierte (10 ml/75 cm? Zellkulturflasche (T75),
5ml/25 cm? Zellkulturflasche (T25), 2 ml/9.6 cm? well einer six-well Platte (alle Fa.
Nunc)). Wenn die hMSC zu etwa 90% konfluent waren, wurden sie passagiert. Dazu
wurde zunachst das Medium aus dem Zellkulturgefald entfernt und die Zellen mit
PBS x 1 (ohne Ca ?*, Mg ?* (Fa. GibcoBRL)) gewaschen (3 ml/T75, 2 ml/T25, 1
ml/well einer six-well Platte). AnschlieBend wurde Trypsin/EDTA Ldsung (Fa.
Cambrex) hinzu gegeben (2 ml, 1 ml bzw. 0.5 ml) und die Zellen fir 5 min. bei RT
inkubiert. Die Ablésung der Zellen von Gefallboden wurde unter dem Lichtmikroskop
kontrolliert und durch leichtes Beklopfen des Bodens unterstiitzt. Nach max. 15 min
wurde das Trypsin/EDTA durch Zugabe von Medium (3 ml, 2 ml bzw. 1 ml) inaktiviert
und die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon Uberfuhrt. Nach dem Zentrifugieren (600
X g, 5 min, 25 °C) wurde der Uberstand entfernt und die Zellen in Medium
resuspendiert. AbschlieRend wurden sie gezahlt und entweder je nach
Versuchsansatz in neuen Zellkulturgefallen weiterhin kultiviert oder fur die
molekularbiologischen Untersuchungen verarbeitet.

Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte nach einem Protokoll von Jaiswal
et al. (Jaiswal et al. 1997). Hierzu wurden dem MSCGM die sog. Osteogenic
Supplements (OS) hinzugefugt und die Zellen, wenn sie zu etwa 90% konfluent
waren, darin weiter kultiviert. Die Osteogenic Supplements setzen sich aus 100 nM
Dexamethason, 10 mM R-Glycerophosphat und 0.05 mM L-Ascorbinsaure-2-

phosphat (alle Fa. Sigma) zusammen.
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2.1.4 Zellzahlung

Fir die Zellzdhlung wurde eine Neubauer-Zahlkammer (Fa. Brand) verwendet. Dazu
wurden 10 ul Zellsuspension in ein 1.5 ml Reaktionsgefal® tUberfuhrt und mit 5 pl
Trypanblau 0.4 % (Fa. GibcoBRL) vermengt. AnschlieBend wurde soviel Zell-
Farbstoff-Gemisch unter den Rand des Deckglases pipettiert, bis die Flache
unterhalb des Deckglases gerade vollstandig benetzt war. Die vitalen, sich nicht
anfarbenden Zellen in den vier Eckquadranten des Zahlgitters wurden unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt und aus der Summe der vier Quadranten der Mittelwert
gebildet. Aus der Multiplikation des Mittelwertes mit dem durch das Hinzufligen von
Trypanblau entstandenen Verdunnungsfaktor 1.5 sowie dem vorgegebenen

Kammerfaktor (1 x 10%) errechnete sich die Konzentration in Zellzahl/ml:

Zellzahl/ml Konzentration = (Summe der vier Quadranten/4) x 1.5 x 10*

2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

2.2.1 Messung der Telomeraseaktivitat

Eine standardisierte Methode zum Nachweis von Telomeraseaktivitat in Zellen
beruht auf dem Prinzip des sog. Telomeric Repeat Amplification Protocols (TRAP),
welches erstmals vor etwa zehn Jahren von Kim et al. beschrieben wurde (Kim et al.
1994).

2.2.1.1 Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA

Der Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA (Fa. Roche, Cat. No. 1 854 666) setzt sich
aus mehreren Teilschritten zusammen. Zunachst wird aus den zu untersuchenden
Zellen ein Zellextrakt hergestellt, in dem Proteine wie die Telomerase enthalten sind.
Dieser wird in der TRAP Reaktion eingesetzt, bei dem die Telomerase einen biotin-
markierten Primer (P1-TS) mit der flr sie spezifischen Sequenz (TTAGGG),
verlangert - vergleichbar mit der Verlangerung der Telomere in vivo. Je hoher die
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Aktivitat der Telomerase im Zellextrakt, desto mehr und langere Telomersequenzen
werden gebildet. In einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) werden diese dann
durch einen zweiten biotin-markierten Primer (P2) und das Enzym Taq Polymerase
vervielfaltigt. Im nachsten Schritt werden die TRAP Produkte mittels ELISA (Enzyme-
linked-Immunosorbent-Assay) detektiert. Dazu werden sie mit einer Digoxigenin
markierten Sonde, die komplementar zur Telomersequenz ist, hybridisiert.
Anschlie®end erfolgt die Inkubation mit einem Antikdrper gegen Digoxigenin (DIG),
an dem eine Peroxidase (POD) gekoppelt ist. Diese setzt das Substrat 3,3’,5,5'-
Tetramethylbenzidin (TMB) um, wodurch es zu einer Farbung der Probe kommt.
Durch die photometrische Messung der Lichtabsorption der Probe kann dann auf die

Hohe der Telomeraseaktivitat in den Zellen zurick geschlossen werden.
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Abb. 5: Prinzip des Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA (Bildquelle: Protokoll des Herstellers)

Zellextraktion

Zur Messung der Telomeraseaktivitat in einer Zellpopulation wurde diese trypsiniert,
in Medium resuspendiert und anschliellend die Zellen gezahlt. Fur die Herstellung
eines Zellextraktes wurde ein Aligout mit 2 x 10° Zellen in ein 1.5 ml ReaktionsgefaR
uberfuhrt und zentrifugiert (3000 x g, 10 min, 4 °C). Nach Entfernen des Mediums
wurden die Zellen mit 200 pyl PBS x 1 gewaschen, erneut zentrifugiert (3000 x g, 10
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min, 4 °C) und das PBS wieder entfernt. Dann wurden die Zellen sorgfaltig in 200 ul
Lysis reagent (vorgekuhlt auf Eis) resuspendiert und fur 30 min auf Eis inkubiert.
Danach wurden die lysierten Zellen zur Sedimentation des Zelldebris zentrifugiert
(13000 x g, 20 min, 4 °C). Von dem Uberstand wurden 150 ul Zellextrakt
entnommen, in ein 1.5 ml Reaktionsgefal} tGberflhrt und bis zum Einsatz in der TRAP

Reaktion auf Eis gelagert (ca. 20 min).

TRAP Reaktion

Von den hergestellten Zellextrakten wurde jeweils 1 pl - 1 x 10° Zellaquivalenten
entsprechend - in der TRAP Reaktion eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde ein
Zellextrakt aus 293 cells, i. e. immortalisierte Telomerase positive humane
Nierenzellen, verwendet. Als Negativkontrolle dienten hitzeinaktivierte 293 cells (65
°C, 20 min).

Zunachst wurden fur jeden Zellextrakt 25 ul Reaction mixture x 2 (enthalt Primer,
Nukleotide und Taq Polymerase) in ein 0.2 ml PCR-Gefal} vorgelegt und je 1 ul
Zellextrakt bzw. 1 ul Kontrolle sowie je 24 ul autoklaviertes H,O dest. hinzugeflgt
(Pipettierung auf Eis). AnschlieBend wurde die TRAP Reaktion im Peltier Thermal
Cycler (Fa. Biozym) durchgefuhrt. Diese setzt sich aus der Primerelongation (30 min,
25 °C), wahrend der die Telomerase die P1-TS Primer mit der fir sie spezifischen
TTAGGG-Sequenz verlangert, der Inaktivierung des Enzyms (5 min, 94 °C) sowie
der anschlieBenden PCR, bei der die Telomeraseprodukte mittels der Taq
Polymerase amplifiziert werden, zusammen. Die PCR umfasst 30 Zyklen bestehend
aus Denaturierung (30 s, 94 °C), Anlagerung (30 s, 50 °C) und Polymerisation (30 s,
72 °C) sowie einem abschlieRenden Polymerisationsschritt (10 min, 72°C). Durch
Absenken der Temperatur auf 4 °C wird die Reaktion beendet.

Danach wurden die Proben bis zur Durchfuhrung des ELISA bei — 20 °C gelagert.

Hybridisierung und ELISA

Die Proben und Reagenzien wurden vor ihrem Gebrauch auf Raumtemperatur (RT)
erwarmt. Zunachst wurden jeweils 5 ul des TRAP Produktes und 20 pl Denaturation
reagent in ein 1.5 ml Reaktionsgefal} pipettiert und 10 min bei RT inkubiert.

AnschlieBend wurden jeweils 225 ul Hybridization buffer (enthalt Telomerase-
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spezifische DIG-markierte Sonden) hinzugefligt und alles kurz mit einem Vortexer
vermischt. Je 100 ul einer Probe wurden dann in die wells einer mit Streptavidin
beschichteten Mikrotiterplatte (MTP) Uberfihrt und inkubiert (120 min, 37 °C,
Schattler 300 UpM). Hierbei wurden die TRAP Produkte mit den DIG-markierten
Sonden hybridisiert und Uber ihre Biotin-markierten Primer fest an das Streptavidin
der MTP gebunden. Wahrend dieser und aller folgenden Inkubationen wurde ein
Verdunsten der Proben durch das Abdecken der wells mit einer Klebefolie verhindert.
Nach der Hybridisierung wurden die wells dreimal mit jeweils 200 yl Washing buffer x
1 gewaschen und anschlieend mit je 100 ul Anti-DIG-POD working dilution inkubiert
(30 min, RT, Schuttler 300 UpM). Diese wurde hergestellt aus einer 1:50 Verdinnung
von Anti-DIG-POD (mit Peroxidase gekoppelter polyklonaler Schafantikbrper gegen
Digoxigenin) mit Conjugate dilution buffer. Wahrend der Inkubation wurden die DIG-
markierten Sonden mit dem Antikérper markiert. Danach wurden die wells finfmal
mit jeweils 200 pl Washing buffer x 1 gewaschen und anschlieend mit jeweils 100 pl
TMB substrate solution inkubiert (20 min, RT, Schuttler 300 UpM). Die Proben, in
denen das TMB Substrat durch die Peroxidase umgesetzt wurde, verfarbten sich
hierbei blau. Durch Zugabe von jeweils 100 ul Stop reagent wurde der
Substratumsatz beendet, wobei es zu einem Farbumschlag von blau nach gelb kam.
Die photometrische Messung der Lichtabsorption der Proben erfolgte dann innerhalb
der nachsten dreiBig Minuten bei einer Wellenlange von 450 nm
(Referenzwellenlange 620 nm) mit dem ELISA Reader (Fa. Mikrotek, Deutschland).

Auswertung

Fir eine glltige Messung muss die Extinktion der Positivkontrolle > 1.5 (A4s0 nm - As20
am) und die Extinktion der Negativkontrolle < 0.25 (A450 nm - Ae20 nm) Se€in.

Eine Probe gilt als Telomerase positiv, wenn ihre Extinktion minus der Extinktion der
Negativkontrolle > 0.2 (A4s0 nm - As20 nm) betragt.
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2.2.1.2 Telo TAGGG Telomerase PCR ELISAP-YS

Der Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA™Y® (Fa. Roche, Cat. No. 2 013 789) ist
eine Weiterentwicklung des vorherigen Tests, der es ermdglicht DNA Polymerase
Inhibitoren zu detektieren. Diese konnen, wenn sie in einem Zellextrakt enthalten
sind, die Amplifikation der Telomeraseprodukte wahrend der TRAP Reaktion storen
und somit zu falsch negativen Ergebnissen bezuglich der Telomeraseaktivitat fiUhren.
Um Inhibitoren aufzudecken, wird in der TRAP Reaktion ein Interner Amplifikations-
standard mitgeflhrt, der aus 216 bp langen DNA-Strangen besteht. Dieser wird wie
die Telomeraseprodukte wahrend der PCR durch die Taq Polymerase amplifiziert.
Sollten Inhibitoren im Zellextrakt enthalten sein, so bleibt die Amplifikation der
Telomeraseprodukte und des Internen Standards aus.

Wenn man zudem die Telomeraseaktivitat in unterschiedlichen Mengen eines
Zellextraktes misst (z. B. in 1 x 10° und 1 x 10? Zellaquivalenten), so wiirde die
Extinktion der Proben und der Standards bei Vorhandensein von Inhibitoren mit
abnehmender Menge des eingesetzten Zellextraktes - und somit auch der Inhibitoren

- zunehmen.
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Abb. 6: Prinzip des Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA™"® (Bildquelle: Protokoll des Herstellers)
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Zellextraktion

Diese erfolgte auf die gleiche Weise wie beim Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA.

TRAP Reaktion

Von jedem hergestellten Zellextrakt wurden 1 pl und 0.1 pl (1 x 10° bzw. 1 x 102
Zellaquivalente) in der TRAP Reaktion eingesetzt. Als probenspezifische Negativ-
kontrollen dienten 1 ul und 0.1 ul des gleichen, hitzeinaktivierten Zellextraktes (85 °C,
10 min). Die Positivkontrolle enthielt, vergleichbar mit einem Telomeraseprodukt,
DNA-Matrizen mit der Sequenz (TTAGGG)s in einer Konzentration von 0.001
amol/ul.

Wahrend der Pipettierung wurden die Proben und Reagenzien auf Eis gelagert.

Die Zellextrakte, probenspezifischen Negativkontrollen, 1 ul Positivkontrolle und 1 pl
Lysis reagent wurden in 0.2 ml PCR-Gefalde pipettiert. Je 25 ul Reaction mixture x 2
und 5 pl Interner Standard wurden hinzugeftgt und alle Proben mit 19 pl bzw. 19.9 ul
nukleasefreiem H,O dest. verdinnt. AnschlieRend wurde die TRAP Reaktion nach
dem bereits beschriebenen Programm durchgefiihrt. Die TRAP Produkte wurden bis
zur Durchfuhrung des ELISA bei — 20 °C gelagert.

Hybridisierung und ELISA

Fiur jedes TRAP Produkt wurden jeweils zwei 1.5 ml Reaktionsgefalle mit je 10 pl
Denaturation reagent vorgelegt. Diesen wurde je 2.5 pl TRAP Produkt hinzugefugt
und die Proben inkubiert (10 min, RT). Anschlielend wurden jedem TRAP Produkt
100 ul des Telomerase spezifischen Hybridisierungspuffers (enthalt zur
Telomersequenz komplementare DIG-markierte Sonde) bzw. 100 pl des Internen
Standard spezifischen Hybridisierungspuffers (enthalt zum Internen Standard
komplementare DIG-markierte Sonden) zugesetzt. Anschlielend wurden alle Proben
kurz mit einem Vortexer durchmischt und jeweils 100 ul einer Probe nach dem vom
Hersteller empfohlenen Pipettierschema in die wells einer Streptavidin beschichteten
MTP dberfuhrt und inkubiert (120 min, 37 °C, Schattler 300 UpM).

Alle weiteren Reaktionsschritte sowie die abschlieliende Absorptionsmessung
erfolgten auf die gleiche Weise wie beim Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA.
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Auswertung

Fir die gultige Messung einer Probe darf die Extinktion ihrer Negativkontrolle nicht >
0.1 (A450 nm - As20 nm) sein. Die Extinktion der Positivkontrolle soll 0.2 — 0.5 (A4s0 nm -
As20 nm) betragen.

Eine Probe gilt als Telomerase positiv, wenn ihre Extinktion abzlglich der Extinktion
der Negativkontrolle mehr als zweimal so grof3 ist wie die Hintergrundaktivitat.

Die Semiquantifikation der Telomeraseaktivitat erfolgt als sog. Relative Telomerase
Aktivitat (RTA, Angabe in %). Hierzu wird die Extinktion der Probe mit der Extinktion
der Positivkontrolle, die eine bekannte Menge an Telomersequenzen enthalt, ins

Verhaltnis gesetzt:

ata~ s~ As)/ Agis

: . x 100
Uﬁ*rf;s; - A’r&‘:&;.n] ! ATS&IE;

As: Absorption der Probe

Aso: Absorption der Negativkontrolle

As,s: Absorption des Internen Standards der Probe

Atss: Absorption der Positivkontrolle
Arsso:  Absorption des Lysis reagent

Arssis:  Absorption des Internen Standards der Positivkontrolle
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2.2.2 Messung der Telomerlange

2.2.2.1 DNA [solation

Zur Messung der Telomerlangen musste zunachst die genomische DNA aus den
Zellen isoliert werden. Dazu wurde der DNeasy Tissue Kit (Fa. Qiagen) verwendet.
Bei diesem Verfahren werden die Zellen lysiert und anschlieBend auf eine Saule
(Mini Column) geladen, die eine DNA bindende Membran enthalt. Nach dem
Auswaschen aller tbrigen Zellbestandteile mittels verschiedener Puffer wird die DNA
mithilfe eines Elutionspuffers wieder aus der Membran gelést und die Menge an
isolierter DNA photometrisch bestimmt.

Im Rahmen der Versuche wurden 1.5 - 3 x 10° Zellen einer Zellpopulation zur
Herstellung einer DNA Probe verwendet. Dazu wurde ein entsprechendes Aliquot der
Zellsuspension in ein 1.5 ml Reaktionsgefal® tberflihrt und die Zellen zentrifugiert
(1800 UpM, 5 min, RT). Das Medium wurde entfernt und das Zellpellet in 200 yl PBS
x 1 resuspendiert. Dann wurden 20 ul Proteinase K und 200 pl AL-Puffer hinzu
gegeben, die Probe gevortext und anschliefiend im Wasserbad inkubiert (10 min, 70
°C). Nach Zugabe von 200 pl Ethanol und griindlichem Vortexen wurde der gesamte
Inhalt des Reaktionsgefalles auf eine Saule gegeben und zentrifugiert (8000 UpM, 1
min, RT). Der Durchlauf wurde verworfen und die Saule in ein neues Auffanggefal®
gestellt. Nach Zugabe von 500 ul AW1-Puffer wurde die Saule erneut zentrifugiert
(8000 UpM, 1 min, RT) und in einem frischen Auffanggefal platziert. Anschlielend
wurden 500 pl AW2-Puffer auf die Saule gegeben und diese nochmals zentrifugiert
(13 000 UpM, 3 min, RT). Zum Auswaschen der DNA wurde die Saule in ein 1.5 ml
Reaktionsgefal® gestellt, 200 ul AE-Puffer direkt auf die Membran pipettiert und 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Saule zentrifugiert (8000 UpM, 1
min, RT) und anschlielend der DNA Gehalt des Durchlaufs photometrisch bei einer
Wellenlange von 260 nm bestimmt (Biophotometer, Fa. Eppendorf). Durch
verschiedene vom Gerat gemessene Ratios konnten Ruckschlisse auf die Reinheit
einer Probe gezogen werden. Bis zur Messung der Telomerlange wurden die Proben
bei — 20 °C gelagert.



2. Material und Methoden 28

2.2.2.2 Telo TAGGG Telomere Length Assay

Der Telo TAGGG Telomere Length Assay (Fa. Roche, Cat. No. 2 209 136) erlaubt
die Darstellung der durchschnittlichen Telomerlange einer Zellpopulation in Form von
Terminal Restriction Fragments (TRF). Diese bestehen aus der telomerischen und
subtelomerischen DNA, welche sich zur Chromosomenmitte (Zentromer) hin an die
Telomere anschliet. Gewonnen werden die TRF durch den Verdau der DNA mit
Restriktionsenzymen, welche die nicht-telomerische DNA in niedermolekulare
Fragmente zerschneiden, wahrend die Telomere und die subtelomerische Region
intakt bleiben. Die DNA wird durch Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Southern Blot auf eine Nylonmembran ubertragen. Dann werden die TRF mit einer
DIG-markierten Telomer spezifischen Sonde hybridisiert und anschlielliend mittels

Chemilumineszenz Detektion auf einer Filmfolie sichtbar gemacht.

DNA Digestion
restriction site

|

PR R O B R A ATATATATAVATAYI VAVARNR
Telomeare Associated Sequences TTAGGG Repeats
Chemilumineszenz Detektion
. \
Tmm CDP-Star
P -Star
i DIG Anti-DIG-AP \

Abb. 7: Prinzip des Telo TAGGG Telomere Length Assay (Bildquelle: Protokoll des Herstellers)
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DNA Digestion

Je 1 ug DNA einer Probe wurde in ein 1.5 ml Reaktionsgefald Uberflihrt und je nach
Konzentration der isolierten DNA nuklease-freies H,O dest. hinzu gegeben oder die
Probe mittels Lyophilisation auf ein Volumen von 17 ul eingeengt. Als Kontrollen
dienten je 1 pg Control DNA low und Control DNA high (genomische DNA aus
immortalisierten Zellen mit einer durchschnittlichen TRF-Lange von 3.9 kbp bzw. 10.2
kbp). Die Proben und Kontrollen wurden mit je 2 ul Digestion buffer x 10 und 1 pl
Restriktionsenzymen (0.5 pl Hinf 1 + 0.5 yl Rsa 1) versetzt und inkubiert (120 min, 37
°C). Beendet wurde die DNA Digestion durch Zugabe von je 4 pl Gel electrophoresis

loading buffer x 5 (enthalt Bromphenolblau) und kurzes Zentrifugieren der Proben.

Gelelektrophorese

Zunachst wurde ein etwa 11 x 9 cm grof3es Agarosegel 0.6 % aus 0.6 g Agarose MP
(Fa. Roche) und 100 ml TAE-Puffer x 1 hergestellt. Wahrend das Gel aushartete,
wurden 4 pl DIG Molecular weight marker, 12 pl nukleasefreies H,O dest. und 4 ul
Gel electrophoresis loading buffer x 5 in einem 1.5 ml Reaktionsgefal® miteinander
vermischt, 10 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieBend kurz
zentrifugiert. Der Molekulargewichtmarker enthalt DNA-Fragmente mit einer Lange
von 81 bp bis 21266 bp. Nachdem das Gel ausgehartet war, wurde es in eine
Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer x 1 platziert und die Proben, Kontrollen und
der Marker in die Taschen pipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer
anliegenden Spannung von 60 Volt. Sie wurde beendet, wenn das den Proben
zugesetzte Bromphenolblau etwa 10 cm weit gewandert war (Dauer ca. 4 % h). Im
Anschluss daran wurde das Gel in eine Plastikschale mit 50 ml 0.25 M HCI-LAésung
gelegt und solange inkubiert (Schuttler 200 UpM, RT), bis das Bromphenolblau eine
gelbbraune Farbe aufwies (5 - 10 min). Dann wurde es zweimal mit je 50 ml H,O
dest. gespult und fur 2 x 15 min mit je 50 ml Denaturation solution inkubiert (Schuttler
200 UpM, RT). Nach zwei weiteren Spulungen mit H,O dest. wurde das Gel fur 2 x
15 min mit je 50 ml Neutralization solution behandelt (Schuttler 200 UpM, RT) und
anschlie3end noch einmal mit H,O dest. gewaschen. AbschlieRend wurde das Gel in

50 ml SSC x 20 gelegt, bis der Southern Blot vorbereitet war.



2. Material und Methoden 30

Hergestellte Puffer:

TAE x 1: 0.04 M Tris-Acetat, 0.001 M EDTA, pH 8.0

SSC x 20: 3 M NaCl, 0.3 M Na-Citrat, pH 7.0
Denaturation solution: 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl
Neutralization solution: 0.5 M Tris-HCI, 3 M NaCl, pH 7.5

Southern Blot

Der Southern Blot erfolgte mittels Kapillartransfer und wurde - mit einigen
improvisatorischen Veranderungen - nach den Empfehlungen von Maniatis et al.
(Maniatis et al. 1982) durchgefuhrt. Dazu wurde eine leere Pipettenspitzenbox mittig
in eine Wanne (25 x 15 x 5 cm) gestellt und darauf eine Glasplatte (20 x 15 cm)
gelegt. Uber die Glasplatte wurde ein trockenes Whatman Filterpapier (3 mm)
ausgebreitet, dessen Enden bis auf den Boden der Plastikwanne reichten und das in
seiner Breite der des Gels entsprach. Auf das Filterpapier wurde das Gel mit der
Unterseite nach oben platziert. Darauf kam eine auf die GroRe des Gels
zugeschnittene positiv beschichtete Nylonmembran (Fa. Roche), auf welche die DNA
transferiert werden sollte. Daruber wurden zwei ebenso grof3e in SSC x 20 getrankte
Whatman Filterpapiere (3 mm) gelegt und das Ganze mit einem Stapel
Papiersaugticher bedeckt, der mit einer zweiten Glasplatte und einem Gewicht von
etwa 500 g beschwert wurde. Dann wurde die Wanne mit SSC x 20 geflillt, so dass
das unterste, trockene Whatman Filterpapier den Puffer langsam aufsaugen konnte.
Um zu verhindern, dass die Saugtlicher direkt mit dem Filterpapier in Berlhrung
kamen, wurden die offenen Seiten der Wanne mit Parafilm abgedichtet.

Der Southern Transfer erfolgte Gber Nacht (ca. 12 Stunden). Am nachsten Morgen
wurde die DNA durch UV-Crosslinking (2 min, 120 mJ) auf der Membran fixiert und

diese anschlief3end in einer Plastikschale kurz mit 50 ml SSC x 2 gewaschen.
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Abb.8: Schematische Darstellung des Blotaufbaus

Hybridisierung und Chemilumineszenz Detektion

Zunachst wurden zwei Hybridisierungskolben und 2 x 10 ml DIG Easy Hyb auf 42 °C
vorgewarmt.

Zur Prahybridisierung wurde die Membran nach dem Waschen mit SSC x 2 in einen
der Hybridisierungskolben eingelegt und unter Rotation mit 10 ml DIG Easy Hyb im
Hybridisierungsofen inkubiert (45 min, 42 °C). Kurz vor Ende der Prahybridisierung
wurde die Hybridisierungsldsung vorbereitet, indem 2 uyl Telomere probe (i. e.
Telomer spezifische Sonde) zu den Ubrigen 10 ml DIG Easy Hyb hinzufugt und gut
miteinander vermischt wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Prahybridisierungslésung abgegossen und die Membran mit der Hybridisierungs-
|I6sung im Ofen inkubiert (180 min, 42 °C).

Danach wurde sie in eine Plastikschale gelegt und fur 2 x 5 min mit je 50 ml Stringent
wash buffer | gewaschen (Schuttler 200 UpM, RT). Wahrenddessen wurden der
zweite Hybridisierungskolben und 2 x 10 ml Stringent wash buffer Il auf 50 °C
vorgewarmt. Anschliellend wurde die Membran flir 2 x 15 min mit jeweils 10 ml
Stringent wash buffer Il bei 50 °C im Hybridisierungsofen umspult. Im Anschluss
daran wurde sie wieder in die Plastikschale gelegt und mit 100 ml Washing buffer x 1
gewaschen (5 min, Schuttler 200 UpM, RT). Dann wurde sie mit 50 ml Blocking
solution x 1 inkubiert (30 min, Schuttler 200 UpM, RT) und wahrenddessen die Anti-
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DIG-POD working solution hergestellt. Dazu wurden 50 ml Blocking solution x 1 mit 5
pl Anti-DIG-AP (mit Alkalische Phosphatase gekoppelter Antikorper gegen DIG)
versetzt und die Membran darin inkubiert (30 min, Schuttler 200 UpM, RT). Hierbei
band der Antikorper an die mit der telomerischen DNA hybridisierten DIG-markierten
Sonden. Nach 2 x 15 min Waschen mit je 100 ml Washing buffer x 1 (Schattler 200
UpM, RT) wurde die Membran mit 100 ml Detection buffer x 1 inkubiert (5 min,
Schuttler 200 UpM, RT). Dann wurde sie mit der DNA Seite nach oben auf eine
Glasplatte gelegt und die Reste des Detection buffer x 1 mit Hilfe eines Papiertuches
von den Randern der Membran aus aufgesogen. Anschliellend wurden rasch etwa
20 Tropfen Substrate solution (enthalt das Chemilumineszenzsubstrat CDP-Star) auf
die Membran gegeben und diese fur 5 min unter Lichtausschluss inkubiert. Hierbei
setzte die Alkalische Phosphatase das CDP-Star um, wodurch Photonen emittiert
wurden.

Danach wurde die Membran luftdicht in eine glatte Klarsichtfolie verpackt, mit der
DNA Seite nach oben in eine Filmkassette gelegt und mit Klebeband fixiert. Innerhalb
der nachsten 30 bis 60 min wurden dann in der Dunkelkammer mehrere Filmfolien
fur die Dauer von einer bis zu sieben Minuten mit der Photonen emittierenden

Membran belichtet und anschlieRend entwickelt.

Hergestellte Puffer:

Stringent wash buffer I: SSC x 2, 0.1 % SDS
Stringent wash buffer II: SSC x 0.2, 0.1 % SDS

Auswertung

Die Terminal Restriction Fragments (TRF) sind als schwarzer Schmier auf dem Film
erkennbar. Dessen hochste Dichte ist der Bereich, der die durchschnittliche TRF
Lange einer Probe widerspiegelt. Durch Vergleich mit dem Molekulargewichtsmarker,
der DNA Fragmente bekannter Lange enthalt, kann die durchschnittliche TRF Lange

einer Probe direkt abgelesen werden.
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2.3 Farbungen

2.3.1 Von Kossa

Die von Kossa Farbung ist ein standardisiertes Verfahren zum Nachweis der
osteogenen Differenzierung von hMSC, mit dem die Kalziumdeposition der Zellen in
die extrazellulare Matrix dargestellt wird.

Die Farbung erfolgte bei Raumtemperatur, die einzelnen Reagenzien wurden in einer
Menge von etwa 2 ml/well verwendet. Zunachst wurde das Medium aus dem well
entfernt und die Zellen mit Methanol 98 % fixiert (15 min). Anschliel3end wurde H,O
dest. auf die Zellen gegeben (20 min). Unter Lichtausschluss wurden sie dann mit
Silbernitratidsung 5 % inkubiert (5 min). Nach zweimaligem Spullen mit H,O dest.
erfolgte anschlieRend die Inkubation mit Pyrogallolliésung 1 % (5 min). Durch Zugabe
von Natronlauge 5 % wurde die Kalziumfarbung fixiert (4 min) und danach die Zellen
mit (alkalischem) Leitungswasser gewaschen (1 min). Nach kurzem Spulen mit H,O
dest. wurden anschlieRend die Zellkerne mit May-Griinwald-Lésung gefarbt (10 min).
Zum Schluss wurden die Zellen noch einmal mit H,O dest. gespult. Fur die
lichtmikroskopische Beurteilung der Farbung wurden die Zellen in H,O dest.
belassen. Die kalziumhaltigen Stellen stellten sich tiefschwarz dar, wahrend das

Zytoplasma eine rétliche und die Zellkerne eine blauliche Farbung aufwiesen.

2.3.2 Alkalische Phosphatase Aktivitat

Die Alkalische Phosphatase ist ein u. a. am Knochenstoffwechsel beteiligtes Enzym.
Seine Aktivitat nimmt in osteogen differenzierenden hMSC im Vergleich zu nativen
hMSC, welche nur eine geringe Enzymaktivitat aufweisen, zu. Daher wird die
histochemische Darstellung der Alkalischen Phosphatase Aktivitat neben der von
Kossa Farbung regelmalig zum Nachweis der osteogenen Differenzierung von
hMSC verwendet.

Die Farbung erfolgte unter Verwendung des Alkaline Phosphatase Kits (Fa. Sigma,
Procedure No. 85). Das Prinzip des Tests beruht darauf, dass die Alkalische
Phosphatase von dem angebotenen Substrat Naphtol AS-MX Phosphat Naphtol AS-
MX abspaltet. Dieses verbindet sich mit einem Diazoniumsalz (Fast Violet B Salt)
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und fallt als unldsliches Pigment an den Stellen aus, an denen Alkalische
Phosphatase Aktivitat vorhanden ist. Die Farbung erfolgte wie die von Kossa
Farbung bei Raumtemperatur. Das Medium wurde aus dem well entfernt und die
Zellen mit Fixierldésung behandelt (30 s). Nach dem Waschen mit H,O dest. (45 s)
wurden sie unter Lichtausschluss mit der Farbelésung inkubiert (30 min). Daraufhin
wurden die Zellen nochmals mit H,O dest. gewaschen (2 min) und anschliefend die
Zellkerne mit Mayer's Hematoxylin Solution gefarbt (10 min). Danach wurden die
Zellen mit (alkalischem) Leitungswasser gewaschen (2 min) und abschlieRend mit
H,O dest. bedeckt. Bei der mikroskopischen Beurteilung stellten sich die Bereiche,
an denen die Alkalische Phosphatase das Substrat umgesetzt hatte, rot dar. Die

Zellkerne waren blau gefarbt.

Herstellung von Reagenzien:

Fixierlbsung: Citrate Concentrate Solution 1:50 mit H,O dest. verdiinnen und zwei
Volumen davon mit drei Volumen Aceton verdiinnen

Farbelésung: Inhalt einer Fast Violet B Kapsel in 48 ml H,O dest. I6sen und 2 ml
Naphtol AS-MX Phosphate Alkaline Solution hinzugeben
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2.4 Versuchsansatze

2.4.1 Telomeraseaktivitat proliferierender hMSC

HMSC der 6. Passage wurden in einem Doppelansatz in zehn 75 cm?
Zellkulturflaschen (Fa. Nunc) mit einer Dichte von etwa 2670 Zellen/cm? ausgesat
und in Mesenchymal Stem Cell Growth Medium (MSCGM, Fa. Cambrex) kultiviert.
An den Tagen 1, 2, 3, 4 und 7 nach Ansatz der Zellkulturen wurde die
Telomeraseaktivitat der Zellen mit dem Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA™YS
(Fa. Roche, Cat. No. 2 013 789) gemessen. Dazu wurden an den Auswertetagen je
zwei Zellkulturflaschen trypsiniert, die Zellen gezahlt und aus jeweils 2 x 10° Zellen
einer Zellkulturflasche ein Zellextrakt hergestellt. Von den beiden Zellextrakten
wurden dann jeweils 1 pl (1 x 10° Zellaquivalente) und 0.1 pl (1 x 102 Zellaquivalente)
in der TRAP-Reaktion eingesetzt. Die TRAP Produkte wurden bis zum Abschluss der
Zellkultur bei — 20 °C gelagert und anschlieRend in zwei aufeinander folgenden

ELISA auf Telomeraseaktivitat getestet.

2.4.2 Telomeraseaktivitat hoch proliferierender hMSC

Der im Folgenden beschriebene Versuch wurde von Frau Dr. rer. nat. Hulya Guilkan
durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden mir freundlicherweise fur diese Arbeit zur
Verflgung gestellt.

HMSC der 8. bzw. 9. Passage wurden mit 10 - 20 Zellen/cm? in 12-well Platten (Fa.
Nunc) ausgesat und vier bis sechs Tagen in MSCGM kultiviert. AnschlielRend wurden
sie durch Passagieren 1:7 verdunnt. Nach weiteren vier bis sieben Tagen in Kultur
wurden die Zellen trypsiniert, gepoolt und mittels des Telo TAGGG Telomerase PCR
ELISAP'YS (Fa. Roche, Cat. No. 2 013 789) auf Telomeraseaktivitat untersucht.
Hierbei wurden von jedem Zellextrakt 1 ul (1 x 10® Zellaquivalente), 0.1 pl (1 x 102
Zellaquivalente) und 0.01 pl Zellextrakt (10 Zellaquivalente) in der TRAP Reaktion

eingesetzt.
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2.4.3 Telomeraseaktivitat und Telomerlangen osteogen stimulierter hnMSC

HMSC der 5. Passage wurden mit 5730 Zellen/cm? in zwolf six-well Platten (Fa.
Nunc) ausgesat und bis zur Konfluenz in MSCGM kultiviert. AnschlieRend wurden
die Zellen drei Wochen weiterkultiviert, wobei ein Teil der Zellen mit osteogenem
Differenzierungsmedium (MSCGM + 100 nM Dexamethason, 10 mM R-
Glycerophosphat und 0.05 mM L-Ascorbinsaure-2-phosphat) und die Ubrigen Zellen
weiterhin mit MSCGM ernahrt wurden (Kontrollgruppe). Die Telomeraseaktivitat
wurde mit dem Telo TAGG Telomerase PCR ELISA (Fa. Roche, Cat. No. 1 854 666)
und die Telomerlangen mit dem Telo TAGGG Telomere Length Assay (Fa. Roche,
Cat. No. 2 209 136) bestimmt, wobei fur jede Messung jeweils die Zellen zweier wells
gepoolt wurden. Die Telomeraseaktivitat und Telomerlangen wurden in beiden
Gruppen an den Tagen 7, 14 und 21 nach Beginn der osteogenen Stimulation sowie
in der Kontrollgruppe zusatzlich an Tag 0 gemessen. Wahrend in der Kontrollgruppe
die Zellen fur alle Auswertetage einfach angesetzt wurden, wurde bei den osteogen
differenzierenden Zellen fur die Tage 7 und 14 ein doppelter und fir den Tag 21 ein
vierfacher Zellansatz gewahlt, da wir vermuteten, dass mit zunehmender
Differenzierung der Zellen die DNA Ausbeute abnehmen koénnte (mundliche
Mitteilung von Dr. Peter Neth). Zum Nachweis der osteogenen Differenzierung wurde
an den Tagen 7, 14 und 21 aus beiden Gruppen je ein well nach von Kossa gefarbt.
In einem zweiten well wurde die Alkalische Phosphatase Aktivitat der Zellen unter
Verwendung des Alkaline Phosphatase Kits (Fa. Sigma, Procedure No. 85)
histochemisch dargestellt.
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2.5 Materialien und Gerate

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien und Gerate

Materialien und Gerate

Analysenwaage 0.01-120g
Analysenwaage 0.5 -4100 g

Brutschrank

ELISA Reader

ELSA Reader Software
Falcons
Hybridisierungsofen
Klvetten
Lichtmikroskop
Lyofuge
Multifunktionszentrifuge
Neubauer-Zahlkammer
Pasteurpipetten aus Glas
PCR-Gefalde

Peltier Thermal Cycler
pH-Meter

Photometer

Pipetten (10 - 1000 pl)
Pipettenspitzen mit Filter
Pipettierhilfe
Reaktionsgefalle
Serologische Pipetten
Shaker

Sterilbank

Sterilisator (Autoklav)

Tischzentrifuge
UV-Crosslinker

Typ

770-12
GJ-4100-2M
Inkubator 1G 150
MPP 3408 T
MikroWin 2000

15 ml, 50 ml
Hybridizer HB-1000
Uvette

Axiovert S 100

RC 10-10

BR4i

0.0025 cm?, 0.100 mm
230 mm

0.2 ml

PTC-200

inolab pH Level 1
Biophotometer
Pipettman

10, 20, 200, 1000 pl
Pipettus-akku

1.5 ml

2,5,10, 25 ml
Rotomax 120
Biohit

Zirbus LTA 400

Biofuge pico
BLX-254

Hersteller

Kern, Deutschland

Kern, Deutschland
Jouan, Frankreich
Mikrotek, Deutschland
Mikrotek, Deutschland
Nurnbrecht, Deutschland
UVP, USA

Eppendorf, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Jouan, Frankreich

Jouan, Frankreich

Brand, Deutschland
Brand, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Biozym, Deutschland
WTW GmbH, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Gilson, Frankreich
Biozym, Deutschland
Hirschmann, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Nurnbrecht, Deutschland
Heidolph, Deutschland
Antares, Deutschland
Apparate- u. Maschinenbau
GmbH, Deutschland
Heraeus, Deutschland

Vilber Lourmat, Frankreich
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Fortsetzung von Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien und Gerate

Vortexer G-560 E
Warmeschrank EB 53
Wasserbad 10 12

Whatman 3 mm Filterpapier

T75, T 25, six-wells
CT 422

Zellkulturgefalie

Zentrifuge

Tabelle 2: Reagenzien und Chemikalien

Reagenz/ Chemikalie
Aceton 99.5 %

Agarose MP

Eisessig

Ethanol absolut
Ethylendiamidtetraacetat 99 % (EDTA)
May-Grinwald-Losung
Methanol 98 %
Natriumchlorid (NaCl)
Natronlauge (NaOH) 10 N
PBS x 1

Pyrogallollésung 1%
Salzsaure (HCI) 2 N
Silbernitratldsung 5 %
SDS 20 %

Trisbase

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Scientific Ind. Inc., USA
Jouan, Frankreich
GFL, Deutschland
Whatman, Deutschland
Nalge Nunc Int., USA

Jouan, Frankreich

Hersteller

Merck, Deutschland

Roche, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck, Deutschland
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3. Ergebnisse

3.1 Telomeraseaktivitat proliferierender hMSC

3.1.1 Proliferationsverhalten der hMSC

In einem Doppelansatz (A und B) wurden hMSC der 6. Passage in zehn 75 cm?
Zellkulturflaschen mit je 2 x 10° Zellen (2667 Zellen/cm?) ausgeséat. Nach 1, 2, 3, 4
und 7 Tagen Kultivierung in Stammzellmedium wurden jeweils die Zellen zweier
Zellkulturflaschen geerntet und die Zellen unter Verwendung von Trypanblau mit dem
Hamocytometer gezahlt. Die Berechnung des Cumulative Population Doubling
Levels (CPDL) der Zellen von der Aussaat bis zum Zeitpunkt des Trypsinierens
erfolgte nach der Formel: log N/log 2, wobei N = Zellzahl zum Zeitpunkt der

Messung/Zellzahl bei Aussaat.

3
2’5 i /k 2,41
2
-4 15 158
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o
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05 ‘ ‘ ‘ ‘ = Ansatz B
0 1 2 3 4 7

Tage

Abb. 10: Proliferationsverhalten der hMSC
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3.1.2 Nachweis der Telomeraseaktivitat

Die Messung der Telomeraseaktivitat erfolgte mithilfe des Telo TAGGG Telomerase
PCR ELISA™"YS (Fa. Roche). Von jeder Probe wurden jeweils 1x 10° und 1 x 102
Zellaquivalente auf Telomeraseaktivitat hin untersucht. Die Zellen wurden als
Telomerase positiv gewertet, wenn AA der Probe (= Aprobe — ANegativkontrolie) Mehr als
zweimal so hoch war wie die Hintergrundaktivitat (Arysisreagenz). Die Relative
Telomeraseaktivitat (RTA) der Zellen im Verhaltnis zur Positivkontrolle (= 100 %)

wurde nach der unter 2.2.1.2 angegebenen Formel berechnet (s. S. 26).

1 10° 0.00 0.0
102 0.76 2.8
10° 0.06 0.6
2 2
10 -0.08
10° 0.03 0.4
3 2
10 0.98 7.7
10° 0.05 0.4
4 2
10 -0.03
10° -0.01
7 2
10 -0.04

Tabelle 3: Telomeraseaktivitat proliferierender h(MSC (Ansatz A)

AA = AProbe = ANegativkontrolle

RTA = Relative Telomeraseaktivitat (Positivkontrolle = 100 %)

Probe ist Telomerase positiv, wenn AA/(ALysisreagenz X 2) > 1
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Tag Zellaquivalente AA/(ALysisreagenz X 2) RTA [%]
1 10° 2.29 15.3
102 5.24 25.8
10° 0.03 0.4
2 2
10 -0.01
10° 0.16 0.3
3 2
10 *
10° -0.02
4 2
10 *
10° -0.01
7 2
10 0.05

* ungultige Messung

Tabelle 4: Telomeraseaktivitat proliferierender hMSC (Ansatz B)

AA = AProbe = ANegativkontrolle

RTA = Relative Telomeraseaktivitat (Positivkontrolle = 100 %)

Probe ist Telomerase positiv, wenn AA/(ALysisreagenz X 2) > 1

Im Ansatz A (s. Tab. 3, S. 40) war in keinem der Zellextrakte AA mehr als zweimal so
hoch wie die Hintergrundaktivitat (ALysisreagenz). SOmit waren alle Proben Telomerase
negativ.

Im Ansatz B (s. Tab. 4) war Telomeraseaktivitat in hMSC am Tag 1 nach Aussaat
nachweisbar (AA/(ALysisreagenz X 2) > 1), wobei in 1 x 10? Zellaquivalenten eine hohere
Aktivitat gemessen wurde als in 1 x 10° Zellaquivalenten (AA/(ALysisreagenz X 2) = 5.24
bzw. 2.29). Es handelte sich um die hMSC, die nach einem Tag eine geringere
Dichte aufwiesen als am Tag der Aussaat (CPDL — 0.19, s. S. 39). Alle Ubrigen

Proben waren Telomerase negativ.
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3.1.3 Nachweis von Polymeraseinhibitoren

Zum Nachweis von Polymeraseinhibitoren, welche die Amplifikation der
Telomeraseprodukte wahrend der PCR storen und somit zu einer geringeren
Extinktion bzw. einem falsch negativen Ergebnis beziglich der Telomeraseaktivitat
der Probe fuhren konnen, wurde die Telomeraseaktivitat in unterschiedlichen
Konzentrationen des Zellextraktes einer Probe gemessen. Wenn sowohl das
Telomerase spezifische Signal als auch das Interne Standard spezifische Signal
einer Probe mit abnehmender Menge des eingesetzten Zellextraktes zunahmen,
waren Polymeraseinhibitoren im Zellextrakt enthalten.

Dies konnte deutlich in zwei (Tag 1, Ansatz B und Tag 3, Ansatz A) und tendenziell

in drei weiteren (Ergebnisse nicht dargestellt) der insgesamt zehn Proben beobachtet

werden.
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Abb. 11: Nachweis von Polymeraseinhibitoren. Unter a) Extinktionen Telomerase positiver hMSC
(Tag 1, Ansatz B). Unter b) Extinktionen Telomerase negativer hMSC (Tag 3, Ansatz A). In beiden
Proben steigen sowohl das Telomerase spezifische als auch das Standard spezifische Signal mit

abnehmender Menge des eingesetzten Zellextraktes (1 x 10° bzw. 1 x 10° Zellaquivalente) an.
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3.2 Telomeraseaktivitat hoch proliferierender hMSC

HMSC der 8. bzw. 9. Passage wurden mit 10 - 20 Zellen/cm? in 12-well Platten
ausgesat und nach 4 bis 6 Tagen durch Passagieren 1:7 verdunnt. Die Zellen
wurden nach 4 bis 7 Tagen geerntet, gepoolt und mit dem Telo TAGGG Telomerase
PCR ELISAPYS (Fa. Roche) auf Telomeraseaktivitat untersucht.

In den hMSC der 9. Passage war Telomeraseaktivitat nachweisbar, wohingegen der
Zellextrakt, der aus Zellen in der 10. Passage hergestellt wurde, keine
Telomeraseaktivitat aufwies. Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren die hMSC der
9. Passage zuvor niemals konfluenter als 40 %, wahrend die hMSC der 10. Passage
zuvor mindestens einmal zu mehr als 50 % konfluent gewesen waren. Nach
Messung der Telomeraseaktivitat in 1 x 103, 1 x 102 und 10 Zellaquivalenten ergab

sich kein Hinweis fur Polymeraseinhibitoren in den Zellextrakten.
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Abb. 12: Extinktionen hoch proliferierender hMSC der 9. Passage in unterschiedlichen Mengen
Zellextrakt. In 1 x 10°® Zellaquivalenten ist Telomeraseaktivitdt nachweisbar (*). Mit
zunehmender Verdinnung nimmt das Telomerase spezifische Signal bis unter die
Nachweisgrenze fiir Telomeraseaktivitat ab. Hinweise fir das Vorhandensein von

Polymeraseinhibitoren im Zellextrakt liegen nicht vor.
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3.3 Osteogene Stimulation von hMSC

Es wurden hMSC der 5. Passage bis zur Konfluenz in Stammzellmedium kultiviert.
Anschlieend wurde ein Teil der Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium und
die Ubrigen Zellen als Kontrollen in Stammzellmedium Uber drei Wochen weiter
kultiviert.

3.3.1 Nachweis der osteogenen Differenzierung

Wahrend der dreiwdchigen osteogenen Stimulation war eine deutliche Zunahme der
Alkalischen Phosphatase Aktivitat der Zellen zu beobachten. Die Kontrollen wiesen
nur eine geringe Aktivitat auf, die sich nicht veranderte. Besonders gut zu
beobachten war die Zunahme der Aktivitat am Tag 7, als die Zellen sich noch nicht
vom Boden abgeldst hatten. Die Abloésung der osteogen stimulierten hMSC mit
Bildung sog. bone nodules trat regelmalig nach zehn bis elf Tagen auf, wohingegen
die Kontrollen bis zum Ende des Versuchs adharent blieben. Die Kalziumdeposition

der osteogen stimulierten hMSC war ab Tag 14 deutlich erkennbar.

Alkalische Phosphatase Aktivitat (Sigma Kit Nr. 85)
Tag 7

Tag 0 - Kontrolle

* bone nodules

Abb. 13: Darstellung von Alkalischer Phosphatase Aktivitdt und Kalziumdeposition in den Kontrollen
an Tag 0 und in den osteogen stimulierten hMSC an den Tagen 7, 14 und 21. Stellen mit
Alkalischer Phosphatase Aktivitdt sind rot-violett gefarbt. Die Kalziumdeposition der

osteogen differenzierenden Zellen ist schwarz dargestellt (ab Tag 14).
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3.3.2 Telomeraseaktivitat osteogen differenzierender h(MSC

FUr die Messung der Telomeraseaktivitdt wurde der Telo TAGGG Telomerase PCR
ELISA (Fa. Roche) verwendet. Die einfach angesetzten Kontrollen (unstimulierte
hMSC) wurden an den Tagen 0, 7, 14 und 21 untersucht. Die Messungen in den
osteogen stimulierten Zellen erfolgten an den Tagen 7 und 14 in einem doppelten
und am Tag 21 in einem vierfachen Zellkulturansatz. Die Zellen galten als
Telomerase positiv, wenn ihre Extinktion minus der Extinktion der Negativkontrolle
grofder als 0.2 (A450 nm - As20 nm) War.

In den Kontrollen konnte zu keinem Zeitpunkt Telomeraseaktivitat nachgewiesen
werden. In den osteogen stimulierten hMSC wies einer von zwei Ansatzen an Tag 14
deutliche Telomeraseaktivitat auf (AAos ()= 0.425). Alle Ubrigen osteogen stimulierten

Zellkulturansatze waren Telomerase negativ.
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Abb. 14: Nachweis von Telomeraseaktivitat in einer von zwei Proben an Tag 14 der osteogenen
Differenzierung: AAos() (= 0.46 - 0.035) = 0.425.
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3.3.3 Telomerlangen osteogen differenzierender hMSC

Die Messung der Telomerlangen erfolgte in Form von Terminal Restriction
Fragments (TRF) mit dem Telo TAGGG Telomere Length Assay (Fa. Roche).
Jeweils 1 ug DNA einer Probe wurde fur die Messung eingesetzt. Die Kontrollen
wurden wiederum in einem einfachen und die osteogen stimulierten hMSC an Tag 7
und 14 in einem doppelten bzw. an Tag 21 in einem vierfachen Versuchsansatz auf
ihre Telomerlange hin untersucht.

Die Telomerlange der Kontrollen (hMSC Tag 0 bis hMSC Tag 21) betrug etwa 7.5 kb
und veranderte sich wahrend der dreiwdchigen Kultivierung nicht. In den osteogen
stimulierten hMSC (OS Tag 7 bis OS Tag 217) konnten beim Vergleich mit den
Kontrollen keine signifikanten Veranderungen der Telomerlange festgestellt werden.
Die osteogene Differenzierung der Zellen hatte somit keinen Einfluss auf ihre

Telomerlange.

OS Tag 7
0OS Tag 14
0S Tag 21

"hMSC Tag 21

' hMSC Tag 7
'hMSC Tag 14

o
&
-
Q
(72}
=
=

21,2 kb

Abb. 15: Die Telomere der Kontrollen (hMSC Tag 0 bis hMSC Tag 21) blieben wahrend der
dreiwdchigen konfluenten Kultivierung gleich. Die osteogene Stimulation der Zellen fuhrte

zu keiner signifikanten Veréanderung der Telomerlange (OS Tag 7 bis OS Tag 21).
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3.4 Abnahme der Telomerlange durch Passagierung

Es wurde die Telomerlange seneszenter hMSC der 14. Passage mit der von hMSC
der 5. Passage verglichen. Hierbei zeigte sich, dass sich die Telomere der hoher
passagierten Zellen um etwa 2 kb verkurzt hatten. Bei einer Zellteilungsrate von etwa
40 PD entspricht dies einer Abnahme der Telomerlange um 40 + 10 bp pro
Zellteilung.

o
1)
]
(2]
=

21,2k

_ hMSC 14P

Abb. 16: Abnahme der Telomerlange von hMSC durch Passagierung
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3. 5 Ubersicht weiterer Versuchsergebnisse

3.5.1 Telomeraseaktivitat proliferierender hMSC

Ansatz A
@ Telomerase-spezifisch
B Standard-spezifisch
3,5
3 |
E 25
[=]
<
- 2
[}
o]
c
2 1,5
=
£
g 1]
0,5
O _
be'»\ O fo& “LQ o& o> ':9& > 'zé\ A°
< &’OQ < &0Q < &’bg < «’bg < &’bg
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 7

Zellextrakt Tul 0.1ul Tul 0.1yl 1ul 0.1pl 1ul 0.1ul Tl 0.1ul

Telomerase- | 0045 | 0.062 | 0.029 | 0.041 | 0.049 | 0.124 | 0.038 | 0.024 | 0.043 | 0.040
spezifisch

Standard- 1.604 | 2.682 | 1.568 | 2.037 | 1.497 | 2.297 | >3.0 | >3.0 | 2421 | >3.0
spezifisch

Abb. 17: Grafische und tabellarische Darstellung der gemessenen Extinktionen aus je 1 ylund 0.1 pl
Zellextrakt (1x10® bzw. 1x10? Zellaquivalente) proliferierender hMSC (Ansatz A).
In drei von finf Proben nehmen die Extinktionen des Telomerase- und des Standard-
spezifischen Signals mit abnehmender Menge Zellextrakt zu.
Alle gemessenen Proben waren Telomerase negativ (gemessen mit dem Telo TAGGG
Telomerase PCR ELISA™YS, Fa. Roche).
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Ansatz B
@ Telomerase-spezifisch
B Standard-spezifisch
3,5
3,
€ 2,5
c
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Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag7
Zellextrakt Tul 0.1ul 1ul 0.1yl Tul 0.1pl 1l 0.1ul Tul 0.1ul
Telomerase- | (0 130 | 0.240 | 0.042 | 0.041 | 0.043 | 0.049 | 0.042 | 0.054 | 0.042 | 0.038
spezifisch
Standard- 1.455 | 1.970 | 1.345 | 2.134 | 2.834 | >3.0 | 1.888 | 2.487 | 2.559 | 2.701
spezifisch

Abb.18: Grafische und tabellarische Darstellung der gemessenen Extinktionen aus je 1 ul und 0.1 pl

Zellextrakt (1x10® bzw. 1x10? Zellaquivalente) proliferierender hMSC (Ansatz B). Nachweis

von Telomeraseaktivitat in hMSC Tag 1, wobei das Telomerase- und Standard-spezifische

Signal mit abnehmender Menge Zellextrakt zunehmen. Alle tibrigen Proben waren Telo-

merase negativ.
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3.5.2 Telomeraseaktivitat osteogen differenzierender hMSC

Taq 0
31 2,737
2,5 -
£
2 i
3
i m hMSC Tag 0
[}
-g 1,5 m Positivkontrolle
-,% 0O Negativkontrolle
£ g
%
w
0,5 -
0,011 0,028
0
Tag 0

Abb. 19: Kein Nachweis von Telomeraseaktivitat in 1 ul Zellextrakt (1x10® Zellaquivalente) konfluenter
hMSC (6. P.), die drei Wochen in Mesenchymal Stem Cell Growth Medium kultiviert wurden
(gemessen mit dem Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA, Fa. Roche).

Taq 7
3, 2,852
2,5 1
€
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[]
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0019 0,032 0,027
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Abb.20: Kein Nachweis von Telomeraseaktivitat in 1 ul Zellextrakt (1x10° Zellaquivalente) der
Kontrolle (hMSC) und der sieben Tage in osteogenem Differenzierungsmedium kultivierten
hMSC (Doppelansatz OS-I und OS-Il). Dartiber hinaus Negativkontrolle (i. e. hitzeinaktivierte
Positivkontrolle) zu hoch (> 0,25), daher Messung ungiiltig.
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Tag 14

1. Messung
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Abb. 21: Nachweis von Telomeraseaktivitat in 1 pl Zellextrakt (1x10® Zellaquivalente) in einem von

zwei Ansatzen der osteogen differenzierenden hMSC (OS-).

2. Messung
3 -
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u; 2 m OS-11pl (A)
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é 1,5 1 B OS-13ul (A)
§ @ OS-13ul (B)
£ 1] m Positivkontrolle
i O Negativkontrolle

0,353 0,374

Tag 14

Abb. 22: In einer 2. Messung wurde die Telomeraseaktivitat der Telomerase positiven Probe OS-I
erneut bestimmt. Neben 1pl Zellextrakt (1x10° Zellaquivalente) wurden auch 3 pl Zellextrakt
(3x10® Zellaquivalente) jeweils in einer Doppelwertbestimmung (A und B) in der TRAP
Reaktion eingesetzt. Hierbei konnte erneut Telomeraseaktivitat in 1 yl Zellextrakt nach-
gewiesen werden, wahrend die Extinktion der Probe aus 3 pl Zellextrakt unterhalb der
Nachweisgrenze fiir Telomeraseaktivitat lag.
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Abb. 23: Kein Nachweis von Telomeraseaktivitat in jeweils 1 pl Zellextrakt (1x10® Zellaquivalente) der
vier Zellkulturansatze von drei Wochen lang osteogen differenzierten hMSC (OS-I bis OS-
IV). Auch in 1 pl Zellextrakt (1x10® Zellaquivalente) humaner Osteoblasten der 4. Passage
(hOB-Il 4. P.) war keine Telomeraseaktivitdt nachweisbar. Dartber hinaus Negativkontrolle

zu hoch, daher Messung ungiiltig.

3.5.3 Telomeraseaktivitat in hMSC und MG 63 (Osteosarkomzelllinie)

Mit diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die Ergebnisse der Telomerase-
aktivitatsmessung mit dem Telo TAGGG Telomerase PCR Elisa (Fa. Roche) durch
die Menge des eingesetzten Zellextraktes beeinflusst werden.

Es wurden aus einer Zellkultur subkonfluenter hMSC, 3. P. mehrere Zellextrakte
nach Protokoll des Herstellers hergestellt und die Telomeraseaktivitat zweier
Zellextrakte (1 und 2) in jeweils 1 pl und 3 pl Zellextrakt (1x10° bzw. 3x10°
Zellaquivalente) mit dem Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA gemessen. Zum
Vergleich wurde die Telomeraseaktivitdt von - bekanntermallen - Telomerase
positiven MG 63 Zellen, 161. P. (humane Osteosarkomzelllinie, ATCC, USA) in 1 ul

und 3 pl Zellextrakt (1x10° bzw. 3x10° Zellaquivalente) gemessen.
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Abb. 24: MG 63 Zellen waren deutlich Telomerase positiv, wahrend in den hMSC keine Telomerase-
aktivitdt nachweisbar war. Im Gegensatz zu den osteogen differenzierenden hMSC Tag 14
(s. Abb. 21 und 22) war bei den MG 63 Zellen kein wesentlicher Unterschied im Ergebnis
bei der Telomeraseaktivitdtsmessung in 1 yl bzw. 3 ul Zellextrakt nachweisbar.
In einem weiteren Versuch wurden MG 63 Zellen mit dem Telo TAGGG Telomerase PCR
ELISAPS untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Verdiinnung
des Zellextraktes das Telomerase- und Standard-spezfische Signal nicht zunehmen, d. h. es
ergaben sich keine Hinweise fiir das Vorhandensein von Polymeraseinhibitoren im Zell-
extrakt (Versuche von Dr. rer. nat. Hilya Gilkan, Ergebnisse nicht dargestellt). Im Gegen-
satz dazu konnten in proliferierenden hMSC Polymeraseinhibitoren nachgewiesen werden

(s. Abb. 11), welche zu falsch niedrigen Messergebnissen gefiihrt haben kénnten.
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3.5.4 Telomerlangen osteogen differenzierender h(MSC
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Abb. 25: Messung der Telomerlange mit dem Telo TAGGG Telomere Length Assay (Fa. Roche).
Vergleich von hMSC (6. P.), die bis zu 21 Tage in Stammzellmedium kultiviert wurden
(hMSC Tag 0 - Tag 21) mit 7, 14 und 21 Tage osteogen differenzierenden hMSC (OS
Tag 7 - Tag 21). HMSC Tag 0 bis Tag 21 wiesen keine sichtbare Veranderung der Telomer-
lange auf. Bei der scheinbaren Zunahme der Telomerldange an Tag 21 der osteogen
differenzierenden hMSC handelt es sich wohl um ein Artefakt. Die Proben OS-Il a Tag 21
und OS-1l b Tag 21 stammen aus einem Zellkulturansatz, bei dem die DNA in zwei auf-
einander folgenden Elutionen isoliert wurde. Die verschieden breiten Signale sind a. e. auf
eine unterschiedliche Reinheit der Proben, i. e. Verhaltnis von DNA/RNA zuriickzufiihren
(optimal 1.8 - 2.0): 1. Elution: 2.49 260nm280nm) » 2. Elution: 1.49 260nm/280nm)-

Der Vergleich von hMSC (6. P.) mit hMSC (14. P.) zeigt eine deutliche Abnahme der
Telomerlange von durchschnittlich 7.5 kbp auf etwa 5.5 kbp (s. auch nachste Abbildung).
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Abb. 26: Telomerlangenmessung weiterer Proben ohne eindeutige Unterschiede zwischen konfluent

kultivierten und osteogen differenzierenden hMSC. Erneut breiteres Signalbei den osteogen

differenzierenden hMSC an Tag 21 (OS-l a Tag 21). Ursachlich hierfur ist a. e., dass mehr

als 1 ug dsDNA aufgetragen wurden (DNA/RNA Ratio: 2.60).

Noch einmal bestimmt wurde die Telomerlange seneszenter h(MSC, 14. Passage mit

deutlicher Abnahme der Telomerlange im Vergleich zu den hMSC in der 6. Passage.
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Abb. 27: Telomerlangenmessung der restlichen Proben. Zwischen den einzelnen Proben der
osteogen differenzierenden hMSC an Tag 21 (OS-| Tag 21 bis OS-IV Tag 21) sind keine
eindeutigen Unterschiede nachweisbar. Die geringen Varianzen sind, wie bereits
beschrieben, wohl auf die unterschiedliche Reinheit der Proben zuriick zufiihren. Der
Vergleich von OS-Il Tag 7, OS-Il Tag 14 und OS-Ill b Tag 21 zeigt am ehesten, dass die
osteogene Differenzierung der Zellen keine - zumindest mit diesem Verfahren nicht

nachweisbare - Veranderung der Telomerlange bewirkt.
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4. Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Zellen

Im Knochenmarkstroma sind viele verschiedene Zellarten angesiedelt. Neben den
mesenchymalen Stammzellen enthalt es u. a. die Zellen aus der hamatopoetischen
Reihe, Fibroblasten, Adipozyten, Endothelzellen, Makrophagen und Osteoblasten
(Castro-Malaspina el al. 1984, Wang and Wolf 1990). Der Anteil der mesenchymalen
Stammzellen im Knochenmarkstroma ist dabei mit 1 - 20 pro 1 x 10° mononukleérer
Zellen gering (Gronthos and Simmons 1996) und ein optimales, standardisiertes
Verfahren zur lIsolation und in vitro Anreicherung der hMSC existiert nicht. Die
gangigsten Verfahren fuhren zu Zellgemischen, die aulRer den osteogenen Zellen
auch noch andere Zellen enthalten (Jonsson et al. 1999). Da sowohl
hamatopoetische Stammzellen als auch Lymphozyten geringe Telomeraseaktivitat
besitzen (Vaziri et al. 1994, Hiyama et al. 1995), ware die Gefahr grof3, dass die
Versuchsergebnisse durch eine Verunreinigung mit diesen Zellen verfalscht wirden.
Aus diesem Grund und um die Ergebnisse der einzelnen Versuche leichter
miteinander vergleichen zu kénnen (alle Versuche mit Zellen desselben Spenders)
wurden kommerziell erhaltiche hMSC verwendet, die vom Hersteller nach einem
etablierten Verfahren isoliert wurden und einen hohen Anteil an mesenchymalen

Stammzellen gewahrleisten (Pittenger et al. 1999).

4.1.2 Osteogene Differenzierung von hMSC

FUr die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in vitro spielt
neben der Dichte der Zellen zum Zeitpunkt der Induktion der Einsatz von
verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren eine wichtige Rolle. Zu den
wirkungsvollsten Faktoren zahlen Dexamethason, R-Glycerophosphat und
Ascorbinsaure-2-phosphat. Die genaue Wirkungsweise der einzelnen Faktoren ist
zum Teil noch unerforscht. Flir Dexamethason, ein synthetisches Glukokortikoid,

konnte unter anderem nachgewiesen werden, dass es die Alkalische Phosphatase



4. Diskussion 58

Aktivitat der Zellen steigert, die wiederum eine wichtige Rolle bei der Mineralisation
der extrazellularen Matrix spielt (Cheng et al. 1994, Pereira et al. 2002).
Insbesondere in Kombination mit R-Glycerophosphat, das als Phosphatdonor dient,
konnte eine verstarkte Mineralisation beobachtet werden (Maniatopoulos et al. 1988,
Bellows et al. 1992). Ascorbinsaure ist ein wasserldsliches Vitamin mit antioxidativen
Eigenschaften, das als Kofaktor an vielen biologischen Reaktionen beteiligt ist, unter
anderem an der Hydroxylierung von Kollagen |, dem Hauptbestandteil der
organischen extrazellularen Matrix (Bellows et al. 1986, Arrigoni and De Tullio 2002).
Die von uns gewahlten Konzentrationen der Zusatze (100 nM Dexamethason, 10 nM
R-Glycerophosphat und 0.05 mM L-Ascorbinsaure-2-phosphat) gehen auf eine Arbeit
von Jaiswal et al. zurlck, welche unter diesen Bedingungen eine optimale osteogene
Differenzierung der hMSC nachweisen konnten. Belegt wurde die Differenzierung
unter anderem durch die veranderte Morphologie und erhdhte Alkalische
Phosphatase Expression der Zellen sowie ihre Synthese von mineralisierter

extrazellularer Matrix (Jaiswal et al. 1997).

4.1.3 Messung der Telomeraseaktivitat

Erstmals 1989 wurde Telomeraseaktivitdt in menschlichen immortalisierten
Krebszellen, den sogenannten HelLa Zellen, nachgewiesen (Morin 1989). Das
Problem bei dem damals verwendeten Nachweisverfahren war, dass groRe Mengen
Gewebe bzw. Zellen erforderlich waren. Durch die Entwicklung des Telomeric
Repeat Amplification Protocols (TRAP) von Kim et al. 1994 wurde es mdglich, auch
kleine Proben und Proben mit niedriger Telomeraseaktivitdt zu untersuchen, da
durch die Amplifikation der Telomeraseprodukte in der PCR der Test sehr viel
sensitiver geworden war (Kim et al. 1994). Fir die Detektion und Quantifizierung der
amplifizierten TRAP Produkte wurden verschiedene Verfahren entwickelt. Das
gangigste ist neben dem ELISA die Polyacryalamid Gelelektrophorese, bei der die
TRAP Produkte durch Autoradiografie oder Fluoreszenz in Form einer spezifischen 6
bp Leiter dargestellt und anschlieBend mittels Densitometrie quantifiziert werden
konnen. Die Detektion und Quantifizierung der TRAP Produkte mit dem ELISA erfolgt

durch ihre Hybridisierung mit spezifischen Sonden, gegen die ein Enzym-gekoppelter
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Antikérper gerichtet wird, und anschlieRendem Substratumsatz durch das Enzym,
der dann photometrisch bestimmt werden kann.

Fir die Untersuchung der osteogen differenzierenden hMSC wurde der Telo TAGGG
Telomerase PCR ELISA (Fa. Roche) verwendet. Dieser bot bei gleicher Sensitivitat
wie ein TRAP mit anschlielender Gelelektrophorese und Autoradiografie den Vorteil,
dass keine radioaktiven Reagenzien verwendet werden mussten. Nachteilig an
diesem Test war, dass er keinen Internen Standard zum Nachweis von Polymerase
Inhibitoren enthielt (Wu et al. 2000). Um diese mogliche Fehlerquelle
auszuschlielen, wurde daher fur die Untersuchung der proliferierenden und hoch
proliferierenden hMSC der Telo TAGGG Telomerase PCR ELISAPYS (Fa. Roche)
verwendet, der die Detektion von Polymerase Inhibitoren erlaubt. Ein weiterer Vorteil
dieses Tests ist, dass er durch die Berechnung der Relativen Telomeraseaktivitat
(RTA) auch eine semiquantitative Aussage ermoglicht, wahrend mit dem Telo
TAGGG Telomerase PCR ELISA in erster Linie nur eine qualitative Aussage zulassig
ist (Telomeraseaktivitat nachweisbar oder nicht nachweisbar).

Der ELISA ist ein sehr sensitives Verfahren, hat aber im Vergleich zur
Gelelektrophorese den Nachteil, dass die TRAP Produkte nicht direkt durch die
typische 6 bp Leiter visualisiert werden konnen. Zudem sind einige Fehlerquellen zu
beachten, die zu falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen fihren kdnnen
(Meeker and Coffey 1997). Ursachen fur falsch negative Ergebnisse sind: inadaquate
Behandlung und Lagerung der Probe; Inaktivierung der Telomerase durch
Kontamination der Probe mit Nukleasen, welche die RNA Untereinheit der
Telomerase zerlegen; Inhibierung der PCR durch Polymerase Inhibitoren im
Zellextrakt (Hiyama et al. 1996, Califano et al. 1996) sowie die Heterogenitat der
Probe, d. h. das Vorliegen eines Gemischs aus Telomerase positiven und negativen
Zellen. Mogliche Ursachen fir falsch positive Ergebnisse sind: Kontamination der
Probe mit Telomerase positivem Material oder amplifizierten TRAP Produkten;
ungenaues Arbeiten, z. B. ungenugendes Waschen der wells zwischen den
Detektionsschritten oder zu lange Inkubation mit dem TMB Substrat; und als weitere
mogliche Fehlerquelle die PCR Amplifikation von extendierten Primer-Dimeren. Die
Extension von Primer-Dimeren kann durch die Verwendung von Primern verhindert
werden, die Uber einen so genannten Anker, bestehend aus ein 6 bp langen nicht

telomerischen Sequenz, verfugen (Kim and Wu 1997). Dennoch lassen sich nicht



4. Diskussion 60

alle Fehlerquellen ausschalten, so dass die Interpretation der Ergebnisse mit

Vorsicht erfolgen muss.

4.1.4 Messung der Telomerlange

Der Telo TAGGG Telomere Length Assay (Fa. Roche) beruht auf einem
Standardverfahren zur Messung der Telomerlange, der Southern Hybridisierung und
anschlielfenden Chemilumineszenz Detektion von Terminal Restriction Fragments
(TRF). Diese Methode weist einige Beschrankungen bezuglich der Interpretation der
Messergebnisse auf. Zum einen wird immer nur die durchschnittiche TRF Lange
einer ganzen Zellpopulation gemessen, weshalb Unterschiede zwischen den
einzelnen Zellen einer Probe nicht ermittelt werden konnen. Durch ein neueres
Verfahren, der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) konnte aber nachgewiesen
werden, dass sowohl die Telomere in den einzelnen Zellen einer Zellpopulation als
auch innerhalb einer Zelle unterschiedlich lang sind (Lansdorp et al. 1996, Londono-
Vallejo et al. 2001). Unterschiede zwischen einzelnen Proben allerdings kdnnen mit
der Southern Hybridisierung ebenso gut beurteilt werden wie mit der FISH-Technik
(De Pauw et al. 1997). Weiterhin ist zu beachten, dass sich die Terminal Restriction
Fragments sowohl aus telomerischer DNA als auch aus subtelomerischer DNA
zusammensetzen, deren Lange auf etwa 2.5 - 4 kbp geschatzt wird (de Lange et al.
1995). Daher entspricht die gemessene durchschnittliche TRF Lange nicht der Lange
der Telomere in vivo. Dennoch werden in den meisten Publikationen die Begriffe
TRF-Lange und Telomerlange synonym verwendet. So auch in der vorliegenden
Arbeit.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Telomeraseaktivitat und Telomerlange konfluent kultivierter \MSC

Mehrere Arbeitsgruppen, die das Replikations- und Differenzierungspotential von
hMSC untersucht haben, konnten keine Telomeraseaktivitat in den Zellen
nachweisen. Die Telomere dieser in vitro kultivierten hMSC verkurzten sich um etwa
50 - 100 bp pro Zellteilung. Mit etwa 30 = 10 Zellteilungen besal3en die Zellen zudem
nur ein begrenztes Replikationspotential (Zimmermann et al. 2003, Simonsen et al.
2002, Shi et al. 2002). Diesen Ergebnissen steht im Wesentlichen nur eine
Veroffentlichung von Pittenger et al. gegenlber, in welcher der Nachweis von
Telomeraseaktivitat in in vitro kultivierten hMSC in der 12. Passage beschrieben wird
(Pittenger et al. 1999).

Bei der Untersuchung konfluent kultivierter hMSC sowohl der 5. Passage wie der 14.
Passage haben auch wir keine Telomeraseaktivitat in den Zellen nachweisen
konnen. Die durchschnittliche TRF-Lange betrug etwa 7.5 kb und nahm von der 5.
bis zur 14. Passage um etwa 2 kb ab. Dies entspricht einer Verklurzung der Telomere
um 40 + 10 bp pro Zellteilung (s. Abb. 16, S. 47) und ist mit der unvollstandigen
Replikation der Chromosomen bei der Zellteilung zu erklaren. Indirekt ist es ein
Hinweis dafur, dass diese Zellen keine oder hochstens nur eine geringe
Telomeraseaktivitat unterhalb der Nachweisgrenze besitzen, die nicht ausreicht, die

Lange der Telomere aufrecht zu erhalten.

4.2.2 Telomeraseaktivitat proliferierender hMSC

Das Wissen, dass nicht nur Stammzellen und immortale Zellarten, sondern auch
einige somatische, sich selbst regenerierende Gewebe Telomeraseaktivitat
aufweisen, fuhrte zu der Annahme, dass Telomerase in vivo dort aktiviert wird, wo sie
fur die Proliferation und den Erhalt eines Gewebes erforderlich ist (Belair et al. 1997,
Rubin 2002). Hiernach musste im Vergleich zu konfluent kultivierten, sich nicht mehr
teilenden hMSC in proliferierenden hMSC eher Telomeraseaktivitat nachweisbar
sein. Daher haben wir in einem weiteren Versuchsansatz hMSC der 6. Passage im

Stadium der Proliferation auf Telomeraseaktivitat getestet. Hierbei konnten wir in
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einer von zwei Zellpopulationen an Tag 1 nach Aussaat deutliche
Telomeraseaktivitat nachweisen (s. Tabelle 4, S. 41). Es handelte sich um die
Zellpopulation, die zum Zeitpunkt der Messung eine geringere Dichte aufwies als am
Tag der Aussaat (CPDL - 0.19, s. Abb. 10, S. 39). Alle ubrigen, langer kultivierten
Zellpopulationen wiesen keine Telomeraseaktivitat auf. Allerdings geben die
Messungen der Telomeraseaktivitat in unterschiedlichen Mengen Zellextrakt (1 x 10°
bzw. 1 x 10? Zellaquivalente) Hinweise darauf, dass in ihnen Polymeraseinhibitoren
enthalten waren, die zu falsch niedrigen Ergebnissen gefuhrt haben kdnnten (s. Abb.
11, S. 42). Somit scheint die Proliferation der Zellen einen Einfluss auf die
Aktivierung der Telomerase auszulben. Zu ahnlichen Schlussfolgerungen sind auch
Chiu et al. und Engelhardt et al. gekommen, die einen kurzfristigen Anstieg der
Telomeraseaktivitat in hamatopoetischen Stammzellen beobachteten, welche unter
den Einfluss spezifischer Proliferations- und Differenzierungsfaktoren Kkultiviert
worden waren (Chiu et al. 1996, Engelhardt et al. 1997).

4.2.3 Telomeraseaktivitat hoch proliferierender h(MSC

Colter et al. haben durch die Kultivierung von hMSC mit einer sehr geringen Dichte
eine Subpopulation von hMSC identifizieren konnen, die als RS (rapidly self-
renewing) Zellen bezeichnet werden (Colter et al. 2001). Diese unterscheiden sich
durch ihre sehr geringe GrofRe, ihre hohe Replikationsrate und ein groéfReres
Differenzierungspotential von den bereits identifizierten Subpopulationen, i. e.
spindelférmige und grofde flache Zellen (Mets and Verdonk 1981).

Nach hoch verdinnter Kultivierung von hMSC (10 - 20 Zellen/cm?) konnten wir Zellen
isolieren, die von ihrer Morphologie und ihrem Replikationsverhalten her den RS
Zellen entsprachen. Bei der Messung der Telomeraseaktivitat in diesen Zellen
konnten wir in einer Probe (hMSC der 9. Passage) Telomeraseaktivitat nachweisen.
Eine weitere untersuchte Probe (hMSC in der 10. Passage) war Telomerase negativ.
Der Unterschied zwischen diesen beiden Proben war, dass die Telomerase positiven
hMSC der 9. Passage im Gegensatz zu den Zellen der 10. Passage bis zum
Zeitpunkt der Messung niemals konfluenter als 40 % gewesen waren, wohingegen
die Telomerase negativen Zellen mindestens einmal zu mehr als 50 % konfluent

gewesen waren. Wenn hMSC in vitro mit hoher Dichte kultiviert werden, entwickelt
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sich schon nach wenigen Passagen eine homogene Zellpopulation, die im Laufe der
Zeit ihr Differenzierungspotential einbul3t (Krebsbach et al. 1997, Bianco et al. 2001).
Im Gegensatz dazu weisen frihe Passagen und hMSC, die mit niedriger Dichte
kultiviert werden, drei morphologisch unterschiedliche Subpopulationen auf, von
denen die RS Zellen Uber das hdchste Replikations- und Differenzierungspotential
verfugen. Es wird daher vermutet, dass sie die frihesten Progenitoren in der Gruppe
der hMSC darstellen. Werden die hMSC weiter kultiviert, nimmt der Anteil an RS
Zellen ab und es treten mehr spindelférmige und groRRe flache Zellen mit einem
geringeren Differenzierungspotential auf (Colter et al. 2001).

Diese Ergebnisse kdnnten erklaren, wieso wir Telomeraseaktivitat in proliferierenden
und hoch proliferierenden hMSC, nicht aber in konfluenten hMSC, welche eine
homogene Zellpopulation aus vorwiegend spindelférmigen Zellen bilden, nachweisen
konnten: Die Kultivierung der Zellen mit hdherer Dichte kdnnte zu einer Abnahme
bzw. zum Verlust Telomerase positiver RS Zellen zugunsten differenzierterer,
Telomerase negativer Subpopulationen von hMSC gefuhrt haben. Dies wiurde auch
die Abnahme der Telomere von in vitro kultivierten hMSC erklaren, die in der Regel
bei einer Konfluenz von etwa 90 % passagiert werden und Uberwiegend
spindelférmige Zellen aufweisen. Da mit dem Southern Blot immer nur die
durchschnittliche Telomerlange einer ganzen Zellpopulation gemessen wird, wirde
der Einfluss einiger weniger Telomerase positiver hMSC unentdeckt bleiben. Auch
Zimmermann et al., welche unter Verwendung des gleichen Testverfahrens wie wir
keine Telomeraseaktivitat in hMSC nachweisen konnten, wollen die Existenz einiger
weniger Telomerase positiver Zellen in hMSC Zellpopulationen nicht ausschliel3en
(Zimmermann et al. 2003).

Zu der Frage, ob und in welchem MalRe die Telomeraseaktivitdit der hoch
proliferierenden hMSC ausreicht, um ihre Telomere nach der Zellteilung wieder
aufzubauen, konnen wir keine Aussage treffen. Auch konnen wir nicht sagen, ob sie
uber ein groReres Differenzierungspotential als die Ublicherweise flr die osteogene
Differenzierung verwendeten hMSC verfigen. Die Ergebnisse von Colter et al. aber,
welche ein gréleres Differenzierungspotential von RS Zellen nachweisen konnten
(Colter et al. 2001) und Versuche mit gentechnisch veranderten Telomerase
positiven hMSC (Shi et al. 2002, Simonsen et al. 2002) lassen zumindest vermuten,
dass hoch proliferierende, Telomerase positive hMSC auch Uber ein hoheres

Differenzierungspotential verfigen.
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4.2.4 Telomerlange osteogen differenzierender hMSC

Es wurden hMSC der 5. Passage uber drei Wochen osteogen differenziert und ihre
Telomeraseaktivitat und Telomerlangen mit der von konfluent kultivierten, nicht
stimulieten hMSC der gleichen Passage verglichen. Die unstimulierten hMSC
wiesen zu keinem Zeitpunkt Telomeraseaktivitat auf. Auch ihre Telomerlange
veranderte sich wahrend der dreiwochigen Weiterkultivierung im Stadium der
Konfluenz nicht (s. Abb. 15, S. 46). Durch den fehlenden Nachweis von
Telomeraseaktivitdt und dem Wissen, dass sich hMSC im Stadium der Konfluenz
nicht weiter teilen, lasst sich erklaren, dass die Telomere konfluenter hMSC eine
konstante Lange beibehalten.

Bei der Auswertung der Telomerlangenmessung der osteogen differenzierenden
hMSC war ein breiteres Signal der TRF an Tag 21 im Vergleich zu den unstimulierten
hMSC und den Uber kirzere Zeit stimulierten hMSC auffallig (s. Abb. 15, S. 46).
Dieses konnte als eine leichte Zunahme der durchschnittichen Telomerlange
interpretiert werden. Dagegen spricht allerdings, dass wir nur in einer von zwei
Proben an Tag 14 der osteogenen Stimulation Telomeraseaktivitdt nachweisen
konnten. Alle Ubrigen osteogen differenzierenden Zellpopulationen waren
Telomerase negativ. Daher ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei dem breiteren
TRF-Signal um eine tatsachliche Zunahme der durchschnittlichen Telomerléange
handelt. Eine wahrscheinlichere Ursache flir dieses Ergebnis ist, dass bei der
Messung falschlicherweise mehr als die vorgesehenen 1 ug DNA eingesetzt wurden.
Dies geht aus dem Protokoll des Telo TAGGG Telomere Length Assay (Fa. Roche)
hervor, in dem dargestellt ist, wie die Sensitivitat des Tests mit zunehmender Menge
an aufgetragener DNA abnimmt. Eine grdliere DNA Menge fuhrt zu einer
Verbreiterung des Signals, vergleichbar mit unseren eigenen Ergebnissen (vgl. Abb.
28, S. 65 mit Abb. 15, S. 46). Daher kommen wir zu dem Schluss, dass die
osteogene Differenzierung der hMSC zu keiner signifikanten Veranderung der

Telomerlange geflhrt hat.
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Abb. 28: Breite des TRF-Signals in Abhangigkeit der aufgetragenen DNA Menge
(Bildquelle: Protokoll des Telo TAGGG Telomere Length Assay)

4.2.5 Telomeraseaktivitat osteogen differenzierender hMSC

Keimbahnzellen, embryonale Stammzellen und viele Tumorzellarten weisen
Telomeraseaktivitat auf, wahrend die meisten somatischen Gewebe einschliel3lich
der Knochen bildenden Osteoblasten keine Telomeraseaktivitat besitzen (Kim et al.
1994, Wright et al. 1996, Thomson et al 1998, Yudoh et al. 2001). Untersuchungen
embryonaler Gewebe haben gezeigt, dass die Telomeraseaktivitdt in diesen
Geweben mit zunehmender Differenzierung der Zellen abnimmt (Wight et al. 1996).
Auch immortale, Telomerase positive Tumorzellen weisen einen Verlust der
Telomeraseaktivitat auf, wenn ihre terminale Differenzierung induziert wird (Sharma
et al. 1995). Im Gegensatz dazu konnte mit gentechnisch veranderten, Telomerase
positiven hMSC nachgewiesen werden, dass diese im Vergleich zu nativen,
Telomerase negativen hMSC ein deutlich hdheres Differenzierungspotential besitzen
(Shi et al. 2002, Simonsen et al. 2002). Gronthos et al. haben zudem festgestellt,
dass derart veranderte hMSC hohere Level an Osteoblast-assoziierten Markern wie
CBFA 1, Osterix und Osteocalcin aufweisen. Sie vermuten daher, dass die
Telomerase die Balance der Zellen zwischen Proliferation und Differenzierung in
Richtung eines hdheren Differenzierungspotentials beeinflusst (Gronthos et al 2003).
Wir konnten in den osteogen differenzierenden Zellen im Gegensatz zu den
unstimulierten hMSC in einer von zwei Proben an Tag 14 Telomeraseaktivitat
nachweisen (s. Abb. 14, S. 45). Daraus liel3e sich vermuten, dass die Differenzierung
zu einer Aktivierung der Telomerase geflihrt haben koénnte. Diese Schlussfolgerung

ist jedoch nicht zulassig, da die Telomeraseaktivitat in dieser Zellpopulation nur zu
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einem einzigen Zeitpunkt gemessen wurde. Wir wissen nicht, ob diese Zellen nicht
schon vor ihrer Differenzierung Telomeraseaktivitat besal3en. Der fehlende Nachweis
von Telomeraseaktivitdt in den Ubrigen osteogen differenzierten Zellpopulationen
spricht ebenfalls dagegen. Allerdings kann solch eine Aktivierung auch nicht vdllig
ausgeschlossen werden. Denn in hamatopoetischen Stammzellen z. B. konnte ein
kurzfristiger Anstieg der Telomeraseaktivitat unter dem Einfluss von Proliferations-
und Differenzierungsfaktoren beobachtet werden (Chiu et al. 1996, Engelhardt et al.
1997). Dennoch finden sich in der Literatur bisher keine Hinweise darauf, dass die
osteogene Stimulation von hMSC zu einer Aktivierung der Telomeraseaktivitat fuhrt.
Nur der umgekehrte Fall, namlich dass durch die Aktivierung der Telomerase das
Differenzierungspotential von hMSC gesteigert wird, konnte bisher belegt werden
(Shi et al. 2002, Simonsen et al. 2002).
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4.3 Diskussion neuerer Publikationen

4.3.1 Neoplastische Transformation mesenchymaler Stammazellen

Nach Transduktion von hMSC mit dem Gen fur hTERT (humane Telomerase
Reverse Transkriptase), der enzymatischen Untereinheit, welche die Aktivitat der
Telomerase beeinflusst, konnte ein deutlich hdheres Proliferations- und osteogenes
Differenzierungspotential dieser Zellen im Vergleich zu nativen hMSC in vitro und in
vivo nachgewiesen werden. Eine Tumorbildung war auch nach zwei bis sechs
Monaten nach subkutaner Injektion der Zellen in immundefiziente Mause nicht
nachweisbar (Shi et al. 2002, Simonsen et al. 2002). Da fir das Tissue Engineering
eine langere ex vivo Expansion von hMSC zur Gewinnung ausreichender Zellzahlen
erforderlich ist, welcher das limitierte Proliferations- und Differenzierungspotential
derart kultivierter Zellen gegenuber stehen, schien die Verwendung von trans-
duzierten hMSC eine elegante Losung fur dieses Problem zu sein.

Es gibt aber neuere Studien, in denen die neoplastische Transformation von hTERT-
transduzierten hMSC nach Langzeitkultivierung (> 200 PD) in vitro sowie deren
Tumorbildung in vivo nach subkutaner Injektion in immundefiziente Mause
nachgewiesen werden konnte (Serakinci et al. 2004, Burns et al. 2005).

Daruber hinaus beschreiben Rubio et al. die spontane neoplastische Transformation
von hMSC, welche aus Fettgewebe isoliert und nach sechs- bis achtwochiger ex vivo
Expansion fur vier bis funf Monate in vitro kultiviert worden waren. Derart
transformierte Zellen wiesen u. a. chromosomale (Trisomie, Tetraploidie und/oder
Chromosomen-Rearrangement) und morphologische (von spindelférmigen zu
kleinen, kompakten Zellen) Veranderungen auf. Nach ihrem Verlust der Kontakt-
inhibition und durch ihre Fahigkeit zum Wachstum in semisolidem Agar, beides
Eigenschaften, welche fur Tumorzellen charakteristisch sind (Milyavsky et al. 2003),
wurden sie als TMCs bezeichnet. Diese wiesen im Gegensatz zu den Kontrollzellen
eine deutliche Telomeraseaktivitat auf. Nach i. v. Infusion der TMCs in immun-
defiziente Mause konnte nach vier bis sechs Wochen in nahezu allen Organen eine
Tumorbildung nachgewiesen werden (Rubio et al. 2005).

Auch Wang et al. haben eine Subpopulation von hMSC, welche aus Knochenmark
isoliert worden waren, identifizieren koénnen, welche sich morphologisch und

phenotypisch von den ubrigen hMSC unterschied. Zudem wiesen sie, ahnlich denen
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von Rubio et al. beschriebenen Zellen, chromosomale Veranderungen sowie eine
hohe Telomeraseaktivitat auf und bildeten Tumore in immundefizienten Mausen.
Wang et al. haben tber den Ursprung dieser Zellen zwei Theorien: 1) sie stellen eine
Subpopulation von hMSC dar, welche wahrend der in vitro Kultivierung
transformierten oder 2) diese Zellen waren bereits im Knochenmark des Spenders in
geringer Zahl praexistent und wurden durch die in vitro Kultivierung vermehrt (Wang
et al. 2005).

4.3.2 Hypothese von der Tumorstammzelle

Aufgrund ihrer Ahnlichkeiten, wie zum Beispiel der Fahigkeit zur Selbstreplikation,
hat sich das Konzept von der Tumorstammzelle (,cancer stem cell”) entwickelt,
welches besagt, dass Stammzellen den Ursprung fir die Entwicklung von
Tumorzellen bilden (Reya et al. 2001, Marx et al. 2003).

Es gibt Hinweise darauf, dass sowohl bei den hamatologischen Erkrankungen als
auch bei den soliden Tumoren die jeweiligen Stammzellen eine wichtige Rolle bei der
Tumorgenese spielen (Passegue et al. 2003, Keith 2004). So konnten zum Beispiel
aus Biopsien von Brust- und Gehirntumoren Subpopulationen isoliert werden, welche
die Eigenschaften von Stammzellen besitzen (Al-Hajj et al. 2003, Hemmati et al.
2003, Singh et al. 2003). Wang et al. haben fetale neuronale Progenitorzellen mit
dem Gen fur hTERT transduziert und eine neoplastische Transformation der Zellen
mit dem Verlust des normalen diploiden Karyotyps und der Kontaktinhibition sowie
die neu gewonnene Fahigkeit zur Bildung von Neuroblastom-ahnlichen Tumoren in
Mausen beobachtet (Wang et al. 2004).

Auch in Osteosarkomen konnte eine kleine Subpopulation sich selbst erneuernder
Osteosarkomzellen nachgewiesen werden, welche neben Markergenen embryonaler
Stammzellen auch mehrere Oberflachenantigene mesenchymaler Stammzellen
aufwiesen (Gibbs et al.2005).

Miura et al. konnten die spontane maligne Transformation und Tumorgenese von aus
Knochenmark isolierten murinen mesenchymalen Stammzellen nachweisen. Nach
langerer ex vivo Expansion transformierten diese Zellen spontan zu immortalen
Zellen, welche in vivo Fibrosarkome bildeten. Die Transformation der Zellen war mit

einer Akkumulation von Chromosomenabnormitaten, dem Anstieg der
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Telomeraseaktivitat und einer erhdhten Expression von c-myc, einem Onkogen,
verbunden. Innerhalb dieser Tumoren konnten Tumorprogenitorzellen nachgewiesen
werden, welche in vitro Zellhaufen und nach erneuter i. v. Infusion Fibrosarkome in
vivo bildeten (Miura et al. 2006).

4.3.3 Bedeutung fur die eigenen Ergebnisse

Diese und andere Untersuchungen unterstitzen die Hypothese, dass auch
mesenchymale Tumoren aus transformierten Stammzellen hervorgehen. Welche
Ereignisse genau zur neoplastischen Transformation der Zellen fuhren, ist noch nicht
vollstandig geklart. Zumindest scheint aber auch die Aktivierung der Telomerase eine
wesentliche Rolle bei der Immortalisierung der Zellen zu spielen.

Daher muss zunachst untersucht werden, ob die von uns nachgewiesenen
Telomerase positiven hMSC (RS Zellen) neben einem hodheren Replikations- und
Differenzierungspotential nicht auch Uber ein grolReres Transformationspotential
verfugen, bevor sie fur das Tissue Engineering von Knochen eingesetzt werden

konnen.
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5. Zusammenfassung

Fir das Tissue Engineering von Knochen aus humanen mesenchymalen
Stammzellen ist eine langere ex vivo Expansion der Zellen erforderlich, da der Anteil
der hMSC im Knochenmark mit einer pro 10° bis 10° mononukledrer Zellen sehr
gering ist. Wahrend der erforderlichen in vitro Kultivierung bilden die hMSC
homogene Zellpopulationen aus Uberwiegend spindelférmigen Zellen, welche nur ein
begrenztes Replikationspotential und mit zunehmender Kulturdauer einen Verlust
ihres Differenzierungspotentials aufweisen. Die begrenzte Zellteilungsrate wird
darauf zurickgefuhrt, dass die Zellen keine Telomeraseaktivitat aufweisen und der
Verlust von telomerischer DNA mit jeder Zellteilung schliel3lich zum dauerhaften
Zellzyklusarrest fuhrt. Bei einem Vergleich von unterschiedlich hoch passagierten
hMSC konnten wir eine derartige Verkurzung der Telomere von 40 + 10
Basenpaaren pro Zellteilung nachweisen.

Durch Kultivierung von hMSC mit einer sehr geringen Dichte hat man
herausgefunden, dass diese nicht aus einer homogenen Zellpopulation, sondern aus
mindestens drei verschiedenen Subpopulationen bestehen. Von diesen weisen die
kleinen runden, sog. RS (rapidly self-renewing) Zellen im Vergleich zu den
spindelférmigen und grolRen flachen Zellen das groflte Replikations- und
Differenzierungspotential auf. Es wird daher vermutet, dass sie die frihesten
Vorlauferzellen der mesenchymalen Zellreihe darstellen. Durch hoch verdinnte
Kultivierung konnten wir hoch proliferierende hMSC isolieren, welche morphologisch
den RS Zellen entsprachen. Diese Zellen waren im Gegensatz zu den konfluent
kultivierten, vorwiegend spindelférmigen hMSC in einer von zwei untersuchten
Proben Telomerase positiv. Proliferierende hMSC wiesen ebenfalls Telomerase-
aktivitat auf, wobei Polymerase Inhibitoren die Ergebnisse der Messungen falsch
negativ beeinflusst haben konnten. Somit scheint die Kultivierung insofern einen
Einfluss auf die Telomeraseaktivitat von hMSC zu haben, als dass mit zunehmender
Dichte der Zellen der Anteil an Telomerase positiven RS Zellen zugunsten der
anderen Subpopulationen verloren geht.

Das osteogene Differenzierungspotential der hMSC scheint ebenfalls von der
Telomeraseaktivitat der Zellen abhangig sein, da sowohl RS Zellen als auch
gentechnisch veranderte, Telomerase positive hMSC Uber ein groReres

Differenzierungspotential verfugen. Wir haben konfluente hMSC osteogen
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differenziert und die Telomeraseaktivitdt und Telomerlange mit der von
unstimulierten hMSC verglichen. Hierbei war in einer Probe der osteogen stimulierten
hMSC Telomeraseaktivitat nachweisbar. Dass allerdings die osteogene Stimulation
zu einer Aktivierung der Telomerase gefihrt hat, kann lediglich vermutet werden.
Veranderungen der Telomerlange durch die osteogene Differenzierung waren nicht
nachweisbar. Die unstimulierten hMSC wiesen keine Telomeraseaktivitat auf und
ihre Telomerlange veranderte sich wahrend der dreiwochigen Kultivierung nicht.

Inwieweit hoch proliferierende Telomerase positive hMSC Uber ein grolieres
Differenzierungspotential als konfluent kultivierte hMSC verfugen, kann mit den
durchgefuihrten Versuchen nicht beantwortet werden, aber andere Arbeitsgruppen
konnten ein grolleres Differenzierungspotential zum einen von RS Zellen, zum
anderen von gentechnisch veranderten, Telomerase positiven hMSC nachweisen.
Daher kann zumindest vermutet werden, dass die von uns gefundenen Telomerase
positiven hMSC neben einem hoheren Replikations- auch Uber ein groReres
Differenzierungspotential verfugen. Um dies zu verifizieren, mussen weitere
Zellkulturversuche unternommen werden. Parallel dazu sollte das Transformations-
potential der Zellen untersucht werden. Die Identifizierung der einzelnen Prozesse,

welche zur neoplastischen Transformation fiihren, ist hierbei zwingend erforderlich.
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Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

bp Basenpaare

C Cytosin

CPDL Cumulative Population Doubling Level

DNA Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsaure)
DIG Digoxigenin

ELISA Enzyme-linked Immunosorbant Assay

G Guanin

hMSC human mesenchymal Stem Cell

HSC Hematopoetic Stem Cell

hTERT humane Telomerase Reverse Transkriptase
hTR humane Telomerase RNA

kbp Kilobasenpaare

MRNA messenger RNA

MSCGM Mesenchymal Stem Cell Growth Medium
MTP Mikrotiterplatte

(O Osteogenic Supplements

PBS Phospate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
PD Population Doubling

POD Peroxidase

RNA Ribonucleid Acid (Ribonukleinsaure)

RT Raumtemperatur

RTA Relative Telomeraseaktivitat

T Thymidin

T25 25 cm? Zellkulturflasche

T75 75 cm? Zellkulturflasche

TMB 3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin

TRAP Telomeric Repeat Amplification Protocol
TRF Terminal Restriction Fragment

UpM Umdrehungen pro Minute
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