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Aus dem Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie
Charité-Universitdtsmedizin Berlin

CCS: Diagnostische und priventive Labormedizin

ABSTRACT

(deutsch)

Identifizierung von Kandidatengenen fiir einen ,,Telomer-Positions-Effekt*

beim Hutchinson-Gilford-Progerie Syndrom

Vera Schulz

In den meisten menschlichen Zellen ist das Enzym Telomerase, welches fiir die
Aufrechterhaltung der Telomerldnge und Telomerfunktion zustidndig ist, nur sehr gering aktiv.
Als Folge kommt es mit jedem Zellzyklus zu einer progressiven Verkiirzung unserer Telomere.
Uber die p53 Aktivierung fiihren sowohl die Telomerverkiirzung als auch telomer-unabhingige
Stresssignale zur Induktion der Seneszenz. Eine Unterdriickung der Genexpression telomernaher
Gene, genannt , Telomer-Positions-Effekt (TPE), konnte mdglicherweise ein weiterer
alternativer Mechanismus sein, durch den Telomerverkiirzung bzw. Telomerdysfunktion die

replikative Seneszenz in menschlichen Zellen triggert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Genexpression des
Apolipoprotein D (APOD) in Abhidngigkeit von der Telomerlédnge reguliert werden kann. Dabei
dienten Fibroblasten mit Hutchinson-Gilford-Progerie (HGP) aufgrund ihrer verkiirzten
Telomere als Modell fiir telomer-abhéngiges Altern. Durch Transfektion der Fibroblasten mittels
humaner Telomerase Reverse Trankriptase (h"TERT) ist es moglich, die unter physiologischen
Bedingungen auftretende progressive Telomerverkiirzung zu umgehen und somit die
Lebensspanne von Zellen zu verlingern. Durch Real-Time PCR Messungen konnte gezeigt
werden, dass es dabei zu einer telomerase-abhingigen Unterdriickung der Genexpression von
APOD kommt. Aufgrund der bekannten protektiven Funktion des APOD wihrend der
Zellalterung konnte dies ein Hinweis auf die Existenz einer telomerldngen-abhingigen

Unterdriickung der Genexpression beim Menschen sein [75, 94-95, 103].
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ABSTRACT

(english)

Identification of candidate genes for a “Telomere-position-effect”

in Hutchinson-Gilford-Progeria syndrome

Vera Schulz

In most normal human cells the enzyme human reverse transcriptase telomerase
(hTERT), which maintains telomere length and function, is expressed at very low cellular levels.
As a consequence, progressive telomere shortening occurs with each cell division. Both telomere
shortening/dysfunction and telomere-independent stress signals are funneled down to p53
activation and may lead to induction of senescence. Much controversy exists as to whether
transcriptional silencing of genes adjacent to telomeres, called “telomere-position-effect” (TPE),
is an alternative mechanism by which telomere shortening/dysfunction may trigger and/or

modulate replicative senescence in human cells.

This work shows that the expression of apolipoprotein D (APOD) can be regulated in a
telomere length dependent manner. Thus, HGP-fibroblasts may serve as a model for telomere-
dependent aging. The transfection of hTERT in HGP-fibroblasts prevents telomere shortening
and is able to extend lifespan of these cells. Using Real-Time PCR it is shown that in most but
not all investigated fibroblasts, expression of APOD decreases after transfection with hTERT.
Because of the protective function of APOD during cell aging, which has been described in other
studies, telomere length dependent suppression of APOD could play a physiological role in cell
aging [75, 94-95, 103].
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1. Einleitung
1.1 Die Seneszenz

Der Begriff der Seneszenz (lat. Senescere ,altern®) ist definiert als irreversibler

Wachstumsarrest von Zellen, der am Ende von Alterungsprozessen steht [1-2].

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts begannen Wissenschaftler sich mit der Lebensdauer
und Teilungsfahigkeit unserer Zellen zu beschiftigen. Nach ersten Zellkultivierungen in vitro
ging man davon aus, dass diese unbegrenzt teilungsfihig seien. Diese Annahme wurde Anfang
der 60er Jahre von LEONARD HAYFLICK und PAUL MOORHEAD widerlegt. Es kam zur
Definition des Hayflick- Limits, das besagt, dass normale Zellen nur eine begrenzte

Teilungsfahigkeit besitzen und sich damit wesentlich von Krebszellen unterscheiden.

Der Grund fiir die begrenzte Teilungsfahigkeit sind zellulire Prozesse, ausgelost durch
mehrere mdgliche Ursachen: z. B. genetische Faktoren, Einfluss freier Radikale, Defekte in den

Reparaturmechanismen der DNA und die Verkiirzung der Chromosomenenden, der Telomere

[3].

1.2 Replikative Seneszenz — eine ,,biologische Uhr*

Die Telomere

Telomere sind spezifische DNA- Sequenzen am Ende der Chromosomen, die keine
spezifische genetische Information besitzen. Sie dienen dem Schutz der Chromosomen und
weisen im Gegensatz zu niederen Lebewesen wie Sachharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) mit
einer Lange von 300 bp beim menschlichen Neugeborenen eine Lange von etwa 5-30 kbp auf [4-
6]. Die Eigenschaft intakter Telomere, die Enden der Chromosomen vor End-zu-End-Fusionen
zu schiitzen, wurde erstmals durch HERMANN J. MULLER im Jahre 1938 beschrieben. 1941
erweiterte McCCLINTOCK diese Erkentnisse und schrieb den Telomeren eine Funktion bei der
DNA-Replikation zu [7-9]. Die Sequenz der Telomere kann zwischen Individuen
unterschiedlicher Arten variieren und besteht beim Menschen aus der repetitiven hexameren

Sequenz (TTAGGG), [10-11]. Diese Sequenz besitzt am 3'-Ende der Chromosomen einen
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guaninreichen Einzelstrang-Uberhang aus ca. 150 Nucleotiden, welcher zur Bildung der

speziellen Struktur der Telomere, des so genannten t-loop, notwendig ist [12-14].

Das konventionelle Modell der Telomerverkiirzung wird erkldrt durch die Unfahigkeit
der DNA-Polymerase-a, die Enden linearer DNA nach Entfernung der RNA-Primer vollstindig
zu replizieren. Damit konnte eine Verkiirzung um 3-5 bp pro Zellzyklus erklart werden. Dies
trifft jedoch nur auf niedere Lebewesen zu, wie z. B. die Hefe. Beim Menschen verkiirzen sich
die Telomere mit jeder Zellteilung um ca. 30-200 bp. Des Weiteren erklirt dieses Modell nur
eine Verkiirzung der Hélfte der Telomere, ndmlich der des Verzdgerungsstranges. Tatsdchlich
weisen jedoch 80-100% der Telomere guaninreiche 3'-Einzelstrangiiberhdnge auf. Diese
Tatsachen fiihrten zur Entwicklung eines iiberarbeiteten Modells. Demnach werden zusitzlich
zur Primerentfernung die 5'-Enden des Fiihrungs- und des Verzogerungsstranges durch eine
Nuklease degradiert [10, 12, 15]. Die dadurch bedingte stindige Telomerverkiirzung fiihrt zu
einer Limitierung der Zellteilung, bezeichnet als replikative Seneszenz (End-replications

problem) [4].

Die Lénge der Telomere stellt somit einen Indikator fiir das biologische Alter einer Zelle
sowie flr die verbleibende Fahigkeit zur mitotischen Teilung dar [15]. Humane Fibroblasten
haben keine unbegrenzte Teilungsfahigkeit, sondern teilen sich nur ca. 50-80 mal, bis sie in die
Seneszenz eintreten [4]. Nach HARLEY et al. (1990) spricht man auch von einer Art
,biologischen Uhr [9-11, 13].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des konventionellen und des iiberarbeiteten Modells der

Telomerverkiirzung.

Nach dem konventionellen Modell ist die Telomerverkiirzung nur durch die Entfernung des Primers nach
der Replikation des Verzégerungsstranges verursacht. Das neue Modell geht heute von einer
Nukleaseaktivitdt aus, die das 5'-Ende sowohl des Fiihrungsstranges als auch des Verzégerungsstranges

aktiv verkiirzt. Nach [10, 16]

Man nimmt an, dass der Verlust der Telomere antiproliferative Signale auslost, die zur
Einleitung der Seneszenz in der Zelle fiihren. Intakte Telomere werden durch die Bindung von
spezifischen Telomer-Bindungsproteinen, dem sogenannten Shelterin-Komplex, geschiitzt [17-
18]. Dieser Komplex besteht beim Menschen aus sechs Hauptproteinen (TRF1, TRF2, TIN2,
RAP1, POTI1, TPPI) und einer Vielzahl weiterer assoziierter Proteine. Durch Verkiirzung der



1. Einleitung 11

Telomere und Verlust dieser Proteine kommt es zur Erkennung von Doppelstrangbriichen (DSB)
und End-zu-End-Fusion der Chromosomen und schlieflich zum Verlust der genomischen
Stabilitdt, zur Aktivierung von Zellzyklus-Kontrollpunkten und zum Wachstumsarrest [1, 15,

19].

Abbildung 2: Telomer-Bindungsproteine: Der Shelterin-Komplex. Nach [20]

Es wird vermutet, dass der Eintritt in die Seneszenz einen Schutzmechanismus gegeniiber
der Entstehung maligner Tumore darstellt. Konnten sich Zellen ungehindert teilen, wiirde die
Anzahl der Chromosomenaberrationen und Mutationen mit zunechmendem Alter der Zellen
steigen [21]. Als Folge der Telomerverkiirzung ist auch ein Zusammenhang mit dem Auftreten
altersbedingter Krankheiten wie Herzinfarkt, Atherosklerose oder Morbus Alzheimer

beschrieben [4].

Die Telomerase

Stammzellen, Keimbahnzellen und auch Krebszellen haben die Moglichkeit, sich der
Seneszenz zu entziehen. Im Gegensatz zu normalen somatischen Zellen besitzen sie das Enzym
Telomerase [12]. Sie ist eine reverse Transkriptase, die die guaninreichen Telomersequenzen am
3'- Ende von Chromosomen durch das Anfiigen der repetitiven (TTAGGG),-Sequenz verldngert.
Sie besteht aus zwei Untereinheiten: einer katalytischen Untereinheit (W'TERT) und einem RNA-
Template (TERC). Wihrend hTERT nur in spezifischen Zellen, wie Krebs- oder Stammzellen,
vorkommt, finden sich RNA-Templates in nahezu allen Zellen. So konnte die Hohe der

Expression von hTERT als wesentlicher Marker zur Krebsfritherkennung dienen [4, 22].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktion der Telomerase.

Das Einbringen von hTERT in Zellen, die diese normalerweise nicht besitzen, spielt
heute eine wesentliche Rolle bei der Immortalisierung von Zellen, in der Erforschung von
Krankheiten und dem dauerhaften Anlegen von Zellkulturen zu Forschungszwecken [23]. Im
Jahre 1981 transformierten HAYFLICK und seine Kollegen erstmals eine humane Zellkultur in
eine immortalisierte Zelllinie mittels chemischen Karzinogenen und Strahlung [3]. Heute gibt es

unterschiedliche Moglichkeiten zur Immortalisierung von Zellen.

Die Immortalisierung von Zellen in vitro ist unter anderem moglich durch die Fusion
gesunder Zellen mit Tumorzellen und durch Transfektion mit viralen Onkogenen. Bei diesen
Methoden ist aber zu beachten, dass Tumorzellen u. a. die Fihigkeit zur Kontaktinhibition
verloren haben. lhr ungehindertes Wachstum wird auBerdem durch den Verlust normaler
Zellzykluskontrollpunkte verdeutlicht. Dadurch kommt es bei Tumorzellen vermehrt zu
Chromosomenaberrationen und damit zu einem verdnderten Karyotyp. Deshalb hat die
Immortalisierung mit hTERT viele Vorteile, da ein juveniler, physiologisch eher dem in vivo
phénotypisch entsprechenden Zelltyp erzeugt wird. Bei diesen Zellen bleiben im Gegensatz zu

jenen, die mit Onkogenen transformiert bzw. mit Stammzellen fusioniert wurden, die Féahigkeit
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zur Kontaktinhibition, die Zellzykluskontrolle, die Abhingigkeit von Wachstumsfaktoren und
ein normaler Karyotyp erhalten [21, 24]. Es konnte bereits in mehreren Publikationen gezeigt
werden, dass die exogene Expression der katalytischen Untereinheit der Telomerase zu einer
Verzogerung der Seneszenzeinleitung in der Zelle fiihren kann [23, 25-26]. Fibroblastenzellen,
Pigmentepithelzellen der Retina und auch GefiBBendothelzellen wiesen nach Immortalisierung
mittels hTERT eine deutliche Steigerung der Zellverdopplung (PD = Population Doubling) von
50-80 auf mindestens 100-200 bis zum Eintritt in die Seneszenz auf [21]. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die hTERT-Immortalisierung verwendet, um das Hutchinson-Gilford-Progerie
Syndrom (HGPS), eine bisher nur wenig erforschte Krankheit, bei der Zellen genomische
Instabilitdt und frithzeitige Alterungsprozesse aufweisen, ndher zu betrachten. Messungen der
Telomerldngen von Fibroblasten dieses Syndroms zeigten, dass diese gegeniiber gesunden

Fibroblasten verkiirzt sind [24].

1.3 Stress induzierte Seneszenz

Ob das Modell der replikativen Seneszenz neben zahlreichen gut etablierten Ergebnissen
unter in vitro Bedingungen auch in vivo eine Rolle bei der Alterung unserer Zellen spielt, ist bis

heute noch nicht vollstindig geklart [27].

Man geht davon aus, dass auch weitere Faktoren neben der Telomerverkiirzung die
Lebensspanne von Zellen beeinflussen. Ein Hinweis darauf ist das unterschiedliche Wachstum
von Fibroblasten unter verdnderten Kulturbedingungen: Der physiologische Sauerstoffanteil,
dem die Zellen in den meisten Geweben ausgesetzt sind, betriagt 2-5% und ist damit wesentlich
geringer als ein Anteil von 21% unter Kulturbedingungen. Es wurde gezeigt, dass Fibroblasten
unter normalen Kulturbedingungen eine wesentlich hohere Geschwindigkeit der
Telomerverkiirzung aufweisen als unter verdnderten Bedingungen mit einem geringeren

Sauerstoffanteil [25].

Mit steigendem Alter unserer Zellen in vivo kommt es aufgrund verschiedener Effekte
(vermehrter Anfall von Sauerstoffradikalen, verminderte Wirkung anti-oxidativer Prozesse) zu
einer Zunahme des oxidativen Stresses in den Geweben. Diese Tatsache konnte auf eine
zunehmende Telomerverkiirzung, bedingt durch oxidativen Stress, auch unter in vivo

Bedingungen hinweisen [27].
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Oxidativer Stress durch UV-Bestrahlung, defekte Reparaturmechanismen, genetische
Faktoren oder eine Aktivierung onkogener Signalwege (RAS) konnen einen unmittelbaren
Wachstumsarrest bedingen [25, 28-29]. Diese Art der Seneszenz bezeichnet man als
Stress induzierte Seneszenz (,,Stress Induced Premature Senescence® (SIPS)). Die Ursache wird
in der Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen gesehen und ist unabhéngig von der Lénge der
Telomere [30]. Eine Immortalisierung mittels hTERT ist lediglich in der Lage die replikative
Seneszenz hinauszogern. Jedoch vermag sie nicht, den durch Stress induzierten Wachstumsarrest

zu verhindern [31].

Sowohl replikative Seneszenz als auch Stress induzierte Seneszenz setzen #hnliche
Signalkaskaden in Gang. Vermutlich {iben sowohl progressive Telomerverkiirzung als auch
durch Stress bedingte DNA-Schidden einen gemeinsamen Einfluss auf den Alterungsprozess aus

[20].

1.4  Signalwege in die Seneszenz

Das FEintreten einer Zelle in die Seneszenz kann durch eine Reihe unterschiedlicher
Faktoren beeinflusst werden. Die Signalwege, welche die Seneszenz einleiten, konnen sich dabei

jedoch unterscheiden.

Nach SHAY et al. fiihrt eine Aktivierung der p53-p21-pRB Kaskade zur zelluldren
Seneszenz. Man geht davon aus, dass verkiirzte Telomere als DNA-Doppelstrangbriiche (DSB)
erkannt werden. Diese DSB 16sen in der Zelle eine Reaktion auf den DNA-Schaden aus,
woraufhin es zu einer Aktivierung der Kinasen ATM (Ataxia Teleangiektasia Mutated) und ATR
(ATM and Rad3 related) kommt. Diese Kinasen sind in der Lage zahlreiche andere in die DNA-
Schadensantwort involvierte Proteine zu regulieren. Eines dieser Proteine, dem eine bedeutende
Rolle bei der Seneszenzeinleitung zugeschrieben wird, ist das Tumorsuppressor-Protein p53.
Durch Aktivierung von p21 kommt es zu einer Inhibierung von CDK2/Cyklin E. Dadurch wird
die  Phosphorylierung des  Tumorsuppressor-Proteins pRb  verhindert und eine

Zellzyklusarretierung ausgelost.
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Ein anderer Weg, der ebenfalls im Zellzyklusarrest endet, geht iiber das Protein
pl16™** Durch eine Hemmung von CDK4 u. 6 bzw. Cyklin D kommt es auch hier zu einer

Hypophosphorylierung des pRb [28, 32-36].

Man nimmt an, dass pl6™~** im Gegensatz zum universellen p53 nur in einigen
Zellpopulationen aktiv ist. So scheint p53 der primédre Faktor in der Seneszeinleitung zu sein. Bei
einem Defekt der p53/pRB Kaskade reagieren Zellen refraktir gegeniiber der Seneszenz und
wachsen trotz kurzer Telomere weiter. So stellt der Eintritt in die Seneszenz vermutlich auch

einen wichtigen Schutz gegeniiber der Entstehung maligner Tumore dar [37-38].

Neben den indirekten Alterungsmechanismen wird seit einigen Jahren ein weiterer
direkter Mechanismus diskutiert. Es gibt Hinweise, dass die Telomere nicht nur zum Schutz der
Chromosomenenden dienen, sondern durch ihre komplexe Struktur sowie heterochromatine
Eigenschaften die Expression subtelomer gelegener Gene inhibieren konnen. Dies wird als
,» Telomer-Positions-Effekt (TPE) definiert [39]. Mit der Verkiirzung der Telomere konnte
dieser Effekt verloren gehen und die Expression von Genen, welche den Zellzyklusarrest

einleiten, ausldsen.
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Abbildung 4: Signalwege in die Seneszenz.

Dysfunktionelle Telomere und/oder telomer-unabhdngige Signale losen iiber die p53/p21-Kaskade bzw.
pl6 eine Hypophosphorylisierung von pRb aus und leiten die Zelle damit in die Seneszenz [16].
Modglicherweise stellt der ,, Telomer-Positions-Effekt“ (TPE) einen weiteren Mechanismus dar, wonach es
durch progressive Telomerverkiirzung und Verlust der schiitzenden ,, Capping-Struktur* der Telomere
sowie dadurch bedingte Verdnderungen der Chromatinstruktur zu einer Expression vorher stilllgelegter

seneszenzeinleitender Gene kommt.
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1.5 Der, Telomer-Positions-Effekt*

Der ,Telomer-Positions-Effekt“ (TPE) ist definiert als eine Unterdriickung der
Genexpression in subtelomeren Regionen. Er bedingt eine Verdnderung der Genexpression im

Zusammenhang mit progressiver Telomerverkiirzung [1].

Den ersten Hinweis auf einen TPE fanden HAZELRIGG et al. (1984) bei
Untersuchungen der Telomerstruktur von Drosophila melanogaster [40-41]. Das sogenannte
,white gene® ist als eines der meist untersuchten Gene bekannt. Mutationen, die zu einem
Funktionsverlust des Gens fiihren, bedingen weifle Augen bei Drosophila melanogaster. Der
Wildtyp dieser Fliege besitzt rot-braune Augen, wobei das ,,white gene* telomerfern lokalisiert
ist. Mehrere Studien haben gezeigt, dass Mutationen, durch die dieses Gen in eine
heterochromatinreiche Region verschoben wird, Fliegen mit weilen Augen bedingen. Diese Art
der Stilllegung von Genen bezeichnet man als ,,Positions Variegation Effekt (PEV)“. Sie ist in

euchromatinreichen Regionen reversibel.

Das Chromatin der Telomere und subtelomeren Regionen unterscheidet sich vom
Heterochromatin auf anderen Bereichen der Chromosomen durch die spezifische Architektur der
Telomere, wie die repetitiven Sequenzen, die spezifische Struktur und die Bindungsproteine.
Trotzdem fand man eine Stilllegung der Genexpression &dhnlich der des PEV auch nach
Integration des ,,white gene* in die Néhe der Telomere. Diese Fliegen besallen ebenfalls weille
Augen. Die Ergebnisse gaben Anlass fiir die weitere Suche nach einem moglichen TPE

[39, 41-44].

Ungefdhr fiinf Jahre spédter begann man den TPE an Saccharomyces cerevisiae zu
studieren. Die Telomere dieser Biackerhefe besitzen im Gegensatz zu Drosophila melanogaster
repetitive Telomersequenzen und dhneln daher den meisten eukaryotischen Telomeren [39]. Sie
bestehen bei dieser Hefe aus ca. 350 bp der repetitiven Sequenz C,3A/TG.3 sowie einer mehrere
kbp langen subtelomeren Sequenz. Diese Sequenz ist hinsichtlich ihrer Léinge und der
repetetiven Einheiten zwischen den 32 Chromosomen der Hefe sehr variabel. Sie besteht aus
zweil Elementen: dem 0.3-3.8 kbp umfassenden ,,X-Element®, welches die Funktion besitzt, das

»gene silencing zu verstirken, und dem ,, Y-Element®, das eine Linge von 5.2-6.7 kbp haben
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kann, jedoch nur bei 50-70% aller Telomere zu finden ist. AuBerdem ist das ,,Y-Element™ oft mit
STAR gekoppelt, einer sog. ,,Anti-Silencing-Region®. Um die Untersuchungen hinsichtlich des
TPE zu erleichtern, modifizierten GOTTSCHLING et al. erstmals die Chromosomenenden der
S. cerevisiae. Mit Hilfe von Plasmiden intergrierten sie das URA3 Gen sowie die 81 bp lange
Sequenz TG.3 derart in den subtelomeren ADH4 Locus des linken Armes von Chromosom VII,
dass die subtelomeren Sequenzen verloren gingen. Das ADH4 Gen ist das am weitesten distal
gelegene Gen auf Chromosom VII. Dadurch entstand ein neues, nur noch 1.1 kbp langes

Telomerende, bestehend aus einem Teil des ADH4 Gens, URA3 und 81 bp TG ;.

(a) Natives Telomere VII-L

~ 15 kb
T -~~~ [omal——
X
¥ -{URA3| |--
(b) Verkiirztes Telomere VII-L l
a----- URA3| +——7/—

~1.1 kb

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Struktur (a) natiirlicher und (b) verkiirzter Telomere von S.
cerevisiae.

Das URA3 Gen wurde so in das linke Ende des Chromosom VII integriert, dass ein Teil des ca. 15 kbp
vom Telomerende entfernten ADH4 Gens sowie die subtelomeren Elemente X' und Y’ verloren gingen.

Dadurch entsteht ein vereinfachtes, verkiirztes Telomerende von nur 1.1 kbp. Nach [45]

Es ist bekannt, dass Zellen die das Gen URA3 exprimieren, nicht in der Lage sind in
Gegenwart des Zytostatikums 5-Fluoroorot-sdure (5-FOA) zu wachsen. GOTTSCHLING et al.
konnten jedoch zeigen, dass 20-60 % der Zellen, die das telomere URA3 Gen integriert hatten,
trotzdem unter 5-FOA wachsen konnten. Dass diese FOA-Resistenz nicht durch eine Mutation
des URA3 Gens zu begriinden war, zeigte die Reversibilitdt der Transkriptionsunterdriickung bei

nicht-telomeren URA3 Genen.
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Diese Ergebnisse gaben die ersten Erkldarungen fiir einen TPE bei S. cerevisiae. Dabei ist
der TPE nicht nur auf das URA3 Gen beschrinkt, sondern konnte auch bereits bei anderen

Genen wie dem TRP1, ADE2 oder HIS3 nachgewiesen werden [45-47].

RENAULD et al. (1993) beschrieben, dass diese Stilllegung von Genen von der Linge
der Telomere und vom Abstand der Gene zu den Telomeren abhingig sei. Sie gingen davon aus,
dass sich die Unterdriickung der Genexpression indirekt proportional zur Entfernung des

jeweiligen Gens zum Telomer verhélt [48].

Zu erwihnen ist jedoch, dass all diese Experimente bisher nur an modifizierten
Telomeren durchgefiirt wurden. Es gilt daher zu beachten, dass die Telomere in vivo eine sehr
viel komplexere Architektur aufweisen und diese damit neben dem Abstand des Gens zum
Telomer und der Telomerldnge als weiteres Kriterium fiir einen mdglichen TPE hinzugezogen
werden miisste. So zeigte sich eine sehr variable Expression des URA3 Gens nach Integration in
die natiirliche subtelomere DNA der S. cerevisiae, je nach dem an welche Stelle der Elemente X

oder Y das Gen eingebracht wurde [45].

Der Einfluss von Strukturbindungsproteinen auf den TPE stellt einen weiteren wichtigen
Faktor dar, den es ndher zu betrachten gilt. Es ist bereits bekannt, dass in S. cerevisiae eine
Vielzahl solcher DNA-Bindungsfaktoren koordiniert wird, um das ,,Gene Silencing* aufrecht zu
erhalten. Zu ihnen zdhlen der Sir-Komplex (Sir2p, Sir3p, Sirdp), der yKu-Komplex und Raplp.
Sowohl Raplp als auch yKU sind in der Lage die DNA der Telomere zu binden, wodurch
wiederum die Bindung weiterer Sir-Proteine erfolgt. Sir2p ist eine NAD abhéngige Deacetylase
die den Sir-Proteinen 3 und 4 die Bindung an Raplp ermoglicht [48-49]. Weiterhin wurde
nachgewiesen, dass langere Telomere auch mehr Raplp zu binden vermodgen und damit mehr
Sir-Komplexe rekrutiert werden konnen. Diese komplexe Organisation der Proteine bedingt die
stabile Heterochromatin-Formation der Telomere. Es besteht jedoch kein direkter

Zusammenhang zwischen der Menge der Bindungsproteine und der Auspriagung des TPE [39].

Die bis hierhin genannten Hinweise auf einen TPE beziehen sich nur auf niedere

Lebewesen wie Drosophila melanogaster oder Saccharomyces cerevisiae.
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Inhalt dieser Arbeit ist die Untersuchung ob solch ein TPE auch beim Menschen
existieren kann und falls ja, ob er dann auch die Induktion der Seneszenz beeinflusst. Wie in
Kapitel 1.1 beschrieben verkiirzen sich die Telomere mit jedem Zellzyklus und verlieren damit
ihre Stabilitdt. Man konnte daher davon ausgehen, dass es dadurch zu einem Verlust des TPE

und zur Expression von zellzyklusregulierenden Genen kommt, die schlielich die Seneszenz

einleiten.
(a)
TPE
L)
o Rif1 Rif2 d};:’ @A'
L Rap1 (LLECLLEELL Rap1 [LLLCLTT Y X - . Centromere
A\
ye STAR STAR
(b)
TPE
? 2
TRF1 L0111 1 i ilj [ centomere
oo

Abbildung 6: Telomerbindungsproteine und deren Einfluss auf einen moglichen TPE bei intakten
Telomeren.

(a) Bei Saccharomyces cerevisiae besteht ein Zusammenspiel zwischen den telomeren und subtelomeren
Bindungsproteinen, welche einen Telomer Positions Effekt (TPE) hervorrufen konnen. (b)
Modglicherweise hat der Shelterin-Komplex des Menschen einen dhnlichen Effekt. Nach [39]

Erste Studien zum TPE beim Menschen orientierten sich sehr an denen der Hefe, konnten
diesen bei humanen Fibroblasten unter in vitro Bedingungen aber nicht bestétigen [50-51]. Erst
mehr als 10 Jahre nach der Entdeckung des TPE bei der Hefe konnten Hinweise auf einen TPE
beim Menschen beschrieben werden. Diese Experimente zeigten ebenfalls groe Ahnlichkeiten
zu denen des TPE bei S. cervisae, konnten diesmal aber durch die in vitro Integration von Genen
in telomernahe Regionen Hinweise auf eine Unterdriickung der Genexpression durch den
Einfluss der Telomere beim Menschen liefern [52-53]. BAUR et. al (2001) zeigten, dass HelLa
Zellen, die einen Luciferase Reporter in der Néhe eines unter in vitro Bedingungen neu

geformten Telomeres integriert hatten, eine zehnfach geringere Luciferase-Expression aufwiesen
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als die Kontrollzellen. Ahnlich der Beschreibung eines TPE bei S. cerevisiae konnte diese Studie
ebenfalls einen Anstieg des TPE mit steigender Telomerlinge beschreiben. Durch
Immortalisierung der Zellen mit der katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT) kam es

somit zu einer Abnahme der Genexpression telomernaher Gene [52-53].

Zu beachten ist, dass BAUR et al. in der Studie von einer stark vereinfachten Struktur der
Telomere ausgingen. Tatsdchlich weisen diese aber eine sehr komplexe Struktur sowie
Architektur auf und sind durch eine Reihe telomer-spezifischer Proteine geschiitzt, dem sog.
,»Shelterin-Komplex* (TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPP1, Rapl). Man geht davon aus, dass es
mit der Verkiirzung der Telomere zu einem Verlust dieses schiitzenden Protein-Komplexes, zu
einer Abnahme des TPE und letztendlich zur DNA-Schadensantwort kommt. So fiihrt z. B. der
Verlust des TRF2 zur Aktivierung der ATM Kinase und damit zum p53 abhédngigen G1/S-
Arrest. Die Zelle leitet dann abhingig vom Grad der Schidigung die Seneszenz oder (bei
stairkerem Signal) Apoptose ein [17, 54]. Andererseits konnte es mit steigender Anzahl dieser
Proteine zu einer zunehmenden Ausbreitung des TPE auf telomernahe Gene kommen. Man geht
von einem direkten Zusammenhang zwischen der Telomerldnge und der Anzahl der rekrutierten

Bindungsproteine aus [42].

Auch Modifizierungen der Chromatinstruktur scheinen bei menschlichen Zellen einen
Einfluss auf den TPE zu haben. Die DNA der Telomere weist einige Charakteristika des
Heterochromatins auf. Dazu zéhlen: das Heterochromatin Bindungsprotein HPI,
Deacetylierungen sowie dreifach Methylierungen der Histone 3 Lysin 9 (H3K9) und des Histons
4 Lysin 20 (H4k20) und die Methylierung subtelomerer CpG Dinukleotide. Zusammen mit dem
Shelterin-Komplex konnte diese Chromatinstruktur die Stilllegung telomernah lokalisierter Gene
hervorrufen. Einige Studien dazu beschreiben, dass es durch Modifizierungen der
Chromatinstruktur, wie der Behandlung der Zellen mit dem Deacetylase-Inhibitor
Trichostatin A, moglich sei, den TPE zu beeinflussen. Des Weiteren bedinge Trichostatin A eine
Delokalisation des Heterochromatin Bindungsproteins HP1, welches damit ebenfalls eine Rolle
beim TPE spielen konnte. Durch die progressive Telomerverkiirzung im Rahmen der
replikativen Seneszenz geht der schiitzende ,,Capping““-Komplex verloren und kurze Telomere
weisen zunehmend Charakteristika aktiven Chromatins, wie z. B. vermehrte Acetylierungen der

Histone, auf.
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Diese Ergebnisse fiihren zu der Annahme, dass sowohl die Telomerldnge als auch die
spezifische Chromatinstruktur und DNA-Bindungproteine der Telomere einen TPE beeinflussen

[53, 55].
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Abbildung 7: Der Mechanismus eines méglichen Telomer Positions Effektes (TPE) beim Menschen.

(a) Intakte Telomere junger Zellen werden durch Telomerbindungsproteine, den sog. Shelterin-Komplex
(TRFI, TRF2, TIN2, TPPI1, POTI), sowie Heterochromatin-Modifikationen (Heterchromatin Protein
HPI, 3me-H3HY9, 3me-H4K20, meCpG Dinukleotide) in einer komplexen Struktur organisiert, welche
wahrscheinlich die Expression telomernaher Gene unterdriickt.

(b) Durch progressive Telomerverkiirzung mit zunehmendem Alter der Zellen geht der stabilisierende
Shelterin-Komplex verloren. Die Heterochromatin-Modifikationen werden durch Marker aktiven
Chromatins ersetzt (ac-H3K9, ac-H4K20). Die Verdnderungen der Chromatinstruktur kénnten zu einer
Aktivierung der Genexpression und zur FEinleitung der Seneszenz fiihren. Eine Aktivierung der
Telomerase mit folgender Verhinderung der Telomerverkiirzung wiirde den TPE moglicherweise

aufrechterhalten [39, 42]. me=Methylierung, ac=Acetylierung

Es soll die Frage beantwortet werden, ob der TPE beim Menschen einen Mechanismus
darstellt, der durch die Beeinflussung der Genexpression in Abhingigkeit von der Telomerlédnge
in der Lage ist, Zellen in die Seneszenz zu fithren. Dazu bedarf es weiterer Experimente unter in
vivo Bedingungen. Sowohl in der Hefe als auch beim Menschen konnte jedoch unter in vitro
Bedingungen bereits gezeigt werden, dass lange Telomere die Genexpression effektiver

unterdriicken als kiirzere. Wenn der TPE also eine Rolle bei der altersabhdngigen Genexpression
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spielt, miisste man davon ausgehen, dass é&ltere Zellen mit kurzen Telomeren hohere
Expressionsraten telomernaher Gene aufweisen als junge Zellen mit lingeren Telomeren. Dies

galt es in dieser Arbeit nidher zu untersuchen.

1.6  Das ,,Hutchinson-Gilford Progerie Syndrom“

Beim Hutchinson-Gilford-Progerie Syndrom (HGPS) handelt es sich um ein sehr seltenes
genetisch bedingtes Syndrom. Auffilligstes Kriterium ist die frithzeitige Alterung. Weitere
Merkmale sind Kleinwuchs, geringes Korpergewicht, Alopezie, Mikrognathie, Osteolysen,
Gelenkkontrakturen, frithzeitige Arteriosklerose, eine Reihe von Herzerkrankungen und das
Fehlen von subkutanem Fett sowie sklerodermieartige Haut. In ihrer Kognition sind diese
Patienten meist uneingeschriankt [24, 56-57]. Die mittlere Lebenserwartung betrdgt Studien
zufolge nur 13 Jahre, wobei die hiufigsten Todesursachen Herzinfarkt und Schlaganfall sind.
Das HGPS kann in der beschriebenen klassischen Form oder auch in einer nicht-klassischen
milderen Form auftreten [56]. Als Ursache des HGPS gilt abnormes Lamin A. Wobei der Defekt
durch eine Mutation im Lamin A Gen direkt oder durch eine Stérung auf posttranskriptioneller
Ebene (Mutation im ZMPSTE24 Gen) ausgelost sein kann [56]. Viele verschiedene Mutationen
wurden bisher beschrieben. Als haufigste wurde sabei die p.G608G LMNA Mutation
identifiziert [58-59]. Dadurch entsteht eine verdnderte Splicestelle am Exon 11 [60]. Defektes
Lamin A kann nicht abgebaut werden und akkumuliert in der Zelle als farnelysiertes Lamin A,
das sog. Progerin [61]. Man nimmt an, dass dieses Progerin Abnormalititen des Zellkerns,
mitotische Defekte sowie eine beschleunigte Telomerverkiirzung auslost, wodurch die Zelle
frithzeitig die replikative Seneszenz einleitet [62]. HGP-Hautfibroblasten zeigen wenig zellulédre
Unterschiede zu gesunden Zellen, jedoch besitzen sie kiirzere Telomere und haben dadurch eine
verkiirzte Lebensspanne. Studien haben belegt, dass es durch Immortalisierung von HGP-

Fibroblasten moglich ist, deren Lebensspanne zu verldngern [24].
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1.7  Ableitung der Fragestellung

Bei den meisten Zellen geht im Laufe ihres Differenzierungsprozesses die Expression des
Enzyms Telomerase und damit die Fahigkeit zur Verldngerung und Aufrechterhaltung der
Telomerstruktur weitgehend verloren. Als Folge kommt es mit jeder Zellteilung zu einer

Telomerverkiirzung und letztendlich zum Eintritt der Zelle in die replikative Seneszenz.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden  Fibroblasten von  Patienten mit
Hutchinson-Gilford-Progerie (HGP) als Modell fiir die beschleunigte replikative Seneszenz

untersucht.

An gesunden Fibroblasten war bereits gezeigt worden, dass durch Immortalisierung
mittels humaner Telomerase (hTERT) die progressive Telomerverkiirzung inhibiert und somit

vermutlich die Lebensspanne in vitro verlangert werden kann.

Diese Methodik wurde in dieser Arbeit an kultivierten HGP-Zellen angewandt. Die
erfolgreiche Immortalisierung sollte durch den Vergleich der Wachstumskurven mit den

priméren (nicht immortalisierten) Zellen und durch Telomerldngenmessung verifiziert werden.

Neben der Telomerverkiirzung gibt es jedoch auch telomer-unabhingige Faktoren,
welche die Lebensspanne von Zellen, durch sog. Stress induziertes Altern, beeinflussen konnen.
Obwohl der Mechanismus der Schiddigung ein anderer ist, aktivieren sowohl telomer-abhégige
als auch telomer-unabhéngige Signale dhnliche Signalwege wie p53 und konnen die Zelle in die

Seneszenz (oder bei stirkerem Stimulus in die Apoptose) fiihren.

In dieser Arbeit sollte die Hypothese untersucht werden, dass ein bei der Hefe
Saccharomyces cerevisiae bereits bekannter ,, Telomer-Positions-Effekt™ auch beim Menschen
existiert und einen weiteren moglichen Mechanismus darstellt, durch den die replikative

Seneszenz getriggert werden kann.
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Als Grundlage sollten dienen:

1.

Fibroblasten von HGP-Patienten als Modell fiir replikative Seneszenz.

Fibroblasten gleichaltriger, gesunder Kinder, welche mit UV-B-Licht bestrahlt

wurden als Beispiel fiir Stress induzierte Seneszenz.

Fibroblasten von HGP-Patienten, welche mittels hTERT immortalisiert wurden, um

die Effekte der replikativen Seneszenz zu revertieren.

Es sollte gezielt nach Hinweisen gesucht werden, die auf die Existenz eines TPE beim

Menschen hinweisen.

Hierzu sollten die Genexpressionsprofile der drei Alterungsmodelle mit Hilfe von

Affymetrix cDNA Chips verglichen werden, um mdgliche Kandidatengene fiir einen TPE zu

finden.

Folgende Kriterien eines TPE-Gens sollten dabei erfiillt werden:

Die Genexpression sollte spezifisch in HGP-Fibroblasten, aber nicht in gleicher Weise

in UV-B-Licht bestrahlten Kontrollzellen, zu finden sein.

Durch hTERT-Immortalisierung sollte eine in HGP-Fibroblasten gezeigte

Expressionsverdnderung ganz oder partiell reversibel sein.

Die Genlokalisation relativ zum Telomerende sollte <100.000 bp betragen.

Die Bestitigung der cDNA-Genchip-Ergebnisse sollte mittels Real-Time PCR erfolgen.

Um die Arbeitshypothese ndher zu untersuchen, sollten alle verwendeten Zelltypen

zusitzlich zu unterschiedlichen Zellverdopplungszahlen (PD = Population Doubling) hinsichtlich

der Genexpression der gefundenen Kandidatengene miteinander verglichen werden. Mit hoheren

PD-Zahlen wurde eine Zunahme des postulierten Effektes, d. h. des Einflusses der Telomerlidnge

auf die Genexpression, angenommen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien und Reagenzien

Materialien/Reagenzien

Firma

Agarose ultraPURE

Invitrogen # 15510-027

dNTP-Mix (10 mM)

Fermentas #R0191

Ethanol

Merck #1.11727.1000

Ethidiumbromid (10 mg / ml)

Roth #2218.1

Fotales Kélberserum

Biochrom # SO115

Dimethylsulfoxid (DMSO)

SIGMA #D2650

Dulbecco’s  Modified Medium

(high Glocose, L-Glutamin)

Eagle

(DMEM)

PAA #E15-810

Dulbecco's PBS with Ca * + Mg

PAA #H15-002

Dulbecco's PBS without Ca ~ + Mg

PAA #H15-001

EDTA (Versen) 1%

Biochrom #L2113

Loading Dye Solution

Fermentas #R0611

2- Mercaptoethanol, puriss. p. a.

Fluka AG

MMLYV Superscript 1T ( 200 U / pul)

Invitrogen #18080-044

Modified TAE Buffer Concentrate (50 x)

Millipore

Oligo dT-Primer (100 pM)

Fermentas #S0132

Penicillin / Streptomycin (100 x)

PAA #P11-010

ZNF 268 (Hs00612325_s1)
PRMT2 (Hs00181759 m1)

RNase-Free DNase Set Qiagen #79254
RNaseH (1,5 U/ pul) Promega #M4281
Ribolock RNase-Inhibitor (40 U / ul) Fermentas #EO 0328
RNeasy Mini Kit (Spin-Protokoll fiir Animal Cells) Qiagen #74107
TagMan Genexpression Assays AppliedBiosystems

#4331182 (250 rxn, FAM, 20x)
#4331182 (250 rxn, FAM, 20x)
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APOD (Hs00155794 ml)
MZF 1 (Hs00854900 m1)
TRIM 28 (Hs00232212 m1)
ZNF 828 (Hs00403196 ml)
UPF3A (Hs01589834 ml)

#4331182 (250 rxn, FAM, 20x)
#4331182 (360 rxn, FAM, 20x)
#4448892 (75 rxn, FAM, 20x)
#4448892 (75 rxn, FAM, 20x)
#4448892 (75 rxn, FAM, 20x)

TagMan Pre-DevelopedAssay Reagent, human PPIA, 20x

AppliedBiosystems #4333763F

Tagman Universal Mastermix II, no UNG

Applied Biosystems #44400040

TrypLE™ Express Invitrogen / Gibco #12605-010
2.2  Gerite
Gerit Firma
7500 Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems
CFX 384 Real-Time PCR Detection System Bio-RAD
Fireboy plus INTEGRA Biosciences
Freezing Container “Mr. Frosty” Nalgene #5100-0001,
MS1 Minishaker IKA
Microflow Biological Safety Cabinet Nunc GmbH
Mikroskop “IDO3” Zeiss
NanoDrop PEQLAB
PCR Plates (96- und 386-Well) AppliedBiosystems
Pipetboy INETGRA Biosciences
Pipetten serol. (Iml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Falcon
Pipettenspitzen “Safe Seal Prof. Filtertips” Biozym
Pipettenspitzen “TipOne” STARLAB
QIAshredder Qiagen #79654
Stickstofftank “MVExc 34/18” MVE
Wasserbad Memmert
Zellschaber Biochrom/TTP #99002
Zentrifuge “Sepatech Varifuge 3.0” Hereaus
Zentrifuge “Biofuge fresco” Hereaus

Zentrifuge “Micro Centrifuge”

Carl Roth GmbH & Co. KG
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2.3  Methoden

2.3.1 Microarray Analyse

16 Microarrays mit einer Gesamtzahl von ca. 54.600 Probe Sets (HGU133-A2.0 Array,
Affymetrix®) wurden mit Hilfe der GCOS Software von der ehemaligen Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Michael Walter (Zentrum fiir Laboratoriumsmedizin der Universitit Miinster)
analysiert. Die Auswertung der GenChips erfolgte durch Dr. Rheinhard Voss (Integrated

Functional Genomics Universitit Miinster).

Affymetrix ¢cDNA Chips funktionieren nach dem Prinzip der Hybridisierung. Dabei
werden definierte Oligonukleotide (25-mer) als Spots auf eine Glasmatrix synthetisiert. Die aus
den Zellen gewonnene RNA wird zunéchst in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss daran erfolgt
eine in vitro Transkription, bei der die erzeugte cRNA biotinyliert wird. Nach Zugabe der
biotinylierten cRNAs binden diese an ihre komplementiren Basen auf dem Affymetrix Chip.
Nach dem Abwaschen der nicht gebundenen Nukleinséduren erfolgt die Detektion mit

Streptavidin-PE (PE= Phycorerythrin, rot) [63-64].

Fiir diese Arbeit wurden von folgenden Gruppen Microarrays angefertigt und mit dem

Genexpressionsprofil der Kontrollfibroblasten verglichen:
1. HGP Fibroblasten, als ein Modell fiir replikative Seneszenz.

2. TERT-immortalisierte HGP Fibroblasten, als ein Modell fiir die Reversibilitdt der

Telomerverkiirzung.

3. UV-B-Licht behandelte Kontrollfibroblasten, als Modell fiir telomer-unabhingige

Seneszenz.

Fiir jede Gruppe wurden drei Zelllinien in Doppelbestimmung gemessen (s. Tabelle 1).
Von den rund 54.600 Probe Sets wurden die als ,,present* gewertet, bei denen in 80% der Fille

das Signal iiber das Hintergrundrauschen hinausging. Mit diesem Subset aus 19.984 Probe Sets
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wurden die einzelnen Gruppenvergleiche durchgefiihrt. Die Signifikanz der verdnderten
Genexpression wurde mittels t-Test berechnet (Cutoff p < 0,05). Die Ergebnisse wurden in Form

von Exel Tabellen von Dr. Reinhard Voss zur Verfligung gestellt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese u. a. hinsichtlich potentieller TPE-Gene

ausgewertet.
o _ PD bei
Gruppe Zelllinie PD auf Genchips o
Immortalisierung
Kontrolle 707 19,8
778 17,8
731 19,8
Kontrolle-TERT 707TERT 35 25,1
778TERT 26,8 16,8
731TERT 28 17,8
Kontrolle-UV 707 UV 19,8
731 UV 18,2
778 UV 17,8
HGP FN178 15,5
FN167 15,2
FNO003 18,2
HGP-TERT FN178TERT 233 12,3
FN167TERT 25 14,1
FNOO3TERT 30 18,1

Tabelle 1: Auf den Genchips untersuchte Zelllinien.
Die Population Doubling (PD) beschreibt wie oft sich die Zellen seit der Isolierung in vitro bereits

verdoppelt haben.
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2.3.2 UV-Bestrahlung der Zellen

Die bereits in Vorarbeiten durchgefiihrte UV-B-Licht Bestrahlung humaner
Hautfibroblasten zur Einleitung der Stress induzierten Seneszenz erfolgte nach Kultivierung der
Zellen in DMEM bei 80 % Konfluenz mit vier Philips 20 W TL/12 Gasentladungsrohren. Dazu
wurde das Medium bis auf einen diinnen Film abgetragen und die Fibroblasten an drei
aufeinanderfolgenden Tagen je morgens und abends bestrahlt. Die Gesamtdosis der Bestrahlung
betrug 528 J/m’. 24 Stunden nach der letzten Bestrahlung konnten die seneszenten Zellen mit
Hilfe der SA-B-Galactosidasefarbung lichtmikroskopisch identifiziert werden, wobei ein Anteil

an seneszenten Zellen von ca. 40-50 % als signifikant galt [16].

2.3.3 Die Immortalisierung der Zellen

Die Immortalisierung der verwendeten Zellen erfolgte durch Janine Reunert
(Arbeitsgruppe Walter) in Miinster. Der Vorgang der hTERT-Immortalisierung lédsst sich in
Kiirze folgendermaBen beschreiben: Fibroblasten wurden mit retroviralen Uberstinden einer
Verpackungszelllinie (PA317-TERT) infiziert, welche die humane, in einen pBabePuro Vektor
klonierte Telomerase stabil exprimieren [65]. Nach zweiwochiger Selektionsphase mit
Puromycin erfolgte die Uberpriifung von Infektion und Selektion durch die Messung der
Telomerase-Aktivitdt mittels TRAP-Assay und die Bestimmung der hTERT-Expression mittels
Real-Time PCR [26].

2.3.4 Die Zellkultur

Gearbeitet wurde unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank. Die
Inkubation der Zellen erfolgte in Brutschrianken bei 37°C in wasserdampfgesattigter Atmosphére
und bei einem CO,-Gehalt von 5%. Die Kultivierung der Fibroblasten erfolgte in DMEM (high

Glucose, L-Glutamin).
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Das Medium wurde folgendermalen supplementiert:

DMEM 500ml
Streptomycin 100 pg/ml
Penicillin 100 Units/ml
fotales Kélberserum 10%

Auftauen der Fibroblasten

Die zur dauerhaften Aufbewahrung in Fliissigstickstoff eingefrorenen Fibroblasten
wurden in den Kryorohrchen ziigig bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, bis keine Eiskristalle mehr

sichtbar waren.

AnschlieBend wurde die Zellsuspension (1 ml) sofort in 9 ml vorgewidrmtes
Zellkulturmedium {tberfiihrt. Das Auftauen und der Transfer der Zellen sollten dabei so schnell
wie moglich erfolgen, da das im Einfriermedium enthaltene DMSO zelltoxisch ist. Danach
wurde die Zellsuspension bei 1200 x g und Raumtemperatur 5 min zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und die Zellen durch auf- und absaugen mit einer Pipette in 7 ml frischem Medium
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in eine 25 cm? (T25) Zellkulturflasche
gegeben und in den Brutschrank iberfiihrt. Am néchsten Tag ist tiberpriift worden, ob sich viele
nicht angewachsene, tote Zellen im Medium befinden und gegebenenfalls ist ein Medienwechsel
erfolgt. Nach ca. sieben Tagen oder spitestens wenn das Medium in eine orange Farbe

umschlug, erfolgte ein Medienwechsel.



2. Material und Methoden 33

Subkultivierung der Fibroblasten

Sobald die Fibroblasten 100% Konfluenz erreicht hatten, wurden Subkulturen nach

folgendem Schema angelegt:

T25 | [ n;
1.PD +2 — 1:4 ~—~ ﬁ
T25 [[ o T75 | — HH
2.PD +2 1V 1:4 \3/:1 3x 1ml einfrieren
T25 [ o T75 | [ o

3.PD +1 > 112 «—

2xT25 ([ o[ Tm |2xT175 | o[ o
/ \ 5x 1 ml einfrieren
- e FRTH
/ \

DNA RNA

PD +5

T25 |[[ m |[T75 |[ Tn;
l s ﬁ ﬁ H 3x 1ml einfrieren

2.... 1:4

Abbildung 8: Arbeitsschema der Zellkultur. T25 (25 sz) 775 (75¢ m’)

Nach dem Ausplattieren eines 1 ml Aliquots in einer T25-Flasche und dem Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen im Verhiltnis 1:4 gesplittet. Dies entspricht bei Erreichen der
Konfluenz einem Anstieg der Population Doubling (PD) um zwei. Die Zellen der 75 cm” (T75)
Flasche wurden fiir weitere Experimente in 3 x 1 ml Aliquots tiefgefroren (je 1 ml fiir eine T25
Zellkulturflasche). Die Zellen der T25 Flasche wurden nach Erreichen der Konfluenz erneut im
Verhiltnis 1:4 gesplittet (PD +2). Bei Konfluenz erfolgte ein weiteres Splitten der Zellen im
Verhiltnis 1:2. Der Anstieg der PD betrug hierbei +1. Nach diesen drei Schritten ergab sich
jeweils ein Anstieg der PD um fiinf. Nach jeder fiinften PD wurde RNA (1 x T25) fiir
Genexpressionsanalysen sowie DNA (1 x T25) fiir geplante Telomerléngenmessungen isoliert.
AuBerdem wurden von den 2 x T75 Flaschen 5 x 1 ml Aliquots eingefroren (entspricht 5/6 der

Zellen) sowie die verbleibenden 1/6 der Zellen 1:4 gesplittet (1x T25; 1x T75).



2. Material und Methoden 34

Dieses Schema der Kultivierung wurde bis zu einem Anstieg der PD um 30 bzw. bis zum

Erreichen der Seneszenz wiederholt.

Zur Subkultivierung wurden die Fibroblasten nach Absaugen des Mediums mit
PBS/EDTA (0,05%) gewaschen und danach mit 0,35 ml/25 m* bzw. 0,5 ml/75 m® TrypLE
Express’/ EDTA  versetzt. Nachdem die Zellen durch mehrmaliges Schwenken der
Zellkulturflasche vollstindig benetzt waren, wurde die Trypsin-Losung wieder abgesaugt und die
Zellen fiir ca. 10 min im Brutschrank inkubiert, bis sie sich durch leichtes Klopfen vom
Gefidflboden abldsen liefen. Es folgte die Aufnahme der abgeldsten Zellen in frisches Medium
und das Zentrifugieren (s.0.). Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in Medium

resuspendiert und in die entsprechende Kulturflasche tiberfiihrt.

Einfrieren von Fibroblasten

Zur dauerhaften Aufbewahrung in Fliissigstickstoff (-196°C) wurden die Zellen ebenfalls
mit PBS/EDTA (0,05%) gewaschen, fiir ca. 10 min in TrypLE Express/EDTA kultiviert und
danach in Medium resuspendiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgesaugt, in
einer Einfrierlosung, bestehend aus dem Medium mit 10% DMSO aufgenommen und in 1 ml
Aliquots auf Kryorohrchen verteilt. Es folgte eine langsame Abkiihlung auf -80°C mit Hilfe der
Einfrierbox und nach 24 Stunden die Uberfiihrung in den Stickstofftank.

2.3.5 Die Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden Fibroblastenzelllinien (Tabelle 2 A-C) von gesunden
Spendern und von Patienten mit dem Hutchinson-Gilford-Progerie Syndrom sowie die

jeweiligen TERT-immortalisierten Zelllinien verwendet.

Um die Ergebnisse der Genchip-Analysen mit den Ergebnissen der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Real-Time PCR vergleichen zu konnen, sollten, soweit dies moglich war, die
entsprechenden Zelllinien der Genchips verwendet werden. Da FN 167 und FN167-TERT
jedoch nicht mehr zur Verfiigung standen, wurden diese durch FN 127 und FN127-TERT ersetzt.



2. Material und Methoden

A: Kontrolle Kinder

Nr. | Geschlecht Alter bei Biopsie Grund der Biopsie/Erkrankung

Plotzlicher Kindstod;
707 w 5 Monate, 8 Tage Stoffwechseldefekt

ausgeschlossen

Stoffwechseldefekt
731 m 5 Monate, 6 Tage

ausgeschlossen

Urspriinglich V.a.
Natriumdiarrho;
778 m 8 Monate, 9 Tage
Stoffwechseldefekt

ausgeschlossen

B: Kontrolle Erwachsene

Nr. Geschlecht Geburtsjahr Erkrankung
Stoffwechseldefekt
168 m 1961
ausgeschlossen

C: Hutchinson-Gilford-Progerie Fibroblasten (HGP)

Nr. Geschlecht Alter bei Biopsie Erkrankung
Lamin A, Exon 11 Mutation
FN 127 w 3 Jahre, 9 Monate
C>T
Lamin A, Exon 11 Mutation
FN 003 m 2 Jahre, 0 Monate
C>T
Lamin A, Exon 11 Mutation
FN 178 w 6 Jahre, 11 Monate
C>T

Tabelle 2: Fiir die Real-Time PCR verwendete Zelllinien.
(A) Hautfibroblasten gesunder Kinder (B) Hautfibroblasten eines gesunden Erwachsenen
(C) Hautfibroblasten von Kindern mit Hutchinson-Gilford-Progerie Syndrom (HGPS)
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2.3.6 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mittels RNeasy Mini Kit. Mit diesem Verfahren
konnen bis zu 100ug RNA (>200 bp) unter Verwendung von Puffern mit hohem Salzgehalt und
Ethanol reversibel an die Silicagel-Membran der Zentrifugationssédulen gebunden und nach dem

Entfernen aller {ibrigen Zellbestandteile wieder eluiert werden.

Die RNA-Isolation aus Fibroblastenkulturen wurde nach dem leicht modifizierten
Herstellerprotokoll fiir tierische Zellen durchgefiihrt. Hierfiir musste das Medium aus der T25
Zellkulturflasche vollstindig abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS ohne Ca*" und Mg
gewaschen werden. Durch Zugabe von 600 pul Lysepuffer, welcher zuvor mit
B-Mercapthoethanol versetzt wurde (10 pul/ml RLT-Puffer), konnten die Zellen lysiert werden.
Den Puffer pipettiert man dazu mehrfach iiber die Zellen, bis die Viskositdt durch die
freigesetzte genomische DNA abnimmt. Danach erfolgt das Abschaben des Zelllysats mit einem
Zellschaber und die Uberfiihrung in ein 1,5 ml- Reaktionsgefil, um es bis zur spiteren

Fortsetzung der RN A-Isolierung bei -80°C tiefzugefrieren.

Um die RNA-Isolierung zu einem spiteren Zeitpunkt fortfithren zu kdnnen, mussten die
gefrorenen Lysate zunédchst bei 37°C im Wasserbad aufgetaut werden. Die Homogenisierung des
Zelllysats erfolgte durch die Zerkleinerung der genomischen DNA und anderer Makromolekiile
mit Hilfe des QiaShredders. AnschlieBend wurde das Filtrat im Verhéltnis 1:1 mit 600 pl
70%igem Ethanol gemischt, wodurch die Bedingungen fiir eine selektive Bindung der RNA an
die Silicamembran entstanden. Die nichsten Schritte bestanden im Auftragen des Gemisches in
600 pl Schritten auf die RNeasy Mini-Sdule, dem Zentrifugieren fiir 15 sec bei 11.000 rpm

(Heraeus Biofuge freco, 24-Platz Rotor) und dem Verwerfen des Durchflusses.

In einem ersten Waschschritt erfolgte die Zugabe von 350 ul RW 1-Puffer auf die Siule
sowie die nachfolgende Zentrifugation (s.0.). Dann wurden 10 pul RNAse freie DNAse stock
solution mit 70 pl RDD Puffer gemischt, direkt auf die Membran der Sdule gegeben und bei
Raumtemperatur 15 min inkubiert. Durch den DNase-Verdau soll verhindert werden, dass
mogliche DNA Kontaminationen in der PCR mit amplifiziert werden. Daran schloss sich

zundchst ein Waschschritt mit weiteren 350 pl RW 1-Puffer sowie zwei weitere Wasch- und
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Zentrifugationsschritte mit je 500 pul RPE-Puffer an. Die letzte Zentrifugation erfolgte 2 min bei
maximaler Geschwindigkeit (13.000 rpm), um die Silicatmembran vollstdndig zu trocknen, da
Ethanolreste des Waschpuffers die anschlieBende Elution der RNA in Wasser verschlechtern

wirden.

Zur Elution der RNA von der Sdule wurden 40 ul RNase freies Wasser direkt auf die
Membran gegeben und nach ca. 1 min Einwirkzeit fiir 1 min zentrifugiert (11000 rpm). Nach
Abnahme eines 10 pl-Aliquots fiir Konzentrationsbestimmungen und Kontrolle der RNA-

Integritdt wurde die isolierte RNA bei -80°C eingefroren.

Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte unter Verwendung von 1,5 pl

unverdiinnter RNA-LOosung mit dem NanoDrop photometrisch bei einer Wellenlinge von

260 nm.

Durch die Bestimmung der Quotienten 260 nm / 280 nm sowie 260 nm / 230 nm wurde

die Reinheit der RNA ermittelt.

Kontrolle der RNA-Integritiit

Zur Qualitdtskontrolle der RNA-Extraktion diente die Gelelektrophorese. Dazu wurden
0,75 g Agarose (ultra pur) mit 50 ml 1 x TAE Puffer versetzt und bis zur vollstindigen Losung
der Agarose langsam in der Mikrowelle erhitzt. Danach musste die Agarose-Ldsung zundchst auf
ca. 60°C abkiihlen. Nach Zugabe von 1 pl Ethidiumbromid-Losung (Stock-Konzentration 10
pg/ml) konnte das Gel in die vorbereitete Elektrophoresekammer gegeben und, um die einzelnen
Proben spiter einfiillen zu kdnnen, der Kamm eingesetzt werden. Luftblasen wurden ggf. mit
einer Pipettenspitze entfernt. Sobald das Agarose-Gel fest geworden war, konnten Kamm und
Spacer entfernt und die Elektrophoresekammer mit Elektrophoresepuffer (1xTAE) gefiillt
werden, bis das Gel ca. 2 mm mit Puffer bedeckt war. Vor dem Auftragen der Proben auf das
Gel mussten diese entsprechend vorbereitet werden. Dazu wurden 1pug RNA mit Wasser auf 10
ul aufgefiillt, weitere 2ul des 6 x Ladepuffers (Loading Dye Solution) hinzugegeben und das
Gemisch vorsichtig in die Geltaschen pipettiert. Dann liefen die Proben bei 50 V ein, bis der

blaue Farbstoff des Ladepuffers in das Gel gelangt war. Danach wurde die Spannung auf 65 V
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erhoht. Nach ca. 30 min Laufzeit wurde das Gel anschlieBend unter UV-Licht fotografiert. Dabei
war darauf zu achten, dass die 18 S und die 28 S rRNA Banden gut und scharf zu sehen sind,
wobei die 28 S etwa doppelt so stark sein sollte. Ein Schmieren zwischen den Banden und vor

allem unterhalb der 18 S-Bande wiirde auf eine RNA-Degradation hinweisen.

2.3.7 Relative Quantifizierung der mRNA mittels Real-Time RT-PCR

cDNA Synthese

Um die mRNA-Expression eines Gens mittels Real-Time PCR quantifizieren zu kdnnen,
muss die isolierte RNA zuvor in cDNA umgeschrieben werden. Dies erfolgte mittels einer
rekombinant hergestellten und modifizierten Reversen Transkriptase, der sogenannten
Superscript III. Dazu wurden zuerst 0,5-1 pg RNA der gereinigten RNA mit je
1 pl Oligo dT-Primern und 1 ul dNTP Mix sowie der entsprechenden Menge an RNase freiem
Wasser (ad 13 pl) versetzt. Man denaturiert die Losung bei 65°C fiir 5 min und kiihlt sie
anschlielend sofort 1 min auf Eis ab. Danach folgt die Zugabe von 4 ul RT-Puffer (5x) sowie je
1 ul RNase-Inhibitor, DTT (0,1M) und Reverse Transkriptase. Die reverse Transkription erfolgte
fiir 50 min bei 50°C. Durch das Erhitzen auf 70°C fiir weitere 15 min wurde die Reverse
Transpkriptase inaktiviert. Nach 5 min Abkiihlung auf Eis erfolgte der Verdau der RNA mittels
RNaseH fiir 20 min bei 37°C gefolgt von einer 10-miniitigen Enzymdeaktivierung bei 65°C. Die
so gewonnene cDNA wurde durch Zugabe von RNase freiem Wasser auf eine Endkonzentration
von 10 ng/ul (RNA konvertiert in cDNA) eingestellt und bis zur Weiterverwendung in der
Real-Time-PCR bei -20°C gelagert.

Real-Time PCR

Die Real-Time PCR ermoglicht es, die entstehenden PCR-Produkte bereits wihrend der
PCR Amplifikation quantitativ zu erfassen. Dadurch ist es moglich, die Menge der verwendeten
cDNA und damit die Menge der Gentranskipte abschitzen zu konnen. Die Quantifizierung
wurde in dieser Arbeit unter Verwendung von TagMan Gene Expression Assays
(Invitrogen/Applied  Biosystems) durchgefiihrt, welche jeweils ein genspezifisches
Primer/Sonden—Set enthalten. Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid mit einem
fluoreszierenden Reporter am 5'-Ende sowie einem Quencher am 3'-Ende, der die Emission des

Reporters absorbiert. Wihrend der Amplifikation wird der Reporter durch die
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5'-Nukleaseaktivitit der DNA-Polymerase vom Quencher getrennt und es entsteht ein

fluoreszierendes Signal [66].

Durchgefiihrt wurde die Real-Time PCR fiir die potentiellen TPE-Gene (ZNF268, MZF1,
PRMT2, APOD) sowie die endogene Kontrolle Cyclophillin A auf einem 7500 Fast Real-Time
PCR System (Fa. Applied Biosystems). Dazu wurden fiir die potentiellen TPE-Gene 10 ng und
fiir die Kontrolle Cyclophillin A 20 ng RNA (konvertiert in ¢cDNA) in 10 pl Ansdtzen in
Dreifachbestimmung verwendet (*). Der TagMan PCR Universal Master Mix (2x) ohne UNG
(AmpErase Uracil N-Glycosylase) enthielt die AmpliTaq Gold DNA Polymerase, dNTPs mit
dUTP, eine Passive Referenz I (zur Signalnormierung aller PCR-Ansitze auf einer Platte) und
Pufferkomponenten. Das TagMan Gene Expression Assay (20x) beinhaltete die jeweiligen

Primer sowie die Sonde.

Ein 10 pul PCR-Ansatz bestand aus:

cDNA 0,5 ul, I pl bzw. 2 pl *
TagMan PCR Mastermix (2x) bzw.

TagMan Pre-DevelopedAssay Reagent, human PPIA (20x) 5 pl

TagMan Genexpression Assay (20x) 0,5 ul

dH20 (DNase, RNase frei) ad 10 pl

* Angaben siche Text

Der Nachweis der potentiellen TPE-Gene (TRIM 28, UPF3A, ZNF 828) erfolgte auf dem
CFX 384 Real-Time Detection System (BioRad) im 384-Well-Format. Hierbei wurden fiir die
Proben (potentielles TPE-Gens) sowie fiir die Kontrolle Cyclophillin A je 5 ng RNA konvertiert
in cDNA pro 10 pl Ansatz eingesetzt (entsprechend 0,5 ul pro Ansatz *).
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Gen Tagman Assay GenBank Exo Amplifikations-
Position

Symb. Nr. Nr. n lange
ZNF 268 | Hs00612325 sl NM 001165881.2 | 6-6 3621 142
NM 001165882.2 - 3628 142

NM 001165883.1 | 4-4 3522 142

NM 001165884.2 | 3-3 3321 142

NM 001165885.1 | 5-5 3618 142

NM 001165886.1 | 4-4 3417 142

NM 001165887.1 - 3650 142

NM _003415.2 6-6 3745 142

NM 152943.2 7-17 3851 142

MZF1 Hs01051952 gl NM_003422.2 2-3 644 106
NM_198055.1 2-3 962 106

PRMT2 | Hs00181759 ml NM _001535.2 2-3 242 102
NM_206962.1 3-4 351 102

ZNF 828 | Hs00403196 ml | NM 001164145.1 | 2-3 239 108
NM _032436.2 2-3 278 108

TRIM28 | Hs00232212 ml NM_005762.2 3-4 877 117
UPF3A | Hs01589834 ml NM _023011.2 8-9 1043 138
NM_080687.1 7-8 944 138

APOD | Hs00155794 ml* NM 001647.3 3-4 605 66

Tabelle 3: TagMan Assays der untersuchten potentiellen TPE-Gene.
(Hs = Homosapiens, sl= Sequenz in einem Exon, detektiert genomische DNA; gl= Sequenz iiber
mehrere Exons, aber auch Detektion genomischer DNA mdéglich;, ml = cDNA spezifisch, keine

Detektion genomischer DNA)
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Es wurde eine 2-Schritt-PCR nach folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:
1 x 10 min 95°C  Aktivierung der DNA-Polymerase
40 Zyklen: 15 sec 95°C  Denaturierung

1 min 60°C  Primer Annealing und Extension

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit der AACt- Methode.

2.3.8 Telomerlingenmessung mittels Real-Time PCR

Die Messungen der relativen Telomerldngen wurden von Dr. Pim van der Harst vom
University Medical Center Groningen mit der Monochrome Multiplex Quantitative PCR-
Methode (MMQPCR) durchgefiihrt. Die Bestimmung der relativen Telomerldnge jeder Probe
erfolgte hierbei durch die parallele Amplifikation von zwei DNA-Sequenzen. Die relative
Sequenzlidnge der Telomere (T) und die relative Sequenzliange eines Referenzgens (Albumin).
werden dann in Relation gesetzt (T/S-Ratio), wobei sich diese Ratio proportional zur

durchschnittlichen Telomerlédnge (S) verhélt [67-68].

Je langer die Telomere sind, desto hoher ist die Kopienzahl, die durch die Telomerprimer
amplifiziert wird, da diese mehrfach an lange Telomere binden koénnen und aufgrund der

Primerspezifikation dennoch Amplifikate definierter Lange bilden.

Zur Auswertung der Ergebnisse war aullerdem eine interne Kontrolle (Standard-DNA)
ndtig, mit der sowohl fiir Albumin als auch fiir die Telomere Standardkurven gemessen wurden.
Diese ermoglichen die Bestimmung der Ausgangskonzentration der einzelnen Proben. Da die
exakte Basenpaarlédnge der internen Kontrolle nicht bekannt ist, liefert das Verhéltnis (T/S-Ratio)
aus Telomerprodukt und Single Copy Gene (S=Referenzgen Albumin) eine relative
Langenangabe @ der  Telomere  bezogen auf die interne  Kontrolle.  Eine
T/S Ratio >1 bedeutet, dass die DNA-Probe lingere Telomere aufweist als die interne Kontrolle.

Bei einer T/S-Ratio bzw. <1 finden sich hingegen kiirzere Telomere.
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Dr. Pim van der Harst verwendete eine leicht modifizierte Variante der 2009 von
Cawthon etablierten MMQPCR. Hierbei erfolgte im Gegensatz zur Singleplex Methode die

Amplifikation des Referenzgens und der Telomere in einem Ansatz .

Die Monochrome Multiplex Q-PCR wurde mit dem Bio Rad CFX384 Real-Time PCR
System auf einem C1000 Thermal Cycler durchgefiihrt. Tabelle 4 zeigt das Temperaturprofil der
PCR.

Schritt 1 Ix 95°C 5 min
Schritt 2 2x 94°C 15 sec
49°C 15 sec
Schritt 3 5x 94°C 15 sec
66°C 15 sec
Schritt 4 32x 94°C 15 sec
60°C 10 sec
72°C 15 sec
85°C 10 sec
89°C 15 sec
Schmelzkurve Ix o0PC==95C je 0,05 sec
(in 0,5°C Schritten)

Tabelle 4: PCR-Thermalprofil.

Fir die PCR-Reaktionen wurde jedes Well der 384-Well Platte mit einem
Reaktionsvolumen von 10 pl, zusammengesetzt aus je 8 pl Mastermix-Ansatz und 2 pl DNA

(ca. 20 ng), gefiillt.
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Der Mastermix-Ansatz war wie folgt zusammengesetzt:

1 U Titanum Taq DNA Polymerase mit dem bereitgestellten Titanum Taq PCR Puffer
0,75 x SYBR Green I (Sigma)

0,2 mM dNTP

1 mM DTT

IM Betain

900 nM je Telomerprimers (Telg und Telc)

900 nM je Albumins (Albu und Albd)

Tabelle 5 zeigt die Primersequenzen und deren Konzentration.

Sequenz
Telomerprimer
Telg ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT
Telc TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA
Albuminprimer
Albugcrl CGGCGGCGGAGCGGCGCAGGECTGGGCGGAAACGCTGCGCAGAATCCTTG
Albdgcrl GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGCTGAAAAGLACGGTCGCCTG

Tabelle 5: Primersequenzen

Die relative Quantifizierung der Telomerldnge, die T/S Ratio, erfolgte mittels
Standardkurven fiir die Telomer- bzw. Albuminamplifikation. Zur Erstellung von Standardkuven
diente eine Verdiinnungsreihe mit insgesamt sieben unterschiedlichen Konzentrationen (60 ng
bis 20 ng) einer interen Kontroll-DNA, welche auf jeder Platte mitlief [69]. Die Berechnung der
Standardkurven wurde mit Hilfe einer Software durchgefiihrt, welche dem BioRad-Thermal-
Cycler zugehorig ist (iQ 2.0 Standard Edition Optical System Software). Aullerdem enthielten
zwei Wells eine Leukidmie Zelllinie (1301) als Positivkontrolle (bereitgestellt durch Dr. Cesaro,
Italien, Genua) und zwei Wells Wasser als Negativkontrolle. Zur Quantifizierung wurde der

interkalierende Farbstoff SYBR Green I verwendet.
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Wichtig ist, dass das Fluoreszenzsignal der Telomer- bzw. der Albuminprodukte
aufgrund der unterschiedlichen Schmelzpunkte zu verschiedenen Zeitpunkten der Amplifikation
erfasst wird. Im vierten Schritt der PCR kommt es bei 72°C lediglich zu einer Signalerfassung
der Telomerprodukte, wihrend die Albuminprodukte bei diesen Temperaturen noch komplett
doppelstrangig vorliegen und daher nicht amplifiziert werden. Mit steigenden Temperaturen
kommt es zu einer Denaturierung der Telomerprodukte und zur Signalerfassung der

Albuminprodukte bei 89°C.

Eine wichtige Vorraussetzung fiir die Bestimmung der relativen Telomerlinge mittels
MMQPCR ist, dass die Telomerprodukte eine definierte Lange aufweisen. Da es sich bei den
Telomersequenzen um repetitive Sequenzen handelt, konnen Telomerprimer an mehreren Stellen
binden, wodurch eine Vielzahl an Produkten unterschiedlicher Linge und Schmelztemperatur

entstehen wiirden.

Aus diesem Grund wurden die Primer Telg und Telc etabliert (s. Tabelle 5), durch die es
moglich ist, Produkte mit einer definerten Lénge herzustellen [68]. Im ersten PCR Zyklus bindet
nur Telg an die humane DNA und es entstehen Amplifikate unterschiedlicher Lange. Im zweiten
Zyklus bindet der Primer Telc an die Amplifikate von Primer Telg. Folglich entsteht ein Produkt

definierter Lénge.

Die Albuminprimer produzieren Amplifikate, welche bei einer hoheren Temperatur
schmelzen als die Amplifikate der Telomere. Das Fluoreszenzsignal kann dann bei einer
Temperatur detektiert werden, die hoch genug ist, dass die Telomeramplifikate komplett
aufgeschmolzen (einzelstrangig) sind, so dass nur das Fluoreszezsignal des Referenzgens

(Albumin) detektiert wird.

2.3.9 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Microarray Experimente erfolgte mit Hilfe der
GCOS Software durch Dr. Rheinhard Voss (Integrated Functional Genomics Universitit
Miinster) und wurde in Form von Excel Tabellen zur Verfligung gestellt. Die Signifikanz der

verdnderten Genexpression wurde mittels t-Test berechnet (Cutoff p =< 0,05).
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Die Auswertung der Real-Time PCR Ergebnisse erfolgte mit der AACt- Methode unter
Zuhilfenahme der Excel Software. Die grafische Darstellung der Ergebnisse mit Angabe der
Fehlerbalken (positiver Range) erfolgte mittels der Software Origin 7.5.

2.3.10 Richtlinen

Die Versuche zu dieser Dissertation wurden in einem Sicherheitslabor der Stufe 1
durchgefiihrt. Bei der Arbeit im Labor sowie beim Erstellen dieser Dissertation lagen die

,,Grundsétze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis* zu Grunde.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich primirer und hTERT immortalisierter Kontroll- und
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten

Den meisten menschlichen Zellen geht im Laufe ihres Differenzierungsprozesses das
Enzym Telomerase verloren, wodurch es zu einer progressivem Verkiirzung der Telomere und
letztendlich zum Eintritt der Zelle in die replikative Seneszenz kommt. In Studien gelang es,
durch Immortalisierung gesunder Fibroblasten mittels hTERT die Seneszenzinduktion zu
verzogern und dadurch das Wachstum der Zellen zu verliangern [21, 23, 25-26]. Dieser Effekt
der hTERT-Immortalisierung auf die Wachstumskinetik und die Telomerlinge wurde im
Rahmen dieser Arbeit an gesunden Kontrollfibroblasten sowie an Hutchinson-Gilford-Progerie
(HGP)-Fibroblasten untersucht, da bei diesen verkiirzte Telomere gegeniiber gesunden

Fibroblasten beschrieben worden sind [24, 62].
3.1.1 Charakterisierung beziiglich der Wachstumskinetik

Zundchst wurde der Effekt der hTERT-Immortalisierung auf die Lebensspanne von

Fibroblasten an gesunden gleichaltrigen Kontrollfibroblasten nachgewiesen.

Die Proliferationsrate wurde definiert als die zur Verdopplung der Zellzahl benétigte
Zeit. Bei allen primédren Kontrollfibroblasten zeigte sich zundchst eine Abnahme der
Proliferationsrate bei steigenden Zellverdopplungs (PD = Population Doubling)-Zahlen. Nach
Subkultivierung der Zellen (1:4) erreichten die Kontrollzellen der gesunden Kinder bei
niedrigeren PD-Zahlen nach durchschnittlich vier Tagen Konfluenz. Mit steigenden
PD-Zahlen sank die Proliferationsrate aller priméren Fibroblasten, wobei ein Zeitraum von bis zu
25 Tagen bis zum Erreichen der Konfluenz nétig war. Nur eine Zelllinie erreichte im Laufe der

Zellkulturbeobachtung nach einer Steigerung der PD-Zahl um 25 das Stadium der Seneszenz.

Neben den gleichaltrigen Kontrollen wurde auch eine Zelllinie eines gesunden
Erwachsenen untersucht. Bei dieser wurde davon ausgegangen, dass sie, bedingt durch die

altersabhédngige Telomerverkiirzung, eher als die Kontrollfibroblasten der Kinder die Seneszenz
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einleitet. Diese wies eine niedrigere Proliferationsrate als die Fibroblasten der Kinder auf und es

war lediglich eine Steigerung um 17 PD-Zahlen bis zum Eintritt in die Seneszenz moglich.

Primére PD bei Beginn

TR P PD bei Seneszenz A PD Tage/PD
778 17,8 42,8 + 25 2,5
731 24,9 +30 * 2,1
707 22 +30 * 3
168 21,5 38,5 +17 3.9

Immoralisierte

Zelllinien

778-TERT 21,8 +30 * 6,1

731-TERT 23 +30 * 3,6

707-TERT 34,5 +30 * 54

168-TERT 25,1 +30 * 4,3

Tabelle 6: Angabe der Zellverdopplungszahlen (PD = Population Doubling) der nicht-immortalisierten
und der immortalisierten gesunden humanen Hautfibroblasten zu Beginn der Zellkultur und bei Eintritt in
die Seneszenz.

Auferdem dargestellt ist die mittlere Anzahl der Tage fiir eine Verdopplung (PD+1) im linearen
Wachstumsbereich.

* Die Zellen teilten sich auch noch nach einer Steigerung der PD-Zahl um 30

Nach hTERT-Immortalisierung war sowohl bei den Kontrollzellen der gesunden Kinder
als auch den Kontrollzellen des gesunden Erwachsenen eine Steigerung der PD-Zahl um 30

moglich.

Es stellte sich bei allen Kontrollfibroblasten mit noch niedrigen PD-Zahlen zu Beginn der
Zellkultur (nach einer Steigerung der PD um fiinf) eine Abnahme der Proliferationsrate nach
hTERT-Immortalisierung dar. Dabei bendtigten immortalisierte Kontrollfibroblasten mit
durchschnittlich neun Tagen relativ lang um die Zellzahl zu verdoppeln. Gegen Ende der
Zellkultur, also mit steigender PD-Zahl, sank diese Zahl auf ca. fiinf Tage ab. Wihrend sich bei
allen primdren Fibroblasten eine abnehmende Wachstumskinetik bei steigender PD-Zahl
darstellte, zeigte das Wachstumsverhalten der immortalisierten Fibroblasten einen Anstieg der

Proliferationsrate bei hoheren PD-Zahlen.
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Abbildung 9: Darstellung der Wachstumskurven der (A) primdren gesunden humanen Hautfibroblasten

sowie der (B) immortalisierten gesunden humanen Hautfibroblasten.

Zum besseren Vergleich der einzelnen Zelllinien wurde bei dieser Darstellung jeweils bei PD-Zahl 0

begonnen. Tatsdchlich unterscheiden sich die Zelllinien aber in ihrer Ausgangs-PD-Zahl (707: 22; 731:
24,9, 778: 17,8: 168: 21,5; 707-TERT: 34,5; 731-TERT: 23; 778-TERT: 21,8; 168-TERT: 25,1) (m168,

4778, A731, 707)
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Abbildung 10: Darstellung der Anzahl der zur Zellverdopplung benotigten Tage bei (A) nicht-
immortalisierten — und  (B)  immortalisierten  Kontroll-Fibroblasten — zu  unterschiedlichen
Zellverdopplungszahlen (PD = Population Doubling).

Abgebildet ist jeweils die Anzahl der zur Zellverdopplung (PD +1) bendtigten Tage zu Beginn der
Zellkultur (nach einer Steigerung der PD-Zahl um fiinf) (hell) sowie nach einer Steigerung der
PD-Zahl um 30 bzw. beim Eintritt in die Seneszenz (dunkel). (siehe auch Tabelle 6 und Abbildung 9)
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Der an gesunden gleichaltrigen Fibroblasten gezeigte Effekt der Verldngerung der
Lebensspanne  von  Zellen  durch  hTERT-Immortalisierung  wurde auch an
HGP-Fibroblasten untersucht. Diese wiesen den klassischen molekularen genetischen Defekt auf
(Lamin A; Exon 11 Mutation C—T). Die Zellen sind durch eine beschleunigte

Telomerverkiirzung gekennzeichnet und leiten frithzeitig die replikative Seneszenz ein [70].

Wie bereits in der Literatur beschrieben, zeigte sich eine verkiirzte Lebensspanne der
primdren HGP-Fibroblasten [71-72]. Bereits zu Beginn der Zellkultur hatten diese
eine relativ geringe Proliferationsrate. Nach einer Subkultivierung der Zellen (1:4) erreichten
diese im Gegensatz zu den gesunden Kontrollfibroblasten erst nach durchschnittlich neun Tagen
Konfluenz. Die Wachstumskurven der HGP-Fibroblasten hatten dabei anfangs einen steilen
Verlauf und flachten (vergleichbar mit den Kontrollen) im Laufe der Kultivierung zunehmend
ab. Zellen, die ca. vier Wochen nach Subkultivierung keine Konfluenz erreicht hatten, wurden
als seneszent (d. h. nicht mehr teilungsfahig) betrachtet. Dieser Zustand wurde bei allen primiren

HGP-Fibroblasten-Zelllinien erreicht (s. Tabelle 7).

Primére PD bei Beginn
el PE— PD bei Seneszenz A PD Tage/PD
FN 178 12,3 22,3 + 10 4,4
FN 003 18,5 35,5 +17 4,5
FN 127 15,7 40,7 + 25 4,5
Immoralisierte
Zelllinien
FN 178-TERT 19,5 +30 * 4,5
FN 003-TERT 27,9 +30 * 4,2
FN 127-TERT 23,1 +30 * 5,4

Tabelle 7: Angabe der Zellverdopplungszahlen (PD = Population Doubling) der nicht-immortalisierten
und der immortalisierten HGP-Fibroblasten zu Beginn der Zellkultur und bei Eintritt in die Seneszenz.
Auferdem dargestellt ist die mittlere Anzahl der Tage fiir eine Verdopplung (PD+1) im linearen
Wachstumsbereich.

* Die Zellen teilten sich auch noch bei PD-Zahlen > 30.
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Nach hTERT-Immortalisierung verldngerte sich die Lebensspanne aller verwendeten
HGP-Fibroblasten deutlich. Bei allen drei Zelllinien konnte eine Steigerung der
Ausgangs-PD-Zahl um 30 erreicht werden, wobei auch bei hoheren PD-Zahlen keine
Abschwichung der Wachstumskinetik zu erkennen war. Abbildung 11 stellt die
Wachstumskurven der primdren HGP-Fibroblasten im Vergleich zu hTERT-immortalisierten

Fibroblasten dar.
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Abbildung 11: Darstellung der Wachstumskurven der (A) primdren HGP-Fibroblasten sowie der
(B) immortalisierten HGP-Fibroblasten.

Zum besseren Vergleich der einzelnen Zelllinien wurde bei dieser Darstellung jeweils bei PD-Zahl 0
begonnen. Tatsdchlich unterscheiden sich die Zelllinien aber in ihren Ausgangs-PD-Zahlen (FN0O3:
18,5; FNI178: 12,3; FNI127: 15,7, FNOO3-TERT: 27,9, FNI178-TERT: 19,5; FNI27-TERT: 21,1)
(oFN 178, AFNI127, mFN003)
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Abbildung 12: Darstellung der Anzahl der zur Zellverdopplung benotigten Tage bei (A) nicht-
immortalisierten und (B) immortalisierten HGP-Fibroblasten zu unterschiedlichen
Zellverdopplungszahlen (PD = Population Doubling).

Abgebildet ist jeweils die Anzahl der zur Zellverdopplung (PD +1) bendtigten Tage zu Beginn der
Zellkultur (nach einer Steigerung der PD um fiinf) (hell) sowie nach einer Steigerung der PD-Zahl um 30
bzw. beim Eintritt in die Seneszenz (dunkel) (siehe auch Tabelle 7 und Abbildung 11)
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Bei der Betrachtung der Anzahl der Tage, die fiir eine Verdopplung der Zellen notwendig
waren, benotigten die nicht-immortalisierten HGP-Fibroblasten nach einer Steigerung der PD-
Zahl um flinf durchschnittlich ca. fiinf Tage zur Zellverdopplung. Nach Immortalisierung war
wie bei den priméren Fibroblasten zunéchst eine Abnahme der Proliferationsrate mit ca. 8 Tagen
pro Zellverdopplung zu erkennen, welche aber am Ende der Zellkultur auf durchschnittlich vier
Tage stieg. Bei allen immortalisierten HGP-Fibroblasten konnte, wie bereits bei den
Primérzellen gezeigt, eine Steigerung der PD-Zahl >30 erreicht werden. Im Gegensatz dazu
erreichten alle nicht-immortalisierten HGP-Fibroblasten im Laufe der Zellkultur die Seneszenz

(s. Abbildung 12).
3.1.2 Charakterisierung beziiglich der Telomerliinge

Um den Erfolg der hTERT-Immortalisierung und damit eine Verldngerung der Telomere
zu bestitigen, wurden Telomerlingenmessungen durchgefiihrt, welche in Kooperation mit Dr.

Pim van der Harst vom University Medical Center Groningen in Holland erfolgten.

Die relative Telomerldngenangabe erfolgte mittels der T/S-Ratio, welche das Verhéltnis
aus  Telomerprodukt und einem  Referenzgen  (Albumin)  beschreibt.  Eine

T/S-Ratio >1 bedeutete, dass die gemessenen Telomere linger waren als die interne Kontrolle.

Es zeigte sich wie erwartet bei allen gesunden Kontrollzellen eine Abnahme der
Telomerldnge mit zunehmenden Zellverdopplungszahlen (Ratio <1) (Abbildung 13(A)). Bei den
HGP-Fibroblasten war nur bei zwei von drei Zelllinien eine leichte Abnahme der Telomerlénge

bei steigender PD-Zahl zu erkennen. (Abbildung 14(A)).

Nach hTERT-Immortalisierung konnte eine Zunahme der relativen Telomerldnge sowohl
bei den Kontrollzellen (Abbildung 13 (B)) als auch bei den HGP-Fibroblasten (Abbildung 14
(B)) bestitigt werden. Alle hTERT-immortalisierten Fibroblasten hatten eine Ratio >1 und damit

signifikant langere Telomere als die Primérfibroblasten.
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Abbildung 13: Darstellung der relativen Telomerlinge in Abhdngikeit von der Zellverdopplungszahl

(PD = Population Doubling) bei (A) nicht-immortalisierten und (B) immortalisierten

Kontrollfibroblasten.

Dargestellt sind jeweils die Telomerlingen der niedrigsten (dunkel) und der hochsten (hell) gemessenen

PD-Zahl.
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Abbildung 14: Darstellung der relativen Telomerlinge in Abhdngikeit von der Zellverdopplungszahl
(PD = Population Doubling) bei (A) nicht-immortalisierten und (B) immortalisierten HGP-Fibroblasten.
Dargestellt sind jeweils die Telomerlingen der niedrigsten (dunkel) und der hochsten (hell) gemessenen

PD-Zahl.



3. Ergebnisse 57

Weiterhin wurde gezeigt, dass sich anders als erwartet die Telomerldngen der HGP-
Fibroblasten im Mittel nur sehr wenig von denen der Primérfibroblasten unterscheiden. Daher
sieht es so aus, als ob die maximal erreichbare Telomerldnge nach hTERT-Immortalisierung bei

HGP-Fibroblasten geringer ist als bei den Primérfibroblasten.
3.2  Identifizierung potentieller TPE-Kandidatengene

Der ,Telomer-Positions-Effekt“(TPE) ist definiert als eine Unterdriickung der
Genexpression telomernaher Gene [1]. Man geht davon aus, dass durch die progressive
Telomerverkiirzung im Rahmen der replikativen Seneszenz diese Unterdriickung verloren geht
und es zu einem Anstieg der Expression von Genen kommt, welche in der Lage sind den
Zellzyklusarrest einzuleiten. Somit konnte der TPE einen moglichen Mechanismus darstellen,

durch den die replikative Seneszenz getriggert werden kann.

Um mogliche Kandidatengene fiir einen TPE zu finden, wurden die
Genexpressionsprofile von priméren Hutchinson-Gilford-Progerie (HGP)-Fibroblasten (als
Modell fiir replikative Seneszenz), primidren UV-B-Licht bestrahlten Kontroll-Fibroblasten (als
Modell fiir telomer-unabhéngige Induktion der Seneszenz) und hTERT-immortalisierten HGP-
Fibroblasten (als Modell fiir die Reversibilitit der Telomerverkiirzung) mit Hilfe von Affymetrix

cDNA Microarrays verglichen.

Die Auswertung dieser Microarrays erfolgte in Kooperation mit Dr. R. Voss von der
Universitdt Miinster mit der GCOS-Software von Affymetrix. Dabei wurden von den anfinglich
54.600 Probe Sets 19.984 als ,,present” gewertet. Das heift, sie zeigten auf dem Chip innerhalb
der Gruppe zu 80 % ein Signal, welches tiber ein Hintergrundrauschen hinausging. Fiir die
Vergleiche von HGP vs. gesunde Kontrolle, UV-B-Licht bestrahlte Zellen vs. gesunde Kontrolle
und HGP vs. HGP-TERT wurde der Student t-Test (Stichprobenumfang n=6 in jeder Gruppe)

angewendet.

Von den 19.984 als ,,present™ gewerteten Probe Sets zeigten 14.998 Probe Sets mit einem
p-Wert <0,05 eine signifikante Verdnderung. Manche Gene wurden durch ein Probe Set von
mehreren sich iiberlappenden Primern detektiert [73-74]. Insgesamt 14.998 signifikant

verdnderte Probe Sets entsprechen somit nur insgesamt 9.327 Genen.
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Bei der Analyse der Genchip-Ergebnisse wurden zuerst die Genexpressionsdaten des
telomer-abhingigen (HGP-Fibroblasten) mit dem telomer-unabhédngigen (UV-B-Licht bestrahlte
Fiboblasten) Seneszenzmodell verglichen. Dabei ergaben sich deutliche Uberlappungen in der
Genexpression dieser beiden Modelle. Von den insgesamt 9.327 signifikant verdnderten Genen
ergaben sich bei 8.106 Genen von HGP-Fibroblasten und bei 6.807 Genen, die zuvor durch UV-
B Bestrahlung behandelt wurden, signifikante Verdnderungen in der Genexpression im
Vergleich zu gesunden Kontrollzellen. Davon hatten 4.985 exprimierte HGP-Gene und nur 3.286
UV-bestrahlte Gene eine verminderte Expression, wobei sich eine relativ hohe Schnittmenge von
1.715 Genen ergab. Bei den vermehrt auf mRNA-Ebene exprimierten Genen ergaben sich 3.121
bei HGP und eine etwas hohere Anzahl von 3.521 Genen bei den UV-B-Licht bestrahlten Zellen.

Auch hier war die Schnittmenge mit 1.452 Genen relativ hoch.

HGP UV
3243 1715 1571

Abbildung 15: Auf mRNA-Ebene vermindert exprimierte Gene bei Hutchinson-Gilford Progeria-
Fibroblasten und UV-B-Licht bestrahlten Fibroblasten.
Insgesamt waren 4.985 Gene bei HGP-Fibroblasten und 3.286 Gene bei UV-B-Licht bestrahliten

Fibroblasten vermindert exprimiert.
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Abbildung 16: Auf mRNA-Ebene vermehrt exprimierte Gene bei Hutchinson-Gilford Progeria-
Fibroblasten und UV-B-Licht bestrahlten Fibroblasten.
Insgesamt waren 3.121 Gene bei HGP-Fibroblasten und 3.521 Gene bei UV-B-Licht bestrahlten

Fibroblasten vermehrt exprimiert.

Um trotz dieser Uberlappungen in der Genexpression der beiden Seneszenz-Modelle
potentielle Gene fiir einen TPE zu identifizieren, wurde eine sukzessive Eingrenzung der Gene
nach den folgenden Kriterien durchgefiihrt: Von den insgesamt 9.327 Genen wurden zunichst
nur jene betrachtet, die bei HGP-Fibroblasten reguliert waren (Modell fiir replikative Seneszenz),
jedoch nicht oder gegensitzlich reguliert bei UV-B-Licht bestrahlten Zellen (Modell fiir telomer-
unabhéngige Stress induzierte Seneszenz). Daraus ergaben sich 6.599 Gene. Weiterhin sollte die
Genexpression durch hTERT-Immortalisierung (und damit lingeren Telomeren) ganz oder
teilweise reversibel sein. Voraussetzung dafiir war eine Abnahme der Genexpression nach
Immortalisierung. Dies filihrte zu einer Eingrenzung auf 3.340 Gene. Als drittes Kriterium sollten
die potentiellen TPE-Gene nicht weiter als 100.000 bp vom Chromosomenende entfernt

lokalisiert sein. Daraus resultierte eine Anzahl von lediglich vier potentiellen Kandidatengenen.
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/
\ Signifikante Expressionsveranderungen auf dem Affymetrix cDNA Microarray /
9.327 Gene

Abbildung 17: Sukzessive Eingrenzung der auf dem Microarray signifikant expremierten Gene zur

Identifikation von TPE-Kandidatengenen.
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Fold change Abstand
Gensymbol/ vom
Genname Chromosom TERT HGP uv Chr.ende
(bp)
ZNF 268
(Zine finger protein 268) 12q24.33 -1,15n -1,50%* -1,09 n 69.698
ZNF 828
(Chromosom 13 open 13g34 1,34** 1,51 %**% | _] 3Dk*** 79.054
reading frame 8)
PRMT2 1,27* 1,57** 1,04n 74.291
(Protein arginine 21q22.3 1,29n 1,50 ** -1,16n 74.329
methyltransferase 2) 1,0In 1, 25% %% -1,05n 74.290
RPL23AP7
(Ribosomal protein L23a 2ql4 -1,59%% | -2 OHHAk 1,32n 19.843
pseudogene 7)

Tabelle 8: Darstellung der potentiellen Kandidatengene, die nach sukzessiver Eingrenzung die
festgelegten Kriterien fiir einen potentiellen TPE erfiillten, und der mit dem Genchip ermittelten
Verdnderung der relativen Genexpression gegeniiber der Kontrolle (fold change).

Positive Werte (orange) bedeuten eine erhohte Expression und negative Werte (griin) eine verringerte
Expression gegeniiber der Kontrolle.

Eine Signifikanz der Werte war nach Anwendung des Student t-Test bei einem p-Wert <0,05 gegeben
(*<0,05; **<0,01; *** <0,001; **** <0,0001; n keine Signifikanz).

3.3  Charakterisierung der potentiellen Kandidatengene mittels

Real-Time PCR

Da bei den verwendeten Affymetrix cDNA Chips aufgrund der Kiirze der verwendeten
Oligonukleotide das Risiko fiir falsch positive Ergebnisse relativ hoch ist oder manche Gene
nicht eindeutig  zugeordnet werden  konnen, wurden zur  Bestitigung der
cDNA-Genchip-Ergebnisse  die  Genexpressionsanalysen mit HGP-Fibroblasten und
hTERT-immortalisierten HGP-Fibroblasten sowie mit gesunden Hautfibroblasten mit Hilfe der
Real-Time PCR wiederholt [63]. Diese gilt aufgrund ihrer héheren Sensitivitit und Spezifitit als
Goldstandard zur Validierung von Microarray Daten [98-92].
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AuBerdem wurden von allen verwendeten Zelllinien Messungen bei unterschiedlichen
Zellverdopplungszahlen (PD = Population Doubling) (bei angenommen abnehmender

Telomerlidnge mit steigender PD-Zahl) durchgefiihrt.

Von denen durch die sukzessive Eingrenzung der Genchip-Ergebnisse ausgewéhlten potentiellen
Kandidatengenen fiir einen ,,Telomer-Positions-Effekt (TPE) wurde zuerst eine Auswahl von
drei Genen (ZNF268, ZNF828, PRMT?2) getroffen. Diese entsprachen dabei den im Rahmen
dieser Arbeit festgelegten Kriterien fiir einen TPE vollstindig (s. Abbildung 17).

Aufgrund der in der Literatur bereits beschriebenen moglichen weiteren Faktoren wie der
komplexen Heterochromatinstruktur der Telomere, den Telomerbindungsproteinen oder dem
Einfluss von Umweltfaktoren, welche neben der Telomerldnge und dem Abstand der Gene vom
Chromosomenende einen Einfluss auf einen TPE haben konnen, wurde aullerdem eine Auswahl
weiterer telomernaher Gene getroffen [105, 107, 110, 119-120]. Sie wichen in jeweils einem
Punkt von den zuvor festgelegten Kriterien ab. Dazu zdhlte das Gen UPF3A, das mit einem
Abstand von 122.690 bp weiter als 100.000 bp vom Chromosomenende entfernt liegt. Des
Weiteren das Gen TRIM28, welches keine Reversibilitdt durch hTERT-Immortalisierung zeigte,
sowie MZF1, welches zwar eine Reversibilitit der Expression nach Immortalisierung aufwies,
jedoch sowohl bei HGP-Fibroblasten als auch bei UV-B-Licht bestrahlten Fibroblasten hoch
reguliert war (s. Tabelle 9)



3. Ergebnisse 63
Fold change Abstand
Gensymbol/ vom
Chromosom
Genname TERT HGP uv Chr.ende
(bp)
ZNF 268
. . 12q24.33 -1,15n -1,50%* -1,09n 69.698
(Zinc finger protein 268)
ZNF 828
(Chromosom 13 open 13g34 1,34** 1,51 %*%* | ] 3**k* 79.054
reading frame 8)
PRMT?2 1,27*% 1,57%* 1,04n 74.291
(Protein arginine 21q22.3 1,29n 1,50 ** -1,16n 74.329
methyltransferase 2) 1,0In [,25% %% -1,05n 74.290
UPF3A
(UPF3 regulator of
. 13q34 [,33%%*% | ] 37%* 1,17n 122.690
nonsense transcripts
homolog A)
TRIM28
(tripartite motifcontaining 19q13.4 1,68%*** | 1 46%** -1,11%* 73.115
28)
MZF1 19q13.2-
o 1,18n 1,46** 1,22%* 44.058
(myeloid zinc finger 1) ql3.4

Tabelle 9: Erweiterte Auswahl potentieller Kandidatengene zur Identifizierung eines ,, Telomer-Positions-

Effektes” (TPE). und Darstellung der mit dem Genchip ermittelten Verdnderung der relativen

Genexpression gegentiber der Kontrolle (fold change).

Positive Werte (orange) bedeuten eine erhohte Expression und negative Werte (griin) eine verringerte
Expression gegeniiber der Kontrolle. Da méglicherweise andere Faktoren (wie die komplexe
Heterochromatinstruktur der Telomere, Telomerbindungsproteine oder Umweltfaktoren) neben der
Telomerldnge und dem Abstand der Gene vom Chromosomenende einen Einfluss auf einen TPE haben

kénnen, wurde die Auswahl méglicher TPE-Gene um drei Gene erweitert (UPF3A, TRIM28, MZF1), da

diese nur gering von den zuvor festgelegten Kriterien abwichen.

Eine Signifikanz der Werte war nach Anwendung des Student t-Test bei einem p-Wert < 0,05 gegeben (*

<0,05; ** < 0,01; ¥** < 0,001, **** < 0,0001, n keine Signifikanz).
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Real-Time PCR Ergebnisse der potentiellen TPE-Kandidatengene
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Abbildung 18: Darstellung der relativen Expressionsraten fiir das Gen PRMT2.

Abgebildet sind die relativen Expressionsraten von vier gesunden Kontrollzelllinien, drei Zelllinien von
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten sowie jeweils die der immortalisierten Zelllinien bezogen auf
die niedrigste PD-Zahl von CON1. Auflerdem wurde von jeder Zelllinie je eine niedrige PD-Zahl (dunkel)
sowie eine hohe PD-Zahl (hell) gemessen. (PD = Population Doubling)

Die Fehlerbalken geben den positiven Range an.
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Abbildung 19: Darstellung der relativen Expressionsraten fiir das Gen ZNF268.

Abgebildet sind die relativen Expressionsraten von vier gesunden Kontrollzelllinien, drei Zelllinien von
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten sowie jeweils die der immortalisierten Zelllinien bezogen auf
die niedrigste PD-Zahl von CON1. Auflerdem wurde von jeder Zelllinie je eine niedrige PD-Zahl (dunkel)
sowie eine hohe PD-Zahl (hell) gemessen. (PD = Population Doubling)

Die Fehlerbalken geben den positiven Range an.
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Abbildung 20: Darstellung der relativen Expressionsraten fiir das Gen ZNFS828.

Abgebildet sind die relativen Expressionsraten von vier gesunde Kontrollzelllinien, drei Zelllinien von
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten sowie jeweils die der immortalisierten Zelllinien bezogen auf
die niedrigste PD-Zahl von CON1. Auflerdem wurde von jeder Zelllinie je eine niedrige PD-Zahl (dunkel)
sowie eine hohe PD-Zahl (hell) gemessen. (PD = Population Doubling)

Die Fehlerbalken geben den positiven Range an.
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Abbildung 21: Darstellung der relativen Expressionsraten fiir das Gen UPF3A.

Abgebildet sind relativen Expressionsraten von vier gesunden Kontrollzelllinien, drei Zelllinien von
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten sowie jeweils die der immortalisierten Zelllinien bezogen auf
die niedrigste PD-Zahl von CON1. Auflerdem wurde von jeder Zelllinie je eine niedrige PD-Zahl (dunkel)
sowie eine hohe PD-Zahl (hell) gemessen. (PD = Population Doubling)

Die Fehlerbalken geben den positiven Range an.
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Abbildung 22: Darstellung der relativen Expressionsraten fiir das Gen TRIM?2S.

Abgebildet sind die relativen Expressionsraten von vier gesunden Kontrollzelllinien, drei Zelllinien von
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten sowie jeweils die der immortalisierten Zelllinien bezogen auf
die niedrigste PD-Zahl von CON1. Auflerdem wurde von jeder Zelllinie je eine niedrige PD-Zahl (dunkel)
sowie eine hohe PD-Zahl (hell) gemessen. (PD = Population Doubling)

Die Fehlerbalken geben den positiven Range an.
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Abbildung 23: Darstellung der relativen Expressionsraten fiir das Gen MZF .

Abgebildet sind die relativen Expressionsraten von vier gesunden Kontrollzelllinien, drei Zelllinien von
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten sowie jeweils die der immortalisierten Zelllinien bezogen auf
die niedrigste PD-Zahl von CON1. Auflerdem wurde von jeder Zelllinie je eine niedrige PD-Zahl (dunkel)
sowie eine hohe PD-Zahl (hell) gemessen. (PD = Population Doubling)

Die Fehlerbalken geben den positiven Range an.

Mit den ausgewihlten Kandidatengenen konnten die Expressionsverdnderungen der
Genchips nicht bestitigt werden. Die Ergebnisse der Real-Time PCR ergaben keine steigenden
Expressionsraten bei HGP-Fibroblasten gegeniiber gesunden Kontrollen. Aullerdem zeigte sich
sowohl bei gesunden Kontrollfibroblasten als auch bei HGP-Fibroblasten keine Reversibilitit der
Genexpression nach hTERT-Immortalisierung. Auch ein Anstieg der Genexpression in hoheren

PD-Zahlen, was ein Indikator fiir einen TPE sein konnte, konnte nicht bestétigt werden.

Da mit den ausgewihlten telomernahen Genen sowohl bei den festgelegten Kriterien fiir
einen TPE als auch bei Erweiterung der Kriterien kein TPE identifiziert werden konnte, wurde

auBBerdem ein weiteres Gen betrachtet. Diesem wurde in der Literatur bereits eine Rolle beim
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Alterungsprozess zugeschrieben. Es ist jedoch in groferer Entfernung vom Telomerende
lokalisiert. Hierbei handelt es sich um das Apolipoprotein D (APOD). Frithere Studien an
Drosophila melanogaster haben bereits gezeigt, dass dieses Gen die Lebensspanne von Zellen
verlangern und die Zellen moglicherweise vor oxidativem Stress schiitzen kann [75]. Auch bei
den Genchip-Analysen zeigte APOD den Kriterien entsprechend eine Hochregulation bei dem
telomer-abhingigen Alterungsmodell (HGP-Fibroblasten) und war beim telomer-unabhingigen

Alterungsmodell (UV-B-Licht bestrahlten Fibroblasten) nicht reguliert.

Auch eine partielle Reversibilitdt der Genexpression durch hTERT-Immortalisierung war
gegeben. Entgegen der Annahme fiir ein potentielles TPE-Gen ist dieses Gen mit einem Abstand
von 2,7 Millionen bp vom Chromosomenende jedoch im Gegensatz zu den zuvor gemessenen

Genen telomerfern lokalisiert.

Fold change Abstand
Gensymbol/ vom
Chromosom
Genname TERT HGP uv Chr.ende
(bp)
APOD '
. _ 3q26.2-qter 2.06%* 4,17** 1,70n 2,7 Mio.
(Apolipoprotein D)

Tabelle 10. Apolipoprotein D (APOD) als potentielles Kandidatengen fiir einen ,, Telomer-Positions-
Effektes “(TPE).

Darstellung der mit dem Genchip ermittelten Verdnderung der relativen Genexpression gegeniiber der
Kontrolle (fold change). Positive Werte (orange) bedeuten eine erhohte Expression und negative Werte
(griin) eine verringerte Expression gegeniiber der Kontrolle.

Eine Signifikanz der Werte war nach Anwendung des Student t-Test bei einem p-Wert < 0,05 gegeben (*
<0,05; ** < 0,01; ¥** < 0,001, **** < 0,0001, n keine Signifikanz).
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Abbildung 24: Darstellung der relativen Expressionsraten fiir das Gen APOD.

Abgebildet sind die relativen Expressionsraten von vier gesunden Kontrollzelllinien, drei Zelllinien von
Hutchinson-Gilford-Progerie-Fibroblasten sowie jeweils die der immortalisierten Zelllinien bezogen auf
die niedrigste PD-Zahl von CONI1. Auflerdem wurde von jeder Zellinie je eine niedrige PD-Zahl (dunkel)
sowie eine hohe PD-Zahl (hell) gemessen. (PD = Population Doubling)

Die Fehlerbalken geben den positiven Range an.

Im Gegensatz zu den zuvor gemessenen Genen lie3 sich beim APOD bei drei von vier
Kontrollfibroblasten sowie bei zwei von drei HGP-Fibroblasten eine starke Verringerung der
relativen Genexpression nach hTERT-Immortalisierung nachweisen. Eine Verringerung der
Genexpression bei gesunden Kontrollen gegeniiber HGP-Fibroblasten sowie eine signifikante
Steigerung der Genexpression mit steigender PD-Zahl konnte jedoch auch hier nicht bestitigt

werden.
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Das Verhiiltnis der Genexpression zur Telomerliinge der potentiellen TPE-

Kandidatengene
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Abbildung 25: Verhdltnis der Genexpression zur Telomerlinge potentieller TPE-Gene.

Dargestellt ist eines der Gene (PRMT2), welches den im Rahmen dieser Arbeit festgelegten TPE-
Kriterien vollstindig entsprach (4) und das APOD Gen, welches mit ca. 2,7 Mio. bp weiter als 100.000
bp vom Chromosomenende entfernt lag (B) und damit von den TPE-Kriterien abwich. Die anderen
gemessenen TPE-Kandidatengene (ZNF268, ZNF828, RABL2B, UPF3A, TRIM28) zeigten dhnlich dem
PRMT? keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression bei unterschiedlichen Telomerlingen.

(hell: Primdrfibroblasten, dunkel: hTERT-Fibroblasten)
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Bei der Betrachtung der Genexpression in Abhédngigkeit von der Telomerldnge ergaben
sich bei den zuerst gemessenen potentiellen TPE-Genen sowohl bei den HGP-Fibroblasten als
auch bei den Kontrollzellen keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression bei
unterschiedlichen Telomerlingen. Obwohl HGP-Fibroblasten und Kontrollzellen nach der
Immortalisierung mittels hTERT wie angenommen lédngere Telomere aufwiesen, kam es zu
keiner signifikanten Unterdriickung der Genexpression durch die langeren Telomere, was einem
TPE entsprechen wiirde. Beim Apolipoprotein D, welches mit einem Abstand von ca. 2,7 Mio bp
vom Chromosomenende nicht vollstindig den zuvor festgelegten TPE-Kriterien entsprach,
konnte bei der Mehrzahl der Kontroll- sowie der HGP-Fibroblasten eine Abnahme der

Genexpression nach hTERT-Immortalisierung (und damit lingere Telomere) gezeigt werden.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

Immortalisierung menschlicher Fibroblasten durch Telomerase

Mit jedem Zellzyklus kommt es zu einer progressiven Verkiirzung unserer Telomere [11,
50, 55]. Mehrere Studien haben gezeigt, dass kurze Telomere das Risiko fiir altersabhéngige
Krankheiten wie Arteriosklerose aber auch flir Tumorerkrankungen erhéhen. Dies wird unter
anderem dadurch erklért, dass mit zunehmender Verkiirzung der Telomere diese ihre Funktion
als schiitzende ,,Capping-Struktur* der Chromosomenenden verlieren. Kurze Telomere werden
dann als Doppelstrangbriiche (DSB) erkannt und es kommt zur Chromosomeninstabilitidt. Um
sich vor einem unkontrollierten Zellwachstum zu schiitzen, leiten Zellen, deren Telomere eine
kritische Léange erreicht haben, deshalb einen irreversiblen Wachstumsarrest, genannt replikative

Seneszenz, ein [4, 76-78].

Nur wenige Zellen sind in der Lage, sich dieser replikativen Seneszenz zu entziehen. Zu
diesen Zellen gehdren Reproduktionszellen, Stammzellen und auch Krebszellen. Sie enthalten
das Enzym Telomerase, welches in der Lage ist, die Telomerverkiirzung zu verhindern und die
Telomerldnge aufrechtzuerhalten. Normalen, differenzierten somatischen Zellen geht diese

Féhigkeit im Laufe ihres Differenzierunsprozesses jedoch verloren [79].

In dieser Arbeit wurden sowohl gesunde Kontrollfibroblasten, als auch Fibroblasten von
Patienten des Hutchinson-Gilford-Progerie Syndroms (HGPS) kultiviert. Fibroblasten von
Patienten des HGP-Syndroms, die unter anderem durch beschleunigte Telomerverkiirzung und
vorzeitiges Altern gekennzeichnet sind, wurden als Modell fiir replikative Seneszenz
herangezogen. Es konnte durch Kultivierung der Zellen gezeigt werden, dass Fibroblasten des
HGP-Syndroms nur eine begrenzte Teilungsfihigkeit besitzen und eher in die (replikative)

Seneszenz tibergehen als gesunde Kontrollfibroblasten mit langeren Telomeren.

AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass es auch bei HGP-Fibroblasten (als Modell fiir
replikative Seneszenz) moglich ist, die Lebensspanne durch hTERT-Immortalisierung zu
verlangern. Dabei zeigte sich in der Telomerldngenmessung eine signifikante Zunahme der

Telomerldnge nach Immortalisierung.
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Es sind derzeit unterschiedliche Methoden zur Immortalisierung von Zellen bekannt.
Dazu zéhlen unter anderem: die Transfektion der Zellen mit viralen Onkogenen, die Fusion mit

Tumorzellen sowie die Transfektion der Telomerase [21, 24, 80].

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es mittels viraler Transfektion das Enzym Telomerase in
Zellen einzubringen, die dieses normalerweise nur gering exprimieren. Dabei ist es lediglich
notwendig die katalytische Untereinheit hTERT zu transferieren, da die RNA Komponente in
fast allen Zellen vorkommt und nicht wéhrend des Differenzierungsprozesses verloren geht.
Diese Art der Immortalisierung von Zellen stellt einen bereits gut etablierten Prozess zur
Uberbriickung der replikativen Seneszenz dar und hat gegeniiber den anderen erwihnten
Methoden den Vorteil, dass (z.B. im Gegensatz zur Immortalisierung mit Onkogenen oder
Transfusion mit Tumorzellen) die Fahigkeit zur Kontaktinhibition, die Zellzykluskontrolle, die
Abhéngigkeit von Wachstumsfaktoren und ein normaler Karyotyp erhalten bleiben [21, 24, 26].
Dieser Erhalt der Genomstabilitdt hat besonders beim HGP-Syndrom mit kurzen Telomeren und
Chromosomeninstabilitdt viele Vorteile. Ein mdglicher Nachteil konnte sein, dass gerade die
genomische Instabilitdt zum Phénotyp der HGP-Fibroblasten gehort und somit bestimmte fiir
HGP typische Merkmale verloren gehen. Andererseits kann gerade dieser Effekt fiir bestimmte
Fragestellungen genutzt werden. So zum Beispiel fiir die Frage, wie replikative
Alterungsprozesse in HGP-Zellen den Phénotyp bestimmen und dann moglicherweise in HGP-

TERT reversibel sind.

Durch die Immortalisierung war es moglich, die Lebensspanne von HGP-Fibroblasten um
mindestens zehn PD-Zahlen zu verldngern und fiir biochemische Experimente in ausreichender
Menge verfiigbar zu machen. Die Linge der Telomere nach hTERT-Immortalisierung nahm im

Vergleich zu nicht immortalisierten HGP-Fibroblasten signifikant zu [24].

Obwohl der Effekt der hTERT-Immortalisierung hier als sehr erfolgreich beschrieben
werden kann und die Ergebnisse mit denen vorheriger Studien iibereinstimmen, gibt es noch
andere Faktoren, welche bei der Immortalisierung betrachtet werden miissen. Es konnte eine
Verldngerung der Telomere nach Immortalisierung bestdtigt werden, jedoch wurde die Aktivitét
der Telomerase in dieser Arbeit nicht untersucht. Man geht davon aus, dass die hTERT-Aktivitét
nicht nur von der katalytischen Untereinheit hTERT bestimmt wird, sondern durch viele weitere
Faktoren, wie unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, Hormone und epigenetische

Mechanismen (Methylierung, Acetylierung), beeinflusst werden kann [79, 81-83]. Weiterhin
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konnen auch die Kulturbedingungen den Erfolg der Immortalisierung beeinflussen. So konnte
man zum Beispiel bereits nachweisen, dass der Sauerstoffgehalt der Umgebungsluft die Linge
der Telomere beeinflusst, da Zellen, welche einem hoheren oxidativen Stress ausgesetzt waren,

auch kiirzere Telomere aufwiesen [21, 25, 80].

Es fiel auf, dass immortalisierte Kontrollzellen gleich nach der Immortalisierung eine
groBBere Verdopplungszeit aufwiesen als vor der Immortalisierung. Eine mdgliche Erklarung
hierfiir konnte sein, dass die Immortalisierung mittels retroviraler Faktoren neben der
Telomerverldngerung auch noch Effekte auf zellzyklusregulierende Prozesse hat (z.B. p53 oder
pl6/Rb). Mit steigenden Zellverdopplungszahlen der immortalisierten Kontrollzellen nahm die

Teilungsrate wieder zu.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Immortalisierung von Zellen mittels viraler
Transfektion der Telomerase einen Mechanismus darstellt, mit dem man die Lebensspanne
sowohl von Kontrollfibroblasten als auch von HGP-Fibroblasten verlingern und somit die
replikative Seneszenz umgehen kann. Damit war diese Methode hilfreich, um geniigend
Zellmaterial fiir biochemische Untersuchungen zur Verfligung zu stellen und die Prozesse des

replikativen Alterns (durch den Vergleich von HGP und HGP-TERT-Zellen) zu untersuchen.
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Diskrepanz der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mit Affymetrix

Microarrays und der Real-Time PCR

Microarrays gehoren zu den am hiufigsten verwendeten Technologien, mit denen ein
genomweites Expressions-Profiling moglich ist. Aufgrund des zunehmend hohen Nutzens von
Genchips fir die Medizin zur Analyse von Krankheiten und zur Generierung neuer
therapeutischer Ansétze gibt es mittlerweile viele verschiedene Anbieter, welche eine Vielzahl
von Technologien bereitstellen [84-85]. Um eine moglichst hohe Qualitit der
Expressionsergebnisse zur Identifikation von potentiellen Kandidatengenen fiir einen ,,Telomer-
Positions-Effekt (TPE) zu gewdhrleisten, wurden im Rahmen dieser Arbeit Genchips von
Affymetrix (ausgewertet durch Dr. Reinhard Voss, Integrated Functional Genomics Universitét

Miinster) eingesetzt, welche als meist verwendete und etablierteste Chips bekannt sind [86-88].

Durch den Vergleich der Genexpressionsprofile von HGP-Fibroblasten (als Modell fiir
replikative Seneszenz), UV-B-Licht bestrahlten Fibroblasten (als Modell fiir telomer-
unabhingige Seneszenz) und hTERT-Fibroblasten (als Modell fiir die Reversibilitit der
Telomerverkiirzung) und durch die nach den festgelegten TPE-Kriterien durchgefiihrte
schrittweise Eingrenzung der grolen Menge von signifikant verdnderten Genexpressionsmustern

auf dem Affymetrix Chip ergaben sich vier potentielle TPE-Kandidatengene.

Eine exakte und gut etablierte Methode zur Validierung von Microarray Ergebnissen ist
die Real-Time PCR. Sie besitzt eine hohere Sensitivitidt und Spezifitit als die Microarrays und

gilt daher als ,,Gold-Standard* zur Validierung von Microarray Ergebnissen [89-92].

Deshalb wurde fiir die ausgewihlten potentiellen TPE-Gene der Microarray Chips in
einem néichsten Schritt die Real-Time PCR durchgefiihrt.

Analysiert wurden dabei insgesamt sieben Gene, um den Einfluss der Telomerldnge auf
deren Expression ndher zu untersuchen. Dabei erfiillten drei Gene die Kriterien zu 100%. Da der
TPE durch die sehr komplexe Architektur der Telomere moglicherweise nicht allein von der
Telomerldnge und dem Abstand der Gene zum Chromosomenende sondern auch von weiteren
Faktoren (u.a. Bindungsproteine, heterochromatine Eigenschaften) beeinflusst wird, wurde die

Real-Time PCR auBerdem bei vier weiteren Genen durchgefiihrt. Diese entsprachen nicht
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vollstindig den festgelegten Kriterien, sondern wichen in jeweils einem Kriterium davon ab. Zu
diesen Genen zédhlten: TRIM28 mit fehlender Reversibilitit der Expression nach hTERT-
Immortalisierung, MZF1 mit nicht gegensatzlicher Regulation bei den telomer-abhéngigen und
telomer-unabhingigen Seneszenzmodellen (HGP und UV-B bestrahlten Fibroblasten), UPF3A
mit einem Abstand von 122.690 bp vom Chromosomenende sowie APOD mit einem Abstand
von sogar ca. 2,7 Millionen bp vom Chromosomenende. Ein TPE wird nach gegenwirtigem
Kenntnisstand (Untersuchungen an Hefen) nur telomernah erwartet (< 100.000 bp) [45-47]. Da
APOD den anderen beiden Kriterien jedoch entsprach und in der Literatur bereits eine Rolle bei
Alterungsprozessen nachgewiesen werden konnte, wurde APOD in dieser Arbeit trotz des weiten
Abstandes vom Chromosomenende als potentielles TPE-Gen fiir die
Real-Time PCR mit ausgewahlt [93-95]. Alle gemessenen Kandidatengene spielen eine Rolle im
Transkriptionszyklus, womit auch inhaltlich ein Zusammenhang mit TPE-Regulationsprozessen

bestehen konnte.

Bei den Ergebnissen der Real-Time PCR wurden nicht nur immortalisierte und
nicht-immortalisierte HGP- und Kontrollfibroblasten betrachtet, wie das bei den Microarrays der
Fall war. Durch Kultivieren der Zellen iiber einen lingeren Zeitraum konnten aufBerdem die
Expressionswerte von jungen Zellen (niedrige Zellverdopplungszahlen und lingere Telomere)

und dlteren Zellen (hohere Zellverdopplungszahlen und kiirzere Telomere) verglichen werden.

Obwohl viele Studien hinsichtlich der Vergleichbarkeit von Microarray Ergebnissen mit
Real-Time PCR Ergebnissen eine positive Korrelation zeigen und nur wenige auf
Unstimmigkeiten zwischen beiden Methoden hinweisen [92, 96-99], konnten im Rahmen dieser
Arbeit die Ergebnisse der Microarray Analysen mit Hilfe der Real-Time PCR nur fir APOD
bestitigt werden. Bei diesem zeigte sich eine signifikante Abnahme der Genexpression nach
hTERT-Immortalisierung (und damit bei lingeren Telomeren). Somit konnte APOD als eines
der ersten Gene einen Hinweis auf die Abhdngigkeit der Genregulation von der Telomerlédnge
beim Menschen unter in vivo Bedingungen geben. Bei allen anderen Genen konnte dieser

aufgrund der Microarray Daten vermutete Effekt nicht bestétigt werden.

Da sich anders als erwartet die Microarray Ergebnisse bei der Mehrzahl der Gene nicht

bestitigten, wurden mogliche Ursachen betrachtet. Diese sind im Folgenden zusammengefasst.

Aufgrund der Komplexitidt des Microarray Prozesses und der Vielzahl an parallel zu
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messenden Genen ist die Gefahr von technischen sowie biologischen Storvariablen groB3. Zu den
biologischen Variablen gehoren unter anderem die verwendeten Zellen und die Heterogenitét der
Gewebe unterschiedlicher  Patienten sowie das  Geschlecht der Zellen oder
Temperaturunterschiede der verwendeten Inkubatoren. Die technischen Variablen kénnen durch

die Probenaufbereitung entstehen [84-85, 87-88, 91].

Zur Qualitatskontrolle verwendete Dr. R. Voss daher die Affymetrix GeneChip Operating
Software (GCOS) und fiihrte den Compound-Test durch, wobei sich eine hohe Qualitit der
Microarray Ergebnisse ergab. Daher ist dieser mogliche Bias fiir die Diskrepanz der Ergebnisse

unwahrscheinlich [100].

Ein anderes Problem bei der Genexpressionsanalyse mittels Microarrays stellt die
stindige Uberarbeitung der NCBI Gendatenbanken dar. Wihrend die Proben der Microarrays
iiber Jahre die gleichen bleiben, entwickeln sich die Datenbanken durch das rasch zunehmende
biologische Wissen enorm. Dies konnte bedeuten, dass aufgrund der Vielzahl der bereits
bekannten Genvarianten der einzelnen Gene, die auf dem Microarray vorhandene Variante bei
der Real-Time PCR moglicherweise durch die ausgewihlten Primer nicht mehr erkannt und

damit als falsch-negativ bewertet wurde [101].

Auch das Auftreten von Tagesschwankungen und biologischer Variabilitdt bei der
Expression der untersuchten Gene, welche unter anderem durch Verdnderungen im
Zellstoffwechsel, Gewebs- oder Temperaturunterschiede auftreten, konnten als Ursache fiir die
Diskrepanz der Ergebnisse betrachtet werden [102]. Zum Beispiel spielt die Zellkonfluenz
gerade bei der Regulation von Wachstumsprozessen oft eine groBe Rolle und relativ geringe

Unterschiede kénnen zu deutlichen Anderungen in der Genexpression fiihren.

Aufgrund der in der Literatur mehrfach beschriebenen hoheren Spezifitidt und Sensitivitét
sowie der guten Etablierung der Real-Time PCR zur Validierung von Microarray Ergebnissen
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Real-Time PCR Ergebnisse als die relevanteren betrachtet
und fiir die weitere Auswertung zur Identifikation potentieller Kandidatengene herangezogen.
Dabei muss jedoch auch auf eine oft fehlende Publizierung negativer Ergebnisse hingewiesen

werden.
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4.2  Ist Apolipoprotein D ein mogliches TPE-Gen?

Bei dem Apolipoprotein D (APOD) handelt es sich um ein Apolipoprotein, das
vermutlich eine Rolle bei der Arterioskleroseentstehung und bei kardiovaskuldren Erkrankungen
spielt. Man geht davon aus, dass es durch posttranslationale N-Glykosylierungen zu einer
Strukturdnderung des APOD kommt, wodurch es in der Lage ist eine Vielzahl unterschiedlicher
Liganden zu binden [75]. Es ist eine Funktion bei antioxidativen sowie Antistress-Mechanismen
beschrieben. Ein erhohtes APOD wurde bei neurologischen Erkrankungen wie Morbus
Parkinson oder Schizophrenie beschrieben, und scheint einen neuroprotektiven Effekt auf
Alterungsprozesse im ZNS von Maiusen zu haben [94-95,103]. Auch wéhrend des
Alterungsprozesses des ZNS und bei der Alzheimer Demenz des Menschen wurde ein erhohtes
APOD nachgewiesen und es scheint im ZNS eine Rolle im Alterungsprozess zu spielen [104].
Bei Fruchtfliegen kam es durch eine Uberexpression des humanen APOD zu einer vermehrten
Resistenz gegeniiber oxidativem Stress und sogar zu einer signifikanten Verldngerung der

Lebensspanne von Drosophila [75].

APOD entsprach auf dem Microarray nur teilweise den im Rahmen dieser Arbeit
festgelegten Kriterien eines potentiellen TPE-Gens: Es war in der Expression verdndert
(verstirkt exprimiert) bei HGP-Fibroblasten (als Modell fiir replikative Seneszenz), nicht jedoch
in der Expression vermindert bei UV-B-Licht bestrahlten Fibroblasten (als Modell fiir telomer-
unabhédngiges Altern). Die Expressionserhdhung war teilweise reversibel nach hTERT-
Immortalisierung und damit langeren Telomeren. Jedoch ist es mit ca. 2,7 Millionen bp deutlich
weiter als 100.000 bp vom Chromosomenende entfernt und entspricht in diesem Punkt nicht dem
nach Untersuchungen an Hefen bisher angenommenen Kriterium, nachdem nur sehr telomernah

gelegene Gene (<100.000 bp) fiir einen TPE in Frage kommen [45-47,115].

Trotz des Abstandes von ca. 2,7 Millionen. bp vom Chromosomenende liel sich beim
APOD in vielen unabhdngigen Experimenten eine telomerase-abhdngige Unterdriickung der
Genexpression nachweisen. Es kam nach Immortalisierung der Zellen mittels hTERT zu einer
signifikanten Abnahme der Genexpression sowohl bei den HGP- als auch bei den

Kontrollfibroblasten.
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Diese Arbeit unterscheidet sich von den zuvor durchgefiihrten Studien zum TPE beim
Menschen insofern, das sie ein beim Menschen real existierendes Gen als mogliches

TPE-Gen identifiziert hat.

BAUR et al. konnten als erste mit Hilfe eines artifiziell inserierten Gens Hinweise auf
einen TPE beim Menschen liefern. Sie transfizierten Plasmide, welche einen Luciferase Reporter
neben einer 1,6 kbp langen Telomersequenz enthielten, in Telomerase positive Hela
Adenokarzinomzellen. Dadurch kam es zu einer 2-10 fachen Abnahme der Luciferase
Expression dieser Klone im Gegensatz zu jenen, welche den Luciferase Reporter telomerfern
integriert hatten [52, 106]. Circa ein Jahr spiter zeigten KOERING et al. den nachsten Hinweis
auf einen TPE beim Menschen, indem sie auf gleiche Art und Weise einen
EGFP-Reporter in Cercixkarzinomzellen integrierten [53]. Damit wurde ein Grundstein in der
Erforschung eines TPE als mdgliches Seneszenzmodell beim Menschen gelegt und an vorherige
Studien zum TPE bei Saccharomyces cerevisiae angekniipft [39, 45, 107-108]. Somit konnte
APOD hier eines der ersten real existierenden Gene mit einer Abhiangigkeit der Genexpression

von der Telomerldnge beim Menschen sein.

Parallel zu dieser Arbeit konnten LOU et al. fiir das interferon stimulated Gen 15 (ISG15)
einen Hinweis auf einen TPE beim Menschen zeigen. Dabei handelt es sich um ein Ubiquitin-
dhnliches Protein, welches in der Lage ist andere Proteine zu binden und dadurch deren Funktion
zu beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass eine Zunahme der Expression von ISG 15
proinflammatorische Zellprozesse fordert, was durch eine Aktivierung von IFNy bedingt ist. Es
ist bekannt, dass inflammatorische Prozesse eine Rolle bei unterschiedlichen Stadien des
physiologischen Alterungsprozesses spielen. Wie beim APOD liegt dieses Gen mit ca. 1
Millionen bp relativ weit vom Telomerende entfernt. Durch Immortalisierung von BJ-
Fibroblasten konnte jedoch auch bei diesem Gen eine telomerldngen-abhéngige Unterdriickung

der Genexpression beschrieben werden [105].

Sowohl APOD als auch ISG15 zeigen nicht die klassische Definition eines TPE, wonach
es zur Unterdriickung der Genexpression sehr telomernaher Gene kommt. Im Gegensatz dazu
findet sich bei diesen eine isolierte Unterdriickung von Genen etwas weiter vom Telomerende
entfernt, wobei weiter telomernah gelegene Gene, anders als erwartet, bei lingeren Telomeren

nicht verringert exprimiert werden.
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Mogliche Griinde, warum auch ein etwas weiter vom Telomerende entferntes Gen wie
APOD als mogliches TPE-Gen in Frage kommt, konnten durch die sehr komplexe und in sich
verdrehte  Struktur der Telomere in Form einer t-loop und die Vielzahl an
DNA-Bindungsproteinen bedingt sein. Durch diese besondere Architektur konnte der die
Expression unterdriickende Effekt der Telomere auch auf weiter vom Chromosomenende
entfernt lokalisierte Gene wirken, wohingegen telomernaher gelegene Gene unbeeinflusst
blieben. Weiterhin ist auch eine indirekte Regulation des APOD Gens durch andere telomernah
gelegene Gene moglich. Dadurch unterscheiden sich diese Studien erheblich von anderen

Studien, bei denen kiinstlich erzeugte und stark verkiirzte Telomere verwendet wurden.

Auch Co-Variablen wie z. B Zellkulturbedingungen (u.a. Schwankungen im
Stoffwechsel der einzelnen Zellen) oder der Einfluss von DNA Damage Signalen (z. B. p53)
sollten beim Nachweis der Telomerlinge auf die Unterdriickung der APOD Expression nach

hTERT-Immortalisierung néher anaylisiert werden.

Im Zusammenhang mit ISG15 als mogliches TPE Gen beschrieben LOU et al.
interessante Experimente, um einen TPE wahrscheinlicher zu machen. Sie demonstrierten
anhand des Gens ISG15 die telomerlingen-abhingige Verdnderung der Genexpression
unabhiingig von ,,DNA Damage Signalen* wie p53 [105]. Ahnliche Experimente konnten auch
zur Bestdtigung des APOD als mdgliches TPE Gen durchgefiihrt werden.
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4.3  Ausblick: Warum ist es schwierig, einen TPE zu entdecken?

ROBERTSON G. et al. verdeutlichten bereits 1996 mit Hilfe von DNA Arrays, dass es
wihrend des Alterns von Zellen zu einer Vielzahl von Verdnderungen in der Genexpression
kommt [118]. Die Mehrzahl dieser Verdnderungen entsteht dabei unabhingig von einem
,» Lelomer-Positions-Effekt™ (TPE). Neben der Telomerldnge sollten dabei auch der Abstand der
zu untersuchenden Gene vom Chromosomenende, die Heterochromatinstruktur,
Telomerbindungsproteine oder Umweltfaktoren (z. B. Altern, Stress, Erndhrung oder virale

Infektionen) betrachtet werden [107,110].

Um weitere TPE-Kandidatengene =zu identifizieren, konnten Cluster-Analysen
signifikanter Expressionsverdnderungen durchgefiihrt werden (HGP vs. HGP-TERT). Dabei
handelt es sich um eine Gruppierung von dhnlichen Expressionsprofilen auf unterschiedlichen
Chromosomenabstinden. Demnach konnte ein TPE durch die spezielle Struktur der Telomere in
Form einer t-loop einerseits und die sekundédre Verdrehung des gesamten Chromosoms in Form
eines Knéduels andererseits dazu fithren, dass die Telomere nicht nur einen Einfluss auf
telomernahe sondern gegebenenfalls auch auf etwas weiter entfernte Gene in spezifischen

Domaénen haben [119-120].

Telomer —
a |:| b c

Genexpression

Zentromer

Enfernung vom Chromosomenende

Abbildung 26: Schematische Darstellung einer Cluster-Analyse.
Moéglicherweise kénnen die Telomere durch ihre komplexe Struktur die Genexpression nicht nur
(a) telomernah sondern auch auf (b) unterschiedlichen Abstinden der Chromosomen oder (c) weiter vom

Chromosomenende entfernt beeinflussen.
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Der Einfluss epigenetischer Regulationen wie Methylierungen oder Deacetylierungen
scheint die Unterdriickung der Genexpression telomernaher Gene zu beeinflussen [53, 55, 107].
So verhindert die Methylierung des Histon 3 an der Aminosdure Lysin 9 die Genexpression. Man
geht dabei davon aus, dass Transkriptionsfaktoren aufgrund der Methylierungen nicht mehr in
der Lage sind, an ihre DNA-Bindungsstellen anzudocken. Es gibt Hinweise darauf, dass DNA-
Methylierungen nicht direkt die Genexpression unterdriicken, sondern eher im Zusammenhang
mit diesen auftreten [109]. AuBBerdem ist eine Abnahme von Methylierungsmustern wéihrend der

in vitro Kultivierung von Fibroblasten beschrieben [110-111].

Aufgrund der Annahme, dass Verdnderungen in der Heterochromatinstruktur einen
Einfluss auf den TPE beim Menschen haben, konnte weiterhin der Einfluss DNA interferierender
Substanzen ndher untersucht werden. Als mogliche Substanzen dienen dabei jene, die bei S.
cerevisiae aber auch Séugetierzellen bereits einen Effekt auf den TPE gezeigt haben (z. B.
Trichostatin A — Deacetylase Inhibitor, Sirtinol- Deacetylase Inhibitor, 5-AzaCyd — Methylase
Inhibitor) [53, 106, 110-114].

Keine Genexpression 5-AzadCyd

D an an
29

Q6

an ab
(NI
Trichostatin A d ‘J

Acetylierung
Deacetylierung

® ® ® ®
SNENSNE/

Genexpression aktiviert

Sirtinol

Abbildung 27: Die Beeinflussung der Genexpression durch Anderungen der Heterochromatinstruktur.

M=Methylierung, A= Acetylierung

Weiterhin konnten telomerldngen-abhéngige Funktionsanalysen jener Gene durchgefiihrt
werden, denen bereits eine Rolle beim TPE zugeschrieben wird. Dazu wire das im Rahmen
dieser Arbeit als mogliches TPE Gen identifizierte Apolipoprotein D geeignet, bei dem sich eine

telomerase-abhiangige Unterdriickung der Genexpression zeigte.
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e N

Entfernung der Gene
vom Chromosomenende Telomerlange

Heterochromatinstruktur
Histonmodifizierungen z. B Methylierung/
Hypoacethylierung

DNA-Bindungsproteine

Umweltfaktoren

Abbildung 28: Der ,, Telomer-Positions-Effekt (TPE) als komplexes Zusammenspiel mehrerer Faktoren.
Neben den in dieser Arbeit untersuchten Faktoren wie der Telomerlinge und der Entfernung der
potentiellen TPE-Gene vom Chromosomenende spielen wahrscheinlich auch viele weitere Faktoren eine

Rolle bei der Ausprigung des TPE.

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass neben den bereits
untersuchten Faktoren wie der Telomerlénge und der Entfernung der potentiellen TPE-Gene vom
Chromosomenende wahrscheinlich noch weitere Faktoren eine Rolle bei der Ausprigung des
TPE spielen. Jedoch konnte ein erster Hinweis auf die Existenz einer telomerlangen-abhéngigen
Unterdriickung der Genexpression und somit auf einen moglichen TPE beim Menschen
gefunden werden. Es ist davon auszugehen, dass der TPE zur Anlayse weiterer genetischer

Krankheiten in der Forschung auch in Zukunft eine Rolle spielen wird [113, 116-117].
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