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1 Einleitung

1.1 Telomerbiologie

1.1.1 Telomere — Struktur und Funktion

Die Chromosomen im Zellkern — die linearen, in Proteine verpackten Stringe der
Erbsubstanz DNA — haben besondere stabilisierende Enden: die Telomere. Den Begriff

Telomer prigte Hermann J. Muller 1938: nach griechisch zelos, Ende, und meros, Teil.

Nucl =
piceus e & Telomer
/
P Chromosom
y
' Zentromer

Telomer

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Metaphasechromosoms mit Telomeren
(aus ,,Spektrum der Wissenschaft®, April 1996)

Telomere setzen sich aus einer DNA-Komponente und verschiedenen Proteinen
zusammen (Blackburn und Gall,1978; Conrad et al., 1990; Blackburn 1991; Zakian,
1995). Die DNA der Telomere besteht aus sich  wiederholenden
Nukleotidbaseneinheiten, wobei die Sequenz dieser ,repeats und ihre Linge von
Spezies zu Spezies variieren (Kalluri, 1996). Beim Menschen und allen anderen
Wirbeltieren lautet diese Sequenz TTAGGG (Moyzis et al., 1988) und besteht aus bis

zu mehreren Tausend Wiederholungen pro Chromosomenende (Blackburn, 1991). An
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die Telomere eines Chromosoms schlieBt sich in Richtung Zentromer ein
subtelomerischer Bereich an.

Die sogenannte ,,capping function der Telomere besteht darin, dass die replikative
Verkiirzung der DNA nicht zum Verlust von Gen-tragenden Sequenzen fiihrt, sondern
lediglich zum Verlust von Telomer-DNA. Morphologisch stellen sich die
Chromosomenenden als Riickfaltung und Invasion des Einzelstranges in den
Doppelstrang dar (Griffith et al., 1999; Greider, 1999). Aufgrund der daraus
resultierenden Loop-Struktur enden die Chromosomen und insbesondere deren 3’-

Uberhang nicht stumpf.

A ——
TRF1 dimer ([) l pairing

duplex DNA

TRF2 dimer ([ l Invasion

3 ovgrhang

Griffith et al., Cell 97:503. 1999 checkpoints, DNA repair, telomerase

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen und Schemazeichnung der
Telomerenden (nach Griffith et al., 1999)

Eine Reihe sogenannter ,,Telomer-bindende Proteine* (TBP) wurde jiingst beschrieben.
Die beiden wichtigsten TBP sind TRF1 und TRF2. Beiden ist gemeinsam, dass sie an
den T>AGs-Doppelstrang binden. TRF1 ist sowohl wihrend der Interphase als auch der
Mitose aktiv (Chong et al., 1995, Luderus et al., 1996).

Van Steensel et al. konnten zeigen, dass TRF1 das Enzym Telomerase negativ
beeinflusst, um so einem UbermaB an Telomerase zu begegnen (van Steensel et al.,

1997; Smogorzweska et al., 2000). Die Aufgabe von TRF2 scheint zu sein, die
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Chromosomen vor End-zu-End Fusionierung zu bewahren (van Steensel, 1998). Bei
Inhibition von TRF2 wurde eine Verkiirzung der Telomere gesehen, die schlieBlich zu
Zellzyklus-Arrest und Einleitung von Apoptose, vermittelt iiber p53 und ATM-Kinase
(ataxia telangietasia mutated gene), fiihrte (Marakov et al., 1997; Karlseder et al.,
1999).

Telomere spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen Chromosomen und
der Kernmatrix im Rahmen der Zellteilung, (de Lange , 1992; Walker et al., 1991;
Mathog et al., 1984), sie konnen Auswirkung auf die Transkription von subtelomerisch
gelegenen Genen zeigen (Greider, 1996; Levis et al., 1989; Gottschling et al., 1990)
und schiitzen die Genkodierende DNA vor enzymatischer Degradation (Blackburn,
1991; Sandell und Zakian, 1993). Ausreichend lange Telomere beugen einer Fusion
zwischen Chromosomen vor und schiitzen das Erbmaterial vor sonstigen Aberrationen
und Rekombinationen (McClintock, 1941; Tommerup et al., 1994; Hande et al., 1999
und 2000). AuBerdem spielen die Telomere eine wichige Rolle bei der
Zellzyklusregulation (Sandell und Zakian, 1993; Schiesti et al., 1989).
Zusammengefasst bestehen die wichtigsten Funktionen der Telomere im Schutz der
Chromosomenenden vor Degradation und vor End-zu-End Fusion. Sie sorgen fiir die
korrekte Weitergabe der Erbinformation und garantieren damit das Uberleben der
Zellen.

Wihrend jeder Zellteilung geht an allen Chromosomenenden eine geringe Menge an
DNA-Sequenz verloren. Dieses Phidnomen ist auf die Eigenschaften der DNA-
Replikationsmaschinerie  zuriick zu  fiihren (sieche  Abbildung 3). Das
,,Endreplikationsproblem* wurde zuerst und unabhingig voneinander von Olovnkiov
(Olovnikov, 1971 und 1973) und Watson (Watson, 1972) erkannt. Ursache hierfiir ist
die semi-konservative DNA-Replikation: Die fiir die DNA-Replikation verantwortliche
DNA-Polymerase liest die beiden ,.elterlichen®, aufgetrennten Stringe lediglich in 5°-
3’-Richtung ab. Der fithrende Strang (engl. ,,leading strand*‘) wird hierbei bis zum Ende
vollstandig repliziert. Aufgrund der Tatsache, dass die DNA-Polymerase am
nachfolgenden Strang (engl. ,,lagging strand*) diskontinuierlich repliziert und deshalb
wiederholt einen RNA-Primer bendtigt, verkiirzt sich der neusynthetisierten

Tochterstrang des ,,lagging strand” am 5°-Ende bei jeder DNA-Synthese gegeniiber



4

dem Mutterstrang (Harley et al., 1990), was zu einer replikationsabhingigen

Verkiirzung der Chromosomen fiihrt.

Pl
Nachfolgender Strang
\

...... v

...... Primer
\ Fithrender Strang

Liicke am 5-Ende
eines Tochterstrangs

ooooo

aw ow

Abbildung 3: Das Endreplikationsproblem Die getrennten Elternstringe dienen den
Polymerasen als Matrizen, als komplementidre Vorlagen. Fiir den diskontinuierlich replizierten
,Nachfolgenden Strang®“ (grau) werden fiir die Polymerasen stindig sogenannte Primer
(hellgrau) benétigt. Die ausgedienten Primer werden entfernt und die Liicken zwischen zwei
DNA-Abschnitten geschlossen. Allerdings kann die einseitig begrenzte Liicke am 5”-Ende eines
Tocherstranges nicht geschlossen werden — der Strang bleibt verkiirzt.

Hier zeigt sich die Funktion der genfreien Telomer-DNA als Pufferzone zwischen
Telomerende und Gen-kodierenden Nukleotidsquenzen. Der replikationsabhédngige
Verlust an Telomersequenzen wurde von Harley als das Modell der ,,mitotischen Uhr
beschrieben (Harley, 1991). Hiernach stellt die Telomerlinge ein Mal} fiir die Anzahl
der bereits vollzogenen Zellteilungen einer Zelle dar. Dies ldsst Riickschliisse auf die
replikative Vergangenheit der Zelle in vitro und in vivo zu (Allsopp et al., 1992; Vaziri,
1994).

Der Verlust an Telomersequenz in somatischen Zellen wird auf 50 bis 200 Basenpaare
(bp) pro Zellteilung geschitzt. Wichtig hierbei ist, dass dieser Verlust mit dem
replikativen Altern einhergeht und nicht mit dem chronologischen Altern (Allsopp et

al., 1992; Levy et al., 1992). Die Telomerlinge sowie die Verkiirzungsrate
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verschiedener Chromosomen in ein und derselben Zelle variiert stark (Martens et al.,
1998; Lansdorp et al., 1996), auerdem finden sich Unterschiede in diversen Geweben
und zwischen unterschiedlichen Individuen. Eine humane, neonatale, somatische Zelle
verfiigt zwischen acht und zehn Kilobasenpaaren (kb); im Vergleich hierzu verfiigt eine
Keimzelle iiber etwa zehn bis fiinfzehn kb (Allshire et al., 1989; Harley et al., 1990;
Lindsay et al., 1991). Rufer, Brimmendorf et al. konnten konstatieren, dass sich in den
ersten sechs Lebensmonaten die Telomere der Granulozyten mit einer 30-fach
schnelleren Geschwindigkeit verkiirzen als nach dem ersten halben Lebensjahr, wobei
der Verlust an Telomersubstanz pro Zellteilung stets derselbe ist. Auch andere
Arbeitsgruppen konnten eine gesteigerte Verkiirzungsrate in peripheren Blutleukozyten
wihrend der Kindheit feststellen (Rufer, Briimmendorf et al., 1999; Zeichner et al.,
1999; Frenck et al., 1998). Die hier gezeigten Verkiirzungen betrugen zwischen 300 und
3000 bp pro Jahr.

Tumorzellen zeichnen sich im allgemeinen durch eine erhohte Zellteilungsrate aus.
Demzufolge verkiirzen sich die Telomere zunidchst stirker als im angrenzenden
normalen Gewebe. Verkiirzte Telomere wurden zunichst in der Mehrzahl der bisher
untersuchten Tumorarten gefunden (Hastie et al., 1990; Dahse et al., 1996):
Kolonkarzinom, Mammakarzinom, Basalzellkarzinom, etc. Tumorzellen mit verkiirzten
Telomeren haben wahrscheinlich eine grole Zahl von Zellteilungen mit einer
Akkumulation verschiedener genetischer Verianderungen durchlaufen, wobei an einem
Punkt der kritischen Telomerverkiirzung die Telomerase reaktiviert wurde, um die
Telomere zu stabilisieren. Zellen, welche sich unbeschrinkt teilen, wie eukaryotische
Einzeller, Keimbahnzellen oder Tumorzellen, zeigen einen Erhalt ihrer Telomere auf
einer konstanten Linge iiber die Zeit. Diese Beobachtung impliziert das Vorhandensein
von Mechanismen, welche den Telomerverlust unter bestimmten Bedingungen
kompensieren konnen.

Die Telomerbiologie bietet somit eine einzigartige Moglichkeit, die replikative
Vergangenheit der telomerase-negativen Zellen in vitro wie in vivo zu untersuchen, und

gleichzeitig Aussagen iiber ihre noch vorhandene Proliferationskapazitit zu treffen.



1.1.2 Telomerase

Keimbahnzellen verfiigen iiber ein hohes Proliferationspotential, welches eine
Kompensation der replikationsabhiéngigen Telomerlidngenverkiirzung erforderlich
macht. Ein solcher Kompensationsmechanismus wird der Telomerase zugeschrieben.
Dieses Enzym besteht aus einem Ribonukleoproteinkomplex mit einem
Molekulargewicht von 300 kd. Die Telomerase setzt sich aus einer RNA-Matrize (hTR,
human telomerase RNA) (Greider et al., 1989; Blasco et al., 1995; Feng et al., 1995)
und einer reversen Transkriptase, welche als katalytische Untereinheit des Enzyms
fungiert, zusammen (hTERT, human telomerase reverse transcriptase) (Harrington et
al., 1997; Greenberg et al., 1998). Siehe hierzu Abbildung 4. Neben diesen Molekiilen
wurden mehrere Telomerase-bindende Proteine identifiziert, zum Beispiel TP1

(Harrington et al., 1997).

Telomerase-Komplex

Telomer-Enden

Proteinkomponenten

(TTAGGG)n

(AATCCC)n

~

5

RNS-Komponente (hTR)

Abbildung 4: Telomerase-Komplex Telomerase ist ein Ribonukleoprotein, dessen Aktivitit
von RNS- und Protein-Einheiten abhingig ist.(Abbildung nach Martens)

Im Gegensatz zu hTERT, dessen Expression vor allem in Keimzellen und malignen
Zellen gefunden wird, wird hTR in allen bisher untersuchten Geweben ubiquitir

exprimiert (Feng et al., 1995). Ein weiterer, telomerase-unabhingiger Mechanismus zur
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Telomerverldngerung, ALT (“alterntive lenghtening of telomeres”), wurde kiirzlich
beschrieben (Reddel er al., 1997; Bryan et al., 1997). Dieser Mechanismus ist in der
Lage, die Lidnge an Telomeren Telomerase-unabhingig zu erhalten und unter
bestimmten Umstinden sogar die Telomere zu verlingern (Wang et al., 1990). In Hefen
konnte gezeigt werden, dass blanke Chromosomenenden durch Rekombination iiber
einen RADS52-induzierten Prozess eine Telomerverlidngerung erzielen konnen (Redell et
al., 2000). Bei Saugetieren allerdings wird der Telomerase eine grofere Bedeutung
zugemessen: So sind 90% der Tumoren Telomerase-positiv und die restlichen 10%
diirften iiber ALT und andere bisher unbekannte Mechanismen ihre Telomere
verlidngern bzw. stabilisieren.

Nachdem man eine kontinuierliche Telomerverkiirzung in somatischen Zellen
beobachten konnte, wurde vermutet, dass diese Zellen keine Telomeraseaktivitit
besitzen. Allerdings konnten einige Arbeitsgruppen kiirzlich auch in peripheren
Blutleukozyten sowie in Stamm- und Progenitorzellen Telomeraseaktivitiat nachweisen
(Broccoli et al., 1995; Hiyama et al., 1995). Vermutlich reicht die geringe Hohe der
Expression nicht aus, um dem replikationsbedingten Telomerverlust entgegen zu
wirken. Bei Zellen, fiir welche der Erhalt an Telomeren essentiell ist, wie zum Beispiel
Keimbahnzellen, findet sich dagegen eine hohe Expressionsaktivitit (Kim et al., 1994;
Wright et al., 1996). Abbildung 5 zeigt dies noch einmal grafisch.

Die ,,Telomerase knock-out Maus* von Blasco et al. , welcher das Gen fiir die RNA-
Untereinheit der Telomerase fehlt, verdeutlicht noch einmal die Bedeutung der
Telomerase fiir den Erhalt der Telomere (Blasco et al., 1997, Hande et al., 1999):
Homozygote ,.knock-out Méuse* fiir mTER” (mice deficient for the mouse telomerase
RNA) zeigten eine kontinuierliche Telomerverkiirzung bis zum volligen Verschwinden
der T,AGs; repeats. Ab der sechsten Folgegeneration konnte eine Zunahme an End-zu-
End Fusionen (groBtenteils sogenannte Robertson-dhnlichen Fusionen) beobachtet
werden, wobei diese Méuse bis in die sechste Nachfolge-Generation lebensfidhig und
fertil blieben. In der sechsten Generation zeigten sich jedoch Defekte in der
Spermiogenese bis hin zu Infertilitit, sowie eine Milzatrophie. Ebenso kam es zu
erhohten Apoptoseraten innerhalb des himatopoetischen Systems (Rudolph ez al., 1999;
Blasco et al., 1997; Chin et al., 1999).
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—
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Abbildung 5: Modell zur Regulation der Telomerlingen beim Menschen In Keimbahnzellen
(schwarz) ist das Enzym Telomerase aktiv und die Telomere konnen erhalten bleiben. In
somatischen Zellen (rot) ist die Telomerase inaktiv: Die Telomere verkiirzen sich in
Abhingigkeit der Zahl der Zellteillungen bis eine Schwelle zur Seneszenz erreicht wird und die
meisten Zellen ihre Teilung einstellen. Es kann jedoch vorkommen, dass sich einige Zellen
weiterteilen und die Telomere sich ohne Telomerase-Aktivitit verkiirzen. Ein Grofteil dieser
Zellen wird absterben (Krise). Kommt es zur Aktivierung von Telomerase bleiben die Telomere
auf einem niedrigen Niveau erhalten: Die Zelle ist immortalisiert.(Abbildung nach ,,Spektrum
der Wissenschaft®, 1996)

In den letzten Jahren wurden die meisten malignen Tumoren des Menschen auf
Telomerase-Aktivitit untersucht. Dabei zeigt sich eine hohe Enzymaktivitit in den
Tumoren im Vergleich zu keiner nachweisbaren Aktivitit in Normalgeweben (Shay et
al., 1997). 85% aller untersuchten malignen Tumoren zeigten deutliche Telomerase-
Aktivitdt (Langford et al., 1995; Hiyama et al., 1995 und 1996; Nouso et al., 1996;
Sommerfeld et al., 1996; Chadeneau er al., 1995; Schwartz et al., 1995). Fir die
klinische Onkologie konnte hierin eine Verwendung der Telomerase als molekularer,
mit der Proliferationsaktivitit assoziierter Marker maligner Erkrankungen liegen.

Zusammenfassend kann man konstatieren, dass die Linge der Telomere in malignen
Tumoren, immortalen Zelllinien und Keimbahnzellen die Balance zwischen
replikativem Verlust und telomerase-induziertem Zugewinn an Nukleotidbaseneinheiten

durch das Enzym Telomerase reflektiert.
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1.1.3 Zelluldre Seneszenz, Immortalitit und maligne Transformation

Im Verlauf der zunehmenden Zahl an Zellteilungen verkiirzen sich die Telomere und
die betroffene Zelle altert. Ab einer kritischen Telomerverkiirzung, diese liegt bei
ungefihr 3 bis 6 kb, unterliegt die Zelle einem Wachstumsstop, das sogenannte
Hayflick limit M1 (Hayflick, 1965 und 1975). Durch Expression des Enzyms
Telomerase werden die Telomere verldngert und die Zelle behilt ihr Teilungspotential.
Dies kann bis zur Immortalitit fiihren (Bodnar et al., 1998 und Vaziri et al., 1998).

In somatischen Zellen sind Telomere stets signifikant kiirzer als in Keimbahnzellen (15
kb versus 10 kb) oder fetalen Zellen, und ihre Linge nimmt in somatischen Zellen mit
zunehmenden Alter ab.

Humane Fibroblasten durchlaufen in Kultur zwischen 50 und 80 Zellteilungen, bevor
sie ein gewisses Stadium erreichen: ‘Hayflick limit” oder Mortalitédtsstadium (M1). Eine
Hypothese besagt, dass die stetige Reduktion der Telomerrepeats im Genom an einem
einzigen oder an wenigen Chromosomenenden dazu fiihren, dass diese Enden quasi
,hackt® vorhanden sind, was ein DNA-Schéadigungssignal ausldst. Durch Interaktionen
zwischen den Tumorsuppressorgenen p53, pRb und anderen kommt es zu einer
Zellzyklusarretierung: Die Zelle bleibt am leben und geht in ein ,,postmitotisches
Stadium  iiber. Voraussetzung hierfir ist die fehlerfreie Funktion der
Tumorsupressorgene. Ist dies nicht gegeben, z. B. durch experimentelle Expression von
SV40-large-T-Onkoproteinen (Ray et al., 1998), teilt sich die Zelle bis zu einem
kritischen Punkt der Telomerverkiirzung weiter, bevor sie abstirbt: dem
Mortaltitdtsstadium M2. Wird auch dieser Punkt iiberschritten, zum Beispiel mittels
Expression von Telomerase, welche die Telomerlinge wieder stabilisieren kann, so
kann ein Zustand erreicht werden, welcher der Zelle zur Immortalitit verhilft (Wright et
al., 1995). Siehe hierzu Abbildung 5: Aszendierender Teil der roten Kurve nach der
Krise. Neuere Verotffentlichungen deuten darauf hin, dass eine kritische
Telomerverkiirzung in Tumorzelllinien mit einer Erhohung der Telomeraseaktivitit
einhergehen, und obwohl keine direkte Verbindung zwischen dem Grad der
Telomeraseexpression und der resultierenden Telomerldnge hergestellt werden konnte,
konnte die Expression von Telomerase eine weitere Telomerverkiirzung verhindern.
Tatsédchlich konnte Counter et al. zeigen, dass eine ektope Expression von hTERT es

auch Zellen mit einer kritischen Telomerldnge ermdglicht, sich weiter zu teilen, am
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wahrscheinlichsten dadurch, dass eine weitere Kiirzung der Telomere verhindert wird
(Counter et al.,1998). In der Tat fiihrt eine Transfektion von Telomerase in retinales
Pigmentepithel und Fibroblasten zu einem unbegrenzten Wachstum in vitro. Anhand
von Studien mit analog hTERT-immortalisierten Fibroblasten konnte gezeigt werden,
dass diese keine Marker neoplastischer Zellen aufweisen und dass sie iiber ein normales
Karyogramm und intakte DNA-Reparaturmechanismen verfiigen. Folglich verleiht eine
Erhohung der Telomeraseaktivitit noch keine onkogene Potenz.

Die Arbeitsgruppe um Weinberg und Hahn konnten zeigen, dass ein entscheidender
Schritt zur Entwicklung einer Krebszelle darin besteht, dass sich diese Zelle die
Moglichkeit zur unbegrenzten Replikation aneignet — dem Prozess der sogenannten
Immortalisation (Lundberg et al., 2002). Lundberg et al. beschreiben eine direkte
Immortalisation von humanen Bronchialepithelzellen durch sukzessives Einbringen von
SV40-Onkoproteine und hTERT, der katalytischen Untereinheit der Telomerase. So
manipulierte Zellen konnen die Linge ihrer Telomere auf niedrigem Niveau halten und
unterliegen so nicht mehr dem programmierten Zelltod. Zellen, welche auf diese Weise
,unsterblich® wurden, sind fiir die maligne Transformation durch H-ras oder K-ras
Onkogene verantwortlich. Diese immortalisierten Zellen, hier am Beispiel von
humanen Bronchialepithelzellen, die durch schrittweises Einbringen von genetischen
Alterationen geschaffen wurden, stellen Modelle zum besseren Verstidndnis der

molekularen Tumorgenesis dar.

1.1.4 Telomere und Stammzellbiologie

Die Lebenszeit reifer Blutzellen betridgt durchschnittlich fiinf bis acht Stunden fiir
Granulozyten und zwolf bis hundert Stunden fiir einen Monozyten im peripheren Blut,
dies macht deren kontinuierliche Neubildung erforderlich, welche bei Erwachsenen 10"
Zellen pro Tag iibersteigen kann. Auf die gesamte Lebenszeit eines Individuums
hochgerechnet, bedeutet dies eine Leistung von ca. 4 x 10'® Zellen. Diese ernorme
Proliferationsleistung erfordert pluripotente hdmatopoetische Stammzellen mit einem
gewaltigen replikativen Potential (Lansdorp, 1997). Hidmatopoetische Stammzellen

(HSC) sind definiert als multipotente Zellen mit der Moglichkeit, selbsterneuernde
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Teilungen (,,self-renewal®) zu durchlaufen. (Till er al., 1961; Metcalf, 1977). Thre

Frequenz im Knochenmark wird mit 1:10* =1:10° der kernhaltigen Zellen angegeben.

In fritheren Arbeiten von Lansdorp (Lansdorp, 1997; Lansdorp et al., 1995) konnte
gezeigt werden, dass sich HSCs unterschiedlichen ontogenetischen Alters, sowohl in
threm Proliferationspotential als auch ihrer Zellzyklusaktivitit signifikant
unterscheiden. Diese Beobachtungen scheinen mit dem messbaren Verlust an
Telomerlidnge in HSC in fetaler Leber, Nabelschnurblut bis zu adultem Knochenmark
zu korrelieren (Vaziri et al., 1994; Lansdorp, 1995). In normalen hidmatopoetischen
Stammzellen scheint die Telomerase nicht in der Lage zu sein, den
replikationsbedingten Telomerverlust auszugleichen — wahrscheinlich aufgrund des zu
geringen Expressionsniveaus (Broccoli ef al., 1995; Chiu et al., 1996; Yui et al., 1998).
Theoretisch sollte die Anzahl der Zellteilungen, welche fiir die Differenzierung der
reifen peripheren Blutzelle aus einer primitiven multipotenten Stammzelle erforderlich
sind, fiir das Individuum zeitlebens konstant bleiben. In Anbetracht der relativ kurzen
Lebenszeit peripherer Blutzellen, reflektiert die Telomerldnge dieser Zellen, die
Telomerlidnge der jeweiligen hdmatopoetischen Stammzelle im Knochenmark, von
welcher sie abstammen. Somit kann man durch Messen der Telomerlidnge in definierten
Leukozytensubpopulationen, insbesondere an Granulozyten und Monozyten,
Schitzungen iliber den Zellumsatz derjenigen HSC, welche zu einem definiertem

Zeitpunkt zur Himatopoese aktiv beitrigt, vornehmen.

1.1.5 Bestimmung der Telomerlinge

Seit Anfang der 90er Jahre erfolgte die Telomerlingenbestimmung in humanen Zellen
iiber Southern-blotting (Allsopp et al., 1992; Allshire et al., 1989; Harley et al., 1990;
de Lange et al., 1990). Dieses Verfahren erbrachte nach Verdau der zelluliren DNA
mittels Restriktionsenzyme Mittelwerte von Telomerfragmenten fiir die untersuchte
Gesamtpopulation von Zellen. Aufgrund der subtelomerisch gelegenen Schnittstellen
der eingesetzten Restriktionsenzyme konnten die ermittelten Werte aber nur
anndherungsweise die definitive Ldange der Telomere wiedergeben, da die aufgetrennten

Fragmente auch subtelomere DNA enthielten. Der Beitrag der subtelomeren Regionen
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variiert jedoch zwischen 2,5 und 4 kb (de Lange, 1995). Trotzdem stellte die Methode

des Southern-blotting mangels Alternativen liber viele Jahre den Goldstandard zur
Telomerldngenbestimmung dar. Einige andere alternativen Methoden wurden kiirzlich
beschrieben, darunter ,,pulsed-field* Elektrophorese (Lauzon et al., 2000), ,,slot blots*
(Lauzon et al., 2000) und andere.

Eine alternative Methode zur Telomerlingenmessung, welches das Problem der
subtelomerischen DNA umgeht, stellt die ,quantitative Fluoreszenz in situ
Hybridisierung® (Q-FISH) an metaphasischen Zellen dar (Zijlmans et al., 1997,
Martens et al., 1998). Diese Methode kann mittels Fluoreszenzmikroskopie und
digitaler Bildverarbeitung an Metaphasezellen auf Objekttrager durchgefiihrt werden.
Die Ergebnisse korrelieren gut mit denen des Southern-blots (Lansdorp et al., 1996). Sie
ermOglicht eine chromosomenarm-spezifischen Telomerlingenmesssung, stellte sich
aber sehr arbeits- und zeitintensiv dar, so dass sie fiir einen routineméfBigen klinischen
Einsatz nicht geeignet ist. Hinzu kommt, dass man lediglich sich teilende, in der Mitose
befindliche, Zellen untersuchen kann.

Als Weiterentwicklung der Q-FISH-Methode beschrieben Rufer er al. eine
Kombination aus Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und DurchfluBzytometrie:
Flow-FISH (Rufer et al.,1998). Die Durchflulzytometrie ist eine Methode zur Analyse
von Interphasezellen in Suspension auf der Grundlage von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften. Die Zellmorphologie kann iiber die Lichstreuung im
Dunkelfeld nach Gré8e und Granularitit beurteilt werden. Die Kombination aus FISH
und DurchfluBzytometrie ermoglichte Aussagen iiber die Telomere in individuellen
Zellen und bringt den Vorteil mit sich, dass auch ruhende Zellen analysiert werden
konnen. Die Ergebnisse korrelieren ebenfalls gut mit denen der Southern-blot Methode.
Zur Hybridisierung wurden fluoreszenz-markierte Peptid-Nukleinsduren (PNA) Proben
verwendet, welche den Vorteil bieten, stirker, spezifischer und unter unterschiedlichen
Bedingungen an die denaturierten DNA-Einzelstrdnge zu binden. So ist die Bindung
wesentlich thermostabiler als DNA-DNA Bindungen. Der relativ geringere Zeitaufwand
gegeniiber Q-FISH und Southern-blot, ermoglichte den Einsatz zur Beurteilung von
Fragestellungen, welche eine sehr grofe Zahl an Proben voraussetzen (Rufer,

Briimmendorf er al., 1999). Sie ist damit fiir den Einsatz zur Beantwortung klinischer
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Fragestellungen, zum Beispiel im Rahmen von hidmatologischen Erkrankungen oder der
allogenen bzw. autologen Stammzelltransplantationen, sehr gut geeignet.

Um Aussagen iiber Telomerlidngen von Leukozytensubpopulationen treffen zu konnen,
wurden Versuche unternommen, die konventionelle Oberflichenfirbung mit der Flow-

FISH Methode zu kombinieren (sieche Multi-Color-Flow-FISH).

1.2 Stammzelltransplantation

1.2.1 Allogene Stammzelltransplantion

Die Ara der allogenen Stammzelltransplantation begann in den spiten 60er Jahren mit
den ersten erfolgreichen Transplantationen bei Patienten mit schwerer Immundefizienz
und Aplastischer Andmie. In der vergangenen Dekade hat sich die allogene
Stammzelltransplantation als zunehmend etabliertes Verfahren in der Behandlung von
Patienten mit malignen Erkrankungen der Himatopoese (Akute und Chronische
Leukdmien, Lymphome) und nicht-malignen Erkrankungen der Hématopoese
(Thalassdmie, Aplastische Andmie) bewéhrt.

Das Prinzip der allogenen Stammzelltransplantation besteht darin, ein krankes
himatopoetisches System durch ein funktionierendes neues zu ersetzen, welches von
einem immungenetisch fremden Spender stammt. Einzige Ausnahme bildet hier die
syngene Transplantation von eineiigen Zwillingen. Als Stammzellquellen konnen zum
einem vom Spender, durch Punktion des Beckenkamms gewonnenes Knochenmark,
und zum anderen nach Mobilisation mit hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren durch
Leukapherese aus dem peripheren Blut gewonnene Stammzellen, dienen (Arcese et al.,
1998; Urban et al., 1997; Bornhauser et al., 2000).

Die individuelle Immunitit wird in Form von Oberflichenproteinen, den
Haupthistokompatibilitdtsantigenen (engl. major histocompatibility complex, MHC)
und den Nebenhistokompatibilititsantigenen (engl. minor histocompatibility antigens,
MiHA) zum Ausdruck gebracht. Durch Auswahl des Stammzellspenders nach
Ubereinstimmung der HLA-Antigene (engl. ,,human leucocyte antigen*) mit denjenigen
des Patienten sind vor allem die Ergebnisse der Transplantation von einem

unverwandtem, freiwilligen Spender in den letzten 10 Jahren verbessert worden.
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Transplantationshochrelevante Loci sind HLA-A; HLA-B und HLA-DRBI. Ihre

Typisierung wird derzeit von der World Marrow Donor Association fiir eine allogene

Stammzelltransplantation gefordert (Hurley et al., 1999).

1.2.2 Haploidente Megadose Stammzell-Transplantation

Nachdem die allogene Stammzelltransplantation als potentiell kurative Therapie
anerkannt wurde, Spender aber mitunter knapp sind oder fiir bestimmte seltene HLA-
Konstellationen nicht gefunden werden, wuchs die Nachfrage und das Interesse an
alternativen Quellen zur Stammzellgewinnung. Es muss bedacht werden, dass nur 25-
30% der Patienten, fiir die eine allogene Transplantation eine Therapieoption darstellt,
tiber einen passenden HLA-identischen Familienspender verfiigen, und sich nur in 50%
iber ein nicht-verwandter HLA-identischer Fremdspender finden 1463t.

Mitte der Achtziger Jahre konnten Beatty et al. zeigen, dass Transplantationen, welche
mit HLA-identischen Geschwisterzellen beziehungsweise mit partiell HLA-
mismatched, also nicht genau passenden, Zellen unter den gleichen Bedingungen
vollzogen wurden wie Transplantationen mit einem major HLA-Mismatch zwischen
Spender und Empfinger, ein vergleichbares Resultat erbrachten (Beatty et al., 1985).
Aus dieser Beobachtung heraus ergab sich ein neues Spenderkollektiv zur Rekrutierung
von Stammzellen, denn nach ausgedehnter Familientypisierung ergab sich, dass 46%
der Patienten iiber einen Familienspender verfiigten, welcher sich nur in einem HLA-
Antigen unterschied (Vowels et al., 1990).

Vor allem in der Pidiatrie wird zunehmend die Transplantation von Stammzellen vom
haploidenten Familienspender eingesetzt, da Eltern als Spender so gut wie immer
rekrutierbar sind. Dabei werden Unterschiede in bis zu drei transplantationsrelevanten
Antigenen (HLA-A, -B und -DR) (Hurley et al., 1999) toleriert. Im Vergleich zu
Transplantation mit HLA-identischen = Stammzellen sind die Komplikationen bei
haploidenten Transplantationen im allgemeinen hoher, vor allem post transplantationem
fallen die hohere Toxizitit aufgrund des angepassten Konditionierungsschemas zur
Vorbeugung einer AbstoBungsreaktion, (Aversa et al., 1998), eine verzogerte und

fehlgeschlagene Rekonstitution der Hamatopoese, ein hoheres Risiko zur Entwicklung
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einer akuten oder chronischen ,graft-versus-host“ Reaktion, ein hoheres Risiko
gegeniiber Infektionen (Anasetti et al., 1989; Henslee-Downey et al., 1996 und 1997)
und nicht zuletzt eine verzdgerte und inkomplette Immunrekonstitution auf.

Um diese oftmals fatalen Folgen auf ein Minimum zu reduzieren, bieten sich
verschiedene Moglichkeiten an: Zum einen kann das Zelltransplantat T-Zell depletiert
werden (Lee et al., 1997; Lamb et al., 1998; Reisner et al., 1999) und zum anderen
werden die CD34+-Stammzellen angereichtert. Beide Strategien verfolgen das Ziel das
Transplantat von immunkompetenten Zellen zu depletieren bzw. hidmatopoetische
Stammzellen anzureichern. Im Durchschnitt erhalten haploident transplantierte Kinder
1,4 x 10’ CD34+-Zellen/kg Korpergewicht (Schwinger et al., 2000). Diese Folgerungen
stammen aus tierexperimentellen Beobachtungen (Reisner et al., 1995), in denen mit
Megadosen an Stammzellen versucht wurde iiber die Histokompatibilitdtsbarriere
hinweg zu transplantieren. Die Transplantation von einem fast immer verfiigbaren
Familienspender konnte durch eine intensivierte Konditionierungstherapie, verbunden
mit einer weitgehenden Depletion von T-Zellen aus dem Transplantat mittels
Immunaffinitdtsanreicherung von CD34+ Zellen in hohem Reinheitsgrad und einer
intensivierten AbstoBungsprophylaxe in der klinischen Praxis realisiert werden.
Handgretinger und Mitarbeitern ist es gelungen, mit hohen Dosen CD34+ Stammzellen
bei Kindern in hohem Prozentsatz (>70%) eine polyklonale Himatopoese (Engraftment)
zu erreichen (Peters et al., 1999; Handgretinger et al., 1998; Handgretinger et al., 1999).
AuBerdem wurden eine rasche Immunrekonstitution, verbunden mit geringeren
infektiosen ~ Komplikationen  gegeniiber einer autologen  nicht-,,megadose*
Stammzelltransplantation erreicht. Hinweise auf einen Transplantat-gegen-Leukédmie-
Effekt wurden beschrieben (Handgretinger et al., 1998).

Die Verwendung von allogenen hdmatopoetischen Stammzellen zur Induktion einer
Transplantationstoleranz fiir eine nachfolgende Organtransplantation oder adoptive
Zelltherapie bei Tumorerkrankungen stellt ein schwieriges Unterfangen dar. Eines der
Haupthindernisse zur Verwirklichung dieser ebengenannten Ziele ist die Rolle, welche
die T-Zellen des Spenders einnehmen. Neben den wertvollen Effekten der T-Zellen (v.a.
der CD8+ Helferzellen), welche eine Knochenmarkstransplantation erleichtern, besteht
auch immer die potentiell letale Gefahr der ,,graft-versus-host-disease (GVHD,

Transplant-gegen-Wirt-Erkrankung), welche iiber alloreaktive T-Zellen vermittelt wird.
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Um eine dauerhafte Etablierung des neuen allogenen hdmatopoetischen Systems mit
moglichst geringem Risiko einer GVHD zu erreichen, ist die Entwicklung neuer
Strategien wiinschswert. Rachamim et al. zeigten, dass Zellen innerhalb der CD34+
Population mit einer ,,Veto* Aktivitit ausgestattet sind (Rachamim et al., 1998). Die
Bezeichnung ,,Veto* bezieht sich auf die Moglichkeit dieser Zellen zytotoxische
Vorldufer-T-Lymphozyten (CTL-p) zu neutralisieren, indem sie sich gegen deren
Antigene richten. AuBBerdem konnen aufgereinigte CD34+ Zellen nicht nur die Funktion
der CTL-p sondern auch deren Absolutzahl supprimieren. Erst vor kurzem ist es Gur et
al. gelungen die Zahl dieser sogenannten Veto-Zellen zu erhthen, indem sie ex-vivo die
Zellen mittels Thrombopoetin, Stammzellfaktor und einer Zytokinmischung
einschlieBlich Flt3-Ligand kultivierten und so die Zellen auf das 28- bis 80-fache
anreichern konnten und somit mittels aufgereinigter Megadosis CD34+ Zellen eine
Toleranz induzieren konnten, welche vor allem Patienten mit abgeschwichten

Konditionierungsschemata (sog. ,,minitransplants*) zu Gute kommen konnte.

1.3 Stammzelltransplantation und Telomerbiologie

Die Frage nach dem zelluldiren Umsatz hdmatopoetischer Stammzellen nach allogener
Transplantation fiihrte zu Studien iiber die Telomerdynamik nach Knochenmark- und
Stammzelltransplantation. Notaro er al. zeigten als erste einen signifikanten
Telomerverlust von 79 bis zu 1446 kb in peripheren Granulozyten von allogen-
transplantierten Patienten im Vergleich zu deren Spendern (Notaro et al., 1997).
Interessanterweise konnte eine inverse Korrelation zwischen der Anzahl der
transplantierten Stammzellen und der Verkiirzung der Telomere post transplantationem
beobachtet werden. Dies spricht fiir eine zunehmende replikative Alterung der
transplantierten hdmatopoetischen Stammzellen (HSC) in Abhéngigkeit von der Menge
der transplantierten Zellen, d.h. je weniger HSC transplantiert werden, umso héufiger
miissen diese sich teilen, um die Empfingerhdmatopoese zu rekonstituieren. Diese
Korrelation sahen jedoch nicht alle Arbeitsgruppen (Wynn et al., 1999). Wynn et al.
bestimmten eine Telomerverkiirzung fiir neutrophile Granulozyten von 0,6 kb und fiir
Lymphozyten von 0,5 kb. Aber auch hier streuten die beobachteten Ergebnisse: Lee et

al. konstatierten einen mittleren Verlust von 2,36 kb (Lee et al., 1999), hingegen
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konnten Akiyama et al. Verkiirzungen lediglich bis zu 1,0 kb beschreiben. Hierbei muss
man erwdhnen, dass nicht alle Patienten eine nachweisbare Telomerverkiirzung nach
Transplantation zeigten. Die Arbeitsgruppe um Akiyama konnte eine Verkiirzung der
Telomere in Abhingigkeit vom Spenderalter aufzeigen (Akiyama et al., 1998). Rufer et
al. konnten zeigen, dass es insbesondere im ersten Jahr nach Transplantation zu einer
massiven Verkiirzung der Telomere zwischen einem und zwei kb kommt (Rufer et al.,
2000). Im zweiten Jahr nach Transplantation verlief der Telomerverlust im Empfinger
parallel zu dem des Spenders. Dieser parallele Verlust mit 27 bis 59 bp pro Jahr
entspricht dem graduellen Verlust im gesunden Kontrollkollektiv. Der akzellerierte
Verlust an Telomeren bleibt somit in der Tat auf die Rekonstitution der Himatopoese
nach Transplantation beschridnkt. In Untersuchungen an Langzeitiiberlebenden nach
allogener Knochenmarkstransplantation konnten Mathioudakis et al. diese Ergebnisse
elegant bestidtigen. Es fand sich ndmlich bei diesem Patientenkollektiv keine
ausgepragtere Verkiirzung der Telomere als bei den Patienten deren Transplantation erst

einige Jahre zuriicklag (Mathioudakis et al., 2000).

1.4 Aufgabenstellung

Fir hamatopoetische Stammzellen, welche 1im Rahmen einer Knochenmarks- oder
Stammzelltransplantation iibertragen werden, bedeutet das Anwachsen und die
Etablierung eines neuen, vollwertigen Knochenmarks eine enorme proliferative
Belastung.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten an peripheren Blutleukozyten eines Kollektives von
padiatrischen, sowie adulten Patienten nach allogen-haploidenter
Stammzelltransplantation telomerbiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden, um
die Auswirkungen einer  Transplantation auf  das himatopoetische
Stammzellkompartement besser verstehen zu konnen. Gerade bei pidiatrischen
Patienten stellt sich die Frage nach der kritischen Telomerlidngenverkiirzung und den in
den Folgejahren damit verbundenen chromosomalen Fehlfunktionen, die
moglicherweise zur Entstehung von Sekunddrmalignomen beitragen konnten, da die
Kinder zwar hochaufgereinigte aber relativ zu ihrem eigenen Alter ,,vorgealterte*

Blutstammzellen der Eltern erhalten, die einem enormen hédmatopoetischen Stress
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ausgesetzt sind. Bei einer theoretisch moglichen Erschopfung der Stammzellreserve
aufgrund einer moglicherweise telomervermittelten Seneszenz hidmatologischer
Stammzellen (,,clonal exhaustion®) konnte es zur volligen Erschopfung des
blutbildenden Systems verbunden mit Immuninsuffizienz kommen. Dies ist
insbesondere vor dem Hintergrund des jungen Alters der Empfinger und der
Moglichkeit zusitzlich erforderlicher stammzelltoxischer Therapien im Rezidivfall von
besonderer Bedeutung.

Die Mobilisation und Entnahme der CD34+ Stammzellen stellt fiir den Spender
theoretisch eine hé@matopoetische Stressituation dar, die durch Proliferation der
verbleibenden Stammzellen kompensiert werden muss und sich in einer
replikationsabhingigen Verkiirzung der Telomere in peripheren Blutzellen der Spender
niederschlagen sollte. Mittels Telomerlingenmessungen vor und nach Mobilisation
sollte sich das Ausmal dieses proliferativen Stress abschétzen lassen.

Ziel dieser Arbeit sollte neben einer reinen Deskription der zelluliren Dynamik nach
Stammzelltransplantation der Versuch sein, Korrelationen zwischen Telomerverkiirzung
(nach Transplantation) und transplantierter Zellzahl, Alter des Spenders und dem
Zeitpunkt der Immunrekonstitution aufzuzeigen. Ferner sollte eine Abschidtzung der
Proliferationbelastung im Rahmen der haploidenten Stammzelltransplantation erfolgen
und dariiber hinaus ein Vergleich mit HLA-identischen Transplantationen gestellt

werden.
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2 Material
2.1 Allgemeines

Das zur Herstellung von Puffern und Losungen verwendete Wasser war deionisiert und

wurde iiber eine Millipore-Anlage filtriert. Alle GefidBe und Verbrauchsmaterialien

wurden hitzesterilisiert.

2.2 Geriite

|Geriite

Hersteller

FACS-Calibur

Beckton Dickison;
San Jose, CA, USA

Heraues;
Heraeus Biofuge 15 Osterode
Heraues;
Heraeus Megafuge 3.0 R Osterode
Schutron Neolab;
Thermoshaker Emersacker
Tabelle 1: Geriteliste
2.3 Verbrauchsmaterial
Material Hersteller
Eppendorf;
alle verwendeten Reaktionsgefille Hamburg

Pipetten

Gilson International Deutschland;

Bad Camberg

Tabelle 2: Liste der Verbrauchsmaterialien
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Produkt

Hersteller/Bezugsquelle

Ammonium-Chlorid-Solution

Stem Cell Technologies;
Vancouver, B.C., Kanada

BEADS, Quantum TM 24 FITC

Flow Cytometry Standard Corportion;
San Juan, Puerto Rico

Pierce;
Bis(sulfosuccinimidyl)suberate BS3 Rockford, IL, USA
BSA, bovines Serum Albumin, CalBioChem;
Fraction V, fatty acid free San Diego, CA, USA
Caltag;
ICy-5 Hamburg
Sigma-Aldrich;
DMSO (Dimethyl Sulfoxide) Steinheim
C.C. pro GmbH;
FCS, fetals Kilberserum Neustadt
Ficoll - Biocoll Separating Solution Biochrom;
|Gisotonic; 1,077 Densitiy) Berlin
Sigma-Aldrich;
Formamide 100% Steinheim
GIBCO;
Formamide, deionisiert Karlsruhe
PBS Dulbecco’s without Ca2+ und MG2+, |GIBCO;
without sodiumbicarbonat Karlsruhe

PNA Oligomer (C3TA2),

PE-Biosystem;

FITC-markiert Weiterstadt
Sigma-Aldrich;
Propidium lodide 25mg/ml Steinheim

Purified antibodies
ICD14, CD3, CD20, IgG1

Becton Dickinson Immunocytometry systems;
San Jose, CA, USA

RNAse T1 500000U/ml Boehringer;

from Aspergillus oryzae Mannheim
GIBCO;

RPMI 1640 with glutamax and HEPES Karlsruhe
Biochrom;

Seromed "Trypan blue" 0,5% Berlin
Sigma-Aldrich;

TrizmaBase TRIS Steinheim
Sigma-Aldrich;

Tween 20 Steinheim

Tabelle 3: Chemikalienliste
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2.4 Herstellung von Gebrauchslosungen

Losung Zusammensetzung
10 g BSA ad 100ml aqua bidest und
10% BSA anschlieend steril filtriert

Deionisiertes Formamid

500 ml Ultrapure Formamide, redestilliert,
wird mit 25 g lonenaustauschharz Resin
deionisiert und anschlieBend filtriert

Einfrierlosung fiir Zellen

40% FCS, 40% RPMI 1640 mit Glutamax und
HEPES, 20% DMSO

P1250 ug/ml

10 ul PI 25 mg/ml ad 1 ml PBS

PNA-F 30 pg/ml

20 ul Stocklosung PNA-F 1 mg/ml in 660 pl
1x TE-Puffer

RNAse T1 100.000 U/ml

200 pl Stocklosung RNAse T1 500.000 U/ml
ad 1 ml PBS

1x TE

1 ml 100x TE, pH 8,0 ad 100 ml aqua bidest

1 M Tris-Puffer

12,11 g TrizmaBase TRIS ad 100 ml aqua
bidest, mit HCL auf pH 7,1 eingestellt

10% Tween 20

10 ml Tween 20 ad 100 ml aqua bidest

Tabelle 4: Liste der Gebrauchslosungen

2.5 Blutproben des Patientenkollektivs

In der vorgelegten Studie wurden 17 Empfinger nach allogen-haploidenter

Stammzelltransplantation mit einem mittleren Alter von 12,3 Jahren, sowie deren

Spender im Zeitraum zwischen November 1999 und Juli 2001 untersucht. Zwei

Patienten mussten aufgrund eines inkompletten Chimirismus (<95%) ausgeschlossen

werden. Im Durchschnitt wurden die Empfinger- und Spenderzellen am 434. Tag nach

Transplantation (zwischen Tag 28 und 1521) untersucht. Eine Ubersicht iiber die

Patientencharakteristika und die klinischen Daten geben die Tabellen 5 bis 7.
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Ein Votum der Ethikkommission der Universitdt Tiibingen fiir telomerbiologische
Analysen von peripheren Blutproben von Patienten und Spendern vor und nach
allogener Knochenmarkstransplantation liegt vor. Das Blut wurde im Rahmen von
Routineblutabnahmen entnommen und erfolgte im dokumentiertem Einverstdndnis der

Patienten, bzw. deren Erziehungsberechtigten. Siehe Einverstindniserkldrung

Abbildung 6.

Empfinger Alter Geschlecht Diagnose Konditionierung
in Jahren
1 0,5 W Osteopetrosis maligna BU, CYC, Fludarabin, OKT-3, M-P
2 9 m ALL BU, TT, CYC, ALG
3 5 m CML BU, TT, CYC, ALG, OKT-3
4 12 w MDS-Rezidiv BU, TT, CYC, ALG, OKT-3
5 22 m T-ALL TBI, TT, CYC, ALG
6 59 m ALL TBI, VP16, CYC
7 5 W Pra-T-ALL TBI, ATG, CYC, Fludarabin
8 13 W T-Zell-NHL BU, CYC, Fludarabin, OKT-3, M-P
9 10 m ALL-Rezidiv TBI, TT, OKT3, VP16
10 3 W Osteopetrosis maligna TBI, TT, CYC, ALG
11 4 m ALL TBI, TT, OKT-3, VP16
12 29 m AML TBI, CYC,
13 2 w AML BU, TT, CYC, OKT-3
14 10 m ALL, Monosomie 5,7 BU, TT, CYC, ATG
15 5 w SAA TNIL, CYC, OKT-3

Tabelle 5: Liste der Stammzell-Empfinger mit kompletten Chimirismus Erkldrungen

Diagnosen: AML-Akute myeloische Leukidmie, ALL-Akute lymphatische Leukidmie,
CML-Chronische myeloische Leukdmie, MDS-Myelodysplastisches Syndrom,
NHL-Non-Hodgkin Lymphom, SAA-Schwere Aplastische Andmie

Konditionierung: ALG-Antilymphozytenglobulin, ATG-Antithymozytenglobulin, BU-Busulfan,
CYC-Cyclophosphamid, M-P-Methylprednisolon,
TBI-Ganzkorperbestrahlung, TT-Thiotepa, VP16-Etopphos



Spender Alter Verwandschaftsgrad HLA-Diskordanz Tage nach SZT
in Jahren
1 27 Vater 3 116
2 35 Vater 3 569
3 37 Vater 2 784
4 48 Vater 2 1169
5 19 Bruder 2 1521
6 17 Tochter 2 1009
7 34 Mutter 3 28
8 33 Mutter 3 28
9 38 Mutter 3 28
10 26 Vater 3 269
11 32 Vater 3 76
12 25 Schwester 2 28
13 30 Vater 3 52
14 53 Vater 3 760
15 34 Vater 3 78

Tabelle 6: Liste der Stammzell-Spender Erkldrung

Tage nach SZT- Analyse der Proben in Tagen nach Stammzelltransplantation
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Patienten CD34+x10° CD3+x10° Chimérismus Leukozyten = Granulozyten
pro kg KG  prokg KG in % des Spenders take (>1000) take (>500)

1 40 16,3 99 12 11

2 23 100 13 12

3 25 100 10 10

4 17 100 14 13

5 10,7 100 16 16

6 4,1 100 23 23

7 28,5 5,8 100 24 24

8 11,8 8,5 100 10 10

9 15,8 95 11 11

10 29 1,18 100 9 9

11 19 7,9 100 15 18

12 7,34 10 100 18 18

13 36 9 100 10 10

14 17,4 100 9 9

15 15 4,3 100 13 13

Tabelle 7: Transplantationsdaten und klinische Angaben nach Transplantation
»take® (engraftment) steht fiir den Tag nach Transplantation, an welchem 1000
Leukozyten/ul bzw. 500 Granulozyten/ul im peripheren Blut gemessen werden
konnten.
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4 1 UKT Universitatsklinikum Tlbingen

Universitatsklinikum Tiibingen

Aufkldrungsblatt: Blutentnahme zu wissenschaftlichen Zwecken

Sehr geehrter Patient, sehr geehrte Patientin,

zur Behandlung lhrer Erkrankung sind &rztliche MaRnahmen erforderlich, in deren Folge
unter anderem auch Blutproben entnommen werden mussen. Die Abt. Il der Medizinischen
Universitétsklinik fihrt eine Untersuchung zur “Zellularen Alterung hamatopoetischer
Stammzellen” durch. Fir diese Untersuchung bitten wir Sie um eine Blutspende von
insgesammt 5 ml Biut.

Sie werden keinen persénlichen Nutzen von der Blutspende haben, die Ergebnisse dieser
Untersuchung werden jedoch méglicherweise dazu beitragen, Patienten mit erhdhtem Risiko
fur die Entstehung von bésartigen Erkrankungen des blutbildenden Systems frihzeitig zu
identifizieren bzw. bei bestehenden Erkrankungen bessere prognostische Aussagen Uber
den Verlauf der Erkrankung treffen zu kénnen.

Die zusatzliche Blutmenge soll wahrend einer medizinisch notwendigen Routine-
Blutentnahme entnommen werden. Daher ist die Blutspende fiir Sie mit keinen zusatzlichen
Risiken oder Nebenwirkungen verbunden. Die Abnahme einer geringen Blutmenge fuhrt zu
keiner zusatzlichen Belastung fur Ihren Kérper (Vergleich: bei einer Blutspende fir die
Blutbank werden 500 ml Blut abgenommen). Die Blutzellen werden entweder sofort
analysiert oder tiefgefroren und zu einem spateren Zeitpunkt analysiert. In diesem Fall
geschieht dies in Verantwortung des behandelnden Arztes bzw. des arztlichen Direktors.
Ein Klonen der Zellen oder &hnliche gentechnologische Manipulationen werden ausdriicklich
ausgeschlossen.

Ihre Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Untersuchung ist volikommen freiwillig. Sie
konnen jederzeit das Einversténdnis zur Studienteilnahme ohne Angabe von Grinden
widerrufen, ohne das Ihnen daraus ein Nachteil fur die weitere Behandlung entsteht. Die
wahrend dieser Untersuchung gesammelten Daten werden nur in anonymisierter Form
weitergeleitet. Die Ergebnisse dieser Studie solllen publiziert werden.

Mit der Blutspende von 5 ml Blut fiir die Untersuchung “Zelluldre Alterung hamatopoetischer

Stammzellen” bin ich einverstanden:

Name und Unterschrift des Patienten/Blutspenders:

Universitatsklinikum Tlbingen Aufsichtsrat: Vorstand: . Banken:

Anstalt des &ffentlichen Rechts Helmut Meinhold (Vors.)  Prof. Dr. Michael Bamberg* (Leitender Arztlicher Direktor) BW-Bank AG Tiibingen

Sitz Tubingen Prof. Dr. Ludger Seipel (Stellv. Leitender Arztlicher Direktor) (BLZ 641 200 30) 1 208 075 000
Geissweg 3 - 72076 Tiibingen Prof. Dr. Eberhart Zrenner (Dekan) KSK Tiibingen

Telefon (0 70 71) 29-0 Rudiger Strehl* (Kaufméannischer Direktar) (BLZ 641 500 20) 14 144
Stadtbus - Linie 5 Gunther Brenzel (Pflegedirektor)

* Gemeinsame Vertretungsbefugnis

Abbildung 6: Einverstindniserklirung
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3 Methoden

Die durchschnittliche Linge der Telomersequenzen am Chromosomenende der
einzelnen Zellen (beim Menschen TTAGGG) wurden mit der sogenannten Flow-FISH
Methode bestimmt. Diese Methode stellt eine Kombination aus DurchfluBzytometrie
und Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) dar. Zur Hybridisierung wurden
fluroreszenz-markierte Peptid-Nukleinsduren (PNA) verwendet, welche den Vorteil
bieten, stirker und spezifischer an die denaturierten DNA-Einzelstringe zu binden.
Dartiiber hinaus ist die Bindung wesentlich thermostabiler und erfolgte bei niedrigerer
Ionenspannung als DNA-DNA Bindungen, SO dass selektive
Hybridisierungsbedingungen gewiéhlt werden konnen (Rufer, Briimmendorf er al.,
1999). Anstelle der Ribose bzw. Desoxyribose enthdlt die PNA das ungeladene,
neutrale Glycin im Riickgrat des Einzelstranges (Lansdorp et al., 1997; Egholm et al.,
1993). Die Telomerfluoreszenz war proportional zu der Linge der Telomere, welche
iiber den terminalen Restriktionfragmentenverdau mittels Southern Blot, ermittelt

wurden.

3.1 Flow-FISH

3.1.1 Aufarbeitung der Zellen durch Ammoniumchlorid

Die EDTA-Blutproben wurden zur Gewinnung der peripheren Blutleukozyten mit
Ammoniumchlorid im Verhiltnis 1:4 gemischt und anschlieBend fiinf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch das Ammoniumchlorid erfolgte wihrend dieser Zeit
eine osmotische Lyse der Erythrozyten. Hieran schloss sich eine Zentrifugation
(HERAEUS, Megafuge 3.0 R) bei 1200 U fiir zehn Minuten bei einer Temperatur von
4°C an. Der Uberstand wurde dekantiert und die kernhaltigen Leukozyten wurden noch
zweimal mit je 1 ml Ammoniumchlorid resuspendiert, fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und bei 12000 U in der Tischzentrifuge (HERAEUS,
Biofuge 15) fiir drei Sekunden abzentrifugiert. Diese Lyse- und Waschschritte sind
wichtig, um sicherzugehen, dass keine Erythrozyten, Erythrozytenreste bzw.
Hédmoglobin in der Probe verblieben waren, welche bei der spiteren

durchfluBzytometrischen Messung mit der Fluoreszenz der Telomere interferieren



27

konnten. Der im AnschluB an den dritte Lyseschritt gewonnene Uberstand wurde
erneut abgesaugt und das Pellet mit 1 ml PBS (phosphate-buffered saline Dulbeco’s
ohne Calcium, Magnesium und Natriumbicarbonat) und 0,1% BSA (Albumine, bovine

serum) resuspendiert.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Die Zellzahl und die Zellvitalitit wurde bestimmt, indem 10 ul der jeweiligen
Zellsuspension mit Trypanblau im Verhiltnis 1:5 resuspendiert wurden. Trypanblau
farbte lediglich die toten Zellen, da lebende Zellen im Stande sind den Farbstoff aktiv
zu eliminieren. Nach der Vitalfarbung wurden die Zellen in eine Neubauerzdhlkammer
iiberfiihrt und gezihlt, wobei bei jeder Zihlung auch der Prozentsatz lebender Zellen in
der Probe (,,viability*) dokumentiert wurde. Die Zellkonzentration ergibt sich aus der

Multiplikation von Zellzahl, Verdiinnungsfaktor und Kammerfaktor (10%).

3.1.3 Aufarbeitung der Zellen mittels Ficoll

Mononukledre periphere Zellen lassen sich durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation
(Ficoll-Hypaque) isolieren: 5 ml EDTA-But wurden in 25 ml PBS gut resuspendiert und
15 ml Ficollosung (spezifische Dichte 1,077g/ml) wurden unterschichtet. Nach
Zentrifugation fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur und 1800 Umdrehungen, erhielt
man aufgrund des Dichtegradienten der Ficollosung in der Interphase des Ansatzes -
zwischen Uberstand (Plasma und Thrombozyten) und Ficoll-Hypaque - Lymphozyten
und Monozyten. Das Zellsediment bilden Erythrozyten und Granulozyten, welche eine
hohere Dichte besitzen. Der Interphasering wurde mit einer Pasteurpipette vorsichtig
abgenommen und in 45 ml RPMI 1640 mit Glutamax zweimal gewaschen und bei 1300
Umdrehungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellzahl, wie

bereits beschrieben, in der Neubauerziahlkammer bestimmt.
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3.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellsuspensionen, welche nicht am selben Tag verarbeitet werden sollten, wurden zuerst
bei —80C° tiefgefroren und anschliefend in fliissigem Stickstoff bis zur Analyse
gelagert. Als Einfrierlosung wurde eine 10-%ige DMSO-Losung verwendet, bestehend
aus je 40% RPMI 1640 und FCS sowie 20% DMSO. Zellsuspension und Einfrierlosung
wurden im Verhiltnis 1:1 verwendet.

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37C°. Anschliefend wurden die
Zellen mit 500 ul FCS resupendiert und beil2000 U/min (Biofuge 15, Tischzentrifuge
HERAEUS) fiir wenige Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Pellet in 1 ml PBS aufgenommen, die Zellvitalitit und die Zellzahl mittels

Trypanblaufdarbung und Neubauerzdhlkammer erneut bestimmt.

3.1.5 Denaturierung der DNA und in-situ-Hybridisierung

Fir jede Probe wurden Doppelwerte angesetzt, um die Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Telomerldngenbestimmung iiberpriifen zu
konnen. Um die spezifische Telomerfluoreszenz der Zellen zu erhalten, mufl von der
gemessenen mittleren Fluoreszenz, der mit PNA-Probe hybridisierten Zellen, die
Eigenfluoreszenz der Zellen subtrahiert werden, da Leukozyten ein hohes Mal} an
Eigenfluoreszenz besitzen, welches das Ergebnis falsch zu hoch erscheinen lassen
wiirde. Deshalb wurde bei jeder Probe ein sogenannter ,,Leerwert* (,,unstained*) immer
mitgemessen. Somit wurden zur Telomerldngenbestimmung pro Probe vier 1,5 ml
Eppendorf Rohrchen mit je 500 ul PBS und 0,1 %BSA beschickt: Je zwei Rohrchen fiir
den Ansatz mit (,,telomere*) bzw. ohne (,,unstained*) PNA-Probe. Hierin wurden je 2 x
10° Zellen eingesesetzt, bei 12000 U (Biofuge 15) anzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, so daB das Pellet sehr trocken war. Die Zellen wurden im
Hybridisierungsansatz resuspendiert. Zur Bestimmung der Telomerfluoreszenz enthielt
der Hybridisierungsmix telomerspezifische Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierte
PNA-Probe. Man verwendete 100 pl Hybridisierungsmix pro 10° Zellen. Im

Hybridisierungsansatz sind enthalten:
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Stock

Endkonzentration ohne

PNA-Probe ,,unstained**

Endkonzentration mit

PNA-Probe ,,telomere**

IM Tris pH 7,1 20mM (1:50) 20mM (1:50)

10 % BSA 1% (1:10) 1% (1:10)
Formamid 100% | 70% 70 %
PNA-F30ug/ml |- 0,3ug/ml (1:100)
ddH20 X Y

Tabelle 8: Hybridisierungsmix

Der Ansatz wurde mit einer Pipettenspitze gut resuspendiert und im Thermoshaker fiir
10 Minuten bei 80°C denaturiert, so dass die doppelstringige DNA in Einzelstringe
auftrennten. AnschlieBend wurden die Zellen fiir wenigstens 1 Y2 Stunden zur
Hybridisierung bei Raumtemperatur im Dunkeln belassen, um ein spezifisches Binden

der im UberschuB vorhandenen FITC-markierten PNA-Probe an die Telomersequenzen

zu ermdglichen.

Es folgten zwei Waschschritte mit Waschpuffer #1, um iiberschiissige, ungebundene

sowie unspezifisch, gebundene PNA-Probe aus den Proben zu entfernen.

Waschpuffer # 1 Endkonzentration
Formamide 100 % 70%

1 M TRIS 10 mM (1:50)

10 % BSA 0,1% (1:100)
Tween 20 10% 0,1% (1:100)

dd H20 X

Tabelle 9: Waschpuffer 1

Man fiigte 1 ml Waschpuffer #1 pro Rohrchen hinzu und resuspendierte. Bei 2800
Umdrehungen und 10 Minuten wurden die Ansitze in der Megafuge (Heraeus) bei 4°C

zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 100 pl abgesaugt und nochmals mit einem

Milliliter Waschpuffer #1 gewaschen, resuspendiert und zentrifugiert (s.o.).

Wiederum wurde der Uberstand abgenommen und mit 1 ml Waschpuffer #2 gewaschen.
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Waschpuffer # 2 Endkonzentration
10 % BSA 0,1% (1:100)
Tween 20 10% 0,1% (1:100)

PBS X

Tabelle 10: Waschpuffer 2

In der Megafuge (Heraeus) wurde fiir 10 Minuten bei 2000 Umdrehungen und 4°C

zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 50 pl abgenommen.

3.1.6 DNA-Gegenfiarbung mit Propidiumiodid (PI)

Es folgte die Firbung der DNA mit Propidiumiodid (PI). Pro 10° Zellen wurden 100ul
Losung verwendet. Da sich die Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe FITC und
PI bei einer bestimmten Konzentration iiberschneiden, wurde die PI-Konzentration
suboptimal gewihlt, so dass eine Interaktion zwischen emittierter DNA-Fluoreszenz
(PI) und spezifischer Fluoreszenz fiir Telomer-repeats (FITC) weitestgehend vermieden
werden konnte. Aufgrund dieser Konzentration war die Trennung nach
Leukozytensubpopulation bei der anschlieBenden Messung und Auswertung ein wenig

eingeschrinkt. In der Losung sind enthalten:

Pi/RNAse T1 Losung Endkonzentration
Pi 0,06 pg/ml 0,6% (1:167)
RNAse T1 1000 U/ml (1:100)

10 % BSA 0,1% (1:100)

PBS X

Tabelle 11: PI-Losung

Die Zellen wurden in der PI-Losung gut resuspendiert und in FACS-Rohrchen
tiberfiihrt. Inkubiert wurde fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln. Danach
konnte man die Zellen bei 4°C fiir maximal zwei Tage bis zur durchflulzytometrischen

Analyse aufbewahren.
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3.1.7 Messung

Die Messung der Telomerfluoreszenz erfolgte am FACSCalibur (Becton Dickinson)
mittels DurchfluBzytometrie. Die Durchflu3zytometrie ist eine Methode zur Analyse
von Einzelzellen in Suspension auf der Grundlage von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften. Zellen konnen tiber die Lichtstreuung im Dunkelfeld nach ihrer
GroBe und Granularitit beurteilt werden. In der Fluoreszenzbetriebsart werden
Zelleigenschaften untersucht, die mit der Bindung von Fluorochromen iiber Antikorper
an Oberflachenmolekiilen assoziiert sind oder, wie in der vorliegenden Arbeit, iiber
fluoreszenz-markierte Molekiile, welche intrazellulir binden.

Bei Leukozyten wird im Engwinkel zum Laserstrahl (foward scatter, FSC) die
ZellgroBe und im rechten Winkel (side scatter, SSC) die Zellgranulariédt bestimmt. Die
FITC-markierte PNA-Probe wird mit dem Argonlaser bei einer Wellenldnge von 488
nm angeregt und die Telomerfluoreszenz im FL1-Kanal gemessen. Der DNA-Gehalt
der Zellen, der durch die Propidiumiodid-Fluoreszenz wiedergegeben wird, wird im FL-
3-Kanal gemessen und ldsst eine Abgrenzung der 2n-Population von den 4n-
Populationen zu.

Zur Erhebung der Werte am DurchfluBcytometer (FACSCalibur) wurden die Zellen

unter folgendem Setting linear gemessen (FL3 je nach PI-Konzentration):

Signal Spannung [Volt] Signalverstirkung
FSC E-1 8
SSC 345 4
FL1 775 4
FL3 500 4

Tabelle 12: Setting

Zur Darstellung der 2n-Population der Zellen wurde ein Streulichtdiagramm (Dot-Plot)
gewdhlt, dabei wurde die FSC-Lichtintensitéit (Abszisse; lineare Darstellung) gegen die
Lichtintensitit des DNA-Farbstoffes im FL3-Kanal (Ordinate; lineare Darstellung)
aufgetragen. Die gewiinschte diploide Leukozytenpopulation stellt sich dabei als
abgrenzbare, zusammenhingede Zellwolke in der Mitte des Diagramms dar. Diese

Wolke wurde durch ein Fenster abgegrenzt (Region 1, R1 in Dot-Plot A, Abbildung 7)
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und nur diese Zellen wurden bei der Auswertung beriicksichtigt. Um die
Vergleichbarkeit der Proben untereinander zu gewihrleisten, wurden die Messungen
solange fortgefiihrt, bis im Gate R1 50000 Ereignisse gezdhlt waren. Die
Lichtintensititen des FITC-Farbstoffes wurden jeweils fiir die unterschiedlichen
Leukozytensubpopulationen in einem Histogramm dargestellt. Dazu wurde die
Lichtintensititen des FITC-Farbstoffes im FL1-Kanal auf der Abszisse (lineare
Darstellung) gegen die Anzahl der pro Intensitit gemessenen Ereignisse auf der
Ordinate (linare Darstellung) aufgetragen.

Um Daten verschiedener Experimente an diversen Tagen zu vergleichen und um die
taglichen Schwankungen der einzelnen Komponenten des DurchfluBzytometers, sowie
Abweichungen der Laserintensitit und -ausrichtung korrigieren zu konnen, wurden zu
Beginn und am Ende eines jeden Experiments FITC-markierte ‘beads” (Flow Cytometry
Standards Corporation) in PBS 0,1% BSA gemessen. Die ‘bead’-Losung enthilt vier
Populationen FITC-markierter Teilchen , die alle mit einer unterschiedlichen definierten
Anzahl von Fluoreszenzmolekiilen (molecules of equivalent soluble fluorochrome,
MESF) versehen sind (zwischen 3000 und 50000 MESF-Einheiten). Die vor und nach
jedem Experiment gemessene mittlere Fluoreszenz fiir jede der vier verschiedenen
Fluoreszenzpeaks wurde benutzt, um eine Kalibrationskurve zu erstellen und so die
Umrechnung der gemessenen Fluoreszenzintensititen in die Fluoreszenzeinheit MESF

zu ermoglichen.

3.1.8 Auswertung

Bei der Auswertung mit dem Programm Cell Quest (Becton Dickinson) wurde in Dot-
Plot A die 2n-Population der Zellen untersucht (Region 1, R1 in Dot-Plot A), die bei
ihrer Auftrennung nach unterschiedlicher GroBe (foward scatter, FSC) und Granularitit
(side scatter, SSC) zwei Subpopulationen der Leukozyten, ndmlich Lymphozyten
(Region 2, R2 in Dot-Plot B) und Granulozyten (Region 3, R3 in Dot-Plot B) zeigte.
Nur die Lichtintensititen der in R2 und R3 enthaltenen Ereignisse wurden in
Histogrammen dargestellt und geben zum einen die Eigenfluoreszenz (hellgrau) der

Lymphozyten und zum anderen die Telomerfluoreszenz (dunkelgrau) der Lymphozyten
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in Channels wieder (Histogramm C). Ebenso verhilt es sich fiir die Granulozyten
(Histogramm D), wobei die Granulozyten allerdings eine hohere Eigenfluoreszenz als
die Lymphozyten zeigen.

Die mittlere spezifische Telomerfluoreszenz (M1) der Granulozyten bzw. Lymphozyten
wurde durch Subtrahieren der durchschnittlichen Fluoreszenz der Leerwerte
(Probenansatz ohne PNA-Telomerprobe, ,unstained) von den durchschnittlichen
Fluoreszenzwerten des gleichen, aber mit der FITC-markierten PNA-Probe (,,telomere*)

hybridisierten Probenansatzes ermittelt.
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Abbildung 7: Beispiel einer Auswertung von Telomerfluoreszenzmessungen an
Leukozytensubpopulationen

Zur Umrechnung der mittleren Telomerfluoreszenz von Lymphozyten oder
Granulozyten in kMESF wurden diese Differenzen durch 10° und durch die Steigung
(slope) der Geraden, die aus den gemessenen Fluoreszenzen der FITC-markierten
Kalibrationsbeads erhoben wurden, dividiert:
Telomerldnge in kMESF = gemessene Channels / 1000 / slope
(bei einer Messung in FLI von 775 x 4)
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Um die Telomerlidnge in kb angeben zu konnen, muss die Telomerfluoreszenz —
gemessen in KMESF Einheiten - anhand der folgenden Formel umgerechnet werden

(Rufer et al., 1998):

kb = MESF-Einheiten * 10° * 0,02604 * 0,019

Da die Telomerldnge einen altersabhéngigen Parameter darstellt, ist es erforderlich eine
Altersadaption der individuellen Messungen durch Vergleich mit Messungen in
gesunden Kontrollindividue durchzufiihren. Daher wurden die erhaltenen Ergebnisse
der Proben mit den Telomerldngen der altersadaptierten gesunden Kontrollpopulation,
die von Rufer und Briimmendorf et al. 1999 beschrieben wurde, verglichen. Errechnet

wurden diese Werte der altersadaptierten Kontrolle mit den Formeln fiir

Granulozyten = 15,96 — 0,079 x Alter
Lymphozyten = 18,48 — 0,119 x Alter

Die Differenz (altersadaptierte Telomerlinge der Granulozyten, ATelg., bzw.
altersadaptierte Telomerlidnge der Lymphozyten, ATelympn) aus diesem Vergleich
verdeutlichte dann das Ausmall der individuellen Streuung innerhalb des
Patientenkollektivs (Empfinger und Spender) und im Vergleich zur gesunden

Kontrollpopulation (Rufer, Brimmendorf et al., 1999).

3.1.9 Plausibilitiatskontrolle

Die Plausibilitdtskontrolle betrifft die Kontrolle des Musters der Analysenwerte eines
Patienten. Sie soll Diskrepanzen und unplausible Ergebniskonstellationen durch
Extremwertkontrolle, Konstellationskontrolle oder Vorwertvergleich aufdecken und
eliminieren diirfen.

In dieser vorliegenden Arbeit mussten keine Werte ausgeschlossen werden.
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3.1.10 Prizisionskontrolle

3.1.10.1 Prizisionskontrolle mittels peripherer mononukledrer Zellen

Zur Qualitéitssicherung der erhobenen Ergebnisse wurde eine Prizisionskontrolle in
Anlehnung an die CUL (Clinically useful limits-) Kriterien von Schoen ef al.
durchgefiihrt (Schoen et al., 19989). Unter Prizision versteht man die gegenseitige
Anniherung voneinander unabhingigen Messergebnissen bei mehrfacher Anwendung
einer Methode und macht Aussagen iiber die Zuverlidssigkeit einer Methode, die durch
verschiedene Personen, mit verschiedenen Gerdten und an verschiedenen Tagen
durchgefiihrt wird. Sie dient als Kenngrofe fiir den zufélligen Fehler, der prinzipiell bei
jeder Analyse unvermeidbar ist und auf verschiedenen Faktoren, wie z.B.
Temperaturschwankungen wihrend der Inkubation, Anzahl der Pipettierschritte,
Stabilitdt des Messgerites und menschliche Fehler, beruhen kann. Ausgedriickt wird die
Prizision  durch  Standardabweichungen  und  Variationskoeffizient. =~ Die
Standardabweichung ist ein MaB fiir die Streuung der Werte eines Kollektivs um den
Mittelwert und der Variationskoeffizient gibt an, wie viel Prozent vom arithmetischen
Mittelwert die Standardabweichung betrdgt. Zur Durchfithrung der Prizisionskontrolle
wurden periphere mononukledre Zellen von Patienten mit Lymphomen und aus
verschiedenen Buffy coats gesunder Spender gewonnen: Die durch Ficollisieren des
Kontrollmaterials gewonnenen peripheren mononukledren Zellen stellten jedes fiir sich
eine Kontrollpopulation dar, die bei bis zu 100 Testreihen mitgefiihrt werden konnten.
Die ficollisierten mononukledren Zellen jedes einzelnen Kontrollmaterials wurden zu
diesem Zweck in Aliqots mit etwa 3 x 10’ Zellen eingefroren und Aliquot von
mindestens zwei Kontrollpopulationen zu jeder Probenmessreihe aufgetaut.
Anschliefend wurden sie genauso wie die Patientenproben weiterbehandelt (s.0.) und

am Anfang jeder Testreithe am FACSCalibur gemessen und ausgewertet.

3.1.10.2 Berechung der Kontrollgrenzen und Ausschlusskriterien von
Testreihen

Die mittlere gemessene Telomerlidnge der mitgefiihrten Kontrollpopulationen wurden

iber die Zeit dokumentiert. Nachdem die Aliquots einer Kontrollpopulation verbraucht

waren, wurde mittels dem Statistikprogramm SigmaStat (Version 2.0, SPSS Science)

von den dokumentierten Ergebnissen der Mittelwert (x) und die Standardabweichung
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(s) berechnet. Die Kontrollgrenzen wurden anschlieBend ach den CUL-Kriterien als
zweimal die Standardabweichung (2s) festgelegt (Schoen et al., 1989; Fraser und
Petersen, 1993). Dabei liegen bei normalverteilten Messwerten 95,5% aller Werte
innerhalb von zwei Standardabweichungen zu beiden Seiten eines Mittelwertes.

Lagen die Kontrollwerte an einem Testtag auBerhalb der 2s-Grenzen, entfiel die
gesamte Testrethe und die Ergebnisse der analysierten Proben wurden in keiner
weiteren statistischen Auswertung mehr beriicksichtigt.

Nach diesen Kriterien wurden im Zeitraum von November 1999 bis November 2001 12
(7%) von insgesamt 171 Testreithen unserer Arbeitsgruppe ausgeschlossen, d.h. 159
Experimente gingen in die weitere statistische Auswertung ein. Fiir diese vorliegende
Arbeit bedeutet dies, dass bei drei Patienten Experimente ausgeschlossen werden
mussten, welche einen Verlauf iiber die Zeit (Folgewerte) demonstrieren sollten.

Der durch die Ergebnisse der einzelnen Kontrollpopulationen ermittelte

Variationskoeffizient schwankte zwischen 17 und 27%.

3.1.11 Statistische Auswertung der Studie

Fir die statistische Auswertung wurden folgende Methoden mittels den
Statistikprogrammen SigmaStat (Version 2.0; SPSS Science) und Jump® (Version 4.0;
SAS Institute Inc.) benutzt: Zum Vergleich der mittleren Telomerlidngen der peripheren
Blutleukozytensubpopulationen von Stammzellempfangern mit ihren
korrespondierenden Spendern wurde der t-Test fiir verbundene Stichproben (paired t-

Test) angewandt.

3.2 Telomerlingenbestimmung an phdnotypisch definierten

Leukozytensubpopulationen mittels Multi-Color-Flow-FISH

Die Telomerldnge der einzelnen Zellen wurde durch das oben beschriebene Flow-FISH
Protokoll gemessen (Rufer er al., 1998). Die Zellpopulationen im peripheren Blut
wurden aufgrund ihrer Grofe und Granularitdt getrennt. So war eine Unterscheidung

zwischen lymphozytiren und myeloischen Zellen moglich, nicht jedoch eine weitere
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Differenzierung zwischen Subpopulationen dieser Zellreihen. Eine Aufreinigung der
Subpopulationen, z.B. iiber immunogenetische Affinitdtssonden, ist fiir die klinische
Routine zu arbeitsintensiv. So wurde der Versuch unternommen, die Flow-FISH
Methode mit Oberflichenfarbungen zu kombinieren. Die Eiweil-denaturierenden
Bedingungen des Flow-FISH Protokolls mit Inkubationen bei 80°C fiir 10 Minuten und
Waschschritten mit 70% Formamid, schlossen eine konventionelle
Oberflichenmarkierung im Anschlul an das Protokoll aus. Batliwalla er al.
entwickelten eine neue Methode, welche eine Telomerldngenbestimmung mit Flow-
FISH bei gleichzeitiger Analyse der Oberflichenmarker erlaubt. Diese neue Methode
bedient sich  kovalenter = Bindungen zwischen der Zelloberfliche und
Antikorperkomplexen, welche mit hitzestabilen Fluorochromen konjugiert sind. Im
Anschluf3 wurde die Flow-FISH Methode, wie unter 3.1.5 beschrieben, durchgefiihrt.
Das Protokoll sieht folgende Arbeitsschritte vor: Auftauen, Nativ-Antikorperfarbung,
Fluorochromfidrbung, Crosslinking und anschlieBender Flow-FISH. Dazwischen

erfolgten diverse Waschschritte.

3.2.1 Aufarbeitung der Zellen mittels Ficoll

Die Gewinnung der Zellen erfolgte mittels Ficoll-Paque (Gradienten Zentrifugation),

Aufnahme in 10%iger DMSO-L6sung in Medium und Lagerung in fliissigem Stickstoff.

3.2.2 Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, mit 500 ul FCS resuspendiert und
fiir wenige Sekunden bei 12000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt,
das Pellet in 500 pul PBS und 5% FCS resupsendiert und mit Hilfe einer

Neubauerzihlkammer die Zellzahl sowie die Vitalitit der Zellen bestimmit.
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3.2.3 Nativ-Antikorperfarbung

Zur Ermittlung der Telomerldnge wurden fiir jeden Ansatz jeweils in ein 1,5 ml
Eppendorf-Rohrchen 3 x 10° Zellen pipettiert, wiederum ein Rohrchen fiir die
telomerspezifische Fluoresceininsothiocyanat (FITC)-markierte PNA-Probe
(,,telomere®, tel.) und ein Rohrchen fiir den Leerwert ohne PNA-Probe (,,unstained®,
unst.).

Es wurden die nativen Antikorper mit je 7 pl IgG1 als Negativkontrolle, sowie CD14,
CD3 und CD20, vorgelegt. Hinzukamen die 3 x 10° Zellen und 50 ul PBS. Es wurde
gut resuspendiert und fiir 25 Minuten auf Eis inkubiert. Hieran schloss sich eine 5-
miniitige Inkubationszeit mit 1 ml PBS pro tube und Zentrifugation bei 1200U/min bei
4°C an.

3.2.4 Fluorochromfirbung

Der Uberstand wurde bis auf 50 ul abgesaugt und im abgedunkeltem Raum 7 ul Cy-5
(Fluorochrom) aufpipettiert und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde

zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und auf 80ul abgesaugt.

3.2.5 Crosslinking

Nun folgte die kovalente Bindung mit dem BS3 (Bissulfosuccinimidylsuberate)-
Antikorper: einem wasserloslichen, nicht-spaltbaren Crosslinker, welcher mit priméren
Aminen reagiert und so eine kovalente Bindung zwischen Antikorper-Fluorochrom-
Komplex und Zelloberfldache resultiert. BS3 wurde mit einer Endkonzentration von
ImM auf die Zellsuspension pipettiert, resuspendiert und fiir weitere 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Die iiberschiissige Reagenz wurde mit 1 ml Stoppreagenz ( 100 mM Tris und
150 mM NaCl) bei 30 Minuten Inkubation auf Eis und anschlieBender Zentrifugation

entfernt. Der Uberstand wurde - soweit moglich - vollig entfernt.
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3.2.6 Konventionelle Flow-FISH Methode

Es folgten die in Kapitel 3.1.5 beschriebenen Schritte der Flow-FISH zur Ermittlung der

Telomerlidngen in den einzelnen Zellen.

3.2.7 Messung und Auswertung

Die Messung und Auswertung der Telomerlidnge erfolgten am FACS-Calibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) und mit dem Auswertungsprogramm Cell Quest
(Becton Dickinson) wie unter 3.1.7 bzw. 3.1.8 bereits beschrieben. Ergénzt werden
sollte, dass 1in FL-1 das Telomerfluoreszenzsignal auf einer linearen Skala akquiriert
wurde, wihrend in FL-4 fiir das Oberflachenfluoreszenzsignal eine logarithmische
Skala verwendete wurde.

Abbildung 8 zeigt ein Beispiel einer Auswertung von Telomerfluoreszenzmessungen an
Leukozytensubpopulationen mittels Multi-Color-Flow-FISH. Bei der Auswertung mit
dem Programm Cell Quest (Becton Dickinson) wurden in Plot A die 2n-Population der
Zellen untersucht, die bei ihrer Auftrennung nach unterschiedlicher GroBe und
Granularitdt zwei schwache Populationen in R2 zeigt (Plot B): Lymphozyten und
myeloische Zellen. Aufgrund der Nativ-Antikorperfarbung zeigt Plot C in R3 die CD20
positiven Zellen der Region R2 in Plot B: die B-Lymphozyten. Hingegen zeigt R4 die
CD20 negativen Zellen aus R2: T-Lymphozyten und myeloische Zellen. Mittels M1 in
Histogramm E kann die mittlere spezifsche Telomerfluoreszenz der CD20 positiven
Zellen durch Subtrahieren der durchschnittlichen Fluoreszenz der Leerwerte
(Probenansatz ohne PNA-Telomerprobe, rot dargestellt) von den durchschnittlichen
Fluoreszenzwerten des gleichen, aber mit der FITC-markierten PNA-Probe (grau
dargestellt) ermittelt werden. Die Negativkontrolle wurde mittels I[gG1-Firbung
durchgefiihrt (nicht dargestellt).
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Abbildung 8: Beispiel einer Auswertung von Telomerfluoreszenzmessungen an
Leukozytensubpopulationen mittels Multi-Color-Flow-FISH
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4 Ergebnisse

4.1 Telomerlinge in peripheren Blutleukozyten von

Patienten nach haploidenter Stammzelltransplantation

Die Telomerldngendynamik wurde an peripheren Blutleukozyten von Patienten nach
allogen-haploidenter und allogen-familidrer Stammzelltransplantation und deren
Spendern untersucht. Zum Patientenkollektiv gehorten siebzehn {iiberwiegend
pidiatrische Patienten, von denen zwei aufgrund des fehlenden kompletten
Spenderanteils (Chimédrismus < 95%) von weiteren Analysen ausgeschlossen werden
mussten.

Um sicher zu gehen, dass die untersuchten Zellen im Empfingerblut den
transplantierten Spenderzellen entsprechen, stiitzte man sich auf die Ergebnisse der
Chimirismusanalyse. Ziele der Transplantation sind ein dauerhafter Chimérismus und
eine gegenseitige Immuntoleranz von Empfénger und Transplantat. Unter Chiméren
versteht man im medizinischen Sprachgebrauch Individuen mit zwei Blutgruppen bzw.
immungenetisch unterschiedlichen himatopoetischen Systemen. Durch
Knochenmarktransplantation wird ein vollstindiger Chimédrismus (Chimirismus von
100%) angestrebt. Uberleben himatopoetische Stammzellen des Empfingers, entsteht
ein  gemischter  Chimédrismus. Die  Chimédrismusanalyse nach  allogener
Stammzelltransplantation erfolgte durch Darstellung von single-locus Polymorphismen
nach PCR (Polymerasekettenreaktion) und Polyacrylamid-Elektropherese aus
peripherem Blut. Diese Analysen erfolgten am selben Tag wie die Untersuchungen zur
Telomerlidngenbestimmung.

In die Auswertung eingeschlossen wurden die verbleibenden fiinfzehn Patienten im
Alter zwischen sechs Monaten und fiinfzig Jahren (durchschnittliches Alter 12,3 Jahre)
im Durchschnitt am Tag 434 (zwischen Tag 28 und 1521) nach Transplantation. Die zu
Grunde liegenden Erkrankung der Patienten konnen den Tabellen 5 bis 7 enthommen
werden. Die transplantierte Zellzahl an CD34+ Zellen lag im Durchschnitt bei 2 x 10’
(zwischen 4,2 x 10° und 4 x 107). Die jeweiligen Spender waren zwischen 17 und 53

Jahre alt (Durchschnitt 32,9 Jahre).
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Empfinger | Myeloische Zellen SD Lymphozyten SD
in kKMESF in kMESF

1 15,4 0,5 12,0 1,0
2 9,2 0,9 15,7 1,2
3 7,5 0,1 12,7 1,1
4 13,6 0,1 16,0 0,5
5 12,0 0,6 17,3 0,0
6 15,0 2,5 - -

7 14,1 1,7 - -

8 12,0 0,2 - -

9 13,0 0,7 13,1 0,4
10 8,2 0.8 8,0 0,5
11 13 2,2 12,4 0,3
12 14,6 1,1 - -

13 17,0 0,2 16,4 0,5
14 6,6 0,2 13,0 0,8
15 10,3 0,3 9,0 1,0

Tabelle 13a: Linge der Telomerenden in Empfingerzellen nach allogen-haploidenter
Stammzelltransplantation.

Spender Myeloische Zellen SD Lymphozyten SD
in KMESF in KMESF
1 13,0 0,1 12,6 0,4
2 10,6 0,6 15,2 0,3
3 8,5 0,4 13,6 0,8
4 13,7 23 13,8 1,6
5 15,6 33 19,0 3,8
6 15,9 0,5 15,3 0,7
7 19,6 0,8 26,9 3,0
8 9,9 0,9 10,2 0,4
9 13,2 0,4 13,0 0,9
10 8,7 0,2 10,2 0,2
11 14,0 0,2 12,3 0,0
12 17,1 0,9 15,4 1,1
13 19,1 2,0 16,1 1,8
14 8,2 0,0 13,0 0,7
15 7,7 2,0 10,5 0,7

Tabelle 13b: Linge der Telomerenden in Spenderzellen nach allogen-haploidenter
Stammzelltransplantation.
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Piarchen  Delta TEL Myeloische Zellen Delta TEL Lymphozyten

(Spender-Empfinger) (Spender-Empfinger)
in KMESF in KMESF

1 2,4 0,6

2 1,4 -0,5

3 1,0 0,9

4 0,1 2,2

5 3,6 1,7

6 0.9 -

7 5.5 -

8 -2,1 -

9 0,2 -0,1

10 0,5 2,2

11 1,0 -0,1

12 2,5 -

13 2,5 -0,3

14 1,6 0,0

15 -2,6 1,5

Tabelle 14: Vergleich der Telomerlingendynamik von Empfingern und Spendern (delta
TEL) in Myeloischen Zellen und Lymphozyten

4.1.1 Vergleich der ermittelten Telomerwerte mit altersadaptierten

Kontrollen

Die Telomerldnge der in Tiibingen haploident-transplantierten Patienten, bestimmt
durch die Flow-FISH Methode, betrug im Durchschnitt fiir myeloische Zellen
12,1 + 3,22 kMESF (Mittelwert + SD) und fiir Lymphozyten 13,2 + 2,9 kMESF
(Mittelwert + SD); siehe Abbildungen 9 und 10. Auch an diesem Patientengut lédsst sich
eine grofle interindividuelle Streubreite der Telomerenden konstatieren: Die Linge der
Endkappen der Chromosomen variierten in myeloischen Zellen zwischen 6,6 und 17

kMESF und in Lymphozyten zwischen 8 und 17,3 kKMESF.
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Telomerwerte in kKMESF
fir myeloische Zellen der Empfanger

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
# der Empfanger

Abbildung 9: Telomerwerte in KMESF fiir Myeloische Zellen der Empfinger

Telomerwerte in KMESF
fr Lymphozyten in Empfanger

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
# der Empfanger

Abbildung 10: Telomerwerte in KMESF fiir Lymphozyten der Empféanger
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Vergleicht man die gemessenen Telomerwerte mit einer altersadaptierten, gesunden
Normalbevolkerung, so ergibt sich ein Defizit von 2,9 KMESF fiir myeloische Zellen
und 4,3 KMESF fiir Lymphozyten. Errechnet wurden diese Werte der altersadaptierten

Kontrolle nach Rufer, Brimmendorf ef al., mit den Formeln fiir

Myeloische Zellen = 15,96 — 0,079 * Alter
Lymphozyten = 18,480,119 * Alter

L Niiml_sHmEN

J1 2 3 7 9 10 11 L12J]13] 14 15

delta altersadaptierte Werte -
Telomerwerte fiir myeloische Zellen in KMESF

# der Empfanger

Abbildung 11: Telomerlingen in myeloischen Zellen der Empfinger im Vergleich zur
altersadaptierten Normalpopulation Die Differenz wurde durch Substrahieren der
gemessenen Telomerwerte von den altersadaptierten Werten ermittelt. Positive Werte bedeuten,
dass die Telomere nach Transplantation im Vergleich zur Normalbevolkerung verkiirzt sind.
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Empfinger Myeloische Zellen Altersadapierte Delta

in KMESF Kontrolle Altersadapt.- myelo.Zellen
1 15.4 15,9 0,5
2 9,2 15,2 6.0
3 7,5 15,5 8,0
4 13,6 15,0 1.4
5 12,0 14,2 2,2
6 15,0 12,0 -3,0
7 14,1 15,5 1.4
8 12,0 14,9 2,9
9 13,0 15,1 2,1
10 8,2 15,7 7,5
11 13 15,6 2,6
12 14,6 13,7 -0,9
13 17,0 15,8 -1,2
14 6.6 15,1 8,5
15 10,3 15,6 5.3

Tabelle 15a: Telomerlinge in Myeloischen Zellen des Empfingers im Vergleich zur
altersadaptierten Kontrollpopulation

Empfinger Lymphozyten Altersadapierte Delta

in KMESF Kontrolle Altersadapt. - Lymphozyten

1 12,0 18,4 6,4
2 15,7 17,3 1,6
3 12,7 17,8 5,1
4 16,0 17,0 -0,6
5 17,3 15,9 -1,4
6 . - -

7 ; , ,

8 ; , ,

9 13,1 17,3 4,2
10 8,0 18,0 10,0
11 12,4 18,0 5,6
12 - - -

13 16,4 18,2 1,8
14 13,0 17,2 4,2
15 9,0 17,9 8,9

Tabelle 15b: Telomerlinge in Lymphozyten des Empfingers im Vergleich zur
altersadaptierten Kontrollpopulation
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Spender  Myeloische Zellen Altersadapierte Delta

in kMESF Kontrolle Altersadapt. - myelo.Zellen
1 13,0 13,8 0,8
2 10,6 13,2 2,6
3 8,5 13,0 4,5
4 13,7 12,1 -1,6
5 15,6 14,5 -1,1
6 15,9 14,6 -1,3
7 19,6 13,3 -6,3
8 9,9 13,3 34
9 13,2 13,0 -0,2
10 8,7 13,9 5,2
11 14,0 13,4 -0,6
12 17,1 14,0 -3,1
13 19,1 13,6 -5.9
14 8,2 11,7 3,5
15 7,7 13,2 5,5

Tabelle 16a: Telomerlinge in Myeloischen Zellen des Spenders im Vergleich zur
altersadaptierten Kontrollpopulation

Spender Lymphozyten Altersadapierte  Delta

in kKMESF Kontrolle Altersadapt. - Lymphozyten

1 12,6 15,3 2,7

2 15,2 14,3 -0,9
3 13,6 14,0 0,4
4 13,8 12,7 -0,6
5 19,0 16,2 -2,8
6 15,3 16,4 1,1

7 26,9 14,4 -12,5
8 10,2 14,5 4,3

9 13,0 13,9 0,9
10 10,2 15,4 5,2
11 12,3 14,6 2,3
12 15,4 15,5 0,1
13 16,1 14,9 -1,2
14 13,0 12,1 -0,9
15 10,5 14,3 3,8

Tabelle 16b: Telomerlinge in Lymphozyten des Spenders im Vergleich zur
altersadaptierten Kontrollpopulation
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4.1.2 Telomerwerte versus Alter der Spender

Wie im letzten Abschnitt grafisch dargestellt, zeigte sich eine grofe Variabilitit
innerhalb der gemessenen Telomerldngen fiir myeloische Zellen: so konnten Werte
zwischen 6,6 und 17 kMESF ermittelt werden. Unter Beriicksichtigung des Modells von
Harley (,,mitotic clock®, Harley, 1991), dass mit zunehmender Zellteilung eine
progrediente Verkiirzung der Telomere somatischer Zellen, hier am Beispiel peripherer
Blutleukozyten, erfolgt und somit Zellen idlterer Spender kiirzere Telomorenden zeigen
sollten. Die Werte korrelierten vermutlich aufgrund der kleinen Fallzahl nicht
signifikant mit dem Alter der Spender, sondern zeigten lediglich einen Trend (p=0,09):
Je ilter der Spender zum Zeitpunkt der Transplantation war, desto kiirzer waren die

Chromosomenenden in den Empfingern.
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Abbildung 12: Telomerlinge in myeloischen Zellen der Empfinger versus Alter der
Spender

4.2 Telomerlinge in peripheren Blutleukozyten von

Spendern nach Stammzelltransplantation

Die Spender der allogen-haploident und allogen-familidr zu transplantierenden
Patienten waren Verwandte 1. Grades: Geschwister, Eltern und Kindern. Das
Durchschnittsalter lag bei 32,9 Jahren (17 — 53 Jahre). Zur Stammzellsammlung wurden

die Spender mit G-CSF (Granulozyten — Coloniestimulierende Faktoren) behandelt und
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die mobilisierten Stammzellen wurden mittels Leukapherese gewonnen. Als
durchschnittliche Linge der Telomere ergaben sich 13,0 + 4,1 kMESF (Mittelwert +
SD) fiir myeloische Zellen (zwischen 7,7 und 19,5 kKMESF) und 14,5 + 4,2 kMESF
(Mittelwert + SD) fiir Lymphozyten (zwischen 10,2 und 26,9 kMESF), somit waren die
myeloischen Zellen um 0,4 kMESF und die Lymphozyten um 0,1 kKMESF Kkiirzer als die

Altersadaptierte Kontrollpopulation dies hitte erwarten lassen.
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Abbildung 13a: Telomerwerte in KMESF fiir myeloische Zellen der Spender
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Abbildung 13b: Telomerwerte in KMESF in Lymphozyten der Spender
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4.2.1 Vergleich der ermittelten Telomerwerte mit altersadaptierten

Kontrollen

Im Vergleich der Spender mit altersadaptierten Kontrollen ergab sich fiir die
myeloischen Zellen der Spender eine Verkiirzung von 0,4 + 3,7 kMESF (Mittelwert +
SD) und sowie fiir Lymphozyten von 0,1 + 1,9 kMESF (Mittelwert + SD). Diese
Verkiirzung ist nicht signifikant. Dies bedeutet, dass die Mobilisation keine
detektierbare Auswirkung auf das replikative Potential der Stammzellreserve der
Spender gegeniiber der altersadaptierten Kontrollpopulation hat (kleine Fallzahl). Die
Werte der altersadaptierten Kontrollen wurden mit der obengenannten Formel ermittelt.
Allerdings ist ein groBer interindividueller Unterschied innerhalb der Telomerldngen
bekannt (Rufer, Briimmendorf et al., 1999). Abbildung 14 verdeutlicht diese
Heterogenitit deutlich, indem die Differenz zwischen altersadaptierten Kontrollen und

myeloischen Zellen der Spender dargestellt wird.
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delta altersadaptierte Werte -
Telomerwerte fiir myeloische Zellen in KMESF

# der Spender

Abbildung 14: Telomerlingen in myeloischen Zellen der Spender im Vergleich zur
altersadaptierten Normalpopulation. Die Differenz wurde durch Subtrahieren der
gemessenen Telomerwerte von den altersadaptierten Werten ermittelt. Positive Werte, dass die
Telomere nach Transplantation im Vergleich zur Normalbevolkerung verkiirzt sind.



51

4.2.2 Telomerwerte versus Alter der Spender

Tridgt man die ermittelte Telomerldnge fiir myeloische Zellen in kKMESF der Spender
gegen das Alter des Spenders auf, so ergibt sich eine negative Regressiongerade: Mit
zunehmenden Alter verkiirzen sich die Enden der Chromosomen (Abbildung 15). Diese
Beobachtung wurde fiir andere Kollektive bereits beschrieben (Rufer, Briimmendorf et

al., 1999; Akiyama et al.,2000).

24 ]

25 ] R =-0,41
] SD =3,79

20 ¢ o N=15

18 P=0,132

164
14 ]
12.]
10
g
6
4]
P

Telomerwerte in KMESF

Alter des Spenders

Abbildung 15: Telomerlinge in myeloischen Zellen der Spender versus Alter der Spender

4.2.3 Auswirkungen der Stammzell-Mobilisation auf den Spender

Im folgenden sollte versucht werden, die Auswirkungen der Stammzell-Mobilisation
durch Wachstumsfaktoren (G-CSF: Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor) auf
die Telomerldnge zu detektieren. Die Entnahme stellt fiir den Spender eine
himatopoetische Stresssituation dar, die durch Expansion der verbleibenden
Stammzellen kompensiert werden muss. Dazu konnten von sechs Spendern periphere

Blutleukozyten vor und nach Mobilisation analysiert werden.
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Spender Differenz pria-post Mobilisation Differenz pri-post Mobilisation

fiir myeloische Zellen fiir Lymphozyten
in KMESF in KMESF

1 -3,1 2,1

2 1,1 -5,9

3 -0,1 4

4 2,5 -

5 9,2 -5,9

6 9,2 7,6

Tabelle 17: Auswirkungen der Mobilisation peripherer Stammzellen des Spenders auf die
Telomerlingen in Myeloischen Zellen und Lymphozyten

Dieses Kollektiv enthielt Spender im Alter zwischen 25 und 61 Jahren (Durchschnitt
36,2 Jahre). Die hier ermittelten Werte der Telomerldngen ergaben vor Mobilisation
14,1 + 4,2 kKMESF (Mittelwert + SD) fiir myeloische Zellen und 15,3 + 4,1 kKMESF
(Mittelwert + SD)fiir Lymphozyten.

Nach Mobilisation zeigte sich eine durchschnittliche Telomerverkiirzung in
myeloischen Zellen um 0,1 + 6,1 kKMESF (Mittelwert + SD) gegeniiber der Analyse vor
Mobilisation. Die Lymphozyten hingegen verkiirzten sich um 0,5 + 6,0 kKMESF
(Mittelwert + SD). Abbildung 17 zeigt die Telomerldngen in myeloischen Zellen der
Spender vor und nach Mobilisation. Zu erkennen ist, dass die Mobilisation mit G-CSF
unterschiedliche Konsequenzen auf die Telomerlingen der myeloischen Zellen zeigt:
Drei von sechs Spendern zeigten eine Verkiirzung ihrer Telomere. Diese betrug
zwischen 1,1 und 9,2 KMESF. Bei zwei Spendern verldngerten sich die Telomere
mobilisationsbedingt um 3,1 bzw. 9,2 kMESF. Die Telomere des letzten Spenders

(Nummer 3) blieben in ihrer Linge konstant.
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Abbildung 16: Auswirkung der Mobilisation auf die Telomerlinge in myeloischen Zellen

Abbildung 17 veranschaulicht die Wirkung der Mobilisation auf die Telomerlidngen in
Lymphozyten. Bei Spender # 4 konnte nur ein Wert erhoben werden, da bei der Analyse
durch die Flow-FISH Methode vor Mobilisation die Lymphozytenpopulation nicht
eindeutig von den myeloischen Zellen zu trennen waren. Bei den verbleibenden fiinf
Spendern mit Werten vor und nach Mobilisation zeigte sich eine Verkiirzung von 0,5 +
6,0 KMESF (Mittelwert + SD). Der Abbildung 17 ist zu entnehmen, dass aufgrund der
Heterogenitit der Effekte keine definitive Aussage gemacht werden darf. Beobachtet
wurden Verldngerung der Telomerrepeats zwischen 2,1 und 5,9 KMESF, aber auch

Verkiirzung zwischen 4 und 7,6 kKMESF.
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Abbildung 17: Auswirkung der Mobilisation auf die Telomerlinge in Lymphozyten
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4.3 Vergleich der Telomerlingen zwischen Empfianger und
Spender nach allogen-haploidenter Megadose-

Stammzelltransplantation

Um den in vivo Effekt der Transplantation auf die hdmatopoetischen Stammzellen
detektieren zu konnen, wurden am selben Tag die Telomere in Granulozyten und
Lymphozyten von Empfiangern und Spendern nach Transplantation gemessen. So lassen
sich die Spenderzell-Telomere im Spenderblut mit den Spenderzell-Telomeren im
Empfingerblut (bei einem Chimérismus von 100%) vergleichen. Auflerdem stellt dieser
paarweise Vergleich gleichzeitig eine interne Kontrolle iiber die verschiedenen
Analysetage dar. Durch diesen Vergleich konnte gezeigt werden, dass die Telomerlinge
in myeloischen Zellen der Empfinger um durchschnittlich 0,9 + 0,6 kKMESF (Mittelwert
+ SD) kiirzer ist als in denen der jeweiligen Spender (12,1 kKMESF versus 13,0 kKMESF)
— sieche Abbildung 18a. Fiir Lymphozyten konnte ein Unterschied von 1,3 +1,2 kMESF
(Mittelwert + SD) gezeigt werden — Abbildung 18b. Uberraschend war bei dieser
Auswertung jedoch, dass drei der fiinfzehn Empfinger eine Verldngerung ihrer
Telomere um 2,5 KMESF im Vergleich zu ihren jeweiligen Spendern zeigten. Die Werte
fiir delta (Spender-Empfédnger) in myeloischen Zellen und Lymphozyten variierten
stark: So wurden fiir myeloische Zellen Differenzen zwischen —2,6 und + 5,5 kKMESF
und fiir Lymphozyten zwischen -2,2 und + 2,2 kMESF gemessen. Die Zahl der
detektierbaren Lymphozyten am Durchfluzytometer war bei einigen Empfingern kurz
nach der Transplantation zu gering, um eine valide Aussage ihrer Telomerlinge treffen

zu konnen, so dass hier nur zehn Differenzen gezeigt werden kénnen.
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Abbildung 18a: Auswirkungen der Stammzelltransplantation auf die Spenderzellen im
Empfinger am Beispiel der myeloischen Zellreihe. Die Werte der gemessenen
Telomersignale der Empfinger wurden von denen der Spender subtrahiert. Positive Werte
bedeuten eine Verkiirzung der Spendertelomere in Empfiangerblutzellen gegeniiber den
Spenderblutzellen.

# der Parchen

delta Spender-Empfénger fir Lymphozyten in KMESF

Abbildung 18b: Auswirkungen der Stammzelltransplantation auf die Spenderzellen im
Empfinger am Beispiel der lymphatischen Zellreihe. Die Werte der gemessenen
Telomersignale der Empfinger wurden von denen der Spender subtrahiert. Positive Werte
bedeuten eine Verkiirzung der Spendertelomere in Empfingerblutzellen gegeniiber den
Spenderblutzellen.
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4.4 Beziehung zwischen Telomerlinge, Anzahl der
transplantierten Zellen, Alter der Spender, Tage nach
Transplantation, HLLA-mismatch und hidmatologischen

Parametern

4.4.1 Auswirkung der transplantierten Zellzahl an CD34+ Zellen auf die

Telomere in myeloischen Zellen

Basierend auf den in Kapitel 1.3 geschilderten Vorarbeiten sollte untersucht werden, ob
die Zellzahl der transplantierten CD34+ Stammzellen einen Effekt auf die Telomerldnge
in peripheren Blutzellen post transplantationem hat. Die transplantierten Zellen sind im
Empfinger, ihrem neuen Wirt, im Rahmen der Rekonstitution der
Empfingerhdmatopoese einem betrdchtlichen proliferativen Stress ausgesetzt.
Anforderungen an das replikative Potential der transplantierten Zellen konnten von der
zur Verfiigung stehenden Anzahl der transplantierten Zellen abhingen. Das Mal} der
damit verbunden Alterung kann Anhand von Telomerlingenmessungen an
Subfraktionen von myeloischen und lymphozytiren Zellen nach erfolgter allogener
Stammzelltransplantation abgeschitzt werden.

Die Patienten erhielten zwischen 4,2 x 10° und 4 x 10’ aufgereinigte CD34+ Zellen pro
kg Korpergewicht. Im Durchschnitt 2 x 107 pro kg KG. Abbildung 19 stellt grafisch die
Beziehung zwischen transplantierter Zellzahl an CD34+ Zellen und jeweiliger
transplantationsbedingter Telomerverkiirzung der einzelnen Patienten dar: Es zeigt eine
Telomerldngenverkiirzung in myeloischen Zellen von 0,9 kMESF. Die Verminderung
an Telomersequenzen zeigte keine Korrelation mit der transplantierten Zellzahl (R=

0,008; p=0,98).
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Abbildung 19: Auswirkung der transplantierten Zellzahl an CD34+ Zellen auf die
Telomere in myeloischen Zellen. Subtraktion der Telomerldngen von myeloischen Zellen der
Empfinger von denen der Spender versus transplantierte Zellzahl an CD34+ Zellen

4.4.2 Telomerldngenverlust in myeloischen Zellen in Abhingigkeit von
der Zeit nach Transplantation

Zur Beantwortung der Frage nach der zeitlichen Entwicklung der Dynamik des
Telomerverlustes im Zusammenhang mit der Rekonstitution der
Empfingerhdmatopoese wurden Spender-Empfinger Parchen nach Transplantation am
selben Tag analysiert (zwischen 28 wund 1521 nach Transplantation). Der
durchschnittliche Tag nach Transplantation war Tag 434 + 128 (Mittelwert + SD). Es
konnte keine signifikante Korrelation zwischen Verkiirzung der Telomere und Tage

nach Transplantation nachgewiesen werden (R= 0,22; p=0,432).
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Abbildung 20: Telomerlingenverlust in myeloischen Zellen in Abhiingigkeit von der Zeit
nach Transplantation. Subtraktion der Telomerlidngen von myeloischen Zellen der Empfanger
von denen der Spender versus Tage nach Transplantation

4.4.3 Einfluss des Spenderalters auf den Grad des Telomerverlustes in
myeloischen Zellen

Es wurde versucht einen eventuellen Einfluss des Spenderalters auf den Grad des
Telomerverlustes zu detektieren. Zwolf der fiinfzehn untersuchten Patienten erhielten
relativ zu ihrem Alter vorgealterte Blutstammzellen ihrer Eltern. Ein Patient erhielt von
seiner Tochter Stammzellen und zwei der Patienten von ihren gering jiingeren
Geschwistern — siehe hierzu auch Tabelle 6.

Es ergab sich keine Korrelation fiir das Alter des Spenders und die Telomerverkiirzung

in Myeloische Zellen (R=-0,11; p=0,688).



59

LL

& 1 ¢ R=-0,11
S 4 N=15

< | 1 4 P - 0,688
£, ¢ o

& * *
= W
N 0 2 L 2

()

S 2] .

< * %

Q 4

E |

8

s 7

©

Alter des Spenders

Abbildung 21: Einfluss des Spenderalters auf den Grad des Telomerverlustes in
myeloischen Zellen. Subtraktion der Telomerléingen von myeloischen Zellen der Empfinger
von denen der Spender versus Alter des Spenders

4.4.4 Auswirkung der HLA-Diskordanz auf die Telomerverkiirzung in
myeloischen Zellen

Lediglich 25 — 30 % der Patienten, fiir welche eine allogene Stammzelltransplantation
in Frage kommt, verfiigen iiber einen HLA-identischen Geschwisterspender und nur die
Hiilfte der verbleibenden Patienten finden einen HLA-identischen Fremdspender (Peters
et al., 1999). So wird den nichtidentischen Familienspendern als neue Quelle zur
Gewinnung von Stammzellen eine bedeutende Rolle zugeschrieben. Um gegen die
HLA-Barriere hinweg transplantieren zu konnen, werden grole Mengen an CD34+
Stammzellen pro Kilogramm Korpergewicht gewonnen, mittels Positivselektion
angereichert und anschliefend transplantiert. Zur HLA-Typisierung von Empfénger und
Spender werden serologische Tests (,,microtoxicity assay*; Hansen et al., 1992)
verwendet, welche gemeinsame Merkmale in HLA-A, -B und C-Antigenen
identifizieren, sowie PCR-Technik zur Identifkation von HLA-DRB1 und DRBS3.
Hohere Inzidenz an AbstoBungsreaktionen, langanhaltende Immundefizienz bis hin zum
volligen Versagen des Transplantats sind beschriebene Folgen einer Transplantation

gegen eine erhohte HLA-Barriere (Lamb et al., 1996; Kook et al., 1996). Um zu
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untersuchen, ob der HLA-Mismatch Auswirkungen auf die Stammzellen und deren
Rekonstitution im Empfénger, verbunden mit hoheren Anforderungen an das replikative
Potential der Zellen hat, wurde der Verlust an Telomeren, ausgedriickt in der Differenz
zwischen Spender und Empfinger, der Anzahl an HLA-mismatches gegeniibergestellt.

Abbildung 22 zeigt, dass sowohl bei zwei als auch bei drei Mismatches der
Telomerverlust sehr heterogen ist. Eine Verlingerung der Telomersequenzen in
Empfingern nach Transplantation im Vergleich zu ihren jeweiligen Spendern, wird

jedoch nur bei einem Mismatch in drei Antigenen beobachtet.
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Abbildung 22: Auswirkung der HLA-Diskordanz auf die Telomerlingenverkiirzung in
myeloischen Zellen. Subtraktion der Telomerlédngen von myeloischen Zellen der Empfinger
von denen der Spender versus HLA-Mismatches

4.4.5 FEinfluss der Telomerverkiirzung auf hdmatologische Parameter

Trigt man Telomerldngendifferenz zwischen Spender und Empfinger nach
Transplantation fiir myeloische Zellen gegen den Granulozyten take (>500/ul) auf, so
erhédlt man eine signifikante Korrelation mit p= 0,02 (R= 0,60). Abbildung 23. Aus
dieser Beobachtung resultiert: Je frither der Granulozyten take mit mindestens 500
Granulozyten pro ul stattfindet, desto geringer ist auch die Telomerverkiirzung der
transplantierten Zellen. Oder anders ausgedriickt: Je grofer die Verkiirzung in den
Telomeren der transplantierten Zellen ist, als Folge des hohen MaBles an replikativem

Stress fiir die Zellen, desto lidnger ist der Zeitraum bis zum ,,engraftment*.
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Abbildung 23: Auswirkung der Stammzelltransplantation auf die Rekonstitution der
Granulozyten. Subtraktion der Telomerlingen von myeloischen Zellen der Empfinger von
denen der Spender versus Granulozyten engraftment

Die Rekonstitution der Leukozyten (>1000/ul) korreliert etwas schwicher mit der

Telomerverkiirzung (Abbildung 24), ausgedriickt in delta Myeloische Zellen (Don-Rec),

ist aber dennoch signifikant: p <0,05; R= 0,51

Je groBer die Telomerverkiirzung in den Spendern nach Transplantation war, desto

spiter kam es zum engraftment der Leukozyten, besonders der Granulozyten.

delta myeloische Zellen in KMESF

P = 0,049

Leukozyten engraftment (>1000/pl) in Tagen

Abbildung 24: Auswirkung der Stammzelltransplantation auf die Rekonstitution der
Leukozyten. Subtraktion der Telomerldngen von myeloischen Zellen der Empféinger von denen
der Spender versus Granulozyten engraftment.
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Vergleicht man die transplantierte Zellzahl an CD34+ Zellen mit dem Leukozyten
engraftment, so zeigt sich lediglich ein Trend (R= -0,15; p= 0,595), Abbildung 25;

ebenso fiir Granulozyten engraftment: Je hoher die transplantierte Zellzahl, desto frither
findet das engraftment, also die Rekonstitution der Himatopoese, statt (R= -0,36; p=

0,176), Abbildung 26.
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Abbildung 25: Auswirkung der transplantierten Zellzahl an CD34+ Zellen auf das
Leukozyten engraftment
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Abbildung 26: Auswirkung der transplantierten Zellzahl an CD34+ Zellen auf das
Granulozyten engraftment
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In einer anschlieBenden Analyse wurden die Gruppen, welche kleiner bzw. groBer als
der Median waren, mittels t-Test miteinander verglichen: Fiir Leukozyten konnte ein
Median von 12 Tagen ermittelt werden und fiir die Granulozyten ergab sich ein Median
von 12,5 Tagen. Der Unterschied bei den Granulozyen betrigt fiir p = 0,049 und ist
damit signifikant (p < 0,05). Bei den Leukozyten ergab sich ein Unterschied fiir p von
0,135 und ist somit nicht signifikant.

4.5 Auswirkung der Transplantation auf die Telomere in

Lymphozyten

4.5.1 Auswirkung der transplantierten Zellzahl an CD34+ Zellen auf die
Telomere in Lymphozyten

Die transplantierte Zellzahl an CD34+ Stammzellen hatte keinen Einfluss auf die

Telomerlidngen der Lymphozyten in den Empfingern nach Transplantation. Abbildung
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Abbildung 27: Auswirkung der transplantierten Zellzahl an CD34+ Zellen auf die
Telomere in Lymphozyten. Subtraktion der Telomerldngen von Lymphozyten der Empfinger
von denen der Spender versus transplantierte Zellzahl an CD34+ Zellen
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4.5.2 Beeinflussung des Telomerldngenverlustes in Lymphozyten durch
die Zeit nach Transplantation

Es scheint auch keine Einflussnahme durch die Zeit post transplantationem auf die
Telomerverkiirzung zu geben. Untersucht wurden die Lymphozyten im Durchschnitt am

Tag 434 + 128 (Mittelwert + SD) nach Transplantation (zwischen Tag 28 und 1521).
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Abbildung 28: Beeinflussung des Telomerlingenverlustes in Lymphozyten durch die Zeit
nach Transplantation. Subtraktion der Telomerldngen von Lymphozyten der Empfinger von
denen der Spender versus Tage nach Transplantation

4.5.3 Auswirkung des Telomerlidngenverlustes in Lymphozyten durch das

Alter des Spenders

Eine scheinbare signifikante Korrelation fand sich fiir die Telomerlidngenverkiirzung in
Lymphozyten, ausgedriickt durch delta Lymphozyten (Spender-Empfinger), gegeniiber
dem Alter der Spender: R= -0,63; p= 0,04. Je jlinger der Spender zum Zeitpunkt der
Transplantation war, desto groler war die Differenz zwischen Spender und Empfinger.

Allerdings war Anzahl der untersuchten Population mit 11 sehr gering.
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Abbildung 29: Auswirkung des Telomerlingenverlustes in Lymphozyten durch das Alter
des Spenders. Subtraktion der Telomerldngen von Lymphozyten der Empfianger von denen der
Spender versus Alter des Spenders

4.6 Sequentielle Analysen post transplantationem

Sieben der fiinfzehn Pirchen konnten longitudinal analysiert werden. Die
Telomersequenzen wurden zwischen Tag 78 und 1487 nach Transplantation gemessen.
Interessant ist hierbei zu beobachten, dass delta Tel (Don-Rec) fiir myeloische Zellen
sich nach circa einem Jahr angleicht. Beispiel Pidrchen 7: Hier bestand 28 Tage post
transplantationem im Spender eine Telomerverkiirzung von 6 kKMESF. Nach 77 Tagen
waren es noch 2,6 KMESF und am Tag 277 lediglich 0,2 kMESF. Abbildung 30. Bei
Péarchen 15 bestand am Tag 78 eine Telomerverlingerung im Empfénger von 2,6
kMESF. Diese Verlingerung nahm iiber 1,9 KMESF am Tag 141 auf 1,4 KMESF am
Tag 377 ab — siehe Abbildung 31.
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Abbildung 30: Longitudinaler Verlauf der Dynamik der Telomere nach Transplantation
am Beispiel Patient #7 Die Proben des Empfingers und des Spenders wurden an drei Tagen
jeweils zusammen analysiert. 1 = Tag +28 post Transplantation (postT); 2 = Tag +77 postT und
3 = Tag +277 postT. An Tag 28 postT war die Lymphozytenpopulation zu klein, um geniigend
Ereignisse am DurchfluBzytometer detektieren zu konnen.
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Abbildung 31: Longitudinaler Verlauf der Dynamik der Telomere nach Transplantation
am Beispiel Patient #15 Die Proben des Empfingers und des Spenders wurden an drei Tagen
jeweils zusammen analysiert. 1 = Tag +28 post Transplantation (postT); 2 = Tag +141 postT
und 3= Tag +377 postT.
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Bei zwei weiteren Spender-Empfinger-Parchen (## 4 und 10) nahm das
Telomerldngendefizit nach weiteren 100 bzw. 300 Tagen noch zu. Pirchen 14 zeigte
zwischen Tag 760 und 866 eine kurzfristige weitere Telomerverkiirzung im Empféanger.
Am folgenden Analysetag (Tag 1072) verringerte sich jedoch das Defizit auf 1 kMESF.

Zwei Pirchen zeigten inkonsistente Werte.

4.7 Multi-Color-Flow-FISH

Zur genaueren Bestimmung der Telomerldngen in Subpopulationen der Leukozyten
wurde die Flow-FISH mit einer Methode der Oberfldchenfarbung kombiniert. Mit Hilfe
dieser Kombination war es moglich, aufgrund ihrer unterschiedlichen Epitope,
innerhalb der Leukozyten zwischen myeloischen und lymphatischen Zellen zu
unterscheiden und in Lymphozyten die Trennung zwischen T- und B-Zellen
vorzunehmen. Die Tabellen 18 bis 20 zeigen die ermitttelten Werte. Zeitgleich wurden
die Zellen mit der konventionellen Flow-FISH Methode gemessen, um so eventuelle
Unterschiede detektieren zu kdnnen.

Die Patienten, im zwischen einem halben Jahr und 13 Jahren, waren im Durchschnitt
7,4 Jahre alt. Ihre jeweiligen Spender hatten ein Alter von 38,6 Jahren (zwischen 27 und
54 Jahren). Der durchschnittliche Analysetag nach Transplantation lag bei 678 + 187
(Mittelwert + SD) (Tag 76 bis 1487 post transplantationem) und im Durchschnitt
wurden 2,31 x 10’ CD34+ Zellen transplantiert (im Bereich zwischen 1,5 und 4 x 107).
Die ermittelten Werte der Telomerldngen betrugen mit der konventionellen Flow-FISH
Methode in myeloischen Zellen 12,7 + 0,5 kMESF (Mittelwert + SD) und in
Lymphozyten 11,6 + 0,5 kMESF (Mittelwert + SD) fiir die Empfénger. Die
myeloischen Zellen der Spender hatten im Durchschnitt 13,2 +0,6 kKMESF (Mittelwert +
SD) lange Telomere und die Lymphozyten 11,6 + 0,5 kKMESF (Mittelwert + SD). Aus
delta Tel fiir myeloische Zellen ergibt sich eine Verkiirzung der Telomere in
Empfingern von 0,5 + 0,6 kKMESF (Mittelwert + SD). Kein Unterschied konnte
zwischen den Lymphozyten festgestellt werden.

Mit Hilfe der Oberfldchenfdarbung mit CD14, einem Marker fiir Monozyten, konnte in
Empfingern ein Telomerwert von 14 + 1,3 kMESF (Mittelwert + SD) gemessen

werden. Hingegen ergab die Messung in Spendern eine Telomerldnge von 12,6 + 0,7
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kMESF (Mittelwert + SD). Dies bedeutet eine Verlingerung der Telomere in den

Empfingern oder eine deutlich raschere Verkiirzung in den Spendern.

Fir Lymphozyten ergab die Messung folgende Ergebnisse: Die T-Lymphozyten
(CD3+) der Empfianger waren mit 10 + 1,2 kKMESF (Mittelwert + SD) um 0,9 kMESF
langer als in ihren jeweiligen Spendern. In den B-Lymphozyten (CD20+) konnte kein
Unterschied detektiert werden.

Vergleicht man nun die konventionelle Flow-FISH Methode mit der Kombination
Flow-FISH und Oberflichenmarkierung (Multi-Color-Flow-FISH), so ergibt sich fiir
die konventionelle Flow-FISH Methode eine Verkiirzung der myeloischen Zellen in den
Spendern von 0,5 KMESF; hingegen sind mit der Multi-Color-Flow-FISH die Telomere
in den Empfingern um 1,4 KMESF ldnger als in ihren Spendern. Fiir Lymphozyten
konnte mit der Flow-FISH Methode keine Differenz ermittelt werden. Mit der Multi-
Color-Flow-FISH waren die Telomere der T-Lymphozyten der Empfinger um 1
kMESF ldnger und in den B-Lymphozyten um 0,1 kKMESF kiirzer.

Empfinger CD14+ CD3+ CD20+
in KMESF  in kKMESF in kMESF
1 17,4 12,2 10,8
2 13,1 11,9 -
3 11,8 6,3 8,8
4 16,8 - -
5 18,0 - -
6 13,0 7,6 -
7 8,2 12,2 11,4
8 - - -
Tabelle 18: Telomerlingenbestimmung in  Leukozytensubpopulationen in

Empfingerzellen mittels Multi-Color-Flow-FISH
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Spender CD14+ CD3+ CD20+
in KMESF  in kKMESF in KMESF
1 13,8 11,1 12,6
2 14,3 9,0 11,5
3 12,2 4,6 6,4
4 10,3 - -
5 15,0 - -
6 10,9 9,8 -
7 11,7 10,7 12,4
8 . . .

Tabelle 19: Telomerlingenbestimmung in Leukozytensubpopulationen in Spenderzellen
mittels Multi-Color-Flow-FISH

Delta CD14+ CD3+ CD20+
Spender-Empfinger in kKMESF  in KMESF in kKMESF
1 -3,6 -1,0 1,8

2 1,2 -2,9 -

3 0.4 -1,7 -2,5

4 -6,5 - -

5 -3,0 - -

6 -2,1 2,2 -

7 3,5 -1,4 1,0

8 - .

Tabelle 20: Vergleich der Telomerlingenbestimmung in Leukozytensubpopulationen in
Empfinger- und Spenderzellen mittels Multi-Color-Flow-FISH
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5 Diskussion

5.1 Telomerlingendynamik nach allogen-haploidenter

Stammzell-Transplantation

Telomere, die Nukleoproteinkomplexe am Ende eukaryotischer Chromosomen,
bestehen aus sich wiederholenden Oligonukleotidsequenzen, beim Menschen T,AGs, an
welche spezifische Proteine gebunden sind. Thre Funktion ist es, die
Chromosomenenden zu stabilisieren und sie vor enzymatischer Degradation zu
bewahren (Blackburn, 1991 und 1994; Zakian, 1995). Aufgrund des Endreplikation-
Problems (Watson, 1972) werden die Telomere in somatischen Zellen mit jeder
Zellteilung fortschreitend kiirzer. Dies geschieht bis zum Erreichen einer kritischen
Linge, sog. ,,Hayflick limit“, welche zur zelluldren Seneszenz fiihrt (Shay et al., 1996).
Deshalb ist die Liange der Telomere ein Indikator fiir die replikative Vorgeschichte der
Zellen, und veranschaulicht so das verbleibende Replikationspotential der Zellen auf
molekularer Ebene (Allsopp et al., 1992). In gesunden somatischen Zellen wird ein
progressiver Telomerverlust zwischen 50 und 100 Basenpaaren pro Zellteilung
beobachtet. Dies fiihrt zu verkiirzten Telomeren und in der Folge zu zelluldrem
Wachstumsarrest. Auf eine kritische Linge verkiirzte Telomere, konnen die Ursache fiir
chromosomale Fusionen und eine massive Instabilitdt des Genoms sein und koénnen zu
altersbedingten, klonalen Storungen fiihren, da die Zellen nicht mehr ldnger in der Lage
sind, die Enden der Chromosomen zu schiitzen (Wynn et al., 1998; Shay et al., 1998;
Curtis et al., 1997).

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Hypothese, dass die Telomerlinge in reifen
peripheren  Blutleukozyten unmittelbar die replikative  Vergangenheit der
himatopoetischen Stammzelle wiederspiegelt, von welcher diese abstammen. Eine
wichtige zugrundeliegende Annahme ist, dass die Zahl der Zellteilungen, welche zur
Differenzierung von der Stammzelle zur reifen peripheren Blutzelle notig ist, vom Alter
des Patienten unabhingig ist.

So konnte die Arbeitsgruppe um Sakoff kiirzlich in einer Korrelationsanalyse
bestétigen, dass die mittleren Telomerldngen von Zellen aus Knochenmarkaspirationen
dquivalent zu Telomerlidngen von peripheren Blutzellen und von mononukleédren Zellen

sind (Sakoff et al., 2002). Diese Beobachtung von Sakoff er al. stimmen auch mit



71

anderen Telomerldngenmessungen an gereinigten, gesunden Knochenmarkszellen
(Vaziri et al., 1994), an peripheren Blutzellen von Knochenmarkstransplantierten
(Wynn et al., 1998; Notaro et al., 1997), an Granulozyten und T-Zell Populationen von
gesunden Individuen (Rufer er al., 1998; Rufer, Briimmendorf et al., 1999) und an
Patienten mit Chronisch myeloischer Leukidmie (Briimmendorf et al., 2000) iiberein.
Neben dem Stammzellumsatz bestimmen auch andere Faktoren die Telomerldnge in
peripheren Blutzellen und die Messungen zur Telomerldngenbestimmung. Zum einem
bestehen erhebliche, durch genetische Disposition bedingte Unterschiede in der Linge
der Telomere zwischen Individuen desselben Alters (Slagboom et al., 1994;Rufer,
Briimmendorf et al., 1999). Um Aussagen iiber die Biologie der Telomere und ihrer
Variabilitdt machen zu konnen, wurden Studien an ein- und zweieiigen Zwillingen
unternommen: Fiir eineiige Zwillinge bestanden hohe Korrelationen fiir Granulozyten
und Lymphozyten, welche beide auch statistisch signifikant waren (Rufer,
Briimmendorf et al., 1999). Lediglich fiir Granulozyten bestand bei zweiigen
Zwillingen eine hohe Korrelation mit Signifikanz. Zwischen nichtverwandten
Individuen konnte keine signifikante Korrelation gezeigt werden. Slagboom spricht hier
von genetischer Determinierung der Telomerlidnge: So zeigt die Statistik von 115
Zwillingspéarchen zwischen 2 und 63 Jahren ein Vererbbarkeit von 78% fiir die mittlere
Telomerlidnge (Slagboom et al., 1994).

Moglicherweise konnten Telomerase und/oder andere zellulire Regulatoren der
Telomerlidngen, d.h. replikations-unabhingige Mechanismen (Frenk er al., 1998), zu
den Schwankungen innerhalb der Messungen beitragen, welche nicht mit den
Unterschieden aufgrund der ,,mitotischen Vorgeschichte* der kernhaltigen Blutzellen
und deren Vorlduferzellen im Zusammenhang stehen.

Die Beobachtung des Verlustes an Telomersequenzen nach allogener
Stammzelltransplantation ist bei Forschern, welche sich fiir Immunrekonstitution post
transplantationem interessieren, als auch bei Stammzellbiologen, auf grofles Interesse
gestoBen.

Einige Veroffentlichungen zum Thema Telomerlingendynamik nach allogener
Transplantation sind bereits erschienen, allerdings basieren die Daten dieser Studien auf

Proben von unfraktionierten peripheren Leukozyten bzw. mononukledren Zellen nach
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allogener Stammzelltransplantation (Wynn et al., 1998; Akiyama et al., 1998; Lee et
al., 1999).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Telomerldngen an Subfraktionen von myeloischen
und lymphozytidren Zellen nach erfolgter allogen-haploidenter Stammzelltransplantation
mittels der Flow-FISH Methode zu ermitteln. Diese Studie ist das Ergebnis einer
Kooperation zwischen der Kinderklinik in Tiibingen - mit dem Vorhandensein einer
neuen Therapieoption (Handgretinger et al., 1998 und 1999) - und der Medizinischen
Klinik II, mit einer modernen molekularbiologischen Methode zur telomerbiologischen
Untersuchung des zelluliren Umsatz hidmatopoetischer Stammzellen (Rufer,
Briimmendorf et al., 1999). Aufgrund dieser Situation ist die vorliegende Studie die
erste Arbeit zum Thema haploidente Stammzelltransplantation und Telomerbiologie.
Um den in vivo Effekt der Proliferation auf die Telomomerlingen von
hdmatopoetischen ~Stammzellen abschdtzen zu konnen, wurden parallel die
Telomerldngen in myeloischen Zellen und Lymphozyten von Spendern und
Empfingern nach allogen-haploidenter Stammzelltransplantation gemessen. So ist man
nach der Transplantation in der Lage, die Spendertelomere im Spenderblut mit den
Spendertelomeren im Empfangerblut zu vergleichen, auBerdem stellt dieser paarweiser
Vergleich gleichzeitig eine interne Kontrolle dar. Fiir das untersuchte Kollektiv von 15
Patienten, welche allogen-haploident transplantiert wurden, ergab sich gegeniiber ihren
jeweiligen Spendern eine durchschnittliche Telomerverkiirzung von 0,65 kb in
Lymphozyten und 0,4 kb in myeloischen Zellen. In myeloischen Zellen wurden
Verkiirzungen zwischen 0,05 und 2,7 kb detektiert (allerdings wurden auch
Verldngerungen der Telomere zwischen 1,0 und 1,3 kb beobachtet). Zur Rekonstitution
der Hamatopoese im Empfinger, hatten sich die Stammzellen des Spenders
wahrscheinlich einer groeren Zahl ,telomerkonsumierender* Zellteilungen zu
unterziehen, als dies im Rahmen der ,,steady-state Himatopoese‘ im Spender notwendig
gewesen wire. Entsprechend derzeitiger Schitzung, dass der Telomerverlust pro
Zellteilung zwischen 50 und 100 bp betrigt (Vaziri et al., 1993 und 1994; Harley et al.,
1990), und unter der Vermutung, dass das Verkiirzen der Telomere in der Tat
proportional zu der Zahl an Zellteilungen ist, entspricht der mittlere Telomerverlust von
0,4 kb in myeloischen Zellen vier bis acht zusitzlichen Zellteilungen im Empfinger

nach Transplantation, und damit einem Altern der Stammzelle um vier bis acht Jahre.
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Diese Berechnungen gehen auf Beobachtungen von Rufer, Briimmendorf et al. zuriick,
wonach sich Stammzellen im ersten halben Lebensjahr 15 bis 30 mal teilen und danach
ungefihr noch einmal im Jahr.

Die Arbeiten von Wynn und Notaro zeigten dhnliche Ergebnisse: Die Arbeitsgruppe um
Wynn konzentrierte sich auf pédiatrische Patienten, da diese Empféanger iiber ldngere
Zeit am ehesten durch klinische Konsequenzen der Transplantation betroffen sind.
Wynn untersuchte die durchschnittlich Telomerldnge von allen Chromosomen (Wynn et
al., 1998). Notaro et al. (1997) betrachtete vorwiegend adulte Empfinger und
untersuchte speziell die Telomere des langen Armes von Chromosom 7. Diese zwei
Studien ergaben sehr #dhnliche Resultate: Die Rekonstitution der Hidmatopoese in
Empfingern nach Transplantation ist in der Tat mit einem zusitzlichen Verlust an
Telomerlinge von 0-1000 bp, im Durchschnitt 400 bp (Wynn et al., 1998)
beziehungsweise 79-1446 bp (Notaro et al., 1997), verbunden. Eine weitere Arbeit
(Akiyama et al, 2000), welche sich mit Telomerverkiirzung nach
Stammzelltransplantation befasst, ergab fiir autologe Transplantation eine Verkiirzung
bis zu 1,9 kb (0,64 + 0,5 kb (Mittelwert + SD)), und fiir allogene Transplantation bis zu
2,1 kb (0,6 + 0,5 kb). Diese Werte bestitigten eine dltere Studie der Arbeitsgruppe von
Akiyama (Akiyama et al., 1998). Eine durchschnittliche Verkiirzung von 2,01 kb in
dem allogen-transplantierten Patientenkollektiv konnte von Lee er al. beschrieben
werden (Lee et al., 1999). Somit waren die von Lee et al. beobachteten Telomerverluste
um das zwei- bis dreifache hoher als in vergleichbaren Kollektiven. Diese Verkiirzung
der Telomere ist einer Alterung von 40 Jahren im Spender dquivalent. Die gemessenen
Differenzen zwischen Spender und Empféanger lagen zwischen 0,15 und 3,62 kb. Fiir
die autolog-transplantierten Patienten ergab sich eine Verkiirzung von 2,36 kb und
entspricht einem Alterungsprozess von 50 Jahren. Kiirzlich verdffentliche Studien
berichten wieder von Telomerverkiirzung bis zu 1 kb (Rufer er al., 2001; Mathioudakis
etal.,2001).

Innerhalb dieser Arbeit wurden {iberraschenderweise auch Verlingerungen der
Telomere gemessen: Drei Empfinger zeigten um 1,2 kb lingere Telomere als ihre
jeweiligen Spender. Wie aber kann es sein, dass sich die Telomere der transplantierten
Zellen Dbei einigen Empfingern wihrend der Rekonstutionsphase nach

Stammzelltransplantation verlingern? Um diese Frage beantworten zu konnen, mufl}
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man sich die Theorien zur frithen Differenzierung hématopoetischer Stammzellen
verdeutlichen. Eine Theorie besagt, dass die Stammzellen unbegrenzt zur Blutbildung
beitragen konnen und sich selbst durch ,,self-renewal* am Leben erhalten konnen ; siehe
Abbildung 32 (Lemischka et al., 1986; Keller et al., 1990; Fraser et al., 1992; Lansdorp,
1997). Nach dieser Theorie stammt das blutbildende System von einer kleinen
Population an Stammzellen ab (Lemischka, 1992; Metcalf, 1993; Ogawa et al., 1993).
Die Hauptcharakteristika dieser Zellpopulation kann wie folgt zusammengefasst
werden: Sie sind multipotent, d.h. aus einer einzelnen Zellen konnen sich alle weiteren
Blutzelllinien entwickeln; sie sind in der Lage eine angemessene Zellzahl an reifen
Blutzellen zu produzieren, um ein transplantiertes Individuum wieder mit peripheren
Blutzellen auszustatten; sie haben die Moglichkeit zur ,,Selbsterneuerung®, diese ist
notig zur Aufrechterhaltung des Stammzellpools und der Sicherstellung der
lebenslangen Blutzellproduktion; sie stehen am Gipfel einer Hierarchie von
Blutvorléduferzellen und sind somit die primitivsten Zellen im Stammzellkompartement.
Somit ldsst sich zusammengefasst - nach der Theorie des ,,self-renewal* - sagen, dass
die Stammzellen stindig Vorlduferzellen zur Himatopoese bereitstellen und auerdem

gewihrleisten, dass diese Quelle nicht erschopft wird.

o

g

Abbildung 32: ,,Self-renewal‘* Schematische Darstellung der Theorie des ,,Self-renewal®. Die
primdre Stammzelle (roter Doppelkreis) trigt stindig zur Hédmatopoese bei, indem aus ihr
Vorlduferzellen (rot-graue Kreise) hervor gehen. Um nicht in die Seneszenz iiberzugehen, hat
sich die Zelle Moglichkeiten zur Selbsterneuerung angeeignet (Telomerase, Beeinflussung
durch Zytokine und andere).

Die zweite Theorie, welche sich mit der Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen
beschiftigt, ist die Theorie der ,,clonal succession®. Diese Theorie von Kay geht davon

aus, dass die Hamatopoese von einer kleinen Einheit aktiver Stammzellen und von
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ruhenden Stammzellen aufrechterhalten wird (Kay, 1965; Brecher et al., 1986). Sobald

die Klone der aktiven Stammzellen erschopft sind, z.B. durch Differenzierung, so
werden die ruhenden Stammzellen aktiv und bringen weitere Vorlduferzellen hervor.

Diese Theorien sind experimentell schwierig nachzuvollziehen und Studien mit
Transplantationen an Méusen sprechen sowohl fiir (Snodgrass et al., 1987; Nakanon et
al., 1987; Capel et al., 1989) als auch gegen die Theorie der ,.clonal succession*

(Harrison et al., 1988 und 1989; Jordan et al., 1990).

Priméare Stammzellen

Vorlauferzellen

Periphere Blutzellen

—

Reifende Blutzellen

Abbildung 33: ,,Clonal succession* Schematische Darstellung des primiren Stammzellpools
und weiterer Kompartemente der Hamatopoese. Die Zahlen der primiren Stammzellen sollen
deren replikative Vorgeschichte darstellen: Die aktive Zelle (dunkelrot eingekreist) hat bisher 5
mal zur Blutbildung beigetragen und hat im Vergleich zu anderen primédren Stammzellen relativ
lange Telomere (z.B. mit Zelle 30). Die Vorlduferzellen (5+n), die reifenden Zellen (5+n*x) und
zuletzt die peripheren Blutzellen spiegeln die proliferative Geschichte ihrer priméren
Stammzelle, von welcher sie abstammen, wieder.

Die in dieser Studie gefundenen Ergebnisse der relativen Telomerverldngerung in
Empfingern gegeniiber ihren jeweiligen Spendern, konnten auf die Theorie der ,,clonal
succession” nach Kay zuriickzufithren sein: Je nach aktiv zur Himatopoese

beitragendem Stammzellklon unterscheiden sich auch die Telomere dieser Klone.



76

Klone, welche bisher nur wenig zur Himatopoese beigetragen haben, teilten sich bisher
kaum und verfiigen damit iiber lingere Telomere als ihre aktiveren Nachbarzellen im
Stammzellkompartement. So dass im Empfidnger sich vor allem primére Stammzellen
mit einer jungen replikativen Vorgeschichte teilten, wohingegen im Spender sich
Stammzellen teilten, welche bisher aktiver an der Replikation beteiligten und
demzufolge iiber kiirzere Telomere verfiigen. Die stochastische Komponente konnte
dafiir verantwortlich gemacht werden, dass es im Einzelfall auch zur Rekrutierung
unreiferer himatopoetischer Stammzellen im Empfinger kommen konnte (analog einer

Gauss-Verteilung, Abbildung 34).

Anzahl n
w
1
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1 Y 'Y

-4 -2 0 2 4 6 8
Delta myeloische Zellen in KMESF

Abbildung 34: Gauss-Verteilung Dargestellt ist ein Histogramm mit delta Spender-Empféinger
fir myeloische Zellen in KMESF. Die durchschnittliche Verkiirzung der Telomere nach
Tranplantation betrdgt 0,9 + 0,6 KMESF (Mittelwert + SD). In drei Fillen wurden in
Empfingern lingere Telomere dedektiktiert als in den jeweiligen Spendern.

Eine Arbeit von Wynn und Mitarbeitern iiber die Telomerverkiirzung an
Leukozytensubpopulationen bei Langzeitiiberlebenden nach allogener

Stammzelltransplantation zeigte bereits 1999 ebenfalls in einem von vierzehn
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Empfingern ldngere Telomere als der zugehorige Spender, ohne dass dies in dieser
Arbeit diskutiert worden wire.

Die Arbeitsgruppe um Fibbe konnte in einer kiirzlich verdffentlichen Studie eine
transitorische Telomerverkiirzung in myeloischen Zellen kurz nach allogener
Stammzelltransplantation zeigen. Diese initial verkiirzten Telomere hatten ein Jahr nach
Transplantation eine dhnliche Linge wie die Telomere ihrer entsprechenden Zellen im
Spender (Roelofs ef al., 2003). Diese Daten konnten zeigen, dass es im Rahmen der
hidmatopoetischen Rekonstitution zu einer Reduzierung der Telomerlinge kommen
kann und dass die anschlieBende Telomerldngenkontinuitit durch Stammzellen
aufrechterhalten wird, welche nicht an der transplantationsbedingten Rekonstitution
teilgenommen hatten.

Eine weitere Studie, welche sich mit Langzeitiiberlebenden nach allogener
Transplantation beschiftigte, konnte bei einem von siebzehn untersuchten Pédrchen im
Empfinger lingere Telomere als im Spender detektieren (Mathioudakis et al., 2000).
Auch eine kiirzlich veroffentliche Arbeit von de Pauw und Mitarbeitern konstatierten
diese Beobachtung: So verfiigten bei drei von zehn untersuchten Pirchen die Empfinger
tiber lingere Chromosomenenden in ihren Granulozyten. Zwei weitere Parchen hatten
gleiche lange Telomere (de Pauw er al., 2002). Die vier genannten Publikationen
bedienten sich zur Telomerlingenbestimmung Restriktionsenzyme, somit ist das
Phanomen der Telomerverldngerung post transplantationem methodenunabhingig.
Auch die Telomerenden in T-Lymphozyten zeigten eine Verldngerung gegeniiber ihren
Spendern. Ein weiteres Indiz dafiir, dass die Vorlduferzellen von unterschiedlichen
primdren Stammzellen abstammen und somit zu den jeweiligen Zeitpunkten der
Messung unterschiedliche primédre Stammzellen zur Himatopoese beitragen konnten.
Diese Hypothese wird durch Experimente an Médusen mit klonalen Marker unterstiitzt,
wonach nur eine begrenzte Anzahl an Stammzellen aktiv zur Hdmatopoese beitragen,
wihrend andere Stammzellen inaktiv sind (Drize et al., 1996; von Kalle et al., 2001 und
2002). Wieviel Stammzell-Klone jedoch tatsdchlich zur Himatopoese in vivo beitragen,
konnte bis jetzt noch von keiner Studie beantwortet werden.

Obwohl im Mittel eine Telomerverkiirzung bei Patienten nach Stammzelltransplantation
beobachtet werden konnte, zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass das Ausmal3 des

Telomerverlustes innerhalb des Patientenkollektives sehr variabel war. Der
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durchschnittliche Telomerverlust entsprach den bisher in der Literatur angegeben
Werten von Wynn, Notaro und Akiyama fiir allogene Stammzelltransplantationen und
lag eher auf einem niedrigerem Niveau, so dass fiir haploident-transplantierte Patienten
kein erhohtes Risiko fiir kritische Telomerldngenverkiirzung und den in den Folgejahren
damit verbundenen chromosomalen Fehlfunktionen, die moglicherweise zur Entstehung
von Sekunddrmalignomen oder zu replikativer Erschopfung der transplantierten
hidmatopoetischen Stammzellen beitragen konnten.

Wenn man annimmt, dass das Verkiirzen der Telomere die vermehrte Anzahl an
Stammzellteilungen nach Transplantation widerspiegelt, dann deutet die beschriebene
Variabilitidt unter den Empfidngern entweder auf eine variable Zahl von Stammzellen
hin, welche zur Repopulation des Knochenmarkes und damit zur hd@matopoetischen
Rekonstitution beitragen, oder sekundidre Anforderungen an die Blutbildung variieren

unter diesen Patienten.

5.2 Auswirkung der Stammzelldosis auf den Telomerverlust
im Empfinger

Trotz der Fiille an Studien zur Verkiirzung der Telomere post transplantationem, sind
noch ldngst nicht alle Fragen zu diesem Thema beantwortet. Eine der wichtigsten
Fragen, ist die, ob der Telomerverlust in den Zellen der transplantierten Patienten
gegeniiber den Spenderzellen das Resultat der reduzierten Zahl an h@matopoetischen
Stammzellen ist, welche den Empfingern transplantiert wurden. So werden den
Empfingern aktuell zwischen zwei und fiinf Prozent des hdmatopoetischen Systems des
Spenders iibertragen.

Man konnte die Hypothese aufstellen, dass der verringerte Stammzellpool eventuell zu
einer stetigen Telomerverkiirzung nach Transplantation, einer zunehmenden
himatopoetischen Insuffizienz - besonders in Situationen mit einem hohen
Proliferationsstress (z.B. Blutungen, Chemotherapie bei Rezidiven) - und schlieBlich zu
einer totalen Stammzellerschopfung fithren konnte. Die andere Moglichkeit wire, dass
die transplantationsbedingte Verminderung an Telomersequenzen lediglich die Folge

der Stammzellexpansion ist, welche zur Repopulation des Empfingerknochenmarks
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durch die Zellen des Spenders notig sind, ohne dass es zu weiteren zusitzlichen
Verlusten kommt, nachdem die himatopoetische Rekonstitution stattgefunden hat.

Ein Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob die Telomerverkiirzung in Patienten nach
Transplantation mit der transplantierten Zellzahl an Stammzellen korreliert. Notaro et
al. berichteten iiber eine inverse Korrelation zwischen Telomerverlust und Zahl der
transplantierten Zellen. Darauthin wurde die Vermutung aufgestellt, dass je weniger
Stammzellen dem Empfianger bei Transplantation infundiert werden, desto mehr
Zellteilungen werden zur Rekonstitution der Himatopoese bendtigt. Deshalb konnte das
Verwenden hoher Stammzelldosen, wie z.B. in Megadose-Transplantations-
Protokollen, dazu fiihren, dass die Telomere sich weniger ausgeprigt verkiirzen und
damit die Inzidenz klonaler Zweiterkrankungen, wie z.B. das Myelodysplastische
Syndrom, reduziert wird (Notaro et al., 1997; Wynn et al., 1998; Shay, 1998;
Witherspoon et al., 1994; Deeg et al., 1998; Lowsky et al., 1994; Bhatia et al., 1996).

In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen transplantierter Zellzahl an CD34+
Zellen und Telomerverkiirzung gezeigt werden, obwohl das Kollektiv der Patienten sehr
unterschiedliche Mengen pro kg Korpergewicht, aufgrund ihres Alters und
Korpergewichtes bzw. ihrer Spender, erhielten. Die Patienten im Alter zwischen einem
halben Jahr und 50 Jahren bekamen im Durchschnitt 2 x 10" CD34+ Zellen pro
Kilogramm Korpergewicht (zwischen 4 x 10° und 4 x 107 Zellen). Aufgrund der hohen
Dosen an aufgereinigten CD34+ Zellen konnte man die Vermutung anstellen, dass das
Knochenmark der Transplantierten regelrecht mit Stammzellen iiberflutet wurde und
somit ein Schwellenwert existiert, ab welchem ein signifikanter Einfluss auf die
Telomerldnge fehlt: Die Stammzellnischen waren demnach bereits mit Stammzellen
besetzt.

Vielleicht konnte aufgrund von Unterschieden in der supportiven Therapie, welche die
hdmatopoetische Gesundung auch beeinflusst, keine Korrelation gezeigt werden
(Akiyama et al., 1998). Auch andere Arbeitsgruppen konnten die von Notaro
aufgestellte Korrelation nicht unterstiitzen (Wynn et al., 1998 und1999; Akiyama et al.,
2000; Mathioudakis ef al.,1998).

Bis heute ist jedoch noch nicht eindeutig geklirt, wieviele Klone hdmatopoetischer
Stammzellen zur Aufrechterhaltung der Himatopoese unter normalen (physiologischen)

Bedingungen bzw. unter pathologischen Belastungssituationen beitragen.
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Allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein Zusammenhang
zwischen transplantierter Stammzelldosis und Rekonstitution der Hamatopoese nach
Transplantation, ausgedriickt durch Leukozyten- und Granulozyten-,.engraftment®,
besteht, diese Korrelation war mit p < 0,05 bzw. 0,02 signifikant. Die vorliegende
Arbeit konnte zeigen, dass der Grad der Telomerverkiirzung signifikant mit der
Wiedererlangung hé@matologischer Parameter korreliert: Je ausgepréigter der
Telomerverlust war, desto linger war der Zeitraum zwischen Transplantation und
Rekonstitution des Blutbildes. Diese Korrelation ldsst die Schlussfolgerung zu, dass erst
dann Blutzellen in die Peripherie gelangen diirfen, wenn das Knochenmark von den
Spenderzellen repopuliert wurde, also entsprechend viele Zellteilungen vollbracht
waren. Der nédchste Gedanke war dann zu priifen, ob die Zahl der transplantierten
CD34+ Zellen einen EinfluB auf das Granulozyten-/Leukozyten-engraftment hat.
Hierbei zeigte sich lediglich ein Trend, der besagt, je mehr Zellen transplantiert wurden,
desto frither fand das ,engraftment” statt (p = 0,1 bzw. 0,5). Hingegen konnten
Mavroudis und Mitarbeiter zeigen, dass Patienten, welche mindestens 2 x 10° CD 34+
Zellen pro kg Korpergewicht zur allogenen Transplantation bekamen, eine signifikant
friihere Wiedererlangung ihrer Monozytenwerte, und einen Trend zur fritheren
Wiedererlangung ihrer Lymphozytenwerten zeigten (Mavroudis et al., 1996). In der
vorliegenden telomerbiologischen Untersuchung zum Umsatz hidmatopoetischer
Stammzellen erhielten jedoch alle Patienten mehr als 2 x 10° CD 34+ Zellen pro kg
Korpergewicht.

Obwohl das Risiko fiir sekundire Malignome nach Transplantation deutlich erhoht ist,
besonders fiir Myelodysplasien und Akute Leukimien, scheint eine totale
Stammzellerschopfung keine bedeutende Rolle fiir langzeitiiberlebende transplantierte
Kinder zu sein (Niethammer et al., 1998).

Zusammenfassend ldsst sich an diesen Daten zeigen, dass das Telomerlidngendefizit der
Empfinger gegeniiber ihren Spendern nach der Rekonstitution der Hamatopoese nicht
weiter zuzunehmen scheint. Die Daten sprechen auch gegen ein klinisch signifikantes

Defizit des Replikationspotential der Stammzellen nach Transplantation.
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5.3 Telomerverkiirzung und die Zeit post transplantationem

Innerhalb dieser Arbeit sollte dariiber hinaus die Kinetik der Telomerverkiirzung post
transplantationem untersucht werden. Die Untersuchungen zur Telomerldngendynamik
an Empfangern und Spendern erfolgte zwischen Tag +28 und +1521 nach allogen-
haploidenter Transplantation (Mittelwert Tag +434). Es ergab sich keine signifikante
Korrelation zwischen Telomerverlust und Tagen nach Transplantation. Diese
Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit anderen Studien (Lee et al., 1999; Wynn et
al., 1998). Diese Ergebnisse fithren zu der Annahme, dass sich die Telomere bereits
sehr rasch nach der Transplantation verkiirzen, also im Rahmen der Repopulation des
Empfingerknochenmarks durch die transplantierten Stammzellen. Jedoch ist es nur
schwer moglich den Patienten in relativer Aplasie geniigend Blut zu entnehmen, dass es
zur Bestimmung der Telomerldngen ausreichend ist. Dies ist selbst fiir die hier
beschriebene Methode der Flow-FISH nicht moglich, obwohl hier nur wenige Zellen
verwendet werden miissen: Fiir eine Doppelbestimmung waren 8 x 10° Zellen notig.
Rufer et al. beschrieben in einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit, dass der beschleunigte
Telomerverlust auf das erste Jahr nach Transplantation beschréinkt bleibt (Rufer et al.,
2001). Vier Patienten wurden zusammen mit ihren jeweiligen Spendern iiber mehrere
Jahre auf ihre Telomerlidngen untersucht. Bereits zu Beginn des zweiten Jahres nach
Transplantation verkiirzten sich die Telomere der Empfidnger im vergleichbaren Mal3e
wie die ihres Spenders. Siehe hierzu Abbildung 35.

Dieser allméhliche Verlust in Monozyten und Lymphozyten entsprach dem von
gesunden Kontrollpatienten (Akiyama et al., 1998; Wynn et al., 1998;Lee et al., 1999;
Rufer et al., 1999; Slagboom et al., 1994). Deshalb ist es wahrscheinlich, dass fiir die
Differenz von 1 bis 2 kb, welche iiber die gesamte Zeit nach Transplantation beobachtet
wurde, alleine der Telomerverlust wihrend des ersten Jahres verantwortlich ist. Bei
einigen der hier untersuchten Patientenpérchen zeigte sich, dass die Telomerldngen der
Spender und Empfinger sich nach einem Jahr auf einem Niveau angegleicht hatten.

Die Hiamatopoese wurde von Mathioudakis et al. an Patienten, welche zwischen 1971
und 1980 mittels HLA-identischer Geschwisterspende transplantiert wurden, untersucht
(Mathioudakis et al., 2001). Diese Studie konnte zeigen, dass 16 von 17 Patienten eine
polyklonale Himatopoese hatten. Somit konnte bewiesen werden, dass viele Jahre nach

einer Stammzelltransplantation die Hamatopoese durch Spenderzellen aufrecht erhalten
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werden kann und dies mit normalen Werten fiir Zellen aller drei Blutzelllinien.

AuBerdem konnte diese Arbeit zeigen, dass die Verkiirzung der Telomere 20-30 Jahre
nach Transplantation nicht groBer ist als nach dem ersten Jahr (Rufer et al., 2001); wie
dies Abbildung 35 verdeutlicht. Das eben gesagte kann fiir das Patientenkollektiv der
hier vorliegenden Arbeit nur bestdtigt werden. Ein weiteres Indiz fiir die enorme

replikative Potenz hdmatopoetischer Stammzellen.

Stammzelltransplantation

Telomerlange

>
>

T 10-15 Jahre
Schwelle genetischer Instabilitat

Zeit

Abbildung 35: Beziehung zwischen Stammzelltransplantation, Telomerlinge und
altersbedingter genetischer Instabilitiat. Der beschleunigte Telomerverlust scheint auf das
Jahr nach Transplantation beschrinkt zu sein. In den Jahren danach verkiirzen sich die Telomere
der Empfénger im gleichem Maf3e wie die ihrer Spender.

5.4 Telomerbiologie in Lymphozyten

Die kurz nach Transplantation einsetzenden, beschleunigten Verluste an
Telomersequenzen in myeloischen Zellen und Lymphozyten sehen auf den ersten Blick
recht &hnlich aus, dennoch liegen hier sehr wahrscheinlich unterschiedliche

Mechanismen zu grunde. Wihrend der Telomerverlust in myeloischen Zellen mit hoher
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Wabhrscheinlichkeit Folge der Telomerverkiirzung in Stammzellen ist, wird der
beschleunigte Verlust der Lymphozyten primér durch die zahlreichen Zellteilungen der
reifen T-Zellen bedingt, wenn diese das T-Zell-Kompartiment wieder bevolkern (Rocha
et al., 1989; Roux et al., 2000). Es ist offensichtlich, dass wihrend der Phase der
hdmatopoetischen Rekonstitution der Telomerverlust in Stammzellen weniger zur
Verkiirzung in Lymphozyten beitrégt als durch die Expansion von T-Vorlduferzellen, da
der Thymus, vor allem bei pédiatrischen Patienten, in den ersten sechs Monaten nach
Transplantation keine T-Zellen produziert (Dumont-Girard et al., 1998).

So konnte bei dem Patientenkollektiv eine Telomerverkiirzung in Lymphozyten von
0,65 kb gegeniiber ihren Spendern gemessen werden. Im Vergleich der absoluten
Telomerlidngen der Patienten zwischen myeloischen Zellen und Lymphozyten, konnte
ermittelt werden, dass die Lymphozyten um 0,6 kb lingere Chromosomenenden hatten.
Diese Erkenntnis deckt sich mit den von Wynn veroffentlichen Daten: Auch in dieser
Arbeit konnte eine Differenz von 0,5 kb detektiert werden (Wynn et al., 1999).

Die Verkiirzungen der Telomere in Lymphozyten der Empfinger gegeniiber ihren
Spendern war sehr heterogen (1,3 + 0,6 KMESF). Die Ursache hierfiir konnte sein, dass
die Untersuchungen zur Telomerldngenbestimmungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Transplantation erfolgten und somit je nach Zeitpunkt unterschiedliche
Lymphozytensubpopulationen zum peripheren Lymphozytenpool beitragen, welche sich
u.a. auch durch ihre Telomerlingen wunterscheiden. So haben vor allem
transplantationsbedingt  verkiirzte Chromosomenenden, aufgrund des erhohten
Proliferationsdruckes zur Etablierung eines neuen Immunsystems. Mehrere
Arbeitsgruppen berichteten iiber die erhebliche Expansion von Memory-CD4+T-Zellen
post transplantationem (Leino et al., 1991; Vries et al., 2000). Die Arbeitsgruppe um de
Pauw konnte zeigen, dass dieser Verlust an Telomeren nur auf das erste Jahr nach
Transplantation beschridnkt bleibt, da nach dieser Zeit eine schrittweise
Wiederbevolkerung der Naiven-CD4+T-Zell Reserve durch T-Zellen aus dem Thymus
moglich ist, und nachfolgend die antigen-vermittelte Neubildung von Memory-CD4+T-
Zellen iiber Naive-CD4+T-Zellen, welche dann iiber ldngere Telomer verfiigen konnen
(de Pauw et al., 2002). Gerade fiir das junge Kollektiv an haploident-tranplantierten

Patienten mit noch nicht in Involution befindlichem Thymus, dient dies dem besseren
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Verstindnis der Heterogenitit in Lymphozytensubpopulationen und zeigt die

Bedeutung und Dringlichkeit weiterer, hier ansetzender Studien.
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6 Zusammenfassung

Telomere sind die Enden aller linearen eukaryotischer Chromosomen, welche aus
repetitiven DNA-Sequenzen und aus spezifischen Proteinen bestehen. Die Funktion der
Telomere besteht im Schutz der Chromosomenenden vor Degradation, Fusion und
Rekombination. In den meisten somatischen Zellen verkiirzen sich die Telomere mit
jedem Zellzyklus. Dieser Verlust an telomeren DNA-Sequenzen, bei allen Vertebraten
T>AGs;, kann als mitotische Uhr aufgefasst werden, mit der eine Zelle die Anzahl der
Zellteilungen z#@hlt und Lebensspanne und Zellalterung dirigiert. Messungen der
Telomerlidngen in peripheren Blutzellen mit kurzer Lebensdauer, wie zum Beispiel
Granulozyten und Monozyten, konnen als Surrogatmarker fiir den Umsatz an
hidmatopoetischen Stammzellen wéhrend der physiologischen Himatopoese, aber auch
nach Stammzelltransplantation dienen. Frithere Studien konnten zeigten, dass das
Verkiirzen der Telomere auf das erste Jahr nach Transplantation beschréinkt ist. Fiir die
vorliegende Arbeit wurde eine Kombination aus quantitativer Fluoreszenz in situ
Hybridisierung und Durchflulzytometrie, die sogenannte Flow-FISH Methode,
verwendet, um Lymphozyten und myeloische Zellen von Empfingern und ihren
jeweiligen Spendern nach allogen-haploidenter megadose Stammzelltransplantation zu
analysieren. Es sollte untersucht werden, welche Auswirkung die Anzahl an
transplantierten Stammzellen auf die Telomerverkiirzung nach Transplantation hat. Die
hier vorliegenden Daten sind bislang einzigartig, da zum einen die haploidente
Stammzelltransplantation eine neuartige Therapieoption mit Schwerpunkt in Tiibingen
ist und zum anderen es bislang nur sehr wenige Daten zu telomerbiologischen
Untersuchungen zum zelluldiren Umsatz hidmatopoetischer Stammzellen nach
Transplantation gibt, welche sich der Flow-FISH Methode bedienen.

Es wurden mononukledre Zellen und periphere Blutleukozyten von insgesamt zwei
adulten und fiinfzehn padiatrischen Empfianger-Spender-Parchen zwischen dem 28. und
dem 1487. Tag nach Transplantation untersucht (Durchschnitt Tag 434 nach
Transplantation). Die transplantierte Zellzahl an CD34+ Stammzellen pro Kilogramm
Korpergewicht lag im Bereich zwischen 0,4 und 4 x 10 Zellen und die durchschnittlich
transplantierte Zellzahl betrug 2 x 10" Zellen. Zwei Patienten mussten aufgrund ihres

inkompletten Chimerismus (< 95%) von weiteren Analysen ausgeschlossen werden.
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Die Ergebnisse wurden als Differenz zwischen Spender und Empfinger (delta Tel)
sowohl fiir myeloische Zellen als auch fiir Lymphozyten in ,,Molecular equivalents of
soluble fluorochrome* (kKMESF) ausgedriickt. Fiir myeloische Zellen wurde eine
durchschnittliche Verkiirzung der Telomere um 0,9 + 0,5 KMESF (Durchschnitt + S.E.)
gemessen. Dies entspricht fiinf bis zehn zusitzlichen Zellteilungen im Empféanger nach
Transplantation, und damit einem Altern der Stammzelle um bis zu zehn Jahren. Selbst
fiir Patienten, welche in sehr jungen Jahren transplantiert wurden, sollte sich allein aus
der Telomerverkiirzung post transplantationem keine Erhohung des Risikos der
Entstehung von Sekunddrmalignomen, wie Myelodysplasien u.a., ergeben.
Uberraschenderweise konnte bei drei Empfingern eine Verlingerung ihrer Telomere in
myeloischen Zellen gegeniiber ihren jeweiligen Spendern nach Transplantation
detektiert werden. Keine signifikante Korrelation konnte zwischen dem Mal} an
Telomerverkiirzung in myeloischen Zellen und der Anzahl an transplantierten CD34+
Stammzellen beobachtet werden. Diese Tatsache deutet daraufhin, dass die Zahl der
nach Transplantation zur Hamatopoese beitragenden Stammzellen nicht nur durch die
transplantierten CD34+ Zellen geprigt ist, sondern auch durch Gegebenheiten im
Empfinger selbst, wie zum Beispiel Anzahl der zur Verfiigung stehenden
Stammzellnischen, = Immunphénomene  und/oder andere noch  unbekannte
Einflussgrofien.

Die Verkiirzung der Telomere in Lymphozyten der Empfinger gegeniiber ihren
Spendern war sehr heterogen (1,3 + 0,6 kMESF). Diese Beobachtung kénnte das
Resultat der verschiedenen Zeitpunkte der Untersuchungen nach Transplantation sein,
da je nach Zeitpunkt unterschiedliche Lymphozytensubpopulationen zum peripheren
Lymphozytenpool beitragen. Kiinftige Studien nach Transplantation werden eine
separate Analyse der Telomerlidngen in phénotypisch definierten
Leukozytensubpopulationen (z.B. naive und memory T-Helferzellen (CD4+) sowie
zytotoxische (Killer) T-Zellen (CD8+)) zum Ziel haben, indem die Flow-FISH Methode
mit Oberflaichenmarkierungen kombiniert wird, wie dies im Rahmen dieser Arbeit in

Vorversuchen bereits geschehen ist.
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7  Abkiirzungsverzeichnis

ALT

CD
DNA
FACS
FISH
FSC
HLA
HSC
hTERT
hTR

kb

kd

KG
kMESF
KMT
MHC

PNA
RNA
SSC
SZT
TBP

alternative lenghtening of telomeres
Basenpaare

cluster of differentiation
Desoxyribonukleinsdure
fluorescence-acitvated cell sorter
Fluoreszenz in situ Hybridisierung
forward light scatter

engl. human leucocyte antigen
himotopoetische Stammzelle

humane Telomerase reverse Transkriptase
humane Telomerase RNA
Kilobasenpaare

Kilo-Dalton

Korpergewicht

kilo molecules of equivalent soluble fluorochrome
Knochenmarkstransplantation

engl. major histocompatibility complex;
Haupthistokompatibilitdtsantigene
Peptid-Nukleinsdure

Ribonukleinsédure

side scatter

Stammzelltransplantation

Telomerbindende Proteine
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