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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen (MSC) stellen die Grundlage der Knochenformation dar, indem sie als
multipotente Zellen in viele, fiir die Knochenhomoostase bendtigte Zelltypen differenzieren kénnen,
wie z.B. Osteoblasten. Wahrend der Alterung des Menschen kommt es zu einem Ungleichgewicht
zwischen Knochenaufbau und Knochenabbau, resultierend in einer verringerten Knochenmasse.
Noch ist unklar, ob MSC an dem verminderten Knochenaufbau direkt beteiligt sind, indem sie z.B.im
Laufe der Zeit Funktionsstorungen akkumulieren oder in die Seneszenz eintreten, und somit nicht
mehr als Stammzellpool fiir die Osteoblastendifferenzierung zur Verfligung stehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Genexpressionsmuster gealterter Zellen mittels Mikroarray-
Analysen untersucht, um die Alters-bedingten Veranderungen detektieren zu kdnnen. Hierfliir wurde
ein in-vitro-Alterungsmodell von humanen MSC (hMSC) etabliert, um die seneszenten Zellen mit
hMSC friiher Kultivierungspassagen zu vergleichen. Auch Zellen aus Spendern hohen Alters wurden
untersucht, um einen Vergleich zwischen ex-vivo- und in-vitro-gealterten hMSC anstellen zu kdnnen.
Da Osteoporose eine polygenetische Erkrankung des gealterten Knochens darstellt, wurden auch mit
hMSC aus Osteoporose-Patienten Genexpressionsanalysen durchgefiihrt.

Die Mikroarray-Analysen und anschlieRende systembiologische Auswertung zeigten, dass in-vitro-
gealterte, seneszente hMSC starke Veranderungen im Transkriptom aufweisen, die auf Defizite in der
Proliferation, Differenzierungskapazitdt und Migration schliefen lassen. Neben bekannten Markern
fir replikative Seneszenz konnten in hMSC auch neue detektiert werden, wie z.B. HELLS, POU5F1
(OCT4) und FGFR2, deren Expression mit der Seneszenz abnimmt, oder CDH1 und PSG5, deren
Expression zunimmt. Gene fir Akute-Phase-SAA wurden stark erhéht exprimiert vorgefunden. Bei
der funktionellen Charakterisierung konnte jedoch gezeigt werden, dass SAA1 und SAA1 durch Stress
induziert werden, der der Seneszenz vorausgeht, und dass sie die Mineralisierung bei der osteogenen
Differenzierung von hMSC férdern. Akute-Phase-SAA konnten somit eine Verbindung zwischen
Alterung bzw. Inflammation und extra-skelettaler Verkalkung darstellen, die im Alter haufig auftritt,
z.B. in Form von Arteriosklerose.

In-vivo-gealterte hMSC wiesen ebenfalls Defizite im Expressionsmuster von Proliferations- und
Migrations- relevanten Genen auf. Des Weiteren konnten nur wenige Gemeinsamkeiten zwischen in-
vivo-gealterten hMSC und in-vitro-gealterten hMSC festgestellt werden. Dies ldsst vermuten, dass die
in-vivo-Alterung nicht zwangslaufig zu seneszenten Stammzellen fiihrt, da Alterung eines Organismus
ein multizelluldrer Prozess ist, der durch viele Faktoren beeinflusst wird, wie z.B. Akkumulation von
Mutationen und Krebsabwehr. Auch osteoporotische hMSC wiesen Verdnderungen im
Genexpressionsmuster auf, die mit den Daten zur in-vivo-Alterung verglichen wurden, um die rein
Alters-assoziierten Anderungen herausfiltern zu kénnen. Die Ubrig gebliebenen Gene représentierten
Veranderungen allein aufgrund der Krankheit. Osteoporose bewirkte somit distinkte Genexpressions-
anderungen in hMSC, die auf Forderung der Osteoklastogenese und Defizite in Proliferation,
Migration und Differenzierungskapazitat schlielen lassen. Es konnten vielversprechende Kandidaten-
gene fir osteoporotische hMSC gefunden werden. Die pramature Expression des WNT-Inhibitors
SOST (Sclerostin) und die Uberexpression des BMP-Signalweg-Inhibitors MAB21L2 deuten auf eine
Autoinhibition der Stammzellen hin, die letztlich die gestorte Knochenformation bei Alters-
assoziierter Osteoporose begriinden kdnnte.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass intrinsische Defizite von Stammzellen an der
Pathophysiologie von Alterung und Osteoporose beteiligt sind. Sie eroffnet tiefgreifende Einblicke in
die systembiologischen Verdnderungen in Stammzellen aufgrund von Alterung oder Osteoporose,
und setzt somit einen soliden Grundstein fiir weiterflihrende Analysen.



Summary

2 Summary

Mesenchymal stem cells (MSC) represent the basis of bone formation, because as multipotent cells
they can differentiate into many cell types important for bone homeostasis, e.g. osteoblasts. During
aging an imbalance between bone formation and bone resorption occurs, which results in reduced
bone mass. It is still unclear whether MSC biology is directly involved in reduced bone formation, e.g.
by accumulating malfunctions in aged organisms or by entering replicative senscence. Thereby they
would no longer function as a regenerative source for osteogenesis.

In this study, the gene expression pattern of aged human MSC (hMSC) was analyzed by microarray
hybridizations to determine aging-associated changes in those cells. Therefore, a model for in vitro
aging was established and the gene expression pattern of senescent hMSC was compared with the
pattern of hMSC in early passages. Moreover, cells isolated from patients of old age were analyzed to
perform a comparison between ex-vivo and in vivo aging. Human MSC of patients diagnosed with
osteoporosis were also examined because osteoporosis is a polygenetic disease of aged bone.
Systems biology based interpretation of the microarray data revealed changes on the mRNA level in
in vitro aged hMSC that indicate deficits in proliferation, differentiation capacity and migration.
Additionally to known markers of replicative senescence in hMSC, new markers were detected, e.g.
reduced expression of HELLS, POU5F1 (OCT4), and FGFR2, as well as higher expression of CDH1 and
PSG5. Furthermore, genes for acute phase SAA proteins showed extremely high expression in
senescent hMSC. Functional characterization of SAA1 and SAA2 revealed that the expression is rather
a consequence of stress that precedes senescence than of replicative senescence itself. SAA also
increases mineralization of osteogenic differentiated hMSC and could therefore be involved in age-
or inflammation-associated extraskeletal calcification, e.g. arteriosclerosis.

In vivo aged hMSC also showed deficiency in proliferation and migration on mRNA level. Furthermore
on the gene expression level, in vivo aged and in vitro aged hMSC shared only few similarities. Those
findings suggest that in vivo aging does not necessarily results in senescent stem cells, because the
aging of an organism is a multicellular process, which is influenced by many other factors, e.g.
accumulation of mutations and tumor defense.

Osteoporotic hMSC also showed changes in their gene expression pattern. By comparing those data
with the results of hMSC from age-matched patients, age-associated changes could be eliminated. All
remaining genes with differential expression represented osteoporosis-related changes that
indicated deficiencies in proliferation, migration and differentiation capacity. There were hints for
enhancement of osteoclastogenesis by osteoporotic hMSC and promising candidates for
osteoporosis with respect to inhibition of osteogenesis were detected. SOST (sclerostin) acts as an
inhibitor for WNT signaling and MAB21L2 as an inhibitor for BMP signaling. Both genes were
expressed to a higher extent in osteoporotic hMSC, which indicates autoinhibition of the stem cells
and could lead to the reduced bone formation in osteoporosis.

In summary, this study indicates that intrinsic alterations in stem cell biology are involved in the
pathophysiology of aging and osteoporosis. It opens up profound insights into changes in systems
biology of hMSC due to aging or osteoporosis which provide a broad basis for further analyses.
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3 Einleitung

3.1 Knochenhomdostase

Knochengewebe ist eine spezialisierte Form des Bindegewebes. Es besteht hauptsdchlich aus einer
mineralisierten Matrix, die sich aus miteinander verknipften Kollagen fasern und Hydroxylapatit
(Kalziumphosphatsalz) zusammensetzt. Knochen bildet die Stiitze des Korpers und stellt ein Reservoir
flr Kalzium und Phosphat, sowie einen Ort fiir die Hamatopoese dar. Die Réhrenknochen des
Erwachsenen sind Lamellenknochen und setzten sich aus zwei Schichten zusammen: der dufSeren,
kompakten Schicht Substantia compacta und einer inneren Schicht, die aus schwammartig
aufgebauten Knochenbilkchen und dem Knochenmark besteht, die Substantia spongiosa. Die
Knochenbalkchen und das Innere des Knochens sind von einer diinnen Bindegewebsschicht
umgeben, dem Endosteum. Den dulReren Knochen hiillt das dickere Periost ein. Die Untereinheiten
der knéchernen Bestandteile des Lamellenknochens sind die Osteone, dicke Lamellen parallel zur
Langsachse des Knochens, die sich aus konzentrischen Schichten um einen zentralen Kanal
zusammensetzen (Abb. 1). Dieser Kanal, auch Havers-Kanal genannt, enthédlt Nervenzellen und
BlutgefaRe. Im Durchschnitt bestehen Osteone aus 6-7 Schichten. Diese sind ca. 4 mm lang und 200
mm breit.

Osteozyten

Substantia compacta

Havers-Kanal

Periost ——

Volkmann-Kanal BlutgefalRe

Abb. 1 Aufbau des Lamellenknochens nach (Bartl 2008) und (Robling and Stout 1999)

Die Osteone stehen untereinander und mit dem Endost, dem Knochenmark und dem Periost Uber
weitere Kanale (Volkmann-Kanale) in Verbindung, durch die auch der Austausch von endokrinen
Faktoren und Signalmolekiilen erfolgt. Die Osteone stellen jene Einheit des Knochens dar, an der die
knochenrelevanten Zellen den Knochenumbau durchfiihren. Zu den Knochenzellen gehéren zum
einen die Osteozyten, die sich in den konzentrischen Schichten der Osteone direkt in der
Knochenmatrix befinden. Sie sind dort in Lakunen lokalisiert, und Uber Gap Junctions ihrer in
Kanalikuli verlaufenden, dendritenartigen Auslaufer stehen sie untereinander in Kontakt. Die
Kanalikuli sind auch mit den Kanalen des Osteoms verbunden, wodurch die Kommunikation der
Zellen mit den restlichen Knochenzellen ermdoglicht wird (Noble 2008). Die nicht proliferierenden
Osteozyten entstehen aus Osteoblasten, die wiederum (iber Praosteoblasten aus Mesenchymalen
Stammzellen (siehe 3.1.2) differenzieren. Die Osteoblasten bauen den Knochen durch Sezernierung
von Matrixproteinen auf, die letztendlich mineralisieren. Die Matrix wiederum ist von sogenannten
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,Lining-cells” umgeben, ebenfalls terminal differenzierte Osteoblasten, die nicht am Aufbau der
Matrix beteiligt sind und deren Funktion zum Teil noch unbekannt ist. Ein letzter wichtiger Zelltyp des
Knochens sind die Osteoklasten, Zellen aus der hamatopoetischen Reihe, die mineralisierte
Knochenmatrix abbauen kénnen (Junqueira et al. 2002; Clarke 2008).

3.1.1 Knochenumbau

Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das ein Leben lang kontinuierlich resorbiert und erneut
geformt wird. Diese Umbauten des Knochens werden angeregt durch mechanische Beanspruchung,
zur Regulation des extrazelluldren Kalzium- und Phosphatlevels und als Antwort auf parakrine und
autokrine Faktoren, sowie hormonelle Veranderungen. Abgesehen von der Kindheit — in der die
Ossifikation erst abgeschlossen wird —, im Alter oder bei Defekten im Knochenmetabolismus ist das
Verhaltnis von Knochenabbau zu Knochenaufbau im Gleichgewicht, es liegt eine Homoostase vor.
Neben den knochenbildenden Osteoblasten, den knochenresorbierenden Osteoklasten und den in
der Matrix verankerten Osteozyten spielen weitere Zellen des Knochenmarks, wie z.B. T-
Lymphozyten, B-Zellen und Erythrozyten, sowie neurale Zellen bei diesen Umbauvorgangen eine
Rolle (Sims and Gooi 2008).

3.1.1.1 Knochenabbau

Der Knochenabbau wird von Osteoklasten durchgefiihrt und dauert in einem Osteon von Beginn bis
Ende ca. 2-3 Wochen (Harada and Rodan 2003). Osteoklasten bilden sich aus mononukledren,
hamatopoetischen Stammzellen, indem sie zu multinukledren Zellen fusionieren. Nach einem
Resorption férdernden Stimulus (siehe 3.1.3) werden die Stammzellen ber chemische Lockstoffe,
die von Osteoblasten, , Lining-cells”, Osteozyten oder der Knochenmatrix sezerniert werden, an den
betroffenen Bereich des Knochens rekrutiert (Abb. 2). Zu den Chemoattraktantien zdhlen
Osteocalcin/BGLAP (bone gamma-carboxyglutamate protein), AHSG (alpha-2-HS-glycoprotein),
Sphingosin-1-Phosphat und Kollagen Typ 1-Fragmente (Malone et al. 1982; Pederson et al. 2008; Ishii
et al. 2009). Die Proliferation der Osteoklastenvorlduferzellen wird iber den von Osteoblasten
sezernierten Faktor CSF1 (colony stimulating factor 1) angeregt (Sims and Gooi 2008).

RANK
IL-11, OSM, @
PGE2, PTHrP fusion proteins

resorption

Abb. 2 Induktion der Osteoklastogenese.Zellen der Osteoblasten-Linie sind in Blauténen gehalten, wobei abgeflachte
Zellen ,Lining-cells“ und in der Knochenmatrix verankerte Zellen Osteozyten darstellen. Hamatopoetische
Vorlduferzellen sind in Rosa dargestellt, und ausgereifte Osteoklasten in Rot. (Sims and Gooi 2008)
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Die Fusion der hamatopoetischen Stammzellen wird ebenfalls von Osteoblasten gesteuert.
Sezernierte Faktoren der Osteozyten und anderer umliegender Zellen — z.B. Immunzellen — fiihren
zur Expression des membrangebundenen RANKL/TNFSF11 (tumor necrosis factor superfamily,
member 11, ligand) auf Osteoblasten. Zu diesen Faktoren zdhlen z.B. Il11 (interleukin 11),
Prostaglandin E2, PTHLH/PTHrP (parathyroid hormone-like hormone) und Oncostatin M (kodiert von
OMS). RANKL ist ein Ligand fur den membrangebundenen Rezeptor RANK/TNFRSF11A (tumor
necrosis factor receptor superfamily, member 11a, NFKB activator) der Osteoklasten und der
Schlisselfaktor fiir die Einleitung der Fusion von Vorlauferzellen zu mehrkernigen Osteoklasten. Die
RANK/RANKL-Interaktion induziert in den hdmatopoetischen Vorliuferzellen die Expression von
membranstandigen Fusionsproteinen, wie z.B. ATP6VOD2 (ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa,
VO subunit d2 ), DCSTAMP (DC-specific transmembrane protein) oder DAP12 (DNAX adaptor protein
12) (Horwood et al. 1998; Palmqvist et al. 2002; Sims and Gooi 2008).

Osteoblasten produzieren einen weiterer RANKL-Rezeptor, das l6sliche OPG/ TNFRSF11B (osteopro-
tegerin/ tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b). Die Bindung von RANKL an OPG
flhrt zu keiner Aktivierung eines Signalweges, sondern dient dazu, die Bindung von RANKL an RANK
zu blockieren und damit die Bildung multinukledrer Osteoklasten zu verhindern. Durch Regulation
des Verhéltnisses von RANKL zu OPG kénnen die Osteoblasten die Osteoklastogenese, und damit
letztendlich die Knochenmasse prazise regulieren (Simonet et al. 1997).

Der lokale Knochenumbau findet in sogenannten, tempordren Knochenumbaukammern statt, die
von , Lining-cells” gebildet werden. Es wird angenommen, dass diese Zellen auf Grund der Resorption
einleitenden Faktoren dazu angeregt werden, Kollagenase frei zu setzen. Dieses Enzym zerstort die
nicht-mineralisierte Matrix (Osteoid), die der mineralisierten Matrix aufliegt. AnschlieBend I6sen sich
die , Lining-cells“als geschlossene Schicht von der Matrix ab und bilden eine Kammer (Abb. 2) (Sims
and Gooi 2008). Es wird angenommen, dass Vorlduferzellen von Osteoblasten und Osteoklasten tber
den Blutkreislauf durch Mikrogefdl3e in diese Knochenumbaukammern transportiert werden, damit
der Knochenumbau stattfinden kann (Matsuo 2009).

Die Osteoklasten haften auf der Matrix mittels Integrinen, die mit Osteopontin (codiert vom Gen
SSP1; secreted phosphoprotein 1) und IBSP (integrin-binding sialoprotein) interagieren. Beide
Faktoren wurden im vorangegangen Knochenaufbau-Zyklus von Osteoblasten in der Matrix
hinterlassen (Ross and Teitelbaum 2005). Die Osteoklasten bewegen sich mittels Podosomen fort
und sezernieren Salzsaure fir die Zerstorung des Hydroxylapatids der Matrix und Hydrolasen fir den
Verdau von Kollagen und anderen Matrixproteinen. Die dabei anfallenden Abbauprodukte werden
von den Osteoklasten phagozytiert. Wenn die Resorption beendet ist, werden die Zellen apoptotisch
und lésen sich von der Matrix ab (Sims and Gooi 2008).

3.1.1.2 Knochenaufbau

Die anschlieRende Knochenbildung bendtigt deutlich mehr Zeit als die Resorption: ca. 3 Monate
(Harada and Rodan 2003). Eingeleitet wird sie von den Faktoren, die beim Verdau der Matrix durch
Osteoklasten freigesetzt wurden. Diese Faktoren sind u.a. IGF1 (insulin-like growth factor 1), FGF2
(fibroblast growth factor 2), TGFB1 (transforming growth factor, beta 1), BMP2, 3, 4, 6 und 7 (bone
morphogenetic protein), S1P (sphingosine 1-phosphate) und PDGF (platelet-derived growth factor).
Sie dienen zur Rekrutierung von Mesenchymalen Stammzellen (siehe 3.1.2) und deren
Differenzierung zu Osteoblasten (Ozaki et al. 2007; Ponte et al. 2007; Habisch et al. 2008; Pederson
et al. 2008; Sims and Gooi 2008). Osteoklasten sezernierten u.a. den Faktor CT-1 (Cardiotropin 1).
Dieser leitet die Differenzierung ein, indem er als Ligand fiir LIF-Rezeptoren oder GP130 auf
Osteoblastenvorlaufern wirkt (Abb. 3) (Sims and Gooi 2008).

Die Osteoblasten bilden neues Osteoid durch Sezernierung von COL1A1 (collagen, type |, alpha 1)
und COL1A2, Osteopontin, IBSP, sowie des Kalzium-bindenden Proteins Osteocalcin (Blair et al. 2002;
Ross and Teitelbaum 2005). Die Proteine COL1A1 und COL1A2 bilden in einem Verhéltnis von 2:1
eine Tripelhelix, das Kollagen Typ 1, das sich zu Kollagenfibrillen zusammen lagert (Alberts 2008).
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Abb. 3 Kontrolle des Knochenumbaus. In rot ist ein Osteoklast dargestellt, in blau sind Zellen der Osteoblasten-Linie
gekennzeichnet, wobei die abgeflachten Zellen , Lining-cells“ darstellen. In Gelb ist die Knochenmatrix mit den darin
enthaltenen Osteozyten gehalten, dunkleres Gelb stellt Osteoid dar. Die Osteoblasten stehen iliber Gap Junctions in
Verbindung (Pfeile mit Kasten) und kénnen Gebiete der Knochenresorption wahrnehmen (Doppelpfeile). Von Osteozyten
sezerniertes Sclerostin kann die Knochenformation hemmen (siehe 3.1.3.1). (Sims and Gooi 2008)

Ein membrangebundener Faktor der Osteoklasten, EFNB2 (ephrin-B2) fiihrt nach Bindung an den
osteoblastdren Rezeptor EPHB4 (EPH receptor B4) ebenfalls zu Osteoblastendifferenzierung und
Knochenbildung (Abb. 3). Die Bindung von Ligand an den Rezeptor I6st jedoch auch in Osteoklasten
eine Reaktion aus, die die weitere Differenzierung dieser Zellen, und somit den Knochenabbau
stoppt. Unter bestimmten Bedingungen — stimuliert durch den parakrinen Faktor PTHLH (siehe
3.1.3.5.1) — exprimieren Osteoblasten den Liganden EFNB2 selbst (Abb. 3). Eine Blockade der EFNB2-
EPHB4-Interaktion in Osteoblasten flhrt in-vitro zu verminderter Mineralisierung (Zhao et al. 2006;
Allan et al. 2008).

Auch die Kommunikation der Osteoblasten untereinander ist notwendig fiir die Knochenformation,
daher stehen die Zellen wahrend der Matrixbildung iber Gap Junctions in Verbindung (Abb. 3) (Sims
and Gooi 2008).

Wenn die Sezernierung von Osteoid allméahlich nachlasst, bilden die Osteoblasten durch polarisierte
Knospung Matrixvesikel aus, mit deren Hilfe die Mineralisierung stattfindet. Diese Vesikel enthalten
u.a. CA (carbonic anhydrase), Lipide mit hoher Affinitat zu Kalzium und an der Membran verankertes
TNSALP (tissue non-specific alkaline phosphatase). Uber spezialisierte Transporter in der Membran
gelangen Kalzium- und Phosphat in die Vesikel und formen dort Hydroxylapatit, das anschliefend
wieder in den extrazelluliren Raum abgegeben wird. Kalziumbindende Proteine wie ISBP
unterstitzen diesen Transport (Orimo 2010). Fir die Bildung von Hydroxylapatit ist das Verhaltnis
von Phosphat (Pi) zu Pyrophosphat (PPi) entscheidend. PPi blockiert die Bildung von Hydroxylapatit,
kann aber durch TNSALP (kodiert von ALPL) unter Entstehung von Pi hydrolysiert werden (Terkeltaub
2001; Addison et al. 2007). TNSALP” M3iuse weisen eine skelettale Hypomineralisierung auf und
untermauern die Bedeutung dieses Enzyms fiir die Aushartung der Knochenmatrix (Narisawa et al.
1997). Die Expression von TNSALP wird durch CSF3/G-CSF (granulocyte colony stimulating factor 3),
Retinsdure und Vitamin D3 gefordert (Orimo 2010).

Nachdem die Osteoblasten den Kochenaufbau beendet haben, kénnen sie zu inaktiven , Lining-cells”
oder aber Osteozyten differenzieren.

Die wahrend der Mineralisierung in die Matrix eingeschlossenen Osteozyten regulieren die
Knochenformation ebenfalls aktiv, indem sie das Protein Sclerostin (kodiert von SOST) sezernieren,
das Uber die Kanalikuli an die Knochenoberfliche gelangt. Uber die Inhibition des WNT- und/oder des
BMP-Signalweges (siehe 3.1.3 und 3.1.3.2) inhibiert Sclerostin die Proliferation von Prdosteoblasten,
sowie die Mineralisierung und fordert die Apoptose von Osteoblasten (ten Dijke et al. 2008; Galli et
al. 2010). Auf diese Art wird durch die Osteozyten der Knochenaufbau gestoppt. Funktions-
einschrankende Mutationen in SOST wurden in der Van Buchems Krankheit und bei Sklerosteose
entdeckt. Beide Krankheiten sind durch hohe Knochendichte gekennzeichnet, die aufgrund des
Fehlens von funktionellem Sclerostin auf einer erhéhten Anzahl an aktiven Osteoblasten beruht (Sims
and Gooi 2008; ten Dijke et al. 2008). Sklerosteose ist die schwerwiegendere der beiden Krankheiten.
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3.1.2 AQuelle der Regeneration: Mesenchymale Stammzellen (MSC)

Stammzellen des adulten Organismus dienen dem Zweck, kontinuierlich reife, funktionstiichtige
Zellen fiir Gewebeumbau und Geweberegeneration zur Verfligung zu stellen, um die Funktion der
Organe aufrecht zu erhalten.

MSC sind adulte, multipotente Stammzellen, die hauptsachlich aus dem Knochenmark, aber auch aus
Nabelschnurblut, Bindegewebe, Fettgewebe, synovialen Fliissigkeiten, Plazenta und Zdhnen isoliert
werden kénnen (Sethe et al. 2006). Je nach residierendem Gewebe, sind die Zellen mit dhnlichen,
aber geringfligig veranderten Eigenschaften ausgestattet; ihre genomische Struktur kann variieren
(Jakob et al. 2008; Valtieri and Sorrentino 2008). Wie bei allen Stammzellen wird angenommen, dass
MSC die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen. Der eindeutige Beweis ist jedoch noch offen (Kuhn
and Tuan 2010). Anders als pluripotente, embryonale Stammzellen kénnen sie — auch abhangig von
der Lokalisation im Korper — nur in eine begrenzte Anzahl an Zelltypen differenzieren: Osteoblasten,
Adipozyten, Chondrozyten, Fibroblasten, Myoblasten und neuronale Vorlauferzellen (Pittenger et al.
1999; Sethe et al. 2006; Valtieri and Sorrentino 2008). Die Differenzierung wird durch
Wachstumsfaktoren, bestimmte Signalwege und Transkriptionsfaktoren reguliert, und kann
zumindest fiir die osteogene, adipogene, chondrogene, myogene und neurale Richtung in-vitro
nachgestellt werden (Chamberlain et al. 2007; Valtieri and Sorrentino 2008). Fir die Differenzierung
in die osteogene Richtung sind z.B. die Transkriptionsfaktoren RUNX2 (runt-related transcription
factor 2), DLX5 (distal-less homeobox 5) und Osterix/SP7 (Sp7 transcription factor) entscheidend
(Karsenty and Wagner 2002; Nakashima et al. 2002).

Wie Stammzellen den Weg der Differenzierung einschlagen, wird mehr und mehr auch mit dem
Mechanismus der RNA-Interferenz (siehe 3.2.3.5) in Zusammenhang gebracht. Es haufen sich
Hinweise darauf, dass verschiedene Stammzelltypen — darunter auch MSC — ihren Stammzell-
charakter und ihre Plastizitat mittels microRNA (miRNA) aufrechterhalten. Differenzierte MSC weisen
ein anderes Muster an miRNAs auf als nicht-differenzierte Vorlduferzellen (Valtieri and Sorrentino
2008)

Adulte Stammzellen werden nach den neuesten Befunden als quieszente Zellen mit sehr geringer
Proliferationsaktivitat beschrieben, die in geringer Anzahl in sogenannten Stammzellnischen
vorkommen. Stammzellnischen bestehen entweder aus Stammzellen von nur einem Typ (homogen)
oder mehrerer, unterschiedlicher Zelltypen (heterogen), sowie somatischen Zellen. Adulte
Stammzellen teilen sich entweder symmetrisch oder asymmetrisch, letzteres fiihrt zu einer
gemischten Zellpopulation, da nach der Zellteilung statt zweier Stammzellen nur eine Stammzelle
und eine differenzierte Vorlauferzelle entstehen (Fuchs et al. 2004; Jakob et al. 2008). Die Nische der
MSC wurde bisher noch nicht identifiziert, es ist nur bekannt, dass MSC zusammen mit Osteoblasten
Bestandteile der hdmatopoetischen Stammzellnische im Knochenmark darstellen (Kassem and
Abdallah 2008). Zumindest in dieser heterogenen Nische scheinen MSC asymmetrische Teilung
durchzufiihren. Des Weiteren ist auch unklar, ob sich die MSC-Nischen aus verschiedenen Regionen
in Aufbau und Zusammensetzung dhneln. Damit MSC in-vivo aus der Quieszenz zur Selbsterneuerung
oder zur Differenzierung heraustreten konnen, sind nicht nur die oben erwédhnten intrinsischen
Faktoren, sondern auch Extrinsische notig. Diese stammen u.a. von den somatischen Zellen der
Nische und bestehen einerseits aus direkten Zell-Zell-Kontakten und anderseits aus der Sekretion von
Wachstums- und anderen I6slichen Faktoren, Zytokinen oder Matrixproteinen. Der Zustand der MSC
wird jedoch auch von vielen anderen, im Knochenmark residierenden Zellarten beeinflusst, darunter
auch von Osteoblasten (Kuhn and Tuan 2010).

Telomerase-Aktivitdt — ebenfalls ein Zeichen fiir Stemness — konnte in den meisten Untersuchungen
nicht nachgewiesen werden, bleibt aber dennoch umstritten. Eine Publikation postuliert, dass
humane MSC positiv flr STRO1"""™VCAM+ aktive Telomerase aufweisen (Gronthos et al. 2003). Es
wird jedoch angenommen, dass nur eine primitive Subpopulation an hMSC Telomerase in-vivo
exprimiert. Nach Isolierung und Kultivierung von hMSC verlieren die Zellen Teile ihres
Stammzellcharakters und die Telomeraseaktivitdt wird ausgeschalten (Sethe et al. 2006; Bellantuono
et al. 2009).
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MSC koénnen im Falle von Verletzungen und zur Geweberegeneration per Chemotaxis tber grol3e
Distanzen an den Ort des Geschehens rekrutiert werden. Sie migrieren zu BlutgefaBen und
zirkulieren in geringer Anzahl im Blutkreislauf. Dies konnte im Fall von Myokardinfarkten (Zhang et al.
2007) und zur Frakturheilung (Shirley et al. 2005) nachgewiesen werden. Fir die Migration wurden
bisher verschiedene Mediatoren beschrieben: BMP2 und 4, PDGF, S1P, CYR61 (cysteine-rich,
angiogenic inducer, 61) und WISP3 (WNT1 inducible signaling pathway protein 3) (Jakob et al. 2008;
Pederson et al. 2008). Die Uberwindung der endothelialen Barriere wird u.a. mittels
Metallopeptidasen (MMP) und deren Regulatoren mediiert; MMP1 und 14, sowie TIMP2 (TIMP
metallopeptidase inhibitor 2) spielen eine entscheidende Rolle (Ries et al. 2007).

Charakteristisch fiir MSC in-vitro sind ihre Plastik-Adherenz, ihre Fibroblasten-ahnliche Morphologie
und die Eigenschaft, Kolonien (CFU, colony forming units) zu bilden, wenn sie vereinzelt ausgesat
werden. Diese CFU bestehen einerseits aus schnell proliferierenden, spindelférmigen Zellen (RS-
Zellen) und weniger schnell differenzierenden, groReren Zellen (Colter et al. 2001). Einige
Oberflachenmarker fiir MSC, die einzeln jedoch nicht ausschlieRlich in MSC vorkommen, sind STRO1
(Stromal cell-derived factor-lalpha), CD146/MCAM (melanoma cell adhesion molecule),
CD106/VCAM (vascular cell adhesion molecule 1), BMPR1A (bone morphogenetic protein receptor,
type 1A) und CD73/NT5E (5'-nucleotidase, ecto). MSC sind auch gekennzeichnet durch das Fehlen
von Endothelmarkern, wie z.B. CD35/CR1 (complement component (3b/4b) receptor 1) und
hdamatopoetischen Markern, wie z.B. CD45/PTPRC (protein tyrosine phosphatase, receptor type, C)
(Sethe et al. 2006; Sacchetti et al. 2007; Valtieri and Sorrentino 2008).

MSC stellen eine vielversprechende Ressource fiir Zelltherapieansatze dar, da sie multipotent und
einfach zu kultivieren sind. Obwohl in-vitro ausfiihrlich studiert, ist das Wissen (iber MSC in-vivo
jedoch noch immer liickenhaft. Dennoch wurden erfolgreich Heilungsstudien am muskuloskelletdaren
System mit applizierten MSC im Tierversuch (Bruder et al. 1998) durchgefiihrt und bereits vielfach
auf den Menschen Ubertragen (Panetta et al. 2009). Die Multipotenz der Zellen konnte auch durch
Transplantation in Myokardium, Gehirn oder sogar in Foten unter Beweis gestellt werden. Die Zellen
differenzierten zu Muskelzellen, Nervenzellen bzw. einer Vielzahl von mesenchymalen Zellen im Falle
der fotalen Applikation (Chamberlain et al. 2007). Fir die Weiterfihrung und Weiterentwicklung von
ZelltherapiemalBnahmen im Menschen stellt sich jedoch die Frage, ob das Alter der Zellen bzw. des
spendenden Patienten einen negativen Einfluss auf den Erfolg der Transplantation und die
Differenzierungskapazitat nehmen kann.

3.1.3 Steuerung des Knochenumbaus

3.1.3.1  WNT-Signalweg

Fir die Knochenformation ist das Signalisieren (ber den kanonischen WNT-Signalweg von
entscheidender Bedeutung. WNT (wingless-type MMTYV integration site family) sind eine Familie von
sezernierten Glykoproteinen, die (iber Bindung an die Transmembranrezeptoren FZD (frizzled
homolog) und anschlieRender Rekrutierung der transmembranen Corezeptoren LRP5 (low density
lipoprotein receptor-related protein 5) oder LRP6 eine Signalkaskade auslésen. Uber das Protein DVL
(dishevelled) wird der Komplex aus GSK3 (glycogen synthase kinase 3), APC (adenomatous polyposis
coli) und Axin in der Zelle aufgeldst, wodurch p-Catenin (von dem Gen CTNNBI1 kodiert) nicht mehr
phosphoryliert, und dadurch auch nicht mehr in den Proteasomen degradiert wird. Das
hypophosphorylierte 3-Catenin wird in den Zellkern transloziert und 16st dort unter Komplexbildung
mit den Transkriptionsfaktoren TCF (T-cell specific transcription factor) und LEF (lymphoid-enhancer
binding factor) die Transkription von Zielgenen — u.a. ALPL (Rawadi et al. 2003) — aus (Piters et al.
2008; ten Dijke et al. 2008). Die Bedeutung dieses Signalweges fiir den Knochen verdeutlicht die
knochenspezifische Uberexpression von WNT10A, die iiber Stimulation der Osteoblastogenese zu
einer erhéhten Knochenmasse flihrt (Bennett et al. 2007). Stérungen im WNT-Signalweg fihren zu
reduzierter Knochenmasse, wie beim Osteoporose-Pseudoglioma Sydrom des Menschen, eine
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automosmal rezessive Krankheit, bedingt durch heterozygoten Funktionsverlust von LRP5 (Kato et al.
2002).

Der kanonische WNT-Signalweg wird Uiber |6sliche Inhibitoren reguliert. WNT als Ligand kann durch
WIF1 (WNT inhibitory factor 1) und SFRP (secreted frizzled-related protein) abgefangen werden,
wodurch die Bindung an FZD verhindert wird. Sezernierte DKK1 (dickkopf homolog 1) und DKK2
Proteine kdnnen an die Corezeptoren LRP5 und 6 binden, wodurch sie den WNT-Signalweg ebenfalls
blockieren. Eine Komplexbildung aus DKK, LRP5 oder 6 und dem Transmembranproteinen KRM1
(kremen 1) oder KRM2 wurde ebenfalls als hemmend beschrieben (Piters et al. 2008).
Knochenspezifische Uberexpression von KRM2 fiihrt im Mausmodell zu schwerer Osteoporose
(Schulze et al. 2010). Durch Bindung und Blockierung von LRP5 und LRP6 stellt auch Sclerostin einen
Inhibitor des WNT-Signalweges und damit der Knochenformation dar (Li et al. 2005b). Osteocalcin-
Promoter getriebene, knochenspezifische Uberexpression von SOST fiihrte im Mausmodell zu einer
reduzierten Knochendichte aufgrund reduzierter Osteoblastenaktivitdt (Winkler et al. 2003).
Sclerostin wurde beschrieben als Inhibitor der Differenzierung von MSC zu Osteoblasten (ten Dijke et
al. 2008) und als Storfaktor der Osteoblasten-Aktivitat (Winkler et al. 2003). Tiere, die mit einem
neutralisierenden Antikérper (Scl-Abl) gegen Sclerostin behandelt wurden, zeigten wiederum einen
signifikanten Anstieg der Knochendichte (Veverka et al. 2009).

Es wird angenommen, dass nicht nur der kanonische WNT-Signalweg sondern auch nicht-kanonische
WNT-Signalgebung bei der Knochenformation eine Rolle spielt. Dazu geh6rt zum einen der Kalzium-
abhdngige WNT-Signalweg, bei dem die Transkription von Zielgenen durch die intrazelluldre
Freisetzung von Kalzium tber CAMK2 (calcium/calmodulin-dependent protein kinase), PKC (protein
kinase C) und Calcineurin (CABIN1; calcineurin binding protein 1) verlauft. In MSC kénnen auf diesem
Weg die Expression von RUNX2 und die gleichzeitige Hemmung der PPARG (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma)-Expression angeregt werden. Dies flihrt zur osteogenen, statt
adipogenen Differenzierung der Zellen (Takada et al. 2007). Der zweite 3-Catenin-unabhangige WNT-
Weg fuhrt Gber DVL zur Coaktivierung der GTPasen RHO und RAC, wodurch der JNK-Signalweg
eingeleitet wird. Es wurde gezeigt, dass nicht-kanonisches WNT5A Uber ERK und AKT die Apoptose
von Prdosteoblasten und Osteoblasten verhindert (Almeida et al. 2005).

3.1.3.2 BMP-Signalweg

BMP sind Mitglieder der TGFB (transforming growth factor beta)-Familie und wichtige, autokrine
Faktoren fir die Osteoblastendifferenzierung und -funktion. Sie binden an die Transmembran-
rezeptoren BMPR1A, 1B oder 2, die daraufhin Dimere bilden und eine Signalkaskade einleiten
(Canalis 2009). Diese Kaskade endet in der Aktivierung von Mitgliedern der SMAD-Familie oder fiihrt
zur Einleitung von MAPK-ERK-Signalwegen (Miyazono 1999). Uber die Phosphorylierung der SMAD1,
5 und 8 werden diese Proteine in den Zellkern transloziert, bilden Komplexe mit SMAD4 und leiten
die Transkription von Zielgenen ein. BMP regen die Expression von TNSALP fir die Mineralisierung
(Rawadi et al. 2003), aber auch RANKL und CSF1 an, wodurch die Osteoklastogenese eingeleitet wird.
Sie fordern ebenfalls die Expression von Osteoprotegerin, wodurch die Osteoklastenbildung
kontrolliert wird.

Die Regulation des BMP-Signalweges erfolgt GUber BMP-bindende, l6sliche Antagonisten, deren
Synthese (ber einen Rickkopplungsmechanismus von BMP selbst ausgelost wird. Zwei dieser
Antagonisten, Noggin (NOG) und Gremlin (GREM) fiihren bei knochenspezifischer Uberexpression zu
Osteopenie und hohem Frakturrisiko (Canalis 2009) u.a durch Inhibition der TNSALP-Aktivitat
(Rawadi et al. 2003). Sclerostin ist ebenfalls ein Antagonist des BMP-Signalweges mit dhnlichen
Funktionen, wie Noggin. Es ist umstritten, ob Sclerostin die negativen Veranderungen im
Knochenstoffwechsel tatsachlich Gber den BMP-Signalweg durchfiihrt und nicht ausschlieRlich Gber
WNT-Hemmung. Das Protein ist ein Antagonist zu BMP, jedoch wurden in einigen Zelltypen keinerlei
Auswirkungen auf den BMP-Signalweg registriert. Es konnte gezeigt werden, dass Sclerostin auch
eine groRe Affinitat zu Noggin aufweist, und nach Komplexbildung die inhibierende Wirkung auf den
BMP-Signalweg aufgehoben wird (Winkler et al. 2004). Einige Arbeitsgruppen vermuten einen
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Zusammenhang zwischen BMP-Signalweg und WNT-Signalweg (ten Dijke et al. 2008), vermutlich
Uber eine autokrine Schleife (Rawadi et al. 2003).

3.1.3.3 Wachstumsfaktoren

3.13.3.1 FGF

FGF (fibroblast growth factors) kontrollieren die Proliferation und Differenzierung von vielen
verschiedenen Zelltypen. Bisher sind 23 verschiedene Polypeptide dieser Familie bekannt, wobei
FGF2 das am ausfihrlichsten Charakterisierte ist. FGF kdnnen in variierender Affinitat und unterstitzt
durch den Co-Liganden Heparansulfatproteoglykan an 4 verschiedene Rezeptoren binden: FGFR1, 2,
3 oder 4, wobei von den ersten drei Rezeptoren Splicevarianten bekannt sind: Illb und lllc. Nach
Bindung eines Liganden dimerisieren die membranstindigen Rezeptortyrosinkinasen und die
Signaltransduktion in der Zelle wird iber Autophosphorylierung eingeleitet (Marie et al. 2002). In
MSC und Osteoblasten werden nur FGFR1 und 2 exprimiert (Miraoui et al. 2009; Hamidouche et al.).
Neueste Befunde zeigen, dass FGFR3 nicht nur eine Rolle bei der Chondrogenese zukommt, sondern
ebenfalls in MSC exprimiert wird (Lavery et al. 2009). Ein Knock-down von FGFR2(llic) fihrt in
Mausen zu einer reduzierten Expression von RUNX2 und einer retardierten Ossifikation der
Réhrenknochen (Eswarakumar et al. 2002). FGFR2 stellt somit einen bedeutenden Faktor fiir die
Osteoblastenproliferation und der Osteogenese dar. Uber FGF18 fordern FGFR1 und FGFR2 auch die
Mineralisierung. MSC mit Knock-down in einem der beiden Rezeptoren weisen nach osteogener
Differenzierung in-vitro geringere Expression von Osteoblastenmarkern auf als die Kontrollzellen
(Hamidouche et al. 2010).

Die FGF-mediierte Signaltransduktion interagiert mit vielen anderen Wachstumsfaktor-Kaskaden, wie
z.B. TGFB und IGF. Eine positive Interaktion mit dem BMP-Signalweg ist ebenfalls in Knochenzellen
detektiert worden (Marie et al. 2002).

FGF23 stellt eine Besonderheit in der groRen Familie der FGF dar, indem es als Hormon agiert, das in
Knochen gebildet und zusammen mit dem Rezeptor Klotho den Phosphat- und Kalziumhaushalt des
Korpers Uber die Phosphatriickresorption in der Niere und Uber den Vitamin D3-Metabolismus
reguliert (siehe 3.1.3.5.2 und 3.2.3.6) (Drueke and Prie 2007). Durch die Bindung des sekretorischen
Proteins Klotho an FGFR1(llic) wird dieser in einen spezifischen Rezeptor fiir FGF23 umwandelt und
die Signaltransduktion eingeleitet (Razzaque and Lanske, 2006; Razzaque et al., 2006).

3.1.33.2 IGF

IGF1 und 2 (insulin-like growth factors) sind die haufigsten Wachstumsfaktoren im muskulo-
skelettalen System. Sie signalisieren Uber transmembrane Rezeptoren: IGF1 dient als Ligand fur
IGF1R, wahrend IGF2 an die Rezeptoren IGF1R, IGF2R und IRA (insulin receptor alpha) binden kann
(Gicquel and Le Bouc 2006). Lokal wird die Verfligbarkeit und Aktivitdt von IGF1 und 2 durch Bindung
an 6 verschiedene IGFBP (insulin-like growth factor binding proteins) reguliert. Die Bindung dient
dem Transport der Proteine und verhindert das Andocken an einen IGF-Rezeptor.

Die Inaktivierung von IGF1, IGF2 oder IGFIR im Mausmodell fiihrte zu reduzierter Chondrozyten-
proliferation und -differenzierung. IGF1 spielt jedoch auch im Knochen eine wichtige Rolle, indem es
Uber COL1 die Osteoblastenfunktion und Knochenformation anregt. Des Weiteren stimuliert das
Protein die RANKL-Expression, wodurch die Osteoklastogenese geférdert wird. Die IGF1-Expression in
Osteoblasten wird durch PTH (parathyroid hormone) angeregt, dient aber in Rickkopplungs-
reaktionen auch als Regulator des PTH-Katabolismus (siehe 3.1.3.5.1) (Canalis 2009). IGF2 fordert
zum einen ebenfalls die Osteoklastenbildung (Nakao et al. 2009), unterstiitzt jedoch zum anderen
auch die osteogene Differenzierung von MSC lber die Interaktion mit BMP9 (Chen et al. 2010).

Die Bindeproteine der IGF sind ebenfalls von Bedeutung fiir die Knochenformation. Uberexpression
von IGFBP2 und IGFBP5 inhibiert die Osteoblastenfunktion durch Hemmung des IGF1-Signalweges.
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Mause mit knochenspezifischer Uberexpression von IGFBP4 oder 5 weisen reduzierte Knochen-
formation und daraus resultierende Osteopenie auf (Canalis 2009).

3.13.3.3 TGFB

Von TGFB (transforming growth factor beta) wurden bislang 3 verschiedene Proteine in Sdugern
detektiert: TGFB1, 2 und 3, die alle, wie BMP, zur TGFB-Superfamilie gehdren. TGFB werden als
inaktive Vorldufer von den Zellen synthetisiert. Nach Sezernierung binden sie an LTBP (latent
transforming growth factor beta binding protein), Proteine, die in der extrazellularen Matrix — so
auch in der Knochenmatrix — lokalisiert sind, und zur Lagerung von TGFB dienen. Das noch immer
inaktive TGFB kann durch proteolytische Spaltung mittels Integrin, Plasmin oder Thrombin, oder
durch Konformationsanderungen aktiviert werden (ten Dijke and Arthur 2007; Yan et al. 2009). TGFB
bindet als Homodimer an den membrangebundenen Rezeptor TGFBR1 wodurch dieser ein Dimer mit
dem konstitutiv aktiven TGFBR2-Rezeptor bildet und dadurch die Signalkaskade in der Zelle einleitet
(Yan et al. 2009).

Die Expression der beiden Rezeptoren, sowie aller drei TGFB-Proteine konnte in Osteoblasten, als
auch Osteoklasten nachgewiesen werden (Fox and Lovibond 2005). TGFB1 ist eines der haufigsten im
Knochen vorkommenden und am besten untersuchten TGFB-Proteine. TGFB1 fordert die Migration
von MSC (Tang et al. 2009) und Praosteoblasten, sowie deren Proliferation und frilhe osteogene
Differenzierung. Spate Phasen der Osteoblastendifferenzierung und Knochenmatrixbildung werden
jedoch gehemmt (Janssens et al. 2005).

TGFB wirkt auch stimulierend auf die Fusion von haematopoetischen Stammzellen und Monozyten zu
Osteozyten. Die gleichzeitige Stimulation der Osteoblastendifferenzierung und Osteoprotegrin-
Expression tragt dazu bei, dass die Knochenresorption durch Osteoklastogenese nicht
Uberhandnimmt und der Knochenumbau im Gleichgewicht bleibt (Fox and Lovibond 2005).

3.13.3.4 PDGF

PDGF (platelet-derived growth factors) spielen nicht nur eine Rolle im vaskularen System und bei der
Wundheilung, sondern werden auch von Makrophagen, Osteoblasten und Fibroblasten exprimiert
und sezerniert. PDGF bestehen zum gréRten Teil aus Homodimeren, die von den vier verschiedenen
PDGF-Ketten — PDGFA, B, C und D — gebildet werden. Sie wirken nach Bindung an die membranstan-
digen Tyrosinkinaserezeptoren PDGFR als Mitogene, u.a. in Zellen der Osteoblastenlinie und in
Osteoklasten (Graham et al. 2009a). Diese vermutlich autokrine Signaltransduktion tragt jedoch nicht
dazu bei, die Differenzierung dieser Zellen zu férdern (Tanaka and Liang 1995; Canalis 2009). Bei der
Frakturheilung wird PDGF in der initialen Phase aus dem Frakturhdmatom freigesetzt und leitet auch
hier die Heilung ein (Weiss et al. 2009).

Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass PDGFAA und BB die Bildung von COL1, und damit den
Aufbau der Knochenmatrix fordern, die Differenzierung von MSC in die osteogene Richtung jedoch
stéren kdnnen, u.a. durch Inhibition von IGF1 (Tanaka and Liang 1995; Graham et al. 2009a).

3.13.35 EGF

Zur Familie der EGF (epidermal growth factor) gehéren 6 verschiedene Proteine, unter anderem EGF,
TGFA (Transforming growth factor alpha) und HBEGF (heparin binding epidermal growth factor), die
alle Liganden fiir den Rezeptor EGFR darstellen. Der Rezeptor wird erst nach Dimerisierung mit einem
von 3 verwandten Rezeptoren — ERBB2, 3 oder 4 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene homolog) — aktiviert. HBEGF bindet auch direkt an
ERBB4 (Xian 2007). In-vitro-Supplementation mit einem dieser drei Wachstumsfaktoren fiihrt in
Osteoblasten und Prdosteoblasten zur Stimulation der Proliferation und Inhibition der
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Differenzierung (Chien et al. 2000). In MSC konnte hingegen durch EGF keine Stérung der osteogenen
Differenzierung nachgewiesen werden, obwohl gleichzeitig die Proliferation und Migration dieser
Zellen angeregt wurde. Eine Vernetzung mit dem PTH-Signalweg wurde in Osteoblasten
nachgewiesen: PTH fordert die Expression von EGF, HBEGF und TGFA.

Auch fiir die Osteoklastogene ist der EGF-Signalweg von Bedeutung, denn er fordert die Proliferation
und Migration der Zellen (Schneider et al. 2009).

Die Bedeutung der EGF-Signalgebung wird deutlich in EGFR” Mause, die aufgrund von
Funktionsstérungen verschiedener Organe nicht lebensfahig sind und kurz nach der Geburt sterben.
Der Knochen dieser Tiere ist ebenfalls stark beeintrachtig. Die Embryonen sind gekennzeichnet durch
verzogerte enchondrale Ossifikation, sowie verlangsamte Rekrutierung der Osteoblasten und
Osteoklasten (Wang et al. 2004).

3.1.3.3.6 VEGF

Die proangiogene Familie der VEGF besteht aus VEGFA (vascular endothelial growth factor alpha), B,
C, D, E, F und PLGF (placental growth factor). Sie wirken als Mitogene Uber die Rezeptortyrosin-
kinasen VEGFR1, 2 und 3, sowie die Corezeptoren Heparansulfatproteoglykan, NRP1 und 2
(neuropilin). VEGF-Signalwege sind entscheidend fir die enchondrale Ossifikation wahrend der
Entwicklung und flr die Angiogenese.

Der am ausfiihrlichsten studierte Faktor VEGFA bindet an VEGFR1 von Osteoklasten und regt die
Proliferation, Differenzierung und Migration an. Durch Knochenresorption wird wiederum die
Angiogenese stimuliert, und neu gebildeter Kochen mit Blutgefallen versorgt. VEGFA dient auch als
Chemoattraktant fir Osteoblasten und férdert ebenfalls deren Differenzierung und Proliferation, z.T.
Giber den BMP-Signalweg. Die widerspriichlichen Funktionen des Proteins dienen dem Ausgleich
zwischen Knochenresorption und Knochenaufbau (Dai and Rabie 2007).

3.1.34 Mechanotransduktion

Klinische Untersuchungen an Astronauten nach langerem Aufenthalt unter Mikrogravitation und der
Auswirkungen von Bewegung auf die Knochendichte postmenopausaler Frauen zeigten, dass
fehlende Beanspruchung der Knochen zu einer progressiven Abnahme der Knochendichte fiihrt (Galli
et al. 2010). Die mechanosensitiven Zellen des Knochens, die als Antwort auf Beanspruchung
Knochenumbauvorginge einleiten, sind u. a. die in der Matrix eingeschlossenen Osteozyten. Zum
einen fihrt alltdgliche Beanspruchung zu Mikroschdden im Kochen, die von den Osteozyten
registriert werden, zur Apoptose der Zellen fihren und dadurch die Knochenresorption einleiten
(Verborgt et al. 2002; Tatsumi et al. 2007). Zum andern fiihrt Knochenbeanspruchung zur Bewegung
der Flussigkeiten in den Kanaliculi, durch die die Osteozyten (ber dendritenartige Auslaufer
miteinander in Kontakt stehen. Fllssigkeitsscherstress wird von Transmembranrezeptoren der
Osteozyten — wie z.B. CD44 oder Integrinen — wahrgenommen und in das Zellinnere weitergeleitet.
Dort wird die Expression von mechanosensitiven Genen angeregt. Die Produktion von COX2 (PTGS2),
sowie die Segretion von Prostaglandin E2 und NO (Stickstoffmonoxid) wird erhéht, wodurch der
Anabolismus des Knochens aufrechterhalten wird (Klein-Nulend et al. 2005; Galli et al. 2010). Es
wurde auch gezeigt, dass Mechanotransduktion zu einer verringerten Expression von Sclerostin fiihrt
(Robling et al. 2006).

Aber auch andere Zellen des Knochens reagieren auf mechanische Beanspruchung, wie z.B. MSC und
Osteoblasten (Klein-Nulend et al. 2002).

12



Einleitung

3.1.3.5 Hormonelle Steuerung

3.1.3.51  PTHund PTHLH

PTH (parathyroid hormone) und PTHLH (parathyroid like hormone) sind Hormone, die beide trotz
geringer Sequenzhomologie (16%) an den Rezeptor PTH1R binden. Der transmembrane PTHR1 wird
in Osteoblasten exprimiert, und die Aktivierung des Rezeptors flihrt u. a. zur Einleitung der
Transkription von MMP13, das den Knochenumbau fordert, sowie von EFNB2. PTH ist ein Hormon
der Nebenschilddriisen und wirkt somit endokrin auf den Knochenmetabolismus. PTHLH hingegen
wird von vielen verschiedenen Gewebearten produziert und sezerniert, wie z.B. Haut, Blutgefal3en,
Knochen, Niere, etc. Es wirkt entweder autokrin oder parakrin auf die Zielzellen (Datta and Abou-
Samra 2009). Die knochenanabole Wirkung von PTHLH und PTH kann unter anderem Uber deren
Einfluss auf den WNT-Signalweg induziert werden. Es wurde gezeigt, dass beide Hormone die
Expression von SOST in PTH1R-exprimierenden Osteozyten (Bellido 2006) unterdriicken.

Die Signalgebung durch PTH und PTHLH im Knochen wirkt sich abhdngig von der Dauer der
Einwirkung auf die mesenchymalen Zielzellen entweder anabol oder katabol aus. Intermittierende
Gabe von PTH resultiert in erhohter Knochenformation aufgrund der Erhohung der
Osteoblastenanzahl (Datta and Abou-Samra 2009). Die endokrine Produktion von PTH wird durch
Kalziummangel ausgeldst und steht im engen Zusammenhang mit dem Vitamin D3-Metabolismus
(siehe 3.1.3.5.2). Sie dient zur Aufrechterhaltung des ausgewogenen Mineralhaushaltes des Koérpers,
und regt zu diesem Zweck die Mobilisierung von Kalzium und Phosphat u.a. aus dem Knochen an
(Quarles 2008).

Kontinuierliche Gabe von PTH oder PTHLH fiihrt jedoch zur Induktion der Knochenresorption durch
Osteoklasten, deren Bildung wiederum von aktiven Osteoblasten durch Expression von RANKL
angeregt wird. Gleichzeitig wird die Expression von Osteoprotegerin, TNSALP, COL1A und den
Osteoblastenmakern Osteopontin (SSP1) und Osteonectin (SPARC) gehemmt (Sims and Gooi 2008;
Datta and Abou-Samra 2009).

Neueste Forschungsergebnisse deuten auch auf die Expression von PTH1R in Osteoklasten und damit
auf eine direkte Kontrolle der Osteoklastogenese hin (Dempster et al. 2005).

3.1.3.5.2 Vitamin D3

Vitamin D3 wird in der Haut durch UV-Bestrahlung aus 7-Dehydrocholesterin Uiber Pravitamin D3
synthetisiert oder lber die Nahrung aufgenommen. Bevor es aktiv im Kérper wirken kann, muss es
durch Monooxygenasen hydroxyliert werden. Zu diesem Zweck wird Vitamin D3, gebunden an DBP
(vitamin D binding protein) tber den Blutkreislauf zur Leber transportiert und dort durch 25-
Hydroxylase (CYP2R1) zu 25-(OH)D; (25-Hydroxyvitamin D3) hydroxyliert. Das inaktive 25-(OH)D;
wird erneut mittels DBP zur Niere transportiert und mit Hilfe des Enzyms 1-a-Hydroxylase (CYP27B1)
in aktives 1,25-(0OH),D; (1,25-Dihydroxyvitamin D3) umgewandelt. 1,25-(OH),D; regt die Kalzium-
Resorption im Darm an und férdert dadurch indirekt die Mineralisierung des Knochens (Ebert et al.
2006a; St-Arnaud 2008).

Uber den Vitamin D-Rezeptor VDR I6st 1,25-(OH),D; die Expression von Zielgenen aus, u.a. von
TNSALP (Orimo 2010) und 24-Hydroxylase (CYP24A1), die 1,25-(0OH),D; in weniger aktive Metabolite
degradiert (Holick and DelLuca 1974). Die auf diesem Weg regulierte 1,25-(OH),Ds-Produktion dient
zur Aufrechterhaltung des Phosphat- und Kalziumspiegels des Organismus und ist gekoppelt an den
PTH-Metabolismus. Als Antwort auf Hypokalzamie und Vitamin D3-Mangel erhéht die Nebenschild-
driise die Ausschittung von PTH und aktiviert somit die renale 1-a-Hydroxylase. Dies fihrt zur
Erhéhung des 1,25-(OH),Ds-Spiegels, wodurch die Kalzium- und Phosphatresorption im Diinndarm,
aber auch im Knochen durch Osteoklasten angeregt wird (Rizzoli et al. 1977; Fukumoto et al. 2008).
Es kommt zudem zu einem Rickkopplungseffekt, indem 1,25-(OH),D; wiederum die PTH-
Ausschiittung in den Nebenschilddriisen hemmt (Brown et al. 2006).
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Vitamin D3 Mangel kann zur Osteomalazie oder Rachitis flihren, entweder aufgrund von zu geringer
Bestrahlung mit Sonnenlicht, entziindlichen Darmerkrankungen, oder aufgrund von genetischen
Defekten (Lips 2006).

In Préosteoblasten fiihrte die Stimulation mit 1,25-(OH),D; in frithen Passagen zu einer verminderten
Transkription von COL1 und ALPL, wahrend die Expression dieser Gene in spateren Passagen anstieg.
Es wird ein pleiotroper Effekt von 1,25-(0OH),D; auf die Zellen vermutet, der abhangig davon ist, in
welchem Stadium sich diese befinden bzw. wie viele Populationsverdopplungen die Zellen bereits
durchlaufen haben (St-Arnaud 2008).

Der Vitamin D3-Metabolismus kann u.a. durch die Wirkung von FGF23 und Klotho reguliert werden,
da sie die Expression der la-Hydroxylase unterdriicken (Razzaque and Lanske, 2006; Razzaque et al.,
2006). Klotho- oder FGF23-Defizienz fiihrt Gber erhéhte 1,25-(0OH),D;-Konzentration u.a. zu einem
hohen Phosphatspiegel und Alterungserscheinungen (siehe auch 3.2.3.6) (Kuro-o et al. 1997;
Shimada et al. 2004; Drueke and Prie 2007).

3.1.3.5.3 Sexualhormone

Androgene und Ostrogene sind Steroidhormone, die entscheidend zur Knochenentwicklung
beitragen. Sie unterstitzen die Knochenformation und hemmen die Knochenresorption. Wenn auch
in unterschiedlichen Konzentrationen werden beide Steroide in beiden Geschlechtern synthetisiert.
Androgene werden in Mannern von den Testes, sowie zusatzlich — genau wie bei Frauen — in der
Nebenniere produziert. Testosteron ist das wichtigste Androgen der Manner und wirkt entweder
direkt, oder nach Umwandlung in die aktivere Form 5a-Dihydrotestosteron durch eine 5a-Reduktase
(SRD5A) auf den spezifischen Androgenrezeptor AR. Testosteron wird jedoch Uber die P450-
Aromatase (CYP19A1) auch in Ostradiol — das klassische weibliche Steroidhormon — umgewandelt
und wirkt dann als Ligand fiir die Ostrogenrezeptoren ESR1/ERa und ESR2/ERP. Beide Enzyme
werden auch bei beiden Geschlechtern im Knochen exprimiert und lassen darauf schlieRen, dass die
Ostradiol- und Testosteronbildung zumindest bei Mannern direkt im Zielgewebe von statten geht. In
Frauen werden grolRe Mengen an P450-Aromatase in den Ovarien produziert und dort die Reaktion
zur Bildung von Ostrogenen aus Vorstufen und Androgenen katalysiert. Der Hauptteil des Ostradiols
wird von den Ovarien sezerniert und gelangt tber den Blutkreislauf in die Zielgewebe (Venken et al.
2008).

ESR1, ESR2 und AR werden in Osteoblasten, Osteoklasten, MSC und Osteozyten exprimiert, wodurch
anzunehmen ist, dass die Sexualhormone im Knochen direkt tber ihre Rezeptoren wirken und dort
die Expression entsprechender Zielgene anregen (Riggs et al. 2000; Vanderschueren et al. 2004).
Unter anderem in MSC konnte ein weiterer Rezeptor fiir Ostradiol identifiziert werden — GPER — der
als membranstdandiger Rezeptor die Signalwirkung Uber Signaltransduktion schneller vermittelt als
die Steroidhormonrezeptoren (Jenei-Lanzl et al.). Aktiver GPER aktiviert Uber verschiedene
Signalmolekiile u. a. EGFR durch Phosphorylierung des zytoplasmatischen Proteinschwanzes des
Rezeptors (Filardo 2002).

Die antiresorptive Wirkung von Ostrogenen wird {iber die verringerte Expression von Zytokinen, wie
z.B. IL1, TNF (tumor necrosis factor) und IL6, in benachbarten Osteoblasten, Monozyten und MSC
eingeleitet (Riggs et al. 2000). Des Weiteren férdert Ostradiol die Apoptose von Osteoklasten, sowie
Expression von Osteoprotegerin, und verringert die Expression von RANKL in Osteoblasten.
Androgene reduzieren Osteoklastogenese ebenfalls iber erhohte Osteoprotegerin-Synthese. Beide
Sexualhormone haben auch positiven Einfluss auf die Osteoblastendifferenzierung, -funktion und -
proliferation (Venken et al. 2008).

Da Sexualhormone den Knochenumbau hemmen, fiihrt Defizienz in beiden Geschlechtern zu hohem
Knochenumsatz, indem die Anzahl der Osteoklasten, paradoxerweise aber auch der Osteoblasten
steigt (Riggs et al. 2002).
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3.2 Alterung

3.2.1 Alterung des Organismus

Alterung ist ein komplexer, biologischer Prozess, der zu verminderter Funktion der Organe und
letztendlich zum Organversagen fihrt. Wahrend der Alterung des Korpers reduziert sich dessen
Fahigkeit auf Stress zu reagieren bzw. Krankheiten/Infektionen abzuwehren. Alters-assoziierte
Krankheiten, wie Arteriosklerose, Muskelschwund (Sarkopenie), Osteoporose oder degenerative
Krankheiten des Zentralen Nervensystems hdufen sich mit der Anzahl an Lebensjahren des Menschen
(Mimeault and Batra 2009; Sahin and Depinho). Das Risiko zur Entstehung von Tumoren nimmt
ebenfalls zu (Mimeault and Batra 2009).

Letztendlich kann Alterung als Rickgang der physiologischen Funktionen, die notwendig fiir den
Erhalt und die Fortpflanzungsfahigkeit des Korpers sind, definiert werden (Kuro-o 2001). Dies lasst
sich auf alle Organismen (bertragen, von Einzellern bis zu Pflanzen, Mollusken und Eukaryoten
(Nystrom 2003; Abele et al. 2009; Austad 2009; Watson and Riha).

3.2.2 Zellulare Seneszenz

Um die Funktion der Organe zu erhalten, muss das Gewebe kontinuierlich mittels somatischer
Stammzellen regeneriert werden (Ho et al. 2005). In-vitro konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
undifferenzierten, multipotenten Zellen und alle anderen Zellen des adulten Organismus eine
limitierte Teilungsfahigkeit aufweisen. Diese Limitation wird replikative bzw. zelluldre Seneszenz
genannt, oder unter dem Begriff Hayflick-Limit zusammengefasst. Zellen treten nach einer
definierten Anzahl an Zellteilungen — in der Regel ca. 50 Populationsverdopplungen — in einen
irreversiblen Gi-Arrest des Zellzyklus ein (Hayflick and Moorhead 1961; Hayflick 1965). Seneszente
Zellen weisen morphologische Veranderungen auf. Sie sind meist abgeflacht, enthalten viele Granula,
und in vielen Zellarten konnte eine erhohte R-Galaktosidase Aktivitdt nachgewiesen werden. Die
Farbung der Zellen mittels X-Gal-Spaltung ist ein typischer Nachweis fur Seneszenz (Dimri et al.
1995). Aufgrund der Alterung der Zellen geht deren Replikationsfahigkeit verloren, des Weiteren
weisen sie Veranderungen in ihrer Funktion auf. Dennoch bleiben sie metabolisch aktiv — wenn auch
eingeschrankt — und treten Gber lange Zeitrdume hinweg nicht in die Apoptose ein (Cristofalo et al.
2004; Muller 2009). Seneszente Zellen konnten in in-vivo ebenfalls nachgewiesen werden (Campisi
2005). Fir die Regeneration von Organen stehen Stammzellen somit nur innerhalb einer begrenzten
Zeitspanne zur Verfigung, was letztendlich zur Alterung des gesamten Organismus fithren kann.
AusschlieRlich pluripotente, embryonale Stammzellen und adulte Zellen, die zur Pluripotenz umpro-
grammiert wurden, weisen eine unbegrenzte Teilungsrate in-vitro auf (Amit et al. 2000; Hochedlinger
and Jaenisch 2006).

Im Vergleich zu proliferierenden Zellen sind seneszente Zellen durch ein verdandertes Expressions-
muster gekennzeichnet. Viele Gene sind zwar weiterhin durch Stimulation mit Mitogenen (z.B. PDGF)
induzierbar (Paulsson et al. 1986); Gene zur Férderung der Proliferation werden jedoch reprimiert
und antiproliferative Gene erhoéht exprimiert. Die bisherigen Erkenntnisse beschreiben mehrere
Wege, auf denen der irreversible Zellzyklus-Arrest auf Genexpressionsebene eingeleitet werden
kann. Die zwei bekanntesten Wege werden im Folgenden naher beschrieben.

Der P16/RB-Signalweg verlduft Gber die Expression des Gens CDKN2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A), die proportional zur Anzahl an Populationsverdopplungen der Zellen zunimmt. Das Gen
codiert fur den Tumorsuppressor P16, ein Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK®6.
Dies flihrt zur Dephosphorylierung und somit Inaktivierung des Retinoblastoma-Proteins (RB) und
letztendlich durch Hemmung von Transkriptionsfaktoren zum Proliferationsstopp (Abb. 4) (Bringold
and Serrano 2000). Inaktivierung des P16/RB-Signalwegs fiihrt zu Verldngerung der Lebensspanne
von Zellen oder zur Immortalisation (Brenner et al. 1998). Nicht nur in Zelllinien, sondern auch in
mehr als 30% von Tumoren konnte eine P16-Inaktivierung gefunden werden (Ruas and Peters 1998).
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Abb. 4 Einleitung des Zellzyklusarrestes in G; bzw. G, durch P16/RB- bzw. P53/P21-Signalwege. Grafik zusammengestellt
nach (Bringold and Serrano 2000; Taylor and Stark 2001; Ohtani et al. 2004).
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P53 (TP53, tumor protein p53) wurde in der Halfte aller bekannten Tumore in inaktiver Form
vorgefunden. Im Laufe der Zellalterung — meist aufgrund der Anhadufung von DNA-Schaden —
sammelt sich aktives p53 in der Zelle an. Dies kann letztendlich, abhangig vom Zelltyp, entweder zur
Seneszenz oder zur Apoptose fihren. In die Aktivierung von p53 sind komplexe, post-translationale
Modifikationen involviert, inklusive Phosphorylierung und Acetylierung. Wenn p53 als
Transkriptionsfaktor fir P21 (CDKN1A, cyclin-dependent kinase inhibitor 1A ) wirkt, und dadurch
dessen Expression erhoht, erfolgt der reversible oder irreversible Stopp des Zellzyklus in G; oder G,
Abb. 4) (Bringold and Serrano 2000).

Die Beteiligung der genannten Tumorsuppressorgene bei der Initiierung von Seneszenz unterstitzt
die Theorie, dass Seneszenz eine GegenmaBnahme zur Entstehung von Tumorzellen darstellt
(Campisi 2001). Tumorzellen sind durch unlimitierte Proliferation gekennzeichnet und entstehen
durch Akkumulation von Mutationen. Diese treten in mitotisch aktiven Zellen bereitwilliger auf als in
sich nicht teilenden Zellen (Busuttil et al. 2006). Die Reaktivierung der Telomerase wird in vielen
Tumormodellen im Zusammenwirken mit dem Verlust der P16 und/oder p53 Aktivitat als wichtiger
Schritt der Tumorigenese gebracht (Newbold 2002).

Kontrovers ist die Tatsache, dass die Alterung von Mammalia oft mit der Entstehung von Tumoren
einhergeht. Eine mogliche Erklarung stellt die Hypothese dar, dass die Mikroumgebung von Geweben
durch Akkumulation von seneszenten Zellen im Alter gestort ist. In Fibroblasten konnte gezeigt
werden, dass diese Zellen in seneszentem Zustand Faktoren sezernieren, die das umliegenden
Gewebe zerstéren oder dessen Proliferation stimulieren (Campisi 2000). Auf diese Art kdnnen
Mutationen in nicht-seneszenten Nachbarzellen geférdert werden — auch in sich nicht teilenden
Zellen (Busuttil et al. 2006) — wodurch das Risiko zur Entstehung von Tumoren erhéht wird.
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3.2.3  Ursachen fiir Alterung

3.2.3.1 Telomere

Telomere sind Nukleoproteinkomplexe aus repetitiven DNA-Sequenzen und spezifischen
Bindungsproteinen an den Chromosomenenden (Blackburn 1991). Sie dienen zur Aufrechterhaltung
der Chromosomenstabilitat, indem sie als Schutzmechanismus gegen den Abbau von kodierenden
DNA-Sequenzen wahrend der Replikation fungieren (Hackett et al. 2001). Die DNA-Polymerasen
kénnen an den Chromosomenenden nicht mehr am Folgestrang ansetzen, wodurch die Telomere
nach jeder Zellteilung verkiirzt werden (Levy et al. 1992; Allsopp et al. 1995). Die Telomerase,
bestehend aus einer Reversen Transkriptase (TERT) und einer RNA-Komponente (TERC), verhindert
die Verkirzung der Telomere. Dabei dient die RNA-Komponente als Template fir die de-novo
Synthese der Telomer-Sequenz (Nakamura et al. 1997). Im Menschen ist Telomerase nach dem
Embryonalstadium ausschlieBlich in Keimbahnzellen und in Stammzellen von stark regenerativen
Geweben, wie z.B. hamatopoetische und neuronale Stammzellen, sowie Stammzellen der Haut und
des Darms zu finden. (Forsyth et al. 2002; von Figura et al. 2009). Sobald jedoch die Differenzierung
dieser Zellen einsetzt, wird die Telomerase-Aktivitat unterdriickt (Sethe et al. 2006). In vielen Tumor-
zellen wurde sie wieder reaktiviert vorgefunden (Artandi and DePinho). In Nagetieren hingegen
konnte die Telomerase in allen Geweben und somatischen Zellen nachgewiesen werden (Prowse and
Greider 1995).

Die Chromosomenenden von Zellen ohne Telomerase-Funktion verkiirzen sich bis zu einer kritischen
Lange, ab der DNA-Checkpoints des Zellzyklus einsetzen und die weitere Replikation verhindern,
dhnlich wie bei einem DNA-Doppelstrangbruch (siehe 3.2.3.2) (d'Adda di Fagagna et al. 2003).
Dadurch kommt es zum P53-vermittelten irreversiblen G;-Arrest oder zur Apoptose, aber auch die
Aktivierung des P16/RB-Signalweges konnte nachgewiesen werden (Lee et al. 1998; Jacobs and de
Lange 2005; Choudhury et al. 2007). Telomerverkirzungen treten wahrend der humanen Alterung
des Menschen bisher in fast allen untersuchten Geweben auf (Djojosubroto et al. 2003; Jiang et al.
2007; von Figura et al. 2009). Dass diese Verkiirzungen direkten Einfluss auf die Alterung nehmen,
konnte an Terc ” Mausen gezeigt werden. In diesen Tieren fiihrt der Verlust der Telomerasefunktion
ab der dritten Generation zu reduzierter Stammzellfunktion und einer verkirzten Lebensspanne (Lee
et al. 1998; Rudolph et al. 1999). Zellen mit einer transgenen TERT-Expression, weisen hingegen
stabilisierte Telomerldngen und damit unlimitiertes, replikatives Potential auf, ohne jedoch
zwangslaufig Tumoreigenschaften zu entwickeln, wie z.B. h(MSC-TERT (Bodnar et al. 1998; Simonsen
et al. 2002).

3.23.2 DNA- Reparatur

Die Schadigung von DNA, vor allem durch Doppelstrangbriiche, kann zu Seneszenz, Zelltod oder zur
Entwicklung von Tumoren fiihren (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007).

Diese Schaden treten entweder spontan auf oder werden durch die Umwelt beeinflusst. Es wird
angenommen, dass radioaktive Strahlung, UV-Strahlung, virale Infektion oder Chemikalien nicht nur
Uber Mutationen letztendlich zur Entstehung von Tumoren fiihren, sondern die betroffenen Zellen
alternativ den entgegen gesetzten Weg einschlagen und in die Seneszenz eintreten (Gensler and
Bernstein 1981). Der Eintritt in den Zellzyklusarrest wird iber den P53/P21-Signalweg eingeleitet, in
vielen Zellen jedoch ebenfalls Gber den P16/RB-Weg (Di Leonardo et al. 1994; Robles and Adami
1998; Beausejour et al. 2003). Meist fiihren DNA-Schaden zu einem reversiblen Zellzyklus-Stopp, um
Uber Basen- und Nukleotidexzisionsreparatur, Mismatch- oder Doppelstrangbruchreparatur, die bei
der Replikation entstandenen Fehler oder DNA-Briiche auszubessern. Wahrend der Alterung nimmt
die Effektivitat dieser Reparaturmechanismen jedoch ab. In einigen Studien konnte gezeigt werden,
dass die Expression der dafiir verantwortlichen Reparaturenzyme im Laufe der Alterung sinkt, ebenso
die Sensibilitat auf DNA-Schaden zu reagieren (Goukassian et al. 2000; Intano et al. 2003; Cabelof et
al. 2006; Gorbunova et al. 2007).
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3.2.3.3 Oxidativer Stress

Akkumulation von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt zu oxidativem Stress, der in
Zusammenhang mit Alterung, Carcinogenese und neurodegenerativer, sowie kardiovaskuldrer
Krankheiten gebracht wird (Harman 1956; Olinski et al. 2007; Gems and Doonan 2009). Diese freien
Radikale sind ein Nebenprodukt des Sauerstoffmetabolismus der Zellen, der auf zwei Wegen von
statten geht. Sie entstehen durch biochemische Umsetzung von O, als Substrat — z.B. bei Oxidase-
katalysierten Reaktionen — oder bei der Zellatmung in den Mitochondrien, bei der Superoxid Anion
frei gesetzt wird (Vanderkooi et al. 1991; Olinski et al. 2007). Es wurde die ,,Mitochondrial free radical
theory of aging” (MFRTA) aufgestellt, die besagt, dass Alterung allein oder hauptsachlich durch die
ROS-Produktion der Mitochondrien vorangetrieben wird (Harman 1972). Um Schaden durch ROS zu
vermeiden, werden die freien Radikale von antioxidativen Enzymen abgebaut. Dazu gehdren
Katalasen, Superoxiddismutasen (SOD), die Selenium-abhdngigen Glutathionperoxidasen und
Thioredoxinreduktasen (TRX) (Ebert et al. 2006b; Lu and Holmgren 2009). Oxidativer Stress entsteht
wenn sich die Konzentration von ROS durch Uberproduktion und/oder durch Stérungen des
antioxidativen Mechanismus erhoht. Dies fihrt letztendlich zu einem Anstieg an oxidativ
modifizierten Makromolekiilen, darunter auch DNA (Sohal et al. 2002).

Die Akkumulation von oxidativem Schaden wahrend der Alterung ist bewiesen; dass jedoch die
Mitochondrien dazu beitragen, wurde widerlegt. Die MFRTA besagt, dass die Mitochondrien
wahrend der Zellalterung durch oxidativen Stress in ihrer Funktion eingeschrankt werden, und dies
letztendlich zu einer weiteren Erhéhung der mitochondrialen ROS-Produktion flhrt. (Lapointe and
Hekimi 2010). In Tiermodellen konnte jedoch gezeigt werden, dass der Verlust der Mitochondrien-
Funktion nicht zwangsldufig zur Alterung fithrt. Mclk1l”" Mause erreichten sogar lingere
Lebensspannen als Wildtyp-Tiere, obwohl sie ein hohes Level an oxidativem Stress aufweisen
(Lapointe and Hekimi 2008; Lapointe et al. 2009). Mausmodelle heterozygot fiir Knockdown von
antioxidativen Enzymen der Mitochondrien — z.B. Sod2 und Trx2— weisen ebenfalls keine friihzeitige
Alterung auf (Jang and Remmen 2009).

3.23.4 Proliferationsstress und Mitogene

Mitogene Signale und die Signalkaskaden, die sie ausldsen, kdnnen den Proliferationsdruck von
Zellen soweit erhdéhen, dass dies zu Stress und letztendlich ebenfalls zur Seneszenz fiihren kann. Die
Mehrheit der mitogenen, extrazelluldren Signale mindet in der Aktivierung der RAS-Signalkaskaden,
die Proliferation, Uberleben der Zellen, oxidativen Stress und cytoskelettale Verdnderungen einleiten
kénnen (Malumbres and Pellicer 1998). RAS stellt das am haufigsten aktivierte Onkogen in Tumoren
dar (Bringold and Serrano 2000). Ein wichtiger Signalweg, essentiell fiir die Proliferation, ist die MAPK
(mitogen-activated protein kinase)-Kaskade, die tiber die Aktivierung der Kinasen RAF-MAPK-ERK zur
Transkription von Proliferations-férdernden Genen fiihrt. Uber RAS wird auch PI3K aktiviert (siehe
3.2.3) (Longo 2004). Es konnte gezeigt werden, dass RAS-Signalkaskaden Seneszenz liber den P16/RB-
oder den P53/P21-Signalweg einleiten (Serrano et al. 1997). In Hefen fihrte die Deletion des RAS-
Orthologs zur Verlingerung der Lebenspanne, die Uberexpression reduzierte hingegen das
replikative Potential in Saccharomyces cerevisiae drastisch (Pichova et al. 1997). Dass RAS auch
oxidativen Stress einleiten kann, zeigen Versuche an Mammalia-Zelllinien in denen RAS inhibiert
wird, und diese Zellen daraufhin eine erhohte Resistenz und Lebenserwartung nach Serumentzug
aufweisen. Des Weiteren wird weniger Superoxid produziert, selbst bei Stimulation mit
Wachstumsfaktoren (Rojas et al. 1996; Mills et al. 1998; Longo 2004).

Der RAS-Signalweg wird vor allem von aktivierten Rezeptortyrosinkinasen eingeleitet, zu denen
zdhlen u.a. EGFR, FGFR1-4 sowie PDGFA-D. Uber zwischengeschaltete Proteine und deren
Aktivierung wird letztendlich RAS stimuliert (Eswarakumar et al. 2005; Ramos 2008). Diese
Aktivierung der RAS/MAPK -Signalkaskade kann auch von G-gekoppelten Rezeptoren, Integrinen,
sowie den intrazelluldren Tyrosinkinasen SCR und FYN eingeleitet werden. (Ramos 2008).
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3.2.3.5 Epigenetik

Epigenetische Effekte werden im Laufe des Lebens wahrend der DNA-Replikation kontinuierlich auf
Tochterzellen Ubertragen. Mechanismen der Epigenik sind DNA-unabhdngig und umfassen DNA-
Methylierung durch Methyltransferasen (DNMTs), sowie Modifikationen der Histone wie Methy-
lierung, Acetylierung und Phosphorylierung. Aber auch strukturelle Veranderungen des Chromatins
und RNA-Interferenz (RNAi)-assoziierte Ereignisse tragen zur Regulation auf Transkription
Ubergeordneter bzw. untergeordneter Ebene bei (Esteller 2006; Grolleau-Julius et al. 2009). Hypo-
methylierung von CpG-reicher, Promoter-assoziierter DNA (CpG-Inseln) und Acetylierung von
Histonen fihren zur aktiven Transkription der betroffenen DNA-Abschnitte, wahrend Hyper-
methylierung der DNA und Hypoacetylierung, sowie Methylierung der Histone die Transkription
unterdriicken.

DNA-Methylierungsmuster werden zum groRen Teil im Fotus festgelegt. Es gibt Hinweise, dass sich
das epigenetische Muster im adulten Organimus aber nicht nur aufgrund von Umwelteinfllssen,
sondern auch wahrend der Alterung eines Organismus verandert (Fraga et al. 2005; Gravina and Vijg
2010). Es wurde berichtet, dass der Methylierungsgrad von DNA in vielen Geweben verschiedener
Organismen, u. a. auch im Menschen, im Laufe des Alters abnimmt. Eine moégliche Ursache kdnnte
die reduzierte Aktivitdt von DNMT1 darstellen (Lopatina et al. 2002). Aber auch Helikasen der SNF2-
Superfamlilie, wie z.B. ATRX (alpha Thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) und HELLS
(helicase, lymphoid-specific) konnten involviert sein, da sie ebenfalls als Modulatoren der DNA-
Methylierung fungieren (Sun and Arceci 2005). HELLS " Miuse zeigen neben friihzeitiger Alterung,
inklusive Sarkopenie und Osteoporose, auch eine Abnahme des Methylierungsgrades (Sun et al.
2004). Das Expressionsmuster von HELLS ist umgekehrt zur Expression von CDKN2A wahrend der in-
vitro Alterung von Fibroblasten. Die P16-Expression wird in pra-seneszenten Zellen unterdriickt durch
die direkte Interaktion von HELLS mit dem P16-Promoter und die Rekrutierung von Histon-
Deacetylasen (HDAC1, HDAC2) (Zhou et al. 2009). Andere Arbeitsgruppen postulierten eine indirekte
Wirkung von HELLS auf die P16-Expression, indem die Helikase die Expression des P16-Inhibitors
BMI1 (BMI1 polycomb ring finger oncogene) steuert (Sun et al. 2004; Sun and Arceci 2005). Weitere
Befunde weisen darauf hin, dass HELLS bei der Methylierung von Stemness-Genen, wie z.B. OCT4
(POUS5F1, POU class 5 homeobox 1) Uber die Rekrutierung der DNA-Methyltransferase DNMT3B eine
tragende Rolle spielt. Dies kénnte einen moglichen Mechanismus fiir den Verlust des Stemness-
Charakters von multipotenten Zellen darstellen (Xi et al. 2009).

Abnahme der DNA-Methylierung wahrend der Alterung konnte aber nicht universell nachgewiesen
werden. Je nachdem welches Mausmodell herangezogen, bzw. welches Gewebe oder Gen
untersucht wurde, zeigte sich ein entweder verringerter, erhdhter oder gar nicht veranderter
Methylierungsgrad (Yung and Julius 2008).

In Studien an Lymphozyten von eineiigen Zwillingen jungen Alters verglichen mit Zwillingspaaren
mittleren Alters wurden auch Verdnderungen des Acetylierungsgrades von Histonen H3 und H4
detektiert (Fraga et al. 2005). Tierversuche ergaben, dass die Gabe von HDAC1 (histone deacetylase
1)- und HDAC2-Inhibitoren die Lebensdauer verldangert (Chang and Min 2002; Zhao et al. 2005).
HELLS interagiert ebenfalls mit HDAC1 und behindert auf diese Weise die Expression von P16. Durch
Bindung an den CDNKN2A-Promoter und Rekrutierung von HDAC1 werden die angrenzenden Histone
deacetyliert. Der Eintritt in den Zustand der Seneszenz wird somit verzégert (Zhou et al. 2009).

Ein weiterer epigenetischer Mechanimus — RNA Interfernz — setzt auf Ebene der Transkription an.
RNAI ist ein Mechanismus in vielen Eukaryoten, der darauf basiert, dass doppelstrangige RNA mittels
zelleigener Proteinkomplexe (DICER und RISC) erkannt und zerstort wird. Dies dient einerseits als
Schutz gegen Viren, die ihr Genom mittels doppelstrangiger RNA (bertragen, aber auch zur
Regulation der Translation, indem der Organismus small-interference (siRNA) oder mikroRNA
(miRNA) selbst produziert, um komplementdare mRNA zu binden und zu zerstéren. Auf diese Weise
kénnen Entwicklung und Genexpression posttranskriptional reguliert werden, und es gibt ebenfalls
Anzeichen, dass auch die Alterung dadurch direkt beeinflusst wird (Zamore 2001; Grolleau-Julius et
al. 2009). Die Lebensspanne von C. elegans kann z.B. durch Uberexpression der spezifischen miRNA
lin-4 (lineage 4) verlangert werden (Boehm and Slack 2005).
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3.2.3.6  Genetische Pradisposition

Mutationen, die dazu fihren, dass oben genannte Mechanismen aktiviert bzw. gestért werden,
kénnen die Alterung begiinstigen oder sogar beschleunigen.

Funktionseinschrankende Mutationen in DNA-Reparaturenzymen (siehe 3.2.3.2) stellen die Ursachen
fir viele Progerie-Syndrome dar. Das Werner Symdrom tritt im adulten Menschen aufgrund einer
Mutation im WRN-Gen auf, das fiir eine RECQ-like Helikase codiert. WRN spielt eine Rolle bei der
DNA-Reparatur, aber auch bei der Transkription (Yu et al. 1996; Bachrati and Hickson 2003). Das bei
Kindern auftretende Hutchinson-Gilford Progerie-Syndrom wird durch eine Mutation im Gen LMNA,
das fir Lamin A codiert, hervorgerufen. Lamin A ist ein Protein der Kernhiille, wird aber auch im
Zusammenhang mit Chromatinorganisation beschrieben (Eriksson et al. 2003; Andressoo and
Hoeijmakers 2005). Fibroblasten von Patienten mit Hutchinson-Gilford zeigen in-vitro nach
Bestrahlung keine bzw. kaum DNA-Reparatur (Epstein et al. 1973). Beide monogenetischen
Krankheiten zeigen zeitlich gerafft alle typischen Merkmale der natiirlichen Alterung, in klinischer
und molekularer Hinsicht (Ding and Shen 2008).

Es wird angenommen, dass auch der Vitamin D3-Metabolismus eine Rolle spielt und gesteigerte 1,25-
(OH),Ds-Aktivitat die Alterung durch Erhéhung des Serumphosphatspiegels beglinstigt. Da FGF23 und
Klotho die Expression der la-Hydroxylase unterdriicken und in Folge den Vitamin D3-Metabolismus
negativ regulieren, schiitzen sie vor verfrihter Alterung (Razzaque and Lanske, 2006; Razzaque et al.,
2006). Dies konnte an Knockout-Modellen verdeutlicht werden. Klotho” und FGF23”-Miuse
zeichnen sich durch einen sehr dhnlichen Phdnotyp aus, der durch vorzeitige Alterung, vaskulare
Verkalkungen, erhohten Phosphatspiegel und erhéhte 1,25-(0OH),Ds;-Konzentration gekennzeichnet
ist (Kuro-o et al. 1997; Shimada et al. 2004; Drueke and Prie 2007). Einige Arbeiten zeigen jedoch
auch, dass zumindest in-vitro auf zelluldrer Ebene, 1,25-(0OH),D; die Entstehung von Seneszenz
verzogert. Humane MSC mit Langzeitstimulation von 1,25-(0OH),D; traten spater in den irreversiblen
Proliferationsstopp ein als die Kontroll-Zellen (Klotz et al. submitted).

3.2.4 Immunseneszenz

Das Immunsystem ist ein evolutionadr konserviertes Netzwerk an Schutzmechanismen und kann in
Vertebraten in zwei Komponenten unterteilt werden: das angeborene und das adaptive Immun-
system. Das angeborene System setzt sich hauptsdchlich aus Monozyten, Dendritischen Zellen und
natirlichen Killer-Zellen zusammen. Das adaptive Immunsystem ist reprasentiert durch B- und T-
Lymphozyten.

Mit der Alterung eines Organismus gehen auch negative Veranderungen des Immunsystems einher,
die als Immunseneszenz bezeichnet werden. Immunseneszenz betrifft das angeborene, als auch das
adaptive Immunsystem und ist gekennzeichnet durch die funktionelle Abnahme von T- und B-Zellen,
sowie Involution des Thymus und einem Zustand der chronischen Inflammation, der als
yinflammaging” bezeichnet wird (Weiskopf et al. 2009). Auf diese Weise wird die Immunkompetenz
des Organismus herabgesetzt, wodurch sich wiederum die Anfélligkeit fir Krankheiten und Infektion
und damit auch die Sterberate im Alter erhéhen. Die Inzidenz von Autoimmunkrankheiten nimmt im
Alter ebenfalls deutlich zu (Hasler and Zouali 2005; Ostan et al. 2008).

Im adaptiven Immunsystem hdufen sich wahrend der Alterung die schwerwiegendsten
Veranderungen an, da es sich ein Leben lang an neue Pathogene anpassen muss. Diese Adaptierung
verlauft Gber Antikorper, die erkannt werden und die Immunreaktion ausléosen. Menschen der
heutigen Zeit haben eine Lebenserwartung von 80-120 Jahren, wodurch das Immunsystem eine viel
langere Zeit infektiosen Antigenen ausgesetzt wird als je zuvor in der menschlichen Evolution. Dies ist
moglicherweise eine der Hauptursachen fiir die Entstehung der Immunseneszenz (Larbi et al. 2008;
Ostan et al. 2008).
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Eine weitere Ursache stellen die hamotopoetischen Stammzellen dar, deren Proliferationskapazitat
und Anzahl im Knochenmark mit dem Alter des Organismus abnimmt. Dadurch werden weniger B-
Zellen produziert (Cancro 2005; Dykstra and de Haan 2008; Weiskopf et al. 2009).

Chemische Komponenten bzw. deren differentielle Expression im gealterten Organismus tragen
ebenfalls zur Entstehung von Immunseneszenz bei. Es wurde gezeigt, dass die Aktivitat von NFKB
(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells), ein Transkriptionsfaktor fur
proinflammatorische Gene, in dlteren Personen ansteigt und zur Entstehung von ,inflammaging”
beitragt (Grolleau-Julius et al. 2009). Ein NFKB-responsives Gen stellt /L6 dar, dessen Konzentration
sich im Alter ebenfalls erh6ht, und dessen Proteinprodukt u.a. den Promotor von DNMT1 reguliert
(siehe 3.2.3.5) (Hodge et al. 2001). Es wird angenommen, dass vor allem epigenetische Faktoren zur
Immunseneszenz beitragen (Grolleau-Julius et al. 2009). Weitere Immunsystem-assoziierte Gene, die
im Alter differentiell exprimiert werden, sind /L2 und INFG (Interferon gamma) (Grolleau-Julius et al.
2009).

Inflammation ist ein Mechanismus mit dem der Koérper auf das Eindringen von Pathogenen,
Verletzungen oder Irritationen reagiert und letztendlich die Heilung des betroffenen Gewebes
initiiert. Eingeleitet wird die Inflammation durch die Akute-Phase-Reaktion, die erste, unspezifische
Antwort auf die negativen, exogenen Reize. Inmunkompetente Zellen sezernieren Zytokine, wie z.B.
IL6, 112, INFG, TGFA, TGFB und EGF, die liber den Blutkreislauf zur Leber gelangen. Dort werden als
Reaktion auf diese Botenstoffe liber 30 Akute-Phase-Proteine in groen Mengen produziert und
sezerniert, um den Wundheilungsprozess und weitere inflammatorische Reaktionen einzuleiten
(Baumann and Gauldie 1994). Zu diesen Proteinen gehoren auch die Akute-Phase Serum Amyloide A
(A-SAA), SAA1 und SAA2. Anders als das im Menschen konstitutiv exprimierte SAA4, steigt die
Konzentration von A-SAA im Blutplasma nach einer Verletzung oder Infektion bis zu 1000fach an
(Marhaug 1983; Steel and Whitehead 1994). Der Hauptanteil an A-SAA wird in der Leber produziert,
aber auch in anderen Zellarten konnte die vermutlich gekoppelte Expression von SAA1 und SAA1
nachgewiesen werden. In-vitro wurde SAA1- und SAA2-Expression nicht nur in Hepatozyten, sondern
auch in Epithelzellen als Reaktion auf die Stimulation mit TNF, ll1 und IL6 beobachtet (Hagihara et al.
2004; Thorn et al. 2004). Aber auch in Osteoblastenvorlauferzellen werden SAA1 und SAA2 bei
osteogener Differenzierung hdher exprimiert (Kovacevic et al. 2008).

SAA sind Apolipoproteine, die mit HDL (high density lipoprotein) assoziieren oder nach
proteolytischer Prozessierung durch MMP1, 2, oder 3 in der extrazelluliren Matrix hydrophobe
Aggregate bilden. Diese Amyloid A Fibrillen filhren zur Entstehung von Plaques und letztendlich zu
Amyloidosen (Muller et al. 2000; Stix et al. 2001; van der Hilst et al. 2008). Erh6hte MMP-Produktion
ist auch eine Konsequenz der Aktivierung des Rezeptors FPR2 (formyl peptide receptor 2) durch SAA
(He et al. 2003). MMP fordern die Bildung von Amyloid-Fibrillen, die u.a. bei der Rheumatoiden
Arthritis — einer chronisch entziindlichen Erkrankung — auftreten (Magnus et al. 1989; van der Hilst et
al. 2008). Aber auch mit Alters-assoziierten Krankheiten, wie Arteriosklerose und Tumorentwicklung
ist A-SAA in Verbindung gebracht worden (Mucchiano et al. 2001; Malle et al. 2009).

Einen weiteren Rezeptor fiir SAA1 stellt TLR2 (toll-like receptor 2) dar (He et al. 2009). Aktivierung
von TLR wirkt sich allgemein auf das angeborene, aber auch auf das adaptive Immunsystem aus
(Manicassamy and Pulendran 2009; Iwasaki and Medzhitov). Eine Bindung an TLR2 resultiert in WT-
Md&usen in einer erhéhten Aktivitdt von MAP-Kinasen und ERK1/2, sowie NFKB und der Expression
responsiver Gene (Cheng et al. 2008). Makrophagen erhohen die Expression von CSF3 wenn TLR2
durch SAA aktiviert wird, und dies kann zu Neutrophilie fiihren (He et al. 2009).

SAA und Mechanismen der Inflammationsreaktion treten nicht nur bei akuten Entziindungs-
reaktionen auf, sondern sind Bestandteil des ,inflammaging” und tragen zur Alterung des
Organismus bei (Dinarello 2006).
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3.2.5 Auswirkung der Alterung auf Knochenhomoostase

Alter ist gekennzeichnet durch reduzierte Muskelmasse, erhdhten Korperfettanteil und reduzierte
Knochenmasse, wobei 80% des Verlustes im trabekuldren Knochen, dem Ort der héchsten
metabolischen Aktivitat, stattfindet (Duque 2008).

Beim Knochenverlust ist ein Unterschied zwischen den Geschlechtern zu beobachten, deutlich mehr
Frauen leiden unter stark reduzierter Knochenmasse, die zusammen mit polygenetischen Faktoren
ofter zu Osteoporose fiihren kénnen als bei Mannern (siehe 3.3.1) (Langsetmo et al. 2010). In Frauen
fihrt der Ostrogenmangel nach der Menopause zu erhdhter Osteoklastogenese und Pré-
osteoblastenbildung, gleichzeitig wird die Apoptose von Osteoblasten und Osteozyten gefordert
(Duque 2008). Manner erleiden keinen abrupten, sondern einen langsamen, graduellen Abfall des
Androgenspiegels (Venken et al. 2008). Auch hier ist der Mangel an Ostradiol, und nicht Testosteron,
der entscheidende, knochenreduzierende Faktor. Es wird aber angenommen, dass sich die
Knochenresorption bei Mannern im Alter nicht erhéht, sondern der Knochenverlust auf mangelnde
Knochenformation zuriick zu fiihren ist (Meier et al. 2005).

Die Osteoklastogenese wird auch (iber Zytokine angeregt, wodurch mit der Alterung einhergehende
chronische Inflammationskrankheiten, wie z.B. Osteoarthritis oder Rheumatoide Arthritis, und das
yInflammaging” zur erhéhten Knochenresorption beitragen (Mundy 2007; Hardy and Cooper 2009).
Eine weitere Eigenschaft des alternden Knochens in Tier und Mensch ist die Akkumulation von Fett
im trabekuldren Teil des Knochens im Knochenmark und die damit einhergehende Verdrangung des
Knochenmarks. Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an Adipozyten im Knochenmark mit dem
Alter ansteigt (Duque 2008).

Alterung ist auch assoziiert mit der Verkalkung von weichem Gewebe, wie z.B. bei der
Arteriosklerose, eine Krankheit bei der es in BlutgefidRen zur Bildung mineralisierter Ablagerungen
kommt, dhnlich wie bei der Knochenmatrixmineralisierung (Anagnostis et al. 2009).

3.2.5.1  Auswirkungen der Alterung auf MSC

Die Alterung von MSC wurde in-vitro intensiv studiert. Die Zellen treten in Kultur nach 20-40
Populationsverdopplungen in den Zustand der Seneszenz ein (Stenderup et al. 2003), gekennzeichnet
durch Zunahme an ZellgroBe, eine abgeflachten Morphologie, stdrkere Auspragung von
dendritenartigen Ausldufern und positive 3-Galaktosidase-Farbung (Sethe et al. 2006). Humane MSC
aus alteren Spendern treten friiher in den Zustand der Seneszenz ein als hMSC aus jungen Spendern
(Stenderup et al. 2003). Auch morphologisch gibt es Unterschiede zwischen hMSC aus Spendern
verschiedenen Alters: hMSC isoliert aus jungen Spendern weisen zu Kulturbeginn eine spindelféormige
Zellform auf, die in hMSC aus &lteren Personen nicht oder kaum mehr auftritt. Mit der in-vitro
Kultivierung nimmt die Anzahl an Zellen mit Spindelform ebenfalls ab (Baxter et al. 2004). Bei der
Analyse der B-Galaktosidase-Aktivitat zeigten sich bei hMSC aus Patienten variierenden Alters keine
Unterschiede (Stenderup et al. 2003). Jedoch wird angenommen, dass B-Galaktosidase-Farbung
einen limitierten, und somit keinen geeigneten Marker fiir die in-vivo-Alterung darstellt (Severino et
al. 2000).

Weitere Untersuchungen zu den Eigenschaften gealterter hMSC liefern widerspriichliche Ergebnisse.
Es wurde postuliert, dass die Anzahl an CFU wahrend der in-vivo-Alterung abnimmt (Baxter et al.
2004) oder aber sich nicht verandert (Stenderup et al. 2001). Auch wurde gezeigt, dass mit dem Alter
die GréRe der CFU abnimmt. GroRe Kolonien bestehen aus vielen spindelférmigen Zellen, wahrend
kleine Kolonien aus grolRen, abgeflachten (seneszenten) Zellen aufgebaut sind (Sethe et al. 2006).

Die Telomerldnge ist ebenfalls betroffen. Vergleiche zwischen MSC aus frithen Passagen und nach
Kultivierung bis zur Seneszenz weisen deutliche Unterschiede in der Telomerlange auf. Je kirzer die
Telomere desto mehr Populationsverdopplungen haben die MSC durchlaufen. Dies korreliert mit der
in-vivo-Situation: die Telomere von hMSC aus alteren Patienten sind nach identischer Kultivierungs-
zeit klrzer als die Telomere von hMSC aus jungen Spendern (Bellantuono et al. 2009).
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Widerspriiche hingegen traten bei Untersuchungen zum osteogenen Differenzierungspotential auf:
es wurden Hinweise gefunden, dass keine Unterschiede zwischen hMSC aus jungen Spendern
verglichen mit hMSC aus alteren Spendern existieren (Stenderup et al. 2001). Die Mehrheit hingegen
berichtet, dass das osteogenen Differenzierungspotential proportional zum Alter der Spender
abnimmt (Sethe et al. 2006). Diese Diskrepanzen konnten auf die Anwendung unterschiedlicher
Methoden oder aber auch auf die Isolation der hMSC aus unterschiedlichem Gewebe zuriickzufiihren
sein (Bellantuono et al. 2009).

Kein Einfluss des Alters der Spender konnte bei der Differenzierung von hMSC in die adipogene bzw.
chondrogene Richtung festgestellt werden (Muraglia et al. 2000). Wahrend der in-vitro-Kultivierung
bis zur Seneszenz verlieren die Zellen jedoch die Fahigkeit, in Osteoblasten und Chondrozyten zu
differenzieren. Nur die adipogene Differenzierung wird nicht beeinflusst (Vacanti et al. 2005). In-vivo
konnte dies bestatigt werden: alte hMSC préaferieren die Differenzierung in die adipogene Richtung,
wodurch sich der Fettanteil innerhalb des Knochens im Alter erhéht (Ross et al. 2000). Dieser
»adipogene Umschalter” wird auch als eine der Ursachen fir die Entstehung der senilen Osteoporose
aufgefihrt (siehe 3.3) (Rosen et al. 2009).

Die differenzielle Genexpression in gealterten hMSC ist flr ausgewahlte Gene ebenfalls bekannt.
TGFB wird in gealterten hMSC geringer exprimiert, ebenso BMP2 und 4. Die Sekretion von IL6 als
proinflammatorisches Protein steigt mit dem Alter des Spenders an (Sethe et al. 2006).

Die Akkumulation von ROS konnte bei der in-vitro- als auch der in-vivo-Alterung nachgewiesen
werden (Young et al. 2001; Droge 2003); ebenso die Abnahme von Antioxidantien, wodurch die
Zellen unter erhohtem oxidativem Stress leiden (Sethe et al. 2006).

Die Alterung von Zellen wird auch durch extrinsische Faktoren stark beeinflusst. In in-vitro Versuchen
wurde gezeigt, dass bei Kultivierung von hMSC in Serum von gealterten Personen das osteogene
Differenzierungspotential abnimmt, wahrend sich das adipogene nicht verandert (Abdallah et al.
2006). In den Zellnischen der MSC konnten in-vivo &hnliche Wechselwirkungen ablaufen. Im
Knochenmark wird das Wachstum der MSC z. T. durch hdamatopoetische Zellen kontrolliert
(Friedenstein et al. 1992). Eine Alterung dieser Immunzellvorldufer und damit einhergehender
Funktionsverluste (Greenwood and Lansdorp 2003) kénnte sich auch negativ auf die MSC auswirken.
Auch Proteoglykane und Glycosaminoglykane kdnnen die Differenzierung von MSC — zumindest in-
vitro — beeinflussen. Wenn die Synthese dieser Proteinkomplexe gestort wird, reduziert dies auch die
MSC-Proliferation in-vivo. Eine Zunahme der Glykation — also das Anlagern von Kohlenhydratgruppen
— an Kollagen wurde auch im alternden Organismus beobachtet und flihrt in-vitro zur Inhibition der
Adhéasion von MSC an diese Kollagenfasern. Glykiertes BSA im Kultivierungsmedium inhibiert sogar
die Proliferation und Differenzierung von MSC und erhéht die ROS-Akkumulation, sowie die
Apoptoserate (Sethe et al. 2006).

Untersuchungen an hMSC aus gealterten Personen zeigten keine Abnahme der zelluldaren Antwort
auf mechanischen Stress (Klein-Nulend et al. 2002).

Zusammengefasst beeinflusst die Alterung der MSC deren Proliferation und Differenzierungs-
kapazitdt negativ. Dadurch stehen dem Organismus die notigen Vorlauferzellen fur die Knochen-
regeneration héchstwahrscheinlich nur noch begrenzt zur Verfligung (Fehrer and Lepperdinger
2005). Der Verlust von Selbstregeneration und Differenzierungskapazitat der Stammzellen wirkt sich
innerhalb des Organismus natirlich auch auf das umgebende Gewebe aus und tragt somit
héchstwahrscheinlich zur Alterung des gesamten Organismus bei (Sethe et al. 2006; Bellantuono et
al. 2009).
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3.3 Osteoporose

3.3.1 Gestorte Knochenhomdéostase bei Osteoporose

Primare Osteoporose ist eine polygenetische Erkrankung, die ab der 4. Lebensdekade gehauft auftritt
und durch eine starke Reduktion der Knochenmasse, vor allem trabekuldr (Duque 2008), sowie
verminderter Knochenfestigkeit und Knochendichte gekennzeichnet ist. Wie im gealterten Knochen
kommt es zu erhdhter Knochenresorption und reduzierter Knochenformation. Ostrogenmangel fiihrt
in beiden Geschlechtern zur Knochenresorption (Jilka 2003). Ca. 50% aller kaukasischen Frauen Ende
80 leiden an Osteoporose (Ralston 2005; Jakob et al. 2007). Zumindest bei Frauen ist die Grenze
zwischen natlrlichem, Alters-bedingtem Knochenverlust und Osteoporose offiziell festgelegt. Laut
der Weltgesundheitsorganisation liegt eine Osteoporose vor, wenn die Knochenmineraldichte —
gemessen mittels der Knochendichtemessung — um 2,5 Standardabweichungen unter dem
statistischen Mittelwert gesunder, pramenopausaler Frauen liegt (Bartl 2008). Diese Frauen haben
ein moderates bis starkes Risiko flir Fragilitatsfrakturen, die ohne adaquate Krafteinwirkung zu
Stande kommen (Langsetmo et al. 2010). Typischerweise betreffen diese Frakturen die Wirbelsaule,
den Radius und den Femur.

Die groRten Risikofaktoren der primaren Osteoporose stellen neben dem Alter genetische Ursachen,
Bewegungsmangel und bei Frauen die Menopause dar (Jakob et al. 2007).

Sekundare Osteoporose ist nicht Alters-bedingt und tritt aufgrund unterschiedlichster Stérungen auf,
u.a. durch Hypogonadismus, hdamatologische Erkrankungen, Metastasierung eines Tumors oder
medikamentds (Bartl 2008). Zum Beispiel fihrt Langzeitgabe von Glucocorticoiden (de Gregorio et al.
2006) oder Protonenpumpenhemmern (Sipponen and Harkonen 2010) zum Knochenverlust.

Im Folgenden wird jedoch ausschlieBlich auf die senile bzw. primare Osteoporose eingegangen.

3.3.2  Ursachen fiir Osteoporose

3.3.2.1  Alterung

Der gealterte Korper neigt zum Knochenverlust (siehe 3.2.5), hauptsachlich bedingt durch
Veranderungen im Hormonspiegel (siehe 3.3.2.2). Fast alle monogenetischen Mausmodelle fir
frihzeitige Alterung — z.B. HELLS’/’, Klotho’/’, FGF237 — weisen eine Osteoporose auf (Kuro-o 2001;
Shimada et al. 2004; Sun et al. 2004), wobei diese genetischen Defizienzen den Knochen-
metabolismus nicht zwangslaufig direkt beeinflussen missen. Alterung steht auch indirekt mit der
Knochenumbaurate in Zusammenhang. Z. B. kann die Haut von gealterten Menschen bei Sonnen-
einstrahlung weniger effizient Vitamin D3 produzieren (Bandeira et al. 2006). Des Weiteren ist die
Kalziumabsorption in Diinndarm (Marks et al. 2007) und im Magen durch reduzierte Sdureproduktion
(Bhutto and Morley 2008) ebenfalls reduziert.

Die ganzheitliche Alterung des Organismus stellt somit einen der groRten Risikofaktoren fir die
Entstehung von Osteoporose dar.

3.3.2.2 Veranderungen im Hormonspiegel

Der mit dem Alter sinkende Ostrogenspiegel leitet die erhdhte Knochenresorption ein. Bei Frauen
geht die Ostradiol-Synthese in den Ovarien abrupt zuriick, so dass postmenopausal nur noch ein
schwicheres Sexualhormon — das Ostron — aus Androgenen in der Nebenniere produziert wird
(Chahal and Drake 2007). Bei Mannern fallt der Androgenspiegel langsamer und kontinuierlich ab,
wodurch auch die Ostradiol-Synthese sinkt. Die geschlechtsspezifische, unterschiedliche Expression
von Ostrogen fiihrt dazu, dass — gemessen (iber die gesamte Lebensspanne — im Gegensatz zu Frauen
(40%) nur 15% der Manner ein Risiko fur Fragilitatsfrakturen entwickeln (Venken et al. 2008). Die
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Behandlung von Osteoporose-Patienten mit Ostrogen oder Raloxifen (selektiver Ostrogenrezeptor-
Modulator) erhoht die Knochendichte wieder, hat aber viele negative Nebeneffekte (Sweet et al.
2009)

Im Alter ist eine Abnahme von Vitamin D3 zu beobachten, bedingt u.a. durch reduzierte Vitamin D3-
Produktion in der Haut und Abnahme der VDR-Expression im Magen. Dadurch kommt es zu einem
Kalzium-Mangel, der wiederum die PTH-Synthese anregt. Uber lingere Zeit hohe PTH-Spiegel
erhohen die Knochenresorption (Lips 2006). Die Basistherapie bei Osteoporose-Patienten ist die
gleichzeitige Kalzium- und Vitamin D3-Supplementation, wodurch das Risiko von Fragilitatsfrakturen
in dlteren Personen um bis zu 12% reduziert werden kann (Rahmani and Morin 2009).

3.3.2.3 Verhalten

Mechanische Belastung fordert den Knochenaufbau (siehe 3.1.3.4), daher kann Bewegungsmangel in
der Jugend und im Alter zu reduzierter Knochendichte fiihren. Von einigen Arbeitsgruppen wurde
postuliert, dass dies u.a. auch auf den altersbedingten Verlust der Mechanosensitivitat zuriick-
zufiihren ist (siehe 3.3.3). Jedoch konnte die Knochendichte in postmenopausalen Frauen durch Ein-
fihrung eines speziellen Bewegungsprogrammes wieder erhéht werden (Lirani-Galvao and Lazaretti-
Castro). Neben Bewegungsmangel sind Rauchen, GbermaRiger Alkoholkonsum, geringe Kalzium-
aufnahme in der Kindheit und Adoleszenz, sowie geringe Bestrahlung mit Sonnenlicht weitere
psychosoziale Faktoren, die Osteoporose beglinstigen. Der Mechanismus, mit dem Tabakkonsum den
Knochenmetabolismus beeinflusst, ist noch nicht genau bekannt, jedoch konnte eine Korrelation
zwischen Hohe des Zigarettenkonsums und Abnahme der Knochendichte festgestellt werden.
UbermaRiger Alkoholkonsum kann tiber Leberschidden, Hypogonadismus oder Nihrstoffdefizite den
Knochen indirekt negativ beeinflussen. Alkohol wirkt sich jedoch auch direkt aus, indem der exzessive
Genuss die Knochenmineralisierung stort und die PTH-Synthese erhoht (Metcalfe 2008)

3.3.2.4  Genetik

Osteoporose ist eine polygenetische Erkankung, deren Entstehung nicht durch eine einzelne
Genmutation oder einen einzigen Single-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) hervorgerufen werden
kann. Dennoch sind die Varianzen in der Knochendichte zu 60-85% genetisch determiniert, und
pramenopausale Frauen mit einer geringen Knochenmasse sind besonders gefahrdet, in spateren
Jahren eine Osteoporose zu entwickeln (Ralston 2005; Kawaguchi 2006). Es wurden mittlerweile
einige Gene identifiziert, die mit geringer Knochendichte in Zusammenhang gebracht werden. Die
Proteine dieser Gene sind oft Schliisselfaktoren fiir die Hormonelle Steuerung der Knochenformation
oder wichtiger Signalwege.

Viele SNP des VDR-Gens sind mit geringer Knochendichte assoziiert (Liu et al. 2006b), ebenso zwei
SNP im Exon 4 des Gens fur Klotho (Kawaguchi 2006), wodurch die Vitamin D3 Signalgebung
beeinflusst wird.

Auch die Signalwirkung von Ostrogen kann durch SNP verandert werden. Ein spezieller, homozygoter
Polymorphismus im ESR1-Gen erhoht dessen mRNA-Produktion oder -Stabilitat, wodurch letztendlich
die Knochendichte erh6ht und das Frakturrisiko reduziert wird.

Der WNT-Signalweg ist ebenfalls betroffen. Inaktivierende Mutationen in LRP5 fiihren rezessiv zum
Osteoporose-Pseudoglioma-Syndrom, wahrend aktivierende Mutationen autosomal dominant die
Knochendichte erhéhen (Ralston 2005). Auch WNT-Inhibitoren, wie Sclerostin, sind Kandidaten fur
die Osteoporose. Eine erhohte Konzentration des Proteins wurde im Serum von Patienten mit
immobilisationsbedingtem Knochenverlust nachgewiesen (Gaudio et al. 2010).

Die Verfettung des Knochenmarks ist ebenfalls ein Marker fiir gealterten Knochen und die
Aktivierung des Adipogenese-fordernden Proteins PPARG wird mit reduzierter Knochendichte in
Zusammenhang gebracht.
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SNP in Wachstumsfaktoren wie IGF1 und TGFB1 sind auch bekannt. Ein SNP im Promotor von COL1A1
beeinflusst die Bindung des Transkriptionsfaktors SP1 negativ (Ralston 2005).

Das RANKL/RANK/Osteoprotegerin-System ist ebenfalls betroffen, in den Genen aller 3 Proteine —
TNFRSF11A, TNFRSF11B und TNFRSF11 — wurden SNP mit geringer Knochendichte assoziiert
gefunden (Richards et al. 2009).

3.3.3 MSC und Osteoporose

Ebenso wie bei in-vivo-gealterten MSC gibt es auch bei MSC (MSC-OP) aus Patienten mit priméarer
Osteoporose widerspriichliche Ergebnisse zum Stammzellcharakter der Zellen. Stenderup et al.
(2001) stellen keine Unterschiede in Proliferation oder osteogener Differenzierungskapazitdat von
hMSC aus jungen, alten oder osteoporotischen Spendern fest. Diesen Daten widersprechend,
postulieren Rodriguez et al. (1999) eine geringere Wachstumsrate und beeintrachtigte Differen-
zierung in die osteogene Rrichtung von MSC-OP verglichen mit Kontroll-MSC aus Patienten
identischen Alters. Ein zugunsten der Osteoklastogenese verandertes Osteoprotegerin:RANKL-
Verhaltnis konnte nach osteogener Differenzierung vom MSC-OP ebenfalls detektiert werden (Dalle
Carbonare et al. 2009).

Gegensatzliche Resultate erzielten auch Versuche zur Adipogenese. Zum einen wurden keine
Unterschiede zwischen hMSC und hMSC-OP festgestellt (Justesen et al. 2002), zum anderen konnte
eine erhohte adipogene Differenzierungskapazitdat in hMSC-OP detektiert werden (Rodriguez et al.
2000). Letzteres ging einher mit erhdhter TGFB-Expression und verringerter COL1-Produktion.

Auch die Mechanosensitivitat in hMSC aus Osteoporose-Patienten ist verandert, sie produzieren u.a.
weniger Prostaglandin E2 (Sterck et al. 1998).

3.4 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage, welche funktionellen Einschriankungen durch
Alterung in MSC entstehen. Zu diesem Zweck wurde das Genexpressionsmuster mit Hilfe von
Mikroarray-Analysen in in-vitro-gealterten und in-vivo-gealterten humanen MSC untersucht.

Im in-vitro-Alterungs-Modell wurden hMSC aus Patienten mittleren Alters isoliert und bis zur
Seneszenz kultiviert. Die Gene mit differentieller Expression beim Vergleich von hMSC friiher
Passagen und seneszenter Passagen gaben Aufschluss Uber die Funktionsveranderungen in den
Zellen aufgrund von Seneszenz. Es wurden ebenfalls Mikroarrays mit hMSC aus alteren Patienten
durchgefiihrt, um einen Vergleich zwischen ex-vivo- und in-vitro-gealterten hMSC anzustellen und die
Eignung der in-vitro-Alterung als Alterungsmodell bestimmen zu kdnnen.

Da Osteoporose eine Erkrankung des gealterten Knochens darstellt, wurden auch hier Gen-
expressionsanalysen durchgefiihrt. Der Vergleich mit den Ergebnissen aus der in-vivo-Alterung ergab
jene Gene, die ausschlielRlich aufgrund der Osteoporose differentiell exprimiert sind.

Uber monoklonale Systeme wurde die Funktion ausgewahlter Gene und ihre Bedeutung fiir den
Stammzellcharakter von hMSC analysiert, um Kandidatengene zu finden, die direkten Einfluss auf
Alterung bzw. auf die Entstehung von Osteoporose ausiiben.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate

ABI PRISM 310 Genetic Analyser
Accu-jet Pipettierer

AxioCam MRC

Axioskop 2

Axiovert 25

BioPhotometer

BioPhotometer

Brutschrank, Inkubator HERAcell 240
Consort E835 Power Supply
DNA-Engine Opticon fiir Real Time PCR
Elektrophoresekammern

Gene Pulser® |

GeneChip Scanner 3000

Hochleistungs pH-mV-Meter
Micro-Pipetten

Microplate-Reader, Tecan Sunrise ELISA
Reader

Mikropipetten 10pul, 100ul, 1000yl
Mikroskop

Multipipette plus

Orion Il Microplate Luminometer

Perfect Blue™ *Semi Dry“-Blotter Sedec™
M

Pipetboy

SDS-PAGE-Kammer (Protean Il xi Cell)
Sonofikator Sonoplus
Sterilwerkbanke

Thermocycler MJ Research

Thermocycler peQSTAR

Thermocycler Primus

Thermocycler Primus 25

Thermocycler PTC-200 Peltier Thermal
Cycler

UV-Transilluminator mit Video, Kamera
Modul

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Brand, erhalten von Hartenstein GmbH, Wiirzburg,
Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heraeus, Kleinostheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Gmbh, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

peQLlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
BIO-RAD, Miinchen, Deutschland

Affymetrix UK Ltd., High Wycombe, UK

WTW, Weilheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Wilovert, Heinse Ziller, Hund, Bonn, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Berthold Detection Systems, Pforzheim, Deutschland
peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

BRAND, Wertheim, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

BANDELIN electronic, Berlin, Deutschland

Heraeus Lamin Air®, Burladingen, Deutschland
Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

peQLlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
MWG-BIOTECH, Ebersberg, Deutschland

peQLlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland
LTF Labortechnik GmbH & Co. KG, Wasserburg,
Deutschland
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4.1.2 Verbrauchsmaterial

NucleoSEQ Columns

PCR Softtubes 0,2ml

Oprical Flat Cap Stripes

LP Strip Tubes, 8-Strip, weild
Klvetten
Elektroporationskivetten, 2mm
PVDF-Membran

Blotting Papier, Typ: Whatman 3MM Chr
ReaktionsgefaRe (1,5ml, 2ml)
Réhrchen (15ml, 50ml)
Pipettenspitzen

25cm?, 75cm? Zellkulturflaschen
Zellschaber 24cm, 30cm

6 well, 12 well, 96 well Platten
Petrischalen

Sequenzierungscap
Kryoréhrchen

Leb-Tek Chamber Slides (4-Well)
Filter (0,2 mm, 0,45 mm)

Rontgenfilm

4.1.3

Chemikalien/ Reagenzien

Macherey-Nagel, Diiren , Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland
Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland

Greiner bio-one, Essen, Deutschland

Greiner, Essen, Deutschland

Abimed, Langenfeld, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Greiner, Essen, Deutschland

Greiner, Essen, Deutschland

ABIMED Analysentechnik GmbH, Langenfeld, Germany
TPP AG, Trasadingen, Schweiz

nunc, Rochester, NY, USA

Satorius Stedim biotech, erhalten von Hartenstein
GmbH, Wiirzburg, Deutschland

Amersham, erhalten von GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland

2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)
2-Propanol
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid (X-Gal)

Agar

Agarose
Agarose
Alizarin Rot S

Aluminiumsulfat
Aluminiumsulfatlésung (25%)

Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting

Detection Reagent
Ammoniaklésung (25%

Ampicillin
APS
Azeton

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Chroma-Gesellschaft Schmidt & Co., Stuttgart,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland
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B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Borsaure AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA) fiir Zellkultur Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Bromphenolblau Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

BSA fiir Restriktionsenzyme (100x) New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Cruz Protein-Marker™ Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Deutschalnd

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol
dNTP Set
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid
Formaldehyd (37 %)
Glutaraldehyd
Glycerin-Gelantine
Glycerol

Glycerol Gelantine
Hefeextrakt

Hi-Di-Formamide

Horse Serum
HPLC-H20
Kanamycin
KCl

K-Hexacyanoferrat II
K-Hexacyanoferrat Ill

Loading-Dye (6x)
Magermilchpulver

Methanol

MgCIZ
M-MLV-Puffer (5 x)

N,N-Dimethyl-Formamid

NaCl

Natriumacetat

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland

peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Neomycin (G418-Sulfat)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland
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Oligo-(dT)-Primer
O-Nitrophenyl-Galaktopyranosid
Paraformaldehyd

PCR-Puffer S (10 x)

PCR-Puffer Y (10 x)

peQGold 100bp DNA Leiter Plus
peQGold 1kbp DNA Leiter
peQGold Protein-Marker V
Ponceau S Lésung
Proteininhibitor
Restriktionsenzym-Puffer 1-4

Roti®-Quant

Rotiphorese® Gel 40 (40 %)

SYBR Green | (10000 x) nucleic acid gel
stain

T4-DNA-Ligase-Puffer (x)

TEMED

Tris

Tris-Cl
TritonX-100
Trypanblau
Trypton

Tween 20
Vectashield Hard mit DAPI

Xylencyanoblau
Zitronensdure

4.1.4 Kits

peQLlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
peQLlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
peQLlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
BioWhittaker Molecular Application, Rockland, ME,
USA

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland

Vector Laboratories Inc., Linaris Biolog. Produkte
GmbH, Wertheim, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
AppliChem, erhalten von Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

Big Dye” Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

Nucleo Spin” Plasmid

Nucleo Spin Xtra Maxi

Nucleo Spin® RNA I

peqGOLD Gel Extraction Kit
pcDNA™3.1/V5-His TOPO® Expression
Kits

GeneChip®3’IVT Express Kit

GeneChip HG-U 133 Plus 2.0

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

peQLlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland

Affymetrix UK Ltd., High Wycombe, UK
Affymetrix UK Ltd., High Wycombe, UK
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4.1.5 Primer

4.1.5.1 Primer fiir semi-quantitative PCR

Alle Primer fiir die semi-quantitative PCR wurden von der Firma biomers.net GmbH in Ulm, Deutsch-
land bezogen.

Tab. 1 Liste der verwendeten Primer fiir semi-quantitative PCR, inklusive Sequenzen, Linge des PCR-Produktes in bp,
Annealing-Temperatur (T,) und MgCl,-Konzentration in mM. Fiir mit einem * gekennzeichnete Primer wurde in der PCR-

Reaktion der PCR-Puffer Y verwendet, fiir alle anderen Reaktionen PCR-Puffer S.

Amplikon

Gen Sequenz vorwirts [5°=> 3] Sequenz revers [5°= 3] -I.[inge [Ié] “{’::‘i;']z
pl
ALPL TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC 490 51 1,5
BGLAP ATGAGAGCCCTCACACTCCTC GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC 293 58 1,5
BMI1 CTCTGGGAGTGACAAG AAGAAGATTGGTGGTT 167 38 2,0
CA2 CATGCTTTCAACGTGGAGTT GTGGTCAGTGAGCCTGGGTA 415 54 2,0
CCNB1 GATGGAGCTGATCCAAAC CTCCTGCAACAACCTGAA 186 52 2,0
CD24 AGGGCAATGATGAATGAGAAT CTGGGCGACAAAGTGAGA 163 58 2,0
CDH1 ACTGGACCATTCAGTACAAC GAACCGCTTCCTTCATAG 610 54 2,0
CDKN2A GGTGCGGGCGCTGCTGGA AGCACCACCAGCGTGTCC 210 46 1,5
CENPM GGTGGAAGGCTTTAGGG CAGGCTCTGCAAGAGTGA 376 54 2,0
CNTN3 AGCCCAAGCCTTCCTACCGA CATGCTCCTGCACGCTCACA 330 56 2,5
COL10A1 CAGGCAACAGCATTAT CATTTGACTCGGCATT 251 46 2,0
COL14A1 AGAATATGTCACTTACTCCTACTT CAACCCCTGGAACACACTGC 304 50 2,5
COL4A4 SECATGATGCCACTCT GGAATAACCACGACAAA 564 47 2,0
COMP AGCATGCAGACTGCGTCC CTTCTGGGACCGGCAGT 310 60 2,0*
CTNNB1 AGAGTAGCTGCAGGGGTCCT TCTTGTGGCTTGTCCTCAGA 170 60 3,0
CTsz TTTCTGTGGCTGGGTG TCGATGGCAAGGTTGT 151 54 2,0
DHFR GGTTGGTTCGCTAAACTG AACACCTGGGTATTCTGG 496 50 1,5
DKK1 ATGATGGCTCTGGGCGCAG TTAGTGTCTCTGACAAGTGTGA 800 60 2,5
DPP4 AAGAGGCGAAGTATTATCAGC GTAAGTGGCCCAGTTCAGTC 311 56 2,5
EEF1A1 AGGTGATTATCCTGAACCATCC AAAGGTGGATAGTCTGACTGTTG 235 54 1,5
EGR2 ATGGGAGGAACATAGC CAAGGCACCAAGGACA 244 50 2,5
ESR1 AAAGGTGGGATACGAAA CAAGAGCAAGTTAGGAGC 477 48 2,0
FAS CTTTCACTTCGGAGGATT TCAGTCACTTGGGCATT 115 44 2,5
FGFR2 CTCCTCCATGAACTCCAAC CTGGCTTATCCATTCTGTG 872 53 2,0
GPR116 ACTGACCAAATTACCGACAT CAACTTGTTCATTGGCTTTA 469 53 2,5
HELLS ATGCTGCCAGAACTAA TGTAACAAGGCGATAA 354 46 2,0*
HMMR AAGTGGCGTCTCCTCTATGA CGATTTGAGTTGGCTATTTT 228 55 2,0
IBSP GCCTGTGCTTTCTCAA ACTTCTGCTTCGCTTT 467 46 2,5
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IGFBP5
MAB21L2
MAP4
MMP1
MMP3
NOG
NR3C2
NRCAM
OCT4
PCDH10
PDGFA
PSG1
PSG5
PTGS2
PTHIR
RGS4
RPS6KA2
RUNX3
SAA1°
SAA1°
SAA2°
SAA2°
SECTM1
SFRP4

SOST
SOX11
SPP1

TGFB1
TGFB2
TK1
TNFRSF11
TP53
VEGFA
WNT5B

GAATCCTTTGCGGTCACAAT
TGGGTGCTACAGTTCG
TGTGGAAGCCTTAAACTC
AAATCCCTTCTACCCG
CACTTCAGAACCTTTCCTGGCATC
GCCAGCACTATCTCCACA
TTCGGATTCTTCATTCTCAG
GGCGTCTGAGCAGTATTTGA
CCGCCGTATGAGTTCTGTG
GACCGACCTGATGTTTCTTA
GGGTCCATGCCACTAAG
TGAAGTCAGCCTTGGTTTGG
TACAAAGGACAACTGATGGACC
GCTGTCCCTTTACTTCATTC
AGAGGAACAGATCTTCCTGCT
AGTCCCAAGGCCAAAAAGAT
GACGCAGCTAAAGACG
CTGGTGATCCTATTCCATTCCC
AGCACCATGAAGCTTCTCA
ACATCGGCTCAGACAAAT
TCAGCTACAGCACAGATCAG
TCAGCTACAGCACAGATCAG
CCCTTGGGACCCTCCTGTTT

CGAGGAGCTGGTGGACGTGAACT
G
CTCTGCCACTAACTTGCT

GGAGGAGGTGAGAAAGGAAAT
ACGCCGACCAAGGAAAACTC

TGGTGGAAACCCACAACG
CCAAAGGGTACAATGCCAACT
TCCCTGACATCGTGGAGTT
AAGGAGCTGTGCAAAAGGAA
CCTCCTCAGCATCTTATCCG
TCTTCAAGCCATCCTGTGTG
ATTTACTGTCTGTCCACCACG

GACCGCAGAAAGAAGCTGAC
CAGGCAGGAGATGAGC
TCAGTCCCATCATTATTTC
AGCACATTCTGTCCCT
GCTTCAGTGTTGGCTGAGTG
CAGCAGCGTCTCGTTCA
GCATCCTGAAGCCTCATCCC
CGATAGCCTTGTAGGTGTCC
GATGGTCGTTTGGCTGAATA
CTATCTCCCTGTTCACTGTCTC
CAGCGTTTCACCTCCAC
TTTCCCTCTATGGGCATCTC
CTGGGGAGGTCTGGACCAT
TGGCATCTTGTGATAGTGTT
GTAGTCCGGACAGGGCACA
ACGGGTTGACCAAATCAAGA
AGAGCAAAGTAGGTGGC
CCACTTTGGGCCTTACAGACG
TGTACCCTCTCCCCGCTT
TTTCCACAAATTCCACCT
TCTCAGCTTCTCTGGACATA
GATGCCTATTATATGCCAT
AGAAGGCGTTGGAGATGTTGC

TCGAGGGATGGGTGATGAGGACT
TGAA
GGCGGATGTGATTTCTA

GAACTGATAGAAACTCGCATCG

GTCCATAAACCACACTATCACCTC
G
AAGGCGAAAGCCCTCAAT

GGACACGCAGCAAGGAGAAG
TGCCGAGCCTCTTGGTAT
ACTTGGGATTTTGATGCTGG
GCACAAACACGCACCTCAAA
TGTTGTGCTGTAGGAAGCTCA
TCCCGCCACCTTCATAG

210
246
164
156
406
119
585
444
360
270
187
240
289
500
301
220
179
378
452
352
418
507
141
420

480
276
443

320
134
198
382
260
165
149

55
50
48
53
55
50
58
59
59
56
50
54
54
55
60
55
45
64
45
45
54
54
60
56

50
61
51

54
56
50
60
56
59
56

1,5
2,0
2,0
1,5
1,5
2,5
2,5
3,0
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,0
2,5
15
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,5
1,5

2,0
2,5
1,5

2,5
2,0
2,5
2,5
1,5
2,5
2,0
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4.1.5.2 Sequenzierungsprimer

Tab. 2 Liste der verwendeten Primer fiir Sequenzierungs-PCR, inklusive Sequenzen. Primer fiir SAA sind komplementar
sowohl fiir SAA1 als auch SAA2.

Gen/Vektor Elongationsrichtung Sequenz 5™ 3°
SAA1/SAA2 vorwarts GTGCGGAGGACTCGCTGG
SAA1/SAA2 vorwarts ACTTCCATGCTCGGGGGAAC
SAA1 vorwarts AGCACCATGAAGCTTCTCA
SAA1 rickwarts TGTACCCTCTCCCCGCTT
SAA2 vorwarts TCAGCTACAGCACAGATCAG
SAA2 rickwarts TCTCAGCTTCTCTGGACATA
pcDNA3.1(+) rickwarts TAGAAGGCACAGTCGAGG
pcDNA3.1(+) vorwarts TAATACGACTCACTATAGGG

4.1.6 Enzyme

BamHlI New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

DNase Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

EcoRV New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

M-MLV Reverse Transkriptase Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

RNase Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

SSP1 New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

T4-DNA-Ligase Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Tag DNA-Polymerase peQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

4.1.7 Antikorper

41.7.1 Primarantikérper

Alle Primarantikorper wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Deutschland,
bezogen.

Tab. 3 Liste der verwendeten Primdrantikérper. Alle Antikorper wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Deutschland, bezogen.

Antikérper Bezeichnung Details

anti-HELLS Lsh (H-4) mouse monoclonal IgG,
anti-P16 p16 (C-20) rabbit polyclonal IgG
anti-GAPDH GAPDH (A-3) mouse monoclonal IgG,

33



Material und Methoden

4.1.7.2  Sekundarantikorper

Tab. 4 Liste der verwendeten Sekundarantikorper.

Antikorper Bezeichnung Konjugat, Host-Spezies Firma

anti-rabbit Northern Lights™  NL-557, donkey R&D Systems, Wiesbaden,
Anti-rabbit IgG Deutschland

anti-rabbit Anti-rabbit I1gG Peroxidase, goat Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen,
(whole molecule) Deutschland

anti-mouse Northern Lights™  NL-557, donkey R&D Systems, Wiesbaden,
Anti-rabbit IgG Deutschland

anti-mouse Anti-mouse IgG (Fc Peroxidase, goat Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen,
Specific) Deutschland

4.1.8 Proteine

Recombinantes, humanes Apo-SAA1

(rhSAA1)

Mouse 1gG;

Rabbit IgG

4.1.9

PeproTech GmbH, Hamburg, Deutschland

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
DAKO Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

Kompetente Bakterien

One Shot” StbI3™ Chemically Competent

E. coli

NEB 5-alpha Competent E. coli

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main,

Deutschland
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4.1.10 Vektoren

PcrR o
F\ Product

= = >
=z P ~ _
E:Ezr I“ézs:omg“g . ° @g
In f8a4 L BEEREERPH] vscpitope K] His, [l

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5523 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 902-1019

TOPO® Cloning site: 953-954

V5 epitope: bases 1020-1061

Polyhistidine tag: bases 1071-1088

BGH reverse priming site: bases 1111-1128
BGH polyadenylation signal: bases 1110-1324
f1 origin of replication: bases 1387-1800
SV40 promoter and origin: bases 1865-2190
Neomycin resistance gene: bases 2226-3020
SV40 polyadenylation signal: bases 3039-3277
PUC origin: bases 3709-4382

Ampicillin resistance gene: bases 4527-5387

Abb. 5 Vektorkarte von pcDNAwI 3.1/ V5-His TOPO® aus dem pcDNAT'VI 3.1/ V5-His TOPO® Expression Kit von Invitrogen
GmbH, Darmstadt, Deutschland

~
+
-
Nhe |
Pme |
Afl Il
Hind 11l
Asp7181
Kpn |
BamH |
BstX |
EcoR |
EcoR V
BstX |
Not |
Xho |
Xba |
Drall
Apa |
Pme |

pcDNA3.1 (+/-)
3 5428/5427 bp

Comments for pcDNA3.1 (+)
5428 nucleotides

CMV promoter: bases 232-819
T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 895-1010
PCDNA3.1/BGH reverse priming site: bases 1022-1039
BGH polyadenylation sequence: bases 1028-1252
1 origin: bases 1298-1726
SVA40 early promoter and origin: bases 1731-2074
Neomycin resistance gene (ORF): bases 2136-2930
SV40 early polyadenylation signal: bases 3104-3234
pPUC origin: bases 3617-4287 (complementary strand)
Ampicillin resistance gene (bla): bases 4432-5428 (complementary strand)
ORF: bases 4432-5292 (complementary strand)
Ribosome binding site: bases 5300-5304 (complementary strand)
bla promoter (P3): bases 5327-5333 (complementary strand)

Abb. 6 Vektorkarte pcDNATNI 3.1 (+) und (-) von Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland. In der vorliegenden Arbeit
wurde ausschlieBlich der pcDNAT"'I 3.1 (+) verwendet.

4.1.11 Software und Internet-Seiten

ABI PRISM 310 Collection Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland

ABI PRISM Sequencing Analysis v 3.4 Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AxioVision 4.4.1.0 Zeiss, Jena, Deutschland
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BioCapt MW, Version 99

BioEdit

BioProfil Bio I.D., Version 99

DNA Engine Opticon®2

GeneChip Operating Software 1.2
Significance Analysis of Mikroarrays

Spotfire DecisionSite for Functional
Genomics 9.1.1

GOstat Analysis
NCBI Pubmed
NCBI Blast

GeneCards
Primer3
Affymetrix NetAffx Analysis Center

LTF, Wasserburg, Deutschland

Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA
LTF, Wasserburg, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Affymetrix UK Ltd., High Wycombe, UK

Tool herhalten von http://www-
stat.stanford.edu/~tibs/SAM/
TIBCO Software Inc., Géteborg, Schweden

http://gostat.wehi.edu.au
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAG
E_TYPE=BlastHome
http://www.genecards.org

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx

4.1.1 Losungen fiir Molekularbiologie und Proteinbiochemie

10 x TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer), pH 8,3

0,89 M Tris

0,89 M Borsaure
0,2M EDTA (pH 8)
Addall Agua bidest.

DNA-Ladepuffer

54M Glycerol
0,5M EDTA (pH 8)
4,64 mM Xylencyanoblau

3,73 mM Bromphenolblau
Add a 50 ml Agua bidest.
DNA-Marker

0,05 ug/ul

0,6 x Loading Dye
Add a1 ml Agua bidest.

dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate)

dATP 20 mM
dCTpP 20 mM
dGTP 20 mM
dTTP 20 mM
Add a 100 pl HPLC-H,0

peQGold 100bp/ 1kb DNA Leiter
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10 x MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonsdure)

220mM

50 mM

10 mMm
Add a 50 ml

Denaturierungs-Mix
10 %

7,4 %

1,5 x

1,4 x

Add a 10 ml

MOPS
Natriumacetat
EDTA
HPLC-H,0

deionisiertes Formamid
Formaldehyd (pH > 4)
MOPS

DNA-Ladepuffer
HPLC-H,0

10 x PBS (Phosphat-gepufferte Salzl6sung), pH 7,6

1,37 M
27 mM
0,1M
0,76 M
Addall

NacCl

KCl

Na,HPO,
KH,PO,
Agua bidest.

10 x TBS (Tris-gepufferte Saline), pH 7,2 - 7,4

0,2M
1,5M
Adda1ll

1 x TTBS (Tween Tris-gepufferte Saline ), pH 7,2 - 7.4

Tris-base
NaCl
Agua bidest.

1%
1x
Adda1ll

Homogenisationspuffer
50 mM

1mM

Add a 50 ml

2 x Laemmli-Puffer
100 mM

200 mM

4%

0,2%

20%

2%

1 x Laufpuffer
200 mM

25 mM
0,1%
Adda1ll

Tween-20
TBS
Agua bidest.

Tris (pH 7,5)
EDTA
HPLC-H,0

Tris-Cl (pH 6,9)
Dithiothreitol

SDS
Bromphenolblau
Glycerol
B-Mercaptoethanol

Glycin
Tris-Cl

SDS

Agua bidest.
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10 x Transferpuffer (4 °C)

0,25M Tris

2M Glycin

20% Methanol
Adda1ll Aqua bidest.

Blocklésung fiir Western-Blot

2,5% Magermilchpulver
2,5% BSA

2,5% Horse Serum

Add a 100 ml 1 x PBS/ 0,1 % Tween

Stripping Buffer

62,5 MM Tris-HCL (pH 6,8)
100 mM B-Mercaptoethanol
2% SDS

Zitrat-Azeton-Formaldehyd-Lésung

24,5 % Citrate Solution (Alkaline Phosphatase, Leukocyte Kit No. 86C)
63,7 % Aceton
3,02% Formaldehyd (37 %)

Formaldehyd/Glutaraldehyd-Fixierlésung

2% Formaldehyd
0,2% Glutaraldehyd
Add a 50 ml 1 x PBS

0,2 M Zitronensdure/Na-Phosphat (pH 6,0)
36,85 % 0,1 M Zitronensaureldsung (CsHsO, H,0)
63,15 % 0,2 M di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na,HPO, H,0)

B8-Galaktosidase-Fdrbelésung

1 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal)
40 mM Zitronensaure/Na-Phosphat (pH 6,0)

5mM K-Hexacyanoferrat II

5mM K-Hexacyanoferrat Ill

150 mM NacCl

2 mM MgCl,

Add a x ddH,0

SA-8-Gal-Lésung

50 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (pH 5,1)
1 mM MgCl,

40 mM B-Mercaptoethanol

5mM O-Nitrophenyl-Galaktopyranosid

Add a 200 pl ddH20

Alizarin Rot S-Lésung

1% Alizarin Rot S (Alizarin sulfosaures Natrium)
0,25% Ammoniaklésung (25 %)
Add a 100 ml ddH,0
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Kernechtrot-Lésung

0,5 g/l Aluminiumsulfat
0,01 g/l Kernechtrot
Add a 100 ml Aqua bidest.

Trypanblau-Lésung

0,4 % Trypanblau
0,9% NacCl
Add a 40 ml Aqua bidest.

4.1.2 Bakterienndhrmedien/-ndhrboden

LB-Medium(pH 7,0)

5g/l Hefeextrakt

10 g/l Trypton

10 g/ NaCl

50 pg/ml Ampicillin oder Kanamycin (nach dem Autoklavieren)
Add a 800 ml Agua bidest.

LP-Platten

10 g/l Agar

Add a 800 ml LB-Medium

SOC-Medium (pH 7,0)

5g/l Hefeextrakt
20 g/l Trypton

0,5 g/l NacCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,

0,02 M Glucose
Adda1ll Agua bidest.

4.1.3 Zellkulturmedien

Alle Nahrlésungen und Reagenzien fiir die Arbeit mit eukaryotischen Zellen wurden von PAA
Laboratories GmbH, Coélbe, Deutschland, bezogen, mit Ausnahme von Ascorbat (Sigma-Aldrich
GmbH, Miinchen, Deutschland).

hMSC-Medium

500 ml DMEM Ham's F12

10% FCS (fetal calf serum)

1x Penicillin/Streptomycin (100x)
50 pg/ml Ascorbat

hMSC-TERT-Medium

500 ml DMEM with Earle’s Salt

10% FCS (fetal calf serum)

1x Penicillin/Streptomycin (100x)
1% L-Glutamin
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Osteogenes Differenzierungsmedium

500 ml DMEM High Glucose (4,5g/)
10% FCS (fetal calf serum)

1x Penicillin/Streptomycin (100x)
50 pg/ml Ascorbat

10 mM R-Glycerophosphat

100 nM Dexamethason

4.2 Methoden

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Isolation von zellularer RNA

Unabhangig von Zelltyp oder Behandlung wurden Zellmonolayer aus 75 cm” oder 25 cm? Kultur-
flaschen mittels des NucleoSpin” RNA 11 Kits von Macherey-Nagel isoliert. Hierbei wurden die Zellen
nach griindlichem Entfernen des Kulturmediums mit 700 pl RA1-Puffer und 7 ul B-Mercaptoethanol
lysiert und einem Zellschaber vom Flaschenboden abgekratzt. Nach Uberfithrung in ein steriles,
RNAse-freies 1,5ml-Reaktionsgefall wurden die Proben bei -20 °C gelagert. Die RNA-Isolation erfolgte
nach den Protokollen des Herstellers. Die gereinigten Proben wurden nach Zugabe des gleichen
Volumens an 70%igen Ethanol auf Silikagelmembran-Sdulen pipettiert. Zur Eliminierung uner-
wiinschter genomischer DNA wurde ein DNAse I-Verdau durchgefiihrt. Sonstige Schmutzstoffe
wurden mittels entsprechender Waschpuffer entfernt, gefolgt von der Eluation in 40 ul RNase-freiem
H,O. Um die Konzentration an RNA zu erhohen, wurde der letzte Schritt wiederholt, indem der
Durchfluss erneut auf die Sdule aufgetragen wurde. Nach Bestimmung der Konzentration wurden die
Proben bei -80 °C gelagert.

4.2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Mit Hilfe eines Biophotometers konnte die Konzentration von Nukleinsdauren bestimmt werden. Zu
diesem Zweck wurden in einer UV-durchlassigen Kiivette 48 pl 1 mM TRIS-HCL (pH 7,5) bzw. HPLC-
H,O mit 2 pl isolierter RNA bzw. DNA gemischt. Als Reverenzwert diente 1 mM TRIS-HCL (pH 7,5)
oder HPLC-H,0 ohne Zugabe von Nukleinsduren. Die photometrische Messung erfolgte bei einer
Wellenldange von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von RNA und DNA, wobei ein 0D, von 1 einer
Konzentration von 40 pg/ml entspricht. Absorptionsmessungen von Proteinen, sowie von
organischen Substanzen (z.B. Phenol) wurden bei 280 nm bzw. 230 nm durchgefiihrt. Mittels der
Quotienten ODyg/0D5g0 und OD,6/0OD430 konnte die Reinheit der Proben bestimmt werden. Reine
RNA liegt bei einem OD,6,/0D,gq von 2,0 vor; DNA sollte einen OD,g,/OD,gq > 1,8 aufweisen. In beiden
Fallen ist eine Verunreinigung durch organische Substanzen ab einem 0OD,s/0D,3 > 2,0 ausge-
schlossen.

4.2.1.3 Reverse Transkription

Reverse Transkription ist ein Vorgang, bei dem ausgehend von einem mRNA-Template mittels einer
Reversen Transkriptase komplementére, einzelstrangige DNA (cDNA) generiert werden kann.

Je 1 pg RNA wurde hierfiir mit Oligo-(dT)-Primern (50 pmol/ul) versetzt und auf 18 pl mit HPLC-H,0
aufgefillt. Denaturierung von sekundaren RNA-Strukturen, sowie Bindung der Oligo-(dT)-Primer an
Poly(A)-Sequenzen der mRNA wurden durch 5-min(tige Denaturierung bei 70 °C mit anschlieRender
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Inkubation auf Eis erreicht. Der Ansatz wurde mit einem Mix aus 1 x M-MLV Puffer, 0,8 mM dNTP, 8
U/ul M-MLV Reverse Transkriptase und HPLC-H,0O auf 25 pl aufgefillt. Die Elongation der cDNA —
gestartet mittels der Oligo(dT)-Primer — erfolgte im Thermocycler bei 42 °C fiir 1 h und wurde abge-
stoppt durch eine finale, 10-minitige Inkubation bei 95 °C.

Alle cDNA-Proben wurden nach der Reversen Transkription mit 25 pl HPLC-H,0 verdiinnt.

Um eine genomische DNA-Kontamination ausschliefen zu kdnnen, wurde bei jeder Reversen
Transkription eine Negativ-Kontrolle ohne RNA pipettiert. Diese wurde mittels des Haushaltsgens
EEF1A1 bei der semi-quantitativen PCR und anschlieRender Agarosegelelektrophorese tberpriift.

4.2.1.4 Semi-quantitative Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion dient zur Detektion und Amplifikation von DNA-Sequenzen mittels
spezifischer Primer und einer hitzebestandigen DNA-Polymerase.

Der Standard-Ansatz fiir die PCR setzte sich folgendermallen zusammen: 1 x PCR-Puffer S (inklusive
1,5 mM MgCl,) oder PCR-Puffer Y (inklusive 20 mM MgCl,), 2,5 mM dNTP, 0,5 pmol/ul spezifischer
sense-Primer, 0,5 pmol/ul spezifischer antisense-Primer, gegebenenfalls zusatzlichem MgCl, (siehe
4.1.5) und 0,03 U/ul hitzestabiler Tag DNA-Polymerase. Pro Ansatz wurden 40 ng cDNA eingesetzt.
Die PCR-Reaktion besteht aus einer Kette von sich wiederholenden Temperaturgefallen, beginnend
mit einem Denaturierungsschritt, um DNA-Doppelstrange von einander zu losen. Es folgt die
Herabsetzung auf eine Primer-spezifische Temperatur, um die Bindung der Primer an einzelstrangige
DNA zu gewadhrleisten (Annealing). Zum Schluss ist ein Elongationsschritt notwendig, bei dem die Tagq
DNA-Polymerase mittels dNTP den jeweiligen cDNA-Strang in 5'=>3"-Richtung kopiert. Die Standard-
Bedingungen fiir die PCR-Reaktion sind in Tab. 5 ersichtlich.

Tab. 5 Bedingungen fiir semi-quantitative PCR im Thermocycler

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Anzahl Zyklen

Initiale Denaturierung 94 240 1

Denaturierung 94 30

Annealing Pr.imer—spezifisch 30 Primer-spezifisch
(siehe 4.1.5.1) (siehe 4.1.5.1)

Elongation 72 30-120

Finale Elongation 72 600 1

Die Elongationszeit wurde entsprechend der GroBe des Amplikons variiert: bei einer Gréf3e < 500 bp
wurde der PCR-Ansatz 30 s inkubiert, pro zusatzlicher 500 bp wurde die Zeit auf 30 s erhoht.

Die Primerpaare (siehe 4.1.5.1) wurden so gewahlt, dass sie an moglichst viele bzw. alle Isoformen
des jeweiligen Gens binden. Des Weiteren wurde sichergestellt, dass sich die komplementaren
Sequenzen der Primerpaare vorzugsweise in mindestens 2 verschiedenen Exons befinden, um
ungewollte Kontaminationen mit genomischer DNA nach der Agarosegelelektrophorese ausschlieRen
zu kénnen.

Als Negativ-Kontrolle diente bei jeder PCR ein Ansatz ohne cDNA, um mogliche DNA-Kontami-
nationen in den verwendeten Reagenzien zu tberprifen.
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4.2.1.5 Agarosegelelektrophorese

Agarosegele dienen zur Auftrennung von Nukleinsduren entsprechend ihrer bp-Lange durch Anlegen
eines elektrischen Feldes.

Zu diesem Zweck wurden 1-2 %ige Agarosegele hergestellt, indem Agarose und 0,5 x TBE in einer
Mikrowelle zum Kochen gebracht wurden. Nachdem sich die Agarose vollstandig gel6st hatte, wurde
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1 pug/ml zugegeben. Ethidiumbromid interkaliert in
DNA oder RNA und fluoresziert unter UV-Licht.

In Elektrophoreseschlitten mit entsprechenden Gelkammen polymerisierten die Agarosegele und
wurden anschlieBend in Gelelektrophoresekammern — befiillt mit 0,5 x TBE — tGberfihrt.

42151 Nicht-denaturierende Agarosegelelektrophorese

Nicht-denaturierende Agarosegelelektrophorese wurde durchgefiihrt zur Visualisierung von DNA-
Fragmenten. Hierbei wurden identische Volumina an DNA-enthaltenden Ansdtzen (z.B. PCR-
Produkte, Restriktionsenzymverdaue von Plasmiden) mit je 2 ul DNA-Ladepuffer vermischt und in die
mittels der Gelkdmme entstanden Taschen geladen. Als GroRenmarker zur Bestimmung der bp-Lange
dienten 100 bp bzw. 1 kb Ladder, die DNA-Fragmente in definierten GréRen enthalten. Durch
Anlegen eines elektrischen Feldes (80 - 120 V, 150 mA) wanderten die negativ geladen DNA-
Sequenzen zur positiven Anode. Die daraus resultierenden Banden konnten in einem UV-
Transilluminator mittels UV-Licht detektiert und mit einer angeschlossenen Kamera, sowie dem
BioCapt, Version 99-Programm dokumentiert werden.

4.2.1.5.2 Denaturierende Agarosegelelektrophorese

Zur Detektion von RNA-Degradation wurden von jenen RNA-Proben, die fiir Mikroarray-
Hybridisierungen verwendet wurden, denaturierende Agarosegelelektrophoresen durchgefiihrt. Im
Vergleich zur nicht-denaturierenden Gelelektrophorese wurde das Protokoll hinsichtlich der
Probenvorbereitung geandert. Je 0,5 -1 ug isolierte RNA wurde mit 5 pl Denaturierungs-Mix
vermischt und bei 65 °C 10 min inkubiert. Nach kurzer Abkiihlung auf Eis wurden die Proben auf das
Gel aufgetragen.

Nicht degradierte RNA zeichnet sich durch definierte 28S- und 18S-Banden aus, wobei die 285-Bande
doppelt so intensiv fluoreszieren sollte wie die 18S-Bande. Im Falle von RNA-Degradation ist das 2:1
Verhaltnis von 28S zu 18S nicht gegeben, des Weiteren sind Degradationsprodukte als Schmier bei
geringer Grofe sichtbar.

4.2.1.6 Densitometrie

Densitometrische Auswertung von Agarosegelen und Western-Blots wurden in ausgewahlten
Experimenten durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen einzelnen Banden quantifizieren zu kénnen.
Hierfir wurde das Programm BioProfil Bio I.D., Version 99 verwendet. PCR-Produkt-Banden der
verschiedenen Amplikons wurden auf jene der EEF1A1-PCR-Banden normalisiert. Proteine wurden
auf GAPDH normiert.

4.2.1.7 Agarosegel-Eluation

Aufreinigung von DNA-Sequenzen wurde nach einem Restriktionsenzymverdau fir die Klonierung, als
auch fiur die Sequenzierung von PCR-Produkten verwendet. Hierbei wurden die DNA enthaltenen
Proben auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen und die Ethidiumbromid-Bande der gewiinschten
DNA-Sequenz nach Gelektrophorese unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die
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Aufreinigung erfolgte mit dem peqGOLD Gel Extraction Kit nach Angaben des Herstellers. Der pH
wurde vor der Ubertragung auf HiBind®-Sdulen mit 5 pl 3 M Na-Acetat (pH 4,6) eingestellt. Nach
verschiedenen Waschschritten erfolgte die Eluation der DNA von der Sdulenmatrix mit 30-50 pl DNA-
Eluationspuffer.

4.2.1.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung ist eine Methode, mit der man die Abfolge der Nukleotide in einem bestimmten
DNA-Fragment identifizieren kann. Durch den zufdlligen Einbau von ddNTP wdhrend der DNA-
Synthese erfolgt ein sogenannter Kettenabbruch, wodurch unterschiedlich lange DNA-Fragmente
entstehen, die an den 3’-Enden entweder ein ddATP, ddTTP, ddGTP bzw. ddCTP tragen. Jedes der
vier ddNTP-Molekiile ist mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Mittels eines Kapillar-
Gelsystems werden die Fragmente der GroRe nach aufgetrennt und mit einem Laser angeregt. Je
nach Farbstoff wird Licht in spezifischer Wellenlange emittiert. Diese Daten kdnnen gemessen und
mit entsprechender Software schlieRlich zu einer Sequenz zusammengesetzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Sequenzierungs-PCR das Big Dye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit verwendet. Ein PCR-Ansatz wurde hergestellt aus 1-2 pl PCR-/Geleluations-Produkt
bzw. 150-300 ng Plasmid-DNA, 0,25 pmol sense oder antisense Primer, 0,5 x Big Dye sequencing
v1.1 Buffer und 0,5 x Big Dye Terminator v1.1 Ready Reaction Mix. Die PCR-Bedingungen sind in Tab.
6 ersichtlich.

Tab. 6 Bedingungen fiir Sequenzierungs-PCR im Thermocycler

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 94 240 1
Denaturierung 94 30

Annealing 50 60 30
Elongation 60 180

Finale Elongation 72 300 1

Das PCR-Produkt wurde anschlieRend mittels einer NucleoSEQ-Saule aufgereinigt, nachdem diese fir
mindestens 30 min in 600 ul HPLC-H,0 hydriert wurde. Der 20 pl Ansatz wurde komplett aufgetragen
und die S3ule 5 min bei 7000 U/min zentrifugiert. Es folgte eine Fillung des Durchflusses in Ethanol
mit 0,1 M Natrium-Acetat (pH 4,5). Nach 15 min Inkubation bei RT und 20 min Zentrifugation bei
13000 U/min wurde der Uberstand abgenommen und das DNA-Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen. AnschlieRend wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet bei
RT getrocknet, bevor es in 20-30 ul TSR bzw. Hi-Di™ Formamid aufgenommen wurde. Das DNA-
Gemisch wurde letztendlich in ein Sequenzierungscap Uberfiihrt, fiir 4 min bei 94 °C denaturiert und
nach Abkiihlung auf Eis in den Sequenzierer ABI PRISM 310 Genetic Analyser gestellt. Mittels des
Programms ABI PRISM 310 Collection konnten Einstellungen zu Injektionszeit und Ablaufzeit
eingestellt, sowie die Sequenzierung gestartet werden. Nach dem Ende des Durchlaufs konnten die
Sequenzen mit Hilfe der Programme Sequencing Analysis v 3.4 und BioEdit ausgewertet werden.
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4.2.1.9 Methoden der Klonierung von DNA-Sequenzen

42.19.1 Restriktionsenzym-Verdau

Restriktionsenzyme (bzw. Restriktionsendonukleasen) sind Bakterien-Enzyme, die DNA-Sequenzen an
definierten Stellen schneiden kénnen. Hierfir ist eine je nach Enzym spezifische Nukleotidabfolge
(Restriktionsschnittstelle) notwendig. Der Schnitt der Doppelhelix kann abhangig vom Enzym grade
(blunt) oder versetzt (klebrig) sein; bei Letzterem entstehen Basen-Uberhinge. Dieses Prinzip wird
verwendet, um kiinstlich DNA-Sequenzen in Plasmide klonieren zu kénnen. Im Falle von klebrigen
Enden missen zu diesem Zweck DNA-Sequenz, als auch Plasmid mit identischen Enzymen
geschnitten werden.

Ein Standartansatz fiir einen einfachen Restriktionsenzymverdau eines Plasmids wurde folgender-
malen angesetzt: 30 pug Plasmid, 5-10 U Restriktionsenzym, gegebenenfalls 1 x BSA und 1 x ent-
sprechender Restriktionsenzym-Puffer wurden mit HPLC-H,0 auf 30 ul Endvolumen aufgefllt. Der
Ansatz wurde anschlieRend mindestens fiir 2 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auf ein 1 %iges
Agarosegel aufgetragen. Mittels Elektrophorese wurden die DNA-Sequenzen der Lange nach
aufgetrennt und es konnte eine Geleluation des lineariserten Plasmides durchgefiihrt werden.
Restriktionsenzymverdaue konnten auch mit 2 Enzymen gleichzeitig durchgefiihrt werden, wenn
diese ahnliche Pufferbedingungen bendtigten.

Des Weiteren fand diese Methode Anwendung bei der Uberpriifung der Transfektion. Hierfiir
wurden 5 pl einer Plasmidminipraparation in einem Endvolumen von 20 ul aufgenommen.

4.2.1.9.2 Ligation

Die enzymatische Verknlpfung einer DNA-Sequenz und einem linearisiertem Plasmid erfolgt
entweder mit Hilfe einer DNA-Ligase oder nach dem Prinzip des TA Cloning®.

Bei der Ligation mittels Ligase wurde in der vorliegenden Arbeit die T4-DNA-Ligase verwendet. Diese
bendtigt ATP als Kofaktor, um die Bildung einer Esterbindung zwischen einer freien OH-Gruppe am
3'-Ende des einen DNA-Stranges und einer Phosphatgruppe am 5°-Ende des anderen DNA-Stranges
zu katalysieren. Flr einen Ligationsansatz wurden 500 ng der zu klonierenden DNA-Sequenz, 100 ng
linearisiertes Plasmid aus einer Plasmidprdparation, 1 x T4-DNA-Ligase-Puffer sowie 3 U T4-DNA-
Ligase in einem Reaktionsvolumen von 10 ul gemischt. Dieser Ligationsansatz wurde je nach
verwendetem Plasmid lber Nacht bei 14°C oder 1 h bei RT inkubiert und anschliefend zur Trans-
formation von Bakterien verwendet.

TA Cloning® wird mit linearen Plasmiden durchgefiihrt, die am 3’-Ende je ein Uberhangendes dT,
sowie eine covalent gebunde Topoisomerase besitzen, die eine spontane Ligation der Plasmid-Enden
verhindert. Die zu klonierende Sequenz musste vor der Ligation mittels semi-quantitativer PCR unter
Verwendung von Tag-Polymerase amplifierziert werden, wodurch dA-Uberhidnge am 5'-Ende
entstanden. Diese Art der Ligation wird ohne vorhergehenden Restriktionsverdau und ohne DNA-
Ligase durchgefiihrt. Allein die terminalen Hydroxylgruppen der zu klonierende DNA Sequenz mit dA-
Uberhidngen 16st die Phosphotyrosyl-Bindung zwischen Plasmid und Topoisomerase auf. Die
Topoisomerase wird abgetrennt und die Ligation erfolgt. In der vorliegenden Arbeit wurde TA
Cloning® nach Angaben der jeweiligen Kit- Herstellers verwendet.

42.19.3 Transformation

Als Transformation wird die Aufnahme von DNA in kompetente Bakterien (meist E.coli) bezeichnet. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Methode des Hitzeschocks angewandt, wobei durch eine
kurzzeitige Temperaturerhéhung auf 42 °C die Membran der Bakterien porés gemacht wird, wodurch
die DNA leichter eindringen kann. Zu diesem Zweck wurden 50 pl kompetente E.coli auf Eis aufgetaut
und mit 2 pl Ligationsansatz vorsichtig vermischt. Nach einer 30miniitigen Inkubation auf Eis wurde
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die Bakteriensuspension fiir 20-30 s einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach kurzer Abkihlung auf Eis
erfolgte die Zugabe von 250 pl SOC-Medium und die Inkubation bei 37 °C fiir 1,5 h im Schittler.
AnschlieBend wurden die Bakterien auf LB-Platten mit entsprechendem Selektionsantibiotikum
(Ampicillin oder Kanamycin) — je nach vorhandener Resistenz des Plasmids — ausgestrichen und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.2.1.9.1 Ubernachtkultur von Bakterien

Zur Vermehrung der Plasmide in Bakterien wurden einzelne Kolonien von LB-Platten gepickt und in 2
ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum Gberfiihrt. Nach einer Inkubation ber Nacht bei
37 °Cim Schittler konnte mittels einer Mini-Praparation das Plasmid isoliert werden.

Um groéRere Mengen an Plasmid zu gewinnen, wurden 200 ml-Ubernachtkulturen angesetzt, wobei
eine 4-6stlindige Wachstumsphase der Bakterien in einer 2 ml-Vorkultur vorangegangen sein musste.

4.2.1.10 Klonierung fiir die Expression von SAA1 und SAA2

Um eine Expression von SAA1 und SAA2 in eukaryotischen Zellen forcieren zu kénnen, musste zu
Beginn die kodierende Sequenz Gene (siehe Abb. 7 und Abb. 8) in entsprechende Vektoren kloniert
werden. Hierflir wurden die Sequenzen mittels der Primerpaare SAA1 Exp. s und as, sowie SAA2 Exp.
s und as (siehe 4.1.5) in semi-quantitativen PCR-Ansdtzen aus cDNA von hMSC amplifiziert. Bei der
Wahl der Primer wurde darauf geachtet, dass sie das Stopp- und das Start-Codon einschlieRen;
Letzteres sollte zusatzlich eine ,starke” Kozak-Sequenz umgeben. Diese Sequenz ist nach der
Translation entscheidend fiir die adaquate Bindung von Ribosomen an die mRNA, wodurch die
Proteinbiosynthese eingeleitet werden kann.

AGCACCATGAAGCTTCTCACGGGCCTGGTTTTCTGCTCCTTGGTCCTGGGTGTCAGCAGCCGAAGCTT
CTTTTCGTTCCTTGGCGAGGCTTTTGATGGGGCTCGGGACATGTGGAGAGCCTACTCTGACATGAGAG
AAGCCAATTACATCGGCTCAGACAAATACTTCCATGCTCGGGGGAACTATGATGCTGCCAAAAGGGGA
CCTGGGGGTGCCTGGGCTGCAGAAGTGATCAGCGATGCCAGAGAGAATATCCAGAGATTCTTTGGCCA
TGGTGCGGAGGACTCGCTGGCTGATCAGGCTGCCAATGAATGGGGCAGGAGTGGCAAAGACCCCAATC
ACTTCCGACCTGCTGGCCTGCCTGAGAAATACTGAGCTTCCTCTTCACTCTGCTCTCAGGAGATCTGG
CTGTGAGGCCCTCAGGGCAGGGATACAAAGCGGGGAGAGGGTACA

Abb. 7 Sequenz von SAA1, die fiir Klonierung in pcDNAT'VI 3.1/ V5-His TOPO® verwendet wurde. Start- und Stopp-Codon
sind grau unterlegt.

CAGCTACAGCACAGATCAGCACCATGAAGCTTCTCACGGGCCTGGTTTTCTGCTCCTTGGTCCTGAGT
GTCAGCAGCCGAAGCTTCTTTTCGTTCCTTGGCGAGGCTTTTGATGGGGCTCGGGACATGTGGAGAGC
CTACTCTGACATGAGAGAAGCCAATTACATCGGCTCAGACAAATACTTCCATGCTCGGGGGAACTATG
ATGCTGCCAAAAGGGGACCTGGGGGTGCCTGGGCTGCAGAAGTGATCAGCAATGCCAGAGAGAATATC
CAGAGACTCACAGGCCGTGGTGCGGAGGACTCGCTGGCCGATCAGGCTGCCAATAAATGGGGCAGGAG
TGGCAGAGACCCCAATCACTTCCGACCTGCTGGCCTGCCTGAGAAATACTGAGCTTCCTCTTCACTCT
GCTCTCAGGAGACCTGGCTATGAGGCCCTCGGGGCAGGGATACAAAGTTAGTGAGGTCTATGTCCAGA
GAAGCTGAGA

Abb. 8 Sequenz von SAA2, die fiir Klonierung in pcDNAT'VI 3.1/ V5-His TOPO® verwendet wurde. Start- und Stopp-Codon
sind grau unterlegt.
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Mittels des pcDNA™3.1/V5-His TOPO® Expression Kits wurden die codierenden Sequenzen von SAA1
und SAA2 in das linearisierte Plasmid pcDNA™ 3.1/V5-His TOPO® nach der Methode des TA Cloning®
ligiert.

Die Transformation erfolgte in TOP10F" E.coli mit anschlieBender Ubernachtkultur und Priparation
der Plasmid-DNA. Die Orientierung der DNA-Sequenzen von SAA1l und SAA2 im Vektor wurde mit
einem BamHI-EcoRV-Verdau nachgewiesen. Anschlieend wurde die vollstandige SAA1- bzw. SAA2-
Sequenz mit Hilfe entsprechender Primer in 5" = 3" als auch in 3" = 5’ Richtung sequenziert.

Die in einer Maxi-Priparation gewonnene DNA von SAA1- und SAA2-pcDNA™3.1/V5-His TOPO®
wurde einem SSP1-Verdau unterzogen und das mittels Agarosegel aufgereinigte, lineare Plasmid fiir
die Transfektion von hMSC-TERT verwendet.

4.2.1.11 Praparation von Plasmid-DNA

Fir die Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden diese lysiert, und das Lysat mittels
Silikasaulen und diverser Waschschritte aufgereinigt.

4.2.1.11.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-Mini-Praparationen wurden mit Hilfe des NucleoSpin” Plasmid Kits von Macherey-Nagel nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierfiir wurde je 1 ml Bakteriensuspension aus einer 2 ml-
Ubernachtkultur abzentrifugiert und das Pellet in einem RNase-haltigen Puffer Al resuspendiert, um
unerwiinschte RNA zu verdauen. AnschlieBend erfolgte die Lyse der Bakterien in einem alkalischen,
SDS-haltigen Puffer A2. Puffer A3 diente zur Neutralisierung des Lysats. SDS-Prezipitate und Zellreste
wurden abzentrifugiert und der Uberstand auf eine NucIeoSpin® Plasmid Saule uUberfiihrt. Die
Plasmid-DNA konnte durch Zentrifugation an die Silikamembran der Saulen binden; Salze und andere
Verunreinigungen wurden in anschlieBenden Waschschritten mit Ethanol-haltigem Puffer A4
eliminiert. Nach Trocknung der Saule, erfolgte die Eluation in 50ul Puffer AE.

4.2.1.11.2 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Um groRe Mengen an Plasmid-DNA zu erhalten wurden Maxi-Prdparationen mit dem Nucleo-
Bond Xtra Maxi Kit nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Hierbei wurden 200 ml Bakterien-
suspension pelletiert und in RNase-haltigem Puffer RES resuspendiert. Die Lyse erfolgte mittels des
Puffer LYS, die Neutralisation wurde mit dem Puffer NEU durchgefihrt. Das Gemisch wurde durch
einen integrierten Filters von allen Zellbestandteilen gereinigt bevor es mittels der Silikamembran
der NucleoBond Xtra Sule filtriert wurde. Die Silikaembran dieser Siulen besteht aus hydrophilen
Silkakigelchen, an die positiv geladene Methylaminoethanol-Gruppen gebunden sind. An diese
Gruppen konnte die negativ geladene Plasmid-DNA wahrend des Gravitations-betriebenen
Durchflusses effektiv binden. Nach diversen Waschschritten wurde die Plasmid-DNA eluiert und
anschlieRend mittels Isopropanol prazipitiert. Nach Zentrifugation wurde das Pellet mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, erneut pelletiert und getrocknet. Durch 60miniitige Inkubation der Plasmid-DNA
in 100 — 150 pl DNase-freiem H,0 bei RT konnte das Pellet gelost werden.
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4.2.2 Zellbiologische Methoden

Alle nachfolgend beschriebenen Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden unter einer Sterilbank
mit sterilen Materialien und Chemikalien, sowie unter Verwendung von Latex-Handschuhen durch-
gefiihrt.

42.2.1 Isolierung von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC)

Die Isolation von hMSC fand unter Einverstandniserklarung der Patienten, sowie der Beflirwortung
der Lokalen Ethik Kommission der Universitat Wirzburg statt. Im Falle von nicht-osteoporotischen
hMSC wurde den Patienten in der Orthopadie des Konig-Ludwig-Hauses aufgrund von Alters-
bedingter Arthrose oder Dysplasie ein Hiiftkopf entfernt und durch eine Prothese ersetzt. Aus der
dabei anfallenden Spongiosa des Hiftkopfes oder der Beckenpfanne wurden die hMSC nach dem
leicht abgednderten Protokoll von (Noth et al. 2002) isoliert. Das Alter der nicht-osteoporotischen
Patienten mittleren Alter betrug 54,23 (+ 8,86), alte Patienten waren durchschnittlich 77,29 (+ 5,15)
Jahre alt.

Osteoporotische hMSC (hMSC-OP) wurden aus Hiftkopfen mit hiftnaher Niedrig-Energie-Fraktur
isoliert, die wir aus der Klinik fir Unfall, Hand-, Plastische und Wiederherstellungschirurgie
Wirzburg erhalten haben. Neben dem hiftnahen Bruch durch Fall aus dem Stand diente als zweiter
Osteoporoseindikator der Nachweis von Wirbelkdrperfrakturen mittels Rontgenbild-Unter-
suchungen. Des Weiteren waren die Osteoporose-Patienten durchschnittlich 81,64 (+ 7,94) Jahre alt.
Spongiosa/Knochenmark des Beckenkammes, als auch Spongiosa, die zuvor aus Hiftkopfen mittels
einer Pirette gekratzt werden musste, wurden in 50 ml-Réhrchen tberfihrt und mit hMSC-Medium
aufgefiillt. Es folgte eine Zentrifugation bei 1200 U/min fir 5 min; der Uberstand wurde
abgenommen und die Réhrchen mit ca. 20 ml hMSC-Medium erneut befiillt. Durch kraftiges
Schitteln wurden die hMSC aus den Trabekeln gelost. Nach Absinken groBer Knochenstiicke wurde
der Uberstand in ein neues Réhrchen lberfiihrt. Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt und die
Zellen anschlieRend bei 5 min 1200 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
die Zellen in 20 ml hMSC-Medium resuspendiert. Es folgte eine Zellzahlung und die Aussaat von ca. 1
x 10° Zellen pro 175 cm*Flaschen in je 25 ml hMSC-Medium. Nach 3-4 Tagen im Brutschrank bei 37
°C, 5 % CO, und 95 %iger Luftfeuchtigkeit wurden nicht-adharente Zellen (Erythrozyten, Leukozyten,
Plasmozyten etc.) entfernt und die adhdrente Zellen mit 1 x PBS gewaschen. Es folgten
Mediumwechsel aller 3-4 Tage bis sich hMSC-Kolonien gebildet und den Boden der 175 cm*-Flaschen
zu 60-80 % bedeckt hatten. Daraufhin konnte die Subkultivierung der hMSC in Passage 1 (P1)
erfolgen.

4.2.2.2 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die Kultivierung aller beschriebenen Zellarten fand in Brutschranken bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %iger
Luftfeuchtigkeit statt. Alle Kulturmedien enthielten 1 % Penicillin/Streptomycin, sowie 10 % Hitze-
inaktiviertes FCS und wurden vor Gebrauch auf 37 °C erwdarmt. Mediumwechsel erfolgten aller 3-4
Tage. Soweit nicht anders erwahnt, fand die Kultivierung in 75 cm?-Flaschen mit 15 ml von, der
jeweiligen Zellart entsprechendem Expansionsmedium statt.

Nach Erreichen von 70-90 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert bzw. subkultiviert. Zu diesem
Zweck musste das entsprechende Medium griindlich abgenommen und mégliche FCS-Reste durch
Waschen in 1 x PBS entfernt werden. Die Zell-Zell-, sowie Zell-Substrat-Kontakte wurden mittels 2-5
min Inkubation in 1-2 ml 1 x Trypsin/EDTA (0,5 g/l) im Brutschrank aufgel6st. Das Trypsin wurde
anschliefend mit Kulturmedium inaktiviert und die Zellen vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren
vereinzelt. In Rohrchen lberfiihrt, wurden die Zellsuspensionen von hMSC und HEK293 anschlieRend
bei 1200 U/min 5 min zentrifugiert, die Uberstinde entfernt und die Zellen in entsprechendem
Kulturmedium aufgenommen. AnschlieRend erfolgte die Aussaat der Zellen im Verhaltnis 1:3 (hMSC)
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in neue Kulturflaschen oder — nach Bestimmung der Zellzahl — je nach Experiment benétigte
Zellkulturgefalle. Humane MSC-TERT wurden nach der Inaktivierung von Trypsin nicht abzentrifu-
giert, sondern die Zellsuspension direkt 1:4 auf neue Flaschen bzw. andere ZellkulturgefaRRe verteilt.

4.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl und Berechnung der Populationsverdopplung

Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Kammer bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 30 ul der
Zellsuspension nach 1 x Trypsin/EDTA Behandlung bzw. Resuspension mit 30 pl Trypanblau
vermischt. 10 ul wurden auf eine Neubauer-Kammer aufgetragen und lebende Zellen (nicht blau
gefarbt) wurden in 4 Quadraten gezahilt.

Der Mittelwert der Zellzahl aller 4 Quadrate wurde mit dem Verdinnungsfaktor 2 und 10*
multipliziert, um die Anzahl an Zellen pro ml Zellsuspension zu erhalten.

Die Populationsverdopplung (PD) wurde pro Passage folgendermallen berechnet: PD = In2(Anzahl
lebender Zellen nach Ernte/ Anzahl lebender Zellen bei Aussaat). Da die Anzahl lebender hMSC bei
Aussaat in PO nicht bestimmbar ist, wurde der PD erst ab Aussaat in P1 festgehalten. Ebenso wurde
kein PD fur die letzte Passage (Px) bestimmt. Der Kumulative PD beschreibt die Anzahl an
Pupulationsverdopplungen im Verlauf der Zeit.

4.2.2.4  In vitro-Alterung von hMSC

Fir die in vitro-Alterung wurden hMSC aus Patienten ohne Osteoporose-Anzeichen ab P1
subkultiviert bis sie die seneszente Passage (Px) erreichten, in der innerhalb von 3 Wochen keine 70-
90 %ige Konfluenz erreicht wurde. In Px zeigten sich starke morphologische Veranderungen der
Zellen; sie waren weitaus grofRer als in P1, abgeflacht und granulds. Es folgte der Abbruch der
Kultivierung.

Von PO bis Px wurden hMSC in 3 x 75 cm’-Flaschen im Verhiltnis 1:3, sowie Zellen fur B-
Galaktosidase- und immuncytologische Farbungen ausgesat. In jeder Passage wurden Zellen fiir RNA-
und Proteinanalysen aus je einer der 3 Kulturflaschen isoliert.

4.2.2.5 Kryokonservierung von hMSC-TERT

Humane MSC-TERT wurden in 5-8 175 cm’-Flaschen expandiert und nach 70-90 % Konfluenz
trypsiniert. Je mindestens 2 x 10® Zellen wurden mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS und 10 % DMSO in
Kryordhrchen tberfihrt und Gber Nacht bei -20 °C eingefroren. Am darauffolgenden Tag folgte die
Uberfiihrung in -80 °C iiber Nacht, mit anschlieBender Konservierung in fliissigem Stickstoff.

4.2.2.6 Osteogene Differenzierung von hMSC und hMSC-TERT

Fur die osteogene Differenzierung wurden 1 x 10 hMSC bzw. hMSC-TERT Zellen pro cm” in 6-Well-
Platten (fiir cytochemische Farbungen) und 25 cm®-Flaschen (fiir RNA-Isolation) in entsprechendem
Kulturmedium ausgesat. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das Medium durch osteogenes
Differenzierungsmedium ersetzt; Medienwechsel fanden aller 3-4 Tage statt. Als Negativ-Kontrolle
diente die Kultivierung in hMSC- bzw. hMSC-TERT-Medium.

Die Dauer der osteogene Differenzierung variierte zwischen 5 Tagen und 4 Wochen (siehe Ergeb-
nisse).
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4.2.2.7 Applikation von rekombinantem, humanem SAA1 in der Zellkultur

Die Wirkung von Akute-Phase SAA auf die osteogene Differenzierung von hMSC und hMSC-TERT
wurde durch Stimulation mit rekombinantem, humanem SAA1 (rhSAA1) untersucht. rhSAA1 ist ein
Polypeptid aus 104 AS, dessen Sequenz — abgesehen von dem Austausch von zwei AS und dem Zusatz
eines Methionins am N-Terminus — der Sequenz von SAAla ohne N-terminalem Signalpeptid ent-
spricht.

Von hMSC in P1 (N = 4, Patienten: m, 47-70 Jahre alt) bzw. hMSC-TERT (N = 3) wurden 1 x 10* Zellen
pro cm?® in 4-Well Leb-Tek Chamber Slides (fiir cytochemische Farbungen) und 6-Well-Platten (fir
RNA-Isolation) in entsprechendem Kulturmedium ausgesat. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das
Medium durch osteogenes Medium bzw. dem als Kontrolle dienendes Kulturmedium ersetzt. In je
ein Well der osteogenen Differenzierung und der Kontrolle wurde kontinuierlich mit jedem
Mediumwechsel 1 mM rhApo-SAA beigemischt. Nach 3 Wochen bzw. 10 Tagen wurde die osteogene
Differenzierung von hMSC bzw. hMSC-TERT beendet.

4.2.2.8 Stabile Transfektion von hMSC-TERT

Je 1 x 10° hMSC-TERT Zellen wurden in hMSC-TERT-Medium ohne FCS mit je 10 pug SAA1- bzw. SAA2-
pcDNA™3.1/V5-His TOPO® Plasmid-DNA vermischt.

Die Elektroporation erfolgte in 2 mm Elektroporationskiivetten bei 200 V und 950 uF in einem Gene
Pulser® Il. AnschlieRend wurden die Zellen in je zwei Wells einer 6-Well-Platte mit hMSC-TERT-
Medium ausgesat. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen durch Gabe von 100 pg/ml
Neomycin selektiert. Die polyklonalen Zellklone wurden anschlieBend in einer starken Verdinnung
(0,5 Zellen pro Well) in 96-Well-Platten ausgesat, um monoklonale Zellen herzustellen. AnschlieRend
wurden die Zellen auf RNA-Ebene auf hohe SAA1- bzw. SAA1-Expression getestet. Fir anschlieBende
Experimente wurden je ein SAAl- und ein SAA2-hMSC-TERT-Klon mit der hochsten Expression
ausgewahlt; als Kontrolle dienten untransfizierte hMSC-TERT und mit pcDNA™3.1 (+) transfizierte
hMSC-TERT (pcDNA-hMSC-TERT).

4.2.3 Protein-biochemische Methoden

4.2.3.1 Isolation von zellularem Protein

Die Expression ausgewahlter Gene wurde nicht nur auf mRNA-Ebene, sondern auch auf Protein-
Ebene untersucht. Hierfir wurden humane Zellen in 25 bzw. 75 cm? ausgesat und nach Erreichen der
Konfluenz 1 x mit kaltem 1 x PBS gewaschen. Alle folgenden Handhabungen wurden auf Eis
durchgefiihrt, um Degradation der Proteine vorzubeugen. Der Zellmonolayer wurde in 300 pl
Homogenisationspuffer mit Proteininhibitor (1:25) mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein 1,5 ml
1,5ml-Reaktionsgefal’ Gberfiihrt. Zellmembranen und -bestandteile wurden mittels 20 s Sonifizierung
bei 80 % zerstort. Nach Zentrifugation bei 4 °C und 10°000 rpm fiir 10 min konnte das Cytoplasma als
Uberstand abgenommen, aliquotiert und bei -20 °C gelagert werden.

4.2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinen wurde Roti®-Quant in einer 1:5 Verdiinnung mit
ddH,0 verwendet. Roti®-Quant enthdlt den Farbstoff Coomassie brilliant Blue-G250, der unter
Bindung von Proteinen von dem kationischen in den anionischen Zustand wechselt, der bei einer
Wellenldange von 595 nm gemessen werden kann. Die Absorptionsanderung ist dabei proportional
zur Proteinmenge. Da Coomassie brilliant Blue-G250 vorzugsweise an basische Aminosauren bindet,
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ist die Erstellung einer Standardkurve mittels BSA erforderlich. Hierflir wurden in Duplikaten 200,
500, 1000, 1500 und 2000 pug/ml BSA in UV-durchléssigen Kiivetten mit 1 ml verdiinnter Roti®-Quant
Losung griindlich vermischt und 15 min bei RT inkubiert. Ebenfalls in Duplikaten wurden je 10 pl der
zu untersuchenden Proteinproben nach dem Selben Prinzip vorbereitet. Die Messung erfolgte bei
595 nm in einem Luminometer, wobei automatisch die Standardkurve berechnet und die Absorp-
tionswerte der zu untersuchenden Proteine darauf bezogen wurden.

4.2.3.3  SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Page ist eine Methode, mit der man denaturierte Proteine ihrem Molekulargewicht nach
auftrennen kann. Die Denaturierung von Proteingemischen erfolgt durch Zugabe von reduzierendem
B-Mercaptoehanol der anionischen Detergenz SDS. Letzteres zerstort Wasserstoffbriicken, wodurch
sich die Tertidr- und Sekundarstrukturen der Proteine auflosen. Des Weiteren bindest SDS an die
Disulfidbricken der Aminosduren, wodurch die nun linearisierten Proteine eine negative Ladung
erhalten, die annahernd proportional zum Molekulargewicht ist. Beide Reagenzien sind in dem hier
verwendeten Laemmli-Puffer (Laemmli 1970) enthalten.

Polyacrylamidgele werden durch Polymerisation von Acrylamid und quervernetzendem N,N’-
Methylenbisacrylamid hergestellt. Anhdngig von der Konzentration an Acrylamid kann die Poren-
groRe und somit die Durchlassigkeit des Geles variiert werden. Die Polymerisation wird erst durch
Zugabe von TEMED und APS initiiert.

Die SDS-PAGE wird mit zwei unterschiedlichen Gelen durchgefiihrt, um eine saubere Auftrennung
der Proteine zu gewahrleisten. Zu Beginn passieren die Proteine ein weitporiges 4 %iges Sammelgel
(pH 6,8) und werden erst im 12-15 %igem Trenngel (pH 8,8) aufgetrennt. Die beiden Gele wurden
gemal Tab. 7 hergestellt, wobei TEMED und APS immer zuletzt beigemischt wurde.

Tab. 7 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele fiir SDS-PAGE

Sammelgel Trenngel
16 % 20%

R'otiphores'e® Gel (40%) Acrylamid/ 5.2 % 16 % 20 %
Bisacrylamid
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 - 0,375 M 0,375 M
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 0,125 M - -
20 % SDS 0,1% 0,1% 0,1%
10 % APS 0,05 % 0,05 % 0,05 %
TEMED 3,44 mM 3,44 mM 3,44 mM
ddH,0 Add a 10 ml Add a 50 ml Add a 50 ml

Die angegeben Volumina waren ausreichend fir ein Gel mit den MaBen 16 x 20 cm bzw. 2 Minigele
je 7x10cm.

In eine Gelapparatur wurden 2 Glasplatten — durch entsprechende Spacer voneinander getrennt —, so
eingespannt, dass der Boden, sowie die beiden Seiten wasserdicht verschlossen wurden. Daraufhin
wurde das Trenngel eingefillt und anschlieRend mit Isopropanol bedeckt. Nach der Polymerisation
wurde das Isopropanol abgekippt und das Sammelgel gegossen. Ein Kamm wurde eingefligt, um
entsprechende Taschen zu formen. Nach vollstindiger Polymerisation wurde das Gel samt
Glasplatten, Spacer und Klammern in eine Elektrophoresekammer (iberfiihrt, und diese mit 1 x
Laufpuffer befiillt.

Je 10-30 pg Protein wurden zuvor 1:3 mit Laemmli-Puffer verdiinnt und bei 100 °C im Wasserbad 10
min denaturiert. Pro Gel wurden immer identische Mengen an Protein aufgetragen, um
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Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Die Proben wurden zusammen mit 10 pl des Protein-Marker unter
Zuhilfenahme einer Hamilton-Spritze aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im Falle von grof3en
Gelen bei 150 V flr 15 min und nach Erreichen des Trenngeles bei 300 V fiir 1 h, wobei die negativ
geladenen Proteine zur positiven Anode wanderten. Bei Verwendung von Minigelen wurde eine
Spannung von 110 V fiir 15 min und anschliefend 200 V fiir 30 min angelegt.

4.2.3.4 Western-Blot

Western Blot ist eine Methode zum Ubertragen von Proteinen auf eine Trigermembran, um
anschliefend Gber Immundetektion spezifische Proteine quantifizieren zu kénnen.

Die Ubertragung der Proteine aus der SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran erfolgte lber das ,semi-
dry“-Verfahren. Diese Methode bedient sich erneut des Elektrophorese-Prinzips, wobei jedoch das
elektrische Feld senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung aufgebaut wird, wodurch die negativ
geladenen Proteine aus dem Polyacrylamidgel zur positiven Anode gezogen, und somit auf die
darunter liegende Tragermembran Ubertragen werden. Zu diesem Zweck wurden Gel und Membran
sandwichartig zwischen 2 Lagen Whatman-Papier und je eine Lage Schaumstoff eingeklemmt, die —
angefeuchtet mit 1 x Transferpuffer — den lonentransport zwischen den beiden Elektroden der
Perfect Blue ™ *Semi Dry‘-Blotter Sedec™ M ermdglichen. In dem 1 x Transferpuffer enthaltenes
Methanol dient dazu, das SDS von den Proteinen zu l6sen, um eine effektive Bindung an die
Tragermembran zu gewahrleisten. Ein elektrisches Feld wurde mit 0,8 mA pro cm” Gel aufgebaut.

Die Effizienz des Western Blots wurde mittels Ponceau S nachgewiesen, indem die Tragermembran
10 min darin inkubiert und anschlieBend kurz mit H,0 gewaschen wurde. Ponceau S farbt reversibel
alle auf der Membran vorhanden Proteinbanden rétlich an.

Unspezifische Bindungsstellen wurden daraufhin durch Inkubation der PVDF-Membran in Block-
6sung fiir 1 h bei RT unter leichtem Schiitteln abgeblockt. Die Immundetektion erfolgte ebenfalls in
Blocklésung mit dem entsprechenden Primarantikorper Gber Nacht bei 4 °C. Nach 3 x 5 min Waschen
in 1 x TTBS auf dem Schiittler wurde der Sekundarantikorper (gekoppelt an HRP) in einer 1 : 2000
Verdiinnung in 1 x TTBS mittels eines 0,2 mm Filters filtrierte, und anschlieBend die Membran fiir 1 h
bei RT auf dem Schittler in dem Filtrat inkubiert. Nach erneutem Waschen fiir 3 x 5 min folgte die
Detektion der gebundenen Antikdrper mittels der Amersham™ ECL™ Western Blotting Detection
Reagents | und Il, die in dem Verhaltnis 1:1 auf der Membran verteilt wurden. Das darin enthaltene
Luminol wird durch die an den Sekundarantikorper gebundene HRP gespalten, wodurch es zu einer
Lichtemission kommt, die mittels eines Rontgenfilms sichtbar gemacht werden kann.

42341 Mehrfache Immundetektion von PVDF- Membranen

Die beim Western-Blot auf der PDVF-Membran gebundenen Antikérper konnen abgewaschen
werden, um die Membran fir weitere Immundetektionen zu verwenden. Zu diesem Zweck wurde
nach der ECL-Behandlung die PVDF-Membran in 1 x TTBS gesplilt und in einer Glasschale mit 50 ml
Stripping Buffer bedeckt. In einem Wasserbad wurde die Membran bei ca. 60°C fir 30-90 min
geschittelt und anschlieRend erneut mit 1 x TTBS gespilt. Die Membran konnte daraufhin wie in
4.2.3.4 beschrieben erneut mit der Blocklésung inkubiert und anschlieRend einer Immundetektion
unterzogen werden werden.

4.2.3.5 Messung der Seneszenz-assoziierten B-Galaktosidase-Aktivitat

Flr Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase-Farbungen (SA-B-Gal-Farbung) wurden hMSC in 25 bzw.
75 cm? -Flaschen ausgesat und nach Erreichen von 70-90% Konfluenz in 200ul 1 x PBS/0,1 % Triton
lysiert. Es folgte die Sonifizierung analog der Proteinbehandlung (4.2.3.1) und nach Zentrifugation bei
130000 U/min bei 4 °C fiir 15 min wurde der Uberstand abgenommen und einer Proteinmessung
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unterzogen (4.2.3.2). Es wurden pro Probe dreifache Ansatze mit je 10 pug Protein und 200 pl SA-B-
Gal-Lésung in Wells einer 96-Well-Platte vermischt (Vacanti et al. 2005). Als Negativ-Kontrolle
dienten 20 pl 1 x PBS in 200 pl SA-B-Gal-Lésung. Es folgte eine Inkubation Gber Nacht bei 37 °C ohne
CO, und anschlieBende Messung im Microplate-Reader bei ODggs.

4.24 Cytochemische Farbungen

Vor jeder Fixierung wurden die Zellen 1 x mit 1 x PBS gewaschen. Alle Cytochemischen Farbungen
wurden mit einem Axioskop 2, einer AxioCam MRC und dem Programm AxioVision 4.4.1.0
aufgenommen.

4.24.1 Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase-Farbung

Flr Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase-Farbungen (SA-B-Gal-Farbung) wurden 100°000 Zellen auf
9,6 cm*-Petrischalen mit 21 x 26 mm Deckglasern in entsprechendem Kulturmedium ausgesat und bis
zu 50-70 % Konfluenz kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen in Formaldehyd/
Glutaraldehyd fiir 5 min. Die Lésung wurde abgenommen und die Petrischalen nach Abdampfen des
Fixierers bei 4 °C gelagert. Flr die in-vitro-Alterung erfolgte die Farbung von Zellen aus P1 bis Px
(seneszente Passage) von hMSC eines Spender immer am selben Tag; als Negativ-Kontrolle dienten
fixierte h(MSC-TERT. Die Zellen wurden 1 x mit 1 x PBS gewaschen und 16 h in 1 ml B-Galaktosidase-
Farbelosung bei 37 °C ohne CO, inkubiert. Nach 3 x Waschen in dH,0 folgte die Farbung der Zellkerne
mit 1 ml Kernechtrot-Losung fiir 2 min. Die mit Zellen behafteten Deckglaser wurden daraufhin kurz
mit dH,0 gespllt und mit Glycerin-Gelatine auf Objekttragern fixiert. Positive Zellen wiesen eine
Blaufarbung im Cytoplasma und einen rot gefarbten Kern auf.

4.2.4.2  Alizarin Rot S-Farbung

Fir die Detektion von Kalciumhydrogenphosphaten in der Extrazelluldren Matrix von Prdosteo-
blasten/Osteoblasten wurde eine Farbung mit alkalischem Alizarin Rot S durchgefiihrt. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen 10 min in eiskaltem Methanol fixiert, mit ddH,0 gewaschen und 15 minin 1
ml 1 % Alizarin Rot S-Losung inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen so oft in ddH,0 gespiilt bis
sich das Wasser nicht mehr verfarbte.

4.2.5 Immuncytochemische Farbungen

Flr immuncytochemische Farbungen wurden 100°000 - 200°000 Zellen in 6- oder 12-Well-Platten mit
21 x 26 mm bzw. 18 mm @ Deckgldsern ausgesat und nach Erreichen von 60-80 % Konfluenz wurden
sie mit eiskaltem Methanol fixiert. Nach Lufttrocknung wurden die Zellen kurzzeitig bei 4 °C,
langerfristig bei -20 °C gelagert. Alle folgenden Waschritte mit 1 x PBS (pH 7,2) wurden fiir je 5 min
bei RT auf dem Schiittler durchgefihrt.

Nach 3 x Waschen wurde die Membran der Zellen mit 1 x PBS/0,05 % Tween-20 (pH 7,2) permeabili-
siert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit anschlieRender Blockierung unspezifischer Bindungs-
stellen mittels 1 x PBS/1 % BSA (pH 7,2) fir 30 min bei RT auf dem Schittler. Nach erneutem
Waschen folgte die Inkubation iber Nacht bei 4 °C mit dem spezifisch gegen ein Protein gerichteten
Primarantikorper in entsprechender Verdinnung in 1 x PBS/1 % BSA (pH 7,2). Am folgenden Tag
wurde der Primarantikdrper griindlich von den Zellen gewaschen und der Sekundarantikorper
(gekoppelt an ein Fluorochrom) in entsprechender Verdiinnung in 1 x PBS/1 % BSA (pH 7,2) 1-2 h bei
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RT abgedunkelt inkubiert. Nach 3 x Waschen wurden die Deckgldaser mit den daran haftenden Zellen
aus den Wells entnommen und mit Vectashield with DAPI (Kernfarbung) auf Objekttragern fixiert.

Als Negativ-Kontrolle diente die Inkubation mit IgG-Proteinen in 1 x PBS/1 % BSA (pH 7,2) aus Tieren
entsprechend des jeweiligen Primarantikorpers und identischer Konzentration zum Primarantikorper.
Als weitere Spezifitatskontrolle wurden Zellen ausschliefSlich mit Sekundarantikdrper inkubiert.

4.2.6 Mikroarray-Analysen

4.2.6.1 Microchip-Hybridisierung

Mittels Mikroarrays kdnnen mehrerer tausend Gene auf mRNA-Ebene gleichzeitig nachgewiesen
werden. Mit dieser Methode lassen sich Unterschiede im Transkriptom, d.h. differentielle Genexpres-
sion zwischen verschiedenen Organismen oder Zelltypen aufdecken. Dafiir muss mRNA gewonnen, in
cDNA umgeschrieben und erneut in cRNA mit Biotinmarkierung transkribiert werden. Die
biotinylierte cRNA wird schlieflich fragmentiert und mit sogenannten Microchips hybridisiert. Auf
Microchips sind tausende, synthetisch erstelle Oligonukleotide gebunden, die komplementar zu
mMRNA definierter Gene sind. Nach diversen Waschschritten folgt die Farbung der gebundenen,
biotinylierten cRNA mit Streptavidin, an das ein Fluorochrom gekoppelt ist. Die Intensitat der
Fluoreszenzemission ist proportional zur Menge an gebundener cRNA und kann mittels eines
Scanners und entsprechender Software ausgewertet werden.

Fir die vorliegenden Transkriptom-Analysen wurde zelluldire RNA von hMSC mehrerer Patienten
unterschiedlichen Alters und Gesundheitszustands isoliert (siehe Tab. 8).

Tab. 8 Fiir Microchip-Hybridisierung verwendete RNA-Proben

Bezeichnung hMSC-K hMSC-seneszent  hMSC-alt hMSC-OP
Anzahl an RNA-Proben (N) 5 5 4 5

Passage der hMSC P1(x4), P2 (x1) Px P1 P1 (x4), P2 (x1)
Alter der Patienten in J. ®»57,5+9,56 (B56,4+8,96 ©81,75+4,86 ©86,2+5,89
Osteoporose nein nein nein ja

Geschlecht w (x4), m (x1)  w(x3), m(x2) w(x3), m(x1) w

Die RNA-Proben wurden mittels denaturierender Agarosegelelektrophorese vor der Verwendung
hinsichtlich ihrer Qualitat Gberprift.

Alle folgenden Schritte wurden von PD Dr. L. Klein-Hitpass am Institut fiir Zellbiologie, Genchip Labor
an der Universitat Duisburg-Essen durchgefiihrt. Die RNA-Proben der hMSC-K, hMSC-seneszent und
hMSC-OP wurden mit den entsprechenden Kits nach dem Affymetrix GeneChip® Expression Analysis
Protokoll (Version 2) in biotinylierte cRNA umgeschrieben. Die Synthese und Markierung der 4
verschiedenen cRNA-Proben von hMSC-alt wurden mit dem Affymetrix GeneChip®3’IVT Express Kit
durchgefiihrt. Alle Proben wurden auf je einem GeneChip HG-U 133 Plus 2.0 hybridisiert. Auf diesen
Microchips sind Oligonukleotide flr (ber 54°000 Probesets gebunden, die wiederum 47°400
Transkriptvarianten bzw. 38500 Genen entsprechen. Hybridisierung, Waschen und Farben der
Microchips wurde nach dem Affymetrix GeneChip® Expression Analysis Protokoll (Version 2)
durchgefihrt. Die Hybridisierungssignale wurden mit dem GeneChip Scanner 3000 detektiert und mit
der GeneChip Operating Software 1.2 analysiert.

Bei allen Hybridisierungen wurden Hybridisierungs-Kontrollen zur cRNA gegeben, um die Werte
verschiedener Chips normalisieren zu kénnen.
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4.2.6.2  Statistische Auswertung von Mikroarray-Daten

Die Normalisierung der Daten wurde von PD Dr. L. Klein-Hitpass vorgenommen, die Transkriptom-
Vergleiche von hMSC-K mit hMSC-seneszent, hMSC-alt bzw. hMSC-OP wurden mit ,,Significance
Analysis of Mikroarrays” (SAM) nach (Tusher et al. 2001) berechnet. Nur jene Probesets — bzw.
Genprodukte — die in mindestens einer der beiden hMSC-Gruppen der jeweiligen Vergleiche (hMSC-K
versus hMSC-seneszent, hMSC-K versus hMSC-alt bzw. hMSC-K versus hMSC-OP) in mindestens 50%
der RNA-Proben exprimiert waren (= ,present”), wurden weiter analysiert. Differentielle Gen-
expression wurde durch folgende Kriterien definiert: Der Foldchange (FC), also die Starke der
Genexpressionsanderung zwischen zwei Vergleichsgruppen musste < 0,667 fir erniedrigte
Expression und > 1,5 fiir erh6hte Expression betragen, dies entspricht einer 1,5fachen Genexpres-
sionsanderung im Vergleich zu hMSC-K. Zusatzlich wurden nur jene FC als aussagekraftig betrachtet,
deren g-Wert < 10 % betrug. Dieser Wert bezeichnet die Falscherkennungsrate in Prozent, die sich
wiederum aus den Daten von 500 Permutationen zusammen setzt.

Die Zuordnung in Gene-Ontologie (GO)-Gruppen erfolgte mittels GOstat mit der Benjamini und
Hochberg Berechnung(Benjamini and Hochberg 1995). Als Referenzliste dienten all jene Probesets,
die mindestens in einer der beiden Vergleichsgruppen in mindestens 50% der hMSC RNA-Proben als
,present” detektiert wurden. Nur jene GO-Gruppen galten als Uberreprdsentativ haufig vorkom-
mend, die nach der Benjamini und Hochberg Berechnung einen p < 0,1 aufwiesen und mindestens 4
Gene umfassten. Um die Aussagekraft der Ergebnisse zu erhéhen wurden nur jene GO-Gruppen in
der vorliegenden Arbeit aufgefiihrt, denen in der Referenzliste weniger als 200 Gene zuzuordnen
waren.

Die Generierung von Heatmaps wurde ebenfalls von PD Dr. L. Klein-Hitpass mit dem Programm
Spotfire DecisionSite for Functional Genomics 9.1.1 durchgefihrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Mikroarray-Analysen

5.1.1 Aufarbeitung der Mikroarray-Daten

Von den moglichen 54’000 Genprodukten, die mittels der Microchips von Affymetrix hatten
detektiert werden kénnen, zeigten mindesten die Halfte in allen hMSC ein positives Hybridisierungs-
signal. Bevor diese Datenmengen nach anschlieRendem Vergleich zweier hMSC-Gruppen mittels SAM
(Bsp. hMSC-alt versus hMSC-K) systembiologisch ausgewertet werden konnten, musste die Verlass-
lichkeit der Daten beachtet werden.

A

hMSC-K hMSC-alt

hMSC-alt

hMSC-alt hMSC-alt
hMSC-alt

g< 10%, FC > 2fach

q< 10%, FC > 1,5fac

Abb. 9 Heatmap der Mikroarray-Hybridisierungssignale von Probsets mit Relevanz im NOTCH-Signalweg in hMSC-K und
hMSC-alt. Dargestellt sind die Hybridisierungssignale der 4 MSC-alt-, sowie der 5 hMSC-K-Populationen fiir alle NOTCH-
relevanten Probesets (93), die in der SAM (hMSC-alt/hMSC-K) detektiert werden konnten ohne stringente
Einschrankungen (A). Der ,fold-change” (FC) variierte dabei zwischen 0,111 (oben) und 4,545 (unten). Der gq-Wert
schwankte je nach Probeset zwischen 0% und maximal 60,31%. Im Anhang sind alle Probesets mit FC, g-Wert und
Hybridisierungssignal ausfiihrlich aufgelistet (Tab. 19). Nach Abzug aller Probesets mit q 2 20% blieben 45 Genprodukte
tibrig (B). Die Eingrenzung auf q <10% resultierte in 29 Probesets (C) und durch zuséatzliche Beachtung des FC und
Eingrenzung auf eine mindestens 1,5fache Genexpressionsanderung konnten 28 signifikante Probesets detektiert werden
(D). Eine weitere Erhhung des FC auf mindestens 2fache Genexpressionsdnderung reduzierte die Anzahl auf signifikante
20 Genprodukte (E). Der hellste Rotton markiert ein 3fach héheres Hybridisierungssignal im Vergleich zum Mittelwert,
der hellste Griinton ein 3fach geringeres Signal.

Die Starke der Genexpressionsdanderungen (,fold change”, FC) variierte in den SAM-Datensatzen
zwischen 0,0001- 56,7 wobei 1 keine Anderung, <1 eine verringerte Genexpression und >1 eine
erhohte Expression im Vergleich zur Kontrolle bedeutete. Mit welcher Wahrscheinlichkeit der FC ein
Zufallsergebnis darstellte, wurde mittels der Falscherkennungsrate q festgelegt, deren Wert je nach
Genprodukt zwischen 0% und 60,5% variierte.

Das in Abb. 9 gezeigte Beispiel soll reprasentativ fiir die gesamte SAM stehen. Hierfiir wurden
unabhangig von FC und g-Wert alle Genprodukte aus der SAM hMSC-alt versus hMSC-K heraus-
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gesucht, die lber die in den Probesets hinterlegten Informationsfelder mit der NOTCH-Signalgebung
in  Zusammenhang gebracht werden konnen. Die Hybridisierungssignale aller 4 hMSC-alt-
Populationen und aller 5 hMSC-K-Populationen wurden entsprechend der Héhe des FC von gering
nach hoch sortiert und aus diesen Werten eine Heatmap erstellt, wobei Griin eine geringes
Hybridisierungssignal und Rot eine hohes Signal darstellt (Abb. 9A). Es ist deutlich zu sehen, dass
ohne stringente Einschrankungen zwar viele Gene des NOTCH-Signalweges detektiert worden sind,
aber die Schwankungen in der H6he des Hybridisierungssignales innerhalb der hMSC-K- oder hMSC-
alt-Gruppe sehr groR sind. Durch Einschrianken des g-Wertes auf < 20% wird das Genexpressions-
muster innerhalb der jeweiligen hMSC-Gruppe deutlich klarer (Abb. 9B). Die Erhhung der Stringenz
auf g < 10% reduziert die Varianz zwischen den hMSC-Populationen nochmals, es bleiben nur 29 von
urspriinglich 93 Genprodukten Ubrig (Abb. 9C). Die zusatzliche Erhéhung des FC auf mindestens
1,5fache Genexpressionsanderung reduziert die Anzahl der Probesets nur noch einmal auf 28 (Abb.
9D). Wenn der FC jedoch auf eine mindestens 2fache Anderung angehoben wurde, blieben nur mehr
20 Probesets Ubrig, die jedoch einen eindeutigen Unterschied zwischen hMSC-alt und hMSC-K ohne
gravierende Spendervariabilitdten zeigen (Abb. 9E).

Das Beispiel demonstriert das Spannungsfeld zwischen stringenter technischer Analyse und bio-
informatischen Suchstrategien. Es verdeutlicht, dass allein die Herabsetzung des g-Wertes auf 10%
signifikante Ergebnisse liefert. Unter der Verwendung von q < 10% traten abgesehen von der Anzahl
an Probesets kaum Unterschiede zwischen den Heatmaps mit FC<1,5fach und FC<2fach auf. Beide
Heatmaps zeigten kaum Spendervariabilitditen zwischen den hMSC-Populationen innerhalb einer
Untersuchungsgruppe. Da im Folgenden vor allem auf die Systembiologie von hMSC eingegangen
wurde, wurde die Stringenz so gewahlt, dass die Grundinformation aussagekraftig und verlasslich
blieb, und dennoch die Moéglichkeit der Suche nach systembiologischen Zusammenhangen erlaubte.
Fir die Analysen der SAM-Datensatze wurden daher folgende Bedingungen gewahlt: 1,5fache
Genexpressionsanderung (FC <0,667 bzw. FC > 1,5) bei g < 10%. Nur bei der Suche nach Kandidaten-
genen und der Erstellung von Ranglisten (siehe 5.2.2 und 5.3.1) wurde die Stringenz nochmals auf FC
< 0,5 bzw. FC > 2 erhoht.

5.1.2 Mikroarray-Analysen von in-vivo-gealterten hMSC

5.1.2.1 Differentielle Genexpression in in-vivo-gealterten hMSC

Genexpressionsanalysen von hMSC aus alten Patienten (@ 81,75+4,86 Jahre, hMSC-alt) und hMSC
aus Patienten mittleren Alters (@ 57,6+9,56 Jahre, hMSC-K) wurden mittels Mikroarray-
Hybridisierungen durchgefiihrt, um den Einfluss der in-vivo-Alterung auf das Transkriptom dieser
Stammzellen zu untersuchen. Die statistische Auswertung der Daten mit Hilfe von SAM zeigte
Unterschiede in der Genexpressionsstarke zwischen hMSC-K und hMSC-alt auf. Die 54613 Probesets
des GeneChips HG-U 133 Plus 2 stellen 54613 mogliche, detektierbare Genprodukte dar, von denen
27356 in hMSC-K und hMSC-alt detektierbar waren. Davon sind 1429 Genprodukte in hMSC-alt
mindestens 1,5fach hoéher exprimiert als in hMSC-K, und 3381 Genprodukte mindestens 1,5fach
geringer exprimiert (Abb. 10).

3381

Abb. 10 Venn-Diagramm der Mikroarray-Ergebnisse zur differentiellen Genexpression in hMSC-alt im Vergleich zu hMSC-
K. Patienten héheren Alters waren @ 81,75t4,86 Jahre alt. Das Alter der Spender der Vergleichsgruppe betrug @
57,619,56 Jahre. Angegeben ist die Anzahl der hoher exprimierten Genprodukte (rot), bzw. der geringer exprimierten
Genprodukte (griin) in hMSC-alt.
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5.1.2.2 Statistische, funktionelle Analyse mittels GOstat

Die Funktion der differentiell in hMSC-alt exprimierten Gene wurde mit Hilfe des Onlinetools GOstat
in den Hauptkategorien Biologischer Prozess, Molekulare Funktion und Zellulire Komponente
statistisch untersucht. Als Referenzliste dienten die 27356 Genprodukte, die in hMSC-alt und/oder
hMSC-K exprimiert werden. Mittels GOstat wurden die Genprodukte bzw. Gene in Gen-Ontologie
(GO)-Gruppen eingeordnet und statistische Berechnungen zeigten Uberreprasentativ haufig
vorkommende GO-Gruppen in den differentiell exprimierten Genen auf (Abb. 11).

Geringer in hMSC-alt exprimierte Gene sind in der Kategorie Molekulare Funktion liberreprasentiert
haufig GO-Gruppen fiir enzymatische Reaktionen und Kinaseaktivitdten — im speziellen der JNK- und
MAP-Signalwege — zuzuordnen. Hoher exprimierte Gene sind nicht in GO-Gruppen der Molekularen
Funktion einzuordnen, spielen jedoch eine Rolle bei der Aktinfilamentbildung, sowie bei der
Regulation der Transkription iber RNA-Pol II.

Gene, die mit der Kernmembran, der Spindel, sowie dem Vesikeltransport assoziierte werden, sind
wiederum in hMSC-alt geringer exprimiert, ebenso Gene mit Funktion in der Regulation der
Aktinfilament-Depolymerisation wie z.B. Gelsolin (GSN), Supervillin (SVIL) und CAPG (siehe Anhang
Tab. 21, Tab. 22). Auch Gene des Zellwachstums und der Apoptose sind in der Kategorie Biologischer
Prozess in hMSC aus alteren Spendern geringer exprimiert als in hMSC aus Patienten mittleren Alters.

Uberreprisentierte GO-Gruppen der differentiellen Genexpression in
hMSC-alt

Regulation von katalytischer Aktivitat

Positive Regulation von MAP-kinaseaktivitat

Molekulare
Funktion

Positive Regulation von Transferaseaktivitat

|
|
Positive Regulation von JNK-Aktivitat |
|
|

Positive Regulation von Proteinkinaseaktivitat

Kernmembrananteil ]

Cytoplasma-Vesikel lZeIIuIére

IKomponente

ER-Golgi intermedidres Kompartment

Spindel

Acinfilmentbindel — |

GO-Gruppen

Regulation von Aktinfilament-Depolymerisation

Regulation von Apoptose

Biologischer
Prozess

Regulation von Zellwachstums

Negative Regulation der Transkription durch RNA-Pol II-Promoter

i

Positive Regulation der Transkription durch RNA-Pol II-Promoter

@ veringerte Genexpression 0% 20% 40% 60% 80% 100%

M erhdhte Genexpression Anzahl Gene in Prozent

Abb. 11 Uberreprisentierte Gene Ontologie (GO)-Gruppen der differentiell exprimierten Genprodukte in hMSC-alt beim
Vergleich mit hMSC-K. Die 1,5fach hoher bzw. geringer expimierten Genprodukte der Mikroarray-Ergebnisse zu hMSC-alt
versus hMSC-K wurden mittels GOstat hinsichtlich ihrer Funktion untersucht. Als Referenzliste dienten dabei die 27356
Genprodukte, die in hMSC-alt und/oder hMSC-K exprimiert werden. Als 100% ist jeweils die Anzahl an Gene pro GO-
Gruppe, die Uberhaupt in diesen hMSC exprimiert werden, dargestellt. Den jeweiligen Anteil daran, der iiberrepra-
sentativ haufig in den differentiell exprimierten Genen auftritt, ist farblich markiert: fiir erhohte Genexpression in hMSC-
alt: rote Balken, geringere Genexpression in hMSC-alt: griine Balken.
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5.1.2.3 Biologische Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zur in-vivo-Alterung

Die Mikroarray-Ergebnisse wurden mittels semi-quantitativer PCR und anschliefender Densitometrie
evaluiert. Zu diesem Zweck wurden 12 Gene ausgewahlt, deren Probesets laut SAM in hMSC-alt bei
einem g-Wert £ 10% mindestens 1,5fach hoher bzw. geringer exprimiert wurden. Es war dabei nicht
immer gegeben, dass alle Probesets eines Gens diese Bedingungen erfiillten. Fir die Evaluierung
wurden die 4 hMSC-alt-Populationen von 4 verschiedenen Spendern verwendet, die ebenfalls fiir die
Mikroarray-Hybridisierungen herangezogen wurden. Als Kontrolle diente ein neuer Pool an hMSC aus
11 verschiedenen Patienten mittleren Alters (@ = 50,45+6,98 Jahre), die nicht firr die Hybridisierung
verwendet wurden, wodurch es sich im Folgenden nicht um eine technische, sondern eine
biologische Evaluierung der SAM-Ergebnisse handelt.

Tab. 9 Biologische Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zur in-vivo-Alterung von hMSC mittels semi-quantitativer PCR
und Densitometrie

Mikroarray-Analyse Analyse der semi-quantitativen PCR
FC Ubereintim-
(hmsc- FC STABW STABW [%] mung
Gen alt/hm (Prmscar [%] von  von @pysc. mit
Symbol  Gen Name Probeset-ID SC-K) q(%) [ Buvsck)  Dhmsck alt Mikroarray
comp cartilage oligomeric 205713_s_at 5,35 6,11 1,73 33,78 22,37 +
201533_at 3,23 0,29
CTNNB1 catenin, beta 1 1554411 at 3,70 0,60 1,25 13,05 9,46 (+)
223679_at 1,73 10,02
EGR2 early growth response 2 205249_at 7,06 10,00 2,46 57,24 79,79 +
212566_at 1,56 7,87
i . 200835_s_at 14,78 0,00
MAP4 microtubule-associated | ;300 ot 092 49,04 1,04 33,20 12,62 —
protein 4
212567_s_at 1,04 52,07
243 g at 0,93 49,04
MAB21L2 mab-21-like 2 210302 s at 271 9,01 2,05 22,12 25,89 +
210303_at 1,96 15,95
NOG noggin 231798 at 511 1,74 1,24 33,33 32,98 (+)
PDGFA platelet-derived grow.th 205463_s_at 2,53 0,60 1,50 27.43 21,58 o
factor alpha polypeptide 216867_s_at 5,60 0,00
cTSZ cathepsin Z 210042_s_at 9,70 0,00 2,24 8,88 23,47 +
P53 tumor protein p53 211300 s at 018 036 1,62 45,60 31,75 —
201746_at 0,44 9,01
TGFB1 transforming growth 203085_s_at 0,24 0,98 1,31 11,27 15,77 —
MMP3 matrix metallopeptidase 3 | 205828 _at 0,14 4,45 0,87 66,91 97,06 —
] ] 1557970_s_.a 0,04 0,00
RPSkaz  lPosomal protein S6 204906_at 068 31,53 1,33 17,62 3,93 —
kinase, polypeptide 2 -
212912_at 0,84 57,71

Gelistet sind alle exprimierten Probeset-IDs von 12 Genen, die beim Vergleich von hMSC-alt mit hMSC-K mittels SAM
einen ,fold change” (FC) < 0,667 bzw. > 1,5 in mindestens einem Probeset aufwiesen (FC = hMSC-seneszent/hMSC-K). Der
g-Wert betrug mindestens in einem Probeset < 10%. Semi-quantitative PCR wurde mit den 4 fiir den Array verwendeten
hMSC-alt (@ 81,75+4,86 Jahre), sowie hMSC aus 11 weiteren Spendern mittleren Alters (#=50,4516,98 Jahre, hMSC-K) als
Kontrolle durchgefiihrt. Nach densitometrischer Auswertung der einzelnen PCR-Ergebnisse und Normalisierung auf das
Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1) wurden von jedem Gen die relativen
Expressionsstirken gemittelt (@) in den hMSC-alt (@ wsc.ait) und hMSC-K (@ mscx) Populationen. Die Standardabweichung
(STABW) wurde in Prozent zu @y ysc.air bZwW. Bhusck gesetzt, der FC aus den Mittelwerten berechnet (FC= @ysc.ai/ Brmsck)
und mit dem FC der Mikroarray-Analyse (FC[hMSC-alt/hMSC-K]) verglichen und bewertet:

+ FC(@rmsc-ai/ Drmsck) > 1,5 bzw. < 0,667 entsprechend Mikroarray-Ergebnissen

(+) FC(Bnmsc-ai/ Drmsck) 1,5-1,2 bzw. 0,667-0,8 entsprechend Mikroarray-Ergebnissen

- keine Ubereinstimmung
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Die Abb. 12 zeigt deutlich die unterschiedliche Expression der ausgewahlten Gene in hMSC-K und
hMSC-alt, wobei auffallig ist, dass die Standardabweichung in den hMSC-K in allen 11 PCR-Analysen
deutlich geringer ist, verglichen mit hMSC-alt.

Nach Berechnung des ,fold change” (FC= @nmsc-a/ Drvscx) zeigte sich, dass bei 4 der 11 Gene der FC >
1,5 betrug (Tab. 9). Weitere 3 Gene wiesen einen FC 2 1,2 auf, und zeigen dadurch eine deutliche
Tendenz zur erhohten Expression in hMSC-alt, die der SAM entspricht. Nur bei den 4, laut SAM in
hMSC-alt geringer exprimierten Genen konnte keine Ubereinstimmung mit den PCR-Analysen
gefunden werden. Allein MMP3 zeigt eine leichte Tendenz zur verringerten Expression, die aufgrund
der hohen Standardabweichung in hMSC-K als nicht zuverldssig angesehen wird. Damit lassen sich
die Mikroarray-Ergebnisse zur in-vitro-Alterung von hMSC trotz der Verwendung eines neuen Pools
an hMSC-K zu 58,33% bestatigen.

Die anhand der Standardabweichung ersichtliche interindividuelle Variabilitdit der Genexpression
innerhalb einer Untersuchungsgruppe, z.B. hMSC-K, konnte auch in den Mikroarray-Hybridisierungen
nachgewiesen werden, verdeutlicht an einer Heatmap (Abb. 13).

Vergleich der Genexpression von hMSC-K mit hMSC-alt
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Abb. 12 Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 9 zur biologischen Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zur in-
vivo-Alterung von hMSC mittels semi-quantitativer PCR und Densitometrie. Angegeben sind die Mittelwerte der
densitometrischen Berechnung zur relativen Genexpressionsstirke der einzelnen Gene in hMSC-alt (@pvsc.a) und hMSC-
K (Dhmsck) nach Normalisierung auf das Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1). Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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hMSC-K hMSC-alt
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Abb. 13 Heatmap der Mikroarray-Hybridisierungssignale von hMSC-K und hMSC-alt. Farblich dargestellt sind die
Hybridisierungssignale der 4 MSC-alt-, sowie der 5 hMSC-K-Populationen fiir alle Probesets der fiir die semi-quantitative
PCR ausgewihlten Gene. Je Probeset wurde ein Mittelwert gebildet (schwarz); der hellste Rotton markiert ein 4fach
héheres Hybridisierungssignal im Vergleich zum Mittelwert, der hellste Griinton ein 4fach geringeres Signal.

5.1.3 Mikroarray-Analysen von seneszenten hMSC

5.1.3.1 Differentielle Genexpression in seneszenten hMSC

Genomanalysen von hMSC-seneszent und hMSC frither Passagen (hMSC-K) wurden mittels Microchip
Hybridisierungen durchgefiihrt. RNA von hMSC von jeweils 5 Spendern mittleren Alters (hMSC-K: @
57,6%9,56 Jahre, hMSC-seneszent: @ 56,4+8,96 Jahre) wurde isoliert und die Proben mit den
GeneChips HG-U 133 Plus 2 hybridisiert. Die Auswertung der Daten ergab, dass 25716 Genprodukte
in hMSC-seneszent und/oder hMSC-K exprimiert werden. Verglichen mit hMSC-K sind 1284 dieser
Genprodukte in hMSC-seneszent mindestens 1,5fach hoher exprimiert und 2477 Genprodukte
mindestens 1,5fach geringer exprimiert (Abb. 14).

Abb. 14 Venn-Diagramm der Mikroarray-Ergebnisse zur differentiellen Genexpression in seneszenten hMSC nach
Vergleich mit hMSC-K. Angegeben ist die Anzahl der hoher exprimierten Genprodukte (rot), bzw. der geringer
exprimierten Genprodukte (griin) in hMSC-seneszent.
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5.1.3.2 Statistische, funktionelle Analyse mittels GOstat

Die in seneszenten Zellen 1,5fach hoher bzw. 1,5fach geringer exprimierten Genprodukte wurden
mittels GOstat hinsichtlich ihrer Funktion in den Hauptkategorien Biologischer Prozess, Molekulare
Funktion und Zellulare Komponente untersucht. Als Referenzliste dienten die 25716 Genprodukte,
die in hMSC-seneszent und/oder hMSC-K exprimiert wurden.

In der Kategorie Biologischer Prozess wurden fiir hoher exprimierte Gene in hMSC-seneszent keine
Uberreprasentativ haufigen GO-Gruppen detektiert. Geringer exprimierte Gene hingegen konnten
der Mitose und der Regulation des Zellzyklus zugeordnet werden (Abb. 15). In der Kategorie Zellulére
Komponente sind Spindel-, Mikrotubuli und Replikations-assoziierte Gene geringer exprimiert und
Gene fir die Zellausdehnung, sowie Integrine und Rezeptoren (z.B. ITG-Rezeptoren, TGFBR2) hoher
exprimiert. Ausschliellich hoher exprimierte Gene wurden der negativen Regulation von Kinase- und
Transferaseaktivitat in der Kategorie Molekulare Funktion zugeordnet.

Die in den jeweiligen GO-Gruppen detektierten Gene, sowie deren exakte Anzahl sind im Anhang
aufgelistet (Tab. 23, Tab. 24).

Uberreprisentierte GO-Gruppen der differentiellen Genexpression in hMSC-
seneszent
Regulation von Transferaseaktivitat -
Negative Regulation von Transferaseaktivitat ] _ Molekulare
Negative Regulation von Kinaseaktivitat ] _ Funktion
Regulation von Cyklin-abhangiger Proteinkinase-Aktivitat ] _
Spindel | ]
Spindelpol |
§- Zéntrosom ]
o Kinetochor ]
e Mikrotubuli ]
g Mikrotubuli-organisierendes Zentrum ]
O Microtubuli-assoziierter Komplex ]
Spindelmikrotubuli | Zelluldre
Nukleares Chromosom ] Komponente
Replikationsgabel |
Integrinkomplex ] _
Zyklin-abhangiger Proteinkinase-Holoenzym-Komplex _
Spannungsabhéangiger Kaliumkanalkomplex _
Rezeptorkomplex ] _
Punktuelle Zellausdehnung ] _
Zellausdehnung -
Zellzyklus-Checkpoint ] | Biologische
Regulation von Mitose ; | Funktion
T T ]
0% 20% 40% 60% 80% 100%
W verringerte Genexpression
B erhdhte Genexpression Anzahl Gene in Prozent

Abb. 15 Uberreprisentierte Gene Ontologie (GO)-Gruppen der differentiell exprimierten Genprodukte in hMSC-
seneszent beim Vergleich mit hMSC-K. Die 1,5fach héher bzw. geringer expimierten Genprodukte der Mikroarray-
Ergebnisse zu hMSC-seneszent versus hMSC-K wurden mittels GOstat hinsichtlich ihrer Funktion untersucht. Als
Referenzliste dienten dabei die 25716 Genprodukte, die in hMSC-seneszent und/oder hMSC-K exprimiert werden. Als
100% ist jeweils die Anzahl an Gene pro Gruppe, die iiberhaupt in hMSC exprimiert werden, dargestellt. Den jeweiligen
Anteil daran, der liberreprasentativ hdufig in den differentiell exprimierten Genen auftritt, ist farblich markiert: fiir
erhéhte Genexpression in hMSC-seneszent: rote Balken, geringere Genexpression in hMSC-alt: griine Balken.
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5.1.3.3 Biologische Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zur Seneszenz

Die Allgemeingiltigkeit der Mikroarray-Ergebnisse wurde mittels semi-quantitativer PCR an hMSC 5
weiterer Spender biologisch untersucht. Die RNA wurde aus P1 und Px (seneszente Passage) isoliert.
Auf mRNA-Ebene wurde die Expression von 32 Genen untersucht, die in den Auswertungen der
Mikroarray-Analysen mindestens 1,5fach erhohte bzw. erniedrigte Expression aufwiesen. Nach
densito-metrischer Auswertung der PCR und Normalisierung auf ein Haushaltsgen wurden die
relativen Genexpressionsanderungen (FC = Px/P1) ermittelt, soweit moglich.

Bei 26 Genen, und somit 81,25% aller untersuchten Gene, konnten die Mikroarray-Ergebnisse durch
die PCR-Analysen bestatigt werden (Tab. 10). In Einzelfdllen konnten jedoch keine PCR-Banden in
einigen hMSC-Populationen detektiert werden (n.e.), in anderen Fallen konnte nur in einer der
beiden Vergleichsgruppen eine Expression detektiert werden. Dies deutet auf induzierte bzw.
exklusive Expression des entsprechenden Gens hin. CENPM, TK1, RUNX3, ESR1, CD24 und HMMR
zeigen in mindestens einer hMSC-Population eine exklusive Expression in P1 auf ({ ), wahrend CA2,
FGFR2 und SOX11 sogar in 3-5 hMSC-Populationen exklusiv in P1 expimiert werden und keine
Expression in Px aufweisen. PSG1 und GPR116 zeigen exklusive Expression in Px (1) in 2 hMSC-
Populationen, NR3C2, CDH1 und CDKN2A sogar in 3-5 Populationen.

Gene, von denen einzelne Probesets einen g-Wert > 10% aufwiesen, konnten ebenfalls bestatigt
werden. Zum Teil wurden durch die PCR-Analyse und Densitometrie extreme Unterschiede in der
Hohe der Genexpression zwischen den hMSC verschiedener Spender detektiert, z.B. fiir IGFBP5 oder
HELLS. Diese Spendervariabilitdten der untersuchten Gene lassen sich ebenfalls in den Mikroarray-
Analysen beobachten, verdeutlicht an einer Heatmap (Abb. 16).

Tab. 10 Biologische Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zu seneszenten hMSC mittels semi-quantitativer PCR und
Densitometrie

Mikroarray-Analyse Analyse der semi-quantitativen PCR
FC NSpender
(hmscC- mit FC Uberein-
senes- (Px/P1) stim-
Gen zent/ FC(Px/P1) der einzelnen >1,5 bzw. mung
Symbol Gen Name Probeset-ID hMSC-K) q (%) hMSC-Populationen <0,667 mit Array
539 542 545 575 540
205941 _s_at 0,30 2,70
COL10A1 collagen, type X, alpha 1 217428 s_at 0,23 161 0,12 0,10 0,06 0,05 0,02 5 ++
COL14A1 collagen, type XIV, alpha 1 212865_s_at 0,25 9,54 (11,6 0,27 0,88 0,08 2,92 2 —
CENPM centromere protein M 218741 _at 0,04 0,00 |0,13 Y 0,68 0,17 4 +
_ 214710_s_at 0,11 0,00
CCNB1 cyclin B1 228729 at 0,09 0,00 0,54 0,79 0,45 0,35 0,27 4 +
202532_s_at 0,47 0,72
) 202533_s_at 0,41 1,99
DHFR dihydrofolate reductase 202534 x_at 0,47 0,00 1,74 0,75 3,43 1,69 0,97 0 —
48808_at 0,41 0,34
prostaglandin- 1554997_a_at 0,33 2,43
PTGS2 endoperoxide synthase 2 204748 _at 0,45 7,00 016 039 020 039 0,07 > +*
220085_at 0,19 0,50
HELLS helicase, lymphoid-specific | 223556_at 0,31 1,02 |0,22 0,30 0,58 2,14 1,04 3 +
227350_at 0,28 0,00
CA2 carbonic anhydrase Il 209301_at 0,02 1,61 b 041 U N2 N 5 +++
209908 _s_at 0,28 4,84
transforming growth factor, | 209909_s_at 0,35 1,61
TGFB2 beta 2 220407 s_at 0,31 1,02 0,29 0,58 0,46 0,36 0,96 4 +
228121 _at 0,36 1,02
SPP1 secreted phosphoprotein 1 | 209875_s_at 0,47 7,00 | ne. 095 0,51 0,22 0,98 2 +
o . 1554408_a_at 0,14 0,00
TK1 thymidine kinase 1, soluble 202338 at 0,12 0,00 0,38 ¢ 047 0,63 0,30 5 +
runt-related transcription 204197_s_at 0,26 1,02
RUNX3 factor 3 204198_s_at 0,33 4,84 Vo023 & 008 016 > +*
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fibroblast growth factor 203638_s_at 0,09 0,00
FGFR2 receptor 2 208228 _s_at 0,36 1,61 006 ¥ v Vo004 > it
ESR1 estrogen receptor 1 205225_at 0,42 0,50 [ 1,08 ¢ 4 042 0,26 4 ++
208650_s_at 0,15 1,43
208651_x_at 0,32 4,16
CD24 CD24 molecule 209771_x_at 0,35 11,20 ¢ 035 030 0,13 0,72 4 +
216379_x_at 0,31 1,99
266 s_at 0,19 2,43
hyaluronan-mediated 207165_at 0,03 0,00
HMMR motility receptor 209709_s_at 0,09 0,00 041 4 036 053 034 > +
SRY det - . 204913_s_at 0,09 0,00
SOX11 Y)_b((;e)l(leermmmg region 204914_s_at 0,09 0,00 NE N2 N2 N2 N2 5 +++
204915_s_at 0,12 0,00
i beta.t. | 208257xat 13,73 4,84
PSG1 pregnancy specilic beta-2= | y1o195s.at 377 575 | & 41 685 2,93 3,68 5 +
glycoprotein 1
210196_s_at 3,17 17,70
ifi -1- 204830 t 5,89 0,89
PSG5 pregnancy specific beta-1 -2 ' 7 | ne. 2,04 244 1,03 1,71 3 +
glycoprotein 5 239583_x_at 2,12 3,36
203716_s_at 6,77 0,58
DPP4 dipeptidyl-peptidase 4 203717_at 4,39 1,02 |0,20 1,02 1,25 1,19 1,37 0 —_
211478 _s_at 7,55 0,19
CNTN3 contactin 3 229831 _at 6,13 1,43 |6,47 1,71 2,64 0,73 3,37 4 +
secreted frizzled-related 204051_s_at 3,14 9,54
SFRP4 protein 4 204052_s_at 4,89 7,00 1,66 052 102 065 165 2 B
PCDH10 protocadherin 10 228635_at 4,92 2,70 |5,31 4,56 2,67 093 1,18 3 +
1555997_s_at 5,69 1,99
203424 _s_at 8,69 1,02
insulin-like growth factor 203425_s_at 2,12 15,27
IGFBPS binding protein 5 203426_s_at 2,94 4,84 334 189 240 215 3,93 > +
211958_at 3,81 3,36
211959_at 3,92 4,84
TNFRSF tumorne§r05|sfactor 204932_at 2,07 1,25 262 183 128 0,79 091 ) "
11 superfamily member 11 204933 s_at 2,63 0,89
cyclin-dependent kinase 207039_at 4,79 0,00
CDKN2A inhibitor 2A 209644 _x_at 2,88 1,25 T T T T T > i
G protein-coupled receptor | 212950_at 4,86 1,25
GPR116 116 212951_at 359 336 N ne ne. 1T 343 3 +++
NRcan  neuronal cell adhesion 2041055t 479 2,70 [1,12 0,62 0,30 1,18 0,85 0 —
molecule
CDH1 cadherin 1 201131_s_at 5,67 0,43 D~ ne. 1N ™ ™ 4 +++
secmg  secreted and 213716 s_at 211 954 |7,06 046 1,12 1,03 1,97 2 =
transmembrane 1
NR3cz ~ Muclearreceptor subfamily | o000 1433 000 | & 156 ne. 1T A 4 St
3, group C, member 2
214602_at 34,70 0,00
COL4A4  collagen, type IV, alpha 4 - ! ! 3,40 5,45 3,73 0,68 1,44 3 +
gen, typ P 229779_at 1605 0,00

Gelistet sind alle exprimierten Probset-IDs von 32 Genen, die beim Vergleich von hMSC-seneszent mit hMSC-K mittels
SAM einen ,fold change” (FC) < 0,667 bzw. > 1,5 aufwiesen (FC = hMSC-seneszent/hMSC-K). Der g-Wert betrug < 20%.
Semi-quantitative PCR wurde mit 5 weiteren hMSC-Populationen durchgefiihrt und die Ergebnisse — soweit moglich —
densitometriert. Die Daten wurden auf das Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1)
normalisiert. Die relative Genexpression der einzelnen hMSC wurde berechnet (FC = hMSC seneszente Passage
(Px)/hMSC Passage 1 (P1)) und die Anzahl (N) der Spender, deren FC > 1,5 bzw. < 0,667 betrug, aufgezihlt. Wenn in einer
hMSC-Population weder in P1 noch in Px eine Genexpression detektierbar war, galt dieses Gen als nicht exprimiert (n.e.).
Die densitometrische Auswertung war ebenfalls nicht moglich, wenn in einer der beiden Passagen einer hMSC-
Population kein Amplikon eines Gens nachzuweisen war. Im Falle einer fehlenden Expression in P1 galt dann dieses Gen
als exklusiv exprimiert in Px (1), bei fehlender Expression in Px galt das Gen als exklusiv exprimiert in P1 ({).

Die Ergebnisse der semi-quantitativen PCR wurden folgendermaBen bewertet (hMSC-Populationen mit n.e. wurden nicht
in die Bewertung einbezogen):

+++ wenn in mindestens der Hailfte der hMSC-Populationen exklusive Expression vorliegt ({ oder 1)

++ wenn in mindestens der Hilfte der hMSC-Populationen der FC(Px/P1) 2 bzw. < FC(hMSC-seneszent/hMSC-K) ist

+ wenn in mindestens der Hilfte der hMSC-Populationen der FC(Px/P1) > 1,5 bzw. < 1,667 ist

- wenn in mindestens der Hilfte der hMSC-Populationen keine Ubereinstimmung mit der Mikroarray-Analyse
vorliegt
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hMSC-K hMSC-seneszent

hMSC276
hmsc247
hMSC295
hMSC296
hMSC353
hmsC274
hmsCc278
hMsC271
hMsC277
hmsC276

Abb. 16 Heatmap der Mikroarray-Hybridisierungssignale von hMSC-K und hMSC-seneszent. Farblich dargestellt sind die
Hybridisierungssignale der 5 MSC-seneszent-, sowie der 5 hMSC-K-Populationen fiir alle Probesets der fiir die semi-
quantitative PCR ausgewahlten Gene. Je Probeset wurde ein Mittelwert gebildet (schwarz); der hellste Rotton markiert
ein 4fach hoheres Hybridisierungssignal im Vergleich zum Mittelwert, der hellste Griinton ein 4fach geringeres Signal.
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5.1.4 Mikroarray-Analysen von Osteoporotischen hMSC

5.1.4.1 Differentielle Genexpression in hMSC-OP

Humane hMSC wurden hinsichtlich ihrer Bedeutung fir die Osteoporose untersucht, indem das
Transkriptom von hMSC aus Osteoporose-Patienten mit dem Transkriptom von hMSC aus Spendern
ohne Osteoporose verglichen wurde. Zu diesem Zweck wurden die Mikroarray-Hybridisierungen der
5 hMSC-K aus Spendern mittleren Alters (@57,6 = 9,56 Jahre) mit Hilfe von SAM mit den
Hybridisierungen von hMSC-OP von 5 Frauen (@ 86,2 + 5,89 Jahre alt) mit Osteoporose-Merkmalen
(Huftbruch durch Fall aus dem Stand und Wirbelkdrperfrakturen) verrechnet.

Die SAM-Berechnungen zeigten, dass 25158 Probesets bzw. Genprodukte in hMSC-K bzw. hMSC-OP
exprimiert werden. Davon wiesen bei einem g-Wert < 10 % 1574 Genprodukte einen FC >1,5 und
1135 Genprodukte einen FC < 0,667 und damit eine 1,5fach erniedrigte Genexpression in hMSC-OP
auf (Abb. 17).

Abb. 17 Venn-Diagramm der Mikroarray-Ergebnisse zur differentiellen Genexpression in hMSC-OP aus Osteoporose-
Patienten nach Vergleich mit hMSC-K. Angegeben ist die Anzahl der héher exprimierten Genprodukte (rot), bzw. der
geringer exprimierten Genprodukte (griin) in hMSC-seneszent. B: Anzahl differentiell exprimierter Genprodukte in hMSC-
OP nach Abzug der Alterungsgene aus den Mikroarray-Analysen zur in-vivo-Alterung von hMSC (hMSC-alt versus hMSC-
K).

5.1.4.2 Statistische, funktionelle Analyse mittels GOstat

Die Funktion der differentiell exprimierten Gene in hMSC-OP wurde mittels einer GOstat-Analyse
statistisch bestimmt.

Die 1574 Probesets der erhohten Expression bzw. die 1135 Probesets der erniedrigten
Genexpression wurden in dem GOstat-Online-Tool mit den 25158 Probesets, die in hMSC-K bzw.
hMSC-OP Uberhaupt exprimiert werden, verglichen. In der Hauptkategorie Molekulare Funktion
wurden keine GO-Gruppen liberreprasentiert haufig detektiert. Jedoch zeigte sich, dass Gene fiir die
korrekte Funktion der Spindel, der Replikation und des Proteasoms bei Osteoporose in hMSC
geringer exprimiert werden (Abb. 18). Auch Mikrotubuliaktivitdit und die Mitose sind negativ
beeinflusst. Im Gegensatz dazu exprimieren hMSC-OP Kollagene und Gene fiir Fokale
Adhasionsproteine Uberreprasentativ haufig hoher. Auch Genprodukte mit Funktion in der
Regulation der Lokomotion, Angiogenese und Sekretion sind hoher exprimiert. Aufgrund der
erhohten Expression vieler Wachstumsfaktoren (TGFB1, HBEGF, VEGFB, PDGFA, siehe Anhang) ist die
Proliferation von hMSC-OP entsprechend der GOstat-Analyse positiv reguliert.
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Uberreprisentierte GO-Gruppen der differentiellen Genexpression in
hMsSC-OP
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Abb. 18 Uberreprisentierte Gene Ontologie (GO)-Gruppen der differentiell exprimierten Genprodukte in hMSC-OP beim
Vergleich mit hMSC-K. Dargestellt sind die mindestens 1,5fach hoher bzw. geringer exprimierten Genprodukten der
Mikroarray-Ergebnisse zu hMSC-OP versus hMSC-K. Als Referenzliste dienten dabei die 25158 Genprodukte, die in hMSC-
OP und/oder hMSC-K exprimiert werden. Als 100% ist jeweils die Anzahl an Gene pro Gruppe, die liberhaupt in der
Referenzliste exprimiert werden, dargestellt. Den jeweiligen Anteil daran, der (iberreprasentativ haufig in den
differentiell exprimierten Genen auftritt, ist farblich markiert: fiir erh6hte Genexpression in hMSC-OP: rote Balken,
geringere Genexpression in hMSC-OP: griine Balken.

5.1.4.3 Biologische Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zur Osteoporose

Die Mikroarray-Ergebnisse wurden mittels semi-quantitativer PCR und anschliefender Densitometrie
evaluiert. Zu diesem Zweck wurden 11 Gene herausgesucht, deren Probesets laut SAM in hMSC-OP
versus hMSC-K mindestens 1,5fach hoher bzw. geringer exprimiert waren. Der g-Wert betrug in
mindestens einem Probeset pro Gen weniger als 10%.

Fir die Evaluierung konnten nur 4 der 5 hMSC-OP-Population verwendet werden, die ebenfalls fir
die Mikroarray-Hybridisierungen herangezogen wurden. Als Kontrolle diente ein neuer Pool an hMSC
aus 9 verschiedenen Patienten mittleren Alters (@ = 47 + 5,32 Jahre), wodurch es sich im Folgenden
nicht um eine technische, sondern eine biologische Evaluierung der SAM-Ergebnisse handelt.

Die Abb. 19. zeigt deutlich die unterschiedliche Expression der ausgewahlten Gene in hMSC-OP und
hMSC-K, wobei auffillig ist, dass die Standardabweichung in den hMSC-K oft deutlich geringer ist,
verglichen mit hMSC-OP.

Nach Berechnung des ,fold change” (FC= @nmsc.or/Brmsck) zeigte sich, dass bei 5 der 11 Gene der FC
> 1,5 bzw. < 0,667 war, dies entspricht einer 1,5fachen Genexpressionsianderung in hMSC-OP im
Vergleich zu hMSC-K (Tab. 11). Weitere 2 Gene wiesen einen FC 2> 1,2 bzw. < 0,8 auf, und zeigen
dadurch eine deutliche Tendenz zur erhéhten bzw. erniedrigten Expression in hMSC-OP, die der SAM
entspricht. Bei den PCR-Analysen der restlichen 4 Gene, deren Probesets in der SAM nur einen FC
von 1,55 — 2,5 bzw. 0,5 aufwiesen, wurde keine differentielle Expression detektiert bzw. war im Falle
von HELLS die Standardabweichung zu groB, um den FC(@nwmsc.or/DPrmsck) von 0,82 als signifikant
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anzusehen. Damit lassen sich die Mikroarray-Ergebnisse zu osteoporotischen hMSC trotz der
Verwendung eines neuen Pools an hMSC-K zu 63,63% bestatigen.

Die anhand der Standardabweichung ersichtliche Variabilitdt der Genexpression innerhalb einer
Untersuchungsgruppe, z.B. hMSC-K, konnte auch in den Mikroarray-Hybridisierungen nachgewiesen
werden, verdeutlicht an einer Heatmap (Abb. 20).

Tab. 11 Biologische Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zu osteoporotischen hMSC mittels semi-quantitativer PCR
und Densitometrie

Mikroarray-Analyse Analyse der semi-quantitativen PCR

FC
(hmsc- FC STABW STABW  Uberein-
Gen opr/ (Domscor  [%]von [%]von  stimmung
Symbol  Gen Name Probeset-ID hMSC-K) q (%) | /Dumsck) Drmsck  Dhvscor  Mit Array
TGFB1 ;ft':flmm'”g growthfactor, | 503085 s ot 2,04 3,00 | 0,99 22,25 17,37 -
210512_s_at 1,55 20,86
VEGFA vascular endothelial growth 210513_s_at 2,16 3,90 1,01 16,79 525 _
factor A 211527 _x_at 2,47 2,46
212171 x_at 2,07 6,30
wingless-type MMTV 221029_s_at 1,61 10,25
WNT5B integration site family, 223537_s_at 2,22 3,21 0,89 27,22 4,15 —
member 5B 230299 s_at 1,55 14,24
205941 s at 5,25 0,00
COL10A1  collagen, type X, alpha 1 217428 s_at 400 0.62 1,23 17,55 19,14 (+)
PTHIR parathyroid hormone 1 205911 _at 3,00 2,70 2,05 55,73 39,73 e
) 210302_s_at 6,94 0,00
MAB21L2 mab-21-like 2 210303_at 14,43 0,00 3,13 56,77 32,23
. . ) 207370_at 4,82 0,90
IBSP integrin-binding sialoprotein 236028 at 572 0,00 2,22 59,53 53,01 +
SOST sclerostin 223869 _at 7,30 2,18 2,95 87,48 8,99 du
220085_at 0,23 1,40
HELLS helicase, lymphoid-specific 223556_at 0,53 8,24 0,82 68,29 93,83 —
227350_at 0,32 4,93
CNTN3 contactin 3 229831 _at 0,13 1,60 0,50 65,07 67,45 L
] 204337_at 0,28 5,70
RGS4 regulator of G-protein 204338.s.a 020 438 | 070 2858 50,82 (+)
signaling 4 - =
204339 s_a 0,25 5,70

Gelistet sind alle exprimierten Probest-IDs von 11 Genen, die beim Vergleich von hMSC-OP mit hMSC-K mittels SAM
einen ,,fold change” (FC) < 0,667 bzw. > 1,5 aufwiesen (FC = hMSC-OP/hMSC-K). Der g-Wert betrug mindestens in einem
Probeset < 10%. Semi-quantitative PCR wurde mit 4 fiir den Array verwendeten hMSC-OP (@ 86,7516,78 Jahre), sowie
hMSC aus 9 weiteren Spendern mittleren Alters (@ 475,32 Jahre, hMSC-K) als Kontrolle durchgefiihrt. Nach densito-
metrischer Auswertung der einzelnen PCR-Ergebnisse und Normalisierung auf das Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1) wurden von jedem Gen die relativen Expressionsstirken gemittelt (@) in den
hMSC-OP (@) msc.or) und hMSC-K (@1 vsc.<) Populationen. Die Standardabweichung (STABW) wurde in Prozent zu @yysc.op
bzw. @,msc.k gesetzt, der FC aus den Mittelwerten berechnet (FC= @pwvsc.or/Phmsck) und mit dem FC der Mikroarray-
Analyse (FC[hMSC-OP/hMSC-K]) verglichen und bewertet:

+ FC(Dnmsc-or/DBhmsck) > 1,5 bzw. < 0,667 entsprechend Mikroarray-Ergebnissen

(+) FC(Bhmsc-or/DBhmsck): 1,5-1,2 bzw. 0,667-0,8 entsprechend Mikroarray-Ergebnissen

- keine Ubereinstimmung
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Vergleich der Genexpression von hMSC-K mit hMSC-OP
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Abb. 19 Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 11 zur biologischen Evaluierung der Mikroarray-Ergebnisse zu
osteoporotischen hMSC mittels semi-quantitativer PCR und Densitometrie. Angegeben sind die Mittelwerte der
densitometrischen Berechnung zur relativen Genexpressionsstirke der einzelnen Gene in hMSC-OP (@},ysc.or) und hMSC-
K (Dhmsck) nach Normalisierung auf das Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1). Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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Abb. 20 Heatmap der Mikroarray-Hybridisierungssignale von hMSC-K und hMSC-seneszent. Farblich dargestellt sind die
Hybridisierungssignale der 5 hMSC-OP-, sowie der 5 hMSC-K-Populationen fiir alle Probesets der fiir die semi-
quantitative PCR ausgewdhlten Gene. Je Probeset wurde ein Mittelwert gebildet (schwarz); der hellste Rotton markiert
ein 4fach héheres Hybridisierungssignal im Vergleich zum Mittelwert, der hellste Griinton ein 4fach geringeres Signal.
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5.1.5 Vergleich in-vivo-Alterung, Seneszenz und Osteoporose

Die drei verschiedenen SAM-Datensatze zu Seneszenz (siehe 5.1.3), in-vivo-Alterung (siehe 5.1.2) und
Osteoporose (siehe 5.1.4) in hMSC wurden miteinander verglichen, um Gemeinsamkeiten zu
detektieren. Da in den SAM-Berechnungen sowohl hMSC-alt, hMSC-seneszent als auch hMSC-OP
immer mit den identischen hMSC-K verglichen wurden, sollten mégliche Uberlappungen der Daten
zuverldssige Angaben darstellen. Alle Genprodukte/Probesets mit 1,5facher Expressionsdnderung
wurden miteinander verglichen und als Venn-Diagramm fir die erhéhte bzw. reduzierte
Genexpression dargestellt (Abb. 21). Es zeigte sich, dass 42 Genprodukte (davon 6 unbekannt, siehe
Anhang) in allen drei Datensdtzen geringer und 7 Genprodukte (davon 3 unbekannt) hoher
exprimiert werden.

A Erhohte Genexpression

hMSC-0OP
1574 GP
CALR, IGF2BP2, IGF2BP2, IGFBP5,
MAB21L2, PDGFA, CDKN1A
MMP11, MMP14,
COL11A1, BTG1
50
7 FST, CALD1
BMI1, IGFBP5, 1155
THBS1 ‘
hMSC-alt hMSC-seneszent
1429 GP 1284 GP

B Verringerte Genexpression

hMSC-OP
1135GP
GREM2 HMMR, TLR3,
LMNBI, CCBN1,
CASPE

ag ANLN, CCNB2,
TUBB, TOP2A, 2 CDC2, NUSAP1,
TGFB2, PTGFR, TOP2A

BGLAP, EFNB2, 2067

BMP1, FGF1,

LRPS, MMP3

hMSC-alt hMSC-seneszent
3381 GP 2477 GP

Abb. 21 Venn-Diagramme des Vergleichs der differentiell exprimierten Genprodukte der SAM-Analysen zu hMSC-alt,
hMSC-seneszent und hMSC-OP. A: Vergleich der erhdhten Genexpression (FC > 1,5, q < 10%) aller drei SAM-Analysen, B:
Vergleich der verringerten Genexpression (FC < 0,667, q < 10%) aller drei SAM-Analysen. Angegeben ist die jeweilige
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Anzahl an Genprodukten/Probesets (GP) pro SAM. Die iiberlappenden Bereiche enthalten die Anzahl an gemeinsamen
Genprodukten, eine Auswahl an betroffenen Genen ist angegeben. Bei dieser Analyse wurden Probesets und nicht Gene
miteinander verglichen, wodurch in einigen Fillen verschiedene Probesets fiir ein-und dasselbe Gen in verschiedenen
Uberlappungen auftraten (IGFBP5, IGF2BP2, TOP2A) und es dadurch zu Doppelnennungen kam. Alle iiberlappenden
Genprodukte/Probesets sind im Anhang nochmals ausfiihrlich aufgelistet (Tab. 20).

Fiir die 42 geringer exprimierten Genprodukte konnten mittels GOstat-Analyse Uberreprasentative
GO-Gruppen gefunden werden (Tab. 12, erste Spalte), u.a. spielen diese Gene, die in hMSC-alt,
hMSC-seneszent und hMSC-OP geringer exprimiert werden, eine Rolle beim Ablauf der Mitose, des
Spindelapparats, der Mikrotubuliaktivitat und der DNA-Reparatur. Der aufgrund von Seneszenz, Alter
oder Osteoporose reduzierten Genexpression konnten auch Gene der ATPase-Aktivitdit und ATP-
Bindung zugeordnet werden. Alle Uberreprasentierten GO-Gruppen sind im Anhang nochmals
ausfihrlich aufgelistet.

5.1.5.1  Vergleich in-vivo-Alterung und Seneszenz

Ein Vergleich der SAM-Ergebnisse zur in-vivo-Alterung (Spender von hMSC-alt: @ 81,75+4,86 Jahre)
mit den Ergebnissen zur in-vitro-Alterung (Spender von hMSC-seneszent: @ 56,4+8,96 Jahre) wurde
angestellt, um zu Uberprifen, ob sich hMSC wahrend der Alterung des Organismus auf dem Weg zur
Seneszenz befinden.

Es zeigte sich, dass insgesamt 396 Genprodukte in seneszenten als auch in in-vivo-gealterten hMSC
geringer und nur 79 Genprodukte in beiden hoher exprimiert werden (Abb. 21, siehe oben). Es
wurden GOstat-Analysen von diesen Genprodukten, abziiglich jener 42 bzw. 7 Probesets, die in allen
3 Mikroarray-Datensatzen differentiell exprimiert werden (siehe oben), durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass durch in-vivo- und in-vitro-Alterung geringer exprimierte Genprodukte (iberreprasentativ haufig
am Ablauf des Zellzyklus und der Zellteilung beteiligt sind (Tab. 12). Aber auch Genprodukte der
Immunantwort und des Mikrotubuli-Cytoskeletts sind betroffen.

Des Weiteren wurde das Transkriptom von hMSC-alt und hMSC-seneszent unabhangig von
statistischen Analysen auf Veranderungen hin untersucht, die auf mogliche Stoérungen in der
Knochen-bildenden Funktion schlieSen lassen. Zu diesem Zweck wurden die Datensatze der beiden
SAM nach differentiell exprimierten Genen durchsucht, die eine Rolle beim Knochenumbau, der
Signalgebung durch Wachstumsfaktoren, der Migration, dem Zellzyklus, der Seneszenz oder im
Immunsystem spielen (Tab. 13). Seneszente hMSC als auch hMSC éalterer Personen weisen auf RNA-
Ebene z.T. sogar ahnliche Defizite im Knochenumbau auf. Unter anderem sind Gene der hormonellen
Signalgebung betroffen (VDR, CYP2R1, ESR1), aber auch Gene von Knochenmarkern wie Kollagene
(COL1A1, COL1A2) und TNSALP (APLP) werden geringer exprimiert. Des Weiteren sind viele Knochen-
relevante Wachstumsfaktoren differentiell bzw. tendenziell geringer exprimiert, wobei auch hier
einige Parallelen zwischen Seneszenz und Alter auftreten. Es konnte ebenso eine erhdhte Gen-
expression von Inhibitoren des BMP-Signalweges in hMSC-seneszent (GREM2) und hMSC-alt (NOG)
detektiert werden, sowie eine reduzierte Expression von LRP5. Auch die Migration ist besonders in
seneszenten hMSC negativ beeinflusst durch eine geringere Expression von Hyaluronsduresynthasen
(HAS1, HAS2) und dem Hyaluronsaure-Rezeptor HMMR (hyaluronan-mediated motility receptor). Der
Zellzyklus ist in beiden untersuchten hMSC-Gruppen negativ beeinflusst, worauf die verminderte
Expression von Cyclinen schlieRen lasst. Seneszente hMSC weisen jedoch zusatzlich deutlich mehr
Seneszenz-Marker auf als in-vivo-gealterte hMSC. Das Immunsystem bzw. Inflammations-assoziierte
Gene (z.B. NFKB2, TNFSF4, TLR4) werden gehauft in hMSC-alt differentiell exprimiert.
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Tab. 12 Uberreprisentierte Gen Ontologie (GO)-Gruppen der differentiellen Genexpression, die sich in 2 bzw. 3 SAM-
Analysen lberlappen

hMSC-OP + hMSC-seneszent +
hMSC-alt hMSC-seneszent + hMSC-alt hMSC-0P + hMSC-alt hMSC-OP + hMSC-seneszent
Anzahl p- Anzahl p- Anzahl p- Anzahl p-
GO-Gruppe GO-ID | Gen Symbol %. Gen Symbol %] | Gen Symbol %, Gen Symbol %,
PP v Gene Wert is v Gene Wert i v Gene Wert %] v Gene Wert %l
Biologischer Prozess
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pdgfa
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Bei der GOstat-Analyse wurden je nach Vergleich unterschiedliche Referenzlisten verwendet. Probesets mit verringerter
Expression in hMSC-alt, hMSC-seneszent und hMSC-OP (42) wurden mit den 28112 Probesets verglichen, die in
mindestens einer der drei Gruppen iliberhaupt exprimiert werden. Genprodukte mit verringerter Expression in hMSC-alt
und hMSC-seneszent (354) wurden verglichen mit den 27938 Probesets, die in mindesten einer der beiden Gruppen
exprimiert werden; {iberlappende Genprodukte des Vergleichs hMSC-OP versus hMSC-alt (98 fiir verringerte
Genexpression, 89 fiir erhohte Genexpression) wurden mit 27581 Probesets verglichen. Bei hMSC-OP versus hMSC-
seneszent (180) dienten als Referenzliste die 26058 exprimierten Probesets. Gene, die in den oben erwdhnten
Mikroarray-Evaluierungen mittels semiquantitativer PCR nicht signifikant bestatigt werden konnten, sind grau unterlegt.
Bei dieser Analyse wurden Probesets und nicht Gene miteinander verglichen, wodurch in einigen Fallen verschiedene
Probesets fiir ein-und dasselbe Gen in verschiedenen Uberlappungen auftraten (IGFBP5, IGF2BP2, TOP2A) und es
dadurch zu Doppelnennungen innerhalb der verschiedenen Spalten kam. [%]: gibt den prozentualen Anteil der Anzahl
der Gene einer GO-Gruppe im Vergleich zur Gesamtanzahl der Gene dieser Gruppe wieder; p-Wert: Falsch-Positiv-Rate
(Benjamini); rot: erh6hte Genexpression; griin: verringerte Genexpression. Alle detktierten GO-Gruppen sind im Anhang
nochmals ausfiihrlich aufgelistet (Tab. 27 - Tab. 31).

Tab. 13 Einteilung differentiell exprimierter Gene aus den SAM-Ergebnissen zu hMSC-OP, hMSC-alt und hMSC-seneszent
in funktionelle Gruppen

Gen Symbol Gen Name hMSC-OP hMSC-alt hMSC-
seneszent

Knochenaufbau

IBSP integrin-binding sialoprotein 9P NA

TNFRSF11B  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b »

SPP1 secreted phosphoprotein 1 J

EFNB2 ephrin-B2 NA NA

EPHB4 EPH receptor B4 J

ALPL alkaline phosphatase, liver/bone/kidney J

RUNX2 runt-related transcription factor 2 NA

VDR vitamin D receptor (N

CYP2R1 cytochrome P450, family 2, subfamily R, polypeptide 1 J

ESR1 estrogen receptor 1 NA

AR androgen receptor T

COL1A1 collagen, type |, alpha 1 T J

COL1A2 collagen, type |, alpha 2 N2

BGLAP bone gamma-carboxyglutamate protein 1 NA

Knochenresorption

PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 qp NA

CSF1 colony stimulating factor 1 »

TNFSF11 tumor necrosis factor superfamily, member 11 J

PTHI1R parathyroid hormone 1 receptor 1

CA2 carbonic anhydrase I N

SPHK1 sphingosine kinase 1 » N

IL6ST interleukin 6 signal transducer (Oncostatin M receptor) qp

BMP-Signalweg

GREM2 gremlin 2, cysteine knot superfamily, homolog N2 NA

GREM1 gremlin 1, cysteine knot superfamily, homolog »

MAB21L2 mab-21-like 2 9P qPr

NOG noggin T

SMAD3 SMAD family member 3 A

SMAD1 SMAD family member 1 M

WNT-Signalweg

WISP1 WNT1 inducible signaling pathway protein 1 A

WISP3 WNT1 inducible signaling pathway protein 3 NA

RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1 N2 A

WNT5B wingless-type MMTV integration site family member 5 b NA

WNT2 wingless-type MMTYV integration site family member 2 9P

WNT16 wingless-type MMTV integration site family, member 16 NA

LRP5 low density lipoprotein receptor-related protein 5 qp NA NA
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CTNNB1 catenin, beta 1 M

FZD7 frizzled homolog 7 qr

FZD8 frizzled homolog 8 1t NA
FZD4 frizzled homolog 4 qp
FZD6 frizzled homolog 6 »
KREMEN1 kringle containing transmembrane protein 1 9P

SOST sclerostin 1t

Zellzyklus

CCNB2 cyclin B2 N2 NE NA
CCNA2 cyclin A2 NA N2 NA
CCNE2 cyclin E2 N2 N2 %
CCNF cyclin F NA NA
CCNL2 cyclin L2 NE NA
CCND1 cyclin D1 M
CCND2 cyclin D2 qp
CDK2 cyclin-dependent kinase 2 NA NA
cDC2 cell division cycle 2, G1to Sand G2 to M J N2 J
CDC25A cell division cycle 25 homolog A NA
CDC25B cell division cycle 25 homolog B NA
CDC25C cell division cycle 25 homolog C 4
BTG1 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative 9P qr

Seneszenz

HELLS helicase, lymphoid-specific J
PSG1 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 1 1
PSG2 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 2 qp
PSG3 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 3 J »
PSG4 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 4 qp
PSG5 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5 1
PSG7 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 7 qp
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A t 1
CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A qp
BMI1 BMI1 polycomb ring finger oncogene 4 4
MCM3 minichromosome maintenance complex component 3 N2 NA
PTN pleiotrophin NA
S0D2 superoxide dismutase 2, mitochondrial N 1
TXNRD1 thioredoxin reductase 1 T
ARHGAP29  Rho GTPase activating protein 29 N2 qp
Wachstumsfaktoren

PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypeptide 9P qr N2
VEGFA vascular endothelial growth factor A NA NA
VEGFB vascular endothelial growth factor B 9P N

IGF2BP2 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 2 M 1 »
IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 qp qr qp
IGF2 insulin-like growth factor 2 T N2
IGF2R insulin-like growth factor 2 receptor qr

FGF1 fibroblast growth factor 1 NA NA
FGFR3 fibroblast growth factor receptor 3 M

FGFR2 fibroblast growth factor receptor 2 0 4
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 qp

HBEGF heparin-binding EGF-like growth factor T N2
EGFR epidermal growth factor receptor T NE

FST follistatin T 3 1t
TGFB2 transforming growth factor, beta 2 NE N2
TGFBR1 Transforming growth factor, beta receptor 1 NA N2
TGFBR2 transforming growth factor, beta receptor Il NE qp
Migration

ITGB5 Integrin, beta 5 9P qr qpP
ITGA4 integrin, alpha 4 NA NA »
PFN1 profilin 1 N

CYR61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 ™

MMP14 matrix metallopeptidase 14 qP qr
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TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 T

TLR4 toll-like receptor 4 NA A

TLR3 toll-like receptor 3 N2 NA
HAS1 hyaluronan synthase 1 NA
HAS2 hyaluronan synthase 2 NA
HMMR hyaluronan-mediated motility receptor N2 N2
Epigenetik

HDAC8 histone deacetylase 8 N)

HDAC9 histone deacetylase 9 NA 1
ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked J 4

DNMT1 DNA methyltransferase 1 NA
Immunsystem/Inflammation

OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like J N2
ILIRAP interleukin 1 receptor accessory protein NA NA

IL27RA interleukin 27 receptor, alpha 9P qP

ILIRAPL2 interleukin 1 receptor accessory protein-like 2 N2 NA
IL1A interleukin 1, alpha N M
THBS1 Thrombospondin 1 1
TNFSF4 tumor necrosis factor superfamily, member 4 9P qr

TNFSF10 tumor necrosis factor superfamily, member 10 4 4
IFI35 interferon-induced protein 35 NA NA
SAA1/SAA2 serum amyloid Al / serum amyloid A2 »
NEKB2 ::”cle;r factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B- PN ¢

Die Einteilung in die einzelnen Funktionellen Gruppen erfolgte mittels Literaturangaben. Angegeben sind jene Gene, die
in mindestens einem Probeset differentielle Expression aufwiesen. Verringerte Expression: griiner Pfeil, erhohte
Expression: roter Pfeil

5.1.5.2  Vergleich Osteoporose und in-vivo-Alterung

Der Vergleich der differentiellen Genexpression in hMSC-OP mit hMSC-alt dient vor allem der
Identifizierung von Unterschieden, da Gemeinsamkeiten auf einen in-vivo-Alterungseffekt schliefen
lassen. Das Alter der Spender von hMSC-OP und hMSC-K unterscheidet sich im Durchschnitt um 28,6
Jahre. Aus diesem Grund ist nicht auszuschlieBen, dass Genexpressionsunterschiede aufgrund des
Altersunterschieds und nicht der Osteoporose auftreten. Der Altersunterschied zwischen den
Patienten von hMSC-OP und hMSC-alt betragt jedoch durchschnittlich nur 4,45 Jahre. Daher wurden
die SAM-Ergebnisse zu hMSC-OP (siehe 5.1.4) und hMSC-alt (siehe 5.1.2) miteinander verglichen,
wobei sich zeigte, dass simultan in beiden SAM insgesamt 96 Genprodukte hoher und 140 geringer
exprimiert werden (Abb. 21). Diese wurden — abziglich der 7 bzw. 42 oben genannten Genprodukte
— einer GOstat-Analyse unterzogen, die nur sehr wenige liberreprasentative GO-Gruppen ermitteln
konnte (Tab. 12). Geringer in hMSC-OP und hMSC-alt sind Proteasom-Komponenten exprimiert, eine
erhohte Expression zeigten Gene fiir Zellproliferation und Neurogenese. Vergessen werden sollte
nicht, dass die GOstat-Anaylsen zur Uberlappenden, differentiellen Genexpression aller 3
beschriebenen SAM (siehe 1. Spalte) auch Ergebnisse des Vergleichs hMSC-OP mit hMSC-alt
darstellen, somit auch die Mitose, die Mikrotubuli, der Spindelapparat und Chromosomen betroffen
sind. All diese GO-Gruppen sind auch bei den GOstat-Analysen zur SAM hMSC-OP versus hMSC-K
aufgetreten (siehe 5.1.4.2, Abb. 18), wodurch die Vermutung entsteht, dass diese allein auf das Alter
der hMSC-Spender zurlick zu fiihren sind.

Uberpriift wurde diese Annahme durch Abzug der Alters-bedingten 96 héher und 140 geringer
exprimierten Probesets von den SAM-Ergebnissen zu hMSC-OP. Dadurch andert sich die Anzahl der
in Absatz 5.1.4.1 proklamierten (Abb. 17), differentiell exprimierten Genprodukte in hMSC durch
Osteoporose (Abb. 22).
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Abb. 22 Venn-Diagramm der Mikroarray-Ergebisse zur differentiellen Genexpression in hMSC-OP aus Osteoporose-
Patienten nach Vergleich mit hMSC-K und Abzug der Alters-bedingten Genexpressionsanderung. Angegeben ist die
Anzahl der héher exprimierten Genprodukte (rot), bzw. der geringer exprimierten Genprodukte (griin) in hMSC-OP nach
Abzug der 96 bzw. 140 Probesets, die in hMSC-OP als auch hMSC-alt héher, bzw. geringer exprimiert werden.

Erneut wurden GOstat-Analysen durchgefiihrt mit der bereinigten, differentiellen Genexpression in
hMSC-OP (Abb. 23). Es zeigt sich, dass im Vergleich zu 5.1.4.2 (Abb. 18) durch Abzug der Alters-
assoziierten Genprodukte keine Spindel-, Mitose- oder Mikrotubuli-relevanten GO-Gruppen
detektiert wurden. Weiterhin lassen sich allein durch die Osteoporose noch immer Kinetochor- und
Replisom-, sowie Replikationsgabel-assoziierte Gene Uberreprasentativ in den geringer exprimierten
Genen finden. Auch ohne Alters-assoziierter Gene sind in hMSC-OP Genprodukte der Angiogenese
und der Zellmotilidat hoher exprimiert. Alle Gberreprasentierten GO-Gruppen und der enthaltenen
Gene sind im Anhang (Tab. 25,

Tab. 26) nochmals ausfihrlich aufgelistet.

Uberreprisentierte GO-Gruppen der differentiellen Genexpression in hMSC-
OP abaziiglich Alters-assoziierter Gene

Kinetochor

Kondensierte Chromosomen

Replisom | Zellulare
c Nukleédre Replikationsgabel | Komponente
[]
Q.
=]
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Prozess
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B verringerte Genexpression .
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W erhéhte Genexpression

Abb. 23 Uberreprisentierte Gene Ontologie (GO)-Gruppen der differentiell exprimierten Genprodukte in hMSC-OP beim
Vergleich mit hMSC-K nach Abzug der Alters-assoziierten Gene, die in hMSC-alt ebenfalls differentiell exprimiert werden.
Dargestellt sind die mindestens 1,5fach héher bzw. geringer exprimierten Genprodukten. Als Referenzliste dienten dabei
die 25158 Genprodukte, die in hMSC-OP und/oder hMSC-K exprimiert werden. Als 100% ist jeweils die Anzahl an Genen
pro Gruppe, die liberhaupt in der Referenzliste exprimiert werden, dargestellt. Den jeweiligen Anteil daran, der
tiberreprasentativ haufig in den differentiell exprimierten Genen auftritt, ist farblich markiert: fiir erh6hte Genexpression
in hMSC-OP: rote Balken, geringere Genexpression in hMSC-OP: griine Balken.

Die nicht statistische Auflistung von Genen, die spezifischen Knochen- und Vitalitdts-Clustern
zugeordnet werden koénnen, verdeutlicht die Unterschiede zwischen der differentiellen Gen-
expression in hMSC-OP und hMSC-alt (Tab. 13). Es zeigte sich, dass einige, den Knochenaufbau
betreffende Gene in hMSC-OP héher exprimiert werden, darunter der Androgenrezeptor (AR) und
IBSP, sowie COL1A1. In hMSC-alt werden Knochen-assoziierte Gene geringer exprimiert (RUNX2,

75




Ergebnisse

COL1A1, IBSP, EFNB2). In hMSC-OP werden Gene, die in Zusammenhang mit Osteoklastogenese
gebracht werden, hoher exprimiert (PTGS2, PTH1R, SPHK1, CSF1). Die Seneszenz, der Zellzyklus und
der BMP-Signalweg sind im Vergleich zu hMSC-alt nur geringfligig betroffen. Der BMP-Signalweg ist
in hMSC-OP ebenfalls nur wenig betroffen. GREM2 und MAB21L2 werden in beiden hMSC-
Populationen geringer bzw. hoher exprimiert. Des Weiteren ist die Expression von WNT-Inhibitoren —
KREMEN1, SOST — erhoht in hMSC-OP. Das Gen des WNT-Rezeptors LRP5 ist ebenfalls in osteo-
porotischen hMSC hoéher exprimiert, in hMSC-alt aber geringer exprimiert. Der IGF-Signalweg ist
ebenfalls betroffen, die Gene der IGF-Bindeproteine IGFBP5 und IGF2BP2 sind in beiden hMSC-
Populationen hoher exprimiert, wahrend in hMSC-OP zusatzlich noch IGF2-Expression und in hMSC-
alt IGF2R-Expression erhoht vorliegt. Der FGF-Signalweg ist in beiden Zellpopulationen
unterschiedlich beeinflusst: FGFR2 und FGFR3 sind in hMSC-alt, und FGFR1 ist in hMSC-OP hoéher
exprimiert. In hMSC-alt ist besonders haufig die TGFB-Signalgebung beeinflusst, TGFB2 und zwei
TGFB-Rezeptoren sind geringer exprimiert. Differentielle Genexpression von Migrations-relevanten
Genen liegt ebenfalls vor, in beiden hMSC-Populationen wird TLR4 geringer exprimiert, des Weiteren
ist die Expression von MMP14, TIMP1 und dem Chemoattraktant CYR61 in hMSC-OP erhdht,
wahrend TLR3 und HMMR in diesen Zellen geringer exprimiert werden. Vergleich zu hMSC-OP
weisen hMSC-alt geringere Expression von Chromosomenkondensation regulierenden Genen HDAC8
und HDAC9 auf. Gene, die fiir Cycline kodieren, sind ebenfalls in beiden hMSC-Populationen geringer
exprimiert, wahrend hMSC-OP zusatzlich den Zellzyklus-Inhibitor P21 (CDKN1A) héher exprimieren
und hMSC-alt den P16-Inhibitor BMI1 geringer exprimieren.

5.1.5.3  Vergleich Osteoporose mit Seneszenz

In osteoporotischen hMSC-OP wurde nach Hinweisen auf Seneszenz gesucht durch den Vergleich des
Genexpressionsmusters von hMSC-OP mit den SAM-Ergebnissen zu hMSC-seneszent.

Es zeigte sich, dass insgesamt 222 Genprodukte in hMSC-OP als auch hMSC-seneszent geringer und
57 Genprodukte in beiden hoher exprimiert werden (Abb. 21). Von diesen Genprodukten wurden
GOstat-Analysen durchgefiihrt, abzlglich jener 42 bzw. 7 Probesets, die in allen 3 Mikroarray-
Datensatzen differentiell exprimiert werden (Tab. 12). Bei den héher exprimierten wurden kaum GO-
Gruppen detektiert, jedoch zeigte sich, dass Uberreprasentativ hdufig Gene mit Proteinfunktion in
Mitose, Chromosomentrennung, DNA-Replikation und DNA-Reparatur geringer in hMSC-seneszent
und hMSC-OP exprimiert werden. Des Weiteren sind das Mikrotubuli-Cytoskelett und der
Spindelaufbau betroffen. Alle Gberreprasentierten GO-Gruppen und die darin enthaltenen Gene sind
im Anhang (Tab. 31) nochmals ausfiihrlich aufgelistet.

Der nicht-statistische Vergleich von Genen funktioneller Cluster, die differentiell in hMSC-OP und
hMSC-alt exprimiert werden, verdeutlicht die Unterschiede zwischen in-vitro-Alterung und
Osteoporose in hMSC (Tab. 13). Der Zellzyklus und die Seneszenz sind im Vergleich zu hMSC-
seneszent in hMSC-OP kaum betroffen. Auffallig scheint jedoch die erhohte Expression des
Seneszenz-assoziierten Zellzyklusregulators P21 (CDKN1A) in hMSC-OP, der in hMSC-seneszent neben
CDKN2A (P16) ebenfalls hoher exprimiert wird. Seneszente hMSC exprimieren sehr viele PSG-Gene
(pregnancy specific beta-1-glycoprotein) und Gene des oxidativen Stress (SOD2, TXNRD1) hoher.
HELLS, BMI1, Pleiotropin (PTN) und MCM3 (minichromosome maintenance complex component 3)
sind geringer exprimiert. Gene, deren Proteine mit dem Knochenumbau assoziiert werden, sind in
hMSC-OP kaum differentiell reguliert. Der BMP-Signalweg ist in beiden hMSC-Populationen unter-
schiedlich betroffen, in hMSC-OP wird GREM2 geringer exprimiert, in hMSC-seneszent GREM1 hoher.
In beiden hMSC-seneszent sind FZD-Gene (frizzled homolog) hoher exprimiert, und in hMSC-OP sind
Gene flir WNT-Hemmer héher exprimiert (KREMEN1, SOST). LRP5 wird in hMSC-OP hoher und in
hMSC-seneszent geringer exprimiert. Wahrend in hMSC-seneszent viele Wachstumsfaktoren geringer
exprimiert werden (IGF2, FGF1, HBEGF, PDGFA, VEGFA), sind einige in hMSC-OP hoher exprimiert
(IGF2, HBEGFA, PDGFA, VEGFB). In beiden hMSC-Populationen wird HMMR geringer exprimiert und
in hMSC-seneszent werden zusatzlich die Gene der Hyaluronsynthasen HAS1 und HAS2 reprimiert
exprimiert.
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Die Knochenresorption fordernde Proteine zeigen in hMSC-seneszent eine erniedrigte Genexpres-
sion, wie z.B. RANKL (TNFSF11) und Prostaglandin-endoperoxid-Synthase 2 (PTGS2). Knochenaufbau-
assoziierte Gene sind in hMSC-seneszent geringer exprimiert (SPP1, ALPL, COL1A2, ESR1, EFNB2) und
in hMSC-OP hoher exprimiert (/1BSP, AR, COL1A1).

5.2 Kandidatengene der Seneszenz

5.2.1 Nachweis der Seneszenz in hMSC

Ob hMSC nach in-vitro-Alterung tatsachlich in die Seneszenz eingetreten waren, wurde mit
verschiedenen Seneszenz-Markern auf RNA- und Proteinebene liberprift.

Die Wachstumskurve der Langzeitkultivierung von hMSC bis zum Proliferationsstopp zeigt
individuelle Unterschiede in der Wachstumskinetik der verschiedenen hMSC-Populationen, aber eine
deutliche Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit in den letzen Tagen der Kultivierung war in allen
Fallen gegeben (Abb. 24). Insgesamt wurden die Zellen von P1 bis zur vorletzten Passage (Px-1) 103
bis 162 Tage lang kultiviert. Die kumulativen Populationsverdopplungen (PD) variierten in dieser Zeit
zwischen ca. 11 und 24. Aufgrund der Kultivierungsmethode kénnen keine Angaben zum PD vom
Zeitpunkt der Zellaussaat bis zu P1 gemacht werden.
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Abb. 24 Wachstumskurve von hMSC in Kultur. Vor jeder Subkultivierung wurde die Zellzahl von P1 bis zur vorletzten
Passage (Px-1) ermittelt und die Populationsverdopplung berechnet. Angegeben sind die kumulativen Populations-
verdopplungen von hMSC aus 7 verschiedenen Spendern im Verlauf der Kultivierungszeit. Geschlecht und Alter der
Spender sind angegeben.

Die Mikroarray-Analysen ergaben eine 2,88 — 4,79fach erhéhte Genexpression des Seneszenzmarkers
P16 (CDKN2A) in hMSC-seneszent verglichen mit hMSC-K. Die Evaluierung mittels semi-quantitativer
PCR zeigte, dass die Expression des Gens ausschliefllich in der seneszenten Passage Px induziert wird
und somit exklusiv ist, da in allen untersuchten 5 hMSC-Populationen keine Expression in P1
detektierbar war (Tab. 10).
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Auch auf Proteinebene konnte P16 mittels Immuncytochemischer Farbung im Cytoplasma von hMSC-
seneszent nachgewiesen werden, wahrend P1 der hMSC-Population negativ fiir P16 war (Abb. 25A).
Western-Blot Analysen von 4 verschiedenen hMSC-Populationen zeigten dhnliche P16-Konzen-
trationen in P1 und Px (Abb. 25B). Der Abgleich auf das Haushalts-Protein GAPDH mittels densito-
metrischer Auswertung veranschaulichte jedoch die erhohte P16-Proteinexpression in den senes-
zenten Passagen von 3 hMSC-Populationen (Abb. 25C).
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Abb. 25 Nachweis des Seneszenz-Marker P16 in in-vitro-gealterten hMSC. A: Immuncytochemischer Nachweis von P16 in
seneszenten hMSC. Der Nachweis erfolgte mit spezifischem anti-P16 Primarantikorper in hMSC P1 (a) und hMSC in der
seneszenten Passage Px (b). Die Inkubationen mit Rabbit IgG (c) und Sekundarantikorper allein (d) in P1 dienten als
Kontrollen fiir die Spezifitdt des anti-P16 Antikérpers. B: Western-Blot von Gesamtprotein von 4 verschiedenen hMSC-
Populationen in P1 und der seneszenten Passage Px. Als Primarantikérper wurden anti-P16 und anti-GAPDH
(Glycerinaldehyde 3-phosphate dehydrogenase) fiir den Nachweis des Haushaltsproteins verwendet. C: Densi-
tometrische Auswertung der Western-Blots, alle Werte wurden auf GAPDH normiert und in Prozent zu hMSC574 P1
gesetzt.
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In 5 weiteren hMSC-Populationen wurde die CDKN2A-Expression im Verlauf der in-vitro-Alterung auf
RNA-Ebene untersucht. Semi-quantitative PCR an allen Passagen der hMSC wurden mit spezifischen
Primern durchgefihrt. Es zeigte sich, dass CDKN2A in P1 aller 5 hMSC-Populationen nicht exprimiert
wird, in Px hingegen schwach bis sehr stark. In hMSC von 2 Spendern nimmt die Expression mit
Anzahl der Passagen graduell zu (Bsp.: Abb. 26A). In hMSC von 3 Spendern konnten jedoch auch
schwache bis starke Expression des Gens in einigen mittleren Passagen gezeigt werden (Bsp.: Abb.
27A).

Als weiterer, moglicher Seneszenzmarker wurde PSG5 als reprasentatives Gen der pregnancy specific
beta-1-glycoprotein Familie in diesen hMSC-Populationen in jeder Passage auf RNA-Ebene unter-
sucht. In 4 der 5 hMSC-Populationen stiegt die PSG5-Expression von sehr gering in P1 bis zu sehr
hoch in Px an, wobei jedoch bereits in friihen Passagen (ab P2 - P5) eine erhéhte Expression zu
detektieren war (Abb. 26A, Abb. 27A).

Alle Densitometrie-Ergebnisse zu PSG5- und CDKN2A-Expression im Verlauf der in-vitro-Alterung sind
zu finden unter 5.2.4.

Als weiterer Nachweis der Seneszenz wurden SA-B-Gal-Farbungen von 10 hMSC-Populationen in P1
und Px bei pH 5 durchgefiihrt. In allen Fallen wiesen die Zellen in Px unabhangig vom Geschlecht und
dem Alter der Patienten (@ = 65,7+11) eine starke bis leicht erhdhte B-Gal-Aktivitat, sowie extreme
morphologische Verdnderungen auf (Bsp.: Abb. 26C P1 und P11, Abb. 27C P1 und P14). Verglichen
mit hMSC in P1 waren die seneszenten Zellen durch eine groRere, breitere Form, sowie dendrite-
artige Auslaufer und Zelltrimmer gekennzeichnet. Jedoch waren bei hMSC von 2 Spendern bereits in
P1 viele fiir SA-B-Gal positive Zellen zu finden (Abb. 26C P1).

Von hMSC aus 5 Spendern wurden SA-B-Gal-Farbungen in jeder Passage durchgefiihrt um die
Aktivitat des Enzyms im Verlauf der in-vitro-Alterung zu dokumentieren. Es zeigte sich, dass nicht
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allein in der letzten Passage, sondern auch in mittleren Passagen eine deutliche SA-B-Gal-Aktivitat
detektiert werden konnte. Auffallig dabei war, dass die blau gefarbten Zellen meist eine breitere
Morphologie aufwiesen als die nicht gefarbten Zellen der betroffenen Passage. Ein Vergleich dieser
positiven Passagen mit dem CDKN2A- oder PSG5-Expressionsmuster auf RNA-Ebene im Verlauf der
in-vitro-Alterung lieferte kaum Ubereinstimmungen (Abb. 26C, Abb. 27C).
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Abb. 26 Analyse der einzelnen Passagen von hMSC614 im Verlauf der in-vitro-Alterung mit Hilfe von Seneszenz-Markern.
Passage (P) 11 ist die letzte und damit seneszente Passage, da die Zellen innerhalb von 3 Wochen keine Konfluenz
erreicht hatten. Von Passage 3 konnten keine Analysen durchgefiihrt werden. A: Semi-quantitative PCR von CDKN2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), PSG5 (pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5) und dem Haushaltsgen EEF1A1
(eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1); B: Photometrische Bestimmung der SA-B-Gal-Aktivitat in jeder
Passage bei 70-90%iger Konfluenz. Die Absorption bei 405 nm wurde in Prozent angegeben. C: SA-B-Gal-Farbung von
jeder Passage bei ca. 50%iger Konfluenz, das Cytoplasma der positiven Zellen ist blau gefarbt. Gegenfarbung: Kernecht-
rot. MaRstabsbalken: 100 pm.

Um die SA-B-Gal-Aktivitat effektiver quantifizieren zu kénnen, wurde ein zweiter Assay angewandt,
der auf der photometrischen Messung des SA-B-Gal-Substrats beruht. Hierflir wurden die Zellen bis
zu 70-90% Konfluenz kultiviert, anschlieRend lysiert und mit dem Substrat bei pH 6 versehen. Am
nachsten Tag erfolgte die Messung bei 405 nm und es zeigte sich bei allen 3 untersuchten hMSC-
Populationen (nur zwei gezeigt) ein dhnliches Muster, dass jedoch individuell nicht mit der SA-B-Gal-
Farbung der jeweiligen hMSC-Population (ibereinstimmte (Abb. 26B, Abb. 27B). Im Falle der
hMSC614-Population deutete die Messung auf eine maximale SA-B-Gal-Aktivitdt in P7 hin, die
Farbung bestatigte dies jedoch nicht, obwohl vereinzelt positive Zellen gezeigt werden konnten (Abb.
26B und C). In hMSC625 schien nach photometrischer Messung die Passage P7 die starkste SA-B-Gal-
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Aktivitat auszuweisen, die Farbung hingegen zeigte die héchste Ansammlung SA-B-Gal-positiver
Zellen in P5 und P14 (Abb. 27 B und C). Generell war zu beobachten, dass laut SA-B-Gal-Aktivitats-
Messung kein Unterschied zwischen P1 und Px bestand. Ein Zusammenhang zwischen der Expression
des Gens fur P16 (CDKN2A) und dem Ergebnis der SA-B-Gal-Aktivitats-Messung konnte nicht
festgestellt werden, wohingegen das Muster der SA-B-Gal-Farbung Parallelen zur CDKN2A-Expression
aufweist. Passagen mit hoher Expression von CDKN2A weisen auch mehr SA-B-Gal-positive Zellen auf.
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Abb. 27 Analyse der einzelnen Passagen von hMSC625 im Verlauf der in-vitro-Alterung mit Hilfe von Seneszenz-Markern.
Passage (P) 14 ist die letzte und damit seneszente Passage, da die Zellen innerhalb von 3 Wochen keine Konfluenz
erreicht hatten. A: Semi-quantitative PCR von CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), PSG5 (pregnancy specific
beta-1-glycoprotein 5) und dem Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1); B: Photo-
metrische Bestimmung der SA-B-Gal-Aktivitdt in jeder Passage bei 70-90%iger Konfluenz. Die Absorption bei 405 nm
wurde in Prozent angegeben. C: SA-B-Gal-Farbung von jeder Passage bei 50%iger Konfluenz, das Cytoplasma der
positiven Zellen ist blau gefarbt. Gegenfirbung: Kernechtrot. MaBstabsbalken: 100 pm.
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5.2.2 Kandidatengensuche

Die Mikroarray-Ergebnisse des Vergleichs hMSC-seneszent mit hMSC-K dienten als Grundlage fiir die
Identifizierung von Genen, die fir den Eintritt in den Zustand der Seneszenz von hMSC relevant sein
kénnten. Um die Daten der SAM besser deuten und Kandidatengene heraus filtern zu kdnnen, wurde
ein Punktesystem entwickelt um den einzelnen, differentiell exprimierten Genen eine Wertigkeit
zuzuordnen. Zum einen wurde die Verlasslichkeit der Mikroarray-Ergebnisse geprift, indem die
Anzahl an Genprodukten pro Gen, die differentiell exprimiert werden, sowie die Hohe des FC
bewertet wurden. Zum anderen diente eine Literaturrecherche dazu, Gene zu detektieren, deren
Bedeutung fiir Alterung oder Knochen bereits beschrieben ist.

Fiir die Punktevergabe wurden zu Beginn all jene Genprodukte herausgestrichen, die keine
beschriebenen Gene bzw. nur hypothetische Gene reprasentierten. Des Weiteren wurde die
Stringenz fiur die differentielle Genexpression erhéht, um mdglichst eindeutige Genexpressions-
muster aufdecken zu konnen. Nur jene Genprodukte, die einen g-value < 10%, sowie einen FC < 0,5
bzw. > 2 aufwiesen, galten fur die Erstellung der Kandidatenliste als signifikant (mindestens 2fach)
geringer bzw. hoher exprimiert in hMSC-seneszent.

Im Falle von mehreren Genprodukten bzw. Probesets pro Gen wurden Punkte vergeben, je nachdem
wie viele Probesets laut SAM differentiell exprimiert waren. 10 Punkte wurden vergeben, wenn 100%
der Probesets eines Gens differentiell in dieselbe Richtung exprimiert waren; 7 Punkte fur > 50% der
Probesets, 1 Punkt fiir 50% und zusatzlich 3 Punkte, wenn ein Gen durch mindestens 3 positive
Probesets reprasentiert wurde. Gene mit weniger als 50% differentiell exprimierten Probesets
wurden aus der Liste getilgt.

Die Genexpressionsanderung (,fold change”, FC) wurde ebenfalls mit Punkten versehen: je hoher
bzw. geringer der FC, desto hoher die Punktzahl (Tab. 14).

Tab. 14 Punktevergabe fiir Hohe des Foldchange (FC) in SAM von hMSC-seneszent versus hMSC-K

Punkte FC (hMSC-OP/ hMSC-K

FCab<0,5 FCab>2

0 >0,3333 <3
2 >0,2 <5
5 >0,1 <10
10 > 0,05 <20
20 < 0,05 >20

Auch exklusive Expression in einer der beiden Vergleichgruppen wurde bewertet. Exklusive
Expression in hMSC-seneszent bedeutete, dass das betreffende Genprodukt mindestens in 4 der 5
hMSC-seneszent RNA-Proben, die mit Microchips hybridisiert wurden, eine Expression aufwies
(,,present”), wahrend in mindestens 4 von 5 hMSC-K keine Expression detektiert wurde (,,absent”).
Jene Probesets, auf die diese Bedingungen zutrafen, erhielten zusatzlich 5 Punkte. Ebenso jene
Probesets, deren Expression ausschlieflich in hMSC-K induziert wurde.

Die Summe all dieser Punkte zusammen, diente als erstes Auswahlkriterium. 100 Gene mit der
hochsten Summe fir erhdhte Expression und 100 Gene mit der héchsten Summe fiir erniedrigte
Expression wurden einer Literaturrecherche unterzogen hinsichtlich ihrer bisher bekannten
Bedeutung fiir Knochenmetabolismus, Alterung und Osteoporose. Die Literaturrecherche wurde mit
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) durchgefiuhrt und folgende Stichworte wurden
in die Suchmaske eingegeben: fiir Knochenmetabolismus: , bone, osteoblast”; fiir Alterung: ,aging,
senescence” und fur Osteoporose: , osteoporosis”. 10 Punkte wurden flr Gene vergeben, bei denen
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mit Hilfe dieser Suchworte eine direkte Verbindung zu dem jeweiligen Kriterium hergestellt werden
konnte, bzw. wenn das betreffende Gen in dieser Hinsicht bereits als differentiell exprimiert
beschrieben wurde. 5 Punkte wurden vergeben, wenn die gesuchten Gene peripher mit dem
jeweiligen Kriterium assoziiert werden konnten, 0 Punkte wenn keinerlei Verbindung hergestellt
werden konnte.

Anhand der totalen Summe aus Literaturrecherche, FC-Punkten, Probeset-Punkten und Punkten fir
induzierte Expression ergab sich die Reihenfolge der Wertigkeit der differentiell exprimierten Gene.
In Tab. 15 sind auszugsweise nur die am hochsten bewerteten 50 Gene zu finden, die vollstandige
Liste ist im Anhang aufgefiihrt (Anhang Tab. 33). Im Falle von mehreren Genprodukten bzw.
Probesets pro Gen wurde nur jenes Probeset mit der starksten differentiellen Genexpression (FC)
ausgewahlt, um das Gen in dieser Kandidatenliste zu reprasentieren.

Tab. 15 Rangliste der besten 50 Kandidatengene fiir die Seneszenz in hMSC

Gen hMSC- Probeset-  exklusive FC- .
Svymbol Gen Name seneszent/ Punkte Ex Punkte Literatur-Punkte total
v hMSC-K P-
Alter Knoch Osteo
FC  q(%)
ung en porose

SAA1/SAA2  serum amyloid Al /serum amyloid A2 0,89 10 20 10 5 0 45

NR3C2 nuclear receptor subfamily 3, group 0,00 10 5 10 10 10 0 a5
C, member 2

IGFBPS |nsu||r-1—I|ke growth factor binding 1,02 10 5 10 10 10 45
protein 5

EDN1 endothelin 1 1,61 10 5 10 10 10 45
tumor necrosis factor receptor

;NFRSFH superfamily, member 11a, NFKB 4,16 10 2 10 10 10 42
activator

CD36 CD36 molecule 7,00 7 5 5 10 10 37

PTPRZ1 protein tyrosine phospha?ase, 1,02 10 5 5 5 10 0 35
receptor-type, Z polypeptide 1

OXTR oxytocin receptor 1,61 10 5 0 10 10 35

HDAC9 histone deacetylase 9 0,31 13 5 10 5 0 33

COL4A4 collagen, type IV, alpha 4 0,00 10 20 0 0 0 30

COL4A3 collagen, type IV, alpha 3 0,00 10 20 0 0 0 30

PSG7 pregnancy-speqflc beta-1- 336 10 10 10 0 0 30
glycoprotein 7

CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin 0,43 10 5 5 5 5 0 30

PSG1 pregnancy specific beta-1- 4,84 7 10 10 0 0 27
glycoprotein 1
calcium channel, voltage-dependent,

CACNB4 . 2,43 10 5 2 0 5 5 27
beta 4 subunit

PRKG2 protein kinase, cGMP-dependent, 0,19 10 5 ) 0 10 0 27
type ll

CCND2 cyclin D2 3,36 10 10 5 0 0 25

PSGE pregnancy-speaﬂc beta-1- 0,31 10 5 10 0 0 25
glycoprotein 6

SERPINB2 serpin peptidase inhibitor, B, 0,89 10 5 10 0 0 25
member 2

cyp2epy  CYiochrome P4s0, family 26, 0,50 10 5 0 10 0 25
subfamily B, polypeptide 1

psGa pregnancy -specn‘lc beta-1- 9,54 10 5 10 0 0 25
glycoprotein 4

WNT2 wmgless—type MMTV integration site 0,43 10 5 5 0 5 0 25
family member 2

SLC39A8 solute carrier family 39, member 8 3,36 10 5 0 5 5 25

PSGY pregnancy}specnﬂc beta-1- 0,58 10 5 0 0 0 15
glycoprotein 9

EPHA5 EPH receptor AS 1,43 10 5 0 10 0 25

HELLS helicase, lymphoid-specific 0,50 13 5 10 10 10 48

CA2 carbonic anhydrase Il 1,61 10 20 0 10 5 45

HMMR hyaluronan-mediated motility 0,00 10 20 10 5 0 45
receptor
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FOXM1 forkhead box M1 0,00 10 5 20 10 0 0 45
HAS1 hyaluronan synthase 1 1,25 10 20 10 5 0 45
HGF hepatocyte growth factor 0,00 7 5 10 10 10 0 42
CDC20 cell division cycle 20 homolog 0,00 10 5 20 5 0 0 40
LMNB1 lamin B1 0,00 10 5 5 10 10 0 40
DEPDC1 DEP domain containing 1 0,00 13 5 20 0 0 38
BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing 5 0,00 13 5 20 0 0 38
Sox11 iF;Y (sex determining region Y)-box 0,00 13 5 10 0 10 0 38
PTN pleiotrophin 0,00 13 5 0 10 10 38
SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4 0,00 13 5 0 10 10 38
SCRG1 stimulator of chondrogenesis 1 0,21 10 20 0 5 0 35
BUB1 budding uninhibited by 0,00 10 5 10 10 0 0 35
benzimidazoles 1 homolog
CDCA8 cell division cycle associated 8 0,00 10 5 10 10 0 0 35
SCD stearoyl-CoA desaturase 1,02 10 10 10 5 0 35
TACC3 transf-or‘mmg, aC|-d|c coiled-coil 0,00 10 5 10 0 10 0 35
containing protein 3
BUB1B budding uninhibited by 0,00 10 5 10 10 0 0 35
benzimidazoles 1 homolog beta
D2 f\j” division cycle 2, G1 to S and G2 to 0,00 13 20 0 0 0 33
MIKIG? ;sten identified by monoclonal ab 0,00 13 10 10 0 0 33
EXO1 exonuclease 1 0,00 10 5 10 5 0 0 30
FGFR2 fibroblast growth factor receptor 2 0,00 10 10 0 10 0 30
AURKB aurora kinase B 0,00 10 5 5 10 0 30
TK1 thymidine kinase 1, soluble 0,00 10 5 5 10 0 30

Es wurde ein Wertigkeitssystem entwickelt, um mogliche Kandidatengene der Seneszenz aus den Mikroarray-
Ergebnissen von hMSC-seneszent versus hMSC-K zu ermitteln. Fiir alle Gene, deren Probesets einen q-Wert < 10% und
eine Gen-expressionsdanderung (FC) > 2 bzw. < 0,5 aufwiesen, wurden Punkte vergeben fiir die Anzahl an differentiell
exprimierten Probesets, die eventuell vorhandene, exklusive Expression und die Héhe des FC. Eine Literaturrecherche
hinsichtlich der Funktion der Gene in Knochenmetabolismus, Alterung/Seneszenz und Osteoporose wurde ebenfalls
bewertet. Die totale Summe aus diesen Punkten diente als Richtwert der betreffenden Gene fiir deren mogliche
Bedeutung in der Seneszenz von hMSC. Pro Gen ist jeweils nur jenes Probeset mit der héchsten differentiellen
Genexpressionsanderung angegeben. Gene, die in semi-quantitativen PCR-Ansdtzen (Tab. 10) nicht nachgewiesen
werden konnten (z.B. SFRP4), wurden aus der Liste heraus genommen. Rote Markierung: mindestens zweifach erhdhte
Genexpression in Px im Vergleich zu P1 (FC 2 2); griine Markierung: mindestens zweifach erniedrigte Genexpression in Px
im Vergleich zu P1 (FC < 0,5).

5.2.3 A-SAA - Auswirkung auf die Funktion von hMSC

5.2.3.1 Einfluss von A-SAA auf die Seneszenz

Wie in der Kandidatenliste ersichtlich, ist die Expression der Akute-Phase Serum Amyloide A (A-SAA)
MRNA SAA1 und SAA2 bis zu 52-fach erh6ht in seneszenten hMSC (Tab. 15). Dies ist die starkste
Genexpressionsanderung, die in den Mikroarray-Analysen zur Seneszenz von in-vitro-gealterten
hMSC detektiert werden konnte.

Semi-quantitative PCR Analysen zur Genexpression von SAA1 und SAA2 wurden an hMSC P1 und Px
(letzte, seneszente Passage) von 12 verschiedenen Spendern durchgefiihrt, um das Ergebnis der SAM
zu evaluieren. Die Ergebnisse wurden densitometrisch quantifiziert, wobei jedoch bei 4 Spendern
keinerlei Expression der beiden Gene in P1 detektiert werden konnte, somit eine densitometrische
Auswertung nicht moéglich war. In Tab. 16 sind daher die Densitometrie-Ergebnisse tabellarisch
dargestellt. In 8 hMSC-Populationen war mindestens eine 1,5fach erhéhte Expression von SAA1 in
der seneszenten Passage Px im Vergleich zu P1 zu beobachten. In ebenfalls 8 Spendern, die sich z.Z.
von den SAA1 hoher exprimierenden Zellen unterscheiden, wurde eine erhdhte Expression von SAA2
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in Px im Vergleich zu P1 detektiert. In nur 2 hMSC-Populationen zeigte sich das Expressionsmuster
von SAA1 und SAA2 genau gegensatzlich (hMSC 622 und hMSC 540). Beide Gene wiesen nur in drei
Fallen eine geringere Expression in Px im Vergleich zu P1 auf. SAA1 konnte in 2 hMSC-Populationen,
SAA2 in 4 hMSC-Populationen mehr als 10fach héher exprimiert bzw. exklusiv in Px exprimiert
vorgefunden werden.

Tab. 16 Ergebnisse der densitometrischen Auswertung von semi-quantitativen PCR-Analysen zur Expression von SAA1
und SAA2 in hMSC in Px nach in-vitro-Alterung im Vergleich zu P1.

Genexpressionsanderung

hMSC- SAA1 SAA2
Population  (Px/P1) (Px/P1)
574 — +
613 — +
614 — —
622 ++ —
625 +

539 ++ +
542 — —
545 +++ +++
540 +
271 ++ +++
274 + +++
276 +++ +++

Die densitometrisch ermittelten Wert wurden auf das Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1
alpha 1) normalisiert und die Genexpressionsinderung (Px/P1) bestimmt. Bei fehlender Expression in P1 konnte keine
quantitative Auswertung durchgefiihrt werden, die Expression von SAA1 (serum amyloid A1) bzw. SAA2 (serum amyloid
A2) wurde in diesem Fall als exklusiv in Px definiert. Eine Genexpressionsianderung zwischen 0,667 und 1,5 bedeute, dass
kein Unterschied in der Hohe der Expression zwischen Px und P1 vorliegt. Eine Anderung von 0,667 bedeutet eine 1,5fach
geringere Expression im Vergleich zu P1. Genexpressionsanderung in Px im Vergleich zu P1:

- < 0,667fach

- keine Genexpressionsanderung

+ > 1,5fach
++ > 5fach
+++ > 10fach oder exklusiv

5.2.3.2  Stimulation mit rhSAA1 wahrend osteogener Differenzierung

Um die Bedeutung von A-SAA auf den Stammzellcharakter von hMSC zu untersuchen, wurden Zellen
von 3 verschiedenen Spendern mit 1ImM rekombinantem SAA1 (rhSAA1) osteogen differenziert.

Es zeigte sich, dass die mit rhSAA1 stimulierten hMSC deutlich mehr Kalziumhydrogenphosphat in
ihre extrazellulare Matrix eingelagert hatten als nicht stimulierte Zellen (Abb. 28A-C). Kein Einfluss
von A-SAA wurde in den Differenzierungskontrollen mit Expansionsmedium detektiert. Auf mRNA-
Ebene wurde die Expression von SAA1 und SAA2 generell in allen osteogenen Differenzierungen
verstarkt (Abb. 28E). Ein geringer Unterschied in der A-SAA-Expression nach osteogener
Differenzierung mit und ohne rhSAA1-Supplementation konnte nur an hMSC eines Spenders gezeigt
werden (hMSC644). Diese Zellen zeigen zudem den geringsten Unterschied in der Mineralisierung
zwischen behandelten und unbehandelten Differenzierungen, sowie eine erhéhte SSP1- und BGLAP-
Expression nach osteogener Differenzierung mit rhSAA1 auf. Es konnte kein einheitliches
Expressionsmuster der beiden osteogenen Differenzierungsmarker in den verschiedenen hMSC-
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Populationen detektiert werden. Kontrollzellen, die 3 Wochen mit rhSAA1 behandelt wurden, zeigen
bei hMSC622 und hMSC644 eine erhohte SAAI- und SAA2-Expression.

+rhSAA1 (ImM)

_Kontrolle Osteogen differenziert Kontrolle Osteogen differenziert
A - R T T T % 7 7
hMSC625
B
5 hMSC622
C
hMSC644
D
hMSC-TERT
.‘L‘“‘ 1.8 3 f’.ﬂﬂ.‘“ A . Vel 100 pm s 5
E hMSC625 hMSC622 hMSC644 F hMSC-TERT
+rhSAA1 +rhSAA1 +rhSAA1 +rhSAA1
K oD. K oD.|] K oD. K oD.| K o.D. K o.D. K o0.D. K o.D.
EEF1A1 EEF1A1

Abb. 28 Osteogene Differenzierung von hMSC und hMSC-TERT mit rekombinantem, humanem SAA1 (rhSAA1). Humane
MSC aus 3 verschiedenen Spendern wurden 3 Wochen in osteogenem Differenzierungsmedium bzw. hMSC-
Expansionsmedium (Kontrolle) mit und ohne 1mM rhSAA1l kultiviert. AnschlieBend wurde die
Kalziumhydrogenphosphat-Einlagerung in die extrazellulire Matrix mit Alizarin Rot S nachgewiesen (A-C) und die
Genexpression von EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1), SAA1 (serum amyloid A1), SAA2 (serum
amyloid A2), SPP1 (secreted phosphoprotein 1, Osteopontin) und BGLAP (bone gamma-carboxyglutamate protein,
Osteocalcin) mittels semi-quantitativer PCR untersucht (E). Telomerase-immortalisierte hMSC-TERT wurden 10 Tage
unter 1ImM rhSAA1-Stimulation osteogen differenziert und der Differenzierungsgrad bzw. das Genexpressionsmuster
ebenfalls mittels Alizarin Rot S (D) bzw. semi-quantitativer PCR untersucht (F). K = Kontrolle, 0.D. = osteogen differenziert

SAA1

Verstarkte Matrixbildung durch rhSAA1-Stimulation konnte ebenfalls in 10 Tage osteogen
differenzierten hMSC-TERT gezeigt werden, wenn auch deutlich schwacher als in hMSC (Abb. 28D).
Eine Differenzierung Uber einen langeren Zeitraum hinweg war nicht moglich, da die Kontrollzellen
im Expansionsmedium nach mehr als 10 Tagen den Kontakt zum Untergrund verloren und sich als
Zellrasen ablosten. Auf mRNA-Ebene wurde auch in den immortalisierten hMSC-TERT kein signifi-
kanter Unterschied gefunden in der A-SAA-Expression zwischen Zellen mit und ohne rhSAA1l-
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Stimulation (Abb. 28F). Die Differenzierungsmarker SSP1 und BGLAP sind in unbehandelten und
behandelten, osteogen differenzierten Zellen ohne signifikante Unterschiede geringer exprimiert.

5.2.3.3 Charakterisierung von stabil mit SAA1 bzw. SAA2 transfizierten hAMSC-TERT

Mittels Elektroporation wurden hMSC-TERT mit SAA1-pcDNA3.1(+) bzw. SAA2-pcDNA3.1(+)
transfiziert und stabil SAAI- bzw. SAA2-exprimierende, monoklonale Zelllinien hergestellt (SAA1-
hMSC-TERT bzw. SAA2-hMSC-TERT). Insgesamt wurde das Verfahren drei Mal wiederholt und von
diesen verschiedenen Zelllinien jene mit der starksten A-SAA-Expression auf mRNA-Ebene fiir die
weitere Charakterisierung der Zellen ausgewahlt. Als Kontrollzellen dienten bei allen folgenden
Experimenten hMSC-TERT und hMSC-TERT, die allein mit dem Vektor pcDNA3.1(+) transfiziert
wurden (pcDNA-hMSC-TERT).

Mittels semi-quantitativer PCR wurde festgestellt, dass die SAA1-hMSC-TERT-Klone ebenfalls SAA2
exprimieren und die SAA2-hMSC-TERT ebenfalls SAA1, jedoch zusammen mit SAA1 in weitaus
hoherem Malle (Abb. 29A). Ebenfalls ersichtlich wurde, dass nicht nur die Gesamtexpression von
SAA1 bzw. SAA2 in den A-SAA-Klonen erhdht vorliegt, sondern auch die Expression des endogenen A-
SAA durch das Einbringen von SAA1- bzw. SAA2-Inserts in die Zellen erhdht wurde. Nachgewiesen
werden konnte diese Expression (endo) mittels spezifischer Primerpaare, die nicht in der Insert-
Sequenz binden kénnen und somit nur die zelleigene SAA1-bzw. SAA2-mRNA detektieren.

Die SAA1-hMSC-TERT bzw. SAA2-hMSC-TERT zeigten des Weiteren eine deutlich erhohte
Proliferationsgeschwindigkeit im Vergleich zu nicht transfizierten hMSC-TERT und den Vektor-
kontrollen pcDNA-hMSC-TERT (Abb. 29B)

Auch die Morphologie der Zellen ist stark verandert. Stabil mit SAA1 als auch mit SAA2 transfizierte
Zellen sind deutlich langer und schmaler als hMSC-TERT oder pcDNA-hMSC-TERT. Die SAA2-hMSC-
TERT Zellen weisen die starkten morphologischen Verdnderungen auf (Abb. 29C).

Mit SAA1-hMSC-TERT und SAA2-hMSC-TERT, sowie den Kontrollzellen wurden osteogene
Differenzierungsansatze durchgefiihrt. Aufgrund der erhohten Proliferationsbereitschaft der stabil
transfizierten Zellen, 16sten sich die Differenzierungskontrollen (nur Expansionsmedium) bereits nach
6 Tagen ab. Aus diesem Grund wurden die Zellen nur 5 Tage osteogen stimuliert. Trotz der kurzen
Zeit konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von SAA1 bzw. SAA2 in hMSC-TERT zur
verstarkten Mineralisierung fiihrt, wie die Alizarin Rot S-Farbung verdeutlicht (Abb. 30A). Die
Kontrollzellen pcDNA-hMSC-TERT zeigen keine Mineralisierung nach 5 Tagen.

Auf RNA-Ebene ist die Expression von SAA1 und SAA2 nach der osteogenen Differenzierung in SAA1-
hMSC-TERT und SAA2-hMSC-TERT am starksten (Abb. 30C). Der Differenzierungsmarker DMP1 ist
durch osteogene Stimulation in allen Zellen, auBer pcDNA-hMSC-TERT erhoht, wahrend SPP1
geringer exprimiert wird.

Des Weiteren wurde die Auswirkung von Stress auf die Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurde
RNA von den stabilen Zelllinien und den Kontrollzellen isoliert nachdem diese 2 Tage in hMSC-TERT-
Expansionsmedium ohne FCS kultiviert wurden. Als Vergleich dienten Zellen, die nicht unter FCS-
Entzug in Expansionsmedium kultiviert wurden. Die Auswirkungen wurden mittels SA-B-Gal-Farbung
untersucht. Es zeigte sich, dass bereits allein die Uberexpression von SAA1 bzw. SAA2 in den stabilen
hMSC-TERT zu einer erhohten Anzahl an SA-B-Gal-positiven Zellen fiihrte (Abb. 30B). Nach 2tagigem
Serumentzug wiesen sie zusatzlich eine nochmals verdnderte Zellmorphologie auf. Die SAA1-hMSC-
TERT als auch SAA2-hMSC-TERT erschienen langlicher und schmaler als unter Kultur mit 10% FCS.
Humane MSC-TERT und pcDNA-hMSC-TERT dienten als Kontrollen und zeigten kaum SA-B-Gal-
Aktivitat bzw. nur geringfligig erhohte Enzymaktivitdt nach Serumentzug ohne eine Veranderung der
Morphologie.
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Abb. 29 Auswirkung der Uberexpression von SAA1 bzw. SAA2 auf hMSC-TERT. A: semi-quantitative PCR-Analyse von
stabilen TERT-Klonen und unbehandelten Zellen mit Primern fiir EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha
1), SAA1 (serum amyloid A1, Primer: SAA1°?) und SAA2 (serum amyloid A2, Primer: SAA2%). Es wurden ebenfalls Primer
verwendet, die nur die endogene Expression von SAA1 (SAA1 endo) bzw. SAA2 (SAA2 endo) detektieren und nicht an das
klonierte Insert binden kénnen: SAA1° bzw. SAA2®. B: Von stabil transfizierten SAA1-hMSC-TERT und SAA2-hMSC-TERT
wurde die kumulative Populationsverdopplung (PD) iiber einen Zeitraum von 25 Tagen ermittelt und mit pcDNA-hMSC-
TERT und hMSC-TERT verglichen. C: Dokumentation der morphologischen Verdnderungen mittels Phasenkontrast-
Mikroskopie wurden von SAA1-hMSC-TERT bzw. SAA2-hMSC-TERT im Vergleich zu Kontrollzellen durchgefiihrt.

Auf Genexpressionsebene wurde der Einfluss des FCS-Entzugs ebenfalls untersucht (Abb. 30D). Dabei
zeigte sich nicht nur, dass sowohl SAA1 als auch SAA2 in SAA1-hMSC-TERT und SAA2-hMSC-TERT
hoher exprimiert wurden, sondern dass der FCS-Entzug die Expression der beiden Gene nochmals
erhohte. Das Expressionsmuster der Metalloproteinasen MMP3 und MMP1 wurde ebenfalls
untersucht. Beide Gene wurden in den gestressten Zellen héher exprimiert. Die Expression von PSG5
war ebenfalls verdandert. Das Gen wurde in SAA1-hMSC-TERT und SAA2-hMSC-TERT nach Serum-
entzug nicht mehr exprimiert.
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Abb. 30 Osteogene Differenzierung und Serumentzug von hMSC stabil transfiziert mit SAA1 und SAA2. Osteogene
Differenzierung der stabil transfizierten SAA1-hMSC-TERT bzw. SAA2-hMSC-TERT erfolgte iiber die Kultivierung fiir 5 Tage
in osteogenem Differenzierungsmedium bzw. Expansionsmedium (Kontrolle). Der Nachweis der Mineralisierung erfolgte
mittels Alizarin Rot S-Farbung (A). Bereiche, in denen sich der Zellrasen abgel6st hatte, sind mit einem Pfeil markiert. Als
Vergleichszellen dienten hMSC-TERT und nur mit Vektor transfizierte pcDNA-hMSC-TERT. B: SA-B-Gal-Farbung mit
Kernechtrot als Gegenfirbung von Zellen in hMSC-TERT-Medium (+FCS) und nach 2tdgiger Kultur in Serum-freiem
Medium (-FCS). C: Semi-quantitative PCR der 5 Tage osteogen differenzierten Zellen mit Primern fiir EEF1A1 (eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1), SAA1 (serum amyloid A1), SAA2 (serum amyloid A2), DMP1 (dentin matrix acidic
phosphoprotein 1) und SPP1 (secreted phosphoprotein 1). K = Kontrolle, 0.D. = osteogen differenziert; D: Semi-
quantitative PCR von cDNA aus Zellen unter 2tagigem FCS-Entzug (-) verglichen mit Zellen in hMSC-TERT-Medium mit
10% FCS (+). Primer fiir EEF1A1, SAA1, SAA2, MMP1 (matrix metallopeptidase 1), MMP3 (matrix metallopeptidase 3), und
PSG5 (pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5) wurden verwendet.
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5.24

HELLS - Expressionsmuster wahrend der in-vitro-Alterung von hMSC

Die Mikroarray-Analysen zur Seneszenz zeigten, dass die Lymphoid-spezifische Helikase HELLS in
seneszenten hMSC bis zu 5,26fach geringer exprimiert wird als in P1 (FC = 0,19) (Tab. 15). Die
Evaluierung der Mikroarray-Daten mittels semi-quantitativer PCR konnte diese verringerte

Expression in 3 von 5 hMSC-Chargen bestatigen (Tab. 10).

Um die Expression wahrend des gesamten Verlaufs der in-vitro-Alterung zu untersuchen, wurde
semiquantitative PCR von HELLS an cDNA aus jeder Passage von 5 weiteren hMSC-Populationen
durchgefihrt (Abb. 31A). AnschlieRende densitometrische Auswertung zeigte, dass HELLS in P1 nur
geringflgig exprimiert wird, und daher kaum eine Genexpressionsanderung zwischen P1 und Px
festzustellen ist. Die Expression steigt jedoch in P2-5 (abhéngig von der jeweiligen hMSC-Population)
an und nimmt im weiteren Verlauf der in-vitro-Alterung wieder ab. Dieses Expressionsmuster konnte

trotz Spendervariabilitdt in allen 5 hMSC-Populationen beobachtet werden.
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Abb. 31 Expressionsmuster ausgewdhlter Gene im Verlauf der in-vitro-Alterung von 5 hMSC-Populationen.
Densitometrische Auswertung von semi-quantitativen PCR-Ansdtzen mit Primern fiir A: HELLS (lymphoid-specific
helicase), B: CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), C: PSG5 (pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5), D:
POUSF1 (POU class 5 homeobox 1, OCT4), E: BMI1 (BMI1 polycomb ring finger oncogene) und F: FAS (Fas [TNF receptor
superfamily, member 6]). Es wurden cDNA-Proben aus jeder Passage der 5 hMSC-Populationen verwendet, die letzte
Passage bezeichnet jeweils die seneszente Passage. Die Daten wurden auf das Haushaltsgen EEF1Al (eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1) normalisiert. Fiir die relative Genexpression HELLS, PSG5, BMI1, POU5F1 und FAS
wurden die normalisierten Densitometriewerte fiir P1 auf 100% gesetzt und alle anderen Genexpressionswerte dazu ins
Verhiltnis gestellt. Da in friihen Passagen keine CDKN2A-Expression detektiert werden konnte, wurde fiir diese Passagen
eine Expression von 0% festgelegt. Die Densitometrie-Werte fiir CDKN2A wurden fiir Px auf 100% gesetzt und alle
anderen Genexpressionswerte dazu ins Verhaltnis gestellt.

Um mogliche Zusammenhdnge mit dem Genexpressionsmuster von Seneszenzmakern feststellen zu
kénnen, wurden ebenfalls PCR-Analysen von CDKN2A (Abb. 31B) und PSG5 (Abb. 31C) durchgefiihrt.
Es zeigte sich, dass CDKN2A in friihen Passagen nicht exprimiert wird und in 3 von 5 hMSC-
Populationen in Px abrupt ansteigt. Die PSG5-Expression steigt bereits sehr friih sehr stark, in 2
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hMSC-Populationen sogar schon in P2 bzw. P3. Nur in einer hMSC-Population konnte eine Abnahme
der PSG5-Expression ab P2 im Verlauf der in-vitro-Alterung beobachtet werden (hMSC613).

Weitere Gene, die in der Literatur in Zusammenhang mit HELLS gebracht werden bzw. deren
Expression von HELLS reguliert wird, wurden ebenfalls untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
die Expression von POU5F1 (OCT4) dem Verlauf der HELLS-Expression entspricht (Abb. 31D). Die
Expression des p16-Inhibitors BMI1 und des Rezeptors FAS nimmt nur geringfligig in spaten Passagen
ab, diese Abnahme konnte aber in allen 5 hMSC-Populationen gezeigt werden (Abb. 31E und F). Die
FAS-Expression ist in 3 der 5 Spender in Px ca. 2fach geringer als in P1.

Verlauf der Genexpression wahrend der in-vitro-Alterung
von hMSC

20,00

18,00

16,00

14,00

12,00
——HELLS

--POU5F1
~-BMI1
~—FAS

2,00 =—CDKN2A
-o-PSG5

Relative Genexpressionsanderung

1,50

1,00

0,50

0,00

P1 Px
Passagen

Abb. 32 Schematische Zusammenfassung der Daten zur Genexpression im Verlauf der in-vitro-Alterung. Die
Passagenanzahlen der 5 hMSC-Populationen aus Abb. 31 wurden in je 5 Abschnitte eingeteilt und aus jedem Abschnitt
der Densitometriewert einer Passage verwendet, um die relative Genexpressionsinderung im Verhaltnis zu P1 zu
ermitteln (FC=Papschnite/P1). Abschnitt 1 und Abschnitt 5 bezeichnen dabei P1 bzw. die seneszente Passage Px. Es wurden
Mittelwerte aus den relativen Genexpressionsanderungen aller 5 hMSC-Populationen fiir die Gene HELLS, PSG5, CDKN2A,
BMI1, POU5F1 und FAS gebildet.

Die Abb. 32 zeigt die schematische Zusammenfassung der densitometrischen Daten zu HELLS,
CDKN2A, PSG5, POU5F1, BMI und FAS aller 5 hMSC-Populationen. Da alle hMSC-Populationen
unterschiedlich viele Passagen bis zur Seneszenz durchliefen (8-15 Passagen), wurde jede einzelne
Population in 5 Abschnitte eingeteilt. Abschnitt 1 und Abschnitt 5 bezeichnen dabei P1 bzw. Px,
innerhalb der restlichen Abschnitte wurde die cDNA einer Passage blind gewahlt, um eine
Vergleichbarkeit der Daten von mehreren hMSC-Populationen zu ermdoglichen. AnschlieRend wurde
von jeder Population die relative Genexpression ermittelt (FC = Papschnic/P1) und die Mittelwerte zu
jedem Abschnitt aus allen 5 hMSC-Populationen gebildet.
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Da es sich um semi-quantitative Analysen handelt, kann die H6he der Genexpression verschiedener
Gene nicht miteinander verglichen werden. Allein der Verlauf der Genexpression ist in Abb. 32
aussagekraftig. Es wird nochmals verdeutlicht, dass die Expression von PSG5 viel friher anstieg als
die Expression des zweiten Seneszenzmarkers CDKN2A. Das Genexpressionsmuster von HELLS und
POUS5F1 war nahezu identisch. BMI1 und FAS zeigten kaum Genexpressionsanderungen im Verlauf
der in-vitro-Alterung.

Da es sich um die Mittelwerter aller 5 hMSC-Populationen handelt, gehen individuelle Spender-
variabilitaten verloren, wie besonders deutlich beim Expressionsmuster von FAS zu beobachten ist.

Um das Protein in mesenchymalen Stammzellen zu lokalisieren, wurde die immortalisierte Zelllinie
hMSC-TERT heran gezogen. HELLS war fast ausschliefRlich in den Nuklei der Zellen zu finden, dort
jedoch in unterschiedlicher Menge, wie die variierenden Fluoreszenz-Intensitdten in Abb. 33A und B
zeigen. Des Weiteren war HELLS wahrend der Zellteilung (Abb. 33A) aber auch noch kurz darauf (Abb.
33B) im Cytoplasma lokalisiert.

anti-HELLS anti-HELLS

Abb. 33 Immuncytochemischer Nachweis von HELLS in hMSC-TERT. Der Nachweis des Proteins erfolgte mit spezifischem
anti-HELLS Primarantikérper in hMSC-TERT (A, B). Die Inkubationen mit Rabbit 1gG (C) und Sekundarantikérper allein (D)
dienten als Kontrollen fiir die Spezifitat des anti-HELLS Antikorpers.

5.3 Kandidatengene der Osteoporose

5.3.1 Kandidatengensuche

Der Vergleich des Transkriptoms von hMSC-OP mit hMSC-K mittels Mikroarrays und die
anschlieRende SAM dienten dem Zweck, Kandidatengene zu identifizieren, die in hMSC eine Rolle bei
der Entstehung von Osteoporose spielen konnten. Um aus der Fille an Daten geeignete Kandidaten
filtern zu kénnen, wurden diese mittels eines Punktesystems und der bekannten wissenschaftlichen
Literatur nochmals bereinigt. Dabei wurde analog der Punktevergabe des Genexpressionsvergleichs
von hMSC-seneszent mit hMSC-K vorgegangen (siehe 5.2.2).

Es wurde — wie oben beschrieben — die Stringenz der Genexpression angehoben, indem nur Genpro-
dukte mit einem g-Wert < 10% und FC < 0,5 bzw. > 2 als differentiell exprimiert angesehen wurden.
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Die Anzahl an differentiell exprimierten Probesets pro Gen, sowie die exklusive Expression in hMSC-K
bzw. hMSC-OP wurde bewertet. Ebenso wurden Punkte fiir die Héhe des FC vergeben (Tab. 17).

Tab. 17 Punktevergabe fiir Hohe des Foldchange (FC) in SAM von hMSC-OP versus hMSC-K

Punkte FC (hMSC-OP/ hMSC-K

FCab<0,5 FCab>2
>0,4 <25
>0,3333 <3
5 >0,2 <5
10 >0,1 <10
20 <0,1 >10

Die Summe aus all diesen Punkten diente als erstes Auswahlkriterium. Die besten 100 Gene der
hoher, sowie der geringer exprimierten Gene in hMSC-OP wurden in einer Literaturrecherche
hinsichtlich ihrer bisher bekannten Funktion untersucht. Je nachdem welche Bedeutung den
jeweiligen Genen in diesen Kategorien zukam, wurden — wie oben beschrieben — Punkte verteilt
(siehe 5.2.2). Zusammen mit der vorangegangenen Bewertung wurde die totale Summe berechnet.

In Tab. 18 sind auszugsweise nur die 25 Gene mit der hochsten totalen Summe fiir erniedrigte bzw.
erhohte Expression in hMSC-OP aufgefiihrt. Die vollstandige Liste mit 200 Genen befindet sich im
Anhang (Tab. 34). Im Falle von mehreren Probesets pro Gen sind nur jene mit dem niedrigsten bzw.
hochsten FCin den Listen aufgefiihrt.

Da aufgrund des Altersunterschieds der Spender von hMSC-OP und hMSC-K nicht definiert werden
kann, welche differentielle Genexpression aufgrund des Alters und welche aufgrund der Osteoporose
hervor gerufen wird, wurden jene Gene, die auch in den Mikroarray-Analysen von hMSC-alt versus
hMSC-K in die gleiche Richtung differentiell exprimiert wurden, markiert. Eine PCR-Evaluierung mit
RNA-Proben von hMSC-alt und hMSC-OP wiére bei diesen Genen noétig, bevor sie als definitive
Kandidaten der Osteoporose in Frage kommen wiirden.

Tab. 18 Rangliste der besten 50 Kandidatengene fiir osteoporotische hMSC

Exklu- leich in
g:n:bol Gen Name P:J:eksteet- sive PuF:I;te Literatur-Punkte total ghMSC-
Exp. alt
EC q Alter  Knoch Osteo
(%) ung en porose
IGF2 insulin-like growth factor 2 3,21 13 10 10 10 0 43
FOoXxc2 forkhead box C2 0,62 10 2 10 10 10 42
MAB21L2  mab-21-like 2 0,00 10 20 0 10 0 40 X
SOST sclerosteosis 2,18 10 10 0 10 10 40
IBSP integrin-binding sialoprotein 0,00 10 10 0 10 10 40
CALR calreticulin 1,60 13 2 10 10 5 40 X
ITGB2 integrin, beta 2 0,62 10 2 5 10 10 37
NOTCH3 Notch homolog 3 0,90 10 2 10 10 5 37
EGR2 early growth response 2 0,62 10 10 0 10 5 35
ANGPTL4  angiopoietin-like 4 7,26 10 5 0 10 10 35
PTHIR f:;:;};z:‘)id hormone 1 2,70 10 2 0 10 10 32
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 8,24 10 2 10 10 0 32
PML promyelocytic leukemia 1,40 10 2 10 10 0 32
SDC3 syndecan 3 1,60 10 5 5 0 10 0 30 X
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Bone morphogenetic

BMP8B . 3,54 10 10 0 5 0 25
protein 8b

COL10A1 collagen, type X, alpha 1 0,00 10 10 0 5 0 25

FSTL3 follistatin-like 3 1,60 10 5 0 10 0 25

NBL1 neuroblastoma, suppression 0,62 10 5 0 10 0 25
of tumorigenicity 1

DDIT4 DNA-damage-inducible 2,46 10 5 10 0 0 25
transcript 4

PTGDS prostaglandin D2 synthase 2,70 13 ) 0 5 5 25
21kDa

PKD1 polycystic kidney disease 1 1,33 7 5] 0 10 0 22

SNCAIP synucilem, alpha interacting 0,90 10 2 10 0 0 2
protein

ENO2 enolase 2 4,38 10 2 10 0 0 22
transient receptor potential

TRPM2 cation channel, subfamily M, 4,93 10 2 0 10 0 22
member 2

ZNF208 zinc finger protein 208 0,62 10 10 0 0 0 20

NOX4 NADPH oxidase 4 4,38 10 5 2 10 10 0 37

PENK proenkephalin 5,70 10 2 10 10 0 32

SH3BP2 §H3—doma|n binding protein 438 1 5 5 0 10 10 31

RGS4 regulator of G-protein 4,38 13 10 0 5 0 28 X
signaling 4

suz12 Suppressor of zeste 12 5,70 1 5 5 10 5 0 26
homolog

MEOX2 mesenchyme homeobox 2 0,00 10 5 10 0 0 25

LXN latexin 4,38 10 0 5 10 0 25

TUBB2A tubulin, beta 2A 3,90 10 0 10 5 0 25

CDCAS ;ell division cycle associated 9,04 10 5 0 10 0 0 25

FOXM1 forkhead box M1 6,30 10 2 10 0 0 22

KALI el STEEme & 9,04 10 10 0 0 0 20
sequence

SCN3A sodium channel, voltage- . 9,04 10 10 0 0 0 20
gated, type lll, alpha subunit

PKIB protein kinase inhibitor beta 1,33 10 10 0 0 0 20

MALL mal, 'I?-ce.ll differentiation 4,38 10 10 0 0 0 20
protein-like

ZIC1 Zic family member 1 4,38 10 10 0 0 0 20

CNTN3 contactin 3 1,60 10 10 0 0 0 20

F2RL1 coagulation factor Il 218 10 10 0 0 0 20

receptor-like 1
CHI3L1 chitinase 3-like 1 4,38 10 5 0 5 0 20 X
split hand/foot

SHFM1 . 1,90 10 0 0 10 0 20 X
malformation type 1

MFAPS mncro.flbrlllar associated 4,93 13 5 0 0 0 18
protein 5

P2RY6E pyr|m|d|-nerg|c receptor P2Y, 218 10 2 0 5 0 17 X
G-protein coupled, 6

HNRNpUL2 NEterogeneous nuclear 1,90 10 5 2 0 0 0 17
ribonucleoprotein U-like 2

EMX2 empty spiracles homeobox 2 4,38 10 2 0 5 0 17

PCDHB5 protocadherin beta 5 7,26 10 5 2 0 0 0 17

HOXB3 homeobox B3 6,30 10 2 0 5 0 17

Es wurde ein Wertigkeitssystem entwickelt, um mogliche Kandidatengene der Osteoporose aus den Mikroarray-
Ergebnissen von hMSC-OP versus hMSC-K zu ermitteln. Fiir alle Gene, deren Probesets einen q-Wert < 10% und eine
Genexpressionsanderung (FC) > 2 bzw. < 0,5 aufwiesen, wurden Punkte vergeben fiir die Anzahl an differentiell
exprimierten Probesets, die eventuell vorhandene, exklusive Expression und die Hohe des FC. Eine Literaturrecherche
hinsichtlich der Funktion der Gene in Knochenmetabolismus, Alterung/Seneszenz und Osteoporose wurde ebenfalls
bewertet. Die totale Summe aus diesen Punkten dient als Richtwert der betreffenden Gene fiir deren mdégliche
Bedeutung fiir die Entstehung von Osteoporose. Pro Gen ist jeweils nur jenes Probeset mit der héchsten differentiellen
Genexpressionsanderung angegeben. Gene, die in den Mikroarray-Daten zu hMSC-alt versus hMSC-K ebenfalls in die
gleiche Richtung differentiell exprimiert waren, wurden mit x markiert. Gene, die in semi-quantitativen PCR-Ansatzen
(Tab. 10) nicht nachgewiesen werden konnten (z.B. Hells), wurden aus der Liste heraus genommen. Rote Markierung:
mindestens zweifach erh6hte Genexpression in hMSC-OP im Vergleich zu hMSC-K (FC 2 2); griine Markierung:
mindestens zweifach erniedrigte Genexpression in hMSC-OP im Vergleich zu hMSC-K (FC < 0,5).
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Das Gen MAB21L2 ist ein Kandidat, der sowohl in hMSC-alt als auch hMSC-OP héher exprimiert wird,
wie die Mikroarray-Hybridisierungen als auch semi-quantitative PCR-Analysen zeigten (Tab. 9, Tab.
11). Zur weiteren Uberpriifung der Mikroarray-Daten wurden semi-quantitative PCR-Analysen mit
einer hoheren Anzahl an Populationen von hMSC-alt (N=8) und hMSC-OP (N=8) durchgefiihrt. Es
zeigte sich erneut ein signifikanter Unterschied in der MAB21L2-Expression zwischen hMSC-K aus
Spendern mittleren Alters und hMSC-OP aus Osteoporose-Patienten hohen Alters mit einer relativen
Genexpressionsdnderung von 2,67 (Abb. 34). Eine 2,03fach hohere Expression von MAB21L2 in
hMSC-OP konnte auch im Vergleich zu hMSC-alt beobachtet werden. Der Unterschied zwischen
hMSC-K und hMSC-alt ist weniger eindeutig mit einer Anderung von 1,32, dennoch ist ein Trend zu
erkennen.

Tendenziell kdnnen die Mikroarray-Ergebnisse bestatigt werden: MAB21L2-Expression erhéht sich in
hMSC aufgrund des Alters der Spender, ist jedoch in Osteoporose-Patienten nochmals weiter erh6ht.
Dieses Beispiel zeigt, dass ein von vorn herein absoluter Ausschluss der Alters-assozierten Gene aus
den Daten zu osteoporotischen hMSC demnach nicht ratsam ware.

Genexpression MAB21L2
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Abb. 34 Densitometrische Auswertung der semi-quantitativen PCR zur MAB21L2-Genexpression in hMSC aus Spendern
mittleren Alters, dlteren und Osteoporose-Patienten. Mittelwerte (@) der Genexpressionsstirke von MAB21L2 in hMSC-K
(N=9, Spenderalter @ 47+5,32 Jahre), hMSC-alt (N=9, Spenderalter @ 76,67+5,87 Jahre) und hMSC-OP (N=8, Spenderalter
@ 83,8815,87 Jahre) wurden nach Normalisierung auf das Haushaltsgen EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor
1 alpha 1) ermittelt. Angegeben sind die Standardabweichungen und die relativen Genexpressions-anderungen: * =
@hMSC-OP/@hMSC-alt, ® = @hMSC-alt/@hMSC-K und ¢ = @GhMSC-OP/@hMSC-K. Die Signifikanz wurde mittels
zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test bestimmt: ** p < 0,001.

5.3.2  Sclerostin — pramature Expression in hMSC

In den Mikroarray-Analysen zeigte sich, dass SOST — das Gen des Proteins Sclerostin — in hMSC-OP
aus Spendern mit Osteoporose (Alter @ = 86,2+5,89) 7,3-fach hdher exprimiert wird als in den
Kontrollzellen (hMSC-K, Alter der Spender: @ = 57,5+9,56) (Tab. 17). Da in diesem Fall die Spender
der osteoporotischen hMSC im Durchschnitt 28,7 Jahre éalter waren als die Spender der
Kontrollzellen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass SOST aufgrund des Alters und nicht aufgrund
der Osteoporose ansteigt. Aus diesem Grund wurden weitere PCR-Analysen mit einer groReren
Anzahl an hMSC-OP-Populationen (N=8) und hMSC-alt-Populationen (N=9) aus Spendern
vergleichbaren Alters durchgefiihrt, wobei bei den Spendern der hMSC-alt keine Osteoporose
bekannt war (Abb. 35). Es zeigt sich sehr deutlich, dass trotz Spendervariabilitaiten SOST in hMSC-OP
generell héher und in mehreren Zellpopulationen exprimiert wird als in hMSC-alt. Die hMSC aus
Spendern mittleren Alters weisen bis auf 3 Populationen keine SOST-Expression auf.
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hMSC-OP ‘ hMSC-alt \ hMSC-K
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Abb. 35 Semi-quantitative PCR zur SOST-Expression in hMSC aus Spendern mittleren Alters, dlteren und Osteoporose-
Patienten. Komplementére DNA-Proben von hMSC-K (Spenderalter @ 43,25 * 4,59 Jahre), hMSC-alt (Spenderalter @ =
72,5514,90 Jahre) und hMSC-OP (N=8, Spenderalter @ = 82,63+9,02 Jahre) wurden mit Primern zu SOST (Sclerostin) und
EEF1A1 analysiert.

Um zu testen, ob die erhohte SOST-Expression Einfluss auf die Differenzierungskapazitat der Zellen
hat, wurden willkiirlich 3 hMSC-Populationen (Alter der Spender: @ = 81,33+5,69 Jahre) und 3 hMSC-
alt-Populationen (Alter der Spender: @ = 78,3+3,79 Jahre) aus Spendern vergleichbaren Alters aus-
gewahlt. Die Zellen wurden 4 Wochen lang osteogen differenziert und die Mineralisierung mittels
Alizarin Rot S Farbung nachgewiesen (Abb. 36B). Es zeigte sich, dass alle Population im osteogenen
Differenzierungsmedium differenzierte, jedoch unterschiedlich stark. Starke Mineralisierung konnte
in hMSC650 detektiert werden, wahrend die beiden anderen hMSC-alt-Populationen nur schwach
mineralisierten. Bei den hMSC-OP wiesen alle drei Populationen schwache bis leichte Mineralisierung
auf. Nach PCR-Analysen stellt sich heraus, dass nur eine hMSC-OP-Population SOST stark exprimiert,
eine nur schwach und die dritte keine SOST-Expression aufwies (Abb. 36A). In den hMSC-alt-
Kontrollzellen wurde jedoch ebenfalls SOST-Expression in allen 3 hMSC-Population festgestellt. Ein
Zusammenhang zwischen SOST-Expresison und Mineralissierungsgrad war nicht ersichtlich.
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Abb. 36 Osteogene Differenzierung von hMSC-OP und hMSC-alt. 3 hMSC-Populationen (Alter der Spender: @ =
81,3345,69 Jahre) und 3 hMSC-alt-Populationen (Alter der Spender: @ = 78,313,79 Jahre) in P1 wurden 4 Wochen in
osteogenem Medium bzw. Expansionsmedium (Kontrolle) kultiviert. A: Semi-quantitative PCR-Analyse der hMSC in P1
mit Primern fiir SOST (Sclerostin) und EEF1A1. Alle PCR-Produkte liefen auf einem Agarosegel und wurden mit ein und
derselben Belichtungszeit und -starke aufgenommen. B: Alizarin Rot S-Firbung der differenzierten Zellen.
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6 Diskussion

6.1 Systembiologie versus statistische Aufarbeitung der Mikroarray-Daten

In der vorliegenden Arbeit musste ein Kompromiss zwischen der errechneten Signifikanz der
Mikroarray-Daten und der Variabilitat der individuellen Systembiologie geschlossen werden, da das
Setzen einer hohen Stringenz den Verlust moglicher systembiologischer Zusammenhange bedingte.
Genprodukte, die statistisch eine zu hohe Streuung aufwiesen, wurden nicht in die anschlieBenden,
systembiologischen Auswertungen der SAM-Ergebnisse einbezogen.

In Abb. 9 diente der NOTCH-Signalweg zur Veranschaulichung und soll im Folgenden reprasentativ
fir die gesamten Daten der SAM-Analysen stehen. Die Heatmap zeigt, dass durch Setzen von ,cut-
offs“ (1,5fache Genexpressionsdnderung, g < 10%) 65 NOTCH-relevante Genprodukte verloren
gingen. Nur die Ubrig gebliebenen, signifikanten 28 von insgesamt 93 Genprodukten wurden
letztendlich in allen darauf folgenden, systembiologischen Untersuchungen verwendet.

Eine noch stringentere Betrachtung (2fache Genexpressionsianderung, q < 10%) resultierte sogar in
nur 20 Probesets, die kaum mehr Varianzen in der Expressionsstarke aufwiesen und dadurch fir sehr
hohe Signifikanz sprachen.

Je hoéher die Stringenz gesetzt wurde, desto mehr systembiologische Information ging jedoch
verloren. Bei einem g-Wert < 1% und einer 1,5fachen Genexpressionsanderung wiirden z.B. nur noch
12 von den urspriinglichen 93 NOTCH-relevanten Genprodukten (ibrig bleiben (siehe Anhang Tab.
19). Ubertragen auf die gesamte SAM hitten sich dadurch die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse reduziert und eine systembiologische Auswertung schwierig gestaltet.

Auf der anderen Seite wiirde das Aufweichen der Stringenz dazu fiihren, dass die Signifikanz der
Ergebnisse reduziert wird. In Abb. 9B wurde der g-Wert ohne Beachtung des FC auf < 20% gesetzt,
und es zeigten sich vor allem im mittleren Bereich der Heatmap noch deutliche Varianzen in der
Starke der Hybridisierungssignale innerhalb einer hMSC-Gruppe. Dieser mittlere Bereich enthielt vor
allem Genprodukte mit FC nahe 1, also ohne signifikante Genexpressionsdnderung (siehe Anhang
Tab. 19).

In der vorliegenden Arbeit wurden nur differentiell exprimierte Genprodukte mit einer mindestens
1,5fachen Genexpressionsanderung (FC < 0,667 bzw. FC > 1,5) und einem g-Wert von < 10% fir die
systembiologischen Analysen verwendet. Diese Stringenz wies am Beispiel von NOTCH-relevanten
Genprodukten zwar einige, wenn auch geringe Varianzen zischen den hMSC-Populationen auf,
reduzierte die systembiologische Aussagekraftkraft aber nicht so extrem wie stringentere
Betrachtungsweisen. In Abb. 9 konnte gezeigt werden, dass die Genexpressionsianderung umso
hoher ist, je geringer der g-Wert gesetzt wird (Vergleich B und C), da ein hoher FC auf eindeutigere
Anderungen schlieRen l4sst und die Méglichkeit eines Zufallsergebnisses reduziert.

Die Evaluierungen der SAM-Ergebnisse zeigten ebenfalls, dass Genexpressionsdnderungen, die in den
Mikroarray-Analysen g-Werte bis 10% aufwiesen auch mittels semi-quantitativer PCR bestatigt
werden konnten (siehe Abschnitte 5.1.2.3, 5.1.3.3 und 5.1.4.3). All dies bekraftigt die Signifikanz des
gewahlten , cut-offs”.

Dass aufgrund der Stringenz systembiologische Informationen verloren gingen, ist jedoch nicht
auszuschlieRen, sollte aber aufgrund der Wahl eines relativ geringen Mindestwertes an
Genexpressionsanderung von 1,5fach gering ausfallen.
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6.2 In-vivo-Alterung

6.2.1 In-vivo-Alterung verandert das Genexpressionsmuster in hMSC

Der Vergleich der Mikroarray-Daten von hMSC aus dlteren Spendern (hMSC-alt, @ 81,75+4,86 Jahre,
N=4) mit Kontrollzellen aus Spendern mittleren Alters (hMSC-K, @ 57,6 + 9,56 Jahre, N=5) mit Hilfe
von SAM erbrachte einen groRen Unterschied im Genexpressionsmuster obwohl die Donoren
durchschnittlich nur 25,15 Jahre Altersunterschied aufwiesen. Erstaunlich viele Genprodukte (3381)
sind mindestens 1,5fach geringer in hMSC-alt exprimiert als in hMSC-K, und 1429 Genprodukte sind
hoher exprimiert nach in-vivo-Alterung der hMSC.

Die Analyse der in-vivo-Alterung von hMSC wurde auch von einer anderen Arbeitsgruppe
durchgefihrt (Wagner et al. 2009) und dabei wurden deutlich weniger differentiell exprimierte
Probesets gefunden als in der vorliegenden Arbeit, obwohl der Altersunterschied zwischen den
Spendern deutlich hoher lag (21-25 Jahre versus 80-92 Jahre, jeweils N=4). Jedoch wurde eine andere
Art der statistischen Auswertung der Mikroarray-Daten verwendet als SAM. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Signifikanz der differentiellen Genexpression festgesetzt mit FC > 1,5 bzw. FC<
0,667 und einem g-Wert < 10%. Des Weiteren wurden alle Probesets, die mindestens in einer der
beiden Ver-gleichsgruppen (hMSC-alt oder hMSC-K) zu 50% ,present” waren, einbezogen. Die
Arbeitsgruppe um Wagner hat nur jene Probesets analysiert, die in mindestens 50% der Zellen beider
Vergleichs-gruppen ein Hybridisierungssignal zeigten. Auch der g-Wert wurde von dieser
Arbeitsgruppe unab-hangig vom FC auf stringentere 1% gesetzt.

Fir die Kultivierung der hMSC aus Hiftkopfen wurde ebenfalls ein anderes Kulturmedium als in der
vorliegenden Arbeit verwendet, wie in Wagner et al., 2008 beschrieben und in Abschnitt 6.3.3 ndher
erklart. Des Weiteren wurde RNA aus P1 fir die Hybridisierungen verwendet, Wagner et al.
verwendeten 2009 RNA aus P2, die Zellen durchliefen somit zweimal eine Trypsinierung.

All diese Unterschiede lassen darauf schlieRen, dass Kultivierungsmethoden der Zellen, sowie Art und
Weise der Auswertung der Mikroarray-Daten unterschiedliche Ergebnisse liefern kann. Die
Kultivierungsdauer und die Haufigkeit von Trypsinbehandlungen und Neuaussaat kdnnten ebenfalls
Einfluss auf das Genexpressionsmuster ausliben.

Die geringe Stringenz fiir die Auswertung der Mikroarraydaten in dieser Arbeit wurde gewahlt, um
moglichst viele funktionelle Cluster fir die Systembiologische Analyse mittels GOstat detektieren zu
kénnen, und um zu vermeiden, dass wichtige Signalwege und funktionelle Cluster aufgrund zu hoher
Stringenz nicht detektiert werden. Fir die Kandidatengensuche (siehe unten) wurden stringentere
Bedingungen angesetzt, um eindeutige Kandidatengene herausfiltern zu kénnen, bei denen sich eine
funktionelle Untersuchung lohnt.

6.2.1.1 Reproduzierbare Genexpressionsanderungen trotz Spendervariabilitat

Die Arraydaten wurden mittels semi-quantitativer PCR evaluiert, indem RNA von 4 hMSC-alt-
Populationen verwendet wurde, die auch in den Mikroarray-Analysen Verwendung fanden. Da von
den Kontrollzellen keine RNA mehr vorhanden war, wurde RNA aus hMSC von 11 anderen Spendern
mittleren Alters verwendet. Diese Spender waren durchschnittlich nochmals 7 Jahre jlinger als jene,
deren hMSC fir die Mikroarray-Hybridisierungen heran gezogen wurden. Es zeigte sich, dass die
Genexpressionsanderung nur in 58,33% der 12 untersuchten Gene tendenziell den SAM-Ergebnissen
entsprach (Tab. 9).

Alterung ist jedoch ein komplexer Prozess und unterliegt unterschiedlichsten Einflliissen. Die
Ergebnisse der biologischen Evaluierung kénnten aufgrund der Verwendung von nur 4 hMSC-alt-
Populationen, oder aufgrund von unbekannten Grunderkrankungen der Spender der hMSC-K
variabel ausgefallen sein.

Die hohen Standardabweichungen kdénnten ebenfalls auf unbekannte Krankheiten der Patienten
zurlickzufihren sein (Abb. 12). Andere Arbeitsgruppen zeigten bereits hohe Spendervariabilitdt bei
der Analyse von Genexpressionsmustern aus Zellen verschiedener Donoren (Wagner et al. 2009;
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Wagner et al. 2010). Diese spenderabhangigen Unterschiede sind ebenfalls in der Heatmap zu den
Mikroarraydaten auffallig (Abb. 13). Das Expressionsmuster der MAP4-Probesets ist sehr
unterschiedlich, daher konnte das Gen auch nicht als differentiell exprimiert in der PCR-Analyse
detektiert werden. Die erniedrigte MMP3-Expression in hMSC-alt konnte nicht nachgewiesen
werden, da nur ein einzelner Spender der hMSC-K-Populationen (hMSC296) MMP3 sehr hoch
exprimiert. Die hohe Expression des Gens ist jedoch nicht universell, wie die PCR-Analysen
letztendlich zeigten.

TP53 ist laut der SAM-Ergebnisse geringer in hMSC-alt exprimiert. Die Heatmap zeigt jedoch, dass vor
allem hMSC353 der hMSC-K-Gruppe sehr stark TP53 exprimiert, wahrend das Expressionslevel aller
anderen hMSC-Populationen relativ einheitlich ist. Mittels semi-quantitativer PCR konnte
nachgewiesen werden, dass TP53 jedoch in hMSC aus alteren Personen héher exprimiert wird. Dies
ist konform mit Literaturbefunden zu in-vivo-gealterten hMSC und dem einhergehenden, erh6htem
TP53-Proteinlevel (Stolzing and Scutt 2006). Es ist anzunehmen, dass auch die Patienten der
Kontrollgruppe, die fir Mikroarray-Analysen verwendet wurden, sehr hohe Spendervariabilitdten
aufwiesen, besonders ersichtlich bei Genprodukten, die in hMSC-alt geringer exprimiert werden als
in hMSC-K (Abb. 13).

Wagner et al. zeigten 2009, dass die Unterschiede zwischen Spendern hohen Alters (80-92 Jahre)
sehr deutlich sind zu Spendern geringen Alters (21-25 Jahre). Die in dieser Arbeitsgruppe
untersuchten 3 hMSC-Populationen mittleren Alters (50-55 Jahre) wiesen jedoch ebenfalls hohe
Spendervariabilitaten auf. Es ist anzunehmen, dass diese Altersgruppe aufgrund des Eintritts in die
Menopause zu individuellen Zeitpunkten zumindest bei Frauen das Genexpressionsmuster von hMSC
stark beeinflussen kann, da ab diesen Zeitpunkt starke Veranderungen des Knochenmetabolismus
stattfinden (Duque 2008; Sahin et al. 2011). Dies konnte einen Grund fiir die starke Heterogenitat im
Genexpressionsmuster in diesen hMSC-Populationen darstellen.

Erste Eindricke vermittelte diese Analyse der in-vitro-Alterung mittels hMSC-Kontrollen aus
Spendern mittleren Alters dennoch. Um eindeutigere Ergebnisse zu erzielen, missten hMSC aus
Spendern deutlich jlingeren Alters (< 20 Jahre) isoliert werden. Dies war aufgrund mangelnder
Patientenverfligbarkeit fir diese Arbeit jedoch nicht moglich.

6.2.1.2 Eingeschrankte Funktion von in-vivo-gealterten hMSC

Die Einteilung der differentiell exprimierten Genprodukte in GO-Gruppen erbrachte, dass der Ablauf
des MAPK- und JNK-Signalweges in hMSC aus a&lteren Spendern gestort ist (Abb. 11).
Uberreprésentativ viele Gene, die fiir die positive Regulation dieser Signalwege beitragen (siehe
Anhang Tab. 21), sind in hMSC-alt geringer exprimiert. Der MAP-Kinase-Signalweg, vor allem jener
Uber MEKK2 (MAP3K2) aktiviert wiederum den JNK-Signalweg. Letzterer wird aber u.a. auch tGber den
nicht-kanonischen WNT-Signalweg eingeleitet (Almeida et al. 2005) und die geringere Expression von
WNT5B (Tab. 13) deutet auf eine Reduktion dieses WNT-Signalweges hin, da die autokrine
Stimulation verloren geht (Hardy et al. 2008). Auch der canonische WNT-Weg scheint gestort, da
LRP5 — der Corezeptor fir WNT-Molekiile — im Alter auf mRNA-Ebene geringer exprimiert wird. Dies
kann letztendlich zu geringerer Knochenformation fiihren, aufgrund von reduzierter Proliferation und
Differenzierungskapazitat der hMSC durch Stérungen im WNT-Signalweg (Kato et al. 2002; Baksh and
Tuan 2007). Die WNT1-induzierbaren Gene WISP1 und WISP3 (Brigstock 2003) sind ebenfalls geringer
exprimiert, dagegen wierden beta-Catenin (CTNNB1) und die Gene der Rezeptoren FZD7 und FZD6 im
Alter héher exprimiert. Dies kdnnte einen moglichen , Rescue”-Versuch der Zellen darstellen, oder
deutet auf eine Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges hin, nachdem der nicht-kanonische
reduziert vorliegt.

Da die Aktivierung von MAPK-Signalkaskaden haufig als Antwort auf zellularen Stress oder DNA-
Schadigung folgt, konnte eine reduzierte Genexpression der involvierten Proteine zu einer
reduzierten Response auf diese Signale in gealterten hMSC flihren (Fanger et al. 1997).

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass in in-vivo-gealterten hMSC ein starres Aktin-Cytoskelett
vorliegt und somit eine reduzierte Fahigkeit zur Migration. Aktin-Filamente werden durch Polymeri-
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sation von Aktin-Untereinheiten an einem Ende der Filamente gebildet. Gleichzeitig erfolgt die
Depolymerisation am anderen Ende der Aktin-Filamente, wodurch das Aktin-Cytoskelett eine hohe
Dynamik aufweist. Diese Dynamik scheint gestort, da nach GOstat-Analysen gezeigt werden konnte,
dass Gene fir die Bildung der Aktinfilamente Uberreprasentativ haufig hoher exprimiert werden,
Gene fir Proteine der Depolymerisation hingegen geringer exprimiert werden. Die Funktion des
héher exprimierten Gens zu EPLIN (LIMA1) wird als essentiell fiir die Stabilisierung von Aktin-
filamenten beschrieben (Han et al. 2007), wéhrend die geringer exprimierten Proteine Gelsolin
(GSN), Supervillin (SVIL) und CAPG essentiell fiir die Migration sind (Anhang Tab. 21) (Cooper and
Schafer 2000; De Corte et al. 2004; Crowley et al. 2009). Ein weniger dynamisches Aktin-Cytoskelett
wurde fir MSC aus gealterten Ratten im Vergleich zu jungen Ratten bereits beschrieben (Kasper et
al. 2009).

Uberrepréasentativ hiufig konnten auch geringer exprimierte Gene der GO-Gruppe Spindel zu-
geordnet werden. Die gleichzeitig verringerte Expression von vielen Cyclinen (Tab. 13) deutet auf
geringere mitotische Aktivitat in in-vivo-gealterten hMSC hin (siehe auch 6.3.4) (Kong 2003).

Gene, die fiir Praosteoblasten spezifisch sind — IBSP, RUNX2 und COL1A1 (Komori 2010) — sind in
gealterten hMSC geringer exprimiert. Da hMSC zumindest in-vivo in ihrer Nische asymmetrische
Teilungen durchlaufen (Kassem and Abdallah 2008), kénnte dies dafiir sprechen, dass hMSC auch in
Kultur Mischpopulationen bilden aus Stammzellen und teilweise differenzierten Zellen (Fuchs et al.
2004). In hMSC aus alteren Patienten ist diese Differenzierungskapazitat z.T. gestort, wie die
geringere Expression von Prdosteoblasten-Markern im Vergleich zum Genexpressionsmuster der
hMSC jangerer Spender (hMSC-K) zeigt.

Nicht nur der WNT-Signalweg, sondern auch der BMP-Signalweg ist in hMSC-alt betroffen. Der noch
wenig bekannte Antagonist zu BMP4 — MAB21L2 — ist auf mRNA-Ebene im Alter hoher exprimiert,
ebenso SMAD1. MAB21L2 wirkt als Transkriptionsrepressor lber die Bindung von SMAD1, wodurch
die Signalgebung von BMP4 iber SMAD1 unterbunden wird (Baldessari et al. 2004). Das Gen eines
weiteren Inhibitors des BMP-Signalweges — Noggin (NOG) — wird hoher exprimiert, wahrend GREM1
geringer exprimiert wird. Die Signalgebung tiber BMPs aktiviert u.a. den MAPK-Signalweg (Miyazono
1999) und ist entscheidend fur die Osteoblastendifferenzierung und -funktion, sowie die Regulation
der Osteoklastogenese (Rawadi et al. 2003; Canalis 2009).

Die Expression von Wachstumsfaktoren ist ebenfalls betroffen, VEGFA und VEGFB, sowie TGFB2 und
die Rezeptoren TGFBR1 und TGFBRZ2 sind geringer exprimiert. Auch der FGF-Signalweg scheint
betroffen zu sein, wahrend zumindest FGF1 geringer exprimiert im Alter vorliegt, wird die Expression
von FGFR3 induziert und von FGFR2 erhoht. Diese erhohte Expression der Rezeptoren kénnte auf
einen ,Rescue“-Versuch der Zellen schlieRen lassen.

Zusammenfassend kann anhand der Genexpressionsianderungen aufgrund von in-vivo-Alterung
angenommen werden, dass sich das osteogene Differenzierungspotential und die Proliferation in
hMSC aus éalteren Spendern negativ verandert haben. Differentielle Genexpression in vielen, flr die
Knochenformation entscheidenden Signalwegen fiihren zu dieser Schlussfolgerung. Auch die
Migrationsfahigkeit ist in gealterten Stammzellen reduziert.

6.3 Seneszenz

Mesenchymale Stammzellen werden in der regenerativen Medizin immer haufiger fir
therapeutische Zwecke im Sinne von Transplantationen eingesetzt. Zu diesem Zweck miissen die
Zellen jedoch zuvor in Kultur genommen und expandiert werden. In-vitro-Kultivierung kann die Zellen
aber verandern und (iber einen ldangeren Zeitraum auch zur Seneszenz fiihren, wodurch der
therapeutische Effekt zunichte gemacht werden wiirde. Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen
neben den bereits bekannten Seneszenz-Markern weitere Kandidatengene speziell fiir seneszente
hMSC zu finden. Die Analyse der Genexpression hinsichtlich Markergenenen fiir Seneszenz gilt als
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eine der sichersten Methoden, Seneszenz in hMSC friihzeitig detektieren zu kénnen (Wagner et al.
2010). Dies dient dem Zweck, hMSC in Zukunft vor ihrem therapeutischen Einsatz zuverlassig auf ihre
Verwendbarkeit hin testen zu kénnen.

6.3.1 In-vitro-Alterung von hMSC ist ein geeignetes Seneszenz-Modell

Um das Genexpressionsmuster von seneszenten hMSC mit nicht-seneszenten hMSC vergleichen zu
kénnen, wurden die Zellen bis zum Proliferationsstopp in-vitro kultiviert. Dabei nahm die
Proliferationsrate kontinuierlich ab. Insgesamt durchliefen die Zellen in den Passagen P1 bis Px-1
(vorletzte, noch proliferierende Passage) 11-20 Populationsverdopplungen (Abb. 24). Die Popula-
tionsverdopplung zwischen Isolationszeitpunkt und P1 konnte nicht ermittelt werden, Wagner et al.,
2008, setzten fir diesen Zeitraum geschatzte 7-9 Populationsverdopplungen fest. In der seneszenten
Passage Px proliferierten die Zellen kaum mehr. Wenn in Px also eine geschatzte Populations-
verdopplung von 1 festgelegt wird, dann durchliefen die hMSC wahrend der in-vitro-Alterung 19-30
Populationsverdopplungen. Dies stimmt Gberein mit den Expansionsexperimenten anderer Arbeits-
gruppen (Stenderup et al. 2003; Wagner et al. 2008). Ein Unterschied in der Proliferations-
geschwindigkeit der hMSC aufgrund des Spenderalters konnte nicht festgestellt werden. Jedoch
unterschieden sich die Spender nur maximal um 24 Jahre, eine zu geringe Spanne, um den Effekt des
in-vivo-Alters zu untersuchen.

Dass die Zellen in Px wirklich seneszent waren, konnte nach einem Vergleich von Zellen in P1 anhand
der vergroRRerten, breiteren Form der Zellen, sowie positiver SA-B-Gal-Farbung bewiesen werden
(Abb. 26C, Abb. 27C) (Sethe et al. 2006; Wagner et al. 2008; Wagner et al. 2010). Ein weiterer,
anerkannter Marker fiir Seneszenz ist die Expression von P16 (Bringold and Serrano 2000), die in
seneszenten Zellen auf Proteineben mittels Western-Blot-Analysen und immuncytologischer Farbung
gezeigt werden konnte (Abb. 25).

Die anschlieBenden Mikroarray-Untersuchungen der hMSC-seneszent (siehe 6.3.3) zeigten zudem,
dass 4 der 5 als universelle Seneszenz-Marker beschriebenen Gene auch in dieser Arbeit differentiell
exprimiert vorliegen (Wagner et al. 2010): CDKN2A (P16) und ARHGAP29 (oder PARG1) sind aufgrund
der Seneszenz héher exprimiert, PTN und MCM3 geringer (Tab. 13).

Alles in allem ist die in-vitro-Alterung von hMSC als Modell fiir Seneszenz geeignet. Die fir

Mikroarray-Analysen verwendeten Zellen befanden sich demnach definitv in einem seneszenten
Zustand, im Gegensatz zu den Kontrollzellen in P1.

6.3.2 hMSC zeigen in Kultur bereits friih Anzeichen von Seneszenz

Wie die Proliferationsuntersuchungen zeigten (Abb. 24), nahm die Geschwindigkeit und die
Populationsverdopplung ca. ab der Halfte der Expansionszeit ab. Dies spricht fiir eine Akkumulation
von nicht mehr proliferierenden Zellen ab diesem Zeitpunkt.

Ob hMSC bereits friher als in Px Anzeichen von Seneszenz aufweisen, wurde auf mRNA-Eben, sowie
auf Protein-Ebene mittels SA-R-Gal-Bestimmung untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Gen des
Seneszenzmarkers P16 (Bringold and Serrano 2000) — CDKN2A — bereits in mittleren Passagen
exprimiert wird, unter anderem sogar stark (Abb. 31: hMSC622, hMSC625). Keine Expression konnte
in frthen Passagen detektiert werden, und in 2 von 5 hMSC-Populationen ist die CDKN2A-Expression
in Px am hochsten.

Endoh et al. beschrieben 2009, dass die Expression von , pregnancy specific beta-1-glycoproteins” —
Plazenta-Proteine, die eigentlich erhoht im Blutserum von Schwangeren gefunden wurden — auch in
seneszenten Fibroblasten ansteigt. Die mRNA von 8 der 10 untersuchten PSG lag erhoht in den
seneszenten Fibroblasten vor, darunter auch PSG5 und PSG1. In der vorliegenden Arbeit wurde die
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Expression von PSG5 wahrend der in-vitro-Alterung von hMSC als zweiter Seneszenzmarker auf
mRNA-Ebene untersucht. Es zeigte sich, dass in 3 von 5 hMSC-Populationen PSG5 bereits sehr stark
in P3 bzw. P4 exprimiert wird (Abb. 31). Die Expression nimmt mehr oder minder gleichmaRig, jedoch
nur noch gering bis zu Px zu.

Die SA-B-Gal-Farbungen (Abb. 26C, Abb. 27C) zeigen, dass die Zellen in der letzten Passage Px eine
stark veranderte Morphologie aufweisen und SA-3-Gal-positiv sind. Jedoch zeigt sich ebenfalls, dass
auch Passagen im mittleren Abschnitt der Kultivierungszeit SA-B-Gal-positive Zellen aufweisen und
im Falle von hMSC614 sogar positive hMSC in P1 zu finden sind. Diesen SA-3-Gal-positiven Passagen
(Bsp. hMSC625 P5, Abb. 27C) folgen oft Passagen mit kaum positiven Zellen (Bsp. hMSC625 P6, Abb.
27C). Eine mogliche Erklarung hierfir ware, dass im Laufe der Passagierung mehr und mehr
seneszente Zellen akkumulieren und somit ein heterogener Zellrasen aus noch proliferierenden und
nicht mehr proliferierenden Zellen entsteht. Darauf lassen auch die Daten von Wagner et al. 2008
schlieBen. Wahrend der Passagierung scheinen die seneszenten Zellen verloren zu gehen, nur
proliferierende Zellen adharieren moglicherweise mit der Oberflache der Kulturflaschen, wodurch in
der folgenden Passage keine seneszenten Zellen mehr zu finden sind. Dass die hMSC614
(Spenderalter: 53 J.) in P1 bereits SA-3-Gal-positive Zellen aufweisen — zumindest mehr als hMSC625
P1 (Spenderalter: 70 J.) — scheint unabhdngig vom Spenderalter zu sein, da der Spender von
hMSC614 17 Jahre junger ist als der Donor von hMSC625. Auch wird SA-B-Gal-Farbung fir die
Untersuchung der in-vivo-Alterung als ungeeignet befunden (Severino et al. 2000) und Stenderup et
al. konnten 2003 keinen Unterschied in der SA-B-Gal-Expression zwischen hMSC-Populationen aus
Spendern variierenden Alters feststellen.

Die quantitative SA-B-Gal-Methode nach Vacanti et al., 2005, lieferte zur SA-B-Gal-Farbung
widerspriichliche Befunde (Abb. 26B, Abb. 27B). Messung der SA-B-Gal-Aktivitdit in 10 ug
Gesamtprotein-Lysat ergab, dass die SA-B-Gal-Expression im Verlauf der in-vitro-Alterung einen
Bogen vollfihrt, mit der héchsten Aktivitat in mittleren Passagen und keinem Unterschied zwischen
P1 und Px. Aufgrund der eindeutigen Befunde der oft als Nachweis von Seneszenz verwendeten SA-
B-Gal-Farbung (Dimri et al. 1995; Stenderup et al. 2003; lzadpanah et al. 2008; Wagner et al. 2008)
werden die Ergebnisse des SA-3-Gal-Assays nicht weiter in die Analyse einbezogen.

6.3.3 Seneszenz verandert das Genexpressionsmuster in hMSC

Das Genexpressionsmuster von seneszenten hMSC wurde auch von Wagner et al., 2008 untersucht,
jedoch wurden die Zellen von dieser Arbeitsgruppe unter anderen Kulturbedingungen expandiert.
Abgesehen vom Medium (DMEM-LG und 40% MCDB201), unterschied sich die Kultivierung auch
dahingehend, dass Wagner et al. Fibronektin-beschichtete Kulturflaschen verwendeten, sowie den
Serumgehalt auf 2% FCS reduzierten und PDGF-bb, sowie EGF als Wachstumsfaktoren zugaben.
Wachstumsfaktoren kénnen in Zellen Uber die Einleitung diverser Signalkaskaden zu oxidativem
Stress und Seneszenz fiihren. Vor allem die Einleitung des RAS-Signalweges — u.a. aktiviert durch die
Rezeptoren flir EGF und PDGF — ist fiir diese Entwicklung entscheidend (Serrano et al. 1997,
Eswarakumar et al. 2005; Ramos 2008). Wagner et al. zeigten 2008 selbst, dass hMSC ohne Zugabe
von Wachstumsfaktoren deutlich langer kultiviert werden konnten, bis sie den Proliferationsstopp
erreichten. Des Weiteren wurde beschrieben, dass Serum-Entzug in hMSC unter Kultivierung mit
osteogenen Stimuli Adipogenese induziert, im Gegensatz zu hMSC, die in 10% FCS osteogen
differenziert wurden und erfolgreich mineralisierten (lchikawa 2010). Die Konzentration an Serum —
selbst xenogenem — ist somit entscheidend fiir den Erhalt der Funktion von hMSC in Kultur und
konnte ebenfalls Einfluss auf die Expansion der Zellen austiben.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher das Genexpressionsmuster seneszenter hMSC erneut
untersucht, jedoch ohne Einfluss von zusatzlichen Mitogenen und unter Kultivierung mit 10% FCS.
Des Weiteren wurden die Mikroarray-Analysen und SAM-Berechnungen mit jeweils 5 hMSC-
Populationen durchgefiihrt; einer weitaus verldsslicheren Anzahl als Wagner et al. verwendeten
(N=3).
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6.3.3.1 Reproduzierbare Genexpressionsanderungen

Der Vergleich der Genexpressionsmuster von hMSC in P1 und hMSC in Px (hMSC-seneszent)
erbrachte eine groRe Anzahl an Genprodukten, die mindestens 1,5fach héher bzw. niedriger in
seneszenten hMSC exprimiert werden als in Zellen friiher Passagen (Abb. 14). Es ist zu beobachten,
dass deutlich mehr Genprodukte in hMSC-seneszent geringer exprimiert (2477) werden als héher
(1284). Die Uberpriifung der Mikroarray-Ergebnisse mittels semi-quantitativer PCR-Analyse zeigte,
dass die differentielle Genexpression in 81,25% der untersuchten Gene bestatigt werden konnte.
Dabei ist zu erwadhnen, dass es sich bei den Mikroarray-Daten um andere hMSC-Populationen
handelte als bei den PCR-Analysen, und das Ergebnis der Arrays demnach universell flrr seneszente
hMSC gilt. Des Weiteren stammte die RNA fiir die Mikroarray-Hybridisierungen aus 9 verschiedenen
Patienten. Nur von einer hMSC-Population (hMSC276) wurden Zellen in P1 als auch Px fir die
Analyse verwendet. Dies ist ein weiterer Beweis dafiir, dass die in-vitro-Alterung von hMSC ein
zuverlassiges, artifizielles Modellsystem fiir die Untersuchung der Seneszenz darstellt.

Die Heatmap der Mikroarray-Ergebnisse (Abb. 16) zeigt deutlich, dass jedoch Spendervariabilitdten
zu beobachten sind, die auch in der PCR-Analyse auftreten (Tab. 10). Nur bei 11 von 32 untersuchten
Genen konnte die differentielle Genexpression in allen 5 hMSC-Populationen detektiert werden. Oft
jedoch erfiillten nur 3 von 5 hMSC-Populationen die Erwartungen aus den Mikroarraydaten.

Eine weitere Auffalligkeit stellt die exklusive Expression einiger Gene in P1 bzw. Px dar. Die
Expression von CDKN2A oder CDH1 (cadherin 1) z.B. wird ausschlieBlich in hMSC-seneszent (Px)
induziert, wahrend die Expression von CA2 oder FGFR2 in einigen hMSC-Populationen ausschlieflich
in P1 detektiert werden konnte. Diese Gene scheinen reprimiert zu werden. Ob aktiv oder aufgrund
eingeschrankter Transkriptionsfahigkeit durch seneszenten Verlust der metabolischen Aktivitat der
Zellen (Cristofalo et al. 2004; Muller 2009), muss noch geklart werden.

6.3.3.2 Eingeschrankte Funktion von seneszenten hMSC

Die mindestens 1,5fach differentiell exprimierten Gene aufgrund von Seneszenz wurden einer
GOstat-Analyse unterzogen und es zeigte sich, dass seneszente Zellen Defizite in der Proliferation
und der Replikation aufweisen, da Gene fiir GO-Gruppen des Spindelaufbaus, der Mitose, der
Mikrotubuli und der Replikationsgabel geringer exprimiert waren (Abb. 15). Diese Ergebnisse
entsprechen jenen aus anderen Arbeitsgruppen (lzadpanah et al. 2008; Wagner et al. 2008).

Die ndhere Betrachtung einzelner Gene zeigt (Tab. 13), dass vor allem die Expression von Genen der
Cycline und CDC25-Proteine geringer in seneszenten Zellen vorliegt. Auch Gene, die bereits mit
Seneszenz assoziiert wurden, sind differentiell exprimiert. Insgesamt 6 Gene fiir PSG-Proteine,
darunter PSG5 sind hoher exprimiert, ebenso weitere Seneszenzmarker (siehe auch 6.3.1), wie
CDKN1A, das Gen fur P21, einem Zellzyklusinhibitor (Kong 2003). Die PSG-Proteine kénnen somit
nicht nur in Fibroblasten (Endoh et al. 2009), sondern auch in hMSC zu den Markern flir Seneszenz
durch in-vitro-Alterung gezahlt werden.

Des Weiteren konnten Hinweise fiir oxidativen Stress gefunden werden, durch erhéhte Expression
von SOD2 (superoxide dismutase 2, mitochondrial) und TXNRD1 (thioredoxin reductase 1) (Ebert et
al. 2006b; Lu and Holmgren 2009). Fir einen Zustand von ,inflammaging” spricht die bis zu 50fach
erhohte Expression von SAA1/SAA2, den sogenannten Akute-Phase-Proteinen (siehe 6.5.1) (Dinarello
2006; Grolleau-Julius et al. 2009).

Auch die Migration scheint in diesen Zellen gestért zu sein, wie die reduzierte Expression von
Hyaluronsynthasen (HAS1 und HAS2) und HMMR (hyaluronan-mediated motility receptor) andeuten.
Hyaluronsaure in der extrazellularen Matrix ist notwendig fir die Migration von Zellen, und Tzelloz et
al. konnten 2009 bereits die Abnahme der HASI- und HMMR-Expression in UV-bestrahltem, geal-
tertem Hautgewebe dokumentieren. HMMR ist ein Rezeptor fiir Hyaluronsaure, der als essentiell flir
die Migration in Endothelzellen und Fibroblasten beschrieben wurde (Savani et al. 2001; Tolg et al.
2006). Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen erniedrigter HMMR-Expression und
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erhohter P53-Expression auf Proteinebene festgestellt werden (Sohr and Engeland 2008). Die geringe
Expression des Gens in in-vitro-gealterten hMSC ist somit als Seneszenz-Anzeichen zu betrachten.
Marker fiir osteogene Differenzierung und Knochenaufbau, wie z.B. SPP1, ALPL oder BGLAP sind
geringer exprimiert in den seneszenten Zellen (Narisawa et al. 1997; Komori 2010). Die verringerte
Expression des Gens des Ostrogenrezeptors ESR1 kénnte auf verringerte Response auf Ostradiol in
seneszenten hMSC schlielen lassen (Riggs et al. 2000; Vanderschueren et al. 2004). Interessanter-
weise wird das Gen der Vitamin D3 25-Hydroxylase — CYP2R1 — in hMSC-seneszent geringer
exprimiert als in hMSC-K. Dies bedeutet zum einen, dass das Enzym nicht nur in der Leber exprimiert
wird und dort Vitamin D3 in 25-(OH)D; umwandelt, sondern auch in den Stammzellen des Knochens,
zumindest in friihen Passagen. Bisher war die lokale Expression von CYP2R1 nur in Osteoblasten
nachgewiesen (Ichikawa et al. 1995), und hMSC konnte bisher nur die Expression und enzymatische
Wirkung der 1-a-Hydroxylase (CYP27B1) zugeschrieben werden (Zhou et al. 2010).

Zum anderen scheint aufgrund der Seneszenz CYP2R1 geringer exprimiert zu werden, wodurch die
lokale Produktion von 25-(OH)D; moglicherweise reduziert vorliegt, somit weniger 1,25-(OH),D;
enzymatisch katalysiert werden kann. 1,25-(OH),D; gilt jedoch als Proliferationshemmer, der Zellen in
der Go/G;-Phase des Zellzyklus arretieren lasst (Artaza et al. 2010), so wie es in seneszenten Zellen
ebenfalls zu beobachten ist. Eine reduzierte 1,25-(OH),D;-Bildung in hMSC-seneszent, deren
Proliferationsstopp und Eintritt in die Seneszenz nachgewiesen wurden, scheinen daher wider-
sprichliche Befunde darzustellen. Auf der anderen Seit konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass 1,25-(0OH),D; die Seneszenz von hMSC in Kultur nicht férdert (Klotz et al. submitted).
Dies widerspricht zwar einigen anderen Literaturbefunden, wiirde aber die hier vorliegenden
Mikroarray-Ergebnisse in so weit unterstiitzen, dass der Zellzyklusarrest auf einen Vitamin D3-
unabhangigen Wegen in hMSC-seneszent eingeleitet wurde. Um eine endgiltige Aussage dariber
treffen zu kdonnen, muss jedoch noch auf Proteinebene nachgewiesen werden, ob eine geringer
Expression von CYP2R1 letztendlich tatsdchlich zu einer verringerten Produktion von 1,25-(0OH),D;
flhrt.

Seneszente hMSC scheinen keinen Einfluss auf die Osteoklastogenese auszuiliben. Im Gegenteil sind
PTGS2 und TNFSF11 sogar geringer exprimiert (Tab. 13). Sezernierte Botenstoffe wie Prostaglandine
— synthetisiert von der Prostaglandin-endoperoxid Synthase 2 (PTGS2) — fordern die Transkription
von TNFSF11, dem Gen fiir RANKL (Ryu et al. 2006; Sims and Gooi 2008; Graham et al. 2009b). Das
membranstdandige RANKL auf Osteoblasten und MSC, als auch sezerniertes RANKL regen wiederrum
die Osteoklastogenese an (Horwood et al. 1998; Sims and Gooi 2008). Auch Oncostatin M und 116
kénnen die Expression von RANKL voran treiben. Beide Faktoren wirken Uber den Rezeptor IL6ST
(interleukin 6 signal transducer) (O'Brien et al. 2000; Sims and Gooi 2008), der auf mRNA-Eben in
hMSC-seneszent hoher exprimiert wird. Da die TNFSF11-Expression jedoch gering ist, konnte dies ein
,Rescue”-Versuch der Zellen darstellen.

Hinweise auf einen reduzierten, zelluldren Metabolismus als eines der Kennzeichen der replikativen
Seneszenz liefert die verringerte Expression von Genen vieler Wachstumsfaktoren, u.a. PDGFA,
VEGFA, FGF1 und TGFB2. Der IGF-Signalweg scheint besonders negativ beeinflusst zu sein, IGF2 wird
geringer exprimiert, und das IGF-Bindeprotein IGFBP5 hoher, welches auf Proteinebene IGF bindet,
so dass eine Ligandenwirkung auf die IGF-Rezeptoren nicht stattfinden kann und sich dies negativ auf
die Knochenformation auswirkt (Canalis 2009). Auch FGFR2, ein entscheidender Rezeptor fir die
osteogene Differenzierung (Hamidouche et al. 2010), ist geringer exprimiert.

Alles in allem konnte bewiesen werden, dass die Art und Weise wie die Mikroarray-Daten zur
Seneszenz ermittelt und ausgewertet wurden, korrekt war, denn wie in anderen Literaturquellen
bereits gezeigt, sind auf Genexpressionsebene Defizite in der Proliferation zu beobachten. Bekannte
Marker flr Seneszenz sind ebenfalls auffallig in der vorliegenden Arbeit. Es konnten mit Hilfe dieser
Arbeit viele neue Kandidatengene fiir Seneszenz in hMSC gefunden werden, wie z.B. die stark
erhohte Expression von PSG5, CDH1, IGFBP5 oder SAA1/SAA2 (siehe auch 6.5.1), sowie die reduzierte
oder komplett reprimierte Expression von IGF2, HELLS (siehe auch 6.5.2), HMMR oder FGFR2.
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Seneszente hMSC weisen des Weiteren Defizite im osteogenen Differenzierungspotential, sowie der
Migration auf. Der Metabolismus ist in diesen Zellen eingeschrankt aktiv und die Osteoklastogenese
wird von seneszenten Zellen nicht voran getrieben.

6.3.4 Seneszenz versus Alterung

Replikative Seneszenz ist gekennzeichnet durch einen irreversiblen Proliferationsstopp von Zellen,
mit Reduktion von Metabolismus und Zellfunktion, sowie den Verlust der Replikationsfahigkeit
(Cristofalo et al. 2004; Muller 2009). Seneszenz stellt somit einen Mechanismus auf rein zelluldrer
Ebene dar.

Die Alterung ganzer Organismen hingegen beschreibt die Reduktion von Organfunktionen und die
verringerte Befahigung des Korpers zur Reaktion auf Stress, sowie zur Abwehr von Infektionen und
Krankheiten. Der gealterte Mensch ist durch die Anhdufung von Alters-assoziierten Krankheiten, wie
Arteriosklerose, Osteoporose, Degeneration des Nervensystems und Krebs gekennzeichnet (Kuro-o
2001; Mimeault and Batra 2009; Sahin and Depinho 2010). Zellen aus gealterten Personen stehen
somit unter dem Druck vermehrt Infektionen, Krankheitserreger oder oxidativen Stress abzuwehren.
Des Weiteren hdufen sich DNA-Schaden oder Mutationen im Alter an (Goukassian et al. 2000;
Cabelof et al. 2006; Vijg and Dolle 2007), wodurch die betroffenen Zellen stetig zwischen der
Entscheidung zur Tumorentwicklung, Apoptose oder dem Eintritt in den Gj-Arrest schwanken
(Campisi and d'Adda di Fagagna 2007). Zellulare Degeneration und Funktionsverlust aber auch
unkontrollierte Proliferation und Krebsentwicklung sind zwei mégliche Folgen der in-vivo- Alterung
(Maslov and Vijg 2009).

Der Vergleich der Mikroarray-Daten von in-vitro- und in-vivo-Alterung sollte dazu dienen, Gene oder
Gen-Cluster zu ermitteln, die Aufschluss dartiber geben, ob sich hMSC aus éalteren Personen bereits
einem seneszenten Zustand angendhert haben. Dies soll neue Erkenntnisse dariiber liefern, ob die
Alterung eines Organismus und der damit zusammenhdngende Knochenverlust auf reduzierter
Verfligbarkeit multipotenter, funktioneller Stammzellen beruht.

6.3.4.1  Wenige Uberlappungen im differentiellen Genexpressionsmuster

Trotz der Wahl einer relativ geringen differentiellen Genexpressionsdnderung (1,5fach) beim
Vergleich der beiden SAM-Analysen zu hMC-alt und hMSC-seneszent, erzielte der Vergleich nur
wenige Gemeinsamkeiten. Insgesamt sind nur 79 Genprodukte erhdht exprimiert und 396
Genprodukte geringer exprimiert in beiden Analysen (Abb. 21). Dies bedeutet, dass nur 5,04% aller in
hMSC-alt hoher exprimierten Genprodukte (1429) auch in hMSC-seneszent gefunden wurden. Bei
der verringerten Genexpression handelt es sich um 11,71% aller in hMSC-alt geringer exprimierten
Probesets. Diese geringen Gemeinsamkeiten bestatigen die Ergebnisse von Wagner et al., 2009. Auch
diese Arbeitsgruppe hat kaum lberlappende Gemeinsamkeiten zwischen in-vitro-Seneszenz und in-
vivo-Alterung gefunden, obwohl generell auch weitaus weniger differentielle Genexpression in in-
vivo-gealterten hMSC detektiert werden konnten als in der vorliegenden Arbeit trotz héherem
Altersunterschied (siehe 6.2.1.1). Wagner et al. konnten jedoch zeigen dass es immerhin Tendenzen
zur gleich gerichteten Veranderungen auf Genexpressionsebene gibt. Jene Genprodukte, die in den
hMSC aus alteren Spendern nach gesetzten Auswahlkriterien differentiell exprimiert waren, zeigten
in einer Heatmap ebenfalls dhnliche Genexpressionsanderungen im Verlauf der in-vitro-Alterung,
wenngleich statistisch weniger signifikant (Wagner et al. 2009).

Dadurch dass in der vorliegenden Arbeit die Stringenzen relativ gering gesetzt wurden (FC > 1,5 bzw.
FC < 0,667, q < 10%), konnten zwar relativ wenig, aber dennoch weitaus mehr Gene mit tGberlap-
penden Genexpression in hMSC-alt und hMSC-seneszent detektiert werden als bei Wagner et al.,
20009.
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Dennoch gilt, dass in-vitro-Alterung ein Modellsystem ist, und dadurch die Seneszenz, die moglicher-
weise in-vivo entsteht nur ansatzweise widerspiegeln kann. Die in der vorliegenden Arbeit ver-
wendeten hMSC-seneszent waren mindestens 100 Tage in Kultur bis die RNA fir Mikroarray-
Analysen isoliert wurde. Die RNA von hMSC-alt aus dlteren Spendern wurde bereits nach 3-5 Wochen
Kultivierung isoliert, ebenso die RNA der Kontrollzellen. Wahrend der in-vitro-Alterung verlieren die
Zellen hochstwahrscheinlich ihre in-vivo-Signatur, wodurch ein Vergleich von hMSC-seneszent und
hMSC-alt nur als Anhaltspunkt dienen kann, um Gene der Alterung zu detektieren.

Ungeachtet der Moglichkeit des Verlustes der in-vivo-Signatur kdnnen die vorliegenden Ergebnisse
auch darauf schlieRen lassen, dass die in-vivo-gealterten hMSC nicht in den Zustand der Seneszenz
eingetreten sind. Entweder weil die Personen, aus denen die hMSC-alt isoliert wurden mit ihrem
durchschnittlichen Alter von 81,75 Jahren (+ 4,86) biologisch noch nicht alt genug waren, oder weil
Alterung eines Organismus die Ansammlung von Genomdefekten und Mutationen darstellt, die
letztendlich zu Proliferationsstopp oder aber zu ungehemmter Proliferation fiihren kann, zwei
komplett gegensatzlichen Mechanismen (Maslov and Vijg 2009).

6.3.4.2  Ahnliche Stérungen trotz unterschiedlicher Genexpressionsmuster

Aufgrund der oben beschriebenen Unterschiede zwischen hMSC-alt und dem Modellsystem hMSC-
seneszent sind Gemeinsamkeiten im differentiellen Genexpressionsmuster umso interessanter und
aussagekraftiger.

Es zeigte sich mittels GOstat-Analysen, dass die Gruppe geringer exprimierten Genprodukten in
beiden SAM-Ergebnissen (iberreprasentativ viele Gene fiir den Spindelaufbau, die Mikrotubuli und
der Mitose enthalten (Tab. 12), was auf eine Storung des Zellzyklus schlieRen lasst. Ebenfalls gemein-
sam haben hMSC-seneszent und hMSC-alt die verringerte Expression vieler Cycline (Tab. 13).
Seneszenzmarker, wie z.B. PSG, CDKN2A oder HELLS sind in hMSC-alt jedoch nicht differentiell
exprimiert. Allein die verringerte Expression von BMI1 als Inhibitor von P16 ldasst zusammen mit den
genannten Storungen des Zellzyklus auf verringerte Proliferation auch in hMSC aus alteren Personen
schlieRen.

Die Migration ist in beiden Systemen betroffen, aber auf unterschiedliche Weise, denn in-vitro-
gealterte hMSC weisen Defizite in der Hyaluronsadure-vermittelten Zellwanderung auf (siehe 6.3.3.2),
wahrend in hMSC-alt ein steifes Aktin-Cytoskelett zeigen (siehe 6.2.1.2). Des Weiteren konnte in
beiden Zelltypen die verringerte Expression eines Toll-like Rezeptors — TLR3 bzw. TLR4 — detektiert
werden (Tab. 13). Zumindest die Bedeutung von TLR3 wurde in hMSC bereits untersucht, und ein
neutralisierender Antikorper gegen den Rezeptor verminderte die Migrationsfahigkeit der Zellen in
Kultur (Tomchuck et al. 2008). Auch die Aktivierung von TLR4 wurde kirzlich als bedeutsam fiir die
Zellwanderung beschrieben (Zhou et al. 2011).

Die Fahigkeit osteogen zu differenzieren bzw. die Bildung von Praosteoblasten kénnte somit in
beiden gealterten hMSC gestort sein, wenngleich hMSC-seneszent weit mehr Markergene fiir Osteo-
blasten geringer exprimieren als hMSC-alt (Tab. 13). In-vivo-gealterte hMSC weisen zudem besonders
haufig differentielle Expression von Genen des WNT- und BMP-Signalweges auf, die beide essentiell
fir die Osteoblastogenese sind (siehe 6.2.1.2). Das Gen fiir LRP5 ist in beiden Systemen geringer
exprimiert. LRP5 wird als einer der Schlisselfaktoren fiir die Entstehung von Osteoporose
beschrieben (Richards et al. 2009). Eine verringerte Expression ldsst somit auf reduzierte
Knochenformation schlieBen.

Des Weiteren ist die Genexpression von epigenetischen Modulatoren verandert. Humane hMSC aus
dlteren Patienten exprimieren die Histonacetylasen HDAC8 und 9, sowie ATRX — eine Helikase der
SNF2-Superfamilie, die dhnlich wie HELLS in der DNA-Methylierung involviert ist — geringer (Sun and
Arceci 2005; Haberland et al. 2009; Sugo et al. 2010). In seneszenten hMSC ist DNMT1 geringer
exprimiert, und dies kénnte zusammen mit der verringerten Expression von HELLS in diesen Zellen zu
dem bereits beobachteten Phanomen des verringerten Methylierungsgrades aufgrund des Alters
flihren, was in vielen gealterten Geweben beobachtet werden konnte (Lopatina et al. 2002; Fraga et
al. 2005; Sun and Arceci 2005; Gravina and Vijg 2010).
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Die ermittelten Daten lassen darauf schlieBen, dass in-vitro-gealterte hMSC durchaus Gemein-
samkeiten zu in-vivo-gealterten hMSC aufweisen, zumindest hinsichtlich der Funktion der differen-
tiell exprimierten Gene. In beiden Systemen ist der Zellzyklus gestort und es gibt auch in hMSC-alt
Hinweise auf Seneszenz. Die Migration ist ebenfalls negativ beeinflusst, wenngleich auf
unterschiedliche Art und Weise. Des Weiteren konnten in beiden hMSC-Gruppen Stérungen im
Differenzierungspotential sowie Anderung von epigenetischen Modulatoren detektiert werden.

6.4 Osteoporose

Osteoporose ist durch eine erhdhte Resorption durch Osteoklasten und eine reduzierte Aktivitat von
Osteoblasten beschrieben (Jilka 2003; Pernow et al. 2006; Galic et al. 2010). (Boyle et al. 2003). In der
vorliegenden Arbeit wurde das Genexpressionsmuster von hMSC aus Osteoporose-Patienten
untersucht, um herauszufinden, ob die Defizite der Knochenformation bereits in den Stammzellen —
den Vorlauferzellen der Osteoblasten — zu finden sind.

6.4.1 Das Transkriptom osteoporotischer hMSC ist verandert

Die Untersuchungen wurden mit Mikroarray-Analysen von hMSC-OP aus Osteoporose-Patienten und
den Kontrollzellen hMSC-K durchgefiihrt. Da sich die Spender dieser beiden hMSC-Gruppen jedoch
um ca. 28,6 Jahre unterscheiden, konnte keine Aussage Uber die Verdanderungen des Transkriptoms
allein aufgrund des Alters getroffen werden. Ein Vergleich der Daten mit den SAM-Ergebnissen zu
hMSC-alt (siehe 6.2.1), deren Spender sich nur in ca. 4,45 Jahren von den Spendern der hMSC-OP
unterscheiden, diente dazu, nur die durch Osteoporose bedingten Veranderungen zu detektieren.

6.4.1.1 Reproduzierbare Genexpressionsanderungen trotz Spendervariabilitat

Die Mikroarray-Daten der hMSC-OP wurden nicht gleich direkt mit jenen der hMSC-alt mittels SAM
verrechnet, unter der Annahme, dass sich im Alter auch andere Krankheiten hdufen, die das
Genexpressionsmuster und die Ergebnisse dieser SAM beeinflussen kdnnten. Gene, die z.B. bei
Osteoarthrose — einer im Alter gehauft auftretende Krankheit (Karkucak et al. 2010) — als auch bei
Osteoporose in hMSC héher exprimiert waren, wiirden dann keine Genexpressionsanderung zeigen
und somit aus der naheren Betrachtung herausfallen (Logar et al. 2007; Coleman et al. 2010). Daher
wurde der Vergleich mit hMSC-K aus Spendern mittleren Alters gewahlt, um dieses mogliche
Phdanomen zu umgehen. Ein Vergleich mit hMSC aus weitaus jingeren Donoren (< 20 Jahre) wére
noch aussagekraftiger, konnte jedoch aufgrund der mangelnder Patientenverfligbarkeit nicht
gewadhrleistet werden.

Allein der Vergleich von hMSC-OP und hMSC-K erbrachte, dass 1574 Genprodukte in hMSC-OP héher
und 1135 Genprodukte in diesen Zellen geringer exprimiert werden. Dies sind weitaus weniger als
beim Vergleich der nicht-osteoporotischen hMSC-alt mit hMSC-K (siehe 6.2.1).

Bei der Evaluierung der SAM-Ergebnisse mittels semi-quantitativer PCR konnten die Ergebnisse der
Mikroarray-Analysen zu 63,63% anhand von 11 untersuchten Genen bestatigt werden (Tab. 11). Fiir
die Evaluierung wurde RNA von 4 der 5 hMSC-OP aus den Mirkroarray-Hybridisierungen verwendet.
Von der 5. hMSC-OP-Population (hMSC558) stand keine RNA mehr zur Verfiigung. Als Kontrollgruppe
dienten hMSC aus 9 verschiedenen Spendern, da auch hier keine RNA der in den Mikroarray-
Analysen verwendeten hMSC-K-Populationen mehr vorhanden war. Die Heatmat zu den Mikroarray-
Daten zeigt bereits, dass in der Gruppe hMSC-K Spendervariabilitaten fiir Probesets der Gene TGFB1,
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VEGFA und WNTB5 auftraten (Abb. 20). Eine differentielle Expression fiir diese Gene konnte in der
Evaluierung nicht nachgewiesen werden, was auf eine starke Heterogenitdt im Genexpressions-
muster der hMSC-K-Populationen allgemein schlieBen lasst. Das Alter der Spender fiir die 9 hMSC-K-
Populationen betrug durchschnittlich 47 Jahre. Wie in Abschnitt 6.2.1 bereits beschrieben, ist dieses
Alter zumindest bei Frauen sehr heterogen hinsichtlich des Einsetzens der Menopause und des damit
zusammenhangenden Ostrogenmangels, der den Alters-assoziierten Knochenverlust einleitet (Duque
2008; Langsetmo et al. 2010; Sahin et al. 2011). Beginnender Knochenverlust bei Spendern der
hMSC-K kénnte somit die Ergebnisse des Vergleiches hMSC-OP mit hMSC-K verwischen, und daher
die biologische Evaluierung aufgrund der Verwendung neuer hMSC-Populationen erschweren.

6.4.1.2 Die Anderungen im Genexpressionsmuster sind different von Spendern
gleichen Alters ohne Osteoporose

6.4.1.2.1  Wenig Gemeinsamkeiten zwischen in-vivo-gealterten hMSC und
hMSC-OP

Die oben beschriebenen SAM-Daten (6.4.1.1) wurden mit den Daten aus der SAM zu hMSC-alt (6.2.1)
verglichen, und es zeigte sich, dass trotz dhnlichem Alter der Spender, nur wenige Uberlappungen im
differentiellen Genexpressionsmuster von hMSC-alt und hMSC-OP auftratraten. Nur 96 Genprodukte
sind in beiden hMSC-Gruppen hoher eprimiert und 140 Genprodukte sind geringer exprimiert, und
kénnen somit als differentiell exprimiert aufgrund des Alters der Spender und nicht aufgrund der
Osteoporose definiert werden (Abb. 21).

Zu den hoher exprimierten Genen in beiden Gruppen zahlt unter anderem PDGFA. Dieser Wachs-
tumsfaktor wurde als hemmend fiir die Osteogenese beschrieben, aber fordert die Zellproliferation
(Tanaka and Liang 1995; Graham et al. 2009a). GOstat-Analysen zeigten, dass weitere lberlappend in
hMSC-OP und hMSC-alt hoher exprimierte Gene Uberreprasentativ haufig der GO-Gruppe
Zellproliferation zuzuordnen sind (Tab. 12). Eine Einleitung von oxidativem Stress tiber RAS-Signal-
kaskaden ist jedoch fiir PDGF ebenfalls beschrieben worden (Eswarakumar et al. 2005; Ramos 2008).

Interessanterweise konnten Uberexprimierte Gene auch der GO-Gruppe Neurogenese zugeordnet
werden und lassen auf die Differenzierung der hMSC-OP in die neurogene Richtung schliefen. Das
Potential zur Bildung von neuronalen Zellen wurde fiir hMSC bereits beschrieben (Blondheim et al.
20086). Es stellt sich jedoch die Frage, warum gealterte hMSC diese Richtung zu praferieren scheinen.
In anderen Stammzellen wurde gezeigt, dass der Verlust der Selbstregeneration aufgrund von
Alterung, oxidativem Stress oder DNA-Schaden zu einer pramaturen Reifung fiihren kann, oft sogar in
weniger offensichtliche Richtungen. Zum Beispiel konnen gealterte, hdamatopoetische Stammzellen in
die myeloide Richtung differenzieren und Stammzellen der Muskeln in die fibrogene Richtung (Choi
and Artandi 2009). Dass hMSC-OP und hMSC-alt gemeinsam das Potential zur Bildung von Neural-
zellen erhéhen, kdnnte somit eine pramature, ungerichtete Differenzierung darstellen.

Das Gen MAB21L2 ist entsprechend Mikroarray-Daten nicht nur in hMSC-alt (max. FC = 2,71) (siehe
auch 6.2.1.2), sondern auch in hMSC-OP hoéher exprimiert (max. FC = 14,43). Dieses Gen ist ein
Beispiel dafiir, dass nicht alle Gene, die in die gleiche Richtung in hMSC-alt und hMSC-OP differentiell
exprimiert sind, dies zwangslaufig nur aufgrund des Alters tun. Die semi-quantitative Untersuchung
der Expression von MAB21L2 bestatigte, dass das Gen in hMSC-alt aus alteren Personen zwar héher
exprimiert wird, jedoch in osteoporotischen hMSC nochmals héher exprimiert als in hMSC-alt vor-
gefunden werden kann (Abb. 34). Somit stellt die erh6hte Genexpression von MAB21L2 vermutlich
ein Phanomen dar, das mit reduzierter Knochenformation einher geht, die generell aufgrund des
Alters zu beobachten ist, und in der Osteoporose nochmals starker ausgepragt ist (Bartl 2008; Duque
2008; Langsetmo et al. 2010). Da MAB21L2 als Inhibitor des BMP-Signalweges fungiert (Baldessari et
al. 2004), und dieser Signalweg essentiell fiir die Knochenformation ist, stellt das Protein ein neues
Kandidatengen des Alters- und/oder Osteoporose-bedingten Knochenverlustes dar und sollte in
Zukunft in der Zellkultur und an transgenen Tiermodellen ndher untersucht werden.
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Gene, die in hMSC-alt als auch hMSC-OP geringer exprimiert werden und gleichzeitig liber-
reprasentativ GO-Gruppen zugeordnet werden kdnnen, werden ebenfalls in hMSC-seneszenz
geringer exprimiert und in Abschnitt 6.4.2 naher erklart.

6.4.1.2.2  Funktionelle Stérungen in hMSC bei Osteoporose

Nach Abzug der differentiell exprimierten Genprodukte aufgrund des Patientenalters, ergaben sich
995 geringer exprimierte und 1478 hoher exprimierte Genprodukte ausschlieBlich aufgrund von
Osteoporose in hMSC-OP. Wie oben bereits erwahnt, sind dies deutlich weniger Genprodukte als in
hMSC-alt aus Personen vergleichbaren Alters ohne Osteoporose differentiell exprimiert werden. Es
stellt sich daher die Frage ob die polygenetische Krankheit Osteoporose auf eine abzuschatzende
Anzahl von Genen reduziert werden kann, wahrend die hMSC aus é&lteren Personen ohne
Osteoporose eine viel breitere Streuung des Genexpressionsmusters aufgrund von unbekannten
Grund- oder Nebenerkrankungen aufweisen. Das in osteoporotischen hMSC auftretende Muster
scheint eingrenzbar und distinkter zu sein. Eine Erhéhung der Stringenz bei der Betrachtung der
SAM-Daten, wie z.B. bei der Rangliste fir die Identifizierung von Osteoporosekandidaten (Tab. 18),
wirde diesen Pool an differentiell exprimierten Genen weiter eingrenzen und spezifizieren.
GOstat-Analysen an diesen verbliebenen Genprodukten zeigten nur wenig Gberreprasentierte, wenn-
gleich aussagekraftige GO-Gruppen auf. Geringer exprimierte Gene lassen sich flr Funktionen bei der
Chromosomenkondensation und dem Kinetochor finden (Abb. 23). Fehlerhafte oder nicht konden-
sierte Chromosomen fiihren zu fehlerhafter Bindung der Kinetochore an die Spindelmikrotubuli und
letztendlich zur Misssegregation der Chromosomen wahrend der Mitose (Samoshkin et al. 2009).
Gene fur CENPE (centromere protein E, 312kDa), SMC2 (structural maintenance of chromosomes 2)
und NSL1 (MIND kinetochore complex component, homolog) sind betroffen (Anhang Tab. 25) und
werden als essentiell fur die korrekte Chromosomentrennung beschrieben (Scharfenberger et al.
2003; Behlke-Steinert et al. 2009; Maia et al. 2010).

Die Stabilitat der Replikationsgabel ist ebenfalls essentiell, um die Anhdufung und Weitergabe von
DNA-Schaden zu vermeiden (Ruzankina et al. 2008), die sich vor allem bei der Alterung anhaufen und
zu Seneszenz oder Tumoren fiihren kdnnen (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007). In hMSC-OP sind
Gene, deren Proteine Funktionen beim Aufbau der Replikationsgabel und dem Replisom erfiillen,
geringer exprimiert.

In hMSC-OP gibt es Hinweise filir gestérte Migration (Abb. 23). TIMP2 (TIMP metallopeptidase
inhibitor 2) ist hoher exprimiert, wodurch fiir die Zellwanderung wichtige Metalloproteinasen
gehemmt werden kdonnten (Lee et al. 2011). Des Weiteren sind TLR3 und TLR4 geringer exprimiert in
den osteoporotischen Stammzellen (Tomchuck et al. 2008; Zhou et al. 2011). Ebenso die
Hyaluronsdure-vermittelte Migration konnte aufgrund der geringen Expression von HMMR auf
Defizite hinweisen (Savani et al. 2001; Tolg et al. 2006).

Chemoattraktantien bzw. deren Rezeptoren werden in osteoporotischen Stammzellen jedoch héher
exprimiert, wie z.B. CYR61 (cysteine-rich, angiogenic inducer, 61) und S1PR1 (sphingosine-1-
phosphate receptor 1, EDG1) (Tab. 13, Anhang

Tab. 26) (Schutze et al. 2007; Pederson et al. 2008; Ishii et al. 2009). Die erhdhte Expression des
Rezeptors S1PR1 kdnnte auf eine autokrine Stimulation der Migration hindeuten. CYR61 kdnnte sich
— libertragen auf eine in-vivo-Situation — autokrin als auch parakrin auf Nachbarzellen auswirken, wie
z.B. Osteoklasten oder Osteoklastenvorldufer. Es konnten weitere Osteoklastogenese-fordernde
Faktoren differentiell exprimiert in hMSC-OP ge-funden werden. CSF1 wird auf mRNA-Ebene in
hMSC-OP hoher exprimiert, ebenso die Prostaglandin-synthetisierende Synthase PTGS2. Wenn die
erhohte Expression dieser Synthase letztendlich zu einer erhéhten Prostaglandin Synthese und
Sekretion flhren sollte, konnte dies zusammen mit der erhdhten Expression von ANGPTL4
(angiopoietin-like 4) die Osteoklastogenese stimulieren (Anhang

Tab. 26, Tab. 13) (Sims and Gooi 2008; Graham et al. 2009b; Knowles et al. 2010). Des Weiteren wird
der Rezeptor PTHR1 hdher exprimiert. Es ist bekannt, dass kontinuierliche Gaben von PTH oder
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PTHLH, somit also auch die kontinuierliche Aktivierung des Rezeptors zu erhéhter Knochenresorption
fihrt (Sims and Gooi 2008; Datta and Abou-Samra 2009).

Gene, die mit Angiogenese assoziiert werden, sind in hMSC-OP ebenfalls hoher exprimiert (ANGPTL4,
VEGFB, BTG1). Es wurde bereits gezeigt, dass hMSC in-vitro in die endotheliale Richtung
differenzieren kénnen (Chung et al. 2009). Moglicherweise stellt diese Art der Differenzierung, wie
die oben beschriebene Tendenz zur Neurogenese in alten hMSC (siehe 6.4.1.2.1), einen weiteren
Beweis fiir die fehlgerichtete Differenzierungskapazitat und den Verlust der Stemness in hMSC-OP
aufgrund von Seneszenzanzeichen dar (Choi and Artandi 2009).

Des Weiteren sind viele Wachstumsfaktoren bzw. deren Rezeptoren neben PDGFA hoher exprimiert:
VEGFB, IGF2, IGF2R, FGFR1 und HBEGF (Tab. 13). Diese erhohte, autokrine Stimulation konnte eben-
falls einen ,Rescue”“-Mechanismus der Zellen darstellen, um dem Proliferationsstopp zu entgehen.
Da es Anzeichen von Seneszenz in hMSC-OP gibt (siehe 6.4.2) kann angenommen werden, dass die
Wirkung der Mitogene auf refraktdre Zellen wirkungslos bleibt. Die erhhte mitogene Stimulation
von Nachbarzellen in-vivo wére jedoch denkbar.

Marker der Knochenformation sind, entsprechend dem noch multipotenten Status der MSC kaum
differentiell exprimiert. Jedoch spricht die erh6hte Expression des WNT-Signalweg-Inhibitors SOST fir
eine Stérung der Osteogenese, da das Protein Sclerostin die Differenzierung und Proliferation von
Osteoblasten und MSC hemmt, sowie die Apoptose von Osteoblasten fordert (siehe 6.5.3) (ten Dijke
et al. 2008; Galli et al. 2010). KREMEN1 ist ebenfalls hoher exprimiert. An Mausen konnte gezeigt
werden, dass zumindest der gleichzeitige Knock-out von KREMEN1 und KREMEN2 zu einem erhdhten
Knochenvolumen und erhéhter Knochenformationsrate fiihrt, wahrend umgekehrt KEMEN2-
transgene Tiere eine ausgepragte Osteopenie und gestorte Knochenheilung aufweisen (unpublizierte
Ergebnisse in Kooperation mit Dr. T. Schinke und Mitarb., Hamburg). Beide Proteine kénnen somit
ebenfalls die Knochenbildung negativ beeinflussen (Ellwanger et al. 2008). LRP5, das Gen des WNT-
Rezeptors ist jedoch hoher exprimiert, sollte aber seine Osteogenese-férdernde Wirkung verlieren,
aufgrund der hoher exprimierten Inhibitoren (Li et al. 2005b). LRP5 wird als eines der
vielversprechensten Kandidaten der Osteoporose gehandelt, da loss-of-function-Muationen zu
Knochenverlust flihren (Liu et al. 2006b; Richards et al. 2009).

Des Weiteren sind die Osteoblastenmarker COLIA1 und IBSP, sowie der Androgen-Rezeptor AR
hoher exprimiert. In Mikroarray-Analysen einer anderen Arbeitsgruppe zu Osteoblasten aus
Osteoporose-Patienten konnte IBSP ebenfalls geringer exprimiert vorgefunden werden (Trost et al.
2010). COL1A1 hingegen wurde in der Literatur in osteoporotischen MSC geringer exprimiert
beschrieben (Dalle Carbonare et al. 2009). Ein Transkriptions-hemmender Polymorphismus in AR
wurde ebenfalls als Osteoporose-relevant beschrieben (Langdahl et al. 2003).

Die vorliegenden Ergebnisse zur osteogenen Differenzierungsfahigkeit und dem WNT-Signalweg in
hMSC-OP sind z.T kontrovers zu Literurbefunden. Analysen auf mRNA- und Proteinebene, sowie
funktionelle Untersuchungen des WNT-Signalweges in hMSC sollten in der Zukunft naher Aufschluss
Uber die zugrunde liegenden Mechanismen in osteoporotischen hMSC hinsichtlich ihrer Knochen-
bildenden Kapazitat liefern.

6.4.2 hMSC-OP zeigen Anzeichen von Seneszenz

Der Vergleich der differentiellen Genexpressionsmuster in hMSC-OP und nicht-osteoporotischen, in-
vitro-gealterten hMSC-seneszent erbrachte relativ viele Gemeinsamkeiten. 222 Genprodukte sind in
beiden hMSC-Gruppen geringer exprimiert, 57 hoher. Der Vergleich aller drei in dieser Arbeit
durchgefiihrten SAM zeigte, dass davon 42 Genprodukte sowohl in hMSC-seneszent, als auch in
hMSC-OP und hMSC-alt geringer exprimiert werden, und 7 Genprodukte in allen drei h(MSC-Gruppen
hoher (Abb. 21). Diese Genprodukte stellen somit Seneszenz-assoziierte Gene dar, die vor allem auf
Defizite in Mitose, Zellzyklus-Checkpoint, Mikrotubuli, Spindelaufbau und DNA-Reparatur schlieBen
lassen (Tab. 12). Interessanterweise befinden sich unter den in allen drei hMSC-Gruppen bzw. in
hMSC-seneszent und hMSC-OP (berlappend differentiell exprimierten Genen, Kandidaten, die bei
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Mikroarray-Untersuchungen an osteoporotischen Osteoblasten in der Literatur ebenfalls geringer
exprimiert vorlagen: HMMR, CCNB1, CCNB2, LMNB1, ANLN, CDC2 und TOP2A (Trost et al. 2010). FST
(follistatin), ein Forderer der Knochenformation durch antagonisierende Wirkung zu Activin A ist
eines der 7 Gene, die in hMSC-alt, hMSC-seneszent und hMSC-OP héher exprimiert werden (Eijken et
al. 2007). Dieses Gen wurde auch in osteoporotischem Knochen differentiell exprimiert vorgefunden
(Hopwood et al. 2009).

IGFBP5 ist, wenngleich reprasentiert durch jeweils unterschiedliche Probesets, ebenfalls in hMSC-alt,
hMSC-OP und hMSC-seneszent héher exprimiert. Die Uberexpression von IGFBP5S fiihrte in M&usen
zu reduzierter Osteoblastenfunktion und geringerer Knochendichte (Canalis 2009).

Diese Ubereinstimmungen mit Literaturbefunden untermauern erneut die Verlisslichkeit der in
dieser Arbeit durchgefiihrten Mikroarray-Analysen und -Berechnungen, und tragen dazu bei, die Liste
moglicher Kandidatengene fir Osteoporose noch starker einzugrenzen. Des Weiteren zeigt die Uiber-
lappende Expression in hMSC-OP und hMSC-seneszent, dass es sich hierbei vermutlich um Gene
handelt, die aufgrund der Seneszenz differentiell exprimiert werden. Osteoporotische MSC-OP
weisen somit Seneszenz-Anzeichen auf, die die Funktion dieser Zellen einschrankt.

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Mikroarray-Daten zum Genexpressionsmuster von
hMSC-OP aus Osteoporose-Patienten auf Defekte in Migration und Genom-Integritdt, sowie
Stérungen im WNT-Signalweg und fehlgerichtete Differenzierung hin. Uber das osteogene Differen-
zierungspotential der Zellen konnte mittels der Daten keine Aussage getroffen werden. Osteo-
porotische hMSC weisen jedoch Anzeichen von reduzierter Proliferation und Seneszenz auf und
beeinflussen die Osteoklastogenese positiv, wodurch die Knochenresorption direkt tber diese
Stammzellen geférdert wird. Analysen an Knochengewebe oder Patientenseren erbrachten bereits
viele Kandidatengene fiir die Osteoporose und in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass von diesen eindeutigen Kandidaten bereits zwei in den knochenbildenden Stammzellen auffallig
sind: SOST und CSF1 (Wei et al. 2006; Richards et al. 2009). Weitere putative Kandidaten der
Osteoporose sind ebenfalls in hMSC-OP differentiell exprimiert: HMMR, FST, IGFBP5 u.a. (Canalis
2009; Hopwood et al. 2009; Trost et al. 2010).

Damit ist gezeigt, dass Defizite in der Knochenformation bei Osteoporose bereits in den
Grundbausteinen der Knochenbildung zu finden sind.

6.5 Miittels Mikroarray-Analysen ermittelte Kandidatengene

6.5.1 A-SAA — Mineralisierungsforderer und Marker fiir Stress

6.5.1.1 Erhohte A-SAA-Expression: Seneszenz versus Krebs

Inflammation ist ein Begleiter der Gewebeheilung und der Regeneration, kann jedoch vorteilhafte als
auch negative Effekte auf den Organismus ausiiben. Die bei der proinflammatorischen Akute-Phase-
Reaktion sezernierten Botenstoffe leiten Wundheilungsprozesse und weitere inflammatorische
Reaktionen ein (Baumann and Gauldie 1994). Chronische Inflammation hingegen wirkt sich negativ
auf den Organismus aus, kann zu Autoimmun- und chronischen Inflammationskrankheiten, wie z.B.
Rheumatoide Arthritis, fuhren (Ostan et al. 2008; van der Hilst et al. 2008), aber auch Tumor-
entwicklung (Dinarello 2006), sowie die Alterung des Organismus (Weiskopf et al. 2009) voran
treiben.

Mikroarray-Analysen zeigten, dass in seneszenten hMSC die Gene der Akute-Phase Serum Amyloide
A Proteine (A-SAA) — SAA1 und SAA2 — bis zu 52fach hoher exprimiert werden als in hMSC P1. Semi-
guantitative PCR-Analysen konnten dies bestatigen, oft wurde sogar eine exklusive Expression in der
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seneszenten Passage Px detektiert (Tab. 16). Jedoch ist die Expressionszunahme nicht so konsistent
wie bei dem Seneszenz-Marker CDKN2A (Tab. 10), denn 3 von 12 hMSC-Populationen zeigen eine
hohere A-SAA-Expression in P1 verglichen mit Px. Da die Stammzellen aus Hiftkoépfen von Patienten
entnommen wurden, die oft an Osteoarthrose litten, konnte die erhdhte Expression der A-SAA in
frihen Kultivierungsphasen auf diese Erkrankung zuriick zu fiihren sein. Ein Zusammenhang zwischen
erhohtem SAA-Serumlevel in Trauma-Patienten und bei oxidativem Stress — ein moglicher Grund fir
die Entstehung von Seneszenz — ist ebenfalls beschrieben (Rael et al. 2009). Es konnte zudem gezeigt
werden, dass die Uberexpression von SAA1 oder SAA2 in immortalisierten hMSC-TERT zu erhohter
Aktivitat von SA-B-Gal — einem Seneszenzmarker — fihrt (Abb. 30), jedoch gleichzeitig die stark
erhéhte Proliferation der Zellen bedingt (Abb. 29B). Eine Uberexpression von A-SAA fiihrt in diesen
Zellen auch zu einer morphologischen Verdanderung (Abb. 29 C). Sie weisen eine langliche, schmale
Form auf, die besonders stark in, mit SAA2 stabil transfizierten Zellen auftritt. Dieser Unterschied
zwischen SAA2-hMSC-TERT und SAA1-hMSC-TERT kdnnte auf der Expression von A-SAA beruhen, die
in SAA2-hMSC-TERT weitaus hoher ist als in SAA1-hMSC-TERT (Abb. 29A).

Die erhohte Proliferationsbereitschaft dieser immortalisierten Zellklone steht im Gegensatz zur
abnehmenden Proliferationsgeschwindigkeit in primaren hMSC wahrend der in-vitro-Alterung.

A-SAA ist als Biomarker fiir bestimmte Krebsarten bereits beschrieben und wurde im Serum von
Krebspatienten erhéht vorgefunden (Cho et al. 2010). Aber auch das Tumorgewebe selbst exprimiert
mehr A-SAA, wie in einem Vergleich von Endrometriumkarzinom mit gesunder Gebarmutterschleim-
haut gezeigt wurde (Cocco et al. 2010). Da hMSC-TERT durch die Uberexpression von Telomerase
eine Gemeinsamkeit zu vielen Tumorarten aufweisen (Artandi and DePinho 2010), kénnte die
zusitzliche Uberexpression von A-SAA zu einer weiteren Anniherung der Zelllinie an einen
Krebszellcharakter darstellen, wie die erhdhte Proliferationsgeschwindigkeit dieser Zellen vermuten
lasst.

Alles in allem wurden in der vorliegenden Arbeit zwei gegensatzliche Funktionen von A-SAA in
mesenchymalen Stammzellen aufgezeigt. Zum einen deutet die erhohte Expression von A-SAA auf
Stress und letztendlich auf Seneszenz hin, wie in in-vitro-gealterten, primaren hMSC gezeigt werden
konnte. Zum anderen beglinstigt A-SAA jedoch mdglicherweise auch die Tumorentwicklung, wenn
zumindest eine von vielen krebsfordernden Bedingungen — wie z.B. aktivierte Telomerase — bereits
vorliegt. Die Einflihrung von A-SAA als neuer Seneszenz-Marker ware somit zu Gberdenken.

6.5.1.2  A-SAA fordert die Mineralisierung

Da in einigen anderen Arbeiten seneszente hMSC in ihrer Fahigkeit, osteogen zu differenzieren, als
eingeschrankt beschrieben wurden (Vacanti et al. 2005), wurde in der vorliegenden Arbeit die
Bedeutung der erhdhten A-SAA-Expression fir diese Funktion untersucht. Es konnte bereits bestatigt
werden, dass bei der osteogenen Differenzierung die Expression von SAA1 als auch SAA2 ansteigt
(Kovacevic et al. 2008). Durch Zugabe von rekombinantem hSAA1 konnte die Mineralisierung
wahrend der osteogenen Differenzierung verstarkt werden (Abb. 28A-C). Die Expression von
osteogenen Markern war zwischen den verscheiden hMSC-Populationen inkonsistent, da alle drei
Populationen auch unterschiedlich stark mineralisierten. Eine verstdrkte Mineralisierung durch
rhSAA1-Stimulation in hMSC-TERT konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 28 D). Dies
konnte darauf zuriick zu fiihren sein, dass hMSC-TERT im Vergleich zu hMSC nur 10 statt 21 Tage
differenziert werden konnten, um eine Ablésung vom Untergrund zu vermeiden. Eine Uber-
expression von A-SAA in hMSC-TERT bestatigt jedoch das in primdaren hMSC zu beobachtende
Phanomen der verstarkten Mineralisierung (Abb. 30A).

Kirzlich veroffentlichte Arbeiten zeigen, dass TNFA und IL1 im osteogenen Differenzierungsmedium
die Mineralisierung férdern, indem die ALP-Aktivitat steigt und die COL1A1-Expression sinkt (Ding et
al. 2009). Es ist ebenfalls bereits bekannt, dass TNFA die Mineralisierung lber die Aktivierung des
NFKB-Signalweges in osteogen differenzierenden hMSC fordert (Hess et al. 2009). Da TNFA und IL1
als Stimulatoren der A-SAA-Expression beschrieben sind (Kovacevic et al. 2008), und NFKB wiederum
durch A-SAA aktiviert wird, beweisen die vorliegenden Ergebnisse, dass A-SAA das fehlende
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Bindeglied zwischen Zytokinen und NFKB, und der damit einher gehenden Steigerung der
Mineralisierung darstellt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die erhohte A-SAA-Expression in seneszenten
hMSC keinen Einfluss auf deren reduziertes osteogenes Differenzierungspotential hat, das nach
Vacanti et al. (2005) aufgrund von Seneszenz abnimmt. Im Gegenteil fordern SAA1 und SAA2 die
Mineralisierung. Dies kdnnte in der in-vivo-Situation die pathologische Entstehung von Osteophyten
erklaren, deren Anzahl mit dem Alter der Patienten zunimmt (Watanabe and Terazawa 2006). Die
durch Alterung erhohte Expression dieser Akute-Phase-Proteine unterstiitzt auch die Hypothese,
dass sie bei der Entstehung von extra-skelettalen Kalzifizierungen — wie z.B. Artheriosklerose —
beteiligt sein kdnnten (Hua et al. 2009), deren Risikofaktor ebenfalls das Alter darstellt. Als Nachweis
dieser Hypothese koénnte die stabile Transfektion von A-SAA in Endothelzellen dienen.

Da A-SAA die Mineralisierung fordert, missen demnach andere Faktoren und Umstdnde zum
reduzierten, osteogenen Differenzierungspotential von seneszenten hMSC beitragen.

6.5.1.3  Stress stimuliert Expression von A-SAA und Metalloproteinasen

In allen Fallen, ob bei in-vitro-Alterung von primaren hMSC oder nach Serum-Entzug in hMSC-TERT,
wurde ein paralleles Expressionsmuster von SAAI und SAA2 festgestellt. Selbst hMSC mit
Uberexpression von SAA1 exprimierten auch SAA2 héher und vice versa (Abb. 29A). Es konnte sogar
gezeigt werden, dass das Einbringen von SAA1 bzw. SAA2 mittels Vektoren auch die Transkription des
endogenen A-SAA anregt. Dies bestatigt die Annahme, dass SAA1 und SAA2 gekoppelt exprimiert
werden (Steel and Whitehead 1994). Die Stimulation mit rekombinantem rhSAA1 férderte in 2 von 3
hMSC-Populationen ebenfalls die SAAI- bzw. SAA2-Expression (Abb. 28E). Dies lasst vermuten, dass
A-SAA-Proteine — ob rekombinant oder endogen produziert — die A-SAA-Transkription stimulieren.
Der zweitagige Serum-Entzug fihrt in den SAA-hMSC-TERT-Klonen zu einer noch starkeren, morpho-
logischen Veranderung, wie besonders deutlich an SAA2-hMSC-TERT zu beobachten ist (Abb. 29B).
Da dieser Klon bereits von Beginn an mehr A-SAA exprimiert (Abb. 29A) und eine extrem veradnderte
Zellform aufweist, kann die Hypothese verfolgt werden, dass nicht der Serum-Entzug fir die
morphologische Verdanderung verantwortlich ist, sondern die nochmals erhéhte SAAI- und SAA2-
Expression in diesen Zellen (Abb. 30D). Ein Unterschied in der SA-B-Gal-Aktivitat konnte aufgrund
von Stress nicht beobachtete werden, generell weisen die A-SAA-hMSC-TERT-Zellen deutlich mehr
SA-R-Gal-positive Zellen auf als die Kontrollzellen, wie bereits oben beschrieben.

Durch den Serum-Entzug wird die Expression beider Akute-Phase-Gene in den hMSC-TERT nicht
angeregt, und in den Kontrollzellen pcDNA-hMSC-TERT nur schwach. SAA1-hMSC-TERT und SAA2-
hMSC-TERT weisen die starkste Expressionsdanderung auf. Durch diese Form von Stress steigt in den
Klonen auch die Expression der Metalloproteinasen MMP1 und MMP3. Dieser Rickkopplungseffekt
koénnte zur Amyloidbildung auf den Zellen fiihren, indem die Proteinasen A-SAA degradieren und sich
dadurch Amyloid-A-Plaques bilden (Stix et al. 2001). MMP1 kann ebenfalls Knorpeldegradation
bedingen, und fihrt auf diesem Weg (iber A-SAA letztendlich zur Entwicklung von Osteoarthiritis
(Vallon et al. 2001).

Interessanterweise ist auch die Expression des, als Seneszenzmarker gefiihrten Gens PSG5 aufgrund
von Serum-Entzug in den A-SAA-hMSC-TERT erh6ht. PSG sind Proteine, die u.a. im embryonalen Teil
der Plazenta gebildet werden und nach Fusion mit dem mitterlichen Plazenta-Epithelium an das
Blutserum der Mutter abgegeben werden (Rawn and Cross 2008). Somit werden sie nicht nur in der
Seneszenz (siehe 6.3.2), sondern auch in Stammzellen exprimiert. Das Expressionsmuster der PSG
scheint einen Bogen zu vollfiihren, mit einer hohen Expression bei Stemness, einer abnehmenden
Expression bei Stemnessverlust und einer erneut zunehmenden Expression aufgrund von Seneszenz.
Somit beschreibt die hohe PSG5-Expression in den Kontrollzellen pcDNA-hMSC-TERT, dass die Zellen
Stammzellcharakter aufweisen. Die A-SAA-hMSC-TERT-Klone zeigen bereits eine geringere PSG5-
Expression, die nach Serum-Entzug, vermutlich aufgrund der dadurch nochmals erhéhten A-SAA-
Expression in diesen Zellen, vollstindig reprimiert wird. Die Uberexpression von A-SAA in immortali-
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sierten hMSC-TERT beeinflusst somit hdchstwahrscheinlich den Stammzellcharakter der Zelllinie
negativ.

Alles in allem, zeigt der Serum-Entzug, dass die A-SAA-Expression durch Stress angeregt werden
kann, zumindest in Zellen, die bereits ein Grundexpressionslevel der Gene aufweisen. Je hoher die A-
SAA-Expression ist, desto grofRer ist auch das Risiko zur Entstehung von Amyloid A-Plaques aufgrund
von erhohter MMP-Expression, und desto groBer der Verlust des Stammzellcharakters. Dies ist ein
weiteres Indiz dafiir, dass die erhohte Expression von A-SAA wahrend der in-vitro-Alterung aufgrund
von Stress — moglicherweise oxidativem Stress — ausgeldst wird.

6.5.2  HELLS — Verlust der Genexpression als neuer Marker fiir Seneszenz

Modifikationen der DNA durch Methylierungs- oder Histonacetylierungsmechanismen sind verant-
wortlich fiir veranderte Replikationsmuster in Zellen. Epigenetische Muster werden jedoch nicht nur
im Fotus festgelegt, sondern verdndern sich auch im Laufe der Alterung eines Organismus (Fraga et
al. 2005; Gravina and Vijg 2010). Helikasen der SNF-Superfamilie — wie z.B. ATRX oder HELLS —
kénnten dabei eine wesentliche Rolle spielen, da sie als Modulatoren der DNA-Methylierung
fungieren (Sun and Arceci 2005).

Wahrend der in-vitro-Alterung von hMSC zeigte die Lymphoid-spezifische Helikase HELLS eine
deutliche Abnahme der Expression auf mRNA-Ebene (Abb. 31). Jedoch beginnt diese Abnahme erst
nach einer Erhéhung der Expression im 2. Abschnitt der Kultivierungszeit (P4-P6). Davor, in sehr
frihen Passagen (P1-P3), ist die HELLS-Expression geringer.

Auch Gene, deren Expression durch HELLS aufgrund der Rekrutierung von DNA-Methyltransferasen
oder Histon-Deacetylasen reguliert wird — z.B. POU5F1 (Xi et al. 2009) und FAS (Thaler et al. 2010) —
folgen diesem Muster der anfanglich geringen Expression in friihen Passagen, besonders ersichtlich
in der schematischen Darstellung nach Einteilung der Passagenzahlen in 5 Abschnitte (Abb. 32). Eine
mogliche Erklarung hierfir ware, dass hMSC nach Isolation aus dem Knochenmark eine gewisse Zeit —
demnach sogar Wochen — brauchen, um sich der in-vitro-Kultur anzupassen. Die fehlende Expression
von CDKNZ2A in den friihen Passagen beweist, dass keine Seneszenz in diesen Zellen vorliegt, trotz
geringfligig geringerer Expression des P16-Inhibitors BMI1. Dennoch scheint die Stemness betroffen
zu sein, zu beobachten an der reduzierten Expression von POU5F1 (OCT4) in frilhen Passagen.

Die in einigen hMSC-Populationen zu beobachtende, positive SA-p-Gal-Farbung in P1 (Abb. 26C)
koénnte ebenfalls ein Anhaltspunkt fir Kultivierungsstress in frithen Passagen sein.

Nach der hdchsten Expression im zweiten von fiinf Abschnitten der in-vitro-Alterung nimmt die
HELLS-Expression relativ kontinuierlich ab, und dieses Expressionsmuster entspricht dem der
POUS5F1-Expression. Eine direkte Kontrolle des Stemness-Gens durch HELLS-Interaktion — wie in
murinen, embryonalen Stammzellen bereits beschrieben (Xi et al. 2009) — ist somit auch fiir hMSC
anzunehmen und misste in weiteren Experimenten noch tberprift werden.

Des Weiteren wurde das Gen des Apoptose-Vermittlers FAS — einem Mitglied der TNF-Rezeptor
Superfamilie — untersucht. Die Bedeutung von FAS wurde bereits an murinen Pra-Osteoblasten
(MC3T3-E1) analysiert, und eine erhohte Expression wurde in Zusammenhang mit dem Verlust des
Zell-Oberflachen-Kontaktes beschrieben, der zu Anoikis fuhrt (Thaler et al. 2010). In diesen Zellen
konnte mit der Abnahme der FAS-Expression eine erhéhte HELLS- und DNMT1-Expression detektiert
werden. Dies lasst auf die Regulation von FAS liber Methylierung des Promoters schlielRen.

Wahrend der in-vitro-Alterung von hMSC zeigt FAS in der schematischen Zusammenfassung (Abb. 31)
nur geringe Expressionsabnahme in Px. Jedoch fiihren Spendervariabilitaten zu diesem Ergebnis.
Wenn die 5 untersuchten hMSC-Populationen einzeln betrachtet werden, zeigt sich, dass in 3 hMSC-
Populationen FAS in Px mindestens 2-fach geringer exprimiert wird als in P1 oder einer anderen
frihen Passage (hMSC 613, hMSC574, hMSC622). Es wurde bereits beschrieben, dass seneszente
Zellen nicht in die Apoptose eintreten (Cristofalo et al. 2004; Muller 2009) und dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass auch hMSC wahrend der in-vitro-Alterung mehr und mehr das Potential verlieren, in
die Apoptose eintreten zu kdnnen. Abnahme der FAS-Expression wird jedoch auch im Zusammen-
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hang mit Tumoren und der Metastasierung beschrieben, da ohne FAS bei Ablésung der Zellen von
der Extrazellularen Matrix keine Anoikis mehr eintritt, kbnnen Tumorzellen im Kérper wandern und
neue Gewebe infiltrieren (Nguyen et al. 2009). Die Abnahme der FAS-Expression wahrend der in-
vitro-Alterung von hMSC kdnnte somit auch ein weiteres Beispiel darstellen, dass Zellen im Alter
zwischen Tumorentwicklung und Seneszenz schwanken (Campisi 2001), und zusatzliche Faktoren
dazu beitragen missen, dass die Zellen am Ende in die Seneszenz eintreten.

Wahrend die HELLS-Expression abnimmt, steigt die CDKN2A-Expression an, bis sie in Px das hochste
Level erreicht. Die beiden Gene werden somit reziprok exprimiert. Ob HELLS den-Promoter des Gens
CDKN2A direkt reguliert (Zhou et al. 2009), bleibt zu liberprifen. Eine weitere Moglichkeit ware die
Kontrolle von P16 auf Proteinebene durch den P16-Inhibitor BMI1. Die BMI1-Expression nimmt
jedoch nur sehr geringfligig wahrend der in-vitro-Alterung ab, es konnte nur in 2 von 5 hMSC-
Spendern eine fast 2fach verringerte Expression in Px verglichen mit der héchsten Expression der
Passage P2-P4 festgestellt werden (hMSC613, hMSC622). Eine direkte Rolle bei der P16-Regulation —
wie von Sun et al., 2004 beschrieben — kann daher nicht angenommen werden, misste aber mittels
Nachweis auf Protein-Ebene ndher untersucht werden.

Als zweiter Seneszenz-Marker wurde PSG5 gewahlt, die Expression steigt sehr schnell sehr stark an,
auch wahrend hohe HELLS-Expression vorliegt. Ein Zusammenhang zwischen beiden Genen scheint
nicht vorzuliegen (siehe auch 6.3.2).

Immuncytochemische Untersuchungen zeigten, zumindest in hMSC-TERT, dass HELLS in den Zell-
kernen lokalisiert ist, dort jedoch in der Intensitdt zwischen einzelnen Zellen groRe Unterschiede zu
erkennen sind (Abb. 33A, B). Die Helikase wurde bereits als eng mit dem perizentromeren Heter-
ochromatin oder der nukledren Matrix assoziiert, beschrieben (Yan et al. 2003). Die Funktion des
Proteins besteht vermutlich darin, das Heterochromatin durch Rekrutierung von DNMT1 und
anderen DNA-Methyltransferasen aufrecht zu erhalten. Eine Co-Lokalisation mit DNMT1 und spaten
Replikations-Foki in der S-Phase des Zellzyklus, sowie eine ausschliellliche Lokalisation im Zellkern
wurden ebenfalls beschrieben. Die hochste HELLS-Expressionsrate wurde in Fibroblasten in der S-
Phase detektiert (Yan et al. 2003). Da die hMSC-TERT fiir die immuncytologische Untersuchung in
unterschiedlichen Stadien des Zellzyklus fixiert wurden, ist die unterschiedliche HELLS-Dichte in den
Zellkernen zu erklaren. Wahrend der Mitose wurde HELLS auch im Cytoplasma der Zellen lokalisiert,
vermutlich aufgrund der Auflésung des Zellkerns. Jedoch konnte HELLS auch nach der vollstdandigen
Trennung von Zellen noch im Cytoplasma lokalisiert werden (Abb. 33B). Die vermutlich in der Telo-
phase befindlichen Zellen scheinen HELLS nach Neubildung des Kerns erst noch in den Kern
rekrutieren zu missen.

Zusammengefasst ist die abnehmende HELLS-Expression ein Anzeichen von Seneszenz in hMSC, und
geht mit reduzierter Expression von Stemnessmarkern und Apoptose-Vermittlern einher. Ob es hier
Zusammenhinge mit der Knochenformation gibt, wie HELLS 7 Miuse vermuten lassen (Sun et al.
2004), bleibt zu beweisen. Eigene laufende Arbeiten (in Kooperation mit der Gruppe von PD Dr. T.
Schinke, Hamburg) versuchen dieser Frage mit einem Hells-transgenen Mausmodell unter Kontrolle
eines Knochenspezifischen Promoters naher zu kommen.

6.5.3  SOST - ein Marker fiir Osteoporose in hMSC

Sclerostin als Inhibitor des WNT-, als auch des BMP-Signalweges (Krause et al. 2010) wurde bereits in
Verbindung mit Osteoporose gebracht (Gaudio et al. 2010). Verschiedene SNP (,single nucleotide
polymorphism“) des SOST-Gens sind im Zusammenhang mit erhéhtem Frakturrisiko beschrieben
worden (Richards et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits die Stammzellen, aus denen
letztendlich die Knochen-bildenden Osteoblasten differenzieren eine differentielle Expression von
SOST aufweisen. Das Gen wird in hMSC-OP aus Osteoporose-Patienten héher exprimiert als in hMSC
jangerer Spender oder Spendern vergleichbaren Alters ohne Osteoporose-Anzeichen (Abb. 35). Auch
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die Mikroarray-Analysen ergaben eine 7,3fach hohere Expression von SOST in hMSC-OP. Somit liegt
bei Osteoporose bereits ein Defekt auf grundlegender Ebene des Knochenumbaus vor. Bisher wurde
angenommen, dass SOST ein Osteozyten-spezifisches Gen ist, dessen Expression aufgrund von fehl-
ender mechanischer Belastung angeregt wird und dadurch die Knochenbildung negativ beeinflusst
(Robling et al. 2006; Galli et al. 2010). Es stellt sich daher die Frage, ob hMSC-OP pramatur gereift
sind, somit also ihren Stammzellcharakter verloren haben, oder ob z.B. ein Defekt der Mechano-
sensitivierung in den hMSC-OP grundgelegt ist.

Ten Dijke et al. fassten 2008 zusammen, dass die Expression von SOST in Osteozyten und somit
erhohte Sclerostinspiegel zu einer Hemmung der Proliferation von mesenchymalen Stammzellen
flhren. Eine endogen erhéhte SOST-Expression in hMSC aus Osteoporose-Patienten kdnnte somit zu
einer Autoinhibition der Proliferation dieser Zellen fihren. Damit wiirde sich in-vivo die Anzahl an
hMSC in den Stammzellnischen nicht mehr erneuern, wodurch sich die Bildung von Osteoblasten
ebenfalls reduziert und letztendlich die Knochendichte abnimmt. Ein direkter, negativer Einfluss von
Sclerostin auf die Osteoblastendifferenzierung, sowie ein positiver Einfluss auf die Apoptose von
Praosteoblasten und Osteoblasten sind ebenfalls bereits beschrieben (ten Dijke et al. 2008). All diese
Mechanismen koénnten das Ungleichgewicht zwischen Knochenbildung und Knochenabbau bei
Osteoporose erklaren.

Des Weiteren wurden jeweils 3 hMSC-Populationen aus Osteoporose-Patienten und Patienten ohne
Osteoporose vergleichbaren Alters osteogen differenziert. Dabei zeigte sich jedoch, dass auch die
hMSC aus Patienten ohne Osteoporose-Anzeichen (keine Wirbelbriiche, kein Schenkelhalsbruch) eine
leichte bis starke SOST-Expression aufwiesen, wahrend in einer hMSC-OP-Population keinerlei SOST-
Expression detektierbar war (Abb. 36A). Ein Unterschied in der Mineralisierungsstarke konnte eben-
falls nicht festgestellt werden (Abb. 36B). Alle 6 hMSC-Populationen zeigten im Vergleich zur je-
weiligen Differenzierungs-Kontrolle positive Alizarin Rot S-Farbung auf. Innerhalb einer Unter-
suchungsgruppe konnten jedoch auch sehr starke Schwankungen in der Mineralisationsstarke
detektiert werden. Ein Zusammenhang zwischen der Hohe der SOST-Expression und der Minerali-
sierung scheint nicht gegeben, unabhangig davon, ob es sich um hMSC-OP oder hMSC-alt-Kontroll-
zellen handelte.

Diese Ergebnisse bestdtigen nicht die von Rodriguez et al. 1999 beschriebene, reduzierte Differen-
zierungskapazitdt von hMSC-OP. Stenderup et al. konnten 2001 ebenfalls keinen Unterschied in der
osteogenen Differenzierungsfahigkeit zwischen hMSC aus Osteoporose-Patienten und nicht-
Osteoporose-Patienten vergleichbaren Alters feststellen. Fiir eine gefestigte Aussage missten die
Experimente jedoch nochmals wiederholt werden, um die Anzahl an untersuchten hMSC-
Populationen zu erhéhen.

Die SOST-Expression in den Kontrollzellen lasst sich eventuell auf unbekannte Grunderkrankungen
der jeweiligen Spender zurlickfihren. Des Weiteren ist Knochenverlust auch eine Erscheinung des
ganz normalen Alterns (Duque 2008), und die Grenze zwischen Osteoporose und altersbedingtem
Knochenverlust ist umstritten und verwischt (Diez 2002; Bartl 2008).

Zusammenfassend kann jedoch behauptet werden, dass SOST in hMSC aus Osteoporose-Patienten
pramatur exprimiert wird, somit einen Osteoporose-Marker darstellt. Weitere Untersuchungen
sollten Aufschluss darlber geben, welchen direkten Einfluss die erhéhte Genexpression auf die
Entstehung von Osteoporose ausubt. Hierflir waren Mikroarray-Analysen von hMSC hilfreich, die mit
Hilfe von lentiviraler Transduktion SOST iberexprimieren. Eine SAM aus RNA dieser Zellen, sowie aus
RNA von Leervektor-transduzierten hMSC-Kontrollzellen, kénnte anschlieRend mit den Mikroarray-
Ergebnissen zu hMSC-OP verglichen werden (siehe 5.1.5.2). In beiden Analysen differentiell expri-
mierte Gene, konnten Kandidaten darstellen, deren Expression direkt durch Sclerostin reguliert wird,
wodurch das Osteoporose-bedingte Genexpressionsmuster weiter eingegrenzt werden kdnnte. Auch
fir die funktionelle Charakterisierung dieses Kandidatengens wird derzeit ein transgenes Maus-
modell entwickelt, das SOST unter der Kontrolle eines friihen Osteoblasten-Promoters Uber-
exprimiert und damit eine pramature Sekretion in Mausmodellen simuliert.
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6.6 Zusammenfassung Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein in-vitro-Alterungs-Modell etabliert, um Seneszenz in hMSC
anhand der Genexpressionsanderungen zu untersuchen. Es zeigte sich, dass hMSC in sehr frihen
Passagen noch unter Kultivierungsstress leiden, an den sich die Zellen anpassen miissen. Im Verlauf
der Passagierung weisen die Zellen jedoch bereits friih Anzeichen von Seneszenz auf, da sich mehr
und mehr seneszente Zellen im heterogenen Zellrasen ansammeln. Mittels Mikroarray-Analysen an
hMSC der letzten, seneszenten Passage konnte festgestellt werden, dass diese Zellen neben einem
gestorten Zellzyklus auch Defizite in der Migration und der osteogenen Differenzierungskapazitat
aufweisen. Des Weiteren wurden neue Seneszenz-Markergene detektiert, u.a. PSG5, HELLS und
POU5F1 (OCT4). Die Expression von Letzteren scheint von der Helikase HELLS direkt reguliert zu
werden, da beide parallel wahrend der in-vitro-Alterung in ihrer Expression abnehmen.

Diese und bereits bekannte Seneszenzmarker konnen in Zukunft dazu dienen, hMSC nach Kulti-
vierung noch sicherer auf Seneszenz hin zu untersuchen, bevor sie therapeutische Verwendung
finden.

Die in seneszenten Zellen deutlich hoher exprimierten Gene der Akute-Phase-Proteine — SAA1 und
SAA2 — scheinen weniger Seneszenz- als Stress-induzierte Markergene darzustellen. A-SAA-
Expression fiihrt bei der osteogenen Differenzierung von hMSC zu verstarkter Mineralisierung und
kénnte Gbertragen auf eine in-vivo-Situation eventuell zu unspezifischen Verkalkungen fiihren, wie
sie bei Osteophyten, verkalkender Sehnenentziindung oder Arteriosklerose in alteren Patienten
auftreten.

Die vorliegenden Analysen ergaben des Weiteren, dass in-vitro-gealterte hMSC weniger
Gemeinsamkeiten mit in-vivo-gealterten hMSC im Genexpressionsmuster aufweisen als erwartet.
Entweder waren die Patienten der in-vivo-gealterten hMSC biologisch noch nicht alt genug, um
bereits replikative Seneszenz aufzuweisen, oder aber die in-vivo-Alterung fiihrt nicht zwangslaufig zu
seneszenten Zellen, da Alterung eines Organismus auf vielen miteinander verwobenen, und oft
gegensatzlichen Ereignissen beruht, wie z.B. Proliferationsstopp oder unkontrollierte Proliferation im
Falle von Tumorentwicklung. Es ist ebenfalls nicht auszuschlieRen, dass mit Verwendung von alteren
Patienten, die vermutlich kaum Alters-assoziierte Krankheiten aufwiesen, eine ungiinstige Vergleichs-
gruppe gewahlt wurde. Alterung geht unter anderem mit der Akkumulation von Krankheiten, wie der
Entstehung von Tumoren, Krankheiten des Nervensystems, Osteoporose und Arteriosklerose einher
(Kuro-o 2001; Mimeault and Batra 2009; Sahin and Depinho 2010). Die Spender der in-vivo-
gealterten hMSC litten héchstwahrscheinlich nur an Osteoarthrose, Osteoporose wurde bei ihnen
sogar ausgeschlossen. Die typischen Alterungserscheinungen waren somit nicht gegeben. Es stellt
sich daher die Frage, ob diese Gruppe an Personen Uberhaupt das wirkliche Altern reprasentiert, da
sie anscheinend Kompensationsmechanismen entwickelt haben, die sie vor Alters-assoziierten
Krankheiten schiitzen oder die Entwicklung zumindest verzogern. Osteoporose-Patienten leiden
jedoch oft gleichzeitig an Arteriosklerose (Tremollieres and Ribot 2010) und kénnten somit die
geeignetere Versuchsgruppe darstellen, um in-vivo-Alterung mit in-vitro-Alterung hinsichtlich
Gemeinsamkeiten zu vergleichen.

Nichtsdestotrotz konnten einige Gemeinsamkeiten aufgedeckt werden, die auf Defizite in der
Proliferation und Migration in in-vivo-gealterten hMSC schlieRen lassen.

In wie weit die Krankheit Osteoporose hMSC direkt beeinflusst, wurde ebenfalls untersucht und mit
den Daten zur in-vivo-Alterung verglichen, um die rein Alters-assoziierten Genexpressions-
anderungen herausfiltern zu kdnnen. Es zeigte sich, dass Osteoporose zu einem weit distinkterem,
differentiellen Genexpressionsmuster fiihrt als in-vivo-Alterung an sich. Nur wenige Gene sind
aufgrund des Patientenalters auffallig, alle anderen aufgrund der Osteoporose. Dazu gehorten u.a.
CSF1, MAB21L2 und SOST. Letzteres ist das Gen fiir den Osteozyten-Marker Sclerostin, einem WNT-
Signalweg-Inhibitor. Die pramature Expression von SOST und die Uberexpression des BMP-Signalweg-
Inhibitors MAB21L2 in hMSC aus Osteoporose-Patienten deuten auf eine Autoinhibition der
Stammzellen hinsichtlich Proliferation und osteogener Differenzierungskapazitat hin. In hMSC-OP
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wurden des Weiteren Defizite in Migration, Zellzyklus und DNA-Integritat aufgedeckt. Zudem weisen
andere differentielle Genexpressionsmuster auf eine verstarkte Rekrutierung und Differenzierung
von Osteoklasten hin. Damit charakterisieren die Ergebnisse zwei herausragende Defekte fiir die
Knochenregeneration bei Osteoporose, die fiir das Krankheitsbild plausible pathogenetische Mecha-
nismen darstellen.

Gemeinsamkeiten zu in-vitro-gealterten hMSC deuten auf Anzeichen von Seneszenz in diesen Zellen
hin. Der Knochenverlust bei Osteoporose ist somit nicht allein bedingt durch erhéhte Resorption
durch Osteoklasten, und Funktionsverlust von Osteoblasten. Bereits in den Grundelementen der
Knochenbildung — den MSC — kénnen Storungen gefunden werden, die auf eine reduzierte Regen-
erationskapazitat und eine gestorte Knochenformation schlieBen lassen.

Bei all diesen Untersuchungen sollte im Auge behalten werden, dass es sich in allen Fallen um in-
vitro-Analysen handelte, aufgrund der Kurz- oder Langezeit-Kultivierung der Zellen vor den
Genexpressionsanalysen. Die natilrliche Umgebung in-vivo hat jedoch ebenfalls Einfluss auf die
Zellen, wie z.B. das Milieu der heterogenen Stammzellnische und die von Nachbarzellen ausge-
schitteten Botenstoffe. All diese Einfliisse konnen bei der Kultivierung der hMSC nicht nachgestellt
werden. Dennoch geben die hier vorliegenden Daten erstmalige Einblicke in das durch Alter oder
Krankheit veranderte Genexpressionsmuster von Stammzellen des Knochens, und kénnen als
Ausgangspunkt fir weitere Analysen und Charakterisierungen herangezogen werden.

6.7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit resultierte in einer groBen Anzahl moglicher neuer Kandidatengene fir
Seneszenz und Osteoporose, die in Zukunft ndher untersucht werden sollen.

HELLS wurde auf mRNA-Ebene als Kandidat fir die Seneszenz in hMSC ausfihrlich bestatigt. RNAI-
Experimente und Uberexpression des Gens in hMSC mittels viraler Transduktion und anschlieRender
in-vitro-Alterung konnten Aufschluss dariiber geben, ob die Helikase direkt fir den Eintritt der Zellen
in die Seneszenz entscheidend ist. Um die Bedeutung von HELLS fir die Knochenformation zu
untersuchen, werden im Moment in Kooperation mit PD Dr. T. Schinke in Hamburg Mausmodelle mit
knochenspezifischer Uberexpression des Gens hergestellt. Unter Betrachtung der Ergebnisse von Sun
et al. 2004 wire aufgrund der Uberexpression eine erhéhte Knochendichte und -stabilitit zu
vermuten, jedoch kénnte auch die Entstehung von Tumoren geférdert werden, da HELLS die
Zellproliferation voran treibt. Es sind Mikroarray-Analysen von Osteoblasten bzw. Osteoblasten-
vorlaufern aus diesen Tieren geplant, die verglichen mit dem Wildtyp, Auskunft Gber die durch HELLS
regulierten Gene geben sollen.

Hinsichtlich der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Alterung bleibt zu erwéhnen,
dass die verwendeten hMSC-Populationen aus verschiedenen Subpopulationen bestanden. Dies
konnte anhand der vereinzelt in einigen Zellen auftretenden, positiven SA-B-Gal-Farbung in friihen
Passagen gezeigt werden. Fir alle Mikroarray-Untersuchungen wurde demnach ein RNA-Gemisch aus
Zellen in unterschiedlichen Stadien verwendet (abgesehen von hMSC-seneszent). Um noch genauere
Aussagen Uber Alters-bedingte Genexpressionsdanderungen treffen zu konnen, missten daher vor der
Verwendung der RNA alle hMSC mittels Seneszenz-Marker einer Fluoreszenz-assoziierten Zell-
sortierung unterzogen werden, um bereits seneszente Zellen von noch proliferierenden Zellen
trennen zu kénnen. Anhand der bisher vorliegenden Ergebnisse zur Seneszenz, waren zu diesem
Zweck Transmembranproteine, wie das Seneszenz-spezifisch exprimierte CDH1 geeignet, sowie
FGFR2 oder HMMR, deren Expression aufgrund von Seneszenz reprimiert wird.

Fir die Osteoporose ist in ndaherer Zukunft die weitere Analyse von Sclerostin geplant. In hMSC wird
im Moment SOST mittels viraler Transduktion Gberexprimiert. Die RNA dieser hMSC aus funf unab-
hangigen Ansatzen soll mittels Mikroarray-Hybridisierungen und dem Vergleich mit Leervektor
transfizierten Kontrollzellen untersucht werden und Aufschluss tber das durch Sclerostin regulierte
Genexpressionsmuster liefern. Mittels des Vergleichs dieser Daten und den in dieser Arbeit
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gewonnen Daten zu osteoporotischen hMSC kénnte der Pool an Genen, die moglicherweise eine
Bedeutung fiir die Entstehung von Osteoporose haben, weiter eingegrenzt werden.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um PD Dr. T. Schinke, Hamburg, ist die Generierung von
Mausmodellen, die murines Sost mittels des Collal-Promotors knochenspezifisch iberexprimieren,
in Arbeit. Es ist zu erwarten, dass diese Tiere eine reduzierte Knochenformation aufweisen werden.
Es sind Frakturheilungsstudien in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. A. Ignatius,
Ulm, geplant, um die Probleme der verzogerten Frakturheilung beim Osteoporose-Patienten
nachzustellen und zu untersuchen.

Auch MAB21L2 stellt einen vielversprechenden Kandidaten der Osteoporose dar. Fiir dieses Protein
wiirden RNAi- und/oder Uberexpressionsexperimente an hMSC mit anschlieBender Untersuchung
des Transkriptoms ebenfalls in Frage kommen. Da es sich um einen BMP-Inhibitor handelt, kénnte
die Auswirkung des Proteins fiir die Osteogenese in-vitro an hMSC untersucht werden mittels Uber-
expression oder Gabe von rekombinantem MAB21L2.

Die vorliegenden Untersuchungen lieferten einen groRen Pool an vielversprechenden Kandidaten-
genen fiir Seneszenz bzw. Osteoporose, der generell als Grundlage fir viele weitere Experimente
dienen kann.
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8 Anhang

8.1 Zusatzmaterial

8.1.1

SAM-Ergebnisse zur differentiellen Genexpression

Tab. 19 Differentiell exprimierte Genprodukte mit Relevanz im NOTCH-Signalweg aus der SAM zu hMSC-alt inklusive
Hybridisierungssignale

Gen q Hybridisierungssignale Hybridisierungssignale
GenN -
Symbol en Name Probeset-ID FC (%) | hMSC-alt-Populationen hMSC-K-Populationen
520 559 606 663 | 276 247 295 296 353
SBNO2 strawberry notch homolog 2 215760_s_at 0,111 0,0 | 49 119 24 109 | 763 482 533 641 979
pner  delta/noteh-like EGF repeat 226281_at 0252 68 | 128 603 95 211 |1535 2194 100 776 542
containing -
IL6ST interleukin 6 signal transducer 204864 _s_at 0,257 0,2 | 220 169 208 305 | 560 1389 774 470 1193
SBNO2 strawberry notch homolog 2 204166_at 0,268 0,2 | 239 193 316 213 | 877 1066 517 704 1315
PSEN1 presenilin 1 238816_at 0,287 0,2 | 190 128 187 95 | 345 528 747 406 588
NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila) 210756_s_at 0,303 0,0 | 1974 2172 2227 2525|5591 7367 9548 5689 8541
PSEN1 presenilin 1 207782_s_at 0,337 0,0 584 667 723 701 | 1825 1764 2350 1642 2335
IL6ST interleukin 6 signal transducer 212196_at 0,350 0,2 | 1805 2573 2800 3574|5377 7954 9560 7626 7830
MAML3  mastermind-like 3 242794 _at 0,419 68 | 11 143 71 9 | 219 98 121 412 110
NCSTN nicastrin 208759 _at 0,421 0,2 | 1270 1311 1628 1437|3351 3791 2671 3055 3902
crrcy  CREBregulatedtranscription o000 ot 0453 1,7 | 87 247 268 212 | 525 s06 363 301 549
coactivator 1 -
FOXC2 forkhead box C2 214520_at 0,463 3,4 200 102 141 246 | 332 347 600 188 399
ADAM10 ﬁMMma“Wﬂm“”dm“m 214895_s at 0,479 2,0 | 1250 1093 1044 1689|1520 3668 3432 2361 2280
MAML2  mastermind-like 2 235106_at 0,506 1,3 | 705 325 303 509 | 922 849 812 890 1077
NOTCH4 Notch homolog 4 205247 _at 0,527 3,8 | 186 100 201 119 | 356 391 279 171 237
RBM15  RNA binding motif protein 15 1555761_x_at 0,554 12,7 | 296 257 383 287 | 823 337 799 253 544
MKL1 megakaryqblastlc leukemia 212748 at 0,580 3,4 730 805 646 540 | 1128 1002 950 1096 1685
(translocation) 1 -
NRG1 neuregulin 1 208241 _at 0,600 52,1 | 618 490 588 272 | 1721 227 282 276 1594
nuclear factor of kappa light
NFKBIA  polypeptide gene enhancer in B- 201502_s_at 0,604 3,4 | 4810 3634 3762 2397|5208 5398 5979 6976 6669
cells inhibitor, alpha
ADAM10 ?EAM metallopeptidase domain ) o) ot 0605 68 | 1520 1205 1418 2277 | 1642 3398 3017 2636 2592
RBM15 RNA binding motif protein 15 1555760_a_at 0,608 1,7 | 1229 1140 1002 1041 | 1612 2005 1852 1503 2104
ELOTCHZ Notch homolog 2 N-terminal like 227067 x_at 0,633 33,6 | 2675 3045 3012 2929 | 3046 3359 11517 2994 2440
NRG1 neuregulin 1 208230_s_at 0,643 29,0 | 409 416 784 350 | 1035 444 505 358 1470
PSEN1 presenilin 1 226577_at 0,680 6,8 | 1781 1322 1211 1284 | 2043 1614 2223 2450 1954
SEL1L sel-1 suppressor of lin-12-like 202064_s_at 0,682 159 456 591 825 657 | 596 1167 885 728 1261
NOTCH3 Notch homolog 3 203238 s_at 0,706  24,5|2809 1053 974 1967 | 3407 2309 2047 1097 3192
ApH1A  2nterior pharynx defective 1 1554417 s at 0,715 111|675 478 87 579 | 810 727 1006 850 1079
homolog A -
TP63 tumor protein p63 209863_s_at 0,742 50,6 | 291 223 166 508 | 782 92 442 223 461
NOTCH2 Notch homolog 2 N-terminal like 214722_at 0,755 24,5 2521 1611 1199 9903 3118 1541 2019 2104 16790
NL 3 8 9 8 7 4 2
RBM15  RNA binding motif protein 15 228455 _at 0,766 31,5| 240 104 182 199 | 163 184 215 410 212
recombination signal binding
RBPJ protein for immunoglobulin 229540_at 0,771 29,0| 396 144 234 171 | 448 175 318 282 311
kappa J region
MESP2 mesoderm posterior 2 homolog  1556015_a_at 0,773 29,0| 222 389 358 332 | 575 276 380 353 520
POFUT1 protein O-fucosyltransferase 1 212349 at 0,774 29,0| 507 1067 751 829 | 874 1322 999 1273 628
MiIB2 mindbomb homolog 2 228261_at 0,776 31,5| 445 334 425 228 | 559 367 316 393 669
APP Z?;\éleol:"d beta (A4) precursor 211277_x_at 0,780 22,2 11099 450 387 288 | 850 535 571 791 816
speny  SPenhomolog, transcriptional o phcg o 0 o803 336 855 796 787 955 | 1151 1008 799 778 1548

regulator (Drosophila)
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MIB1 mindbomb homolog 1 224725_at 0,807 22,2 | 2229 2254 2326 3014 | 2453 3110 3455 3282 2916

APH1B anterior pharynx defective 1 221036_s_at 0,829 26,8 | 1007 1178 956 1051 | 1113 1333 1225 1131 1518
homolog B (C. elegans) -
hairy/enhancer-of-split related

123 177 218 132 177 213 64 163 322

HEY1 with YRPW motif 1 44783_s_at 0,863 57,7

RBM15  RNA binding motif protein 15 1555762 _s_at 0,889 41,3 | 1947 1604 1096 1520|2126 1576 1796 1647 1528
recombination signal binding 2173 1377 1567 2226 1028 1638 2282

RBPJ protein for immunoglobulin 211974 x_at 0,890 49,0 o 1 s 97267 2 4 5 13775
kappa J region

HES7 hairy and enhancer of split 7 224548 at 0,894 41,3| 255 226 101 249 | 219 246 234 198 264

NRG1 neuregulin 1 208231_at 0,903 56,9 | 263 173 391 147 | 342 136 124 126 621

DTX3 deltex homolog 3 (Drosophila) 235721 at 0,927 60,6 | 924 931 1163 940 | 1563 1091 602 640 1440

FOXC1 forkhead box C1 213260_at 0,958 58,4 | 6430 3002 5637 4264|3286 2809 7124 8665 3340

PSENEN presenilin enhancer 2 homolog ~ 218302_at 0,969 56,9 | 1880 1395 2525 2392|1595 2391 2671 1892 2020

PSEN1 presenilin 1 203460_s_at 0,990 59,7 | 2901 3455 4020 3804 | 3216 3284 4070 3743 3595
recombination signal binding 1766 1310 1377 1313 1393 1941

RBPJ protein for immunoglobulin 207785_s_at 0,997 60,1 8 6 3 8759 3 8086 o 3 12252
kappa J region

ADAM17 §MMmm“mqm“”dm“m 205745 x_at 1,012 60,3 | 3423 2097 2075 2134|2397 2254 2509 2215 2648
hairy/enhancer-of-split related

HEYL 22682 209 92 198 240 141 125 231 213 201
with YRPW motif-like 6828 s at 1013 601

DTX4 deltex homolog 4 (Drosophila) 212611 _at 1,018 50,6 237 87 154 159 | 57 329 139 146 112

PSEN2 presenilin 2 211373_s_at 1,024 54,7 | 340 441 510 550 | 325 691 336 403 492

PSEN2 presenilin 2 204262_s_at 1,045 50,6 | 515 557 485 629 | 525 560 424 359 747

NRG1 neuregulin 1 206343_s_at 1,078 56,9 | 1687 3543 3553 953 | 3174 2825 1277 930 3082

WDR12 WD repeat domain 12 218512_at 1,097 45,3 |1 2208 3098 2957 3039 | 2124 3973 1670 2091 3023

JAG2 jagged 2 32137 _at 1,098 41,3| 310 304 212 244 | 467 154 169 134 293

MIB1 mindbomb homolog 1 224720_at 1,106 45,3 | 4919 3709 4713 5508 | 3755 4010 4994 4051 4494

JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) 209098_s_at 1,184 47,1 | 1211 556 508 1587 | 411 857 1510 856 444

MiIB2 Mindbomb homolog 2 241541 _at 1,187 38,8 | 382 272 515 418 | 310 350 343 365 302

MiB1 mindbomb homolog 1 224722 _at 1,192 41,3 | 792 995 980 1709 | 712 670 1249 1267 797

NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila) 202445_s_at 1,206 33,6 | 1239 1153 845 869 |1042 804 931 666 814

spen  SPenhomolog, transcriptional ), o0 o 1,213 26,3 | 2950 2898 3031 3113|2930 2465 2023 2210 2730
regulator (Drosophila) -

ADAM17 /i\7D AM metallopeptidase domain 570 ¢ o 1538 200|879 s97 706 743 | 454 489 850 547 614

NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila) ~ 212377_s_at 1242 245 28639 25822 22090 21042 20162 17363 22645 19503 18866

MAML1  mastermind-like 1 (Drosophila)  202360_at 1,279 15,9 | 3621 3570 3611 3470 | 2521 3235 2727 2754 2707

RBM15  RNA binding motif protein 15 219286_s_at 1,280 22,2 | 3761 3972 3230 3228|2990 2270 3167 3071 2363

apHig  2nterior pharynx defective 1 226358_at 1,290 19,8 |1250 917 988 910 | 922 763 721 824 711
homolog B (C. elegans) —

SEL1L sel-1 suppressor of lin-12-like 202062_s_at 1,361 26,8 | 2467 1089 1800 1590 | 1634 1046 1115 842 1745

MAML2  mastermind-like 2 (Drosophila) ~ 235457_at 1,362 26,8 10612 5567 5226 5277 | 6576 4507 3778 5304 3883

NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila) 202443 x_at 1,371 15,9 36741 32365 26845 25889 22224 21192 26960 19173 20212

IL6ST interleukin 6 signal transducer 212195_at 1,375 143 3231 3023 2833 33372037 2111 2715 2570 18622

1 6 0 8 8 6 7 6

NOTCH1 Notchhomolog 1, translocation-gq0, ¢ 1,386 22,2 |1367 1163 1014 686 | 697 773 748 984 612
associated (Drosophila) -

SEL1L sel-1 suppressor of lin-12-like 202063_s_at 1,394 33,6 272 175 515 486 | 188 246 262 304 300

APP amylo_'d beta (A4) precursor 200602_at 1,459 12,7 1743 1654 1572 1847|1429 o435 9913 1323 g3pp
protein - 6 9 3 9 4 0

SELIL  sel-1suppressor of lin-12-ke 202061 _s_at 1,462 159 ”fz 7276 1?9 1?8 7804 6209 6736 7927 8586

ADAM17 ?7DAM metallopeptidase domain 213532_at 1,469 11,1 | 2961 2867 3312 2926 | 1818 1488 2433 2304 2225

ApH1A  2nterior pharynx defective 1 237327_at 1494 143 | 133 198 172 237 | 153 137 130 8 114
homolog A (C. elegans)
hairy/enhancer-of-split related

HEY2 55 212 305 228 | 262 16 166 60 158
with YRPW motif 2 219743_at 1,510 29,0

NRG1 neuregulin 1 206237_s_at 1,513 26,8 | 1732 1487 2711 635 | 1674 782 545 291 2130

IL6ST interleukin 6 signal transducer 204863_s_at 1,606 11,1 2094 2498 2331 3227|1583 908 1744 2352 1312

JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) 209099_x_at 1,643 15,9 17039 8627 8722 17227 5180 6783 13307 8740 5790

IL6ST interleukin 6 signal transducer 211000_s_at 1,688 5,2 | 1905 1794 2442 2574|1154 1086 1345 1522 1345

APH1A anterior pharynx defective 1 218389 s _at 1,690 3,8 | 4889 4896 5192 4483|3430 2199 2944 3150 2670
homolog A (C. elegans) -

211193 _at 1,763 17,7| 54 224 131 122 | 174 77 10 23 92
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Anhang

JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) 216268 s_at 2,002 11,1 15679 6528 6729 14378 3447 4857 1(;05 5520 3497

spey  sPenhomolog, transcriptional 1000 o o 5949 45 |3122 1780 2868 2009 | 1825 496 82 1195 939
regulator (Drosophila) -

MIB1 mindbomb homolog 1 224726_at 2,292 2,8 | 6307 4900 6087 6368 | 2893 1098 3104 3058 2754

CFD complement factor D (adipsin) 205382_s_at 2,592 10,0 | 1005 1247 1066 234 | 248 21 957 474 12

APP amyl9|d beta (A4) precursor 214953 s at 2,709 0,8 2746 2454 2254 1864 5547 5645 7701 1306 11039
protein — = 1 1 0 3 2

JAG1 Jagged 1 (Alagille syndrome) 231183_s_at 3,212 1,3 | 1540 907 794 2135| 414 382 582 497 217

SBNO1 strawberry notch homolog 1 218737_at 3,402 0,4 | 930 1221 1742 1359 | 282 476 417 237 518

FOXC1  forkhead box C1 1553613 s at 4066 02 |70 ss19 2% %1001 3141 4426 4305 199

SEL1L Sel-1 suppressor of lin-12-like 230265_at 4,545 0,0 | 3150 3279 5004 6183|1304 929 945 830 838

Angegeben sind die Genexpressionsianderungen (FC) beim Vergleich von hMSC-alt zu hMSC-K und die Falsch-Positiv-Rate
(q) in Prozent. Die Hybridisierungssignale wurden zuvor normalisiert von PD Dr. L. Klein-Hitpass. Die Sequenz eines
Probesets konnte noch keinem Gen zugeordnet werden (---).

Tab. 20 Uberlappend, differentiell exprimierte Genprodukte aus den SAM von hMSC-alt, hMSC-seneszent und hMSC-OP

Gen Gen Name Probeset-ID hMSC- hMsC-alt hMSC-OP
Symbol seneszent

FC (;) FC (;) FC q(%)
1555929 s at 0,185 2,4 0,850 49,0 0,178 3,9
1556416 s at 0,582 80 0330 04 0179 0,0
214078 _at 0,133 06 1620 17,7 0206 14
- - 236277_at 0,121 00 1,063 547 0247 14
1555854 at 1271 561 0,187 1,5 0280 9,0
- - 235846_at 0,449 03 1,128 41,3 0285 00
238563 _at 1262 438 0,185 04 0,308 44
1560661 x_at 0,568 7,0 0,590 9,0 0336 3,9
241693_at 0,938 486 0,498 52 0363 2,7
241696_at 0423 12 1413 198 038 57
- - 221973_at 0615 7,0 1,268 362 0397 49
237216_at 0,490 9,5 0457 45 0401 9,0
224047 _at 1,757 9,5 0412 3,8 0405 9,0
215387 x at 0,588 9,5 0,823 47,1 0412 63
240141_at 0,647 17,7 0387 28 0416 63
1556682 s at 0,408 4,2 0,262 04 0434 9,0
- - 227995 _at 0,143 00 1,158 388 0436 9,0
243108_at 0,884 383 0,499 38 0437 7,3
224107 at 0,407 3,4 0581 100 0444 57
242277 _at 2,819 06 0298 04 0463 49
- - 235609_at 0273 0,2 1041 57,7 0480 82
- - 228481 _at 0502 80 1521 388 0483 82
- - 239170_at 1,559 26,5 0486 2,3 0485 73
242890_at 0,197 04 0840 31,5 0488 49
210717 _at 0,904 356 0,270 08 0488 82
239449 _at 0,828 326 0567 52 0502 44
239515_at 0,477 42 0,845 315 0504 49
234074_at 0,839 383 0528 52 0514 82
- - 240544_at 0,946 46,3 0,498 52 0,528 82
230461 s_at 0,506 2,7 0,169 0,0 0,530 10,3
235207 at 0617 58 0835 362 0543 57
242480_at 0559 95 049 52 0564 17,3
1556216 s at 0,617 4,2 0924 47,1 0572 82
1558750 a at 0,139 0,2 0,854 29,0 0,583 3,9
1557275_a at 2,151 7,0 2,767 1,7 0588 17,3
230733_at 0586 12 0603 61 0592 63
232796_at 0,405 7,0 0465 52 0,605 19,0
231034 s_at 0,515 58 0340 02 0,606 12,8
239979 _at 0209 10 058 90 0630 17,3
1556322 a at 0,636 80 049 683 0648 158
238875_at 0334 24 0203 04 0651 284
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229490_s_at 0,079 0,0 0,136 0,0 0,662 20,9
243315_at 0,385 2,4 0,493 4,5 0,667 20,9
233014 _at 0,424 4,8 0,492 52 0,704 26,2
- — 231274 _s_at 0,517 34 0,193 0,0 0,715 19,0
- — 236778_at 0,574 58 0,264 0,3 0,724 243
236882_at 0,439 2,7 0,543 9,0 0,763 26,2
231042_s_at 2,006 4,2 1907 6,1 0,792 34,3
- — 235589 _s_at 0,600 34 0,254 00 0,799 28,4
- — 230790_x_at 1,734 7,0 1824 6,8 0,801 36,5
227897_at 0,648 9,5 0,315 0,2 0,802 343
242245 _at 1,743 16 1,755 2,3 0,846 32,3
- — 228030_at 0,347 00 0,157 0,0 0,852 36,5
- — 240263_at 0,378 7,0 0,389 68 0856 49,0
- — 230088_at 0482 70 0523 61 0881 439
239808 _at 0,425 2,7 0,524 6,8 0,885 42,2
1556543 _at 0,663 7,0 0,628 79 0919 385
- — 238932_at 0,549 7,0 0,567 9,0 0,962 58,6
- — 242769 _at 0,552 80 0,253 0,5 0,975 49,0
224037_at 2,722 05 1,841 6,8 — —

244372 _at 0,321 4,2 0,189 0,4 1,006 4272
- — 238363_at 0,457 95 0,350 34 1,064 61,3
- — 232347_x_at 0,593 48 0,630 5,2 1,065 62,0
1563797_at 0,663 80 0551 3,4 1,080 586
1569362_at 0,494 4,2 0,567 9,0 1,081 60,2
230074 _s_at 0,649 8,0 0,360 1,3 1,090 49,0
- — 212608_s_at 1,750 2,4 1911 1,7 1,099 56,7
- — 240397_x_at 0,66 1,0 0,467 5,2 1,112 50,6
239140_at 1,610 80 2,072 68 1,116 57,7
242717 _at 0,651 58 0576 3,8 1,190 36,5
- — 228222 _at 0,626 7,0 0453 0,5 1,223 47,4
- — 239329 at 1,611 58 1,677 6,8 1,239 42,2
225725_at 1,868 10 1,873 52 1,358 14,2
230130_at 0,381 16 0,365 1,1 1,478 284
- - 233757_x_at 0,909 383 1,646 7,9 1,539 8,2
- — 213705_at 1,433 13,2 2,694 0,6 1,570 9,0
- — 228582_x_at 3,412 0,4 2,004 52 1645 11,7
214001_x_at 1,376 80 3,575 00 1646 7,3
228850_s_at 0,432 16 1,929 6,1 1,685 5,7
- - 241724 x_at 1,555 9,5 1974 45 1,722 8,2
— — 213813 x_at 2,50 7,0 2,732 1,5 1,751 11,7
— — 228639_at 1,659 58 1511 12,7 1,804 3,5
— — 237438 _at 1,744 16 1,453 12,7 1,872 3,5
— — 214848 at 1,874 23,2 2,132 3,4 1,898 7,3
— — 242206_at 0,305 7,0 2409 6,1 1,914 9,0
215182_x_at 0,987 54,1 1,949 3,4 1921 9,0
— — 225767_at 0,464 06 1,835 7,9 1,981 9,0
217363_x_at 1,807 80 1,057 56,9 2,009 3,9
— — 1563283_at 1,468 41,2 2,195 9,0 2,139 2,2
1563302_at 1,926 3,4 0,713 159 2,180 3,2
— — 1555970_at 0,576 58 2,036 3,8 2,199 4,4
— — 236229 _at 0,955 48,6 1,751 9,0 2,200 1,4
230862_at 2,263 3,4 — — 2,806 0,9
1559066_at 2,404 14 0,831 453 2,830 2,2
1556520_at 1,766 70 1914 68 3,070 2,5
244787 _at 4,823 0,5 2,099 6,8 — —

— — 237386_at 2,102 4,2 2,572 4,5 — —

ABHD3 abhydrolase domain containing 3 213017_at 0,233 00 0,716 29,0 0441 7,3
ABI2 abl-interactor 2 207268 _x_at 0,628 2,7 0,628 6,1 1376 20,9
ABI2 abl-interactor 2 211793_s_at 0,616 1,6 0,550 1,1 1,425 142
ACADS acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain 202366_at 0,654 58 0623 4,5 1,108 50,6
ACADVL acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain 200710_at 0,504 09 0516 1,12 0,977 56,7
ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 222592 s_at 0,448 7,0 0,435 52 0,578 19,0
ADAM10 ADAM metallopeptidase domain 10 202604_x_at 1,527 17,7 0,605 6,8 0,527 6,3
ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12 215613_at 0,565 5,8 0,741 24,5 0,515 9,0
AGRN agrin 212285_s_at 0,510 2,0 0424 1,3 1640 12,8
AGRN agrin 217419 x_at 0,516 34 0,38 1,0 1853 35
AHSA2 AHAL, activator of heat shock 90kDa protein ATPase 226665_at 0,543 4,8 0594 52 0713 19,0

homolog 2 (yeast)
AlG1 androgen-induced 1 232810_at 0,521 2,7 0,550 52 1,239 422
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Anhang

AKR1C1 Aldo-keto reductase family 1, member C1 1562102_at 0,857 54,1 0,129 0,7 0,213 4,4
AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 207163_s_at 0,602 2,7 0,425 0,2 1,275 20,9
ALDH1L1 aldehyde dehydrogenase 1 family, member L1 215798 at 1,523 8,0 1,743 6,8 — —
AMOTL2  angiomotin like 2 203002_at 1,236 43,8 1,724 9,0 1,516 6,3
ANKRD10  Ankyrin repeat domain 10 227260_at 0,609 48 0,323 0,2 0,687 19,0
ANKRD11 ankyrin repeat domain 11 234701_at 0,513 3,4 5988 0,0 0,461 4,4
ANKRD36B ankyrin repeat domain 36B 220940_at 0,564 8,0 2,002 12,7 0,480 7,3
ANLN anillin, actin binding protein 1552619 _a_at 0,061 0,0 0,424 28 0,432 7,3
ANP32E acidic nuclear phosphoprotein 32 family, member E 208103_s_at 0,644 9,5 0,873 43,5 0,464 3,9
appgyp  2mvloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, 219994 at 2616 1,4 028 10 2268 1,9
member 1 interacting protein -
ApoBEC3C 2POliPoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic 209584 x at 0,585 1,0 0442 00 1,433 9,0
polypeptide-like 3C -
ARF3 ADP-ribosylation factor 3 211622_s_at 0,639 95 0,337 05 0975 62,0
ARFRP1 ADP-ribosylation factor related protein 1 203174_s_at 0,330 0,7 0474 1,3 0,724 19,0
ARHGAP5  Rho GTPase activating protein 5 1552627_a_at 1,913 14 1,691 7,9 1,272 439
ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta 1555812_a_at 0,421 9,5 0,387 4,5 0,860 45,7
ARHGEF7 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 7 235412_at 0,364 2,7 0456 6,1 1,530 36,5
ARL6IP1 ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 1 211935_at 0,585 05 0,758 17,7 0,578 4,4
ARL6IP6 ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 6 225711_at 0,612 2,0 1,056 50,6 0,598 6,3
ARSB arylsulfatase B 232197 x at 1,876 4,2 3,079 1,7 0491 63
ASAP1 ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 1 236533 _at 1,166 43,8 2,131 3,8 2,024 49
ASF1B ASF1 anti-silencing function 1 homolog B (S. cerevisiae) 218115_at 0,215 0,5 0,514 6,1 1,019 62,0
ASPH aspartate beta-hydroxylase 209135_at 2,194 2,7 1,872 52 1,330 20,9
ASPM asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated 219918 s_at 0,111 0,0 0,726 14,3 0,458 4,4
ATAD2 ATPase family, AAA domain containing 2 218782_s_at 0,503 2,0 0,858 33,6 0,560 6,3
ATGA4C /// ATG4 autophagy related 4 homolog C (S. cerevisiae) /// Ctr9,
CTR9 Pafl/RNA :))olyi:lerase Il complex cim;()onent, homc)>|og 228130_at 0,796 204 0639 61 0626 90
ATOHS8 Atonal homolog 8 (Drosophila) 1558705_at 1,725 9,5 — — 2,568 6,3
ATP6VOE1 ATPase, H+ transporting, lysosomal 9kDa, VO subunit el 214149 s_at 1,773 58 5184 0,0 1,246 32,3
ATP8B3 ATPase, class |, type 8B, member 3 1554704 _at 0,550 7,0 0,974 54,7 0,567 8,2
ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked 211022_s_at 1,506 11,2 0425 1,7 0,510 9,0
ATXN3 ataxin 3 216657_at 0,526 58 0,594 9,0 0,538 10,3
AURKA aurora kinase A 208079_s_at 0,201 0,0 0,537 6,1 0,467 4,9
AURKA aurora kinase A 204092_s_at 0,239 0,0 055 5,2 0,519 6,3
AURKB aurora kinase B 209464 _at 0,107 0,0 0,482 1,7 0,799 26,2
BagnTLL  UDP-GlcNAcibetaGal beta-1,3-N- 213589 s.at 0,159 0,0 0520 20 0565 9,0
acetylglucosaminyltransferase-like 1 - =
BAALC brain and acute leukemia, cytoplasmic 222780_s_at 0,220 1,4 0,469 6,8 0916 58,6
BARD1 BRCA1 associated RING domain 1 205345_at 0,190 1,2 0,506 5,2 0,844 404
BAT1 HLA-B associated transcript 1 200041_s_at 0,584 58 0,299 0,2 1,223 343
BAT2D1 BAT2 domain containing 1 214052_x_at 1,882 7,0 2,08 6,8 0,593 14,2
BBX bobby sox homolog (Drosophila) 213016_at 0,984 588 0,469 1,1 0,583 9,0
BCL2L1 BCL2-like 1 215037_s_at 1,722 80 0331 04 1,877 49
BGLAP bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein 206956_at 0,595 3,4 0568 7,9 1,112 59,5
BHLHE40 basic helix-loop-helix family, member e40 201169_s_at 0,396 4,8 0,190 0,3 1,785 8,2
BIN1 bridging integrator 1 210202_s at 0,465 3,4 0411 0,8 1,433 19,0
BIRCS baculoviral IAP repeat-containing 5 202094_at 0,071 0,0 0,593 6,8 0,459 6,3
BIRCS baculoviral IAP repeat-containing 5 202095_s_at 0,049 00 0,634 90 0,500 4,4
BIRCS baculoviral IAP repeat-containing 5 210334_x_at 0,133 04 059 7,9 0,653 158
BLVRA biliverdin reductase A 203773 _x_at 0,574 0,7 1,362 14,3 0,652 9,0
BMI1 BMI1 polycomb ring finger oncogene 202265_at 1,520 16 1641 3,8 0,710 8,2
BMP1 bone morphogenetic protein 1 205574_x_at 0,623 7,0 0,348 0,3 1,183 36,5
BNC2 basonuclin 2 229942 _at 0,545 48 0,617 11,1 0,538 9,0
BRCA2 breast cancer 2, early onset 208368_s_at 0,259 1,2 0,403 2,8 0,687 284
BTBD7 BTB (POZ) domain containing 7 224943 _at 0,968 54,1 0468 0,7 0,631 9,0
BTG1 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative 200921_s_at 0,763 23,2 2,393 6,1 3,173 0,0
BTN3A2 butyrophilin, subfamily 3, member A2 212613_at 0,421 1,6 0,558 6,1 0,744 26,2
BTN3A2 butyrophilin, subfamily 3, member A2 209846_s_at 0,496 0,9 0,491 2,0 0,777 26,2
BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (yeast) 215509 s_at 0,054 0,0 0,097 0,0 0,736 22,6
Cllorf82 chromosome 11 open reading frame 82 228281 _at 0,158 0,3 0,773 24,5 0,378 2,5
C120rf48 chromosome 12 open reading frame 48 220060_s_at 0,544 16 0566 3,8 0,664 15,8
C12orf69 chromosome 12 open reading frame 69 237484 _at 2,179 4,8 1,066 49,0 3,062 3,2
Cl140rf106 chromosome 14 open reading frame 106 206500_s_at 0,480 0,9 0,954 47,1 0,546 8,2
Cl40rfl106 Chromosome 14 open reading frame 106 241816_at 0,599 48 0,604 6,8 0,828 38,5
C18orf54 Chromosome 18 open reading frame 54 241733_at 0,338 0,0 0553 45 0,860 36,5
Clorf112 chromosome 1 open reading frame 112 220840_s_at 0,489 2,0 0,735 24,5 0,49 7,3
Clorf135 chromosome 1 open reading frame 135 220011_at 0,550 8,0 0,505 6,8 0,777 38,5
Clorf198 chromosome 1 open reading frame 198 223063_at 1,875 1,6 1,853 3,8 1,645 6,3
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Anhang

Clorfo6 chromosome 1 open reading frame 96 1553697_at 0,350 0,3 0,360 2,8 0,961 55,6
C200rf11 chromosome 20 open reading frame 11 218448 at 0,905 32,6 1,596 5,2 1,553 8,2
C200rf43 chromosome 20 open reading frame 43 234926_s_at 1,193 32,6 0,550 1,1 0,601 4,4
C200rfa3 chromosome 20 open reading frame 43 233842_x_at 1,350 80 0,629 28 0,620 3,9
/C/Z/()Bc;rg;ig chromosome 20 open reading frame 69 /// protein-L-

///PCMTD isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase domain 232953 _at 0,630 8,0 0,257 03 0,884 385
) containing 2

Cdorfae chromosome 4 open reading frame 46 238015_at 0,535 1,4 0,528 3,8 0,437 5,7
Cdorfde chromosome 4 open reading frame 46 235088 _at 0,48 06 0,581 6,1 0,654 15,8
C5orf41 chromosome 5 open reading frame 41 238476_at 1,935 24 1,843 23 0,958 50,6
Cé6orf173 chromosome 6 open reading frame 173 226936_at 0,270 0,0 0,757 22,2 0,619 9,0
;:/(jolz/féf's chromosome 6 open reading frame 26 /// mutS homolog 5 210410_s_at 0,143 0,0 0,509 0,8 0,872 38,5
C9orfa5s chromosome 9 open reading frame 45 223522 _at 1,559 2,7 1,091 471 1,757 1,4
C90rf95 chromosome 9 open reading frame 95 1562761_at 0,413 4,8 0,450 0,4 2,647 39
CALD1 caldesmon 1 214880 x_at 1,617 4,2 1,845 7,9 2,098 3,9
CALR calreticulin 212953_x_at = — 2,261 4,5 2,159 3.2
CAPS calcyphosine 226424 at 0,829 29,6 1,866 5,2 2,367 49
CASC5 cancer susceptibility candidate 5 228323 _at 0,088 0,0 0878 388 0,571 7,3
CASP6 caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase 209790_s_at 0,614 1,2 0,779 22,2 0,455 19
CBL Cas-Br-M ecotropic retroviral transforming sequence 229010_at 0,628 23,2 0,460 6,8 0,333 4,9
CBX5 chromobox homolog 5 (HP1 alpha homolog, Drosophila) 209715_at 0,513 1,4 1,091 535 0,548 6,3
CCDC13 coiled-coil domain containing 13 1554023_s_at 1,517 7,0 0,944 56,9 1,617 7,3
CCNA2 cyclin A2 213226_at 0,268 0,0 0,908 362 0,500 4,4
CCNA2 cyclin A2 203418 at 0,152 0,0 10,481 6,1 0,782 404
CCNB1 cyclin B1 214710_s_at 0,111 0,0 0,681 14,3 0,448 4,4
CCNB1 cyclin B1 228729_at 0,088 0,0 0,868 388 0,478 49
CCNB2 cyclin B2 202705_at 0,050 00 0612 90 050 6,3
CCNE2 cyclin E2 205034 _at 0,108 0,0 0,767 33,6 0,410 5,7
CCNE2 cyclin E2 211814 s_at 0,224 3,4 0,250 1,1 0,588 26,2
CCNF cyclin F 204826_at 0,123 0,0 0,550 4,5 0,635 12,8
CCNL2 cyclin L2 221427 s_at 0,664 48 0530 1,3 1,124 51,9
CD164 CD164 molecule, sialomucin 208653_s_at 0,653 80 0429 0,7 0,772 28,4
CDC2 cell division cycle 2, G1to Sand G2 to M 203213_at 0,050 0,0 0,611 6,8 0,439 4,4
CDC2 cell division cycle 2, G1to Sand G2to M 210559_s_at 0,077 0,0 0613 68 0,624 12,8
CDC2 cell division cycle 2, G1to Sand G2 to M 203214 x_at 0,112 0,0 0,584 5,2 0,647 14,2
CDC6 cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae) 203967_at 0,146 0,0 0,854 38,8 0,457 6,3
CDC7 cell division cycle 7 homolog (S. cerevisiae) 204510_at 0,253 0,7 1,071 52,1 0,548 7,3
CDCA2 cell division cycle associated 2 226661_at 0,664 15,3 0,453 1,3 0,574 9,0
CDCAS8 cell division cycle associated 8 221520_s_at 0,065 0,0 0,576 10,0 0,482 9,0
CDK2 cyclin-dependent kinase 2 211804_s_at 0,524 2,7 0,373 06 0,825 38,5
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 202284 s_at 1,717 1,4 0,977 50,6 2,204 0,6
CDKN3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 1555758 a_at 0,155 0,0 0,646 9,0 0,579 10,3
CDKN3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 209714_s_at 0,135 0,0 0,643 90 0,669 14,2
CENPA centromere protein A 204962_s_at 0,135 0,0 0,775 22,2 0,575 8,2
CENPA centromere protein A 210821_x_at 0,239 00 0571 45 0,613 14,2
CENPE centromere protein E, 312kDa 205046_at 0,199 1,0 1,051 60,1 0,580 9,0
CENPH centromere protein H 231772_x_at 0,287 00 0,650 6,8 0816 24,3
CENPI centromere protein | 214804_at 0432 10 0495 28 0,709 22,6
CENPK centromere protein K 222848 at 0,205 0,0 0,664 11,1 0,365 1,2
CENPM centromere protein M 218741 _at 0,037 00 0,564 90 0470 10,3
CEP55 centrosomal protein 55kDa 218542_at 0,080 0,0 0,595 10,0 0,411 4,9
CEP70 centrosomal protein 70kDa 219036_at 0,424 0,0 0,929 49,0 0,654 5,7
CEP70 centrosomal protein 70kDa 1554489 _a_at 0,387 0,3 0,483 0,6 0,662 158
CEPT1 choline/ethanolamine phosphotransferase 1 1561884 _at 0,930 43,8 0,514 3,4 0,488 82
CES1 carboxylesterase 1 209616_s_at 0,258 4,2 3,472 5,2 1,936 5,7
CHAF1B chromatin assembly factor 1, subunit B (p60) 204775_at 0,664 4,8 0,538 3,8 0,802 284
CHD2 Chromodomain helicase DNA binding protein 2 226830_x_at 1,751 9,5 1875 6,8 1,132 55,6
CHEK1 CHK1 checkpoint homolog (S. pombe) 205393_s_at 0,269 0,0 0,512 1,1 0,608 7,3
CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) 209395 _at 1,190 54,1 0,146 0,7 0,222 4,4
CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) 209396_s_at 1,444 57,9 0,090 04 0,228 4,9
CHMP4B chromatin modifying protein 4B 225119 at 1,861 95 2056 34 1,139 519
CIT citron (rho-interacting, serine/threonine kinase 21) 212801_at 0,307 00 0,39 0,7 0,712 20,9
Clz1 CDKN1A interacting zinc finger protein 1 213977_s_at 0,563 4,8 0,177 0,0 1,163 47,4
CKAP2 cytoskeleton associated protein 2 218252_at 0,475 0,2 0,767 19,8 0,562 6,3
CKAP4 cytoskeleton-associated protein 4 200999 _s_at 0,633 4,2 1,141 43,5 0,552 3,5
CKS1B CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B 201897_s_at 0,412 0,0 0,654 6,1 0,668 8,2
CKS2 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 204170_s_at 0,246 0,0 0,851 31,5 0,406 1,2




Anhang

CLEC11A C-type lectin domain family 11, member A 205131_x_at 0,563 2,0 0494 1,5 1,543 10,3
CLEC11A C-type lectin domain family 11, member A 210783_x_at 0,616 80 0,533 23 1,730 4,4
CLIP4 CAP-GLY domain containing linker protein family, member 4  226425_at 1,633 8,0 1,904 6,1 0,663 17,3
CLK4 CDC-like kinase 4 1568836_at 0,413 58 0232 08 0752 36,5
CLN8 ceroid-lipofuscinosis, neuronal 8 219341_at 2,451 7,0 2,075 9,0 — —

CLSTN1 calsyntenin 1 201561_s_at 0,589 2,4 0624 3,4 1,138 474
CMPK2 cytidine monophosphate kinase 2, mitochondrial 226702_at 0,184 3,4 0,318 6,1 0,286 9,0
CNTNAP3  contactin associated protein-like 3 223796_at 0,401 1,6 1,012 558 0,410 9,0
CNTNAP3B contactin associated protein-like 3B 244065_at 0,344 2,4 0,775 26,8 0,236 2,2
CNTROB centrobin, centrosomal BRCA2 interacting protein 228633_s_at 0,615 9,5 10,589 52 0,990 62,0
COL11A1 collagen, type XI, alpha 1 229271 _x_at 1,818 9,5 2,083 9,0 1,816 14,2
COL11A1  collagen, type XI, alpha 1 37892_at 1,316 41,2 2,002 61 1,820 9,0
COL11A1  collagen, type XI, alpha 1 204320_at 1,363 383 1,999 52 1,935 82
COL14A1  collagen, type XIV, alpha 1 212865 s at 0,251 9,5 2,408 17,7 0212 7,3
COL6A2 collagen, type VI, alpha 2 213290_at 0,492 1,4 0,572 3,8 1,428 15,8
COL6A2 collagen, type VI, alpha 2 209156_s_at 0,468 0,3 0,343 0,0 1,820 1,2
COLEC12 collectin sub-family member 12 221019 _s_at 0,134 0,0 0,381 23 0,664 284
COMMDS

///L0C100 COMM domain containing 5 hypothetical protein

287297 /// L0C100287297 /// hypotﬁetiﬁg/l pZ(F))tein LOC1FC;0289699 232640_at 1809 95 03% 28 215 35
LOC10028

9699

COPS2 COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 2 209838 _at 1,723 0,3 1602 52 0,891 36,5
COX5B Cytochrome c oxidase subunit Vb 213736_at 2,122 3,4 2,025 45 — —

CPNE1 copine | 206918 _s_at 0,646 4,2 0422 0,2 1,103 53,2
CPSF3L cleavage and polyadenylation specific factor 3-like 233625_x_at 0,625 4,2 0632 68 1,325 19,0
CR1 complement component (3b/4b) receptor 1 217484 _at — — 2030 79 2770 1,6
CRIM1 cysteine rich transmembrane BMP regulator 1 (chordin-like) 202552_s_at 1,515 80 1668 9,0 098 57,7
CRIP2 cysteine-rich protein 2 208978 _at 0,297 14 0,298 1,0 0,744 42,2
CSPP1 centrosome and spindle pole associated protein 1 242041_at 0,430 2,4 0,520 9,0 0,900 30,2
CuUXx1 cut-like homeobox 1 214743 _at 1,677 16 1939 6,1 1,401 11,7
CYP27C1 cytochrome P450, family 27, subfamily C, polypeptide 1 1568868 _at 0,595 8,0 1,402 17,7 0,404 6,3
DARS aspartyl-tRNA synthetase 201624 _at 0,533 4,2 1,906 6,1 1,875 3,5
DAXX death-domain associated protein 216038 x_at 0,561 2,7 0617 6,1 0,727 209
DAZAP1 DAZ associated protein 1 226620_x_at 0,487 0,0 1,094 50,6 0,602 4,9
DCAF15 DDB1 and CUL4 associated factor 15 221851 _at 0,360 2,4 0,175 0,2 1,527 12,8
DCAF6 DDB1 and CUL4 associated factor 6 217908_s_at 1,661 1,0 1,540 6,8 0,892 38,5
DCLK1 Doublecortin-like kinase 1 229800_at 0,548 7,0 2,018 9,0 0,495 73
DDX11 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 11 208149 x_at 0391 1,6 0517 1,3 1,199 457
DDX17 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17 213998 s_at 0,339 58 0357 7,9 0,267 49
DDX54 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 54 225428 s_at 0,620 4,8 0,564 3,8 1,437 19,0
DENR density-regulated protein 238982 _at 0,456 58 1,045 52,1 0,402 7,3
DEPDC1 DEP domain containing 1 232278 s_at 0,033 00 0332 0,7 0529 128
DEPDC1 DEP domain containing 1 235545_at 0,090 0,0 0,708 12,7 0,598 9,0
DHFR dihydrofolate reductase 202534 x_at 0,473 0,0 1,452 36,2 0,466 4,4
DIAPH3 diaphanous homolog 3 (Drosophila) 232596_at 0,559 7,0 0,304 04 0,285 25
DIO2 deiodinase, iodothyronine, type Il 231240_at 0,506 4,2 0,229 0,2 1,026 60,2
?ﬁégeg& hypothetical gene supported by BX538329 231412_at 0,650 9,5 1,90 7,9 1,789 35
DLEU2 ///  deleted !n Iymphocyt!c Ieukem!a 2 (pon—protem coding) /// 215629 s at 0397 14 0894 453 0620 9,0
DLEU2L deleted in lymphocytic leukemia 2-like -

DLG3 discs, large homolog 3 (Drosophila) 207732_s_at 0,584 4,2 0,364 2,8 0928 49,0
DLGAP5 discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 5 203764 _at 0,070 0,0 0,811 26,8 0,433 49
DMPK dystrophia myotonica-protein kinase 37996_s_at 1,867 80 0425 05 199 1,4
DMWD dystrophia myotonica, WD repeat containing 213231 _at 0,653 58 0,507 6,1 2,085 1,6
DNALI1 dynein, axonemal, light intermediate chain 1 205186_at 0,347 04 0665 52 1,048 609
DNLZ DNL-type zinc finger 228272_at 0,525 24 0,782 19,8 0,571 3,9
DOT1L DOT1-like, histone H3 methyltransferase (S. cerevisiae) 226201_at 1,609 9,5 1,097 43,5 2,468 4,4
DTL denticleless homolog (Drosophila) 218585_s_at 0,057 0,0 0,679 17,7 0,439 4,4
DTL denticleless homolog (Drosophila) 222680_s_at 0,169 0,0 0,345 08 0,581 11,7
DUT deoxyuridine triphosphatase 208955_at 0,593 1,2 0,889 38,8 0,555 4,4
DUT deoxyuridine triphosphatase 209932_s_at 0,608 1,4 0,860 31,5 0,561 25
E2F1 E2F transcription factor 1 2028_s_at 0,590 34 0379 08 1,120 50,6
E2F5 E2F transcription factor 5, p130-binding 221586_s_at 0,291 16 1,934 6,8 2307 32
EDEM3 ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 3 220342_x_at 1,616 80 0,518 1,1 0,612 7,3
EDNRA endothelin receptor type A 204463_s_at 0,854 48,6 0,399 3,4 0,420 82
EFHD1 EF-hand domain family, member D1 209343_at 1,571 54,1 2502 9,0 2,028 8,2
EFNB2 ephrin-B2 202669_s_at 0,449 58 0,574 6,1 1,163 58,6
EIF5A eukaryotic translation initiation factor 5A 213753_x_at 1,595 9,5 1,839 159 1,776 8,2
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Anhang

EMD emerin 209477_at 1,046 56,6 2,145 13 1,708 3,9
EMILIN1 elastin microfibril interfacer 1 204163_at 0,505 1,0 0,647 7,9 1,292 26,2
EML4 echinoderm microtubule associated protein like 4 223069_s_at 0,605 1,0 0,364 0,2 0,960 51,9
EPHA3 EPH receptor A3 206070 s at 0,574 9,5 1,528 14,3 0246 7,3
EPHA4 EPH receptor A4 229374 at 1,653 9,5 0,686 11,1 1,851 4,4
EPM2AIP1 EPMZ2A (laforin) interacting protein 1 227847_at 1,018 58,8 0,575 3,4 0,615 8,2
EPOR erythropoietin receptor 209963_s_at 0,507 58 0,582 9,0 1,197 43,9
EPOR erythropoietin receptor 209962_at 0,338 4,2 0,302 1,0 2,543 2,2
ERAP1 endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 209701_at 1,742 2,4 1845 6,1 1,338 38,5
ERCcL  SXCision repair cross-complementing rodent repair 219650_at 0,149 03 0,987 57,7 0549 82

deficiency, complementation group 6-like -
ERMN ermin, ERM-like protein 231911 _at 0,400 9,5 0,323 7,9 0516 28,4
ETS2 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian) 201329_s_at 1,078 54,1 0,343 10 0434 7,3
EZH2 enhancer of zeste homolog 2 (Drosophila) 203358_s_at 0,254 0,0 0,989 56,9 0,591 9,0
F2RL1 coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1 213506_at 0,102 0,3 1,395 41,3 0,177 2,2
FAM102B  family with sequence similarity 102, member B 226568_at 0,455 0,4 1,279 26,8 0,624 9,0
FAM105B family with sequence similarity 105, member B 240834 _at 0,605 9,5 0,809 41,3 0,269 2,7
FAM149B1 family with sequence similarity 149, member B1 213896_x_at 0,573 1,0 0,651 45 0,711 15,8
FAM158A  family with sequence similarity 158, member A 219203_at 0,548 2,7 0637 79 0,849 38,5
FAMS54A family with sequence similarity 54, member A 228069 _at 0,281 0,0 0,739 24,5 0,448 5,7
FAMS83D family with sequence similarity 83, member D 225687_at 0,124 0,0 0,627 12,7 0,461 9,0
FAMS84B family with sequence similarity 84, member B 225864 _at 1,050 383 2649 6,1 2,107 3,9
FANCG Fanconi anemia, complementation group G 203564_at 0426 00 0492 05 0,705 14,2
FANCI Fanconi anemia, complementation group | 213007_at 0,368 0,0 0,861 33,6 0,361 4,4
FAR2 fatty acyl CoA reductase 2 220615_s_at 0,668 26,5 0,436 6,1 0,423 9,0
FARP1 FERM, RhoGEF (ARHGEF) and pleckstrin domain protein 1 201911_s_at 0,648 58 0,518 1,3 1,119 51,9
;;XSAlleZ F-box protein 17 /// seryl-tRNA synthetase 2, mitochondrial ~ 220233_at — — 3,255 1,7 4,360 0,6
FBXO5 F-box protein 5 218875_s_at 0,280 0,0 0,978 49,0 0,405 2,2
FBXO5 F-box protein 5 234863_x_at 0,341 00 0528 1,7 0,608 10,3
FBXO9 F-box protein 9 1566509_s_at 1,560 2,4 1608 7,9 0,733 17,3
FEN1 flap structure-specific endonuclease 1 204767_s_at 0,361 0,5 1,038 59,1 0,493 8,2
FEN1 flap structure-specific endonuclease 1 204768_s_at 0,425 0,3 0557 6,1 0827 365
FGD1 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 1 204819 _at 0,58 16 0574 15 1,024 62,0
FGF1 fibroblast growth factor 1 (acidic) 205117 _at 0,643 9,5 0591 61 0,891 45,7
FGFR10P2 FGFR1 oncogene partner 2 243619 _at 0,537 2,7 1,083 49,0 0,540 6,3
FHL1 four and a half LIM domains 1 201539_s_at 1,557 588 0,332 0,8 0,467 5,7
FHL1 four and a half LIM domains 1 210298 x_at 1,643 583 0,453 3,8 0473 7,3
FHL1 four and a half LIM domains 1 214505 _s_at 1,272 54,1 0378 1,5 0,487 82
FKBP7 FK506 binding protein 7 223667_at 0,564 48 0,306 0,2 0918 474
FOXM1 forkhead box M1 202580_x_at 0,045 0,0 0,577 11,1 0,397 6,3
FRAS1 Fraser syndrome 1 226145_s_at — — 2,678 2,8 3,073 1,4
FRMD5 FERM domain containing 5 230831 _at 0,646 29,6 0,378 6,1 0,459 9,0
FRMPD4 FERM and PDZ domain containing 4 239290 _at 4,441 0,0 1,631 33,6 1,982 5,7
FST follistatin 226847_at 1,859 9,5 2,055 68 2,011 3,9
FURIN furin (paired basic amino acid cleaving enzyme) 201945_at 0,581 4,8 0,509 3,8 1,591 26,2
FUS fusion (involved in t(12;16) in malignant liposarcoma) 200959 _at 0,575 2,7 1,387 36,2 0,527 7,3
FUS /// fusion (involved in t(12;1§) in malignant liposarcoma) /// 1565717 s.at 0762 326 0455 28 0522 90
NR1H3 nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 -
FUZ fuzzy homolog (Drosophila) 221187_s_at 0,582 2,7 0618 9,0 1,256 36,5
FXYD5 FXYD domain containing ion transport regulator 5 218084 _x_at 0,503 4,2 0,525 4,5 1,529 10,3
G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase 202275_at 0,605 9,5 0,426 2,3 1,345 323
GADD45B  growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 209304_x_at 1,386 20,4 2,614 9,0 2,649 0,6
GALE UDP-galactose-4-epimerase 202528 at 0,521 16 0,523 20 0,889 45,7
ATz UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N- 217788 s_.at 1,016 588 0,556 0,7 0558 44

acetylgalactosaminyltransferase 2 (GalNAc-T2) - =

UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
GALNT6 acetylgaIact\c/)sar:inyltrfnsferase 6 (GaTNAycF?TZ) 219956 _at 0549 95 0257 03 0602 19,0
GANAB glucosidase, alpha; neutral AB 211934 x_at 0,563 0,7 0470 0,7 1,280 28,4
GCLC glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit 202922 _at 2,798 1,6 1,878 3,8 1,137 55,6
GDAP2 ganglioside induced differentiation associated protein 2 1554154 at 0,620 15,3 0,513 6,1 0,452 6,3
GDF5 growth differentiation factor 5 206614_at 1,469 43,8 0,317 0,8 0,540 3,9
GEMING6 gem (nuclear organelle) associated protein 6 219539 at 0,609 2,7 0,844 388 0,588 9,0
GFPT2 glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2 205100_at 0,522 16 0,499 0,5 0,659 7,3
GGH gamma-glutamyl hydrolase 203560_at 0,431 05 0,783 19,8 0,603 3,9
GGT7 gamma-glutamyltransferase 7 226469_s_at 1,108 55,5 2,413 9,0 2,062 4,9
GINS1 GINS complex subunit 1 (Psf1 homolog) 206102_at 0,176 0,0 0,793 29,0 0,404 39
GINS2 GINS complex subunit 2 (Psf2 homolog) 221521 _s_at 0,138 0,5 0,650 22,2 0,441 9,0
GINS3 GINS complex subunit 3 (Psf3 homolog) 45633_at 0,442 2,4 1,100 50,6 0,427 4,9
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Anhang

g:zg; " GIY-YIG domain containing 1 /// GIY-YIG domain containing 2 218317_x_at 0,649 3,4 0643 6,1 0912 49,0
GLI3 GLI family zinc finger 3 205201 _at 0,788 26,5 1,665 9,0 1,692 4,4
GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 204221_x_at 0,603 8,0 0827 268 0,361 3,9
GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 204222_s_at 0,659 58 0,980 53,5 0,593 8,2
GLS glutaminase 221510_s_at 2,115 1,2 2,393 15 1,465 9,0
GMDS GDP-mannose 4,6-dehydratase 204875_s_at 0,456 1,2 0424 1,3 1,290 36,5
GPC4 glypican 4 204984 at 1,681 153 2,761 0,8 1,850 7,3
GPC4 glypican 4 204983 _s_at 1,429 32,6 2,376 3,8 2,182 2,7
GPI glucose phosphate isomerase 208308_s_at 0,577 58 0,557 6,8 1,240 38,5
GPR172A G protein-coupled receptor 172A 222155_s_at 0,646 58 0,574 3,8 1,765 8,2
GPR39 G protein-coupled receptor 39 229105_at 2,027 4,2 0569 6,8 0424 5,7
GPR85 G protein-coupled receptor 85 219898 _at 0,872 58,8 2,178 6,1 2,276 3,9
GPSM2 G-protein signaling modulator 2 (AGS3-like, C. elegans) 205240_at 0,204 00 0,373 05 0,516 8,2
GPSM2 G-protein signaling modulator 2 (AGS3-like, C. elegans) 230002_at 0,241 04 0,251 0,4 0,648 24,3
GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) 201348 _at 0,474 2,4 0,300 04 0,849 343
GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) 214091_s_at 0,598 8,0 0,328 04 1,173 474
GREM2 gremlin 2, cysteine knot superfamily, homolog 220794 _at 1,357 356 0,372 1,7 0,375 6,3
GRIA3 glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 3 1569290_s_at 2,917 0,4 1,091 60,1 1,659 6,3
GSN gelsolin (amyloidosis, Finnish type) 200696_s_at 1,387 8,0 1613 6,1 1,900 0,6
GTPBP2 GTP binding protein 2 223789 _s_at 0,502 80 0,092 0,0 1,08 55,6
GTSE1 G-2 and S-phase expressed 1 215942_s_at 0,096 0,0 0562 61 0,710 20,9
H2AFV H2A histone family, member V 212206_s_at 0,949 46,3 0,648 7,9 0,562 4,4
HAPLN1 hyaluronan and proteoglycan link protein 1 205524 s_at 1,033 52,6 0519 6,1 0414 7,3
HAUS1 HAUS augmin-like complex, subunit 1 225297_at 0,553 1,4 0,738 12,7 0,666 9,0
HDGF hepatoma-derived growth factor 200896_x_at 0,598 1,6 0,637 68 0948 519
HECTD1 HECT domain containing 1 241955_at 2,273 0,5 3,356 0,0 1,165 42,2
HECTD3 HECT domain containing 3 218632_at 0,478 1,0 0,406 04 1,312 173
HELLS helicase, lymphoid-specific 220085_at 0,186 0,5 0,706 15,9 0,231 1,4
HELLS helicase, lymphoid-specific 227350_at 0,275 0,0 0,965 36,2 0,324 49
HELLS helicase, lymphoid-specific 223556_at 0,308 1,0 0,965 50,6 0,529 8,2
HHLA3 HERV-H LTR-associating 3 220387_s_at 0,660 8,0 0437 04 1622 9,0
HJURP Holliday junction recognition protein 218726_at 0,144 0,0 0,501 3,8 0,848 343
HMG20B  high-mobility group 20B 210719 s at 0,643 42 0,594 3,4 1550 4,9
HMMR hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM) 207165_at 0,032 0,0 0,795 22,2 0,450 39
HNMT histamine N-methyltransferase 228772_at 0,447 4,2 1,232 33,6 0,406 7,3
S?RNPAZ heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 205292_s_at 0,607 0,2 1,104 54,7 0,624 82
7;}‘5222?, heterogeneous nuclear ribonucleoprote?n A3 /// 206809 s_at 0,598 48 0567 90 0433 44
A3P1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 pseudogene 1

7;}‘5222‘; heterogeneous nuclear ribonucleoprote?n A3/// 211931 s at 0621 27 1,158 52,1 0583 872
A3P1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 pseudogene 1

HNRNPD heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D 200073_s_at 0,619 04 1,253 38,8 0,517 3,9
HNRNPM heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 200072_s_at 0,637 2,7 0,841 33,6 0,493 4,4
HNRNPR heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R 208765_s_at 0,521 06 0597 45 0,421 2,5
HNRNPU heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 216855_s_at 0,608 58 0,100 0,0 1,097 61,7
HOMER3 homer homolog 3 (Drosophila) 215489 x_at 0,656 80 0612 68 0,958 58,6
HOXA11AS HOXA11 antisense RNA (non-protein coding) 230666_at 0,735 20,4 1,622 7,9 1,816 7,3
HOXB2 homeobox B2 205453 _at 0475 4,2 049 15 0,717 20,9
HOXB3 homeobox B3 228904_at 0,423 58 0,767 33,6 0,376 6,3
HPCAL1 hippocalcin-like 1 205462_s_at 0,398 1,0 0,333 0,3 1,770 3,5
HSPB6 heat shock protein, alpha-crystallin-related, B6 214767_s_at 3,083 58 0,244 04 2,426 1,6
HSPB6 heat shock protein, alpha-crystallin-related, B6 226304 _at 3,112 8,0 0,432 52 3,85 0,0
HTRA2 HtrA serine peptidase 2 211152_s_at 0,642 80 0503 23 1,037 60,5
ICA1L islet cell autoantigen 1,69kDa-like 223881_at 1,652 80 0,752 26,8 1,996 8,2
D4 inh.ibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop- 209291 at 0375 70 2152 79 0487 63

helix protein -
D4 Inh.ibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop- 209292 at 0319 70 2156 61 0518 90
helix protein

IER5L immediate early response 5-like 226559_at 0,833 20,4 1,581 6,1 1874 4,4
IFI35 interferon-induced protein 35 209417_s_at 0,532 58 0,449 3,4 0,595 15,8
IFl44 Interferon-induced protein 44 214059_at 0,278 0,9 0,510 7,9 0,518 14,22
IGF2BP2 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 2 218847_at 0,873 41,2 3,076 0,7 2,570 0,9
IGF2BP2 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 2 223963_s_at 1,750 9,5 0,807 453 3,641 0,6
IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 203424 _s_at 8,688 1,0 6,826 1,5 — —
IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 203426_s_at 2,936 4,8 0,926 55,8 2,404 2,7
ILIRAP interleukin 1 receptor accessory protein 205227_at 0,862 29,6 0,632 7,9 0,524 6,3
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ILLRAPL2 interleukin 1 receptor accessory protein-like 2 221112_at 0,369 1,6 0,421 0,4 1,010 34,3
IL27RA interleukin 27 receptor, alpha 222062_at — — 2,037 9,0 2221 3,9
IL6ST interleukin 6 signal transducer 211000_s_at 1,823 4,8 1,688 52 0,875 34,3
IPO9 importin 9 244703 _x_at 0,933 50,7 0,580 7,9 0,367 5,7
IRF9 interferon regulatory factor 9 203882_at 0,568 2,7 0,427 1,5 0,677 19,0
ITCH itchy E3 ubiquitin protein ligase homolog (mouse) 209744_x_at 1,200 38,3 2,230 06 1,523 8,2
ITFG1 Integrin alpha FG-GAP repeat containing 1 1556151_at 2,215 2,0 1,971 3,4 1,222 36,5
ITGA10 integrin, alpha 10 206766_at 0,501 2,0 0,994 52,1 0,518 7,3
ITGA4 integrin, alpha 4 205884 at 2,708 2,7 0,485 61 0,411 9,0
ITGAS integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) 201389_at 0,369 0,3 0,385 05 1,220 404
ITGBS Integrin, beta 5 214021_x_at 1,344 153 3,255 0,2 2,756 0,0
ITPR1 inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1 211323_s_at 0,442 1,6 0564 45 0,986 54,5
ITPR3 inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3 201189 _s_at 0,620 8,0 0,552 6,1 0,847 385
ITPRIPL2 inositol 1,4,5-triphosphate receptor interacting protein-like 2 227954 _at 2,117 1,2 2,127 2,3 1,224 47,4
JAK1 Janus kinase 1 1552611_a_at 1,677 1,6 3,903 0,0 1,229 385
JAK2 Janus kinase 2 205842 _s_at 0,667 13,2 0,515 3,4 0,555 9,0
My junction mediating and regulatory protein, p53 cofactor 226352_at 1,553 95 1,834 9,0 1,266 30,2
KAL1 Kallmann syndrome 1 sequence 205206_at 0,051 1,6 0,499 50,6 0,100 9,0
KCNABL potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, 210471 s at 1171 588 0330 38 0249 44
beta member 1 -
KCNAB1 potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, 210078 s at 1305 526 0378 52 0283 49
beta member 1 -
KDM4C lysine (K)-specific demethylase 4C 1556493 _a_at 0,485 8,0 0,439 3,8 1,010 404
KIAA0101  KIAA0101 202503_s_at 0,099 0,0 0,711 159 0,511 6,3
KIAA0101  KIAAO101 211713 _x_at 0,325 03 0579 79 0,605 15,8
KIAAO415 KIAAO0415 209913_x_at 1,551 9,5 1,574 12,7 1,779 9,0
KIAA1033  KIAA1033 215936_s_at 0,959 486 0,379 0,0 0,502 3,9
KIAA1033  KIAA1033 212794 _s_at 1,062 56,1 0,582 20 0,586 4,4
KIAA1524  KIAA1524 231855_at 0,413 10 0,649 14,3 0,570 9,0
KIF14 kinesin family member 14 206364 _at 0,128 0,0 0,514 3,4 0470 49
KIF15 kinesin family member 15 219306_at 0,185 0,0 0,502 4,5 0,497 4,4
KIF18B kinesin family member 18B 222039 _at 0,094 0,0 0,760 19,8 0,517 4,4
KIF20A kinesin family member 20A 218755 _at 0,065 0,0 0,754 19,8 0,509 5,7
KIF22 kinesin family member 22 202183_s_at 0,428 00 0639 68 0577 10,3
KIF23 kinesin family member 23 204709_s_at 0,239 0,0 0,807 268 0,483 8,2
KIF23 Kinesin family member 23 244427 _at 0,299 16 0537 7,9 0,608 15,8
KIF2C kinesin family member 2C 209408 _at 0,223 0,0 0,562 6,1 0,608 11,7
KIF2C kinesin family member 2C 211519 s_at 0,288 0,0 0410 0,7 0948 51,9
KLHL24 kelch-like 24 (Drosophila) 221986_s_at 1,587 7,0 0,911 435 1,582 82
KNTC1 kinetochore associated 1 206316_s_at 0,465 00 0476 0,8 0,581 4,9
KPNA2 karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1) 201088 _at 0,643 2,7 1,067 60,3 0,559 9,0
KPNA6 karyopherin alpha 6 (importin alpha 7) 212103_at 0,868 23,2 2,442 0,1 1,631 25
KRAS v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 214352 s_at 0,930 50,7 0,235 0,0 0,563 7,3
KRTAP8-1  keratin associated protein 8-1 1564974 _at 1,649 58 0439 0,8 2,531 4,4
KY kyphoscoliosis peptidase 244572 _at 1,101 56,6 0,540 6,1 0,312 1,1
KYNU kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 204385_at 0,430 2,4 0,276 0,4 0,979 36,5
KYNU kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 217388 s_at 0,173 1,0 0,414 7,9 1,132 58,6
KYNU kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 210663_s_at 0,248 4,2 0,434 9,0 1,467 57,7
LASS6 LAG1 homolog, ceramide synthase 6 235463_s_at 1,742 8,0 1,297 31,5 1,626 4,9
LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase 204428 s_at 0,352 0,3 0610 68 1,564 19,0
LDB2 LIM domain binding 2 206481 _s_at 1,373 41,2 0361 34 0,306 4,4
LGALS3BP lectin, galactoside-binding, soluble, 3 binding protein 200923 _at 0,511 8,0 0,505 5,2 1,571 11,7
LGALS8 lectin, galactoside-binding, soluble, 8 210732_s_at 0,644 9,5 0,620 68 1,298 284
LHFPL2 lipoma HMGIC fusion partner-like 2 212658 at 0,884 46,3 0,510 9,0 0,393 4,9
LHPP phospholysine phosphohistidine inorganic pyrophosphate 218523 at 0,547 24 0567 38 1637 57
phosphatase -
LMCD1 LIM and cysteine-rich domains 1 218574 _s_at 1,573 4,2 1,102 55,8 1,617 4,9
LMCD1 LIM and cysteine-rich domains 1 242767_at 4,741 1,2 2,098 26,8 2,782 3,9
LMF2 lipase maturation factor 2 31837_at 0,645 4,2 0,578 2,8 1,537 5,7
LMNB1 lamin B1 203276_at 0,127 0,0 2,173 10,0 0,521 6,3
LOC10012 ) )
8434 Hypothetical protein LOC100128434 1561292_at 0,592 9,5 0,506 6,1 0,707 20,9
;25;0019 hypothetical LOC100190939 228913 _at 1,802 8,0 1,882 45 0,843 36,5
525710028 hypothetical protein LOC100287917 226933_s_at 0,459 4,8 1,926 11,1 0,530 7,3
LOC10028 hypothetical protein LOC100289169 /// similar to acyl-CoA
9169 /// synthetase medium-chain family member 2 /// nuclear pore 215921 _at 0,297 1,2 0,268 1,5 1,392 20,9
NPIPL3 complex interacting protein-like 3
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;230028 arsenic transactivated protein 1 243840_at 0,411 1,2 0,700 159 0,491 8,2
(I;C6)£5110029 hypothetical protein LOC100290661 1563077_at 1,714 58 1,007 54,7 2,326 3,5
;OC14977 Hypothetical protein LOC149773 1559433 _at 0,474 0,5 1,033 56,9 0,527 4,4
LOC25845 hypothetical LOC25845 225458 _at 0,664 9,5 0553 34 1,054 545
;OC28366 hypothetical LOC283663 230245 s at 0,481 58 0,627 7,9 0945 343
;OC33865 hypothetical protein LOC338653 1562960_at 2,082 1,6 2,149 2,3 — —

SDC40023 hypothetical LOC400236 227887 at 1,814 4,2 1,582 11,1 1,684 7,3

ZOC44043 hypothetical protein FLJ11822 214107_x_at 0,580 1,6 0,383 0,2 0,653 14,2
;35/64316 simi!ar to RNA binding motif protein 39 /// RNA binding 226404_at 0454 00 2662 28 1701 35
RBM39 motif protein 39

53C72873 Hypothetical LOC728730 242835 s_at 1,529 11,2 2,397 2,3 1,767 9,0
LOH12CR2 loss of heterozygosity, 12, chromosomal region 2 236311 _at 1,608 58 1,911 6,1 1,917 17,3
LPXN leupaxin 216250_s_at 1,496 48,6 0,434 1,7 0,450 4,4
LRP5 low density lipoprotein receptor-related protein 5 209468_at 0,513 2,4 0545 4,5 1,929 82
LRRC16A leucine rich repeat containing 16A 230793_at 0,949 486 0,516 2,8 0,523 8,2
LRRC8C leucine rich repeat containing 8 family, member C 1558517_s_at 0,523 0,5 0,639 4,5 0,913 474
LSM14B LSM14B, SCD6 homolog B (S. cerevisiae) 219653_at 1,214 43,8 3,003 0,3 2,466 1,2
LTBP3 latent transforming growth factor beta binding protein 3 219922 s_at 0,607 4,2 0,616 5,2 1,165 38,5
LTBP4 latent transforming growth factor beta binding protein 4 204442 x_at 0,521 4,2 0,625 45 1,838 12,8
LXN latexin 218729 _at 0,219 0,0 0,735 31,5 0446 4,4
LYGE lymphocyte antigen 6 complex, locus E 202145_at 0,406 1,4 0,196 0,0 1,473 30,2
MAB21L2  mab-21-like 2 (C. elegans) 210302_s_at 0,435 23,2 2,711 9,0 6,936 0,0
MAD2L1 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 203362_s_at 0,230 0,0 0,894 43,5 0,599 9,0
MAD2L1 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 1554768_a_at 0,225 0,0 0,602 7,9 0,619 14,2
MAFG \é-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog 204970_s_at 1,028 555 3568 04 1965 2.5
MAGED2 melanoma antigen family D, 2 208682_s_at 0,656 2,0 0602 1,7 0986 57,7
MAGI1 membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ 232859 s at 2,823 00 2917 03 1,546 32,3

domain containing 1 -

MALAT1 metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 227510_x_at 4,592 0,0 0,737 14,3 2,301 7,3
MAP2K2 mitogen-activated protein kinase kinase 2 202424 _at 0,543 4,2 0,577 5,2 2,140 1,4
MAP2K3 mitogen-activated protein kinase kinase 3 207667_s_at 1,710 9,5 1,065 50,6 2,410 0,9
MAP2K7 mitogen-activated protein kinase kinase 7 226023_at — — 1,687 7,9 1,879 3,2
MAP2K7 mitogen-activated protein kinase kinase 7 209951_s_at 2,185 1,6 1,464 19,8 4,062 0,0
MAT2B methionine adenosyltransferase Il, beta 217993 s_at 0,642 9,5 1,181 33,6 0,567 9,0
MBNL1 muscleblind-like (Drosophila) 1558111_at 0,667 15,3 0,566 6,8 0,481 5,7
MCM10 minichromosome maintenance complex component 10 220651_s_at 0,056 0,0 0,730 31,5 0,429 9,0
MCM2 minichromosome maintenance complex component 2 202107_s_at 0,322 04 0,485 6,8 0,487 9,0
MCM3 minichromosome maintenance complex component 3 201555_at 0,517 10 0,791 31,5 0,554 8,2
MCM4 minichromosome maintenance complex component 4 212142 _at 048 20 0,314 06 0539 11,7
MCM4 minichromosome maintenance complex component 4 222036_s_at 0,643 48 0918 43,5 0,556 9,0
MCM5 minichromosome maintenance complex component 5 201755_at 0,193 06 0446 6,1 0471 11,7
MCM5 minichromosome maintenance complex component 5 216237_s_at 0,349 0,0 0467 6,8 0,511 9,0
MCM8 minichromosome maintenance complex component 8 224320_s_at 0454 16 0,377 10 0,485 6,3
MDC1 mediator of DNA-damage checkpoint 1 203061_s_at 0,411 1,0 0,193 0,2 1,044 61,8
MDK midkine (neurite growth-promoting factor 2) 209035_at 0,307 0,0 0,391 1,3 1,270 45,7
MED13L  Mediator complex subunit 13-like 216109 _at 0,500 8,0 0436 45 0330 44
MED16 mediator complex subunit 16 221545 x_at 0,603 80 0604 7.9 1,198 36,5
MED27 mediator complex subunit 27 221598 s_at 0,629 4,8 0,998 60,1 0,470 8,2
MEF2A myocyte enhancer factor 2A 208328_s_at 1,754 3,4 3,728 0,0 1,075 62,0
MEN1 multiple endocrine neoplasia | 202645_s_at 0,594 2,7 0,559 2,0 1,214 30,2
MEOX2 mesenchyme homeobox 2 206201_s_at 0,167 0,0 1,133 50,6 0,240 0,0
METRN meteorin, glial cell differentiation regulator 232269 x_at 0,798 26,5 1,733 6,1 3,187 0,0
METTL3 methyltransferase like 3 242111_at 0,630 2,0 0609 52 1,188 53,2
MEX3D mex-3 homolog D (C. elegans) 91816_f at 0,671 2,4 2832 0,7 2150 0,6
MFAP3L microfibrillar-associated protein 3-like 205442 _at 2,439 4,2 2,477 2,3 1,306 43,9
MFHAS1 malignant fibrous histiocytoma amplified sequence 1 225478 at 0,610 03 0,631 1,7 0,808 24,3
MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 212022_s_at 0,092 00 0400 1,7 0,518 10,3
MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 212021_s_at 0,218 0,0 0,429 1,1 0,602 12,8
MKI67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 212020_s_at 0,445 09 0443 1,1 0,753 284
MLEC malectin 200616_s_at 0,618 1,4 1,705 4,5 0,520 2,7
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MLEC malectin 200617_at 0,546 1,2 0,399 0,2 0,897 45,7
MMP11 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3) 203878 s_at — — 1,967 6,1 2,502 5,7
MMP14 matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) 202828 s_at 1,121 58,8 2,202 2,8 1,926 8,2
MMP14 matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) 160020_at 1,230 54,1 1995 7,9 2,163 1,4
MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase) 205828 at 0,135 9,5 0,140 4,5 0,510 56,7
MNT MAX binding protein 204206_at 1,035 54,1 1,739 90 1,558 9,0
MON1B MON1 homolog B (yeast) 233557_s_at 1,534 80 0,853 41,3 1,570 8,2
QAPHOSPH M-phase phosphoprotein 9 221965_at 0,593 1,2 0649 9,0 0849 323
MPI mannose phosphate isomerase 202472_at 0,586 4,2 0,566 6,1 1,051 59,1
MRC2 mannose receptor, C type 2 209280_at 0,620 2,7 0,503 0,8 2,153 1,4
MRPL33 mitochondrial ribosomal protein L33 203781_at 1,248 23,2 1930 2,3 1,783 1,6
MRPS5 mitochondrial ribosomal protein S5 224877_s_at — — 1,994 34 1961 3,5
MRTO4 mRNA turnover 4 homolog (S. cerevisiae) 235783_at 1,863 9,5 2,821 45 — —
MTSS1 metastasis suppressor 1 210360_s_at 2,156 58 0,784 45,3 2,225 4,4
MX1 myxoyirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible 202086 at 0210 58 0349 79 0504 17.3
protein p78 (mouse) -
MX2 myxovirus (influenza virus) resistance 2 (mouse) 204994 _at 0,306 2,4 0,467 9,0 0,546 19,0
MYADM myeloid-associated differentiation marker 224920_x_at 1,094 55,5 1,800 9,0 1,899 44
MYL12A myosin, light chain 12A, regulatory, non-sarcomeric 201319 _at 2,017 2,4 2,220 04 1,174 38,5
MYO1C myosin IC 32811 at 1,366 153 2,511 0,6 1,542 82
NAALADL1 N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase-like 1 207895_at 0,582 48 0,609 45 1,292 26,2
NASP nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding) 201970_s_at 0,431 0,0 0640 68 0,630 17,3
NAT14 N-acetyltransferase 14 (GCN5-related, putative) 223284 at 0,316 1,4 0660 7,9 1,508 11,7
NAV1 neuron navigator 1 224771 _at 0,642 4,2 2,082 20 0,579 5,7
NCAPD2 non-SMC condensin | complex, subunit D2 201774_s_at 0,487 16 0,543 3,8 0,558 10,3
NCAPG non-SMC condensin | complex, subunit G 218662_s_at 0,178 0,0 0,970 49,0 0,358 1,4
NCAPG non-SMC condensin | complex, subunit G 218663_at 0,063 0,0 0,739 17,7 0,451 7,3
NCKAP1 NCK-associated protein 1 217465_at 2,076 2,0 0,338 0,0 0,313 1,2
NDC80 NDC80 homolog, kinetochore complex component 204162_at 0,058 0,0 0,855 29,0 0,516 5,7
NDE1 nudE nuclear distribution gene E homolog 1 (A. nidulans) 222625_s_at 0,552 1,4 0,442 0,7 1,353 26,2
NEAT1 nuclear paraspeckle assembly transcript 1 214657_s_at 1,483 23,2 0414 6,1 0,245 16
NEAT1 nuclear paraspeckle assembly transcript 1 224566_at 1,343 26,5 0,580 6,1 0,440 3,9
NEIL3 nei endonuclease VllI-like 3 (E. coli) 219502_at 0,207 00 0635 68 058 5,7
NEK2 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 2 211080_s_at 0,143 0,0 0,460 3,4 0,643 19,0
NEK9 NIMA (never in mitosis gene a)- related kinase 9 214738 s_at 0,658 7,0 0,103 0,0 0,917 404
NEXN nexilin (F actin binding protein) 1552309_a_at 1,802 5,8 2,078 2,3 0,825 34,3
NF1 neurofibromin 1 204325_s_at 1,138 58,8 0,460 0,5 0,638 9,0
NFIX nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor) 227400_at 1,307 548 2,275 34 2858 1,3
NFYA nuclear transcription factor Y, alpha 204107_at 0631 70 0459 08 1,329 209
NID1 nidogen 1 202008 _s_at 0,650 80 0489 1,7 1,495 22,6
NIPAL3 NIPA-like domain containing 3 225875_s_at 1,503 8,0 1,462 12,7 1,562 9,0
NIPSNAP1 nipsnap homolog 1 (C. elegans) 201708_s_at 0,623 2,7 0471 0,2 1,299 19,0
NME4 non-metastatic cells 4, protein expressed in 212739 _s_at 0,623 4,2 0,621 6,8 1,760 2,7
_’;‘gLolBZP/// nucleolar protein 12 /// TRIO and F-actin binding protein 219324 at 0,608 4,2 0,801 31,5 0,603 9,0
NONO non-POU domain containing, octamer-binding 210470_x_at 0,658 95 0,368 05 0991 62,0
NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila) 210756_s_at 0,593 3,4 0,303 00 0918 474
NRXN2 neurexin 2 209982_s_at 0,690 17,7 2,236 7,9 3,656 0,0
NSD1 nuclear receptor binding SET domain protein 1 243612_at 0,783 32,6 0,535 7,9 0,405 3,9
NSUN3 NOL1/NOP2/Sun domain family, member 3 219458 s_at 0,765 15,3 0,617 3,4 0,627 8,2
NUDT1 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 1  204766_s_at 0,541 1,4 0609 6,1 0,887 439
NUDT21 ;Tdix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 202697_at 0621 27 0640 45 1043 613
NUF2 NUF2, NDC80 kinetochore complex component, homolog 223381 _at 0,079 00 058 7,9 0,437 39
NUSAP1 nucleolar and spindle associated protein 1 219978 s_at 0,091 0,0 0476 2,3 0,533 11,7
NUSAP1 nucleolar and spindle associated protein 1 218039_at 0,094 00 0,589 5,2 0,536 4,4
OAS1 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 205552_s_at 0,164 7,0 0,226 9,0 0,439 26,2
0OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 228607_at 0,444 0,9 0,516 4,5 0,488 10,3
0OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 206553 _at 0,335 0,7 0,221 1,0 0,593 158
0OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 204972 _at 0,183 1,4 0,315 52 0,736 32,3
OAS3 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa 218400_at 0,186 0,4 0,216 0,8 0,540 22,6
OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 205660_at 0,248 1,2 0,348 3,8 0,660 30,2
OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like 210797_s_at 0,235 1,6 0,316 4,5 0,685 40,4
OGFRL1 opioid growth factor receptor-like 1 238469 _at 1,903 7,0 0,456 1,5 0,501 6,3
OIP5 Opa interacting protein 5 213599 at 0,176 0,0 1,190 55,8 0,531 9,0
OR2A20P  olfactory receptor, family 2, subfamily A, member 20
/// OR2A5  pseudogene /// olfactory receptor, family 2, subfamily A, 222290 _at 0,741 26,5 0,562 7,9 0,404 6,3
1// member 5 /// olfactory receptor, family 2, subfamily A,
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OR2A9P member 9 pseudogene
ORAI2 ORAI calcium release-activated calcium modulator 2 231406_at 0,825 23,2 1989 1,0 1,636 2,5
ORC6L origin recognition complex, subunit 6 like (yeast) 219105_x_at 0,346 0,0 0,797 31,5 0,532 7,3
OSBPL1A oxysterol binding protein-like 1A 209485_s_at 1,687 80 259 2,8 0,501 10,3
OSBPL1A oxysterol binding protein-like 1A 208158 s_at 2,066 1,4 2,268 2,8 0,517 6,3
P2RX4 purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 4 204088 _at 0,534 16 0,645 45 1,181 43,9
P2RY6 pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 6 208373_s_at 1,600 23,2 0,554 7,9 0,342 2,2
P4HB prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide 1564494 s_at 0,649 9,5 0,361 06 1,58 11,7
PADI2 peptidyl arginine deiminase, type Il 1554384 _at 0,393 9,5 0,374 6,1 1,226 45,7
PANX1 pannexin 1 204715_at 0,943 43,8 1,900 7,9 1683 73
PARP14 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 14 224701 _at 0,390 2,7 0436 52 0,541 15,8
PARVB parvin, beta 216253 s at 0,421 58 0,241 0,6 2,268 2,2
PATL1 protein associated with topoisomerase Il homolog 1 (yeast) = 225468_at 0,635 80 035 04 0,744 284
PATL1 protein associated with topoisomerase |l homolog 1 (yeast) = 235235_s_at 0,623 2,7 0,244 0,0 0,944 439
PBK PDZ binding kinase 219148 at 0,060 0,0 0,806 29,0 0,469 7,3
PBX1 pre-B-cell leukemia homeobox 1 212148 at 1,588 26,5 0,390 6,1 0,368 7,3
PCDH7 protocadherin 7 210273_at 1,968 9,5 0,450 1,1 2,356 9,0
PCDHB5 protocadherin beta 5 223629 at 0,352 2,0 1,720 12,7 0374 7,3
PCF11 PCF11, cleavage and polyadenylation factor subunit, 227622 at 0322 00 0605 79 0838 385
homolog -
PCGF2 polycomb group ring finger 2 203792_x_at 0,649 7,0 0,502 23 2540 0,0
PCNX pecanex homolog (Drosophila) 213159 at 0,564 2,0 0621 52 0881 404
PCTK1 PCTAIRE protein kinase 1 207239_s_at 0,647 80 0,331 02 1848 222
PCTK1 PCTAIRE protein kinase 1 208824 _x_at 0,642 95 0371 05 1862 3.2
PCTK3 PCTAIRE protein kinase 3 214797 _s_at 0,408 2,0 0,299 0,6 4,803 1,4
PDE7A Phosphodiesterase 7A 230500_at 0,411 10 0,319 1,7 0945 28,4
PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypeptide 205463_s_at 0,529 3,4 2531 06 1871 39
PDS5B PDSS5, regulator of cohesion maintenance, homolog B 204742_s_at 0,640 5,8 1,067 49,0 0,619 9,0
PEX14 peroxisomal biogenesis factor 14 33760_at 0,871 20,4 0,642 2,8 0,655 6,3
PEX26 peroxisomal biogenesis factor 26 219180_s_at 1,615 58 2,323 0,7 1,426 9,0
PFDN1 prefoldin subunit 1 201507 _at 0,950 50,7 0,627 61 059 6,3
PGD phosphogluconate dehydrogenase 201118 at 0,608 4,8 0,483 0,8 1,074 60,5
PHACTR2 phosphatase and actin regulator 2 204049_s_at 2,305 1,0 0,584 9,0 0,391 2,7
PHACTR2 phosphatase and actin regulator 2 244774 at 9,303 09 1924 79 1,821 59,1
PHB prohibitin 200658 _s_at 0,859 32,6 0,640 79 0,613 7,3
PHF17 PHD finger protein 17 225820_at 2,113 16 3,323 1,5 1,400 284
PHF19 PHD finger protein 19 227212_s_at 0,569 1,6 0,623 68 1,228 36,5
PHKB phosphorylase kinase, beta 242248 at 0,447 58 0506 7,9 1,157 50,6
PHLDA1 pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 217999 s_at 0,581 80 0446 0,8 1,108 59,8
PIGY phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class Y 224661 _at 0,614 9,5 0,972 56,9 0,49 7,3
PIK3R1 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (alpha) 212239 at 3,797 03 2,235 38 1,060 59,1
PILRB paired immunoglobin-like type 2 receptor beta 220954 _s_at 0,481 7,0 0,526 2,8 1,235 56,7
PINK1 PTEN induced putative kinase 1 209018 _s_at 1,646 7,0 0,566 2,3 1,637 5,7
PLCD4 phospholipase C, delta 4 224505_s_at 0,399 4,2 0,527 9,0 0,456 9,0
PLCXD1 phosp.h..atidylinositol-specific phospholipase C, X domain 218951 s at 0369 10 0541 52 1330 385
containing 1 -
PLEKHA2 pleckstrin homology domain containing, family A, member 2  238013_at 0,623 80 0,324 04 1,241 422
PLK1 polo-like kinase 1 (Drosophila) 202240_at 0,157 0,0 0,248 0,2 0,666 209
PLK4 polo-like kinase 4 (Drosophila) 204887_s_at 0,103 0,0 0,506 4,55 0,483 6,3
PLK4 polo-like kinase 4 (Drosophila) 211088_s_at 0,127 0,0 0,241 0,5 0,689 30,2
PLTP phospholipid transfer protein 202075_s_at 0,619 95 0,326 0,2 2,394 1,9
PMAIP1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 204285_s_at 0,350 2,7 0431 23 0,514 10,3
PMEPA1 prostate transmembrane protein, androgen induced 1 217875_s_at 0,417 04 3,485 1,3 2,593 0,0
POLD3 polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit 212836_at 0,535 09 0,897 453 0,653 8,2
POLE2 polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) 205909_at 0,374 0,0 0,911 38,8 0,346 2,2
PPP2R1A protein phosphatase 2, regulatory subunit A, alpha isoform 200695_at 1,507 48 0,354 00 1,562 6,3
PPP4C protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic subunit 208932_at 0,921 41,2 0,399 0,2 0,573 44
PRDM1 PR domain containing 1, with ZNF domain 228964 _at 1,275 383 0414 1,7 0,509 9,0
PRDX2 peroxiredoxin 2 211658 at 0,770 32,6 0,401 15 0,451 5,7
PREX1 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac 224909 s at 0251 12 0292 10 2391 25
exchange factor 1 -
PRIC285 peroxisomal proliferator-activated receptor A interacting 228230_at 0320 03 0404 07 1151 613
complex 285
PRKCD protein kinase C, delta 202545_at 0,522 4,2 0,569 52 1,472 142
PRKDC protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide 210543_s_at 0,788 13,2 0,567 2,3 0,551 4,4
psmpg ~ Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 204279 _at 0534 20 058 38 0829 302
(large multifunctional peptidase 2)
PSMC2 proteasome 26S subunit, ATPase, 2 201067_at 1,294 23,2 0,507 1,5 0456 1,6
PSMD1 proteasome 26S subunit, non-ATPase, 1 201198 s_at 1,086 52,6 0,642 7,9 0,534 4,9
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PSMD11 proteasome 26S subunit, non-ATPase, 11 208777_s_at 0,832 23,2 0,593 3,8 0,570 4,9
PSPC1 paraspeckle component 1 222611_s_at 0,942 54,1 0,365 0,7 0,503 8,2
PTCD1 pentatricopeptide repeat domain 1 222796_at 2,145 58 1812 6,8 — —
PTCD3 Pentatricopeptide repeat domain 3 228512_at 0,756 9,5 1,797 3,4 1,701 8,2
PTGFR prostaglandin F receptor (FP) 1555097_a_at 0,415 7,0 0,259 0,8 0,850 47,4
PTGR1 Prostaglandin reductase 1 242775_at 0,607 7,0 0,735 22,2 0,419 1,9
PTMA prothymosin, alpha 211921 x_at 0,389 0,0 1,640 6,8 0,630 9,0
PTPN18 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 18 203555_at 0,560 4,2 0,618 5,2 1,316 17,3
PTPRM protein tyrosine phosphatase, receptor type, M 1555578_at 2,136 2,0 2922 1,7 1,384 58,6
PTTG1 pituitary tumor-transforming 1 203554 _x_at 0,151 0,0 0,545 3,8 0,649 10,3
PXK PX domain containing serine/threonine kinase 1552275_s_at 0,610 58 0,624 9,0 0,736 24,3
QKI Quaking homolog, KH domain RNA binding (mouse) 241938 at 0,541 4,8 0,502 4,5 0,975 58,6
RABL2A RAB, member of RAS oncogene family-like 2A RAB,
/// RABL2B member of RAS oncogene%amily-likeVZB " 220500_s_at 0607 80 0521 52 1467 190
RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1 222077_s_at 0,301 0,0 0,738 159 0,473 2,7
RAD51AP1 RADS51 associated protein 1 204146_at 0,187 0,0 0,704 17,7 0,384 1,4
RAD51L3 RAD51-like 3 (S. cerevisiae) 209965_s_at 0,445 0,5 0,603 45 0929 474
RAD52 RAD52 homolog (S. cerevisiae) 205647 _at 0,515 2,7 0,689 14,3 0,510 4,9
RAD54B RAD54 homolog B (S. cerevisiae) 219494 _at 0,420 1,2 0,747 22,2 0,548 7,3
RARA retinoic acid receptor, alpha 203749_s_at 0,787 17,7 1,611 9,0 2,694 0,6
RAVER1 ribonucleoprotein, PTB-binding 1 223425_at 0,539 95 0331 1,7 2,009 35
RBM15B  RNA binding motif protein 15B 202689_at 0,874 32,6 1569 6,8 1,707 4,4
RBM25 RNA binding motif protein 25 1557081 _at 0,642 58 1,656 11,1 0,472 222
RBMXL1 RNA binding motif protein, X-linked-like 1 227748 _at 0,881 38,3 0621 68 0,535 57
SRISEIG{%/—/ regulator of chromqsome condensation 1 /// SNHG3-RCC1 206499 s at 1080 548 1706 9,0 2504 14
readthrough transcript — =
RCC1
RCL1 RNA terminal phosphate cyclase-like 1 222666_s_at 0,577 48 0,573 3,4 1,087 619
RCN3 reticulocalbin 3, EF-hand calcium binding domain 219102_at 0,653 2,0 0466 0,5 1,365 19,0
RFC3 replication factor C (activator 1) 3, 38kDa 204127_at 0,402 0,0 0,760 24,5 0,438 2,7
RFXANK regulatory factor X-associated ankyrin-containing protein 202758_s_at 0,570 1,0 0,531 1,7 0,734 173
RGNEF Rho-guanine nucleotide exchange factor 1560348 _at 2,002 2,7 0,520 3,8 1,708 6,3
RGS4 regulator of G-protein signaling 4 204338_s_at 2,472 80 0,230 1,5 0,195 4,4
RNF126 ring finger protein 126 205748 _s_at 0665 95 0352 04 1,678 10,3
RNF144A  ring finger protein 144A 204040_at 0,277 09 0521 68 0620 158
RNF145 ring finger protein 145 238949 at 0,953 52,6 2,777 0,5 2,252 1,6
RNPEPL1 arginyl aminopeptidase (aminopeptidase B)-like 1 218301_at 0,877 356 1,837 2,8 1,687 35
;E?G,_H 19.1 serine/threonine protein kinase MST4 224407_s_at 0,185 0,2 0,247 0,2 1,165 56,7
RPL29 ribosomal protein L29 216570_x_at 0,890 32,6 1,791 4,5 2,170 6,3
RPL32P3 ribosomal protein L32 pseudogene 3 235314 _at 0,453 0,0 0613 52 0,862 36,5
RPL37A Ribosomal protein L37a 214041_x_at 1,645 2,7 2,105 23 1,152 47,4
RPS4X ribosomal protein S4, X-linked 216342_x_at 1,118 48,6 1,590 9,0 1,589 49
RPS6KB1 ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1 204171_at 0,636 9,5 0,807 29,0 0,554 49
RPS9 ribosomal protein S9 214317_x_at 0,428 1,2 0,945 55,8 0,477 6,3
RPUSD3 RNA pseudouridylate synthase domain containing 3 225743 _at 0,665 4,2 0,541 2,8 1,095 60,7
RRBP1 ribosome binding protein 1 homolog 180kDa (dog) 201203_s_at 0,616 3,4 0,353 0,2 1,633 6,3
RRM2 ribonucleotide reductase M2 201890_at 0,071 0,0 0,712 26,8 0,383 4,9
RSAD2 radical S-adenosyl methionine domain containing 2 242625_at 0,142 3,4 0,219 68 0,507 284
RTKN rhotekin 225150_s_at 0,658 95 0,385 1,1 1,404 22,6
RTP4 receptor (chemosensory) transporter protein 4 219684 _at 0,291 4,8 0,390 9,0 0,602 284
RUVBL1 RuvB-like 1 (E. coli) 201614 s at 0,563 1,4 0579 61 0,535 4,9
SAMHD1 SAM domain and HD domain 1 204502_at 0,469 9,5 0,368 3,8 0,518 15,8
SC65 synaptonemal complex protein SC65 204078 _at 0,624 1,0 1,593 4,5 1,748 2,5
SCARA3 scavenger receptor class A, member 3 223843 _at 0,393 2,7 0,601 12,7 0,505 7,3
SCARA3 scavenger receptor class A, member 3 219416_at 0,655 9,5 0,345 04 0,724 17,3
SCARA3 scavenger receptor class A, member 3 223842_s_at 0,393 10 0,320 0,2 0,773 26,2
SCLT1 sodium channel and clathrin linker 1 236487_at 0,631 0,7 1,208 29,0 0,651 9,0
SDC1 syndecan 1 201287_s_at 0,354 4,2 0,338 28 0972 60,7
SDC3 syndecan 3 202898 _at — — 2,715 5,2 3,407 1,6
SELENBP1  selenium binding protein 1 214433_s_at 0,488 2,0 0,423 0,8 0,738 22,6
SEMA4B sema 'domain, immunoglobulin do.main (Ig), transmembrane 234725 s_at 0418 24 0626 79 1170 404
domain (TM) and short cytoplasmic domain, 4B
SENP7 SUMO1/sentrin specific peptidase 7 220735_s_at 0,662 4,2 0,408 1,3 0,962 50,6
SEPN1 selenoprotein N, 1 224659_at 0,471 2,4 0,402 1,3 1,483 12,8
SEPT13 Septin 13 1569974 x_at 1,573 4,2 1,738 6,1 1,128 53,2
SEPT9 septin 9 207425_s_at 0,782 43,8 2,403 6,8 5,114 0,0
SERBP1 SERPINE1 mRNA binding protein 1 210076_x_at 2,382 1,4 1,320 29,0 2,034 82
SFRS1 splicing factor, arginine/serine-rich 1 208863_s_at 0,552 2,7 0,702 19,8 0,415 3,2
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SFRS1 splicing factor, arginine/serine-rich 1 201742_x_at 0,672 20,4 0,321 0,6 0,473 8,2
SFRS3 Splicing factor, arginine/serine-rich 3 232392 _at 0,404 09 0,422 1,3 0,768 28,4
SFRS7 splicing factor, arginine/serine-rich 7, 35kDa 201129 _at 0,658 9,5 0,836 41,3 0,562 9,0
SFXN3 sideroflexin 3 220974 x_ at 0,653 58 0,625 52 0,918 49,0
SGOL2 shugoshin-like 2 (S. pombe) 230165 _at 0,184 0,0 0,752 17,7 0,501 4,4
SGOL2 shugoshin-like 2 (S. pombe) 235425_at 0,166 0,0 1,616 159 0,607 9,0
SHCBP1 SHC SH2-domain binding protein 1 219493 _at 0,088 0,0 0,687 12,7 0,461 4,9
SHFM1 split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1 202276_at 0,710 11,2 0,564 2,8 0,447 19
SLC17A9 solute carrier family 17, member 9 232922 _s_at 0,508 1,4 0,304 0,2 1,259 284
SLC17A9 solute carrier family 17, member 9 233328 x_at 0,421 4,2 0,363 2,8 1,467 17,3
SLC1A3 solute carrier family 1, member 3 1569054 _at 0,314 2,0 0,136 0,2 1,49 36,5
SLC24A3 solute carrier family, member 3 219090_at 0,312 8,0 1,039 53,5 0,247 9,0
SLC25A14  solute carrier family 25, member 14 211855_s_at 0,977 54,1 059 7,9 0,606 9,0
SLC25A40  solute carrier family 25, member 40 227012_at 0,440 0,2 0,815 24,5 0,541 4,4
SLC29A1 solute carrier family 29, member 1 201801_s_at 0,432 58 0,327 20 1,88 8,2
SLC5A3 solute carrier family 5, member 3 212944 at 0,500 7,0 1,162 36,2 0,456 9,0
SLC5A3 solute carrier family 5, member 3 213167_s_at 0,480 5,8 0,161 0,2 0,575 15,8
SLC5A5 solute carrier family 5, member 5 211123 at 2,330 2,7 1,818 19,8 2,718 1,6
SLC9AS solute carrier family 9, member 5 220650_s_at 2,120 3,4 1,479 22,2 2,267 1,4
SMC2 structural maintenance of chromosomes 2 204240_s_at 0,907 383 0,574 2,0 0,556 6,3
SMC4 structural maintenance of chromosomes 4 201663_s_at 0,212 0,0 0479 1,7 0,563 10,3
SMO smoothened homolog (Drosophila) 218629_at 0,493 1,6 0,581 2,8 1,438 128
SMTN smoothelin 207390_s_at 0,551 95 0439 3,4 2197 19
SMYD3 SET and MYND domain containing 3 218788 s_at 2,434 3,4 1,017 55,8 2,649 1,2
SNAI1 snail homolog 1 (Drosophila) 219480_at 0,404 2,4 0,510 6,1 1,426 343
SNRPA small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A 201770_at 0,450 0,0 0,618 52 1,364 14,2
SNTB1 syntrophin, beta 1 208608 _s at 0,476 7,0 0,387 28 2360 3,2
SOLH small optic lobes homolog (Drosophila) 204275_at 0,535 24 0,393 0,7 2159 0,9
SORBS2 sorbin and SH3 domain containing 2 204288_s_at 0,542 48 0,618 9,0 1,290 30,2
SORD sorbitol dehydrogenase 201562_s_at 0,656 2,4 0,611 3,4 1,348 243
SOX12 SRY (sex determining region Y)-box 12 204432_at 1,315 29,6 2,105 3,8 3,806 0,0
SPAG5 sperm associated antigen 5 203145_at 0,161 0,0 0,809 26,8 0,548 7,3
SPC25 SPC25, NDC80 kinetochore complex component, homolog 209891 _at 0,051 0,0 0,735 22,2 0,515 9,0
SPIN4 spindlin family, member 4 228654 _at 0,547 2,7 0,932 50,6 0,554 4,4
SPSB2 splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 2  223580_at 1,566 80 1,559 14,3 1,584 8,2
SRGAP1 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 1 1555875_at 1,989 4,2 0,561 11,1 2,308 1,6
SSBP4 single stranded DNA binding protein 4 229269 x_at 0,936 43,8 1,537 9,0 1,555 49
SSX2IP synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein 203017_s_at 0,435 0,4 0,856 388 0,573 9,0
SSX2IP synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein 203015_s_at 0,631 4,2 0,500 2,8 1,347 55,6
ST3GAL2 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 2 205346_at 0,571 2,7 0,414 1,0 1,109 62,0
STIP1 stress-induced-phosphoprotein 1 213330_s_at 0,658 3,4 0349 0,2 0,818 26,2
STRA13 stimulated by retinoic acid 13 homolog (mouse) 209478 at 0,542 1,4 0,877 38,8 0,461 2,2
STRN3 striatin, calmodulin binding protein 3 215505_s_at 2,028 8,0 6,218 0,2 — —

Suzi2p Suppressor of zeste 12 homolog pseudogene 236386_at 0,602 80 0,269 0,8 0,568 9,0
TACC3 transforming, acidic coiled-coil containing protein 3 218308_at 0,091 00 0532 34 0,797 284
TAF4B TAF4k.) RNA polymerase I, TATA box binding protein (TBP)- 235020 at 1078 541 1977 34 1743 9,0

associated factor, 105kDa -

TAPBP TAP binding protein (tapasin) 208829 at 0,584 24 0414 04 1,193 45,7
TBL1X transducin (beta)-like 1X-linked 201868 s at 0,444 2,7 0,400 2,0 1,341 26,2
TBRG1 transforming growth factor beta regulator 1 226318 at 0,649 70 0635 7,9 0,711 173
TBRG1 transforming growth factor beta regulator 1 242701_at 0,464 2,7 0,547 6,1 1,425 50,6
TCF19 transcription factor 19 223274 _at 0,247 00 058 79 0601 11,7
TCF4 transcription factor 4 212385_at 0,804 26,5 0,612 6,1 0,511 4,4
TDP1 tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 219715_s_at 0,642 4,2 0,403 0,2 0,792 226
TEAD2 TEA domain family member 2 226408_at 0,458 0,2 0,601 45 1,533 8,2
TEAD2 TEA domain family member 2 238323_at 0,321 34 0,199 0,2 1,797 6,3
TEF thyrotrophic embryonic factor 225840_at 1,534 17,7 1,804 6,8 1987 4,9
TFG TRK-fused gene 221871_s_at 1,601 58 0,375 05 0,490 5,7
TGFB2 transforming growth factor, beta 2 220407_s_at 0,312 1,0 0,498 7,9 0,820 50,6
TGFB2 transforming growth factor, beta 2 209908_s_at 0,285 4,8 0,073 0,2 1,106 53,2
THBS1 Thrombospondin 1 235086_at 1,871 58 2,437 45 0,808 43,9
THBS1 thrombospondin 1 201110_s_at 1,534 4,2 2416 08 1,440 9,0
TIA1 TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein 1554890_a_at 0,506 3,4 0,313 04 0,507 7,3
TIMM17B  translocase of inner mitochondrial membrane 17 homolog B 203342_at 0,630 58 0,619 6,8 1,270 26,2
TK1 thymidine kinase 1, soluble 202338 _at 0,124 0,0 0,566 4,5 0,639 10,3
TK1 thymidine kinase 1, soluble 1554408 _a_at 0,145 0,0 0,448 1,1 0,835 323
TLR3 toll-like receptor 3 206271_at 0,481 7,0 1,099 43,5 0,510 9,0
TMEFE2 transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like 224321 at 2504 58 5282 00 2200 14

domains 2
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TMEM143 transmembrane protein 143 222905_s_at 0,627 48 0,516 1,5 0,933 47,4
TMEM173 transmembrane protein 173 224929 at 1,070 58,8 0,361 0,2 0,633 9,0
TMEM223 transmembrane protein 223 220934 _s_at 0,694 9,5 3,071 04 1,748 4,9
TMEM30A transmembrane protein 30A 222391 _at 1,581 24 2,016 1,5 0,958 54,5
TMEM41B transmembrane protein 41B 212622_at 1,573 58 1,730 9,0 1,268 42,2
TMEMA47 transmembrane protein 47 209656_s_at 1,810 1,4 1,659 9,0 1,204 36,5
TMEMA49 transmembrane protein 49 1569003 _at 0,471 3,4 0,316 0,6 1,198 42,2
TMPO thymopoietin 209754 s at 0,252 0,0 0,214 0,0 0,820 385
TMPO thymopoietin 209753 s at 0,378 0,2 0481 23 0919 545
TMSB15B  thymosin beta 15B 214051 _at 0,262 0,0 0,982 57,7 0,522 7,3
TMTC1 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1 226931 _at 0,651 95 0,383 2,0 1,383 28,4
TNFRSF19  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 19 224090_s_at 0,363 7,0 0,325 4,5 1,402 49,0
TNFSF10 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 202688_at 0,325 1,6 0366 1,5 0,513 10,3
TNFSF4 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 4 207426_s_at 0,963 46,3 2,467 9,0 1,672 73
TOP1 topoisomerase (DNA) | 208900_s_at 0,617 4,2 2,189 0,8 0,463 4,9
TOP2A topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa 201291_s_at 0,076 00 0,633 79 0,372 2,7
TOP2A topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa 201292_at 0,068 0,0 0650 7,9 0,642 11,7
TPCN2 two pore segment channel 2 235194 _at 0,995 54,1 0,383 2,0 0,437 5,7
TPX2 TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis) 210052_s_at 0,256 0,0 0,351 0,7 0,620 12,8
TRA2B transformer 2 beta homolog (Drosophila) 210180_s_at 1,333 356 0,604 7,9 0,59 9,0
TRAM1L1 translocation associated membrane protein 1-like 1 244334 at 0,638 9,5 1,232 38,8 0,573 6,3
TRERF1 transcriptional regulating factor 1 238520_at 0,528 4,2 0,682 17,7 0,502 6,3
TRIB3 tribbles homolog 3 (Drosophila) 218145_at 0,566 43,8 2,245 9,0 2,158 7,3
TRIM2 tripartite motif-containing 2 215945_s_at 1,452 58 0,663 6,8 0,446 6,3
TRIM21 tripartite motif-containing 21 204804_at 0,648 1,0 0,499 0,8 0,601 5,7
TRIM28 tripartite motif-containing 28 200990_at 0,548 4,2 0,323 0,2 1,759 3,9
TRIM69 tripartite motif-containing 69 1568592 _at 0,608 9,5 0578 6,8 0,699 20,9
TRNP1 TMF1-regulated nuclear protein 1 227862_at 3,149 06 1,991 52 1,222 38,5
TRO trophinin 205028 _at 0,308 0,7 0,484 3,8 0,775 22,6
TROAP trophinin associated protein (tastin) 204649_at 0,087 0,0 0597 9,0 0,674 19,0
TTC26 tetratricopeptide repeat domain 26 233999 s_at 0,593 58 0,528 52 0,68 209
TTK TTK protein kinase 204822_at 0,066 0,0 0,544 3,8 0,548 6,3
TUBB tubulin, beta 211714 x_at 0,617 3,4 0,627 68 1,046 60,9
TUBB tubulin, beta 212320 _at 0,597 2,7 0,594 34 1,100 53,2
TUBB tubulin, beta 209026_x_at 0,577 2,0 0,587 45 1,236 38,5
TUBGCP3  tubulin, gamma complex associated protein 3 215739 s_at 0,640 2,4 0450 0,3 1,158 474
TUG1 taurine upregulated 1 (non-protein coding) 228397_at 0,608 9,5 1,257 31,5 0,314 1.2
TWF1 Twinfilin, actin-binding protein, homolog 1 (Drosophila) 214008_at 1,503 23,2 0,28 1,3 0,169 0,0
TYMS thymidylate synthetase 1554696_s_at 0,169 0,0 0,527 2,3 0,959 53,2
UBA7 ubiquitin-like modifier activating enzyme 7 203281_s_at 0,473 0,2 0536 1,5 0,994 545
UBE2C ubiquitin-conjugating enzyme E2C 202954_at 0,110 0,0 0,604 9,0 0,748 243
UBE20 ubiquitin-conjugating enzyme E20 218141_at 0,849 32,6 1,934 52 2,372 1,4
UBE2T ubiquitin-conjugating enzyme E2T (putative) 223229 at 0,212 0,0 0546 6,1 0,669 17,3
UBE2W ubiquitin-conjugating enzyme E2W (putative) 218521_s_at 1,776 2,4 2310 08 1,010 62,0
UBE2W ubiquitin-conjugating enzyme E2W (putative) 222656_at 1,539 70 1826 68 1,151 439
UHRF1 ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1 225655_at 0,101 0,0 0,803 33,6 0,389 4,4
EHRFlBPl UHRF1 binding protein 1-like 1554291 _at 0,954 46,3 1,615 7,9 1,952 9,0
ULK1 unc-51-like kinase 1 (C. elegans) 209333 _at 0,634 4,2 0625 7,9 1,516 11,7
UNC5B unc-5 homolog B (C. elegans) 226899_at 0,350 1,2 2,249 7,9 1,799 6,3
USP1 ubiquitin specific peptidase 1 202412_s_at 0,518 0,7 0,625 5,2 0,471 3,9
USP1 ubiquitin specific peptidase 1 202413_s_at 0,597 05 1,120 43,5 0,622 4,4
USP21 ubiquitin specific peptidase 21 218367_x_at 0,614 48 0,483 10 1,117 53,2
UsP21 ubiquitin specific peptidase 21 234735_s_at 0,613 80 0,593 79 1,711 4,4
USP53 ubiquitin specific peptidase 53 216775_at 3,877 4,2 1,412 36,2 2,608 8,2
VEGFA vascular endothelial growth factor A 210513_s_at 0,476 9,5 0,398 45 2,159 3,9
VEGFA vascular endothelial growth factor A 211527 x_at 0,354 2,4 0,324 2,0 2470 2,5
VPS13D vacuolar protein sorting 13 homolog D (S. cerevisiae) 212326_at 1,139 43,8 0,583 68 0423 7,3
VPS36 vacuolar protein sorting 36 homolog (S. cerevisiae) 222478 at 0,663 4,8 0,983 558 0,511 19
VRK1 vaccinia related kinase 1 203856_at 0,432 0,6 0857 41,3 0,573 8,2
WBSCR22  Williams Beuren syndrome chromosome region 22 207628 s_at 0,913 38,3 0,624 3,8 0,627 5,7
WDHD1 WD repeat and HMG-box DNA binding protein 1 216228 _s_at 0,645 58 0,768 19,8 0,558 8,2
WDR76 WD repeat domain 76 205519 _at 0,404 05 0562 38 0687 17,3
WDR89 WD repeat domain 89 244038 _at 0,651 7,0 0502 1,7 0,827 36,5
WHSC1 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 222777_s_at 0,515 0,3 0,848 33,6 0,574 3,9
WHSC1 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 209052_s_at 0,399 0,3 0,232 0,0 0,943 56,7
XAF1 XIAP associated factor 1 228617_at 0,292 0,0 1,019 60,1 0,556 9,0
XAF1 XIAP associated factor 1 206133_at 0,494 2,7 0,818 31,5 0,558 8,2
YARS tyrosyl-tRNA synthetase 238760_at 0,411 58 0455 3,4 0,749 323
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ZAK sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK 225662_at 1,528 1,6 2,345 08 1,875 1,4
ZBTB7A zinc finger and BTB domain containing 7A 226554 _at 1,165 38,3 1,958 2,3 2,094 0,6
ZDHHC20 zinc finger, DHHC-type containing 20 225365_at 1,173 43,8 0,48 2,8 0,447 4,9
ZDHHC21  zinc finger, DHHC-type containing 21 241946_at 0,964 46,3 0,427 0,8 0,478 7,3
ZFHX4 zinc finger homeobox 4 241700_at 0,604 3,4 0,706 12,7 0,380 1,4
ZFPM2 zinc finger protein, multitype 2 219778 _at 1,592 26,5 0,577 6,8 0,380 2,2
ZNF232 zinc finger protein 232 219123 _at 0,606 1,6 0,657 4,5 0,903 439
ZNF367 zinc finger protein 367 229551 _x_at 0,160 0,0 0,670 19,8 0,349 2,2
ZNF641 zinc finger protein 641 226509_at 0,485 7,0 0,887 453 0,542 5,7
ZNF642 zinc finger protein 642 1569107_s_at 0,659 8,0 1,254 33,6 0,522 4,4
ZNF680 zinc finger protein 680 229533_x_at 0,425 0,3 1,515 159 0,612 4,4
ZNF691 zinc finger protein 691 232780_s_at 0,332 14 0436 20 0,718 19,0
ZNF776 zinc finger protein 776 228652_at 1683 80 1678 79 0,863 42,2
ZNF785 zinc finger protein 785 1554770_x_at 0,715 13,2 2,330 0,6 2,117 4,9
ZNF800 zinc finger protein 800 227101 _at 1,635 70 1657 90 1,177 38,5
ZNF814 zinc finger protein 814 60794 _f_at 0,825 26,5 0,544 2,8 0,492 4,4
ZNF93 zinc finger protein 93 215758 x_at 0,640 7,0 0,553 52 1,104 60,2
ZSWIM1 zinc finger, SWIM-type containing 1 223607_x_at 1,632 11,2 1,886 52 2,044 44
ZWILCH Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophila) 218349 _s_at 0,416 0,0 0,219 0,0 0,423 1,6
ZWILCH Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophila) 222606_at 0,443 0,0 0,797 26,8 0,530 3,9
ZWINT ZW10 interactor 204026_s_at 0,340 0,2 0,78 31,5 0,383 44

Angegeben sind die Genexpressionsinderungen (FC) jeweils im Vergleich zu hMSC-K und die Falsch-Positiv-Rate (q) in
Prozent. Rot unterlegte Werte bedeuten eine erhohte Expression des Genprodukts (FC > 1,5), griin bedeutet eine
erniedrigte Expression (FC < 0,667) bei einem g-Wert <10%. Schwarz bezeichnet keine signifikante Genexpressions-
anderung. Einige Probesets zeigen keine Expression (—). Die Sequenz mehrerer Probesets konnte noch keinem Gen
zugeordnet werden (---).

8.1.1 GOstat-Analysen

Die folgenden Daten stellen die Ergebnisse der in dieser Arbeit gezeigten GOstat-Analysen
ausfiihrlich dar mit allen GO-Gruppen ab mindestens 4 differentiell exprimierten Genen in den
Kategorien Biologischer Prozess, Zellulaire Komponente und Molekulare Funktion. Nicht in allen
Analysen konnte den jeweiligen Kategorien Uiberreprasentativ hdaufig Gene zugeordnet werden.

Fir jede Untersuchung wurden unterschiedliche Referenzlisten (Referenz) verwendet.

Tab. 21 Uberreprisentierte GO-Gruppen der geringer exprimierten Genprodukte (3381) in hMSC-alt (Referenz: 27356
Probesets, die in hMSC-alt und/oder hMSC-K exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene p-Wert
differ Refer
entiell enz

Biologischer Prozess

ppp2ria tgfbl tmem97 tp53 pml shcl rbl smad3 cda wispl htatip ghrl tgfb2 igfbp4

tnks2 foxc2 vegfb pak2 ndrg3 socs4 aktl itch socs6 23 123 0.00259

regulation of growth

regulation of cell ppp2rila tgfbl tmem97 tp53 pml shcl rbl smad3 cda wispl htatip tgfb2 igfbp4 vegfb
- 19 102 0.0107
growth pak2 ndrg3 socs4 itch socs6
pmaipl ppp2ria cfll gdfS prnp tp53 api5 ghrl tnfaip3 tgfb2 dapk3 bcl2l1 tnfrsf10d
regulation of casp8 adoral hipk3 mx1 akt1l tial adamtsl4 ccl2 tgfbl hspbl pml peal5 fastk smad3 43 330 0.0241
apoptosis traf7 tgm2 dedd kras nod1 ripk3 foxc2 calr tnfrsf19 sycp3 txndc5 brca2 rela pik3r2 '

tiafl rp6-213h19.1

pmaipl ppp2rila cfll gdf5 prnp tp53 apiS ghrl tnfaip3 tgfb2 dapk3 bcl2l1 tnfrsf10d
casp8 adoral hipk3 mx1 akt1l tial adamtsl4 ccl2 tgfbl hspbl pml peal5 fastk smad3
traf7 tgm2 dedd kras nod1 ripk3 foxc2 calr tnfrsf19 sycp3 txndc5 brca2 rela pik3r2
tiafl rp6-213h19.1

shcl rbl htr2a map3k7 cantl adoral mia3 ecm1 mx1 aktl adamtsl4 tmed4 e2fl
pdpn egrl smad3 traf7 ppp2r4 tgm2 dedd kras capnsl spl ddr2 tnfrsf19 tgfbrl tfdpl
brca2 rela nsd1 pmaipl ppp2rla tp53 tbrg4 crip2 fntb ilk mc4r htatip arid1a ghrl 66 597 0.0663
tgfb2 dapk3 cbl trim28 fosl1 nrip1 foxo3 casp8 tgfbr2 map3k7ip2 tial tgfbl pml

rbm14 fastk tfg nod1 fkbpla vegfb foxc2 ripk3 pcbd1l irakl jaridla ripkl

regulation of
programmed cell
death

43 331 0.0241

positive regulation of
biological process
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actin filament
capping

svil gsn rdx sptbnl capg

12

0.0663

barbed-end actin
filament capping

svil gsn rdx sptbnl capg

12

0.0663

positive regulation of
cellular process

pmaipl ppp2rla tp53 shcl tbrga rbl crip2 fntb ilk htatip arid1a htr2a tgfb2 dapk3
cbl fosl1 trim28 nrip1 cantl foxo3 casp8 tgfbr2 adoral mia3 ecm1 mx1 map3k7ip2
tial adamtsl4 tgfbl pml tmed4 rbm14 e2f1 egrl pdpn fastk smad3 tfg ppp2ra traf7
tgm2 dedd kras nod1 fkbpla capnsl foxc2 ripk3 sp1 vegfb ddr2 tnfrsf19 pcbdl irakl
jaridla tgfbrl brca2 tfdp1 nsd1 rela ripkl

62

558

0.0709

negative regulation of
actin filament
depolymerization

svil gsn rdx sptbnl capg

13

0.0809

regulation of actin
filament
depolymerization

svil gsn rdx sptbnl capg

14

0.0984

Zelluldare Komponente

cytoplasm

bsg rdx cope cogl atp6apl kpnal ufm1l nrbpl htr2a plcd1 psmc2 exosc5 nadk pik3cb
furin scarb2 stk11 drg2 utrn mpi trpv2 pdella psmfl ptgis pkn2 sec61a2 trak2
manlbl spsbl vps26b ptpnll nmtl nfkbia por Itb4dh b3gat3 plekhf2 ikbkg flj21986
rela arhgefl scd5 pex14 rabepl rc3h2 dctn4 bach1 ulkl ccdc6 clecl ccdc88a ankhdl
clic4 cdc42 atgdb glt25d1 adar socs6 mirl6 pkm2 gpi dffa wbp11 eif4g2 arfip2 polg
rasa2 prkecd plekhh2 ripk3 hsp90ab1 eif2b3 prune poldip2 pik3r2 fgd6 dbnl march6
nsfllc ugcc col6a2 txndcll lypla3 oprsl Irp5 sypll mfnl nmel idh3g cybb nfkb2 nxfl
fgd1 tom1 surf4 birc7 sgsh psme3 ccnd3 slc35b4 elp3 clen3 sec61al itprl srp68 zfr
hps1 capnsl atgdc cog7 edc3 sept2 sepwl clorfl66 hbb daxx elmo2 echl ppp2rla
ccdc91 smad5 hipkl hmg20b add1 acadvl ghrl dbt fmo2 zfp3612 col4a2 ppm2c plkl
psmb8 cugbpl zyx clip3 mpp5 ide mex3c sumo3 prrcl hmgcl pip4k2b hrb mistd1 glul
srpkl fkbpla epb41l3 aldh6al mbnl2 akt3 gns txndc5 lyplal fbxo5 uhmkl lars fxrl
parp3 eif3k ikbke dcakd trpcdap gpaal gbpd hgs dctnl slc25a39 c190rf24 glel
nipsnapl eprs trip10 cox15 mfn2 tars2 zdhhc8 ncapd2 nme4 tinl ak5 papola trib2
tapbp galnt6 atxn7 rhoa ptges2 pfnl tp53 prnp aurka atg7 fntb wnk1 kpna4 ushlg
trim27 btbd2 ubrl cbl cabyr actr8 foxo3 epb4112 tmem143 znfx1 syvnl ppp4c trim21
calu map3k2 eml4 tgfb1l tbcel gdil corolb gsn p4hb sfxn3 nod1 rangapl cugbp2
akrlbl rab11b g3bp1l ndrg3 prmt5 ifi44 ddit4l cenpm ruvbll cdc42epl ogdh rp6-
213h19.1 ripk1 tapbpl psmb9 epb41l4b banfl mgat4b sic25al1l chpf ncstn mccc2
arpc4 rtp4 arhgapl cantl tubgcp5 pgrmcl stx16 mcrsl svil hipk3 xpnpep3 scyl2
aplm1 galc fnl smad3 pfdnl ipo8 hsfl tgm2 zfhx3 ranbp9 rps23 rhob selenbpl
nsdhl klc1 cercam hspd1 ipo9 yifla agps gosr2 cfll api5 aldh3a2 adam17 ssh1 cyb5r3
oas2 dtl trappcl mgatl pak2 pard6a tubb sgcb rtn2 wdr48 sh3gll map3k7ip2 lancll
kiaa1189 cyb5b yipf3 ddefl tmem168 timm17b epm2aipl sortl vamp?2 gdi2 atm
tmod3 trapl fasn srpr crabp2 acyl pld1 stx5 tmem49 ears2 gga2 kif2a kcnabl
shank2 tyr mrps15 man2b1 ctbpl wwox calcocol fezl gabl troap apex2 camkk2
ndufs2 traf7 arfl galnt2 pafahlbl smtn kpna5 st8sial atxn2 pak4 gps1 capg natl13
gnal3 sptbnl sec23b crk rcn3 nucb1l tkl tbrg4 calca tank ankfyl bloc1s1 htatip
c1qgtnfl ythdf3 rrm1 myl9 epn1 ccbll nthll ppia c120rf48 st3gal2 sec24c casp8
scotin fnip1 fbxI20 mapre3 Igals8 cdc37 stipl plekhm?2 baalc hfe exoc5 atg16l1 pcbdl
gfpt2 sgk3 irf9 fkbp7 shcl cyplbl irf3 stat2 uqcrcl copzl usol menl agpat3
c140rf159 galnt5 gfm2 top2a nxt2 fut8 lamp1 ghdc abcd3 tacc3 eml3 foxw1l
arfgapl smgl adam10 ap1s3 tubgcp3 ceptl nudt21 b3gnt2 emilinl znf175 akap10
ppplca aplgl pttgl copa pnpla6 dagl psap snap29 pex19 paafl gitl plcgl mapkl4
actrla oxall psme2 scara3 ndrg4 ptpnl4 flotl rps6ka5 slc25a22 rars2 steap3
apbblip sqle mrpl49 abhd10 fam126a napa cab39 plcd4 nfs1 wfsl cit maprel genlll
usp5 pik3cd ppap2b psmd11 arfipl nr3cl padi2 gm2a mphosph9 nrlh2 ghitm aco2
vps18 dhx9 oasl adsl nfatc2ip ddx3x c4orf18 vps39 dbnl tnks1bp1l clintl slc25a28
prex1 kdelrl ptpn21 cct2 dpm?2 ubxd8 cenpj kiaa0284 pknl ap2m1 pld3 gbfl rnf123
phb psmd1 shb tnks2 chst12 rbm8a capn1 glgl bcl2l1 psme4 ptpn9 nolcl frs2 nrsn2
mx2 srp54 birc5 siah1 itch arfrpl nusapl acsl5 atp2a2 akl ywhae hsd3b7 dnaja3 cda
atp6vlb2 comt rpl10 akrlb10 fzrl c190rf6 bimh herc5 homer3 ephx1 rnfl44a gcsl
gga3 tnfaip3 rab3d phlpp twfl tpr oasl ak2 atp7a dgka bcatl appl2 col8al mx1 aktl
fkbp14 klhdc3 gstm1 hspbl papdl cdc42ep3 e2fl plcel gucylb3 trio farsa asnal
dab2 dedd ociadl coasy calr alg3 ubr4 cpne3 brca2 chaflb mgea5 kiaa0101 pdk4
pmaipl rab2a ap3b1l aldh18al chekl acbd3 ilk tollip ugcgll dapk3 ap2bl mkinl
parvb pdlim7 trim23 golgb1 prkcsh sec22b atpafl sypl2 parp14 tubgcp4 marcks
bard1 Iman1 kntcl peal5 shfm1 eif4a2 tfg htra2 bcs1l acads tor3a thtpa dhcr7 dner
xpo7 mlf2 trim25 kif2c hsf2 txnip gstm2 rnaseh1 galnt4 pex5

622

3935

0.013

receptor complex

itga3 chrna5 itgh8 tgfbr2 itga2 itga7 osmr smad3 irak1 tollip tgfbrl itgb2 itgall itga5
srpr

15

41

0.013

spindle

kntcl maprel tpx2 aurka spinl rb1 tubgcp3 pafahlb1 kif23 ttk tubgcp5 aurkb dctnl
birc5 fbxo5 tubgcp4 aktl cdc2

18

57

0.0336
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membrane

bsg pigq rdx cope cogl atp6ap1l slc8al pld1 mrc2 kpnal stx5 tmem49 nrbpl htr2a
gga2 zdhhc21 kcnab1 10c284297 shank2 tyr furin scarb2 folrl utrn atp2b4 sdcl trpv2
bcl2111 ptgis fezl slc4a2 agpl2a sec61a2 trak2 dgcr2 ticam2 ndufs2 traf7 arfl
manlbl vps26b galnt2 pafahlbl kpna5 st8sial por b3gat3 gprl76 gnal3 slcl6a7
arhgefl scd5 sptbnl pex14 ednra sec23b gplba rc3h2 nmur2 crk adam15 Irrc32
nucbl ulkl cacna2dl ankfyl epor clccl ccdc88a hiatl2 epnl clstnl atplbl cdc42
clic4 slcla3 st3gal2 tmem16k ttyh3 npr2 sec24c scotin tjpl tspanl7 itfg3 mirl6
plekhm?2 aspscrl arl6ip2 pip5klc arfip2 baalc polg prkcd plekhh2 hfe vegfb atg16l1
smo hla-g march6 enl itga3 col6a2 txndc11 tmem87b shcl cyplbl oprsl Irp5 ugcrcl
gprl72a laptm4b copzl sypll dirasl usol tnfrsf10d mfnl tmem115 agpat3 slc2a5
galnt5 cybb fut8 lamp1 surf4 nxfl dnajb12 tom1 fkbp11 ghdc abcd3 emp3 creld1
ppapdc3 c160rf58 slc35b4 slc7a6 clen3 tmem194 adam10 sec61al phkb cdh10 itprl
caprinl ap1s3 ceptl b3gnt2 kras akap10 fcgrt hps1 capnsl aplgl tm9sf3 grina flot2
cog7 atp6vifsic9a3rl copa pnplab itga7 dagl tgfbrl Igals3bp psap snap29 clorfl66
gjcl pex19 ccdc91 ppp2rla smad5 pscd3 gpr68 addl acadvl clptm1 ranbp2 fmo2
rdh5 oxall gprl25 slc11a2 mst150 zyx mpp5 sbfl osmr pdgfc scara3 rhbdd2 flotl
btn3al slc25a22 yiflb spredl steap3 apbblip pip4k2b c50rf4 sqle hrb slc39a9 mistd1
mospd3 cdcpl fzd1 p2rx4 epb41i3 akt3 fam126a dpp4 napa plcd4 irakl c18orf45
tmco3 clorf75 wfs1 aaas mbtps2 itga2 nat14 icam1 kcnk2 ppap2b mospdl tmem158
arfipl lyée gm2a scamp?2 il17rc kctd20 mphosph9 gpaal ghitm hgs mia3 vps18
slc25a39 gfral glel nipsnapl ccl2 trip10 cox15 mfn2 tmed4 pdpn zdhhc8 tmem173 493 3101
c4orf18 p2ry6 c200rf30 rab23 vps39 tinl slc4a4d ptpra clintl rab8b rasa3 chrna5 ddr2
tm9sf4 tnfrsf19 tmem9b slc25a28 prex1 kdelrl galnt6 tapbp pcnx dpm2 c2orf37
rhoa ptges2 mamdc2 ap2m1 pld3 c1orf160 prnp cldn1l phb cd44 rab7I1 kpnad
mboat5 trim27 shb aplp2 cbl tnks2 chst12 capnl glgl bcl2l1 ehd2 cal2 tgfbr2
epb4112 frs2 tmem143 nrsn2 syvnl pilrb srp54 vnlrl acsl5 atp2a2 atpllc gpri37
hsd3b7 p4hb illrapl2 btn3a2 ugt2al sfxn3 atpbvlb2 rangapl zdhhc20 comt rabl1b
g3bpl gcom1 ferll3 c19orf6 reep3 tyro3 ogdh cdc42epl ruvbll c14orf101 inpp5a
clgaltlcl tapbpl tmpo tmem97 epb41l4b homer3 slc29al ephx1 rnfl44a mgat4b
gcsl notch4 slc25a11 nestn chpf gga3 rab3d itgh2 gbpc3 trim59 phlpp itga5 tpr ak2
slc20a2 atp7a cllorf24 torlaipl rtp4 arhgapl cantl nav3 dgka adoral pgrmcl stx16
appl2 clen7 svil slc9a3r2 aktl semadb scyl2 praf2 hegl tmem127 apIml insr mrl
cdc42ep3 plcel asnal c200rf59 ipo8 gpc6 dab2 tgm?2 slc41a3 alg3 calr Ihfpl2 Ippr2
selenbpl rhob ubr4 cybrdl naaladll nsdhl nrm nup160 cercam c170rf80 hspd1 ipo9
yifla agps glrb edem2 pdk4 jak2 tpcnl gosr2 rab2a aldh18al ap3bl aldh3a2 nckapl
atpl1lb csnk2al aktip acbd3 adam17 ilk tmc7 tollip mc4r dscr3 nup98 sshl cyb5r3
ap2b1 rftn2 parvb chi3ll oas2 mgatl trim23 pak2 kctd10 golgb1 pard6a sgcb eng
rtn2 sec22b adam9 sh3gl1 kcnj2 sypl2 itgall marcks map3k7ip2 cmtm4 apba3
atp6v0e2 lancll Imanl kiaal189 cyb5b scampl yipf3 emp1l kiaa0241 besll htra2 plk3
tmem30a dner dhcr7 ddefl tmem168 timm17b xpo7 ulbp2 sortl itgh8 cd164 irs4
vamp?2 fksg24 gdi2 srpr galnt4 pex5

0.0431

ER-Golgi intermediate
compartment

Imanl nucbl rab2a kdelrl golgb1 fn1 stx5 tmem49 p4hb sec22b yifla ugcgll surf4 13 35

0.0431

vesicle

bsg ugcc cope rab2a ap3b1 ulkl ncstn rab3d ccdc88a copzl sypll atp7a tyr furin

clic4 sec24c nrsn2 sec22b sypl2 trpv2 flotl calu scyl2 tgfbl ywhae apim1 yipf3

zdhhc8 clen3 hrb p4hb dab2 adam10 traf7 ap1s3 clintl atpévlb2 tmem168 hpsl 53 247
aplgl sortl hsp90ab1l rab11b plekhf2 copa capg vamp2 sgk3 gnal3 brca2 atm fasn

sec23b

0.0612

cytoskeleton

rdx maprel epb41l4b rb1 parp3 kif22 twfl kif2a Imna arpc4 utrn tubgcp5 vps18 svil

top2a dctnl aktl corolc fgd1 cdc2 fezl trip10 hspbl cdc42ep3 eml3 dbnl krtap8-1

tubgcp3 tinl nudt21 smtn pafahlbl atg4c ranbp9 slc9a3rl trib2 ubr4 capg dagl

ptpn21 kicl rhoa cenpj kiaa0284 pfnl brca2 sptbnl elmo2 jak2 dctn4 ppp2ria cfll

tpx2 dnalil aurka add1 ccdc6 actrla ushlg sshl cbl myl9 parvb pdlim7 cabyr plk1 105 557
clic4 kif15 actr8 zyx atg4b casp8 tubb sgcb epb4112 dync2hl ppp4c birc5 ptpnl4d

tubgcp4 marcks mapre3 nusapl eml4 caldl kntcl peal5 apbblip spinl thcel gsn

corolb kif14 plekhh2 epb41l3 kif23 kif2c ttk ccnb2 aurkb fbxo5 tmod3 cdc42epl

fgd6 dbnl

0.0612

cytoplasmic vesicle

bsg uqgcc cope rab2a ap3b1 ulkl ncstn rab3d ccdc88a copzl sypll atp7a tyr furin
clic4 sec24c nrsn2 sec22b sypl2 trpv2 flotl calu scyl2 tgfbl ywhae apim1 yipf3
zdhhc8 hrb dab2 adam10 p4hb traf7 ap1s3 clintl atpévlb2 tmem168 hpsl aplgl
sortl hsp90ab1 rab11b plekhf2 copa capg vamp2 sgk3 gnal3 brca2 atm fasn sec23b

52 243

0.0612

nuclear membrane

aaas atpllb hrb kpnal oprsl ipo8 kpna4d ranbp2 trim27 ceptl nup98 pafahlbl tpr

2 102
dhcr7 kpna5 rangapl xpo7 torlaipl nav3 ferll3 scotin nrm nup160 ipo9 glel nxf1 6 0

0.0612

nuclear membrane
part

aaas atpllb hrb kpnal oprsl ipo8 kpna4 ranbp2 nup98 tpr dher7 kpnas rangapl

21 77
xpo7 torlaipl nav3 nrm nup160 ipo9 glel nxfl

0.0612
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cope maprel cogl pld1 rnfl44a mgatdb chpf ncstn ppap2b tmem49 stx5 gga3 gga2
copzl arfipl atp7a tyr furin usol cantl mphosph9 stx16 galnt5 fut8 fgd1 wwox scyl2
trip10 ap1m1 slc35b4 plcel clen3 arfgapl c4orfl8 adam10 apls3 arfl b3gnt2 galnt2

Golgi apparatus clintl st8sial aplgl cog7 b3gat3 pak4 copa galnt6 tapbp ptges2 yifla ghfl sec23b 84 437 0.0717
gosr2 ccdc91 rab2a nucbl prnp ap3b1 acbd3 clccl ccdc88a tnks2 chst12 trappcl glgl
mgatl trim23 clip3 st3gal2 golgb1 sec24c scara3 sec22b arfrp1 calu prrcl Imanl
stip1 sortl napa fgd6 galnt4 rp6-213h19.1 nsfllc
apobec3f cogl atpbapl h2afy2 aaas usp5 itga2 rbl kpnal kenk2 pik3cd stx5 eif3k
kif22 ube2I3 psmc2 exosc5 gga2 kif2a nfya cenph psmd11 pik3cb gm2a kctd20 gpaal
mrps15 dctnl glel cenpa csnk2b zerl psmfl smarcb1 ncapd2 ndufs2 traf7 vps26b
pafahlbl kpna5 chrna5 mcm?2 ikbkg gps1 tapbp capg cct2 dpm2 hplbp3 cenpj
ap2m1 rela zwilch dctn4 cacna2dl ercc3 kpna4 psmd1 htatip anapc2 aridla rrm1
myl9 atplbl cul7 psme4 kif15 tgfbr2 atg4b dync2hl smarcal tead2 polr3c tspanl7
pggtlb birc5 ppp2r2d rom14 eifdg2 polg gtf3cl atpbvlb2 hfe rangapl fzrl eif2b3
. pik3r2 hla-g ruvbll enl itga3 psmb9 anapc5 gga3 itgh2 itga5 tpr arpc4 abtl menl
protein complex tubgcp5 appl2 stx16 top2a nfkb2 nxfl prkarlb psme3 ccnd3 aplml mrl e2f1 elp3 196 1155 0.0985
gucylb3 med16 fbxwll pfdnl smad3 ipo8 ppp2ra apls3 fcgrt aplgl ranbp9 flot2
atgdc rps23 atp6vlf dagl itga7 kicl tgfbrl nup160 hspdl tfdpl brca2 hbb ipo9 gjcl
mad2I1 chaflb paafl ppp2rla smad5 dnalil tollip ranbp2 dscr3 znf148 actrla dbt
lamc2 nup98 ap2bl cyb5r3 ppm2c hectd3 nripl psmb8 kctd10 wipi2 psme2 tubb
sgcb culdb osmr polr3g med24 prkcsh sumo3 tubgcp4 flotl itgall bardl atp6vOe2
peals h2afy ints12 shfm1 hrb eif4a2 bcsll polr2e kif14 timm17b xpo7 ulbp2 itgh8
kif23 kif2c irakl jaridla gtf3c5 tmod3 srpr baz2a
Molekulare Funktion
. . ppp2rila herc5 shcl ptpladl rbl chekl cdkn3 anapc2 ghrl htr2a ccdc88a map3k7ipl
;if:/liitlon of kinase pik3cb map3k7 cdc42 pak2 dgka hipk3 frs2 pilrb map3k2 ccnt2 birc7 ccnd3 spredl 40 147 0'0%062
¥ gabl cdc37 plcel camkk2 dbnl traf7 trib2 gps1 irakl pknl daxx cks1lb rbl2 ccne2 pkia
. ppp2rila herc5 shcl ptpladl rbl chekl cdkn3 anapc2 ghrl htr2a ccdc88a map3k7ipl
;fag:sli:rz:eo:ctivit pik3cb map3k7 cdc42 pak2 dgka hipk3 frs2 pilrb map3k2 ccnt2 birc7 ccnd3 spredl 40 151 0'0%062
¥ gabl cdc37 plcel camkk2 dbnl traf7 trib2 gps1 irakl pknl daxx cks1lb rbl2 ccne2 pkia
herc5 shcl rb1 ncstn sgsm3 htr2a map3k7ipl atp7a pik3cb map3k7 arhgapl gm2a
dgka hipk3 fgd1 zerl birc7 ccnd3 gabl plcel camkk2 smad3 arfgapl traf7 dbnl
regulation of catalytic ppp2r4 trib2 slc9a3rl gpsl pknl daxx ednra nmur2 ccne2 pkia pmaipl ppp2rla tp53 66 290 0.00062
activity calca ptpladl gitl chekl cdkn3 anapc2 ghrl ccdc88a cdc42 pak2 frs2 birc5 pilrb ccnt2 6
map3k2 spredl cdc37 hrb gdil tbc1d17 ddefl tbc1d10b irakl gdi2 fbxo5 fgd6 ckslb
rbl2
. . ppp2rila herc5 shcl ptpladl rbl chekl cdkn3 ghrl anapc2 htr2a ccdc88a map3k7ipl
L?r?:slzt;?::i\?i: protein pik3cb map3k7 pak2 dgka frs2 hipk3 pilrb map3k2 ccnt2 birc7 ccnd3 spredl gabl 38 143 0'0%062
¥ cdc37 plcel camkk2 dbnl traf7 trib2 gps1 irakl pkn1 daxx cks1lb ccne2 pkia
herc5 shcl rbl nestn sgsm3 htr2a map3k7ipl atp7a pik3cb map3k7 arhgapl gm2a
dgka hipk3 fgd1 zerl birc7 ccnd3 gabl plcel camkk2 smad3 arfgap1l traf7 dbnl
regulation of a ppp2r4 nfkbia trib2 slc9a3rl gpsl pknl daxx rela pex14 ednra nmur2 ccne2 pkia 73 332 0.00069
molecular function pmaipl ppp2rla tp53 ptpladl calca gitl aktip chekl cdkn3 anapc2 ghrl ccdc88a 9
cdc42 pak2 frs2 pilrb birc5 ccnt2 map3k2 spred1 tgfbl cdc37 hrb gdil tbc1d17 ddefl
tbc1d10b pcbdl smo irakl gdi2 fbxo5 fgd6 ckslb rbl2
regulation of MAP ppp2rila spredl gabl shcl plcel ptpladl dbnl ghrl htr2a pik3cb trib2 gps1 hipk3 frs2 18 59 0.00788
kinase activity pkn1 daxx birc7 map3k2 )
positive regulation of  ccnd3 gab1 shcl plcel ptpladl traf7 dbnl ghrl htr2a ccdc88a map3k7ip1 pik3cb 2 78 0.00788
kinase activity map3k7 cdc4?2 dgka frs2 irakl pkn1l pilrb daxx birc7 map3k2 ’
positive regulation of . .
MAP kinase activity pik3cb gab1 shcl plcel ptpladl frs2 dbnl pknl htr2a ghrl daxx birc7 map3k2 13 38 0.00895
positive regulation of  ccnd3 gab1 shcl plcel ptpladl traf7 dbnl ghrl htr2a ccdc88a map3k7ipl pik3cb 21 75 0.00895
protein kinase activity map3k7 dgka irakl frs2 pknl pilrb daxx birc7 map3k2 )
positive regulation of  ccnd3 gab1 shcl plcel ptpladl traf7 dbnl ghrl htr2a ccdc88a map3k7ip1 pik3cb 2 0 0.00895
transferase activity map3k7 cdc42 dgka frs2 irakl pkn1l pilrb daxx birc7 map3k2 '
. . pmaipl tp53 shcl calca ptpladl ncstn htr2a ghrl ccdc88a map3k7ipl atp7a pik3cbh
E:tsa:?\;iecr:i?\ﬁtlon of map3k7 cdcd42 gm2a dgka frs2 pilrb map3k2 birc7 ccnd3 gabl plcel smad3 dbnl 32 132 0.00979
4 ¥ ppp2r4 traf7 irakl pknl daxx ednra nmur2
;ecfil\jlli?\tllon of INK gab1l ptpladl hipk3 pknl dbnl daxx birc7 map3k2 8 18 0.0135
:zt:ziat:/lon of MAPK pik3cb gab1 shcl plcel ptpladl frs2 dbnl pknl daxx ghrl birc7 map3k2 12 35 0.0148
act!v'at|0n of INK dbnl gab1 pkn1 daxx ptpladl map3k2 birc7 7 15 0.0161
activity
positive regulation of .
INK activity dbnl gabl pkn1 daxx ptpladl map3k2 birc7 7 16 0.0235
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Tab. 22 Uberreprasentierte GO-Gruppen der hdher exprimierten Genprodukte (1426) in hMSC-alt (Referenz: 27356
Probesets, die in hMSC-alt und/oder hMSC-K exprimiert wurden)

GO-Gruppe

Gen-Symbol

Anzahl Gene

p-Wert

differ
entiell

Refer
enz

Biologischer Prozess

regulation of
transcription, DNA-
dependent

znf304 lass6 myo6 rbbp4 eyad rbm39 znf546 znf720 ctnnbl tulp4 ash1l ep300
znf654 med23 hsf5 znf643 bmil trib3 bhlhb3 rsfl mnt znf236 c110rf30 hivepl
znf345 atf4 glis1 fubp3 rara Icor rab35 egrl med16 hira znf101 epcl zeb2 znf623
zbtb41 sp1 suds3 ikbkap znf134 gli3 znf142 sp3 mafg casz1 loc342892 znf3 znf573
zbtb2 sap30I teadl tafdb foxcl nfe2l2 znf542 elfl gabpa kIf13 tef runx1tl smarccl
zbtb24 10c729806 znf302 Imo4 nrbf2 egr3 spen mdfi zbtb44 hmbox1 taf3 znf468
pbrm1 wasl yeats4 eafl rybp kIf7 gtf2al cux1 ankrd1 med13l nfatc3 msx1 trim33
mga id4 zxdb esfl znf37a ccdc59 foxd1 fst jmjd2a tafll znf770 epc2 c200rf20 rfcl
scmll sirtl znf205 sox12 znf281 etv6 smad1l

110 1371

0.00069
4

regulation of
transcription

znf304 lass6 myo6 rbbp4 eyad rbm39 znf546 znf720 ctnnbl tulp4 ash1l ep300
znf654 med23 hsf5 znf643 bmil trib3 bhlhb3 rsf1 mnt znf236 c11orf30 hivepl
znf345 atf4 glis1 fubp3 rara Icor rab35 egrl med16 hira znf101 epcl zeb2 znf623
zbtb41 sp1 suds3 ikbkap znf134 vgli3 gli3 znf142 tgfbrl sp3 mafg casz1 loc342892
rbm15b znf3 znf573 zbtb2 sap30I teadl taf4b foxcl nfe2l2 znf542 elfl gabpa kIf13
runx1tl tef smarccl zbtb24 10c729806 znf302 Imo4 nrbf2 egr3 spen mdfi zbtb44
hmbox1 taf3 znf468 pbrm1 wasl yeats4 eaf1 kIf7 gtf2al cux1 rybp gclc ankrd1
med13I nfatc3 msx1 trim33 mga id4 zxdb esfl znf37a ccdc59 foxd1 fst jmjd2a tafll
znf770 epc2 c200rf20 rfcl scmll sirtl znf205 sox12 znf281 etvé smadl

114 1451

0.00069
5

regulation of
transcription from
RNA polymerase Il
promoter

myo6 foxcl ctnnb1 elfl kIf13 gabpa tef ep300 med23 smarccl mdfi znf345 rybp kif7
cux1 glis1 atf4 ankrd1 Icor nfatc3 msx1 id4 egrl med16 hira epcl fst sp1 ikbkap
sox12 znf281 smad1

32 281

0.00074
9

regulation of gene
expression

znf304 lass6 myo6 rbbp4 eyad rbom39 znf546 znf720 ctnnb1l tulp4 ash1l ep300
znf654 med23 hsf5 znf643 bmil trib3 bhlhb3 rsf1 mnt znf236 c11orf30 hivepl
znf345 atf4 glis1 fubp3 rara Icor rab35 egrl med16 hira znf101 epcl zeb2 znf623
eif5b zbtb41 sp1 suds3 ikbkap znf134 vgli3 gli3 znf142 tgfbrl sp3 mafg casz1
10c342892 rbm15b mknk2 znf3 znf573 zbtb2 sap30I teadl taf4b foxcl nfe2l2 znf542
elf1 kif13 gabpa runx1tl tef smarccl zbtb24 loc729806 igf2bp2 znf302 Imo4 nrbf2
egr3 spen mdfi zbtb44 hmbox1 eif2ak3 taf3 znf468 pbrm1 wasl yeats4 eafl kIf7
gtf2al cuxl rybp gclc ankrd1 med13l trmt6 nfatc3 msx1 trim33 mga id4 zxdb esfl
znf37a ccdc59 foxd1l fst jmjd2a tafll znf770 epc2 c200rf20 rfcl scmll sirtl znf205
sox12 znf281 etv6 smadl

119 1551

0.00074
9

regulation of
nucleobase,
nucleoside,
nucleotide and
nucleic acid
metabolic process

znf304 lass6 myo6 rbbp4 eyad rbom39 znf546 znf720 ctnnbl tulp4 ash1l ep300
znf654 med23 hsf5 znf643 bmil trib3 bhlhb3 rsf1 mnt znf236 c110rf30 hivepl
znf345 atf4 glis1 fubp3 rara Icor rab35 egrl med16 hira znf101 epcl zeb2 znf623
zbtb41 spl suds3 ikbkap znf134 vgli3 gli3 znf142 tgfbrl sp3 mafg casz1 loc342892
rbm15b znf3 znf573 zbtb2 sap30I teadl taf4b foxcl nfe2l2 znf542 elfl gabpa kif13
runx1tl tef smarccl zbtb24 10c729806 znf302 Imo4 nrbf2 egr3 spen mdfi zbtb44
hmbox1 taf3 znf468 pbrm1 wasl yeats4 eaf1 kIf7 gtf2al cux1 rybp gclc ankrd1
med13I nfatc3 msx1 trim33 mga id4 zxdb esfl znf37a ccdc59 foxd1 fst jmjd2a tafll
znf770 epc2 c200rf20 rfcl scmll sirtl znf205 sox12 znf281 etv6 smadl

114 1492

0.00125

regulation of
metabolic process

znf304 lass6 myo6 rbbp4 eyad rbom39 znf546 znf720 ctnnbl tulp4 ash1l ep300
znf654 med23 hsf5 znf643 capza2 bmil trib3 bhlhb3 rsfl mnt znf236 c11orf30
hivep1l ptx3 znf345 atf4 glis1 fubp3 rara Icor egrl rab35 med16 hira znf101 epcl
map4 zeb2 znf623 eif5b zbtb41 spl suds3 ikbkap znf134 vgli3 gli3 limal znf142
tgfbrl sp3 mafg caszl loc342892 rbm15b mknk2 znf3 znf573 zbtb2 sap30l nfe2l2
foxcl teadl taf4b elfl znf542 kif13 gabpa runx1tl tef smarccl ube2b zbtb24
10c729806 igf2bp2 znf302 Imo4 nrbf2 egr3 spen mdfi zbtb44 hmbox1 eif2ak3 taf3
znf468 pbrm1 wasl yeats4 eafl kif7 gtf2al cux1 rybp gclc ankrd1 med13l trmt6
nfatc3 msx1 trim33 mga id4 zxdb esfl znf37a ccdc59 foxd1 fst jmjd2a tafll znf770
epc2 c200rf20 rfcl scmll ube2o sirtl znf205 sox12 znf281 etv6 smadl ube2w

126 1704

0.00191

regulation of cellular
metabolic process

znf304 lass6 myo6 rbbp4 eyad rbm39 znf546 znf720 ctnnb1l tulp4 ash1l ep300
znf654 med23 hsf5 znf643 bmil trib3 bhlhb3 rsf1 mnt znf236 c11orf30 hivepl
znf345 atf4 glis1 fubp3 rara Icor rab35 egrl med16 hira znf101 epcl zeb2 znf623
eifSb zbtb41 spl suds3 ikbkap znf134 vgli3 gli3 znf142 tgfbrl sp3 mafg casz1l
10c342892 rbm15b mknk2 znf3 znf573 zbtb2 sap30I teadl taf4b foxcl nfe2l2 znf542
elf1 kIf13 gabpa runx1tl tef smarccl zbtb24 1oc729806 igf2bp2 znf302 Imo4 nrbf2
egr3 spen mdfi zbtb44 hmbox1 eif2ak3 taf3 znf468 pbrm1 wasl yeats4 eaf1l kIf7
gtf2al cux1 rybp gclc ankrd1 med13l trmt6 nfatc3 msx1 trim33 mga id4 zxdb esfl
znf37a ccdc59 foxd1l fst jmjd2a tafll znf770 epc2 c200rf20 rfcl scmll sirtl znf205
sox12 znf281 etv6 smadl

119 1613

0.00336
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positive regulation of
transcription from
RNA polymerase II
promoter

spl myo6 egrl foxcl ctnnbl elfl kif13 epcl ep300 tef glis1 atf4 smadl

13

87

0.0223

negative regulation of
transcription from
RNA polymerase Il
promoter

msx1 mdfi egrl ctnnbl znf281 epcl fst cux1 rybp znf345 glis1 Icor

12

87

0.0641

positive regulation of
transcription, DNA-
dependent

spl myo6 rsfl egrl foxcl yeats4 ctnnb1l elfl kif13 epcl tef ep300 atf4 glis1l smarccl
smadl

16

141

0.071

regulation of
biological process

znf304 lass6 rapgef6 tbc1d24 metrn rbbp4 hsf5 bmil bhlhb3 mnt znf236 igfbp5
c110orf30 znf345 ptx3 glis1 cdc2 utp20 Icor rab35 gnl3 hira bax stk4 znf623 zeb2 lin7c
ikbkap vgll3 cav2 c6orf170 znf142 gli3 mafg ebag9 rnf7 mknk2 son znf573 cdh13
nrxn2 znf542 gabpa tef runx1tl ube2b loc729806 kalrn znf302 igf2bp2 tnks2 Imo4
egr3 crim1 taf3 eif2ak3 hmbox1 pbrm1 rybp itch msx1 trim33 id4 sept9 esfl myh10
znf37a fst foxd1 znf770 c200rf20 rfcl sirtl sox12 ei24 smadl ube2w mmpl4 myo6
eyad rbm39 znf720 znf546 ctnnbl tulp4 ash1l gopc znf654 ep300 med23 znf643
capza? trib3 rsfl hivepl atf4 centb2 acvr2a fubp3 rara egrl med16 znf101 epcl
map4 zbtb41 eifSb spl suds3 map3k3 htral znf134 limal tnfsf4 bnip3l tgfbrl tp53i3
sp3 10c342892 casz1 rbm15b znf3 zbtb2 sap30I foxcl nfe2l2 taf4b teadl rps19 elfl
rgs18 kIf13 smarccl zbtb24 nrbf2 spen mdfi bmpr2 plekhcl zbtb44 fgg znf468 wasl
yeats4 zdhhc13 eafl kIf7 cux1 gtf2al gclc ankrd1l med13l trmt6 nfatc3 mga zxdb
ccdc59 hsp90b1 tafll jmjd2a epc2 geft scmll ube2o pdgfa znf205 ptgerd znf281
etvb

169

2619

0.0879

regulation of cellular
process

znf304 lass6 rapgef6 tbc1d24 rbbp4 hsf5 bmil bhihb3 mnt znf236 igfbp5 c11orf30
znf345 ptx3 glis1 cdc2 utp20 Icor rab35 gnl3 hira bax stk4 znf623 zeb2 ikbkap vgli3
cav2 znf142 gli3 c6orf170 mafg ebag9 rnf7 mknk2 son znf573 cdh13 znf542 gabpa
tef runx1tl 1oc729806 kalrn znf302 igf2bp2 Imo4 egr3 crim1 taf3 eif2ak3 hmbox1
pbrm1 rybp itch msx1 trim33 id4 sept9 esfl znf37a foxd1 fst znf770 c200rf20 rfcl
sirtl sox12 ei24 smadl mmp14 myo6 eya4 rbom39 znf720 znf546 ctnnb1 tulp4 ash1il
gopc znf654 ep300 med23 znf643 capza2 trib3 rsfl hivepl atf4 centb2 acvr2a fubp3
rara egrl med16 znf101 epcl map4 zbtb41 eifSb sp1 suds3 map3k3 htral znf134
limal bnip3l tgfbrl tnfsf4 sp3 tp53i3 10c342892 casz1 rbm15b znf3 zbtb2 sap30I
foxcl nfe2l2 taf4b teadl rps19 elfl rgs18 kif13 zbtb24 smarccl nrbf2 spen mdfi
bmpr2 zbtb44 fgg znf468 wasl yeats4 zdhhc13 eafl kIf7 cux1 gtf2al gclc ankrdl
med13l trmt6 nfatc3 mga zxdb ccdc59 hsp90b1 tafll jmjd2a epc2 geft scmll pdgfa
znf205 znf281 etvb

159

2449

0.0893

Zelluldre Komponente

nucleus

znf304 lass6 rbbp4 hsf5 bmil bhlihb3 kin mnt parp11 znf236 ddx5 c11orf30 znf345
glis1 dazapl utp20 cdc2 Icor h3f3a crkrs gnl3 hira stk4 sfrs6 znf623 zeb2 zmat1
ikbkap vgll3 znf142 thoc2 gli3 hplbp3 emel Ism5 mafg rnf7 ssbp4 son setd5 znf573
wdr43 znf542 gabpa tef runx1tl ube2b aplp2 loc729806 znf302 appbp2 tnks2 Imo4
egr3 crop taf3 hmbox1 pbrm1 hnrnpl tsrl taf15 psmb4 rybp itch prkci znf268 msx1
trim33 npm3 id4 rev1 dactl esfl znf37a zfand2a ptma foxd1 nol10 zcrb1 mobkila
znf770 ythdcl c200rf20 rfcl usp48 topl nup50 cmpk sirtl sox12 palld fbxw7 smadl
myo6 eyad rbm39 dis3 znf546 nek4 ctnnbl ppil4 ash1l ep300 znf654 med23 rcp9
znf643 setd1b senp7 sc65 trib3 rsfl c150rf15 tspyll iqwdl rufy2 ccrndl hivepl atf4
rara fubp3 hnrnpa0 nufip2 egrl med16 znfl01 epcl ceptl igf2r parva zbtb41 suds3
mab21l2 sp1 znf134 cops2 bnip3l sp3 casz1 rbom15b spop znf3 sap30I zbtb2 helz
teadl foxcl nfe2l2 tafdb nutf2 rps19 papd5 elfl wiz kif13 smarccl zbtb24 c20o0rf11
nrbf2 sfrs2ip spen mdfi mtdh zbtb44 znf468 wasl yeats4 eafl cops8 upf2 gtf2al cuxl
klf7 synpo2 ankrd1 marcks med13l nhs trmt6 nfatc3 luzpl mga zxdb ccdc59 jmjd2a
tafll epc2 strn3 ppig ankrd11 emd scml1 znf205 znf281 etv6 thoc4

196

2668

0.0445

actin filament bundle

limal plekhcl sept9 myh10

0.057

stress fiber

limal plekhcl sept9 myh10

0.057
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Tab. 23 Uberreprisentierte GO-Gruppen der geringer exprimierten Genprodukte (2477) in hMSC-seneszent (Referenz:
25716 Probesets, die in hMSC-seneszent und/oder hMSC-K exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert
differ Refer
entiell enz
Biologischer Prozess
. - dlg7 kntcl gtsel pkmytl bubl nek2 ccna2 hectd3 bublb rccl ttk ube2c mphosphl 5.23e-
regulation of mitosis birc5 anln mad2I1 zwint mad1l1 nusapl 19 46 07
cell cycle checkpoint tipin kntcl bub1b brip1 cdc6 ttk chekl gtsel bub1 birc5 brca2 zwint mad2l1 ccna2 16 a 0.00020
mad1ll ccne2 4

dlg7 cdc6 cdkn2c c110rf82 foxcl chekl becip cdkn3 tgfb2 sphkl hectd3 rccl bripl
cks2 mphosph1 anlin birc5 gmnn zwint cdc2 bard1 mad1l1 nusapl ppm1g kntcl
pkmytl gtsel bub1l cdc7 nek2 ccna2 tipin mnl bublb ttk pycard ube2c brca2 mad2l1

regulation of

progression through 44 220 0.0182

cell cycle fbxo5 sipal ckslb runx3 ccne2

dlg7 cdc6 cdkn2c c110rf82 foxcl chekl becip cdkn3 tgfb2 sphkl hectd3 rccl bripl
regulation of cell cks2 mphosph1 anln birc5 gmnn zwint cdc2 bard1 mad1l1 nusapl ppm1g kntcl a4 223 0.0204
cycle pkmytl gtsel bub1l cdc7 nek2 ccna2 tipin mnl bublb ttk pycard ube2c brca2 mad2l1 '

fbxo5 sipal ckslb runx3 ccne2

mitotic cell cycle

A kntcl bublb ttk gtsel bubl mad2I1 zwint ccna2 mad1ll 9 23 0.0609
checkpoint

regulation of
progression through brca2 birc5 sphk1 fbxo5 cdc6 rccl foxcl cdc2 8 20 0.0743
mitotic cell cycle

leprel tbx2 cdc6 cdkn2c vegfa chekl crip2 Irp5 bim cdkn3 cdc25b tgfb2 sphkl il7
regulation of cell prkra ptgs2 cd276 pold4 lamb1 tgfblil tcirgl cleclla ptn lif ctbp2 traf5 cd24 rarres3
proliferation id4 rarres1 cdc7 sox9 recql4 cd164 tnfsf13b tipin csk ttk pdgfa pds5b smo gli3 npm1
brca2 dig3 runx3 col18al

47 259 0.0743

Zelluldre Komponente

cenpo zwilch cenpk nuf2 cenpl cbx5 spc25 bubl cenpi kif22 rcc2 cenpq hells cenph

chr?mos?me, . cdca8 sgol2 bublb mlflip ndc80 kif2c cenpe aurkb itgb3bp birc5 mad2l1 cenpm 29 52 >.05e-
pericentric region i 20

spc24 zwint cenpa

cenpo orc6l rpa3 tmpo zwilch h2afz nuf2 rfcd cenpl rfc3 acd foxcl cbx5 h2afx ssrpl

chekl spc25 suv39h2 bim cenpi kif22 mecm3 cenpg msl3I1 cenph pifl pcna sc65 sgol2 6.926-
chromosomal part pold3 hmgb3 mlflip ndc80 rccl cenpe hdac2 birc5 cdca5 spc24 zwint cenpa cenpk 64 187 '20

asflb oip5 ncapd2 bubl smc4 rcc2 hells rfc5 dnmtl cdca8 tipin hmgb2 mem2 bublb
kif2c aurkb chd7 itgb3bp mad2I1 cenpm prim1 mcm7

cenpo orc6l rpa3 tmpo h2afz cbx5 h2afx ssrpl suv39h2 bim cenpi kif22 cenph pifl
sc65 sgol2 hmgb3 miflip ndc80 rccl hdac2 top2a zwint cenpa prrx2 asflb cenpk
0ip5 smc4 ncapd2 dnmtl cdca8 mem?2 itgb3bp mad2l1 prim1 mem7 zwilch nuf2 rfc4
cenpl rfc3 acd foxcl chekl spc25 mem3 cenpg msl3I1 pcna fanci pold3 bazla cenpe
birc5 cdca5 spc24 polg2 bubl rcc2 hells rfc5 tipin hmgb2 bub1b kif2c topl aurkb
chd7 cenpm

chromosome 70 222 1.5e-18

tubb2c kif22 ccdc5 c180rf24 cep76 tubb3 ccnbl racgapl top2a aktl ttlll pde4dd
mad1l1 cdc2 tubb2b ckap2 cep70 tubgcp3 cepl52 rp4-691n24.1 kif4a cep57 npm1
microtubule cenpj brca2 prcl dig7 tpx2 cdc6 dnalil kif11 aurka shroom2 spag5 ckap5 kif20a 72 241 4.73e-
cytoskeleton cdc25b plk1 kif15 cdc20 tubb cenpe loc146909 mphosph1 birc5 c160rf48 cep250 17
ndel clip2 nusapl eml4 kntcl kif21a kif18a tubb2a gtsel stmn1 bub1 nek2 rcc2 kif14

kif23 bub1b kif2c ttk fam33a ccnb2 aurkb dnal4 pknox2 fbxo5 ift88

prcl dig7 kntcl tpx2 cdc6 kif1l aurka bub1l spag5 c180rf24 tubgcp3 kif23 bublb

cdc20 ttk racgap1l kif4a fam33a cenpe aurkb birc5 fbxo5 aktl ndel cdc2 madill 26 >7 2.9e-13

spindle

prcl tubb2c kif11 shroom?2 spag5 kif22 ccdc5 kif20a tubb3 kif15 tubb racgapl cenpe
mphosph1 birc5 ndel ttll1 clip2 cdc2 nusapl eml4 tubb2b ckap2 kntcl kif21a kif18a 39 126 1.16e-
tubb2a gtsel stmn1 rcc2 tubgcp3 kif14 kif23 rp4-691n24.1 kif2c kif4a cep57 dnal4 09

cenpj

microtubule

tubb2c kif22 ccdc5 c180rf24 cep76 tubb3 vim ccnbl racgapl top2a anin aktl ttlll

pdedd mad1ll cdc2 tubb2b ckap2 cep70 tubgcp3 Imnbl cepl52 rp4-691n24.1 kifda

cep57 npm1 cenpj brca2 prcl dlg7 tpx2 cdc6 dnalil kif11l aurka shroom2 myo19 72 305 2.16e-
spag5 ckap5 kif20a cdc25b plk1 kif15 cdc20 tubb cenpe loc146909 mphosph1 birc5 09
cep250 ndel clip2 nusapl eml4 kntcl kif21a kif18a tubb2a gtsel stmn1l bubl nek2

rcc2 kifl14 kif23 bub1b ttk kif2c fam33a aurkb dnal4 fbxo5

cytoskeletal part
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intracellular non-
membrane-bound
organelle

tubb2c c200rf42 ssrp1 suv39h2 kif22 blm synpo cep76 cenph gphn vim sgol2 ndc80
mlflip racgapl tgfblil plekhh1 hdac2 anin cenpa cdc2 pdedd rps9 rp3-377h14.5
tubb2b ckap2 rpl22I1 oip5 smc4 rpl37a ncapd2 ptpn6 finb Imnb1 rpl36 mcm2 rp4-
691n24.1 nol5a cenpj itgb3bp zwilch acd rfc3 cdcé mki67 shroom2 aurka myo19
mcm3 cenpq kif20a rhof pcna fanci kif15 pold3 cdc20 Isp1 cenpe mphosphl cep250
c160rf48 birc5 spc24 clip2 mrps6 nusapl eml4 kif21a npm3 tubb2a pdlim1 gtsel
bub1 fscnl rcc2 rfc5 spag4 hmgb2 ttk fam33a topl ccnb2 chd7 cenpm rpa3 cenpo
orc6l tmpo tcofl h2afz ddx54 cbx5 h2afx cenpi ccdc5 c180rf24 sympk oasl tubb3 pifl
sc65 ccnbl hmgb3 recl top2a zwint aktl ttlll prrx2 mett11d1 fgd1 mad1ll tyk2
cenpk asflb cep70 tubgcp3 syne2 sgcd parpl cepl52 dnmtl cdca8 rpl39l tmsl8 rpll7
kif4a cep57 npm1 brca2 mad2I1 prim1 mem7 prcl dig7 tpx2 rfc4 nuf2 dnalil cenpl
kif11 arpcla foxcl spc25 chekl ckap5 spag5 cttnbp2nl cdc25b rpl31 rcll msli3I1
rps24 parvb cotll plkl sspn bazla tubb loc146909 cdca5 ndel wipf2 kntcl kif18a
polg2 nek2 stmn1 kif14 hells kif23 tipin bub1b kif2c aurkb dnal4 pknox2 fbxo5 ift88

180

1017

4.75e-
09

non-membrane-
bound organelle

tubb2c c200rf42 ssrpl suv39h2 kif22 blm synpo cep76 cenph gphn vim sgol2 ndc80
mliflip racgapl tgfblil plekhh1 hdac2 anln cenpa cdc2 pde4d rps9 rp3-377h14.5
tubb2b ckap2 rpl22I1 oip5 smc4 rpl37a ncapd2 ptpn6 finb Imnb1 rpl36 mcm2 rp4-
691n24.1 nol5a cenpj itgb3bp zwilch acd rfc3 cdc6 mki67 shroom2 aurka myo19
mcm3 cenpq kif20a rhof pcna fanci kif15 pold3 cdc20 Isp1 cenpe mphosphl cep250
c160rf48 birc5 spc24 clip2 mrps6 nusapl eml4 kif21a npm3 tubb2a pdlim1 gtsel
bub1 fscnl rcc2 rfc5 spagd hmgb2 ttk fam33a topl ccnb2 chd7 cenpm rpa3 cenpo
orc6l tmpo tcofl h2afz ddx54 cbx5 h2afx cenpi ccdc5 c180rf24 sympk oasl tubb3 pifl
sc65 cenbl hmgb3 recl top2a zwint aktl ttlll prrx2 mett11d1 fgd1l mad1ll tyk2
cenpk asflb cep70 tubgcp3 syne2 sgcd parpl cepl52 dnmtl cdca8 rpl39l tmsl8 rpll7
kifda cep57 npm1 brca2 mad2I1 prim1l mem7 prcl dig7 tpx2 rfc4 nuf2 dnalil cenpl
kif11 arpcla foxcl spc25 chekl ckap5 spag5 cttnbp2nl cdc25b rpl31 rcll msli311
rps24 parvb cotll plkl sspn bazla tubb loc146909 cdca5 ndel wipf2 kntcl kif18a
polg2 nek2 stmn1 kif14 hells kif23 tipin bub1b kif2c aurkb dnal4 pknox2 fbxo5 ift88

180

1017

4.75e-
09

replication fork

pcna rpa3 rfcd pold3 rfc3 h2afx chekl hdac2 bim mem3 prim1 rfc5 dnmtl mem7

14

24

1.6e-06

cytoskeleton

tubb2c c200rf42 kif22 ccdc5 c180rf24 sympk synpo cep76 tubb3 gphn vim ccnbl
tgfblil plekhh1 racgapl top2a anln akt1 ttll1 fgd1 cdc2 mad1ll pde4dd tubb2b tyk2
ckap2 cep70 tubgcp3 ptpn6 syne2 finb Imnbl sgcd cepl52 tmsl8 rp4-691n24.1 kifda
cep57 cenpj npm1 brca2 prcl dig7 tpx2 cdc6 dnalil kif1l aurka shroom?2 arpcla
myo019 ckap5 spag5 cttnbp2nl kif20a rhof cdc25b parvb cotll plkl kif15 cdc20 sspn
tubb Isp1 cenpe mphosph1 loc146909 cep250 c160rf48 birc5 ndel clip2 wipf2
nusapl eml4 kntcl kif21a kif18a tubb2a pdlim1 gtsel nek2 bubl stmn1l fscnl rcc2

100

535

5.19%-
06

nuclear chromosome

orc6l rpa3 acd foxcl cbx5 chekl mem3 pifl sc65 tipin hmgb2 pold3 mecm2 recl bazla
prim1 prrx2 mcm7

18

58

0.00026
8

microtubule
organizing center

dlg7 aurka bubl cep70 nek2 ckap5 tubgcp3 cdc25b cep152 cep76 plkl ccnbl rp4-
691n24.1 cep57 top2a mphosphl npm1 cenpj cep250 birc5 brca2 ndel mad1ll
pde4d ift88

25

97

0.00058
7

nucleus

e2f8 foxp4 mcm6 pir znf253 ddx39 snrpa hnrnpc tdpl phf2 genl cenph slfn11
dnmt3b sgol2 miflip usp18 ndc80 racgapl tgfblil znf300 phfl0 dusp8 irx5 cenpa
naca uhrfl thynl aof2 irx1 gins1 znf692 oip5 npip hnrnpa2b1 taf5 casc5 znf568 hkrl
bhlhb2 ptpn18 rpl36 rad54b rnaseh2a znf93 itgb3bp mettl4 nubp2 ccnf kpna2
arhgap22 znf593 chafla acd rfc3 mki67 clccl phcl cenpq becip Ism2 dix1 fanci
mex3b urlc9 c120rf48 pold3 cenpe ptovl ccnl2 znf273 spc24 znf334 whscl clkl salll
hszfp36 id4 nfe2l3 stipl prré pdlim1 exol bubl znf214 sox9 ptma ccna2 prked
znf292 hmgb2 snail ccnb2 irf9 znf711 twistl med27 cenpo h2afz ddx54 cbx5
c110orf82 rbm39 polrld ehd3 tle3 pifl nup93 hoxa9 sc65 nuch2 ccnbl menl hnrpdl
rbm4b mcm5 hoxa3 top2a znf680 mad1l1 ctbp2 cenpk hitf neil3 znf667 znf167
eefsec tbl1x mafb tcf19 syne2 znf137 sfmbt1 trerfl otud7b tmem48 zfpl pttgl poldl
npm1 mad2l1 e2f7 prim1 dIx5 prcl nuf2 rfc4 foxcl znf485 ppm1m mcm4 gata2 rcll
pole2 msl3I1 ezh2 ddx17 patzl plkl znf423 strbp znf594 pold4 arih2 mem10 rfxank
nfatc3 tafla irx3 nek2 ruvbl2 hells gtf3a fance rmil bublb scml1 plcd4 pds5b aurkb
znf85 rarb fbxo5 thoc4 runx3 hic2 dcps Icorl meox2 ssrpl nat14 tle2 znf212 suv39h2
c170rf49 bim kif22 sox11 rbm10 nfya clk2 brip1 zscan21 fkbp5 hdac2 plekha2 anin
ncapg2 uspl znfl85 oasl ewsrl gemin6 cdc2 dazapl ppm1lg ncapd2 smc4 pogz
zmiz1 nfic ints2 ptpn6 vrkl brd3 dclrelb Imnb1 kiaa0649 yeats2 pim1 znf675 recqld
pole mpg mzfl satb2 mcm2 nol5a gli3 fenl rbmx samhd1 irs1 ccne2 tbx2 cdc6 aurka
mcm3 cpsfl atxn3 znf302 pcna mphosphl mx2 birc5 ptgds pias4 mat2b trim21
nusapl c6orf173 rad51I3 npm3 trip13 rcc2 zcchc8 atf7ip2 ssx2ip nono rfc5 znf204
polr3a ilf3 dkfzp434j1015 topl znf22 chd7 cenpm ruvbll orcél rpa3 tmpo znf793
tcofl psmb9 fkbp4 bach2 h2afx c140rf106 znf322a gtf2fl cenpi nkx3-1 sympk oasl
med26 zscan18 znf232 hnrpm senp7 ptgs2 hoxa5 bat2 rccl hmgb3 hnl ncbpl aktl
zwint erg prrx2 asflb hoxb3 e2f1 med16 cdc7 pcgf2 poli sival dnmtl nsmcel parpl
orcll cdca8 ifi35 mettl3 batl selenbpl wdhd1 kif4a gen512 cep57 nrm fus brca2
tsc22d4 sipal chaflb znf511 mcm7 kiaa0101 dlg7 tpx2 cenpl cdkn2c znf697 foxm1
znf691 spc25 chekl exosc8 dtl mex3a oas2 trim28 znf135 hectd3 pabpn1l rfx1 dut
bazla yeats4 cdca5 parpl4 polr3d bard1 ncaph kntcl Ibr dbf4 htra2 gins2 mdm1
hcg_1646157 mns1 znf83 ccnj kif23 tipin ints7 kif2c hoxb2 xrccl cirbp pknox2 ncapg
znf284

387

2862

0.00208
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Anhang

dlg7 aurka cep70 nek2 ckap5 tubgcp3 cdc25b cep76 cep152 plkl ccnbl rp4-

centrosome 691n24.1 cep57 top2a npm1 cenpj mphosphl cep250 birc5 brca2 ndel mad1ll 23 92 0.00234
pdedd

;::tlear chromosome orc6l rpa3 sc65 tipin pold3 mem2 recl acd foxcl cbx5 mem3 prim1 mem7 pifl 14 41 0.00263

spindle microtubule prcl birc5 kntcl tubgcp3 kif1l cdc2 kif4a spag5 8 16 0.00331

DNA replication pcna rfc4 rfc3 rfcs 4 5 0.0142

factor C complex
kinetochore zwilch bub1b cbx5 bubl cenpe kif22 mad2I1 zwint cenph 9 24 0.0155

tmpo asflb h2afz foxcl oip5 cbx5 h2afx ssrpl suv39h2 hells msi3I1 dnmt1l tipin

chromatin hmgb2 rccl hmgb3 mem2 hdac2 chd7 cenpa mem7 21 94 0.0276
spindle pole dlg7 kntcl tpx2 ndel tubgcp3 kif1l bubl 7 17 0.0276
microtubule kif23 kif15 kif21a kif18a dnalil kif11 kif2c kif4a cenpe dnal4 mphosph1 loc146909

associated complex kif22 kif20a kif14 clip2 16 66 0.0317

col6a2 leprel mif vegfa col7al cxcl16 scrgl col5al coll4al matnlil7 hasl mmp3
extracellular region cxcl12 cesl nucb2 nidl bmp1l col27al slit2 lamb1 sspn colla2 ptn gpx3 ecgfl ccl26
part Icat lif gpi cklf col5a3 tfpi2 mdk isg15 bgn sulf2 c5 emilinl ccl28 sgcd arsa tnfsf13b
matn2 kall pdgfa Igals3bp sppl podnll nid2 col18al adamts5

52 302 0.0317

nuclear replication

fork rpa3 mecm3 pold3 prim1l mem7 5 12 0.0992

Tab. 24 Uberreprisentierte GO-Gruppen der héher exprimierten Genprodukte (1284) in hMSC-seneszent (Referenz:
25716 Probesets, die in hMSC-seneszent und/oder hMSC-K exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert

differ Refer
entiell enz

Biologischer Prozess

regulation of heart

contraction cugbp2 atp2a2 hspb7 kcnjl2 4 12 0.1

Zelluldre Komponente

htr1f sectm1 cap2 epha4 cd14 itga2 has3 cental pkd2 slc22a4 gria3 pkp4 mgam
tmem47 ptprzl kirrel3 slclal csf2rb slc20a2 ntf3 folrl utrn kctd20 ptger3 slc2a5
daglb kctd16 itgb1 oxtr jmjd6 nrcam prrgl plcel slc4a7 slc22a5 trak2 vephl dab2
kctd4 slc5a5 fzd6 gnail vapb cd55 gprl76 perp lamp2 wnt2 ccrll slc31a2 slc17a5
pip5kla rras2 scn3a cldn1l cd16311 kcnjl4 kenjl2 itgb5 kend2 mbp sdpr slc25a4
hrh2 nt5e slc11a2 clen5 acvrlb criml eps15 stx12 cpe itga4 abcc4 trpcd atp8bl
atp2a2 gnal4 siglecé centd3 apbblip cd59 slc30al gprll6 swap70 dsp f3 serincl
atp6ap2 rims1 ilést nexn dpp4 cntn3 bstl pcdh10 magi2 cd36 gngl2 ccr9
htr1f sectm1 epha4 lass6 cd14 rab6a itga2 has3 ormdI3 kenh7 pkp4 tmem47 mospdl
kirrel3 slclal epha5 folrl pqlc2 utrn kctd20 daglb itgb1 oxtr agp12a slc39a8 fam73a
mtch2 slcda7 slc22a5 rnfl44b rdh10 cyp2ul c13orf21 slc5a5 fzd6 vapb cd55 gprl76
slc7al4 pex26 scd5 slc31a2 tmem55b slc17a5 chst4 scn3a cldnll pik3ipl cd16311
kenjl4 slc25a4 bcl2l1 atp2cl crim1 acvrlb tgfbr2 spgll ostm1 ndfip2 fzd4 stx12
itgad tmeff2 pgrmc2 trpc4 abccd slc9ab atp2a2 march4 kiaal913 megf9 npal2
pcdhb16 folr3 tmem185a chgn atp6ap2 rims1 stégalnac5 nexn pcdh10 cd36 gngl2
membrane part c150rf27 asph elfn2 rab21 pkd2 mgat4b slc22a4 gria3 mgam ptprz1 st3gal6 csf2rb 176 2385 2.15e-08

slc20a2 ptger3 slc2a5 cyb5rl itfgl cyb5d2 kctd16 dhrs7b tm6sf2 ssr3 nrcam

tmem127 hegl prrgl tmem41b plcel clgn gpnmb ctns dab2 kctd4 gnail cybrdl

slc43a2 tram1 perp lamp2 mrvil wnt2 ccrll slc35f5 b4galt5 nckapl kenj12 cyp26bl

aphlb dscr3 itgbh5 kend2 mbp sdpr antxrl tnfrsflla hrh2 sic11a2 clen5 ndufcl golgb1

slc44a3 eps15 Irrn3 atp8bl gnal4 siglec6 apbblip slc30al gprll16 c5orf4 chodl selll2

dsp kenk17 fry £3 serincl slc9a7 c50rf15 il6st dpp4 cybasc3 bstl magi2 nr3c2 spag9

atp10d pigz manscl stomll tmco7 ccr9 ndufa2

plasma membrane 100 1039 6.71e-11
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membrane

htrlf sectm1 cap2 epha4 lass6 cd14 rab6a itga2 has3 ormdI3 kcnh7 pkp4 tmem47
mospd1 kirrel3 slclal epha5 folrl pqlc2 utrn kctd20 daglb itgb1 oxtr agp12a slc39a8
fam73a mtch2 slc4a7 trak2 slc22a5 vephl rdh10 rnf144b bcl2I2 cyp2ul c130rf21
slc5a5 fzd6 prss12 vapb cd55 gprl76 slc7al4 pex26 scd5 slc31a2 tmem55b sic17a5
pip5kla arhgap5 chst4 scn3a frmd6 cldn11 pik3ip1 cd163I1 kenjl4 slc25a4 ntSe
bcl211 atp2cl ogfrll clic4 tgfbr2 acvrlb crim1 spgll ostm1 ndfip2 fzd4 stx12 cpe
pgrmc2 tmeff2 itgad trpcd abccd slc9a5 atp2a2 march4 kiaal913 megf9 npal2
pcdhb16 folr3 tmem185a slc30a7 jak3 chgn atp6ap2 rims1 stégalnac5 nexn gcom1
pcdh10 cd36 gngl2 c150rf27 asph elfn2 rab21 pkd2 mgat4b cental gria3 slc22a4
mgam scrnl ptprzl st3gal6 csf2rb slc20a2 ntf3 ptger3 slc2a5 cyb5d2 cyb5rl itfgl
dhrs7b ketd16 tm6sf2 ssr3 jmjd6 nrcam tmem127 hegl prrgl plcel tmem41lb clgn
gpnmb ctns dab2 kctd4 gnail slc43a2 cybrdl tram1 finc perp mrvil lamp2 wnt2 ccril
cerk ppp2ria rras2 slc35f5 b4galt5 nckapl cyp26b1l kenjl2 aphlb itgbh5 kend2 mbp
dscr3 sdpr antxrl tnfrsflla hrh2 spry4 slc11a2 clen5 ndufcl golgb1 sic44a3 eps15
Irrn3 atp8b1 gnal4 siglec6 centd3 cd59 apbblip slc30al gpr1l6 swap70 c5orf4 chodl
sel1l2 dsp kenk17 £3 fry serincl slc9a7 loxl4 strn3 c5orf15 il6st dpp4 cntn3 cybasc3
bst1 nr3c2 magi2 spag9 atp10d pigz manscl stomll tmco7 ccr9 ndufa2

206

2949

4.65e-08

plasma membrane
part

htrif ephad scn3a cd14 cldn11 kcnjl14 itga2 kenj12 has3 gria3 slc22a4 mbp kend2
itgb5 pkp4 sdpr mgam slc25a4 ptprzl slclal hrh2 csf2rb slc20a2 slc11a2 clen5 folrl
utrn acvrlb kctd20 ptger3 eps15 kctd16 itgb1 stx12 oxtr itgad atp8b1 nrcam siglec6
atp2a2 gnal4 prrgl apbblip slc4a7 dsp dab2 kctd4 atp6ap2 rims1 ilést fzd6 dpp4
nexn gnail magi2 cd36 cd55 gprl76 perp gngl2 wnt2 ccr9 ccrll slc31a2 slc17a5

65

653

5.98e-08

integral to membrane

htrif sectm1 epha4 lass6 itga2 has3 ormdI3 kcnh7 tmem47 mospd1 kirrel3 slclal
epha5 pqlc2 folrl kctd20 daglb itgb1 oxtr agpl2a slc39a8 fam73a mtch2 slc4a7
slc22a5 rnf144b rdh10 cyp2ul c13orf21 slc5a5 fzd6 vapb cd55 gprl76 slc7al4 pex26
scd5 slc31a2 tmem55b slc17a5 chst4 scn3a cldn1l ¢d16311 pik3ipl kenjl4 slc25a4
bcl211 atp2cl criml acvrlb tgfbr2 spgll ostm1 ndfip2 fzd4 stx12 itgad tmeff2
pgrmc2 abcc4 trpc4 slc9a5 march4 atp2a2 kiaal913 megf9 npal2 pcdhb16
tmem185a chgn atp6ap2 stégalnac5 pcdh10 cd36 c150rf27 asph elfn2 mgat4b pkd2
slc22a4 gria3 mgam ptprzl st3gal6 csf2rb slc20a2 ptger3 slc2a5 cyb5rl itfgl cyb5d2
kctd16 dhrs7b tm6sf2 ssr3 nrcam tmem127 hegl prrgl tmem41b clgn gpnmb ctns
kctd4 cybrd1l slc43a2 tram1 perp lamp2 mrvil ccrll slc35f5 b4galt5 nckapl kenj12
aph1lb kend2 itgb5 antxrl tnfrsflla hrh2 slc11a2 clen5 slc44a3 golgbl Irrn3 atp8bl
siglec6 slc30al gprl116 c5orf4 chodl selll2 kenk17 fry f3 serincl slc9a7 c5orf15 il6st
dpp4 cybasc3 spag9 pigz atp10d manscl stomll tmco7 ccr9

150

1985

8.31e-08

intrinsic to
membrane

htrif sectm1 epha4 lass6 itga2 has3 ormdI3 kcnh7 tmem47 mospd1 kirrel3 slclal
epha5 pqlc2 folrl kctd20 daglb itgb1 oxtr agpl2a slc39a8 fam73a mtch2 slc4a7
slc22a5 rnf144b rdh10 cyp2ul c13orf21 slc5a5 fzd6 vapb cd55 gprl76 slc7al4 pex26
scd5 slc31a2 tmem55b slc17a5 chst4 scn3a cldn1l ¢d16311 pik3ipl kenjl4 slc25a4
bcl211 atp2cl criml acvrlb tgfbr2 spgll ostm1 ndfip2 fzd4 stx12 itgad tmeff2
pgrmc2 abccd trpc4 slc9a5 march4 atp2a2 kiaal913 megf9 npal2 pcdhb16
tmem185a chgn atp6ap2 stégalnac5 pcdh10 cd36 c150rf27 asph elfn2 mgat4b pkd2
slc22a4 gria3 mgam ptprzl st3gal6 csf2rb slc20a2 ptger3 slc2a5 cyb5rl itfgl cyb5d2
kctd16 dhrs7b tm6sf2 ssr3 nrcam tmem127 hegl prrgl tmem41b clgn gpnmb ctns
kctd4 cybrd1l slc43a2 tram1 perp lamp2 mrvil ccrll slc35f5 b4galt5 nckapl kenj12
aph1lb kend2 itgb5 antxrl tnfrsflla hrh2 slc11a2 clen5 slc44a3 golgbl Irrn3 atp8bl
siglec6 slc30al gprl116 c5orf4 chodl selll2 kenk17 fry f3 serincl slc9a7 c5orf15 il6st
dpp4 cybasc3 spag9 pigz atp10d manscl stomll tmco7 ccr9

150

1995

1.16e-07

integral to plasma
membrane

htr1f ephad scn3a itga2 kcnjl4 has3 kcnjl2 slc22a4 itgbh5 kend2 ptprzl slc25a4
slclal csf2rb hrh2 slc20a2 slc11a2 folrl clen5 kctd20 acvrlb ptger3 kctd16 itgbl oxtr
itgad atp8b1l nrcam siglec6 atp2a2 prrgl kctd4 il6st fzd6 cd55 cd36 gprl76 ccr9 cerll
slc31a2 slc17a5

41

421

0.000143

intrinsic to plasma
membrane

htr1f ephad scn3a itga2 kcnjl4 has3 kcnjl2 slc22a4 itgbh5 kend2 ptprzl slc25a4
slclal csf2rb hrh2 slc20a2 slc11a2 folrl clen5 kctd20 acvrlb ptger3 kctd16 itgbl oxtr
itgad atp8b1 nrcam siglec6 atp2a2 prrgl kctd4 il6st fzd6 cd55 cd36 gprl76 ccr9 cerll
slc31a2 slc17a5

41

427

0.000209

cyclin-dependent
protein kinase

holoenzyme complex

ccnd2 cdknla cendl cdk6

0.00253

cell projection

centd3 dnah7 myo5a apbblip swap70 slc4a7 kecnj12 pkd2 kend2 cdké clic4 fgd4
mtpn itgb1 wnt2 nrcam

16

154

0.0331

extrinsic to
membrane

folr3 gnal4 cd14 gngl2 bstl gnail

34

0.0532

cell fraction

ppp2rila fbin5 ednl cyp26b1 kenjl2 sdpr siclal slc20a2 nt5e clic4 folrl utrn criml
ssr3 abccd atp8b1l atp2a2 siglec6 cd59 plcel folr3 rdh10 chgn cyp2ul strn3 magi2
cd36 adm cd55 lamp2 wnt2 cerk slc17a5

33

421

0.0627

receptor complex

itgb5 itgb1 tgfbr2 itga4 itga2 csf2rb

37

0.0668

membrane fraction

atp2a2 siglec6 cd59 plcel cyp26bl kcnjl2 folr3 rdh10 sdpr cyp2ul strn3 slclal
slc20a2 nt5e folrl utrn magi2 crim1 cd36 lamp2 ssr3 wnt2 abcc4 atp8b1 cerk slc17a5

26

314

0.0668
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voltage-gated

potassium channel kend2 ketd16 ketd20 ketd4 kenjl4 5 27 0.0672
complex
integrin complex itgb5 itgb1 itga4 itga2 4 19 0.0868
ruffle centd3 myo5a itgb1 cdk6 fgd4 5 30 0.0924
Molekulare Funktion
negative regulation of
protein kinase cdknla lats1 ppp2rla rgs4 hexim1 dusp9 6 34 0.0531
activity
n.egatlve rfeg.ulatlon of cdknla lats1 ppp2rila rgs4 hexim1 dusp9 6 34 0.0531
kinase activity
regulation of ccnd2 cdknla ppp2rla tspyl2 rgs4 plcel ccndl ednl heximl1 dusp9 lats1 map2k3
- . 15 148 0.0531

transferase activity gadd45a serincl cerk
negative regula.tl.on of cdknla lats1 ppp2rila rgs4 hexim1 dusp9 6 36 0.0531
transferase activity
regulation of catalytic ccnd2 cap2 cdknla ppp2rla centd3 moap1l tspyl2 col4a3 rgs4 plcel ednl hexim1 24 283 0.0531
activity cental aph1lb lats1 gadd45a ctglf3 serincl ccnd1 dusp9 fgd4 chm map2k3 cerk ’
regulation of protein  ccnd2 cdknla ppp2rila tspyl2 rgs4 plcel ccndl ednl hexim1 dusp9 lats1 map2k3

. . 14 140 0.0533
kinase activity gadd45a cerk
regulation of cyclin-
dependent protein ccnd2 cdknla lats1 gadd45a ccndl heximl 6 39 0.0533
kinase activity
regulation of kinase ccnd2 cdknla ppp2rla tspyl2 rgs4 plcel ccndl ednl hexim1 dusp9 lats1 map2k3 14 144 0.0549

activity

gadd45a cerk

Tab. 25 Uberreprisentierte GO-Gruppen der geringer exprimierten Genprodukte (995) in hMSC-OP nach Abzug der
Alters-assoziierten Genexpressionsinderungen (Referenz: 25158 Probesets, die in hMSC-OP und/oder hMSC-K exprimiert

wurden)
GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert
differ Refer
entiell enz
Zelluldre Komponente
orc6l zwilch cenpk rfc3 cbx5 oip5 nsbpl polal spc25 mem3 hells orc2l cdca8 atrx
chromosomal part hmgn4 smc2 sgol2 pold3 ndc80 cenpe zmiz2 hnrpd chracl mad2I1 h2afv zwint rpal 29 186 1.12e-09
nsl1 hmgn3
orc6l zwilch rfc3 cbx5 nsbpl polal spc25 mem3 smc2 sgol2 fanci pold3 ndc80 cenpe
chromosome zwint h2afv rpal cenpk oip5 smarcel hells atrx cdca8 orc2l hmgn4 topl zmiz2 hnrpd 32 223 1.99e-09
chracl mad2I1 nsl1 hmgn3
chr(?mos?me, . cdca8 orc2l zwilch cenpk sgol2 ndc80 cbx5 spc25 cenpe zwint mad2I1 hells nsl1 13 52 4.91e-05
pericentric region
?;Jrcklear replication chracl mem3 pold3 rpal polal zmiz2 6 12 0.000526
;:;:tlear chromosome atrx orc2l orc6l pold3 cbx5 polal zmiz2 chracl mcm3 rpal 10 41 0.00068
nuclear chromosome  atrx orc2l orc6l smc2 pold3 cbx5 polal zmiz2 mecm3 smarcel chracl rpal 12 59 0.00068
atfl slc25a40 pdhb polrlc ubxd2 rnf34 smad2 march5 dyncli2 timm8b tsgal4 sgol2
krt10 ndc80 racgapl nup35 gemin6 sumol ulsnrnpbp rps9 syncrip procr ckap2
tubala arl6ip1 oip5 mtch2 hnrnpa2b1l bnip2 Imnbl med7 ndufsl znf326 afg312 acsl4
cog3 hmgn3 zwilch dctn4 rfc3 polal copg2 mem3 kif20a mrpl22 pcgfé mrpll smc2
crop pold3 arntl prpf4b cenpe tafl5 rcnl mrps6 ppill rpl38 krt18 subl katnall ggex
organelle part orc2| pigy top1 zmiz2 chracl csell orc6l glce myo5a blzfl cbx5 nsbpl ccdc5 scrnl 139 2198 0.00141
hnrpm ccnb1 rev3l rpl27a nox4 cdc23 zwint h2afv fkbp14 cenpk c160rf33 cep70 thce
cdca8 crat abat hmgn4 rnpc3 wdhd1 digl isyl hnrpd ipo9 mad2I1 pigc nsll mrpl28
dlg7 rab2a mall map9 spc25 ndufa9 spag5 lars2 bscl2 pin4 ezh2 mcll ppm2c mtdh
pigm loc146909 fars2 rpal gtf2h1 wdr44 arl2bp smarcel hnrpa3 snrpc taf2 hells atrx
rab22a pmpcb abca5 kif23 ddx46 popl rbm22 fbxo5 galnt4
nuclear replisome chracl mem3 pold3 rpal polal 5 10 0.00141
replisome chracl mem3 pold3 rpal polal 5 10 0.00141
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Anhang

intracellular organelle

atfl slc25a40 pdhb polrlc ubxd2 rnf34 smad2 march5 dyncli2 timm8b tsgald sgol2
krt10 ndc80 racgapl nup35 gemin6 sumol ulsnrnpbp rps9 syncrip procr ckap2
tubala arl6ip1 oip5 mtch2 hnrnpa2b1l bnip2 Imnbl med7 ndufs1 znf326 afg312 acsl4
cog3 hmgn3 zwilch dctn4 rfc3 polal copg2 mem3 kif20a mrpl22 pcgfé mrpll smc2
crop pold3 arntl prpfdb cenpe tafl5 rcnl mrps6 ppill rpl38 krt18 subl katnall ggex

orc2l pigy top1 zmiz2 chracl csell orcél glce myo5a blzfl cbx5 nsbpl ccdc5 scrnl 138 2191 0.00141
part hnrpm ccnb1 rev3l rpl27a nox4 cdc23 zwint h2afv fkbp14 cenpk c160rf33 cep70 thce
cdca8 crat abat hmgn4 rnpc3 wdhd1 digl isyl hnrpd ipo9 mad2I1 pigc nsl1l mrpl28
dlg7 mall map9 spc25 ndufa9 spag5 lars2 bscl2 pind ezh2 mcll ppm2c mtdh pigm
loc1469009 fars2 rpal gtf2h1 wdr44 arl2bp smarcel hnrpa3 snrpc taf2 hells atrx
rab22a pmpcb abca5 kif23 ddx46 popl rbom22 fbxo5 galnt4
kinetochore orc2l zwilch mad2I1 zwint cbx5 nsl1 cenpe 7 24 0.0021
DNA polymerase chracl rev3l pold3 3 3 000237
complex
replication fork chracl mem3 pold3 rfc3 rpal polal zmiz2 7 25 0.00237
orc6l myo5a cbx5 nsbpl polrlc cede5 dyncli2 tsgal4d sgol2 rpl27a krt10 ccnbl ndc80
intracellular non- racgapl h2afv zwint stk38l rps9 procr cenpk klhl5 ckap2 tubala oip5 cep70 tbce
Imnb1 parva cdca8 tmsl8 hmgn4 hnrpd mad2l1 hmgn3 nsl1 mrpl28 zwilch dctn4 dig7
membrane-bound : . 72 1015 0.00297
organelle map9 rfc3 polal spc25 spag5 mem3 kif20a mrpl22 mrpll fanci smc2 pold3 cenpe
10c146909 ppplrl2a rpal mrps6 rpl38 krt18 arl2bp smarcel katnall hells atrx orc2|
kif23 klIh120 top1 zmiz2 pop1l chracl fbxo5 rpl23a
orc6l myo5a cbx5 nsbpl polrlc cedc5 dyncli2 tsgal4d sgol2 rpl27a krt10 ccnbl ndc80
racgapl h2afv zwint stk38I rps9 procr cenpk klhl5 ckap2 tubala oip5 cep70 thce
non-membrane- Imnb1 parva cdca8 tmsl8 hmgn4 hnrpd mad2l1 hmgn3 nsl1 mrpl28 zwilch dctn4 dig7 72 1015 0.00297
bound organelle map9 rfc3 polal spc25 spag5 mem3 kif20a mrpl22 mrpll fanci smc2 pold3 cenpe ’
loc146909 ppplrl2a rpal mrps6 rpl38 krt18 arl2bp smarcel katnall hells atrx orc2l
kif23 kIh120 top1 zmiz2 pop1l chracl fbxo5 rpl23a
atfl meox2 emx2 polrlc rnf34 smad2 psmab kif3 sgol2 ndc80 racgapl nup35 sobp
rbbp9 sfrs10 fhil gemin6 dazapl sumol ulsnrnpbp uhrfl syncrip ginsl oip5
hnrnpa2bl bnip2 znf193 vrkl Imnb1 casc5 commdl med7 rbm45 sfrs3 ublcpl
znf326 rad54b emel fenl hmgn3 dek dctn4 rfc3 ube3c sfrs2 polal mem3 tcebl
pnrc2 pcgf6 smc2 mierl crop fanci pold3 arntl prpf4b znf512 cenpe tafl5 mat2b
ppill c6orf173 id4 c2orf3 osgep znfl24 ptma subl anp32a ccna2 orc2l kiaal267
npepps topl zmiz2 chracl rfxap nr2f2 csell med27 orc6l cdc73 blzf1 c11orf82
nucleus c140rf106 cbx5 nsbpl rbbp8 zmynd11 ashll scrnl hnrpm nasp ccnbl rev3l nox4 167 2854 0.00716
rufy2 spast cdc23 mier3 zwint h2afv znf680 nol7 cenpk hoxb3 sfrs7 tsnax c16orf33
pop4 cdc7 sfrs5 dgki cdca8 parva hmgn4 rnpc3 wdhd1 isyl hnrpd ipo9 mad2I1
psma7 nr2c2 nsll chuk mrpl28 dig7 foxm1 spc25 mcm4 wdsofl pole2 ezh2 psma2
mcll dtl znf544 mtdh dut ing3 pomp mcm10 hnll rpal gtf2h1 luzpl prmt6 smarcel
hnrpa3 snrpc zicl gins2 taf2 hells atrx kif23 stagl psmc3 ddx46 pop1l adil rom22
fbxo5 zranb1 ncapg
orc6l atfl cbx5 polal polrlc rnf34 mecm3 smad2 scrnl ezh2 pcgf6 hnrpm smc2 crop
pold3 arntl mtdh prpf4b nup35 cdc23 tafl5 gemin6 rpal sumol gtf2h1 ulsnrnpbp
nuclear part ppill syncrip c160rf33 oip5 bnip2 hnrnpa2bl smarcel subl hnrpa3 snrpc taf2 Imnbl 54 752 0.0155
med7 orc2l atrx rnpc3 znf326 wdhd1 isyl topl ddx46 zmiz2 hnrpd chracl pop1l ipo9
rbm22 csell
spliceosome hnrpm rnpc3 syncrip prpfdb c160rf33 isyl hnrnpa2bl rbm22 hnrpa3 snrpc geminé 13 112 0.0156
ppill ulsnrnpbp
orc6l atfl myo5a cbx5 polrlc smad2 psma5 dyncli2 timm8b hnrpm rpl27a rev3l
nup35 psmd>5 cdc23 zwint h2afv geminé sumol ulsnrnpbp rps9 syncrip tubala
arl6ipl c160rf33 pop4 hnrnpa2bl ppmla med7 ndufsl cdca8 itgal0O abat rnpc3 isyl
macromolecular hnrpd ipo9 fh mad2I1 psma7 nsl1 mrpl28 zwilch dctn4 scn3a rfc3 ube3c polal eefld 90 1415 00197
complex ndufa9 mcm3 higdla kif20a wdsofl ezh2 mrpl22 psma2 pcgf6 psmd2 mrpll ppm2c '
smc2 arntl pold3 prpfdb cenpe pomp loc146909 taf15 rpal mrps6 mat2b ppill
gtf2h1 rpl38 smarcel subl hnrpa3 snrpc taf2 orc2l kif23 pigy psmc3 mycbp popl
chracl rbm22 csell rpl23a
condensed
chromosome, orc2l nsl1 cenpe 3 6 0.0227
pericentric region
condensed
chromosome orc2l nsll cenpe 3 6 0.0227
kinetochore
Zfr‘:]r:l‘;'(ease MRP" bop1 popa 2 2 0.0259
microtubule dctn4 ckap2 dig7 procr map9 tubala arl2bp cep70 spag5 ccdc5 kif20a thce katnall 21 239 0.0441
cytoskeleton dyncli2 kif23 tsgal4d ccnbl racgapl cenpe loc146909 fbxo5 )
dctn4 ckap2 dig7 myo5a procr map9 tubala arl2bp cep70 krt18 spag5 ccdc5 kif20a
cytoskeletal part thee katnal1 Imnb1 dyncli2 krt10 kif23 ccnbl tsgal4 racgapl cenpe loc146909 fbxos 2> 50> 00511
chromocenter cbx5 oip5 2 3 0.0623
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slc25a40 creld2 ubxd2 rnf34 psma5 march5 kiIf3 dyncli2 tsgal4 sgol2 ndc80 racgapl
rbbp9 sfrs10 fhi1 sumol ulsnrnpbp rps9 uhrfl gins1 tmem50b 0ip5 idh1 hnrnpa2bl
bnip2 znf193 commd1 casc5 znf326 ublcpl sfrs3 rbm45 rad54b acsl4 emel fh cog3
trim37 zwilch dctn4 rfc3 ube3c sfrs2 polal pnrc2 pcgf6é smc2 mierl crop fanci pold3
arntl cenpe tafl5 id4 znf124 ptma rab10 anp32a ccna2 orc2l kiaal267 kiaa0141
nr2f2 sacm1l csell med27 cdc73 glce myo5a c11orf82 cbx5 rbbp8 nasp rev3l ccnbl
rufy2 spast mier3 cdc23 stk38l h2afv znf680 nol7 kihI5 cenpk c160rf33 sfrs5 dgki
glrx5 parva tmsl8 abat crat hmgn4 digl hnrpd psma7 mad2I1 pigc nr2c2 nsl1 ccdc91
ndufa9 lars2 pind wdsofl mcm4 pole2 ezh2 znf544 ppm2c mtdh ing3 pigm pomp
10c146909 mcm10 hnll rab27a herc3 rpal fars2 prmt6 zicl hells atrx rab22a pmpcb
abca5 stagl psmc3 ddx46 adil popl rbm22 fbxo5 c5orf21 rpl23a atfl meox2 pdhb
emx2 polrlc smad2 timm8b krt10 nup35 sobp gemin6 dazapl ckap2 procr syncrip
arl6ipl tubala mtch2 vrkl Imnbl med7 ndufsl Isgl afg312 fenl hmgn3 dek ctsl1
copg2 mcm3 kif20a tcebl mrpl22 mrpll lipa prpf4b znf512 ppplrl2a rcnl mrps6
mat2b ppill c6orf173 rpl38 c2orf3 osgep krt18 subl katnall ggcx pigy npepps kihl20
topl zmiz2 chracl rfxap orc6l c140rf106 blzf1 nsbpl amacr ccdc5 ashll zmynd11
scrnl hnrpm rpl27a nox4 zwint fkbp14 hoxb3 sfrs7 tsnax pop4 cep70 cdc7 thce
omal cdca8 rnpc3 wdhd1 isyl ipo9 ggh chuk mrpl28 stx2 dig7 rab2a map9 mall
foxm1 spc25 spag5 bscl2 psma2 mcll dtl dut gtf2h1 luzpl wdr44 arl2bp smarcel
hnrpa3 snrpc gins2 taf2 ahsal sec23ip kif23 alg13 aga zranb1 galnt4 ncapg

intracellular organelle 256 4896 0.0794

condensed

orc2l smc2 rpal nsll cenpe 5 28 0.0794
chromosome

slc25a40 creld2 ubxd2 rnf34 psma5 march5 kif3 dyncli2 tsgal4 sgol2 ndc80 racgapl
rbbp9 sfrs10 fhil sumol ulsnrnpbp rps9 uhrfl gins1 tmem50b 0ip5 idh1 hnrnpa2bl
bnip2 znf193 commd1 casc5 znf326 ublcpl sfrs3 rbm45 rad54b acsl4 emel th cog3
trim37 zwilch dctn4 rfc3 ube3c sfrs2 polal pnrc2 pcgf6 smc2 mierl crop fanci pold3
arntl cenpe taf15 id4 znf124 ptma rab10 anp32a ccna2 orc2| kiaal267 kiaa0141
nr2f2 sacm1l csell med27 cdc73 glce myo5a c11orf82 cbx5 rbbp8 nasp rev3l ccnbl
rufy2 spast mier3 cdc23 stk38l h2afv znf680 nol7 klhI5 cenpk c160rf33 sfrs5 dgki
glrx5 parva tmsl8 abat crat hmgn4 digl hnrpd psma7 mad2I1 pigc nr2c2 nsll ccdc9l
ndufa9 lars2 pind wdsofl mcm4 pole2 ezh2 znf544 ppm2c mtdh ing3 pigm pomp
10c146909 mcm10 hnll rab27a herc3 rpal fars2 prmt6 zicl hells atrx rab22a pmpcb
abcab stagl psmc3 ddx46 adil popl rbm22 fbxo5 c5orf21 rpl23a atfl meox2 pdhb
emx2 polrlc smad2 timm8b krt10 nup35 sobp gemin6 dazapl ckap2 procr syncrip
arl6ipl tubala mtch2 vrkl Imnbl med7 ndufsl Isgl afg312 fenl hmgn3 dek ctsll1
copg2 mcm3 kif20a tcebl mrpl22 mrpl1 lipa prpfdb znf512 ppplrl2a rcnl mrps6
mat2b ppill c6orf173 rpl38 c2orf3 osgep krt18 subl katnall ggcx pigy npepps kihl20
topl zmiz2 chracl rfxap orc6l c140rfl106 blzf1l nsbpl amacr ccdc5 ash1l zmynd11
scrnl hnrpm rpl27a nox4 zwint fkbp14 hoxb3 sfrs7 tsnax pop4 cep70 cdc7 thce
omal cdca8 rnpc3 wdhd1 isyl ipo9 ggh chuk mrpl28 stx2 dlg7 rab2a map9 mall
foxm1 spc25 spag5 bscl2 psma2 mcll dtl dut gtf2h1 luzpl wdr44 arl2bp smarcel
hnrpa3 snrpc gins2 taf2 ahsal sec23ip kif23 alg13 aga zranb1 galnt4 ncapg
chromatin atrx orc2l hmgn4 cbx5 oip5 nsbpl polal h2afv hells hmgn3 10 91 0.085

organelle 256 4899  0.0794

Tab. 26 Uberreprisentierte GO-Gruppen der héher exprimierten Genprodukte (1478) in hMSC-OP nach Abzug der Alters-
assoziierten Genexpressionsinderungen (Referenz: 25158 Probesets, die in hMSC-OP und/oder hMSC-K exprimiert
wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert

differ Refer
entiell enz

Biologischer Prozess

positive regulation of

cell motility trip6 hbegf sphk1 bcl6 edgl 5 1 0.043
positive regulatlon of trip6 hbegf sphk1 bcl6 edgl 5 1 0.043
locomotion

regulation of MAPKKK cd24 traf7 sorbs3 timp2 4 7 0.043
cascade
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regulation of
biological process

sost foxp4 lass6 metrn rbbp4 Imcd1 ndfipl igf2 six5 tle2 trip6 timp2 znf526 rxra
cd276 atoh8 prdx2 mnt eglnl sfrs17a hgs cic sergef smad7 znf787 sorbs3 maz mtal
spry2 cd24 fbxl11 camkk2 cdc42bpb ramp1 nfic cdc42ep5 traf7 ddit4 bok phfé
dnajcl hhex bhlhb2 znf395 znf582 hoxc10 prex1 hoxb5 znf791 aplpl binl serpinfl
arhgefl gbfl serpinel sirt3 cabinl crk khdrbs3 rgl3 mknk2 znf323 arhgap22 hnrpull
tgifl ctfl ralgds arid1la rad9a igfbp4 jrk hoxall erf igf2bp2 jaridlc nrld1 snap25
dgcr8 fyn angptl4 slcla3 znf331 bapl ssbp3 cbx4 ptovl btgl tead2 cep250 ptgds
hmgal cyr61 ngfb tgfbl dab2ip cnot3 hicl pml rbm14 eya2 sept9 arhgdia ppplrl5a
gsn Ihx4 tigd5 btbd14b ppplrl3l bcl3 map3kl1l vegfb rabl11b irf2 nfatc4 znf24
cdc42epl rbak pik3r2 znf384 bach2 cbx7 Irp5 itgb2 tada2l phf20 edgl stim1 ptgs2
claspl msc grn mef2d hoxc8 nab2 igsec2 bbc3 plaur gatadl slc35b2 nfkb2 mad1l1
thra adamtsl4 vash1 centd2 heyl fosl2 bcl6 znf358 znf667 arfgapl pcgf2 sin3b
arhgef19 sgsm2 mafb hbegf tbl1x lama3 hsfl zfhx3 inha hoxc11 khsrp calr sncaip
itga7 epasl maff actnl rexol gasl zeb1l junb ercc2 ppp2rila tiam2 zbtb22 npas2
cd74 sipall3 egr2 tfe3 slc2adrg sphkl fstl3 nol3 zfp3612 fosl1 trim28 camta2 patzl
midlipl igfbp2 ube2r2 oligl nbll smarcdl preb rhog znf768 bckdha sox13 cdknla
peals stat4 scyll znf581 znf555 gamt jarid2 nhlh2 kiaa0415 tbc1d10b foxc2 zbtb7a
dhps znf579 slc6a8 irfl hmga2 ovol2 sertadl runx3 taf10

225

2502

0.043

regulation of
transcription

foxp4 lass6 rbbp4 Imcd1 six5 tle2 znf526 rxra atoh8 mnt sfrs17a eglinl cic znf787
smad7 sorbs3 mtal maz fbxl11 camkk2 nfic traf7 phf6é hhex bhlhb2 znf582 znf395
hoxc10 hoxb5 znf791 sirt3 crk khdrbs3 znf323 arhgap22 tgifl hnrpull aridla jrk
hoxall erf jarid1lc nrld1 znf331 ssbp3 ptovl cbx4 tead2 btgl hmgal tgfbl cnot3
hicl rbom14 pml eya2 lhx4 tigd5 btbd14b ppp1rl3l bel3 rabl1b nfatc4 irf2 znf24 rbak
znf384 bach2 cbx7 phf20 tada2l edgl msc hoxc8 mef2d nab2 gatadl nfkb2 thra heyl
fosl2 bcl6 znf358 znf667 pcgf2 sin3b mafb tbllx hsfl zfhx3 hoxcl11 calr khsrp epasl
maff rexol zebl junb ercc2 ppp2rla zbtb22 npas2 egr2 tfe3 slc2adrg fosll trim28
camta2 patzl oligl smarcdl preb znf768 bckdha sox13 stat4 scyll znf581 znf555
jarid2 nhlh2 kiaa0415 foxc2 zbtb7a znf579 irfl hmga2 ovol2 sertadl taf10 runx3

131

1373

0.043

regulation of gene
expression

foxp4 lass6 rbbp4 Imcd1 igf2 six5 tle2 znf526 rxra cd276 atoh8 mnt sfrs17a eglnl cic
znf787 smad7 sorbs3 maz mtal fbxI11 camkk2 nfic traf7 phfé hhex bhlhb2 znf582
znf395 hoxc10 hoxb5 znf791 aplp1l sirt3 crk cabinl khdrbs3 mknk2 znf323 arhgap22
tgifl hnrpull aridla jrk hoxall erf igf2bp2 jarid1c nrld1 dgcr8 znf331 ssbp3 ptovl
cbx4 tead2 btgl hmgal tgfb1 cnot3 hicl rbom14 pml eya2 Ihx4 tigd5 btbd14b
ppplrl3l bel3 rabl1b irf2 nfatc4 znf24 rbak znf384 bach2 cbx7 phf20 tada2l edgl 139
msc hoxc8 mef2d nab2 gatadl nfkb2 thra heyl fosI2 bcl6 znf358 znf667 pcgf2 sin3b
mafb tbl1x hsfl zfhx3 hoxc11 inha calr khsrp epasl maff rexol zeb1 junb ercc2
ppp2rila zbtb22 npas2 egr2 tfe3 slc2adrg fosll trim28 camta2 patzl oligl smarcdl
preb znf768 bckdha sox13 stat4 znf581 scyll znf555 jarid2 nhlh2 kiaa0415 foxc2
zbtb7a znf579 hmga2 irfl sertadl ovol2 taf10 runx3

1474

0.043

regulation of
nucleobase,
nucleoside,
nucleotide and
nucleic acid
metabolic process

foxp4 lass6 rbbp4 Imcd1 six5 tle2 timp2 znf526 rxra atoh8 mnt sfrs17a eglnl cic
znf787 smad7 sorbs3 maz mtal fbxl11 camkk2 nfic traf7 phf6 hhex bhlhb2 znf582
znf395 hoxc10 hoxb5 znf791 sirt3 crk khdrbs3 znf323 arhgap22 tgifl hnrpull rad9a
aridla jrk hoxall erf jarid1c nrld1 znf331 ssbp3 ptovl cbx4 tead2 btgl hmgal tgfbl
cnot3 hicl rom14 pml eya2 |hx4 tigd5 btbd14b ppplrl3l bel3 rab11b irf2 nfatc4
znf24 rbak znf384 bach2 cbx7 phf20 tada2l edgl msc hoxc8 mef2d nab2 gatadl 134
nfkb2 thra heyl fosl2 bcl6 znf358 znf667 pcgf2 sin3b mafb tbllx hsfl zfhx3 hoxc11
calr khsrp epasl maff rexol zeb1 junb ercc2 ppp2rla zbtb22 npas2 egr2 tfe3
slc2a4rg zfp3612 fosll trim28 camta2 patzl oligl smarcdl preb znf768 bckdha sox13
stat4 znf581 scyl1 znf555 jarid2 nhlh2 kiaa0415 foxc2 zbtb7a znf579 hmga2 irfl
sertadl ovol2 taf10 runx3

1415

0.043

regulation of cellular
process

sost foxp4 lass6 rbbp4 Imcd1 ndfipl six5 tle2 trip6 timp2 znf526 rxra cd276 atoh8
prdx2 mnt sfrs17a eglnl hgs cic smad7 znf787 sorbs3 maz mtal spry2 cd24 fbxI11
cdc42bpb camkk2 ramp1 nfic traf7 cdc42ep5 bok ddit4 phfé dnajcl hhex bhihb2
znf395 znf582 hoxc10 prex1 hoxb5 znf791 aplpl binl arhgefl gbf1 sirt3 crk khdrbs3
rgl3 mknk2 znf323 arhgap22 tgifl hnrpull ctfl ralgds rad9a arid1a igfbp4 jrk hoxall
erf igf2bp2 jarid1lc nrid1 angptl4 znf331 bap1l ssbp3 cbx4 ptovl btgl tead2 cep250
hmgal cyr61 ngfb tgfbl dab2ip cnot3 hicl pml rbm14 eya2 sept9 arhgdia ppplrl5a
gsn Ihx4 tigd5 btbd14b ppplrl3l bcl3 map3kll vegfb rabl1b irf2 nfatc4 znf24
cdcd2epl rbak pik3r2 znf384 bach2 cbx7 Irp5 itgh2 tada2l phf20 edgl stim1 ptgs2 208
claspl grn msc hoxc8 mef2d igsec2 nab2 bbc3 gatadl slc35b2 nfkb2 mad1ll thra
adamtsl4 vash1 centd2 heyl fosl2 bcl6 znf358 znf667 arfgapl pcgf2 sin3b arhgef19
sgsm2 mafb hbegf tbl1x lama3 hsfl zfhx3 inha hoxc11 khsrp calr epas1 maff actnl
rexol gasl zeb1 junb ercc2 ppp2rla tiam2 zbtb22 npas2 cd74 sipall3 egr2 tfe3
slc2a4drg sphkl nol3 fstl3 zfp3612 fosl1 trim28 patz1l camta2 midlipl oligl igfbp2
nbll smarcdl preb rhog znf768 bckdha sox13 cdknla peal5 stat4 scyll znf581
znf555 jarid2 nhlh2 kiaa0415 tbc1d10b foxc2 zbtb7a dhps znf579 irfl hmga2 ovol2
sertadl runx3 taf10

2342

0.043
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regulation of

foxp4 lass6 rbbp4 bach2 Imcd1 six5 tle2 cbx7 tada2l phf20 edgl msc znf526 rxra mnt
mef2d hoxc8 nab2 sfrs17a cic gatadl smad7 znf787 sorbs3 nfkb2 maz mtal thra heyl
fbxI11 fosl2 znf358 bcl6 znf667 pcgf2 sin3b nfic mafb tbllx traf7 hsfl zfhx3 hoxcl1

phf6 hhex bhlhb2 znf395 znf582 calr khsrp hoxc10 epasl hoxb5 maff znf791 sirt3 crk
khdrbs3 rexol zeb1 zbtb22 ercc2 junb znf323 arhgap22 hnrpull npas2 tgifl egr2 tfe3

;r;‘;:ﬁzzsfn’ DNA- aridla slc2a4rg hoxall jarid1c erf nrid1 fosl1 trim28 camta2 patz1 znf331 oligl 124 12% 0.043
ssbp3 cbx4 ptovl tead2 smarcdl preb hmgal znf768 bckdha sox13 tgfb1 hicl cnot3
pml rbm14 eya2 stat4 scyll znf581 Ihx4 znf555 btbd14b jarid2 nhlh2 ppp1rl3l bcl3
kiaa0415 foxc2 zbtb7a rab11b znf579 nfatc4 irf2 znf24 rbak irfl hmga2 znf384 ovol2
sertadl runx3 taf10
foxp4 lass6 rbbp4 Imcd1 six5 tle2 timp2 znf526 rxra cd276 atoh8 mnt sfrs17a eglnl
cic znf787 smad7 sorbs3 maz mtal cd24 fbxI11 camkk2 nfic traf7 phfé hhex dnajcl
bhlhb2 znf582 znf395 hoxc10 hoxb5 znf791 aplp1l sirt3 crk khdrbs3 mknk2 znf323
arhgap22 tgifl hnrpull rad9a aridla jrk hoxall erf igf2bp2 jarid1lc nrid1 znf331
regulation of cellular ssbp3 ptovl cbx4 tead2 btgl hmgal tgfbl cnot3 hicl rom14 pml eya2 Ihx4 tigd5
metabolic process btbd14b ppp1rl3l bcl3 rabl11b irf2 nfatc4 znf24 rbak znf384 bach2 cbx7 itgh2 phf20 143 1537 0.043
tada2l edgl msc hoxc8 mef2d nab2 gatadl nfkb2 thra heyl fosl2 znf358 bcl6 znf667
pcgf2 sin3b mafb tbllx hsfl zfhx3 hoxc11 inha calr khsrp epasl maff rexol zeb1 junb
ercc2 ppp2rla zbtb22 npas2 egr2 tfe3 slc2adrg zfp3612 fosll trim28 camta2 patzl
oligl smarcd1 preb znf768 bckdha sox13 cdknla stat4 znf581 scyll znf555 jarid2
nhlh2 kiaa0415 foxc2 zbtb7a znf579 hmga2 irfl sertadl ovol2 taf10 runx3
regulation of cd24 centd2 ngfb ppp2rila tgfbl metrn bcl6 mafb cdc42ep5 lama3 itgb2 timp2 inha
developmental ) ) 18 117 0.043
itga7 btgl maff serpinfl cdc42epl
process
foxp4 lass6 rbbp4 Imcd1 six5 tle2 timp2 znf526 rxra cd276 atoh8 mnt sfrs17a eglnl
hgs cic znf787 smad7 sorbs3 maz mtal cd24 fbxI11 camkk2 nfic traf7 cdc42ep5 phf6
hhex dnajcl bhlhb2 znf582 znf395 hoxc10 hoxb5 znf791 aplp1 sirt3 crk khdrbs3
mknk2 znf323 arhgap22 tgifl hnrpull rad9a aridla jrk hoxall jarid1c erf igf2bp2
nrld1 znf331 ssbp3 ptovl cbx4 tead2 btgl hmgal tgfbl cnot3 hicl rom14 pml eya2
regulation of gsn lhx4 tigd5 btbd14b ppplrl3l bel3 rab11b irf2 nfatc4 znf24 rbak znf384 bach2 150 1626 0.043
metabolic process cbx7 itgb2 phf20 tada2l edgl claspl msc hoxc8 mef2d nab2 plaur gatadl nfkb2 thra ’
heyl fosl2 znf358 bcl6 znf667 pcgf2 sin3b mafb tbllx hsfl zfhx3 hoxcll inha calr
khsrp epas1 maff rexol zeb1 zbtb22 ercc2 junb ppp2rla npas2 egr2 tfe3 slc2adrg
2fp3612 trim28 fosl1 camta2 patzl midlipl ube2r2 oligl smarcdl preb znf768
bckdha sox13 cdknla stat4 scyll znf581 znf555 jarid2 nhlh2 kiaa0415 foxc2 zbtb7a
znf579 hmga?2 irfl sertadl ovol2 taf10 runx3
regulation of cel centd2 bcl6 trip6 hbegf sphk1 lama3 actn1 edgl 8 33 00577
motility
regulation of . .
anglogenesis btgl angptl4 pml serpinfl sphkl serpinel 6 20 0.0611
regulation of centd2 bcl6 trip6 hbegf sphk1 lama3 actn1 edgl 8 34 00611
locomotion
positive regulation of o ohka edgl 4 9 00611
cell migration
regulation of cell cd24 cdknla tgfbl cd276 cd74 inha bcl6 7 28 0.0729
activation
regulationof Beell 1\ 1 tefb1 inha bel 4 10 0.0872
activation
Zelluldre Komponente
bsg epha4 eno2 ptpru aqpl slc16a6 slc29al trip6 itgh2 myolc dirasl edgl stiml
ptgs2 bai2 pthrl arhgapl cd276 gpr27 gpcl plaur ptk7 sorbs3 epha2 trpm4 cnn2
spry2 cd24 vdacl lynx1 insr cd97 cdc42bpb rampl cdc42ep5 hbegf traf7 tinl ptpra
neul clec2b p2ry4 tm7sf2 slc5a5 calr prex1 itga7 cercam cd83 aplpl mpp2 syt5 stykl
plasma membrane arhgefl glrb nelf actnl slc22a18 cldn18 crk dgkd gas1 hla-f kenj15 kens3 rinl 115 1019 0.000125
shroom2 cd44 clstn3 epor npcl parvb snap25 epnl tmem11 fyn zyx slc41al Ispl hla-
dra ttyh3 enpp2 osmr c18orfl ptovl cd151 slc43al rhog Irpl slcla5 ndrgl col13al
cyfip2 apbblip sept9 laptm5 slc2a8 ptprd tnfrsflb arfip2 ptprf lilrb4 il4r trpm2
syngr2 trpv4 rabl1b rab33a accn2 nkd2 slc6a8 vamp2 kencé evl hyal2
gasl epha4 kcnj15 kens3 ptpru agpl slc16a6 cd44 slc29al epor trip6 itgh2 npcl edgl
intrinsic to plasma stim1 tmem11 pthrl zyx hla-dra enpp2 osmr gpcl cd151 ptk7 slc43al Irpl slclas 53 419 000248
membrane epha2 cd24 insr cd97 laptmb5 slc2a8 ptprd rampl hbegf traf7 ptprf ptpra il4r clec2b ’
p2ry4 tm7sf2 trpm2 syngr2 itga7 accn2 slc6a8 vamp?2 kencd cd83 mpp?2 glrb
epha4 ptpru aqpl slc16a6 slc29al trip6 myolc itgh2 edgl stim1 ptgs2 pthrl cd276
gpcl ptk7 sorbs3 epha2 cnn2 cd24 insr cd97 cdc42bpb ramp1l traf7 hbegf tinl ptpra
plasma membrane clec2b tm7sf2 p2ry4 calr itga7 aplpl cd83 mpp2 syt5 glrb actnl slc22a18 cldn18 gasl 74 641 0.00248

part

hla-f kenj15 kens3 shroom2 cd44 epor npcl parvb snap25 epnl tmem11 zyx hla-dra
enpp2 osmr cd151 slc43al Irpl sicla5 cyfip2 apbblip slc2a8 laptm5 ptprd ptprf il4r
trpm2 syngr2 slc6a8 accn2 vamp2 kencd evl
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integral to plasma
membrane

epha4 kcnj15 kens3 ptpru agpl slc16a6 cd44 slc29al epor trip6 itgh2 npcl edgl
stim1 tmem11 pthrl zyx hla-dra enpp2 osmr gpcl cd151 ptk7 slc43al Irpl sicla5
epha2 insr cd97 slc2a8 laptm5 ptprd ramp1l hbegf ptprf ptpra ildr clec2b p2ry4
tm7sf2 trpm2 syngr2 itga7 accn2 slc6a8 vamp?2 kencd cd83 mpp2 glrb

0.00835

adherens junction

trip6 evl sorbs3 tInl zyx actn1 shroom2 7 21

0.0147

focal adhesion

trip6 evl sorbs3 tInl actnl 5 11

0.0173

cell-substrate
adherens junction

trip6 evl sorbs3 tInl actnl 5 12

0.0209

intrinsic to
membrane

bsg nfasc epha4 lassé ptpru ndfipl mrc2 cd68 layn betll gpr108 trip6 clorf78
tspan32 ndstl sema4dc popdc3 cd276 pglc2 tetran gpr27 ptk7 tmem58 il15ra epha2
trpm4 scarf2 cd24 vdacl zdhhc8 slc26a6 npip ramp1 slc25a29 traf7 ptpra dnajcl
clec2b tm7sf2 slc5a5 b3gat3 tm9sf4 kdelrl gramd1b aplpl ctxnl pld3 taz slc22a18
cldn18 c1orf160 adam15 kcns3 rnf150 rhbdf2 igsf8 cd44 epor slc35c¢2 zfyve27 ninjl
tmem11 adcy6 cal2 slcla3 slc41al hla-dra ttyh3 vasn enpp2 tmem35 cd151 slc43al
itfg3 Irp1 slc9al mxra8 rfng slc9a5 gprl37 laptm5 itm2c fads3 ptprf lilrb4 il4r vatl
kremen1 kecncd tmem86b aqpl slc25al slc16a6 bri3 slc29al Irp5 gprl72a itgb2 177 1964
rnf19b gramdla edgl stim1 astn2 bai2 fam26c pthrl gpcl plaur slc35b2 chst7
dnajb12 pnpla3 clorf66 insr cd97 tmem63a hbegf lemd2 tmem54 stard3 p2ry4 prcd
grina itga7 cd83 cercam ece2 syt5 mpp2 stykl glrb gas1 tpcnl hla-f slc2a3 kcnj15
abcdl cd74 clstn3 npcl herpudl mst150 ipol3 zyx osmr c18orfl rtn2 preb slcla5
agpatl btn3al col13al gpméb abcd4 tmem161a slc2a8 gprl75 bcap29 ptprd dgatl
tnfrsf1b mospd3 acpt dram gdpd3 sez612 trpm2 syngr2 trpv4 ints1 accn2 chstl
slc6a8 vamp?2 plxnb3 dullard wfsl

0.0279

cell-matrix junction

trip6 evl sorbs3 tinl actnl 5 13

0.0284

membrane

bsg nfasc epha4 lass6 ptpru ndfipl mrc2 cd68 layn betll gpr108 trip6 clorf78
tspan32 ndstl semadc popdc3 cd276 pqlc2 tetran gpr27 hgs ptk7 tmem58 il15ra
sorbs3 epha2 trpm4 cnn2 pde4d scarf2 spry2 cd24 vdacl cdc42bpb zdhhc8 npip
slc26a6 ramp1 slc25a29 cdc42ep5 traf7 tinl ptpra dnajcl clec2b tm7sf2 slc5a5
b3gat3 tm9sf4 kdelrl prex1 gramdlb aplpl ctxnl arhgefl nelf pld3 taz sec23b
slc22a18 cldn18 crk adam15 c1orf160 nucbl rnf150 kcns3 strn4 rhbdf2 rinl shroom2
cd44 igsf8 epor slc35¢2 shb zfyve27 ninjl snap25 epnl tmem11 cal2 adcy6 fyn
slcla3 slcdlal hla-dra Ispl ttyh3 vasn tmem35 enpp2 ptovl cd151 slc43al gnptg
ptgds itfg3 Irp1 slc9al mxra8 pla2g6 rfng ndrgl slc9a5 dab2ip sept9 gpri37 laptm5
p4hb itm2c fads3 arfip2 ptprf lilrb4 il4r vatl kremen1 vegfb rab11b rab33a mfge8
kecncd evl ph-4 tmem86b cdcd2epl eno2 atxn2l agpl bri3 plod3 slc16a6 slc25al 249 2908
slc29al Irp5 gga3 itgb2 gprl72a myolc rnfl9b gramdla dirasl edgl astn2 stim1
fam26c¢ bai2 ptgs2 pthrl arhgapl gpcl plaur sntal chst7 slc35b2 dnajb12 tom1 ghdc
pnpla3 clorf66 centd2 lynx1 insr cd97 tmem63a lemd2 hbegf tmem54 neul stard3
p2ry4 prcd grina calr Ippr2 sncaip itga7 ece2 cercam cd83 mpp2 syt5 golga3 stykl
glrb actnl dgkd gas1 tpcnl hla-f digap4 ppp2rila slc2a3 kenjl5 maplic3a abedl cd74
atp5d clstn3 npcl parvb herpudl ipo13 mst150 zyx osmr pdgfc c18orfl rtn2 pappa
preb rhog slc1a5 agpatl btn3al coll13al pik3r5 gpm6b cyfip2 abcd4 apbblip
tmem161a slc2a8 gprl75 dgatl ptprd bcap29 tnfrsflb mospd3 acpt dram gdpd3
sez6l2 trpm2 syngr2 trpv4 napa ints1 accn2 chstl nkd2 slc6a8 vamp2 hyal2 plxnb3
dullard wfs1

0.0385

integral to membrane

bsg nfasc epha4 lass6 ptpru ndfipl mrc2 cd68 layn betll gpr108 trip6 clorf78
tspan32 ndstl sema4dc popdc3 cd276 pglc2 tetran gpr27 ptk7 tmem58 il15ra epha2
trpm4 scarf2 vdacl zdhhc8 slc26a6 npip ramp1 slc25a29 ptpra dnajcl clec2b tm7sf2
slc5a5 b3gat3 tm9sf4 kdelrl gramdi1b aplpl ctxnl pld3 taz slc22a18 cldn18 clorf160
adam15 kens3 rnfl50 rhbdf2 igsf8 cd44 epor slc35c2 zfyve27 ninjl tmem11 adcy6
cal2 slcdlal slcla3 hla-dra ttyh3 vasn enpp2 tmem35 cd151 slc43al itfg3 Irpl
slc9al mxra8 rfng slc9a5 gprl137 laptm5 itm2c fads3 ptprf lilrb4 il4r vatl kremenl
kencd tmem86b agpl slc25al slc16a6 bri3 slc29al Irp5 gprl72a itgh2 rnfl9b 174 1954
gramdla edgl stim1 astn2 bai2 fam26c¢ pthrl gpcl plaur slc35b2 chst7 dnajb12
pnpla3 clorf66 insr cd97 tmem63a hbegf lemd2 tmem54 stard3 p2ry4 prcd grina
itga7 cd83 cercam ece2 syt5 mpp2 stykl glrb tpcnl hla-f slc2a3 kenj15 abedl cd74
clstn3 npcl herpudl mst150 ipol3 zyx osmr c18orfl rtn2 preb slcla5 agpatl btn3al
col13al gpméb abcd4 tmem161a slc2a8 gprl75 bcap29 ptprd dgatl tnfrsflb
mospd3 acpt dram gdpd3 sez612 trpm2 syngr2 trpv4 ints1 accn2 chstl slc6a8 vamp2
plxnb3 dullard wfs1

0.0466

extracellular matrix
part

col13al hspg2 col8a2 aplpl lum lama3 timp2 col6al col6a3 col5al 10 59

0.0821
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Tab. 27 Uberreprisentierte GO-Gruppen der geringer exprimierten Genprodukte (42) in hMSC-OP, hMSC-alt und hMSC-
seneszent (Referenz: 28112 Probesets, die in mindestens einer der drei Gruppen exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert
differ Refer
entiell enz
Biologischer Prozess
M phase kntcl nuf2 aurka ttk chekl ccnb2 birc5 ruvbll cdc2 nusapl 10 196 3.98e-09
mitotic cell cycle kntcl nuf2 aurka ttk chekl ccnb?2 birc5 ruvbll cdc2 nusapl 10 227 6.41e-09
mitosis kntcl nuf2 aurka ttk ccnb2 birc5 ruvbll cdc2 nusapl 9 165 6.41e-09
cell cycle phase kntcl nuf2 aurka ttk chekl ccnb?2 birc5 ruvbll cdc2 nusapl 10 241 6.41e-09
M phase of mitotic kntcl nuf2 aurka ttk ccnb2 birc5 ruvbll cdc2 nusapl 9 167 6.41e-09
cell cycle
cell cycle kntcl nuf2 mem?2 aurka ttk chekl ccnb?2 birc5 ruvbll cdc2 nusapl 11 504 4.35e-07
cell cycle process kntcl nuf2 aurka ttk chekl ccnb?2 birc5 ruvbll cdc2 nusapl 10 402 6.39e-07
cell division birc5 kntcl nuf2 ruvbll cdc2 ccnb2 nusapl 7 171 4.41e-06
regulation of mitosis  birc5 kntcl ttk nusapl 4 46  0.000131
cell cycle checkpoint  birc5 kntcl ttk chekl 4 47  0.000131
microtubule-based ie) o 1if14 aurka ttk nusapl 5 118  0.000217
process
regulation of
progression through  birc5 kntcl ttk cdc2 chekl nusapl 6 234  0.000397
cell cycle
Eiilue'at'c’” of cell birc5 kntcl ttk cdc2 chekl nusapl 6 237 0.000397
DNA metabolic top2a uspl mem2 ruvbl1 chekl mems neil3 7 517 0.00312
process
organelle
organization and top2a kif15 kif14 ruvbll mcm?2 aurka ttk nusapl 8 757 0.00422
biogenesis
cytoskeleton
organization and kif15 kif14 aurka ttk nusapl 5 290 0.00626
biogenesis
DNA repair top2a uspl chekl neil3 4 196 0.0107
response to DNA top2a uspl chekl neil3 4 235 00144
damage stimulus
chromosome
organization and top2a mecm2 ruvbll nusapl 4 253 0.0185
biogenesis
cellular component
organization and kif15 kntcl mcm2 aurka ttk top2a birc5 kif14 ruvbll nusapl 10 1652 0.0216
biogenesis
responseto top2a uspl chekl neil3 4 279 00216
endogenous stimulus
proteinaminoacid . cdca chekl 4 373 00393
phosphorylation
Zelluldre Komponente
microtubule kif15 kntcl aurka ttk ccnb2 top2a birc5 kifl4 cdc2 nusapl 10 248  9.49e-09
cytoskeleton
intracellular non-
membrane-bound zwilch kif15 kntcl nuf2 mem2 aurka ttk chekl cecnb2 top2a birc5 kifl4 cdc2 nusapl 14 1066 5.34e-07
organelle
non-membrane- zwilch kif15 kntcl nuf2 mem2 aurka ttk chek1 ccnb2 top2a birc5 kifl4 cdc2 nusapl 14 1066 5.34e-07
bound organelle
cytoskeletal part top2a birc5 kif15 kntcl kif14 aurka ttk cdc2 nusapl 9 325 6.58e-07
spindle birc5 kntcl aurka ttk cdc2 5 57 2.91e-06
cytoskeleton kif15 kntcl aurka ttk ccnb2 top2a birc5 kif14 cdc2 nusapl 10 565 4.28e-06
microtubule birc5 kif15 kntcl kif14 cdc2 nusapl 6 132 5.72e-06
chromosome zwilch top2a birc5 nuf2 mem2 chekl 6 235 0.000126
nucleus kntcl nuf2 aurka chekl neil3 ddx17 mcm2 mcmb5 plcd4 ccnb2 top2a bire5 uspl 17 3005 0.000403
ruvbll cdc2 trim21 nusapl

chromosomal part zwilch birc5 nuf2 mem2 chekl 5 196 0.000527
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intracellular organelle

part zwilch kif15 kntcl nuf2 mem2 aurka ttk chekl top2a birc5 kif14 ruvbll cdc2 nusapl 14 2291 0.000809
organelle part zwilch kif15 kntcl nuf2 mecm2 aurka ttk chekl top2a birc5 kif14 ruvbll cdc2 nusapl 14 2298 0.000809
intracellular organelle zwilch k.ntcl nuf2 aurka chekl r.1e|I3 kif14 ddx17 kif15 mecm?2 ttk memS5 plcd4 ccnb2 2 5152 0.00517
top2a birc5 uspl ruvbll cdc2 trim21 nusapl
zwilch kntcl nuf2 aurka chekl neil3 kif14 ddx17 kif15 mem?2 ttk memS5 plcd4 ccnb2
organelle top2a birc5 uspl ruvbll cdc2 trim21 nusapl 21 >155 0.00517
. zwilch kntcl nuf2 aurka chekl neil3 kif14 ddx17 kif15 mem?2 ttk mem5 pled4 ccnb?2
intracellular part top2a gfpt2 birc5 uspl ruvbll cdc2 trim21 nusapl 22 6137 0.0209
. zwilch kntcl nuf2 aurka chekl neil3 kif14 ddx17 kif15 mcm2 ttk mem5 pled4 ccnb?2
intracellular top2a gfpt2 birc5 uspl ruvbll cdc2 trim21 nusapl 22 6423 0.0317
protein complex zwilch top2a birc5 kif15 kif14 mem2 ruvbll 7 1164 0.0342
macromolecular 2wilch top2a birc5 kif15 kifl4 mcm?2 ruvbll trim21 8 1471 0.0364
complex
intracellular . .
membrane-bound kntcl nuf2 au.rka chekl neil3 ddx17 mcm2 mcmb5 plcd4 ccnb?2 top2a birc5 uspl 17 4665 0.0686
ruvbll cdc2 trim21 nusapl
organelle
membrane-bound kntcl nuf2 au.rka chekl neil3 ddx17 mecm2 mcm5 plcd4 ccnb2 top2a bire5 uspl 17 4666 0.0686
organelle ruvbll cdc2 trim21 nusapl
Molekulare Funktion
ATP binding ddx17 kif15 mem?2 aurka ttk loc129607 chekl mem5 top2a kif14 ruvbll cdc2 12 874 1.79e-05
E?nedrmgrlbonucleotlde ddx17 kif15 mem?2 aurka ttk loc129607 chekl mecm5 top2a kif14 ruvbll cdc2 12 883 1.79e-05
z?ne d”ix'g”“dem'de ddx17 kifL5 mcm2 aurka ttk loc129607 chekl memS top2a kifl4 ruvbll cdc2 12 931 2.13e05
[)'it:]‘;'i‘:gc'e"“de ddx17 kif15 mcm2 aurka ttk loc129607 chek1 mems top2a kif14 ruvbil cdc2 12 1085 6.66e-05
Ei“nr;’i‘:g"b°“”c'e°“de ddx17 kifL5 mcm2 aurka ttk loc129607 chekl memS top2a kifl4 ruvbll cdc2 12 1085 6.66e-05
E;Jnr(;ri\:gnucleotlde ddx17 kif15 mcm?2 aurka ttk 1oc129607 chekl memb5 top2a kif14 ruvbll cdc2 12 1135 8.97e-05
nucleotide binding ddx17 kif15 mem?2 aurka ttk loc129607 chekl mem5 top2a kif14 ruvbll cdc2 12 1323 0.000382
ATPase activity, ddx17 top2a mem2 mem5 4 184 00127
coupled
ATPase activity ddx17 top2a mecm2 mem5 4 213 0.0197
protein
serine/threonine aurka ttk cdc2 chekl 4 275 0.0413
kinase activity
kinase activity aurka ttk loc129607 cdc2 chekl 5 498 0.0465
hydrolase activity ddx17 mcm2 mcemS5 neil3 plcd4 top2a uspl ruvbll 8 1255 0.0478
protein kinase activity aurka ttk cdc2 chekl 367 0.048
nucleoside-
triphosphatase ddx17 top2a mecm2 mcm5 4 383 0.0512
activity
transferase activity gfpt2 b3gntll aurka ttk 1oc129607 cdc2 chekl 7 1097 0.0512
transferase activity,
transferring aurka ttk 1oc129607 cdc2 chekl 5 604 0.0512
phosphorus-
containing groups
pyrophosphatase ddx17 top2a mecm2 mem5 4 406 00543
activity
hydrolase activity,
acting on acid
anhydrides, in ddx17 top2a mem2 mem5 4 408 0.0543
phosphorus-
containing
anhydrides
hydrolase activity,
acting on acid ddx17 top2a mcm2 mcm5 4 409 0.0543
anhydrides
phosphotransferase
activity, alcohol group aurka ttk cdc2 chekl 4 447 0.0629

as acceptor
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Tab. 28 Uberreprésentierte GO-Gruppen der geringer exprimierten Genprodukte (354) in hMSC-alt und hMSC-seneszent
(Referenz: 27938 Probesets, die in mindestens einer der zwei Gruppen exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert
differ Refer
entiell enz
Biologischer Prozess
cenf rad5113 tpx2 e2f1 ncapd2 kif22 cdkn3 tgfb2 plkl hectd3 kif23 pttgl dmwd kif2c
cell cycle process ube2c aurkb brca2 mad2I1 fbxo5 msh5 cks1b bard1 ccne2 cit 24 400 4.41e-07
cenf rad5113 tpx2 e2f1 ncapd?2 kif22 cdkn3 hectd3 plk1 kif23 pttgl dmwd kif2c ube2c
cell cycle phase aurkb brca2 mad2I1 msh5 fbxo5 cit 20 239 3.65e-06
cenf rad5113 tpx2 ncapd?2 kif22 hectd3 plkl kif23 dmwd pttgl kif2c ube2c aurkb
M phase brca2 mad2I1 fbxo5 msh5 cit 18 196 3.65¢-06
cenf rad5113 tpx2 e2fl mki67 ncapd2 kif22 cdkn3 tgfb2 plkl hectd3 kif23 pttgl
cell cycle dmwd kif2c ube2c aurkb brca2 mad2l1 fbxo5 msh5 cks1b bard1 chaflb cit ccne2 26 >01  3.65e-06
mitotic cell cycle cenf tpx2 e2fl rTcade kif22 cdkn3 hectd3 plk1 kif23 pttgl kif2c ube2c aurkb brca2 17 225 0.000118
fbxo5 mad2I1 cit
mitosis cenf hectd3 plk1 kif23 pttgl tpx2 kif2c ncapd2 aurkb ube2c kif22 mad2I1 fbxo5 cit 14 165 0.000254
zgﬁ:;jZOfmnonc cenf hectd3 plk1 kif23 pttgl tpx2 kif2c ncapd2 aurkb ube2c kif22 mad2I1 fbxo5 cit 14 167 0.000254
cell division cenf kif23 pttgl ncapd2 ube2c aurkb brca2 fbxo5 mad2I1 tgfb2 cks1b cit ccne2 13 170 0.00144
response to . dtl rad51I13 pttgl tyms tdpl nudtl top2a brca2 acads msh5 aktl nono Icat chaflb 15 277 0.00152
endogenous stimulus  bard1
immune system gpi psmb9 crip2 illrapl2 tgfb2 oas3 oasl oas2 ifi35 cd164 prex1 tapbp tubb aktl 16 331 0.0063
process samhd1 oasl
response to virus ifi35 mx2 mx1 irf9 ifi44 oasl 6 a7 0.0153
immune response gpi 0as2 ifi35 cd164 psmb9 tapbp tubb illrapl2 samhd1 tgfb2 oas3 oasl oasl 13 222 0.0153
response t? DNA dtl rad51I13 pttgl tyms tdpl nudtl top2a brca2 nono msh5 chaflb bardl 12 233 0.0508
damage stimulus
response to Other e 1> mxd irfo ifia4 oasl 6 71 0.0798
organism
Zelluldre Komponente
chrc?mos?me, . aurkb kif22 cenpm mad2I1 cenpa kif2c cenph 7 54 0.00836
pericentric region
spindle aurkb kif23 aktl fbxo5 tpx2 tubgcp3 6 57 0.0318
microtubule . s .
plk1 kif23 tpx2 dnalil kif2c tubb aurkb kif22 top2a brca2 fbxo5 aktl tubgcp3 13 248 0.0318
cytoskeleton
microsome acsl5 oas2 p4hb oas3 oasl tapbp 6 73 0.0697
vesicular fraction acsl5 oas2 p4hb oas3 oasl tapbp 6 76 0.0697
chromosomal part tmpo asflb kif2c ncapd2 aurkb kif22 cenpm mad2I1 cenpa cenph 10 194 0.0697
chromosome tmpo asflb kif2c ncapd2 aurkb top2a kif22 cenpm mad2I1 cenpa cenph 11 232 0.0697
cytoskeletal part plk1 kif23 tpx2 dnalil kif2c tubb aurkb kif22 top2a brca2 fbxo5 aktl tubgcp3 13 323 0.0898

Tab. 29 Uberreprisentierte GO-Gruppen der geringer exprimierten Genprodukte (98) in hMSC-OP und hMSC-alt
(Referenz: 27581 Probesets, die in mindestens einer der zwei Gruppen exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert

differ Refer
entiell enz

Zellulare

Komponente

t |
Eg?:j?ﬂ:;;ig?ex psmd1 psmc2 shfm1 psmd11 4 42 0.00133
cytosol atgdc psmd1 psmc2 shfm1 pfdnl psmd1l 6 339 0.0587
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Tab. 30 Uberreprisentierte GO-Gruppen der hoher exprimierten Genprodukte (89) in hMSC-OP und hMSC-alt (Referenz:
27581 Probesets, die in mindestens einer der zwei Gruppen exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert
differ Refer
entiell enz

Biologischer Prozess
developmental mmp14 mab21I2 trib3 efhd1 gpc4 metrn emd mnt unc5b nrxn2 gli3 itgb5 itch mafg 16 1628 0.0679
process igf2bp2 colllal
anatomical structure mmpl4 mab21I2 efhdl gpcd metrn emd nrxn2 gli3 itch mafg igf2bp2 colllal 12 980 0.0744
development
multicellular
organismal mmpl4 mab21I2 efhdl metrn emd mnt unc5b nrxn2 gli3 itgb5 mafg colllal 12 1050 0.0744
development
anatomical structure ) . .
morphogenesis gli3 mmp14 efhd1 itch gpc4 metrn mafg igf2bp2 8 530 0.0744
cell proliferation gli3 mmp14 tnfsf4 gpc4 mafg mnt pdgfa 428 0.0744
neurogenesis gli3 mmp14 efhd1 metrn 126 0.0744
nervous system gli3 mmp14 mab2112 efhd1 metrn nrxn2 6 334 0.0744
development
system development mmpl14 mab21I2 efhdl metrn emd nrxn2 gli3 mafg colllal 9 757 0.0744
regulation of cell gli3 tnfsf4 mafg mnt pdgfa 5 265 0.0744
proliferation
multlc:.ellular mmp14 mab2112 efhd1 metrn emd mnt unc5b nrxn2 gli3 itgh5 mafg col1lal 12 1365 0.0859
organismal process
regulation of mmp14 rbm15b metrn rbm39 taf4b nrxn2 tef igf2bp2 trib3 ube2o mnt pdgfa gli3 18 2645 0.101

biological process

tnfsf4 sox12 itch mafg rara

Tab. 31 Uberreprisentierte GO-Gruppen der geringer exprimierten Genprodukte (180) in hMSC-OP und hMSC-seneszent
(Referenz: 26058 Probesets, die in mindestens einer der zwei Gruppen exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert
differ Refer
entiell enz
Biologischer Prozess
cell evle cep55 ckap2 dlg7 c11orf82 spc25 cdc7 spag5 mem3 ccdc5 hells ccna2 cdca8 sgol2 2% 485 3.64e-
4 ccnbl fanci kif23 ndc80 pbk racgapl cks2 cenpe mad2l1 fbxo5 zwint ncapg uhrfl 17
cell division cep55 spc25 cdc7 spagS ccdc5 hells ccna2 cdca8 ccnb1 kif23 sgol2 ndc80 racgapl 19 166 2.39%e-
cenpe cks2 mad2I1 zwint fbxo5 ncapg 12
mitosis cep55 dlg7.spc25 spag5 ccdc5 hells ccna2 cdca8 cenbl kif23 ndc80 pbk cenpe fbxo5 17 161 1.55e-
mad2I1 zwint ncapg 10
M phase of mitotic cep55 dlg7 spc25 spag5 ccdcs hells ccna2 cdca8 ccnbl kif23 ndc80 pbk cenpe fbxo5 17 163 1.55e-
cell cycle mad2I1 zwint ncapg 10
M phase cep55 dlg7.sp025 spag5 ccdc5 hells ccna2 cdca8 cenbl kif23 ndc80 pbk cenpe cks2 18 191 1.55e-
mad2I1 zwint fbxo5 ncapg 10
cep55 dlg7 spc25 cdc7 spag5 ccdc5 hells ccna2 cdca8 cenbl kif23 ndc80 pbk cenpe 4.88e-
cell cycle phase cks2 mad2I1 zwint fbxo5 ncapg 19 236 10
mitotic cell cycle cep55 dlg7.spc25 cdc7 spag5 ccdc5 hells ccna2 cdca8 cenbi kif23 ndc80 pbk cenpe 18 223 1.55e-
mad2I1 zwint fbxo5 ncapg 09
cell evele process cep55 dig7 c11orf82 spc25 cdc7 spag5 ccdc5 hells ccna2 cdca8 cenbl kif23 ndc80 21 388 4.49e-
yeep pbk racgapl cks2 cenpe mad2I1 fbxo5 zwint ncapg 08
DNA metabolic orcé6l gins1 rfc3 cbx5 mecm3 mcm4 gins2 hells pole2 ezh2 dtl fanci pold3 dut topl 19 503 4.25e-
process rad54b fenl mecm10 uhrfl 07
DNA replication dtl orc6l gins1 pold3 dut rfc3 topl mcm3 fenl mecm10 mem4 gins2 pole2 13 155  5.3e-07
spindle organization . . 3.59%e-
and biogenesis kif23 zwint ndc80 cks2 spag5 5 17 05
mitotic sister 6.08¢-
chromatid dlg7 zwint ndc80 ncapg cenpe 5 19 '05
segregation
sister chromatid . 7.42e-
segregation dlg7 zwint ndc80 ncapg cenpe 5 20 05
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chromosome ) 9.22e-
segregation dlg7 sgol2 zwint ndc80 ncapg cenpe 6 37 05
microtubule-based >3 1 4cg0 cenpe cks2 spag5 loc146909 kif20a zwint g 110 000082
process 4
microtubule
cytoskeleton kif23 zwint ndc80 cks2 spags 5 49 0.00514
organization and
biogenesis
phosphoinositide- .
h . R fen1 zwint ndc80 cks2 spag5 5 50 0.00536
mediated signaling
cytoskeleton
organization and kif23 tmsl8 ndc80 racgapl cenpe cks2 spag5 loc146909 kif20a zwint 10 277 0.0203
biogenesis
response to DNA .
. dtl fanci pold3 rfc3 rad54b fenl ccna2 pole2 uhrfl 9 229 0.0203
damage stimulus
DNA-dependent DNA 3 1 cm4 pold3 rfc3 topl 5 70 0.0223
replication
regulation of mitosis  dlg7 mad2I1 zwint ccna2 4 46 0.0314
microtubule-based 1 46009 kif20a kif23 cenpe 4 51 00411
movement
Second-mesSenger- ¢ 1 ,\/int ndc80 cks2 spag5 5 88 0.0457
mediated signaling
response to . dtl fanci pold3 rfc3 rad54b fenl ccna2 pole2 uhrfl 9 271 0.0457
endogenous stimulus
regulation of
progression through dlg7 c11orf82 cdc7 cks2 fbxo5 mad2l1 zwint ccna2 8 223 0.0468
cell cycle
(r::e/(gzluelatlon of cell dlg7 c11orf82 cdc7 cks2 fbxo5 mad2I1 zwint ccna2 8 226 0.0468
RNA splicing, via
transesterification
reactions with bulged  hnrnpa2bl hnrpm rbm25 gemin6 4 57 0.0468
adenosine as
nucleophile
nuclear mRNA
splicing, via hnrnpa2bl hnrpm rbm25 geminé 4 57 0.0468
spliceosome
RNA splicing, via
transesterification hnrnpa2bl hnrpm rbm25 gemin6 4 57 0.0468
reactions
cytoskeleton-
dependent loc1469009 kif20a kif23 cenpe 4 59 0.0517
intracellular transport
DNA repair fanci fen1 pold3 rfc3 pole2 rad54b uhrfl 7 191 0.062
chromosome
organization and dlg7 zwint hells ndc80 cbx5 ezh2 ncapg cenpe 8 245 0.0624
biogenesis
organelle dlg7 kif23 tmsl8 ndc80 cbx5 racgapl cenpe cks2 spag5 loc146909 kif20a zwint hells
organization and 15 733 0.0998
X A ezh2 ncapg
biogenesis
Zelluldre Komponente
chr9m059me, . cdca8 zwilch cenpk sgol2 ndc80 cbx5 spc25 cenpe zwint mad2I1 hells 11 52 3.53e-
pericentric region 10
intracellular non- orc6l zwilch dIg7 rfc3 cbx5 spc25 spag5 mcem3 ccdc5 kif20a sgol2 ccnbl fanci pold3 3536
membrane-bound ndc80 racgapl cenpe loc146909 zwint mrps6 rps9 cenpk ckap2 oip5 cep70 hells 33 1027 '10
organelle Imnb1 cdca8 kif23 tmsl8 top1 mad2I1 fbxo5
non-membrane- orc6l zwilch dIg7 rfc3 cbx5 spc25 spag5 mcem3 ccdc5 kif20a sgol2 ccnbl fanci pold3 3536
bound organelle ndc80 racgapl cenpe loc146909 zwint mrps6 rps9 cenpk ckap2 oip5 cep70 hells 33 1027 10
Imnb1 cdca8 kif23 tmsl8 topl mad2l1 fbxo5
chromosome orc6l zwilch ce!'lpk rfc3 cbx5 oip5 spc25 mem3 hells cdca8 fanci sgol2 pold3 ndc80 18 226 8.71e-
topl cenpe zwint mad2I1 10
chromosomal part orcél zwilch cenpk rfc3 cbx5 oip5 spc25 mem3 hells cdca8 sgol2 pold3 ndc80 cenpe 16 189 4.01le-
mad2l1 zwint 09
orc6l dlg7 meox2 rfc3 foxm1 c11orf82 c140rf106 cbx5 spc25 mecm3 mcm4 pole2
ezh2 hnrpm dtl ccnb1 fanci sgol2 pold3 dut ndc80 racgapl cenpe mecm10 zwint 1.05-
nucleus znf680 gemin6 dazapl mat2b uhrfl c6orf173 hoxb3 cenpk id4 ginsl oip5 cdc7 55 2891 '05
hnrnpa2bl ptma gins2 vrk1 Imnb1 hells casc5 ccna2 cdca8 kif23 wdhd1 top1 rad54b
fenl mad2I1 fbxo5 ncapg med27
kinetochore zwilch mad2I1 zwint cbx5 cenpe 5 24 9.37e-
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05
microtubule . . 0.00017
cytoskeleton ccnbl ckap2 dig7 kif23 racgapl cenpe cep70 spag5 loc146909 kif20a ccdc5 fbxo5 12 241 5
cytoskeletal part ccnbl ckap2 dig7 kif23 racgapl cenpe cep70 spag5 loc146909 kif20a ccdc5 fbxo5 13 308 0.00038
Imnb1 3
spindle dig7 kif23 fbxo5 racgapl cenpe spag5 6 57 0'03043
microtubule ckap2 ccdc5 kif20a kif23 racgapl cenpe spag5 7 126  0.00468
;::tlear chromosome orc6l mem3 pold3 cbx5 4 41 0.01
cytoskeleton ccnbl ckap2 dig7 kif23 tmsl8 racgapl cenpe cep70 spag5 loc146909 kif20a ccdc5 14 51 0.0103
fbxo5 Imnb1
orcb6l slc25a40 zwilch dIg7 rfc3 cbx5 spc25 spag5 mem3 ccdc5 kif20a ezh2 hnrpm
intracellular organelle sgol2 ccnbl pold3 ndc80 racgapl cenpe loc146909 zwint geminé mrps6 rps9 cenpk 18 2217 0.0132
part ckap2 arl6ipl oip5 cep70 hnrnpa2b1l hells Imnb1 cdca8 kif23 wdhd1 topl mad2l1 '
fbxo5
orcé6l slc25a40 zwilch dIg7 rfc3 cbx5 spc25 spag5 mem3 ccdc5 kif20a ezh2 hnrpm
sgol2 ccnbl pold3 ndc80 racgapl cenpe loc146909 zwint gemin6 mrps6 rps9 cenpk
organelle part ckap2 arl6ipl oip5 cep70 hnrnpa2bl hells Imnb1 cdca8 kif23 wdhd1 topl mad2I1 38 2224 00133
fbxo5
nuclear chromosome  orc6l mem3 pold3 cbx5 4 59 0.028
orc6l slc25a40 meox2 c11orf82 c140rf106 cbx5 ccdc5 hnrpm sgol2 ccnbl ndc80
racgapl zwint znf680 gemin6 dazapl uhrfl rps9 cenpk ckap2 hoxb3 gins1 arl6ipl
. 0ip5 cdc7 cep70 hnrnpa2bl vrkl Imnb1 casc5 cdca8 tmsl8 wdhd1 rad54b ggh fenl
intracellular organelle mad2I1 zwilch dlIg7 rfc3 foxm1 spc25 spag5 mcm3 kif20a mem4 pole2 ezh2 dtl fanci 68 4958 0.029
pold3 dut cenpe 10c146909 mcm10 mrps6 mat2b c6orfl73 id4 ptma gins2 hells
ccna? kif23 top1 fbxo5 ncapg med27
orc6l slc25a40 meox2 c110orf82 c140rf106 cbx5 ccdc5 hnrpm sgol2 ccnbl ndc80
racgapl zwint znf680 gemin6 dazapl uhrfl rps9 cenpk ckap2 hoxb3 gins1 arl6ipl
0ip5 cdc7 cep70 hnrnpa2bl vrkl Imnbl casc5 cdca8 tmsl8 wdhd1 rad54b ggh fenl
organelle mad2I1 zwilch dlIg7 rfc3 foxm1 spc25 spag5 mcem3 kif20a mem4 pole2 ezh2 dtl fanci 68 4961 0.029
pold3 dut cenpe 1oc146909 mcm10 mrps6 mat2b c6orfl73 id4 ptma gins2 hells
ccna? kif23 top1 fbxo5 ncapg med27
microtubule loc146909 kif20a kif23 cenpe 4 66 0.029
associated complex
orc6l slc25a40 dlg7 meox2 rfc3 foxm1 c11orf82 c140rf106 cbx5 spc25 mem3 kif20a
intracellular mcm4 pole2 ezh2 dtl hnrpm ccnbl fanci sgol2 pold3 dut ndc80 racgapl cenpe
membrane-bound mcm10 zwint znf680 geminé mrps6 dazapl mat2b uhrfl c60rf173 hoxb3 cenpk id4 60 4497  0.0964
organelle gins1 arl6ip1 o0ip5 cdc7 hnrnpa2bl ptma gins2 vrk1l hells casc5 Imnb1 ccna2 cdca8
kif23 wdhd1 top1 rad54b ggh fen1 fbxo5 mad2I1 ncapg med27
orc6l slc25a40 dlg7 meox2 rfc3 foxm1 c11orf82 c140rf106 cbx5 spc25 mem3 kif20a
membrane-bound mcm4 pole2 ezh2 dtl hnrpm ccnb1l fanci sgol2 pold3 dut ndc80 racgapl cenpe
organelle mcm10 zwint znf680 geminé mrps6 dazapl mat2b uhrfl c6orf173 hoxb3 cenpk id4 60 4498  0.0964
& gins1 arl6ipl oip5 cdc7 hnrnpa2bl ptma gins2 vrk1 hells casc5 Imnb1 ccna2 cdca8
kif23 wdhd1 top1 rad54b ggh fen1 fbxo5 mad2l1 ncapg med27
Molekulare Funktion
DNA-dependent mcm3 memd rfe3 rads4b 4 39 0.0877
ATPase activity
microtubule motor 1 16509 kif20a kif23 cenpe 4 41 0.0877

activity

Tab. 32 Uberreprisentierte GO-Gruppen der hdher exprimierten Genprodukte (50) in hMSC-OP und hMSC-seneszent
(Referenz: 26058 Probesets, die in mindestens einer der zwei Gruppen exprimiert wurden)

GO-Gruppe Gen-Symbol Anzahl Gene  p-Wert

differ Refer
entiell enz

Biologischer Prozess

regulatlo.n of cellular kiaa0415 cdknla lass6 ppp2rla atoh8 Imcd1 igf2bp2 7 1557  0.101

metabolic process

lati f metaboli
regulation oF metabolic 020415 cdknla lass6 ppp2ria atoh8 Imcd1 igf2bp2 7 1647 0.101

process
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8.1.1 Ranglisten
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Tab. 34 Rangliste der besten 200 Kandidatengene fiir die Osteoporose in hMSC inklusive Literatur-Referenzen
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8.2 Abkiirzungen

°C

%

)

APS
AS

bp
BSA
bzw.
ca.
cDNA
cm
cm?
cRNA
d

dA
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddH,0
ddNTP
ddTTP
dH,0
DNA
dNTP
dT
E.coli
et al.
FCS

h

H,0
H,O bidest.
hMSC
HRP

J.

kb

|

m

M

mA

uF
min
ml

ul

mm
mM
M-MLV
mRNA

oD

Grad Celsius

Prozent

Durchschnitt, Mittelwert
Ammoniumperoxidsulfat
Aminosdure

Basenpaar

Rinderserumalbumin
beziehungsweise

circa

komplementare Desoxyribonukleinsdure
Zentimeter

Quadratzentimeter
komplementare Ribonukleinsdure
Tag

Desoxyadenosin
Didesoxyadenosintriphosphat
Didesoxycytidintriphosphat
Didesoxyguanosintriphosphat
Doppel-destilliertes Wasser
Didesoxyribonukleosidtriphosphat
Didesoxythymidintriphosphat
Deionisiertes Wasser
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Desoxythymidin

Escherichia coli

et alia, und andere

Fetal calf serum (Fotales Kalberserum)
Stunde

Wasser

Bidestilliertes Wasser

humane mesenchymale Stammzelle(n)
Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Alter des Spenders in Jahren
Kilobasen

Liter

mannlich

Molar

Milliampere

Microfarad

Minute

Milliliter

Mikroliter

millimeter

Millimolar

Murines Leukdmievirus
messenger RNA (Boten-RNA)
Anzahl

Optische Dichte

Passage
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PCR Polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
pH potentia Hydrogenii

Poly(A) Poly-Adenin

PVDF Polyvinylidenfluorid

Px Letzte Passage

Q-PCR Quantitative PCR

RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

s Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfat

Taq Thermus aquaticus

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

u.a. Unter anderem

U/min Umdrehungen pro Minute

u/ul Units per microliter (Einheiten pro Mikroliter)
uv ultraviolett

w weiblich

Vv Volt

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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