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Kurzzusammenfassung VI

Kurzzusammenfassung

H&matopoetische Stammzellen (HSZ) sind die Stammzellen des Blutes, welche das Blutsystem
kontinuierlich Uber Differenzierung in verschiedene Vorlauferzellen erneuern und gleichzeitig
uber Selbsterhaltungsprozesse einen nahezu konstanten Vorrat an HSZ sicherstellen. Die Ba-
lance zwischen Selbsterhalt und Differenzierung von HSZ wird in der sogenannten HSZ Nische
im Knochenmark reguliert. Diese befindet sich in der N&he von spezialisierten Blutgefalien und
besteht aus Nischenzellen, Matrixmolekilen und Igslichen Faktoren, welche von ersteren se-
zerniert oder an letztere gebunden vorliegen. Stickstoffmonoxid (NO) stellt ein Signalmolekl
dar, welches HSZ in der Nische regulieren konnte. Dieses kurzlebige Molekil wird beispiels-
weise von Endothelzellen durch NO Synthasen (NOS) gebildet und wurde in vitro als Regulator
von Proliferations- und Differenzierungsvorgangen postuliert. Bezliglich des Einflusses von
NO auf HSPZ wurden in vitro verschiedenste Effekte beschrieben, die in einer teils wider-
spriichlichen Datenlage resultierten. Dies kann unter anderem auf die verschiedenen Formen
der NO Generierung sowie die unterschiedlichen eingesetzten Konzentrationen von NO-frei-
setzenden Verbindungen zuriickgefuihrt werden. Da sich diese Spezies in ihrer Zerfallskinetik
unterscheiden, variiert die freie Konzentration an NO drastisch und fiihrt so zu schwer ver-
gleichbaren Daten. Da NO-vermittelte, biologische Effekte hochgradig von der freien Konzent-
ration des Signalmolekdls abh&ngen, ist die konzentrationsabhangige Untersuchung NO-ver-
mittelter Effekte zentral. Des Weiteren basieren die in Bezug auf HSPZ erhobenen Daten weit-
gehend auf murinen Modellsystemen, die sich in der Expression von NOS und den generierten

Konzentrationen von NO vom menschlichen System unterscheiden.

Daher wurde in vorliegender Arbeit systematisch der Einfluss von NO auf das Proliferations-
und Differenzierungsverhalten humaner HSPZ in vitro untersucht. Hierdurch sollte die Frage
beantwortet werden, ob NO einen Faktor darstellt, der HSPZ gezielt beeinflusst. Zu diesem
Zweck wurden CD34" Zellen aus Nabelschnurblut mit einem breiten Konzentrationsbereich
des NO Spendermolekils DETA/NO kultiviert, das langfristig ein Tausendstel der Konzentra-
tion des Spendermolekiils an NO freisetzt. Die effektive mittlere Konzentration, bei dem der
vitale Zellanteil auf 50% der Kontrolle gesunken war, lag hier bei 31,5 uM DETA/NO. Hohere
Konzentrationen von DETA/NO waren flir HSPZ liber mehrere Tage nicht vertraglich. HSPZ
wurden anschlieRend mit bis zu 20 uM DETA/NO kultiviert, um ein Konzentrationsfenster ab-
zudecken, dem HSPZ in Homoostase und Stress ausgesetzt sein konnten. Niedrige Konzentra-

tionen an DETA/NO aktivierten in vorliegender Arbeit den klassischen NO Signalweg (ber die



Kurzzusammenfassung VII

Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase, welche eine Erhéhung der intrazellularen cGMP
Konzentration nach sich zog und so unter anderem tber cGMP-abhangige Proteinkinasen die
Phosphorylierung von downstream Zielen vermittelte, wie das Vasodilator-stimulierte Phos-
phoprotein. Dieser Konzentrationsbereich korrelierte mit der vermehrten Proliferation von
HSPZ und der erhohten Expression des HSPZ Markers CD34 in wenig teilungsaktiven Zellen.
Basierend auf diesen Ergebnissen konnte NO in geringen Konzentrationen tiber den klassischen
NO Signalweg HSPZ zur vermehrten Proliferation anregen. Erhdhte Konzentrationen von ca.
10 uM DETA/NO fihrten hingegen zu einem veranderten Proliferationsverhalten von HSPZ
sowie der verstarkten CD34 Expression in hoch proliferativen HSPZ Untergruppen. Weiterhin
wurde mit steigender NO Konzentration eine zunehmende myeloide Differenzierung der Zellen
beobachtet. Bei diesen erhdhten Konzentrationen modifizierte das zugesetzte NO aullerdem
Proteinthiole Uber Nitrosylierung. Auf Grundlage dieser Ergebnissen kénnten erhohte Konzent-
rationen von NO HSPZ Uber S-Nitrosylierungsvorgange zu einer verstarkten myeloiden Diffe-
renzierung anregen. Ferner wurde in vorliegender Arbeit ein Heparin-basiertes Hydrogel ent-
wickelt, welches lichtinduziert NO freisetzen kann. Dies wurde durch die postsynthetische
Funktionalisierung der Heparinkomponente mit einer NO-freisetzenden Einheit via Mehrkom-
ponenten-Ugi-Reaktion erreicht. Wahrend l6sliche Spendermolekiile die stark lokalisiert statt-
findende Signalubertragung von NO nur unvollistandig abbilden kdnnen, ermdoglicht die Gene-
ration eines photo-responsiven Hydrogels die lokale und zeitliche Kontrolle der NO-Freiset-

zung und kann so NO Signale in vivo besser imitieren.

Zusammenfassend konnte in vorliegender Arbeit gezeigt werden, dass NO in vitro die Prolife-
ration humaner HSPZ in Abhéngigkeit von der zugesetzten Konzentration biphasisch reguliert
und mit zunehmender Konzentration die Differenzierung in myeloide Progenitorzellen ver-
starkt. Daher kann NO in vitro als Faktor eingesetzt werden, um das Verhalten von HSPZ ge-
zielt zu beeinflussen. Um die in vivo stark lokalisierte Freisetzung von NO in vitro nachbilden
zu konnen und so den Einfluss von NO auf humane HSPZ weitergehend untersuchen zu kon-
nen, wurde in vorliegender Arbeit der Machbarkeitsbeweis fiir ein Heparin-basiertes Hydrogel
erbracht, welches NO lichtinduziert und kontrolliert freisetzen kann. Durch die zusétzliche
Mdglichkeit der Bindung von Wachstumsfaktoren kann dieses System eine Briicke zwischen
der einfachen in vitro Kultur von HSPZ und der auf Modellorganismen basierten Untersuchung

von HSPZ in vivo darstellen.
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1  Einleitung

1.1 Hamatopoetische Stammzellen

Verschiedenste Arten von Blutzellen tbernehmen zentrale Kérperfunktionen wie die Bekamp-
fung von Pathogenen durch die angeborene und erworbene Immunantwort, O2 und CO; Trans-
port oder die Blutgerinnung. Da die Lebensdauer dieser Zellen beschrankt ist, mussen sie ein
Leben lang erneuert werden, um ihre Funktionen sicher zu stellen. Insbesondere in Notsituati-
onen, wie beispielsweise bei einem grof3en Blutverlust nach Verletzungen, muss eine Vielzahl
an Blutzellen in kurzer Zeit bereitgestellt werden. Alle Zelltypen des Blut- und Immunsystems
stammen von einem multipotenten Vorldufer, den hdmatopoetischen Stammzellen (HSZ),
ab [1].

1.1.1 Hamatopoese

HSZ besitzen die Fahigkeit alle Zellen des Blutsystems zu generieren und gleichzeitig tber
Selbsterneuerungsprozesse die Population an HSZ konstant halten. Im murinen Modellsystem
wurde gezeigt, dass eine einzelne HSZ ausreicht, um das gesamte Blutsystem zu regenerieren
[2]. Diese stellt die Blutproduktion iber eine groRe Zeitspanne sicher, welche die Lebensdauer
des Spendertiers deutlich Ubersteigen kann [3]. Eine Stammzelle kann durch asymmetrische
Zellteilung neben einer HSZ eine Vorlduferzelle generieren, welche anschliefend mehrstufige
Differenzierungsprozesse durchlduft und so eine Vielzahl an reifen Blutzellen hervorbringt [4].

Im Embryo entstehen die ersten HSZ in der Aorta-Gonaden-Mesonephros Region und der Pla-
zenta [5, 6] aus hdmatogenem Endothel [7]. Die Bildung von HSZ ist hier neben verschiedenen
Liganden flr den Notch- oder Hedgehog-Signalweg auch von der Scherbeanspruchung durch
den Blutfluss abhangig und wird tiber NO vermittelt [8]. Aus der Aorta-Gonaden-Mesonephros
Region migrieren HSZ in die fetale Leber sowie die Plazenta und schlief3lich in die Milz. Um
den Zeitpunkt der Geburt wandern HSZ in das Knochenmark, welches im adulten Organismus
den hauptséchlichen Ort fiir die Hdmatopoese darstellt [1]. Wéhrend embryonale HSZ eine
hohe Zellteilungsrate besitzen, befinden sich adulte HSZ in der Mehrheit in einem Ruhezustand,

genannt Quieszenz [1].

Wie in Abbildung 1 A) dargestellt, differenzieren HSZ Uber verschiedene Vorlauferstadien, in

Folge Progenitorzellen genannt, in reife Blutzellen. Wéahrend HSZ die Féhigkeit besitzen sich


https://de.wikipedia.org/wiki/Aorta
https://de.wikipedia.org/wiki/Gonaden
https://de.wikipedia.org/wiki/Mesonephros
https://de.wikipedia.org/wiki/Aorta
https://de.wikipedia.org/wiki/Gonaden
https://de.wikipedia.org/wiki/Mesonephros
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selbst und so langanhaltend das Blutsystem zu erneuern [9], kénnen multipotente Progenitor-
zellen (engl. multipotent progenitors, MPPs) dies nur mittelfristig, da ihr Selbsterneuerungspo-
tential endlich ist. Nur eine von 10° Zellen im menschlichen Knochenmark ist eine funktionale
HSZ [10]. Hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ) lassen sich Uber den Ober-
flachenmarker CD (engl. cluster of differentiation) 34 isolieren, welcher auf weniger als 5%
aller Blutzellen gefunden wird [11]. Fir reinere HSZ Populationen miissen weitere immunpha-
notypische Oberflachenmerkmale herangezogen werden. Da CD38 und CD45RA reifere Pro-
genitorzellen markieren, kann ihre fehlende Expression zur Anreicherung von HSZ verwendet
werden [12-14]. Zusammen mit der Expression von CD90 und dem Mangel an Differenzie-
rungsmarkern fur reife Zellen (engl. lineage marker, Lin) kdnnen beispielsweise Zellanteile
erhalten werden, die zu etwa 5% funktionale HSZ enthalten [15]. Der Verlust von CD90 wird
dabei dem Ubergang von CD34" CD38 CD45RA" CD90* HSZ zu MPPs zugeschrieben [16].

Mit zunehmender Differenzierung der Zellen geht ihre Spezialisierung auf eine Abstammungs-
linie einher und damit die Fahigkeit verloren sich in alle Blutzelltypen zu entwickeln. Reife
Blutzellen werden grundsatzlich in lymphoide Zellen, wie T-, B- und NK-Zellen, und myeloide
Zellen, wie Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten und Megakaryozyten, eingeteilt [17]. Wie
in Abb. 1 B) gezeigt, wurde klassischerweise angenommen, dass sich alle reifen Zellen auf ei-
nen myeloiden bzw. lymphoiden Progenitorzelltyp zurtickfuhren lassen, welche durch eine bi-
nare Differenzierungsentscheidung aus MPPs hervorgehen. Diese stammbaumartige Abfolge
von Differenzierungsentscheidungen uber verschiedene Progenitorstadien wurde jedoch in
jungster Zeit in Frage gestellt und erweitert [18, 19]. So wurden Progenitorzellen mit lympho-
ider Tendenz (engl. lymphoid-primed multipotent progenitors, LMPPs) gefunden, die in Gra-
nulozyten, Monozyten, B- und T-Zellen differenzieren, ohne jedoch Erythrozyten und Megaka-
ryozyten bilden zu kénnen und durch die Kombination CD34* CD38 CD90°" CD45RA* und
CD10 beschrieben werden [20]. Diese Beobachtung deckt sich mit Berichten, die CD34"
CD10" Zellen beschreiben, welche lympho-myeloides Potential besitzen und mit zunehmender

Expression von CD10 nach und nach ihr myeloides Potential verlieren [21, 22].

Myeloide Progenitorzellen lassen sich in gemeinsame myeloide Progenitorzellen (engl. com-
mon myeloid progenitors, CMPs), Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitoren (engl. megaka-
ryocyte-erythrocyte progenitors, MEPs) und Granulozyten-Makrophagen-Progenitoren (engl.
granulocyte-makrophage progenitors, GMPs) einteilen. Die einzelnen Populationen lassen sich
aufgrund der Kombination der Oberflachenmolekile CD123 bzw. CD135 und CD45RA unter-
scheiden [23, 24].
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Differenzierung von HSZ in reife Zelltypen. A) HSZ erneuern das
Blutsystem durch Differenzierung in myeloide und lymphoide Zellen (iber verschiedene Progenitorzelltypen, wel-
che sich durch charakteristische CD Marker Kombinationen (rechts im Bild) identifizieren lassen. Gleichzeitig
besitzen HSZ die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und sichern so den Stammzellerhalt (angelehnt an [1]). B) Nach
dem klassischen Stammbaum-Modell der Hamatopoese differenzieren HSZ (iber bindre Entscheidungen stufen-
weise in verschiedene Progenitoren, welche spezialisierte Zelltypen generieren. C) Das Waddington’sche Konti-
nuitatsmodell der HSZ Differenzierung geht von HSZ aus, die kontinuierlich transkriptomische Zustande ansam-
meln, welche die Differenzierungsrichtung beeinflussen. Zwischenstufen, wie MPPs oder CMPs, werden hier nicht
als homogene Zellpopulationen sondern Ubergangszustinde des Kontinuums verstanden. B) und C) reproduziert
von [17, 19] mit freundlicher Genehmigung von Elsevier B.V.
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Myeloide Progenitoren, jedoch nicht erythroide Progenitoren, exprimieren CD123 und CD135.
AuBerdem geht der Ubergang von CMPs zu GMPs mit der Expression von CD45RA einher.
Hingegen sind gemeinsame lymphoide Progenitoren (engl. common lymphoid progenitors,
CLPs) groRtenteils auf die lymphoide Linie festgelegt und durch CD34 und den frithen B-Zell-
marker CD10 gekennzeichnet [25, 26]. Aus ihnen kdénnen lymphoide Zellen, Monozyten und
dendritische Zellen entstehen, jedoch kdnnen sie keine Granulozyten bilden [23].

Entgegen des klassischen Modells wurde (ber den Vergleich funktioneller Eigenschaften, Tran-
skriptomanalysen und durchflusszytometrischer Daten gezeigt, dass HSZ und friihe Progenito-
ren wie MPPs und LMPPs, welche Lin- CD34" CD38" sind, keine diskreten Zelltypen beschrei-
ben. Stattdessen stellen sie einen Teil eines Kontinuums an frihen HSPZ dar, welche bereits
eine schwache Tendenz fiir eine Differenzierungslinie aufweisen [18], wie in Abb. 1 C) anhand
des Waddington’schen Kontinuitdtsmodells verdeutlicht. Des Weiteren sind LMPPs, CLPs und
GMPs heterogene Populationen, die ein Kontinuum von Progenitoren bilden, welche lymphoi-
des und myeloides Potential aufweisen [27]. Der groRRte Anteil von Progenitoren, der nicht auf
eine Differenzierungslinie festgelegt war, wurde dabei in der LMPP Fraktion gefunden [27].
Wie frihe Entscheidungen flr eine bestimmte Differenzierungslinie getroffen werden, die von
der Induktion und Aufrechterhaltung linienspezifischer genetischer Programme begleitet sind,
ist dabei nicht abschlieBend geklart. Friihe HSZ exprimieren stammzellspezifische Gene. Je-
doch exprimieren sie bereits in diesem Stadium Gene der friihen lymphoiden/myeloiden oder
Megakaryozyten/Erythrozyten Linien [18], sodass erste Differenzierungsentscheidungen in
eine dieser beiden Richtungen bereits in diesem Stadium angelegt sein konnten. Laut der Hy-
pothese des lineage priming kdnnte die Multipotenz mit der Koexpression verschiedenster
Transkriptionsfaktoren fur exklusive Differenzierungslinien verbunden sein, welche sich ge-
genseitig inhibieren und so neutralisieren [1, 28]. Mit zunehmendem priming und Differenzie-
rung werden die stammzellspezifischen Gencluster sowie ein Teil der linienspezifischen Gen-
abschnitte herunterreguliert, wahrend andere verstarkt werden. So kénnen Transkriptionsfakto-
ren friher Genabschnitte die Expression nachgelagerter Genabschnitte regulieren, wie bei der
Differenzierung erythroider Zellen aus HSZ uber GATA2, TAL1 und GATAL1 [29].

Die Balance von Selbsterneuerung und Differenzierung in HSZ ist stark kontrolliert um sicher-
zustellen, dass trotz der Bildung reifer Blutzellen eine konstante Population von HSZ erhalten
wird. Dies ist n6tig, um langfristig die Hamatopoese gewahrleisten zu kénnen und der Entste-

hung maligner Veranderungen vorzubeugen.
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Diese Regulierung von HSZ findet in der HSZ Nische im Knochenmark statt. Zellen, die aus

ihrer Umgebung entnommen werden, verlieren ihr Selbsterneuerungspotential rasch.

1.1.2 HSZ Nische im Knochenmark

Die groRe Mehrheit an HSZ befindet sich im roten Knochenmark. Hier bilden verschiedene
Zelltypen, extrazellulare Matrix (EZM) und membrangebundene, lésliche oder an die EZM as-
soziierte Liganden und Faktoren eine spezialisierte Mikroumgebung, genannt Nische, mit der
HSZ interagieren und die das HSZ Verhalten beeinflusst. Die Nischenhypothese wurde bereits
1978 von Schofield aufgestellt, indem er postulierte, dass ein bestimmter Ort im Knochen exis-
tiert, der den lebenslangen Erhalt an HSZ sicherstellt [30]. Neben HSZ und heranreifenden ha-
matopoetischen Zellen befinden sich Endothelzellen, perivaskuldre Zellen, Osteoblasten, sym-
pathische Nerven, Adipozyten und verschiedenste Typen mesenchymaler Stromazellen (MSZ)

in der Knochenmarksnische [31].

Nach Transplantationen von HSZ wurde gezeigt, dass diese vorrangig in die Nahe des Endoste-
ums an der Knochenoberflache migrieren [32, 33]. Hierdurch wurde die Existenz einer en-
dostealen Nische abgeleitet, in der Osteoblasten ruhende HSZ in ihrem Stammzellerhalt férdern
[34-36]. Die Existenz einer solchen Nische wurde seither kontrovers diskutiert, da HSZ kurz
darauf durch Identifikation mit SLAM Familien Markern vorrangig an Blutgefél3en, wie Si-
nusoiden, gefunden wurden [37]. Die Entwicklung neuer Verfahren ermdglichte die Beobach-
tung von HSZ unter Homoostase im Knochenmark [38, 39]. Hierbei scheinen verschiedene
BlutgefaBumgebungen spezialisierte Nischen fur HSZ darzustellen [40-45]. Dies schlief3t en-
dosteale Einfliisse jedoch nicht aus, da auch diese Umgebung von einem engen Blutgefalinetz
durchzogen wird und es hierdurch zu einer erheblichen Uberschneidung beider postulierter Ni-
schentypen kommt. Arteriolen sowie Kapillaren, welche erstere mit vendsen, sinusoidalen Blut-
geféalRen verbinden, finden sich vorrangig in der N&he des Endosteums und im Bereich des tra-
bekuldren Knochens [41, 46].

Avrterielle BlutgefélRe und Kapillaren weisen im Vergleich zu Sinusoiden eine erhéhte Expres-
sion an endothelialem Cadherin (engl. vascular endothelial cadherin, VE-Cadherin) und Tight
Junction Proteinen, eine geringere Permeabilitdt und hohere Scherraten durch Blutfluss auf
[41]. Wie in Abbildung 2 gezeigt, werden sie von einer Schicht aus MSZ umgeben [41], welche
sich durch die Expression des Neuron-Glia Antigens 2 (NG2) und Nestin auszeichnen [43].
Sinusoide hingegen sind diinnwandig und bestehen aus einer Endothelschicht. Sie sind von pe-

rivaskularen Zellen umgeben, die den C-X-C Motiv Liganden 12 (CXCL12) exprimieren und
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daher als CXCL12-reiche (engl. CXCL12 abundant retikular, CAR) Zellen bezeichnet werden
[47]. Dieses Chemokin interagiert mit dem auf HSZ exprimierten C-X-C Motiv Chemokin Re-
zeptor 4 (CXCR4) [48] und spielt eine zentrale Rolle in der Ansiedlung von HSZ in der Kno-
chenmarksnische. Des Weiteren befinden sich an Sinusoiden perivaskulére Stromazellen, die
sich durch Expression des Leptin Rezeptors (LepR) auszeichnen [43, 49]. Verbindende Kapil-
laren weisen sowohl arterielle als auch sinusoidale Marker auf [50].

Da alle BlutgefaBtypen den trabekuldren Knochen durchziehen, Arteriolen und Kapillaren je-
doch in direkter Umgebung des Endosteums vorliegen, wird dort von osteovaskuléren Nischen
ausgegangen, welche HSZ in einem metabolisch inaktiven Zustand halten [41]. Diese Zellen
sind durch geringe Konzentrationen an reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen spe-
cies, ROS) gekennzeichnet, besitzen langfristiges Erneuerungspotential [51] und proliferieren
mit sehr geringer Frequenz unter Erhalt ihres Stammzellcharakters [38, 44]. Hier vorhandene
unterstiitzende Nischenzellen, wie Stroma- und Endothelzellen, weisen eine hohe Expression
von CXCL12 und E-Selektin auf und halten HSZ so in dieser Nische. Neben osteogenen Zellen
finden sich in dieser Nische einige myeloide Zelltypen [52] und nicht myelinisierende
Schwann-Zellen [41]. Letztere erhalten den Ruhezustand von HSZ uber Produktion des trans-
formierenden Wachstumsfaktors B (engl. transforming growth factor 5, TGF-p) [53, 54]. Oste-
oblasten scheinen nicht direkt fur den Erhalt von HSZ essentiell [49, 55-57], sondern scheinen
zusammen mit MSZ und parenchymalen hdmatopoetischen Progenitorzellen an der Lympho-
poese beteiligt [57-60].

Sinusoidale BlutgefaRe sind mit HSZ assoziiert, welche verschiedene ROS Gehalte aufweisen.
Diese Blutgefalie stellen einen wichtigen Teil der vaskularen Nische dar, welche die Prolifera-
tion, Differenzierung und Migration von HSZ in das Blutsystem kontrolliert und erlaubt [41,
61]. Der Einfluss von ROS in diesen Prozessen wird durch die Beobachtung gesttzt, dass er-
hohte ROS Konzentrationen flr die HSPZ Mobilisierung in das Blut ben6tigt werden [62, 63].
Eindringendes Blutplasma durch die permeableren Sinusoide kdnnte zu erhthten intrazellulé-
ren Konzentrationen an ROS in HSZ fiihren und damit die Differenzierung und Migration der
Zellen ermdglichen [41]. Durch die geringeren Scherraten verglichen mit Arteriolen wird an-
genommen, dass der Ubertritt von HSZ aus dem Knochenmark in das Blutsystem ebenso wie
die transendotheliale Migration von Immunzellen im Knochenmark vorrangig an Sinusoiden
stattfindet [41].
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der adulten HSZ Nische im Knochenmark. HSZ befinden sich in
unmittelbarer Néhe verschiedener BlutgefaBtypen, die mit spezialisierten Mikroumgebungen in Verbindung
gebracht werden. Ruhende HSZ befinden sich dabei vorrangig an wenig permeablen Arteriolen in der N&he des
Endosteums an der Grenzflache zum Knochen (linker Bildabschnitt). Diese Gefaltypen weisen zusatzlich Nestin*
MSZ sowie nicht myelinisierende Schwann-Zellen auf, welche die Quieszenz der HSZ unterstlitzen. An
Sinusoiden, welche eine hohere Permeabilitdt aufweisen, finden sich metabolisch aktive HSPZ, welche durch
hoéhere intrazelluldare ROS Gehalte gekennzeichnet sind (rechter Bildabschnitt). Diese Nische, welche zusétzlich
CAR Zellen und LepR* MSZ aufweist, wird daher mit der Migration der HSPZ in den Blutkreislauf bzw. der
Differenzierung von HSZ in Verbindung gebracht. Abbildung modifiziert und reproduziert aus [42] mit
freundlicher Genehmigung von ANNUAL REVIEWS, INC.

Sowohl verschiedene MSZ Populationen als auch Endothelzellen unterstiitzen den Stammzell-
erhalt beispielweise durch Expression von CXCL12 oder des Stammzellfaktors (engl. stem cell
factor, SCF) [49, 55, 64]. Durch Deletion verschiedener Stroma- oder Endothelzellpopulatio-
nen wurde die fir den Stammzellerhalt essentielle Funktion dieser Zelltypen gezeigt, indem sie
HSZ in ihrem Ruhezustand fordern. Konditionelle Deletion von NG2* Perizyten fiihrte bei-
spielsweise zu einem Anstieg an HSZ, die in den Zellzyklus eingetreten waren [43].
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Endothelzellen scheinen neben der Integrin-vermittelten Verankerung von HSZ an das vasku-
lare Zelladhasionsmolekdl 1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1, VCAML1) [65] besonders
bei der Regeneration von HSZ uber Bereitstellung des epidermalen Wachstumsfaktors (engl.
epidermal growth factor, EGF) [66] oder des Liganden fiir den Notch-Signalweg Jagged-1 [67,
68] eine zentrale Rolle einzunehmen [50]. Des Weiteren sezernieren Nischenzellen wie MSZ
wichtige EZM Bestandteile, welche neben ihrer Funktion als Stiitzstruktur HSZ direkt oder
indirekt beeinflussen kdnnen. So vermitteln zum Beispiel biophysikalische Eigenschaften der
EZM uber Mechanotransduktion Signale an die zelluldren Bestandteile der Nische [69]. Aul3er-
dem binden viele EZM Bestandteile 16sliche Faktoren, die fir den Erhalt von HSZ essentiell
sind. Neben Fibronektin, Lamininen, Kollagenen, Osteopontin, Hyaluronsdure und Tenascin C
stellen Heparansulfat Proteoglykane einen Bestandteil der EZM in der Nische dar, der HSZ
beeinflusst [70]. So erhohte eine verringerte Sezernierung von Heparansulfat die Mobilisierung

und das Anwachsen von HSPZ nach Transplantation [71].

Das sympathische Nervensystem reguliert unter Homdostase die Zirkulation von HSPZ im
Blut. Dem zirkadianen Rhythmus folgend fluktuiert unter anderem (u.a.) die Norepinephrin
(NE) Ausschittung und regt Nestin® Stromazellen iiber den B3-Adrenergen Rezeptor zu ver-
minderter CXCL12 Expression an [72-74]. Dies fiuhrt zur Unterbrechung der CXCL12-
CXCR4 Achse und mobilisiert HSPZ in das Blutsystem. Zusatzlich wurde gezeigt, dass mit
dem Anstieg an NE eine Steigerung der Produktion des Tumornekrosefaktors (TNF) einher-
geht. Zusammen erhéhen beide Signalmolekiile voriibergehend den ROS Gehalt in HSZ, ver-
mitteln die Differenzierung der Zellen und verstarkte vaskuldre Permeabilitat [75]. Im Gegen-
satz dazu fuhrt eine nachtliche Erhéhung von TNF zu Melatonin-vermittelter Selbsterneuerung
uber die Expression u.a. des SCF Rezeptors, verringerter Permeabilitat der BlutgefaRRe und die
Senkung der intrazelluldren ROS Konzentration [75]. Das sympathische Nervensystem scheint
ebenfalls die Mobilisierung von HSPZ durch G-CSF zu steuern [76]. Die Balance zwischen
Erhalt im Knochenmark und Mobilisierung in das Blutsystem wird in HSZ, die den endotheli-
ales Protein C Rezeptor (EPCR) und den proteaseaktiverten Rezeptor 1 (PAR1) exprimieren,
tber klassische gerinnungshemmende Signalkaskaden und NO Produktion gesteuert [77]. Uber
die Ausschittung von aktiviertem Protein C (aPC) durch Thrombomodulin®™ Endothelzellen in
Arteriolen und Kapillaren und Bindung von aPC an den EPCR wird der PAR1 Signalweg akti-
viert. Dieser begrenzt die Bildung von NO und die Aktivitat des Zellteilungs-Kontrollprotein
42 Homologs (engl. cell division control protein 42 homolog, Cdc42) und erhalt, vermittelt Giber
das sehr spate Antigen 4 (engl. very late antigen 4, VLA4), EPCR™ HSZ im Knochenmark [77].
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Hingegen flihrt Bindung von Thrombin zur Aktivierung einer alternativen, PAR1 nachgelager-
ten Signalkaskade, welche die Generation von NO ermdglicht, die Cdc42 Aktivitat erhoht, die
VLA4 Affinitat senkt und die Abspaltung von EPCR durch das TNF-a konvertierende Enzym
(engl. TNF-a-converting enzyme, TACE) bewirkt. Parallel dazu flihrt dieser Signalweg zur Sek-
retion von CXCL12 durch Stromazellen und Endothelzellen sowie der erhdhten Expression von
CXCR4 auf HSZ und ermdglicht so die Migration und Mobilisierung von CXCR4" HSZ in das
Blutsystem [77-79].

Auch verschiedenste hamatopoetische Zellen sind in der Knochenmarksnische anzutreffen und
beeinflussen HSZ direkt oder indirekt. Beispielsweise regen CD169* Makrophagen Nestin®
MSZ zur Expression von CXCL12 an und stellen so den Erhalt von HSZ Uber die CXCL12-
CXCR4 Achse im Knochenmark sicher [80, 81]. Megakaryozyten liegen an Arteriolen und
Sinusoiden vor und erhalten HSZ unter homgostatischen Bedingungen Uber die Produktion von
u.a. Thrombopoietin, CXCL4 und TGF-p [82-85]. Ungeachtet dessen sind HSZ keine bloRRen
passiven Empfanger von Signalen umgebender Zellen, sondern interagieren mit diesen. So
wurde ex vivo wurde gezeigt, dass HSZ iber Signal-Endosome Osteoblasten zur Sekretion von
CXCL12 anregen [86]. Des Weiteren wurde durch live-imaging wahrend der Embryonalent-
wicklung in Zebrafischen und Mé&usen demonstriert, dass nach Ankunft von HSZ im kaudalen
hédmatopoetischen Gewebe eine zelluldare Reorganisation der perivaskuldren Nische initiiert
wird [87]. Damit wurde die Hypothese befeuert, dass HSZ weniger passive Komponenten der
Nische darstellen, sondern diese aktiv umgestalten konnen. In jingster Zeit wurden Studien
veroffentlicht, die den Einfluss beinahe jedes Zelltyps auf HSZ zeigen (fir Ubersicht siehe [88,
89]). Ob diese Einfliisse indirekter oder direkter Natur sind, lasst sich jedoch oft nur schwer
unterscheiden. Fest steht, dass die HSZ Nische im Knochenmark von einer Vielzahl an spezia-
lisierten Stromazellen, Knochenzellen und Zellen hdmatopoetischen Ursprungs unterschiedli-
cher Reife besiedelt wird. Zusatzlich stellen verschiedene Blutgefaitypen sowie sympathische
Nerven wichtige Komponenten des Knochenmarks dar, die ein dichtes Kommunikationsnetz-
werk bilden und sich auf verschiedene Weisen gegenseitig beeinflussen. Auch NO scheint an

diversen Signalwegen in der HSZ Nische beteiligt zu sein.
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1.2 NO als Signalmolekdl in Sdugetieren und tierischen Modellsystemen

Wiéhrend NO lange lediglich fir ein Umweltgift gehalten wurde, entdeckten Robert F. Furch-
gott, Louis J. Ignarro und Ferid Murad, dass es sich bei dem ,,dem Endothel entstammenden,
entspannenden Faktor®, der die GefaRerweiterung von Blutgefalien vermittelt, um dasselbe Mo-
lekil handelt [90]. Fiir ihre Entdeckung von ,,NO als Signalmolekul im Herzkreislaufsystem*
wurde ihnen 1998 der Nobelpreis fir Medizin verliehen. Heute ist bekannt, dass NO als Sig-
nalmolekil, das in vielen Zellen hergestellt wird, mit einer Halbwertszeit von wenigen Sekun-
den in benachbarte Zellen diffundiert und dort an einer Vielzahl biologischer Reaktionen betei-
ligt ist. Die Wirkung von NO auf humane HSZ ist weitgehend unbekannt und basiert auf einer
kontroversen Datenlage. Daher wird hier zunéchst auf die Generation von NO sowie bekannte

NO-vermittelte Signalwege in Saugetieren und tierischen Modellorganismen eingegangen.

1.2.1 Generierung von NO in vivo

NO wird von der Enzymklasse der NO Synthasen (NOS) aus der Aminosdure L-Arginin her-
gestellt, wie schematisch in Abbildung 3 gezeigt. Die heterodimeren Proteine gleichen sich
weitgehend in der enzymatischen Produktionsweise von NO. Man unterscheidet in Sdugetieren
die neuronale NOS (NOS1), die induzierbare NOS (NOS2) und die endotheliale NOS (NOS3),
welche zusétzlich zu L-Arginin Sauerstoff und reduziertes Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukle-
otid-Phosphat (NADPH) als Kosubstrat benétigen [91]. Nach Elektroneniibertrag von NADPH
zu den Kofaktoren Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und Flavin-Mononukleotid (FMN) in der
C-terminalen Reduktasedomane der NOS, werden die Ladungstrager zum Ham in der N-termi-
nalen Oxigenasedoméane weitergegeben [92]. In dieser liegen aul’erdem 5,6,7,8-Tetrahydrobi-
opterin (BH4) als essentieller Kofaktor sowie L-Arginin und O2 gebunden vor [93, 94]. Am
H&m reduzieren und aktivieren die Elektronen Oz und oxidieren L-Arginin in einem zweistufi-
gen Prozess. Dabei wird zunéchst die Guanidin-Gruppe der Aminosaure hydroxyliert und das
entstandene N“-hydroxy-L-Arginin in einem zweiten Schritt unter NO Abgabe zu L-Citrullin
oxidiert [95].
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NADP* + H*

llin + NO

Abbildung 3 Vereinfachte, schematische Darstellung der NO Produktion durch NOS in vivo. In der Redukta-
sedomane des Dimers (oberer Bildabschnitt) wird NADPH unter Elektronenabgabe oxidiert und der Elektronen-
fluss (gestrichelte Linie) iber die Flavine (gelb) FAD und FMN zur assoziierten Hameinheit (rot) in der Oxigen-
asedomane ermdglicht. In dieser liegt der essentielle Kofaktor BH. (grau) gebunden vor und vermittelt die Reduk-
tion von O, sowie die Oxidation des Substrates L-Arginin zu L-Citrullin und NO. Fir den Elektronentbertrag von
der Reduktase- in die Oxigenasedoméne ist die Assoziation von Calmodulin (CaM) (hellgriin) als regulatorisches
Protein, welches Ca?* (griin) bindet, unabdingbar.

Zusatzlich zur enzymatischen Herstellung von NO (iber NOS, kann das Signalmolekul auch
durch Reduktion von Nitrit mit Hilfe von Hamproteinen, wie Hdmoglobin, oder durch enzyma-
tische Reduktion zum Beispiel mit Hilfe der Xanthinoxidase generiert werden [96, 97]. Anders
als die NO Synthese durch NOS, welche O als Kofaktor erfordert, ist die reduktive Bildung
von NO durch Nitrit nicht von der lokalen Oz Konzentration abh&ngig und konnte so die NO
Generation von NOS kompensieren, wenn hypoxische Bedingungen vorherrschen [98]. Diese
alternativen Quellen stellen jedoch nur einen geringfiigigen Anteil an der NO Produktion in

vivo dar.

1.2.2 Regulation der NOS und typische NO-vermittelte Prozesse in vivo

Fur einen effizienten Elektronentransfer zwischen der Reduktase- und Oxigenasedoméne von
NOS ist die Bindung von Calmodulin (CaM) essentiell [99]. Bei den Ca?* abhangigen Isofor-

men, NOS1 und NOS3, wird die reversible Bindung von CaM durch einen Anstieg an intrazel-



Einleitung 24

luldrem Ca?* ausgel6st, der die Elektronentibertragung von NADPH zur Ham-Doméne ermog-
licht [100]. NOS2 hingegen, ist nicht von Schwankungen der intrazellularen Ca** Konzentrati-
onen abhangig, da CaM hier bei niedrigsten intrazellularen Ca?* Konzentrationen an das Enzym

assoziiert vorliegt [101].

Wéhrend NOS1 und NOS3 konstitutiv exprimiert sind und bei Bedarf hochreguliert werden
konnen, ist NOS2 in den meisten Geweben unter Normalbedingungen nicht exprimiert. Eine
Ausnahme stellen dabei Darmepithelzellen dar [102]. Durch die Stimulation mit bakteriellen
Lipopolysacchariden (LPS) oder einer Kombination inflammatorischer Zytokine kann NOS2
jedoch in einer Vielzahl an Zellen induziert werden [103, 104]. Daraufhin ist das Enzym fur
einen Zeitraum von Stunden bis Tagen aktiv und produziert hohe Konzentrationen an NO, wel-
che die durch konstitutiv exprimierte Isoformen produzierte um das 20-fache ubersteigen. In
vivo spielt diese Isoform zum Beispiel bei der Bekdmpfung von Pathogenen durch Makropha-
gen als Teil der angeborenen Immunantwort eine zentrale Rolle [105]. Durch Regulation bzw.
Induktion von Zellfunktionen und -tod von Immunzellen kann NO jedoch indirekt auch einen

Teil der adaptiven Immunantwort darstellen [106].

Wahrend NOS2 Uber langere Zeitrdume hohe Konzentrationen an NO freisetzt, bilden die dau-
erhaft exprimierten NOS1 und NOS3 Ca?*-abhangig niedrigere Konzentrationen von NO in
pulsatiler Art und Weise. So fuhrt beispielsweise die verstarkte Scherbeanspruchung von Blut-
gefaken beim Herzschlag zu einer kurzzeitigen Erhohung der intrazelluldren Ca?* Konzentra-
tion in den mechanisch beanspruchten Endothelzellen, sodass reversibel CaM an NOS binden
kann und NO produziert wird [107]. NOS3 ist typischerweise in Endothelzellen exprimiert,
wurde jedoch auch u.a. in Kardiomyozyten [108] oder Blutplattchen [109] nachgewiesen. Ne-
ben intrazellularen Ca®* Konzentrationen kann die Enzymaktivitit dieser NOS durch das Hit-
zeschockprotein 90 und Caveloin-1 reguliert werden [110-112]. Wé&hrend im Grundzustand
mehrheitlich Caveolin-1 an NOS3 gebunden vorliegt und so die Enzymaktivitat unterdriickt,
fiihrt eine Bindung von CaM und des Hitzeschockproteins 90 zu einer Verdrdngung von Cavel-
oin-1 und damit zur Aktivierung des Enzyms [113]. Zusétzlich zu diesen Regulatoren kann
NOS3 durch verschiedene Wachstumsfaktoren aktiviert werden, die durch Phosphoinositid-3-
kinase (PI3K) oder Proteinkinase A (PKA) abhéngige Mechanismen vermittelt werden [114,
115]. So phosphoryliert die Proteinkinase B (auch: Akt) der PI3K nachgelagert die NOS3 in
Abhangigkeit des Endothelwachstumsfaktors (engl. Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF), Sphingosin-1-phosphat und Ostrogen [116, 117]. Scherbeanspruchung durch Blutfluss
aktiviert hingegen hauptsachlich die PKA [118]. Unter physiologischen Bedingungen reguliert
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NOS3 zum Beispiel die Einstellung der Blutgefalweite Gber die Erschlaffung umgebender glat-
ter Muskelzellen [119]. Gleichzeitig verhindert NO, welches in Richtung des Lumens diffun-
diert, die Aggregation sowie das Anhaften von Blutplattchen an die Gefallwand und schutzt so
vor Thrombose [120, 121]. NOS3-gebildetes NO kann aulRerdem die Anhaftung von Leukozy-
ten an die GefaBwand verhindern, vor vaskularen Entziindungsreaktionen schiitzen und spielt

eine wichtige Rolle in der Bildung neuer BlutgefaRe [122].

NOS1 wird u.a. von Neuronen im Gehirn exprimiert und vermittelt die langfristige Regulation
synaptischer Transmission, welche vor allem Prozesse wie Lernen, Erinnerung und die Neuro-
genese steuern [123-126]. Eine Beteiligung an akuter Neurotransmission wurde hingegen nicht
gezeigt. AuBerdem wurde NOS1 Expression im Riickenmark, den Nebennierendriisen, nitrer-
gen Nerven, Epithelzellen verschiedener Organe sowie einer Gruppe an Nieren-, Schilddriisen-
und glatten Muskelzellen nachgewiesen [127]. In der Peripherie sind viele Muskelgewebe mit
nitrergen Nerven durchzogen, die NO freisetzen, um den Tonus der umgebenden Muskulatur
zu senken, auch an BlutgefaRen. Daher spielt diese Isoform ebenfalls eine Rolle bei der Regu-
lierung des GefaRtonus und kann zum Teil die Rolle von NOS3 iibernehmen, wenn diese dys-
funktional ist [128]. Zusé&tzlich wurde von einer mitochondrialen NOS berichtet, welche jedoch
als a-1soform der NOS1 angesehen wird [129].

1.2.3 Konzentrationsabhéngige Signalwege von NO

Anders als eine Vielzahl von Signalmolekilen agiert NO nicht tiber Rezeptor-Liganden-Wech-
selwirkungen, sondern diffundiert als relativ (rel.) stabiles Radikal durch die Zellmembranen
benachbarter Zellen mit einem Einflussradius von ~100 pm [130]. So erreicht es eine Vielzahl
an Zielmolekilen in Nachbarzellen. Die Interaktion mit diesen hangt dabei stark von der Kon-
zentration an freiem NO ab [131], wie in Abbildung 4 verdeutlicht. Bei niedrigen Konzentrati-
onen dominieren direkte Effekte von NO durch Reaktion mit Metallen zum Beispiel in Ham-
proteinen. Leicht erhohte Konzentrationen flihren zur spezifischen Modifikation von Thiolres-
ten Uber Nitrosylierung. Bei hohen Konzentrationen reagiert NO mit anderen reaktiven Spezies,
wie H202 oder Superoxid (O2"). Die dabei entstehenden reaktiven Stickstoffspezies (engl. reac-

tive nitrogen species, RNS) vermitteln indirekte Effekte von NO [132].
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1.2.3.1 Klassischer NO Signalweg

Bei physiologischen Konzentrationen von NO im pM bis nM Bereich [133], wie sie von den
konstitutiv exprimierten Isoformen synthetisiert werden, aktiviert NO primér die I6sliche Gua-
nylatzyklase (engl. soluble guanylyl cyclase, sGC), welche hauptsachlich zytosolisch vorliegt
[134]. Dieses heterodimere Protein besteht aus je einer a- und einer B-Untereinheit [135] und
besitzt eine prosthetische Hamgruppe [136], an die ein Histidinrest koordiniert vorliegt [137].
Die Aktivierung von sGC durch Bindung von NO geht mit einer 200-fachen Steigerung der
Enzymaktivitét einher, bei der Guanosintriphosphat (GTP) in cyclisches Guanosinmonophos-
phat (cGMP) und Pyrophosphat umgewandelt wird. Der exakte Mechanismus der Aktivierung
von sGC durch NO ist nicht abschlielend geklart. Generell wurde gezeigt, dass die Bindung
von NO an das Hdm-Zentrum des Enzyms zur Unterbrechung der im Grundzustand vorliegen-
den His-Fe' Bindung und zur Bildung eines fiinffach koordinierten Nitrosyl-Ham-Komplexes
fuhrt [138, 139].

Nitrosativer Stress DNA Strangbrtiche
(ONOO", NO,, N,0,) Proteinoxidation
Nitrierung von
Aminosaureresten
30 4
Nitrosative Signale Reaktion mit
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%

RR‘NO
onMm ------—-——"-"""""""""""—"—"—"—"—"—"—"—"—"—"——————=—
Physiologische Signale Metallzentren
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Abbildung 4 Schematische Darstellung direkter und indirekter NO-abhangiger Signalwege mit zunehmender
Konzentration an NO (in Anlehnung an [98, 140, 141]). Mit steigenden Konzentrationen an NO, wie an der y-
Achse aufgetragen, variieren die vorrangigen Interaktionspartner bzw. Wirkmechanismen von NO (rechte Bild-
seite, rot hervorgehoben) und erlauben so die Unterteilung in verschiedene NO-abhdngige Signalwege (mittig
dargestellt). Unter physiologischen Bedingungen (Konzentrationen von ca. 100 pM bis ca. 5 nM; unterer Bildab-
schnitt) herrschen direkte Reaktionen von NO mit Metallzentren von Proteinen vor, wie die Bindung von NO an
die Hamgruppe der sGC und die damit einhergehende Aktivierung des klassischen NO Signalweges. Erhdhte
Konzentrationen von NO (Konzentrationen bis ca. 300 nM, mittlerer Bildabschnitt) flhren zur Reaktion von NO
mit nukleophilen Zentren. Hierbei werden vorrangig Proteinthiole nitrosyliert (fett hervorgehoben). Sehr hohe NO
Konzentrationen bis zu 1-3 pM (oberer Bildabschnitt), welche fiir langere Zeitrdume produziert werden kdnnen,
fuhren zur Reaktion von NO mit anderen reaktiven Spezies zu RNS und zur unspezifischen Modifikation von
Proteinen und DNA Strangbrichen.
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Es wird angenommen, dass durch die freie Histidingruppe Konformationsédnderungen verur-
sacht werden, die zur Aktivierung des Enzyms fuhren [142]. Jiingere Studien postulieren hin-
gegen, das die Bindung von NO an das Hamzentrum der sGC lediglich zu einer teilweisen
Aktivierung dieser flhrt, wahrend zusatzliches NO benétigt wird, um die sGC maximal zu ak-
tivieren [143]. Als Mechanismus hierfur wurde die zusétzliche Nitrosylierung von Cysteinres-

ten des Enzyms vorgeschlagen [144].

Wie in Abbildung 5 schematisch gezeigt, fiihrt die NO-abhéngige Aktivierung der sGC zu einer
erhohten intrazelluldaren Konzentration des sekundaren Botenstoffes cGMP. Neben cyclisch
Nukleotid-gesteuerten lonenkanédlen und cGMP-abhangigen Phosphodiesterasen (PDEs) stel-
len die cGMP-abhéngigen Proteinkinasen G (PKG) eine wichtige Familie von Zielmolekiilen
von cGMP dar [145]. Beide Varianten dieser Serin(Ser)/Threonin(Thr) Kinasen, PKGI und
PKGII, sind homodimere Proteine mit einem Leucin-Zipper-Motiv, die durch sub-uM Kon-
zentrationen von cGMP aktiviert werden [146]. PKGI ist hauptsachlich im Zytosol vorhanden
und stellt die im Vergleich zur PKGII haufiger an cGMP-abhangigen Signalwegen beteiligte
Kinase dar. Die PKGI Isozyme PKGlo und PKGIB werden durch alternatives Splicen des N-
Terminus erhalten und werden je nach Gewebe in unterschiedlichen Verhaltnissen koexprimiert
[146]. Durch Bindung von cGMP an der regulatorischen Doméane der Ser/Thr Kinasen wird
eine Konformationsédnderung herbeigefuhrt, die die Inhibition des katalytischen Zentrums
durch den N-Terminus unterbricht und so die Phosphorylierung von Substratproteinen ermdg-
licht. So vermittelt die PKG u. a. die Weitung von Blutgefalien sowie die verminderte Aggre-
gation von Blutplattchen (fiir Ubersicht siehe [147, 148]).

Die Ziele des NO/sGC/cGMP/PKG Signalweges sind in einer Vielzahl von Zelltypen, wie
HSPZ, nur rudimentér erforscht, wahrend sie in glatten Muskelzellen sowie Blutplattchen weit-
reichend untersucht wurden. In diesen wurde gezeigt, dass die Aktivierung des Signalweges zur
Senkung der intrazelluldren Ca?* Konzentration sowie zur Aktivierung der PDES5 fiinhrt. Letztere
hydrolysiert cGMP und stellt so einen Feedback-Mechanismus bereit, der die PKG Aktivitat
einschrénkt. Zuséatzlich inaktiviert die PKG das Ras homolog Genfamilienmitglied A durch
Phosphorylierung an Ser188, verandert die Genexpression in einer Vielzahl von Geweben und
vermittelt je nach Zielgewebe zellschiitzende sowie proapoptotische Prozesse. AuRerdem stellt

das Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) ein Zielmolekil der PKG dar.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung NO-vermittelter Signalwege, welche unter physiologischen Bedin-
gungen vorherrschen. NO wird von NOS-exprimierenden Zellen gebildet (oben links), erreicht benachbarte Ziel-
zellen durch Diffusion (oben mittig) und aktiviert dort nach Diffusion durch die Zellmembran verschiedene Sig-
nalwege (Bildausschnitt). Bereits niedrige nM Konzentrationen an NO aktivieren den klassischen NO-Signalweg
(rechter Bildabschnitt, Hauptbestandteile des Signalweges sowie in vorliegender Arbeit untersuchte Zielmolekile
sind fett hervorgehoben). Die Bindung von NO an die Hamgruppe der sGC (griin) fuhrt zur verstérkten Produktion
von cGMP aus GTP sowie von Pyrophosphat als Nebenprodukt. Die Erhéhung von intrazellularem cGMP aktiviert
neben der PKG cGMP-gesteuerte lonenkandle und PDEs. Letztere bauen cGMP ab und stellen so einen negativen
Feedback-Mechanismus bereit (dargestellt durch Blockadepfeil). Physiologische Antworten des Signalweges wer-
den vielfach uber die Aktivierung der PKG vermittelt, welche NO-abhéngig Proteine, wie zum Beispiel VASP an
Ser239, phosphoryliert. Im gesunden Organismus wurden weiterhin die spezifische Modifikation von Proteinthi-
olen durch NO* beschrieben, genannt S-Nitrosylierung, welche im Vergleich zum Kklassischen Signalweg erhéhter
NO Konzentrationen bedarf. Die Sicherstellung der Spezifitat dieser Modifikation ist dabei nicht abschlieRRend
geklart (Darstellung als gestrichelter Pfeil).

VASP ist als Mitglied der Ena (abgeleitet von engl. enabled)/VASP Familie ist ein Aktin-bin-
dendes Fokaladh&sions-Adaptorprotein, welches maligeblich an der Reorganisation des Ak-
tinzytoskeletts bei der Zelladhdsion und -migration und so an der Motilitat von Zellen beteiligt
ist [149-151]. Wie in Abbildung 5 dargestellt, besitzt VASP eine N-terminale Ena/\VASP Ho-
mologie (EVH) 1 Domaéne, eine zentrale prolinreiche Domaéne (engl. poly-proline region, PPR)
sowie eine C-terminale EVH2 Domane. Die EVH1 Domane vermittelt die Bindung von VASP
an Prolin-reiche Liganden wie Vinkulin und Zyxin [152]. Die PPR ermdglicht die Assoziation
mit dem Aktin-bindenden Protein Profilin und Src Homologie 3 (SH3) Domanen [153, 154]
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wéhrend die EVH2 Domaéne die Tetramerisierung von VASP vermittelt und Bindungsstellen
fur G- und F-Aktin aufweist [155]. Die Verortung und Funktion von VASP wird mal3geblich
durch Phosphorylierungsereignisse bestimmt [156]. VASP besitzt funf Phosphorylierungsstel-
len, von denen drei durch cyclisch-Nukleotid gesteuerte Proteinkinasen phosphoryliert werden
konnen. Hierbei stellen die Phosphorylierungsstellen von VASP an Ser157, Ser239 und Thr278
jeweils vorrangig Ziele der cyclischen Adenosinmonophosphat (CAMP)-abhéngigen PKA, der
PKG und der Adenosinmonophosphat-aktiverten Proteinkinase (AMPK) dar [150, 157]. Wéh-
rend PKA erst Ser157 und spater Ser239 phosphoryliert, fiihrt die Aktivitat der PKG zur Phos-
phorylierung der beiden Ser-Reste in umgekehrter Reihenfolge [158]. Es wurde gezeigt, dass
die Phosphorylierung an Ser157 die intrazellulare Verortung von VASP beeinflusst und in mig-
rierenden Zellen zur Assoziation des Proteins an die Zellmembran oder —fortsétze fiihrt [157].
Phosphorylierung an Ser239 (und Thr278) hingegen verringert die F-Aktin Blindelung durch
VASP sowie die VASP-gesteuerte Aktin Polymerisation und verursacht so eine verringerte An-
zahl und L&nge von Filopodien [157, 159, 160]. Die spezifische Phosphorylierung von VASP
durch die PKG wurde bei der Erforschung des klassischen NO Signalweges in Blutplattchen

haufig zur Uberpriifung der Aktivitit des Signalweges eingesetzt.
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Abbildung 6 Schematische Darstellung von VASP und mdégliche Phosphorylierungsstellen des Proteins.
VASP besitzt eine N-terminale EVH1 Doméne (hellgrau), welche die Bindung an prolinreiche Liganden wie Vin-
kulin vermittelt, eine PPR (grau), welche u.a. die Assoziation mit Profilin vermittelt, und die EVH2 Doméne (dun-
kelgrau), die die Tetramerisierung von VASP sowie die Bindung von Aktin ermdglicht. Unter den flinf bekannten
Phosphorylierungsstellen von VASP (schematisch durch gemusterte Balken dargestellt) kénnen drei durch cyc-
lisch Nukleotid-gesteuerte Kinasen modifiziert werden (schwarz gemustert). Dabei stellen Ser157 (diagonale
Streifen), Ser239 (Punkte) und Thr278 (Schachbrett-Muster) vorrangige Ziele fur die PKA, PKG und AMPK dar
(verdeutlicht durch Blockpfeile). Nachrangig kénnen die Kinasen jedoch auch die jeweils anderen Stellen phos-
phorylieren (gestrichelte Pfeile). Phosphorylierungsstellen, welche keine Ziele der cyclisch Nukleotid-gesteuerten
Kinasen darstellen sind in hellgrau markiert. Abbildung angelehnt an [157].
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1.2.3.2 S-Nitrosylierung

Neben dem cGMP-abhangigen Signalweg kann NO Proteine ebenfalls enzymunabhéngig tber
die Addition einer Nitrosogruppe an ein Cysteinthiol modifizieren, genannt S-Nitrosylierung
[161]. Mehr als 2000 verschiedene Zielmolekile wurden bis dato identifiziert und sind in der
,,dAbSNO* Datenbank fiir Proteinnitrosylierungen zusammengefasst [162]. Diese reversible, re-
dox-basierte, posttranslationale Modifikation geht mit der Regulierung verschiedenster physi-
ologischer Prozesse einher [163-167]. UbermiBige S-Nitrosylierung wird jedoch mit einer
Vielzahl pathophysiologischer Verédnderungen in Verbindung gebracht [168-170]. Da NO nicht
direkt an der Modifikation beteiligt ist, sondern der Bildung nitrosylierender Spezies durch die
Oxidation von NO bedarf, wird angenommen, dass diese héhere NO Konzentrationen bendétigt
als die Aktivierung des klassischen Signalwegs [171]. Wie in vivo S-Nitrosylierungs-Ereignisse
herbeigefihrt werden ist nicht abschlieBend geklart. So wurde zum Beispiel die Nitrosylierung
von NOS mit anschlieBender Transnitrosylierung des Zielmolekiils, Ubergangsmetallkatalyse,
die Reaktion mit Sauerstoffspezies sowie die Rekombination von radikalischen Spezies als
maoglicher Mechanismus vorgeschlagen [172]. Da intrazellular die S-Nitrosylierung von Prote-
inen mit anderen Reaktionen, wie der Reaktion von NO mit Superoxid (O2") unter Bildung von
Peroxynitrit (ONOO") oder der Reaktion mit einer Fe'-Hamgruppe, konkurrieren muss, wurde
die Modifikation als kurzreichweitiger Signalmechanismus postuliert, der vorrangig stattfindet,
wenn die lokale Konzentration von NO erhoht ist [173]. Anders als enzymatische posttransla-
tionale Modifikationen, wie Phosphorylierungen, wird die S-Nitrosylierung eines Thiolrestes
nicht tber ein spezifisches Aminosaure-Motiv vermittelt, sondern héngt allein von der Reakti-
vitat zwischen der nitrosylierenden Spezies und dem Proteinrest ab [174]. Es wurden verschie-
dene Mechanismen vorgeschlagen, welche die Spezifitat der Modifikation gewéhrleisten. Ne-
ben der Kolokalisation der Proteinziele mit NOS, wurde der pKa des Cysteinrestes, die Zugang-
lichkeit des Aminoséurerestes in der Tertidrstruktur von Proteinen, die umgebende Sekun-
darstruktur und die Hydrophobizitdt umgebender Strukturen diskutiert [175-180]. Gleichzeitig
stellen die Modifikationen redox-sensitive Bindungen dar, die durch reduzierende Spezies, pH-
und pO2” Verénderungen und ultraviolettes (UV) Licht gebrochen werden kénnen [181]. Da
intrazelluldr eine Vielzahl reduzierender Spezies, wie Glutathion (GSH), vorliegen, finden in
vivo auch Denitrosylierungsreaktionen statt. Beispielsweise kann die Nitrosogruppe Uber
Transnitrosylierung an GSH weitergegeben werden oder der Proteinrest glutathionyliert wer-
den. Bis heute wird tber die Rolle von S-Nitrosylierungen als stabile Modifikation diskutiert,
welche Proteinfunktion und —stabilitat steuert. Wahrend einerseits die Meinung vorherrscht,

dass es sich um eine weitverbreitete Modifikation handelt, die zellulare Prozesse parallel zu
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Phosphorylierungen steuert [182, 183], stellen andere diese These in Frage und argumentieren,
dass S-Nitrosylierungen kurzlebige Zwischenstufen auf dem Weg zur Bildung von Disulfiden
darstellen und die beschriebenen Effekte auf diese stabilere Modifikation zuriickgeftihrt werden
sollten [184].

1.2.3.3 Weitere NO-vermittelte Signalwege

Direkte physiologische Reaktionen von NO beruhen auf der Wechselwirkung mit Metallzen-
tren von Proteinen wie der Aktivierung der sGC im Rahmen des klassischen NO Signalweges.
NO konkurriert mit O, um die Bindung an andere Metalloproteine und kann so die Proteinfunk-
tion regulieren oder inhibieren. Beispielsweise stellt die Cytochrom C Oxidase im Komplex IV
der mitochondrialen Elektronentransportkette als Ham-Kupfer-Oxidase ein Ziel von NO dar
[185]. NO reguliert so die oxidative Phosphorylierung in Zellen. In vitro inhibieren 10-20 nM
NO reversibel die Cytochrom C Oxidase durch Bindung an das Metallzentrum und reduzieren
so die mitochondriale Atmung um 10-20%. [186, 187]. Ein Uberangebot des Signalmolekiils
fiihrt jedoch zur Reaktion mit anderen Radikalen und der Generierung von RNS, besonders
unter oxidativem Stress, bei dem eine Vielzahl reaktiver Sauerstoffspezies vorliegt. Der Uber-
gang von physiologischen zu pathophysiologischen Wirkweisen verlauft dabei graduell. Bei
geringfugiger Erhohung und Stérung der Homdostase durch einen Mangel an O, oder Nahr-
stoffen, die Anwesenheit von Pathogenen, zellularer Veradnderungen, mitochondrialer Fehl-
funktion sowie durch Schéaden an der Desoxyribonukleinséure (engl. desoxyribonucleic acid,
DNA) werden Uber die Stressantwort in Zellen Mechanismen ausgeldst, die dem Schutz der
Zelle und der Wiederherstellung der Homdostase dienen [141]. In diesem Fall kann NO anti-
apoptotisch und zellschiitzend wirken. Hohe Konzentrationen an RNS fiihren jedoch zu unspe-
zifischem nitrosativem Stress, bei dem Proteine und andere Biomolekile durch Intermediérspe-
zies wie ONOO™ oder NO> oxidiert oder nitriert werden [141]. Des Weiteren kann NO in hohen
Konzentrationen mit der DNA der Zielzellen interagieren und dort Strangbriiche und Fragmen-
tierung auslosen [188, 189]. Dies beeintrachtigt die Faltung von Proteinen und die Funktion
vieler Biomolekile, sodass NO unter diesen Bedingungen Apoptose induziert. Tyrosinreste in
Proteinen konnen bei erhohter NO Konzentration durch verwandte Spezies wie NO2 oder
ONOO nitriert werden [190]. Diese Addition einer Nitrogruppe wird typischerweise mit der
toxischen Wirkung hoher Konzentrationen an NO in Verbindung gebracht und als Biomarker
fir Entziindungsprozesse gesehen [191]. In jingeren Publikationen wird jedoch kontrovers dis-
kutiert, ob es sich bei diesen Modifikationen analog zur S-Nitrosylierung um gezielte post-
translationale Modifikation en handeln kénnte [192-194].
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Zusammenfassend fihren hohe Konzentrationen von RNS zur unspezifischen Modifikation von
Biomolekilen und damit zu Fehlfunktionen in der Zelle und zum Zelltod wahrend geringere
Konzentrationen derselben Spezies Mechanismen auslésen, die zum Uberleben der Zelle fithren
[141].

Uber S-Nitrosylierung ist NO indirekt an einer Vielzahl epigenetischer Prozesse beteiligt [195].
Beispielsweise vermittelt NO in vielen pathophysiologischen Prozessen Histon Hyperacetylie-
rung Uber die Aktivierung der Histonacetyltransferase p300 und ist an der Regulation von His-
tondeacetylasen beteiligt [196]. Obwohl NO nicht an der Aktivierung von Histonmethyltrans-
ferasen beteiligt ist [196], fuhrt NO direkt zu verstarkter Methylierung tber die Inhibierung von
Histondemethylasen. Durch Bindung an das katalytische Fe'' Zentrum der Enzyme inhibiert es
die Enzymaktivitat konzentrationsabhangig und fihrt so zu erhéhter Methylierung [197]. Ob
diese epigenetischen Mechanismen, welche Uber in vitro Experimente mit NO-freisetzenden
Verbindungen oder durch Analyse von pathologischem Gewebe gefunden wurden, auch in ge-
sundem Gewebe in vivo eine Rolle spielen oder lediglich bei Erkrankungen vorherrschen, muss

jedoch noch gezeigt werden.

Aufgrund der Instabilitat von NO wird kontrovers diskutiert, ob ein Teil der NO zugeschriebe-
nen Effekte in Wahrheit durch HNO vermittelt werden, welches durch Reduktion aus NO ent-
steht [198, 199]. Aufgrund der kurzen Lebensdauer von ca. 2s ist NO ein stark lokal wirkendes
Signalmolekdl, welches von seiner Quelle ausgehend durch Diffusion verdinnt wird und in
wassriger Umgebung rasch zu Nitrit und Nitrat oxidiert wird. Hierdurch wird die Konzentration
von freiem NO begrenzt. Die Konzentration von freiem NO und der NO-aktivierte Signalweg
hangen daher von der lokalen Umgebung, insbesondere von der Konzentration an Sauerstoff
ab [98].

1.2.4 NO Freisetzungssysteme in vitro

1.2.4.1 Losliche NO-freisetzende Verbindungen

Fur die Untersuchung NO-vermittelter Effekte in vitro und in vivo wurden eine Vielzahl an NO-
freisetzenden Verbindungen entwickelt. In der Klinik werden hauptsachlich organische Nitrate,
wie Nitroglyzerin, eingesetzt [130], welche zur Freisetzung von NO der Akivierung durch die
mitochondriale Aldehyddehydrogenase bedirfen. Durch Inaktivierung des Enzyms als Antwort
auf oxidativen Stress konnen jedoch Toleranzen gegentiber Nitroglyzerin entstehen, die den

Einsatz dieser Verbindung limitieren [200]. Fir in vitro Studien wurden eine Vielzahl an NO-
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freisetzenden Verbindungen eingesetzt. Die Kinetik der NO Freisetzung und die Konzentration
an freiem NO variiert dabei ungemein, sodass viele teils widerspruchliche Daten im Zusam-

menhang mit NO-vermittelten Prozessen publiziert wurden.

Eine Klasse von NO-freisetzenden Verbindungen reprasentieren Metall-Nitrosylkomplexe, wie
Natriumnitroprussid. Diese setzen NO enzymatisch aktiviert frei oder ohne enzymatische Be-
teiligung in Anwesenheit von reduzierenden Agenzien oder Licht [201-204]. Natriumnitroprus-
sid ist ein haufig verwendeter, wasserldslicher Komplex von Fe'' mit NO und finf Cyanidionen.
Durch die Beteiligung reduktiver Stoffwechselprozesse hangt die freie Konzentration an NO
von der Verfligbarkeit von Reduktionsmitteln ab [205]. Des Weiteren verbleiben nach Freiset-
zung von NO der Metallkomplex und die Cyanidionen in den biologischen Systemen, sodass
potentielle toxische Effekte und Kreuzreaktionen der Cyanide mit Hamoproteinen nicht ausge-
schlossen werden konnen. Weiterhin werden in vitro S-Nitrosothiole, wie S-Nitroso-N-Acetyl-
Penicillamin oder S-Nitrosoglutathion (GSNO), eingesetzt. Die Freisetzung von NO kann hier
uber Warmezufuhr, Licht oder Kupferkatalyse stattfinden [206-209]. Neben freiem NO scheint
NO* einen GroRteil der freigesetzten Spezies darzustellen [210, 211], sodass mit der Verwen-
dung von S-Nitrosothiolen hauptsachlich Transnitrosylierungsreaktionen einhergehen. Daher
kdnnen sich die mit diesen Spendermolekilen erzielten Effekte malRgeblich von NO-induzier-
ten unterscheiden [211]. Ein Vorteil dieser Klasse stellt jedoch die enzymunabhéngige Freiset-

zungskinetik dar.

Diazeniumdiolate (NONOate) weisen eine [N(O)NO] Gruppe auf und setzen NO ebenfalls
ohne enzymatische Vermittlung frei. Diese Verbindungen werden haufig in Zellkulturexperi-
menten eingesetzt, wenn eine kontrollierte Freisetzung von NO gewunscht ist. Sie zerfallen in
wassriger Losung mit neutralem oder sauren pH spontan in freies NO und den nukleophilen
Rest [212]. Die Halbwertszeit des Zerfallsprozesses kann dabei ber die Aminseitengruppen
gesteuert werden, die das Molekiil stabilisieren. NONOate setzen je nach Spezies 1,5-2 mol NO
je mol der freisetzenden Verbindung frei. Die Kinetik ist dabei weitestgehend unabhéngig von
Thiolen, Metallen, Medienbestandteilen oder Licht [205]. Um die Freisetzung von NO aus
NONOaten durch einen externen Ausldser zu steuern, wurden verschiedene NONOate mit en-
zymatisch spaltbaren Schutzgruppen versehen, sodass die Freisetzung erst in bestimmten Ziel-
geweben erfolgte [213-216]. Jedoch zerfallen auch diese geschutzten Verbindungen nach en-
zymatischer Initiation des Prozesses spontan und erlauben keine Steuerung der Konzentration

oder eine ortliche und zeitliche Kontrolle der freigesetzten Substanz [217].
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Zu diesem Zweck wurden photokontrollierbare Verbindungen, wie Bis-N-Nitroso-geschutzte-
[218] oder Nitrobenzenderivate [219-222] entwickelt, welche durch Energiezufuhr in Form von
Licht NO freisetzen [217]. Wahrend erstere NO photolytisch durch Belichtung im UV Bereich
freisetzen, beruht die Freisetzung bei letzteren auf einer Nitrogruppe an einem aromatische Sys-
tem, welche durch sterisch anspruchsvolle Gruppen in direkter Nachbarschaft in eine zum -
System nicht-planare, gedrehten Konformation gezwungen wird [219, 221]. Durch zusétzlich
eingebrachte Energie in Form von Licht kann die Nitrogruppe eine Nitro-zu-Nitrit-Umwandung
durchlaufen, welche die Freisetzung von NO ermdglicht. Die Absorptionswellenlange kann da-
bei durch die Verlangerung des aromatischen Systems bathochrom verschoben werden [221].
Als Alternativmethode wurde Zwei-Photonen-Anregung mittels Laser im Nahen Infrarotbe-
reich (NIR) eingesetzt, um die nétige Energiedifferenz aufzubringen und Toxizitatsbedenken
durch die hochenergetische Strahlung zu umgehen [219, 220, 223, 224]. Durch Einbettung die-
ser Molekile in eine Matrix oder Anbindung an eine Geruststruktur kdnnen Limitationen wie
die hdufig geringe Wasserloslichkeit sowie mogliche Toxizitatsbedenken durch verbleibende
Nebenprodukte umgangen werden [225-228].

1.2.4.2 NO-freisetzende Materialien

Um NO-freisetzende Materialsysteme zu erhalten, wurden haufig NO-freisetzende Verbindun-
gen auf Basis von NONOaten bzw. S-Nitrosothiolen an freien Amin- bzw. Thiolresten der Mat-
rizen eingebracht [229, 230]. So wurden NO-freisetzende Nano- oder Mikropartikel [231-233],
Hydrogele [234-238], Polymere [239-246], Mizellen [247], Fasern [248, 249], Dendrimere
[250-252], Zeolithe [253, 254], und metallorganische Gerlstverbindungen [255-257] erhalten,
welche h&ufig auf antibakterielle bzw. gerinnungshemmende Beschichtungen oder auf den Ein-
satz als Wundauflagen abzielen. Meist basiert die NO Freisetzung hier auf spontanem Zerfall
der NO-freisetzenden Funktionalitat bei Kontakt mit physiologischen Medien. Zusatzlich wur-
den in einigen Arbeiten Schutzgruppen eingebracht, welche durch enzymatische Abspaltung
die Freisetzung von NO steuerbar machten. Jedoch folgen auch diese Systeme dem ,,Alles-
oder-Nichts“ Prinzip, da die Zerfallskinetik sowie die rdumliche Verteilung des freigesetzten
Signalmolekdils nicht kontrollierbar ist. Dieses Hindernis kann tber die Verwendung von Licht

als Steuerelement Uberwunden werden.

In den einfachsten Féllen wurden hierzu photo-responsive NO-freisetzende Verbindungen in
gaspermeable, inerte Polymere eingeschlossen, um die mogliche Toxizitat der Donoren bzw.

ihrer Nebenprodukte sowie deren Instabilitat in Zellkulturmedien zu umgehen. Hierzu wurden
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licht-sensitive Ruthenium- oder Mangan-basierte Komplexe in Methylacrylat- [258] bzw. Po-
lyethylenglykol (PEG)-basierte Hydrogele eingebettet [259-261] oder in Polyurethan einge-
schlossen [262, 263]. Alternativ ermdglichte das Einbringen licht-sensitiver S-Nitrosothiole in
Polymermatrizen die photo-induzierte Freisetzung von NO [264, 265]. Des Weiteren wurden
Lanthanoid-basierte Nanopartikel zusammen mit einer Metall-Nitrosyl-Verbindung in einen
gaspermeablen Polymerfilm eingegossen, um NO Freisetzung im NIR zu ermdoglichen [266].
NO wurde auBerdem mittels Lichtanregung aus Partikeln bestehend aus metallorganischen Ge-
ristverbindungen freigesetzt, welche in einen Polymerfilm eingegossen waren und als organi-
sche Liganden photo-sensitive Nitroimidazol-Derivate aufwiesen [267]. In jungster Zeit wurde
von Titan-basierten metallorganische Geristverbindungen berichtet, welche unter Zellkultur-
bedingungen stabil sind und licht-induziert NO freisetzten [268], jedoch stehen biologische
Tests dieser Verbindungen noch aus. Durch das Einbringen von Adamantan-funktionalisierten
licht-responsiven Nitrophenylgruppen in Hydrogele auf Basis von Cyclodextrinen [269] oder
das Einbringen solcher Nitrophenylderivate in Hydrogelpartikel [270, 271] wurden Gele erhal-
ten, die nicht nur als inerte Matrix dienten, sondern direkt NO freisetzten. Die Verwendung von
Hydrogelen als Freisetzungsplattform bietet den Vorteil, dass weitere Funktionalitaten, wie
zelladhésive Sequenzen oder biologische Komponenten eingebracht werden kénnen und so

multifunktionale NO-freisetzende Hydrogele erhalten werden kénnten.

1.2.5 Einfluss von NO auf die Zellproliferation, den Zellzyklus, Apoptoseprozesse
sowie die Differenzierung von Zellen

Die Angriffspunkte fiir den NO-vermittelten Zellzyklusarrest sind dabei vielfaltig, wie in Ab-
bildung 7 schematisch dargelegt. Der NO-induzierte Zellzyklusarrest war hdufig mit der ver-
mehrten Expression des Cyclin-abhangigen Kinase (engl. cyclin-dependent kinase, Cdk) Inhi-
bitors p21¢P¥Wafl [272-278] und der verstarkten Verortung des Proteins im Zellkern [279] ver-
bunden. Die nachgelagerte Hemmung der Cdk2 Aktivitat [272, 273] fuhrte zur Hypophospho-
rylierung des Retinoblastom-Proteins (Rb) [272, 280], welches in diesem Zustand als transkrip-
tionaler Repressor der E2F Transkriptionsfaktor Familie [281] fungiert und so die Genexpres-
sion u.a. von Cyclin E inhibiert. Jedoch konnte der NO-vermittelte Zellzyklusarrest auch ohne
Expression von p21CPYWeal gezeigt werden [275]. NO-abhéngig wurde die Regulation der Ex-
pression verschiedener Cycline, wie Cyclin D1 [282] und Cyclin A [273, 279, 283, 284], ge-
zeigt und so indirekt die Aktivitat von Cdks gesteuert. Neben dem direkten Eingriff in Regula-
toren des Zellzyklus kann NO auf verschiedene Arten mitogene Signalwege, wie den Mitogen-

assoziierten Proteinkinase (MAPK) Signalweg regulieren. Dies wurde durch cGMP-abhéngige
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Phosphorylierung von VASP [285] oder Raf 1 (abgeleitet von engl. rapidly accelerated fibro-
sarcoma) [286] gezeigt. Jedoch wurden auch cGMP-unabh&ngige Effekte von NO beschrieben,
wie die S-Nitrosylierung des EGF-Rezeptors (EGFR), welche die trans-(Auto)phosphorylie-
rung des Rezeptors und damit dessen Tyrosinkinaseaktivitat unterband [287]. Durch NO-ab-
héngige Inhibition von Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, wie den Fibroblasten Wachstums-
faktor oder den Plattchen abgeleiteten Wachstumsfaktor, kann NO auch in andere mitogene
Signalwege eingreifen [288, 289]. Die anti-proliferative Wirkung von NO kann jedoch auch in
der Inhibition von Enzymen begriindet sein, welche fur den normalen Ablauf des Zellzyklus
benotigt werden. So wurde gezeigt, dass NO die Funktion der Ribonukleotid Reduktase [290],
Ornithin Decarboxylase [291] und Araginase [291] blockieren kann. Alternativ kénnen auch
NO-abhangige epigenetische Modifikationen eine Rolle bei der Beeinflussung der Zellteilungs-
aktivitat spielen. Welche dieser Mechanismen jedoch in vivo relevant sind ist weitgehend un-
klar.

Andere Veroffentlichungen zeigen, dass NO die Proliferation vieler Zellen in vitro stimulieren
kann. Dabei uberschneiden sich die Zielmolekdile und Signalwege haufig mit denen, die fir die
NO-abhangige Inhibition der Zellteilung beschrieben wurden. Durch verstarkte Translation von
Cyclin D1 und der Ornithin Decarboxylase [292] bzw. erhohter Cdk2-vermittelter Aktivitat
durch S-Nitrosylierung der Kinase [293] vermehrten sich Brustkrebszellen nach Stimulation
mit NO stérker. In ersterem Fall wurde Ras-vermittelt der Raf/MAPK und der PI3K/Akt Sig-
nalweg aktiviert. Ebenso wurde in Endothelzellen gezeigt, dass Ras durch S-Nitrosylierung von
NO aktiviert werden kann [294].
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Abbildung 7 Der Einfluss von NO auf die Proliferation von Zellen wird durch verschiedenste Zielmolekile
und Signalwege vermittelt. Bei physiologischen, niedrigen Konzentrationen (linker Bildabschnitt) kann NO (rot)
cGMP-abhéngig in den EGFR/Ras/MAPK Signalweg eingreifen und den Zellzyklus beeinflussen (grun). Durch
posttranslationale Modifikationen (PTM) von Proteinen kann NO jedoch bei erhéhten NO-Konzentrationen (rech-
ter Bildabschnitt) auch cGMP-unabhéngig diesen Signalweg beeinflussen, zum Beispiel durch S-Nitrosylierung
des EGFR oder Ras. Unabhéngig von cGMP wurde ebenfalls die NO-vermittelte Regulation verschiedener Wachs-
tumsfaktoren und —rezeptoren (blau), sowie die Erhéhung von p21CiPWafl heschrieben, welches Cdks inhibiert und
durch die Hypophosphorylierung von Rb die Genexpression reguliert. Neben der Modifikation verschiedener
Wachstumsfaktor-Rezeptoren kann NO in hohen Konzentrationsbereichen in mitochondriale Mechanismen und
liber die Modifikation Apoptose-vermittelnder Molekile in Apoptoseprozesse eingreifen (grau). Abbildung in An-
lehnung an [295].

Die NO-abhangige Proliferation neuronaler Stammzellen wird initial ebenfalls durch den
MAPK Signalweg vermittelt, verlauft spater jedoch liber cGMP-abhédngige Signalwege [296].
Die Mechanismen, die zu NO-vermittelter Zellproliferation fuhren sind jedoch nur bruchstiick-
haft verstanden [297]. Ein positiver Einfluss auf die Zellproliferation durch Stimulation mit
NO-freisetzenden Verbindungen wurde in vitro u.a. auch fir embryonale Stammzellen [298],
epidermalen Stammzellen [299], murine Knochenmark-Stromazellen [300] und Endothelzellen
[294] gezeigt. Weiterhin wurde NO-vermittelt die Proliferation und osteoblastische Differen-
zierung von humanen Knochenmark-Stromazellen induziert [301] und die Proliferation und
Glykolyse von y8 T Zellen vermittelt [302]. Ubereinstimmend mit diesen Beobachtungen
fuhrte die fehlende Expression von NOS3 zu verringerter Proliferation von Kardiomyozyten
[303].
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In Modellorganismen, wie Drosophila melanogaster, wurde gezeigt, dass NO die Balance zwi-
schen Zellproliferation und Differenzierung aufrechterhalt. Durch Inhibierung von NOS, die in
der Imaginalscheibe wahrend der Embryonalentwicklung hoch exprimiert vorliegen, wird in
adulten Fliegen Hypertrophie von Organen und Korperteilen hervorgerufen, wahrend die
ektope Expression von NOS in Larven Hypotrophie induziert [304]. Des Weiteren wurde in
Xenopus laevis Kaulquappen gezeigt, dass die Anzahl proliferativer Zellen im Mittelhirn Gber
nitrerge Nerven im Gehirn begrenzt wird und die Inhibition von NOS zu friihzeitiger Differen-
zierung sowie zu groferen, in ihrer Architektur gestdrten Gehirnen fuhrt [305, 306]. So scheint
NO eine Rolle bei der Balance zwischen Proliferation und Differenzierung bei der Neurogenese
zu spielen [307]. Nitrerge Nerven im Gehirn kontrollieren die Proliferation neuraler Vorlaufer-
zellen, wahrend eine erhohte NO Produktion nach Verletzungen die adulte Neurogenese ver-
mittelt [308]. In murinen embryonalen Stammzellen bewirkte NO eine Verlangsamung der Dif-
ferenzierung durch die Regulation von Pluripotenz- und Differenzierungsgenen. Die gleichzei-
tige Aktivierung des PI3K/AKkt Signalweges verringerte die Apoptose der Zellen und ging mit
dem Zellzyklusarrest am G2/M Ubergang einher [309]. Wie zuletzt gezeigt, kann NO neben
direkten Auswirkungen auf Zellzyklusregulatoren und mitogene Signalwege zusatzlich das
Uberleben von Zellen durch Beeinflussung von Apoptoseprozessen sicherstellen. Wahrend pro-
apoptotische, NO-vermittelte Signalwege Uber mitochondriale Apoptoseprozesse gesteuert
werden [187, 310], vermittelt NO anti-apoptotische Signalwege u.a. durch die Blockierung von
Caspasen mittels S-Nitrosylierung [311-313]. Die Wirkung von NO héngt jedoch auch hier von

der Konzentration, Dauer und dem untersuchten Zelltyp ab.

Zusammengefasst, sind die Auswirkungen von NO auf die Zellproliferation stark von der Kon-
zentration des Signalmolekuls, den damit verbundenen aktivierten Signalwegen und den Ziel-
zellen abh&ngig. Wéhrend niedrige physiologische Konzentrationen anti-apoptotische und
proliferative Effekte vermitteln kénnen, fiihren hohe Konzentrationen von NO zum Stillstand
des Zellzyklus, der Seneszenz oder Apoptose [132]. Fest steht jedoch, dass NO in vivo eine
wichtige Rolle als Regulator von Proliferation und Differenzierung in der Entstehung vieler

Organe einnimmt.
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1.2.6 NO-vermittelte Einfllisse auf HSZ

Der Effekt von NO auf die Proliferation und Differenzierung von HSPZ wurde in verschiedenen
Studien durch die Kultur mit NO-freisetzenden Verbindungen oder NO Féngermolekilen,
durch pharmakologische Inhibition oder den systemischen knock-out von NOS untersucht. Da-
bei wurden eine Vielzahl teils widersprichlicher Daten generiert. So zeigten Studien, dass NO-
freisetzende Verbindungen die Koloniebildungsféhigkeit humaner, mononukleérer Zellen so-
wie CD34" Zellen aus dem Knochenmark inhibierten, wahrend durch NOS Inhibition die An-
zahl langfristig kulturinitiierender Zellen (engl. long-term culture initiating cells, LTC-IC) er-
hoht wurde [314]. Ebenso wurde durch Kultur von murinen, hdmatopoetischen Progenitorzel-
len in Gegenwart eines NO Fangermolekiils die verstarkte Proliferation und Differenzierung
dieser Zellen beobachtet [315] sowie durch pharmakologische NOS Inhibition eine erhdhte An-
zahl an murinen HSPZ im Knochenmark gefunden [316]. Diese Studien deuten auf einen anti-

proliferativen Einfluss von NO auf HSZ hin.

Im Gegensatz dazu wurde in NOS3”- Mausen eine geringere Proliferation und eine verminderte
Koloniebildungsfahigkeit von HSPZ beobachtet [317]. NO vermittelte auerdem in einem Zeb-
rafisch-Entziindungsmodell die Stress-induzierte Expansion von HSZ durch Induktion der
NOS2a [318, 319]. Weiterhin erhohte exogen zugesetztes NO in einer anderen Studie die An-
zahl an LTC-IC in murinen, mononukledren Zellen aus dem Knochenmark, wéahrend die Anzahl
an myeloiden, koloniebildenden Einheiten (engl. colony forming units, CFUs) verringert war.
Die Expression der NOS1 durch Knochenmark-Stromazelllinien wurde in dieser Arbeit mit der
Fahigkeit in Verbindung gebracht, HSZ in Kultur zu erhalten [320]. Durch knock-out von NOS1
erhohte sich die Anzahl an CFUs in murinen, mononukleéren Zellen aus der Milz und dem
Knochenmark [320]. Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass NO die Hdmatopoese ne-
gativ reguliert und HSPZ in ihrem Stammzellerhalt fordert. AulRerdem wurde gezeigt, dass M2-
polarisierte Makrophagen den Selbsterhalt und die Expansion humaner HSZ erhalten wéhrend
M1-polarisierten Makrophagen u.a. aufgrund der unterschiedlichen Expression von NOS2

diese negativ beeinflussen [321].

Weiterhin wurde in verschiedenen Studien der Einfluss von NO auf die Differenzierung von
HSPZ gezeigt. Murine HSZ, welche in Gegenwart von NO kultiviert wurden, proliferierten
verstarkt und zeigten erhéhte myeloide Differenzierung [322]. Durch Stimulation humaner
CD34" Zellen mit NO wurde eine reduzierte erythroide Differenzierung und die verstarkte Dif-
ferenzierung in Granulozyten und Makrophagen beobachtet [323]. Hingegen wiesen Méuse,

welche durch die Atemwege mit NO stimuliert wurden, eine erhdhte Anzahl an Erythrozyten
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und vermehrt Hamoglobin auf. Die verstarkte erythroide Differenzierung konnte auch durch
die Kultur muriner, mononuklearer Zellen aus dem Knochenmark bzw. humaner CD34" Zellen
uber CFU-Assays in Gegenwart von membrangéngigen cGMP Analoga erreicht werden und
ging mit einer Reduktion an friihen myeloiden Progenitorzellen einher [324]. AuRerdem wurde
gezeigt, dass die Inhibition von NOS die Differenzierung und Reifung humaner CD34" Zellen
aus dem periphéren Blut in dendritische Zellen beeintrachtigt [325]. Zusammenfassend scheint
NO daher im hamatopoetischen System an Differenzierungsentscheidungen und dem Fort-

schreiten durch verschiedene Differenzierungsstadien beteiligt zu sein.

NO ist zudem mafgeblich an der Mobilisierung von HSPZ vom Knochenmark in die Blutzir-
kulation beteiligt. Wie in 1.1.2 beschrieben, spielt die NO Produktion durch Nischenzellen eine
zentrale Rolle bei der Vermittlung von PAR1-abhangigen Signalwegen. Je nach Ligand steuern
klassische Gerinnungs-Signalkaskaden die Mobilisierung bzw. den Erhalt von EPCR* HSZ im
Knochenmark. Hierbei verringert die Aktivierung des Rezeptors durch endothelial produziertes
aPC die NO Freisetzung, indem PAR1-abhéngig NOS3 phosphoryliert wird und hierdurch die
Aktivitat dieser Isoform verringert wird. Zuséatzlich fiihrte die pharmakologische Aktivierung
des EPCR oder die Blockierung von NOS3 zur Expansion von EPCR* HSZ und Stromazellen
[79]. Des Weiteren wurde im murinen NOS3” Modell gezeigt, dass parakrines NO fir die
VEGF-induzierte Mobilisierung von HSPZ essentiell ist, da die Aktivitat und Expression der
an diesem Prozess beteiligten Matrix-Metalloproteinase (MMP)-9 durch niedrige Konzentrati-
onen von NO aktiviert wird [317, 326]. Die MMP-9 spaltet hier die membranstdndige Form
von SCF ab und vermittelt so die Mobilisierung von endothelialen Vorlauferzellen und HSPZ
aus der Knochenmarksnische in das Blut [327]. Interessanterweise korrelierte im murinen Kno-
chenmark die NO Produktion mit der Verfligbarkeit von MMP-9 [328]. Das gefundene NO
stammte hier mehrheitlich von NOS3, jedoch war auch NOS2 exprimiert. Kirzlich wurde diese
Isoform, die mit einer htheren Konzentration an freiem NO in Verbindung gebracht wird, als
negativer Regulator der Migration von HSPZ identifiziert, welche die Mobilisierung dieser Zel-
len in die Blutzirkulation verhindert [329]. Daneben scheint NO die Mobilisierung von HSPZ
indirekt tber die Permeabilitat der Blutgefalie zu beeinflussen [330], da NO Produktion in vitro
invers mit der VE-Cadherin Expression korreliert [331]. Exogen zugesetztes NO erhoht aul3er-
dem cGMP-unabhéngig die Oberflachenexpression von CXCR4 und damit die chemotaktische
Antwort von CD34" Zellen [332]. Die Mobilisierung von HSPZ durch den CXCR4 Antagonis-
ten AMD3100 ist interessanterweise mit der Hochregulierung von NOS3 verbunden, welche
nachgeordnet die MMP-9 aktiviert und den Gehalt an l6slichem SCF erhéht [333]. AulRerdem
wird die Affinitat von VLA-4 auf HSZ durch den klassischen NO Signalweg herunterreguliert
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[334]. Jedoch spielt NO nicht nur bei der Stammzellmobilisierung eine entscheidende Rolle,
sondern beeinflusst auch das Einwandern und Anwachsen von Stammzellen nach der Trans-
plantation. So erhohte die exogene Kultur muriner HSZ in Gegenwart von NO die CD34 Ex-
pression der Zellen und ging bei jungen Spendern mit dem verbessertem Einwandern der Zellen
in die HSZ Nische nach Transplantation und einer hohen Funktionalitat der Zellen einher, wah-
rend HSZ alterer Spender nach Transplantation schlechter in das Knochenmark einwanderten

und das Blutsystem langfristig zu einem geringeren Anteil wiederherstellten [335].

Neben diesen direkten Effekten, kann NO HSZ auch indirekt iber Nischenzellen in ihrer Um-
gebung beeinflussen. Beispielsweise wurde gezeigt, dass die Vorbehandlung von MSZ mit exo-
genem NO zu einem verbesserten Einwandern und Anwachsen von HSZ in das Knochenmark
nach Transplantation fiihrte [336]. Dies lag in der NO-abhangigen Bildung von Mikrovesikeln
begrundet, welche Mikro-Ribonukleinsédure (engl. micro ribonucleic acid, miRNA) fir
jagged-1 und VEGF enthielten und so u.a. den Notch Signalweg aktivierten. Weiterhin bewirk-
ten MSZ aus Knochenmark eine NOS2-vermittelte Differenzierung von murinen, myeloiden
CD11b* Zellen aus myeloiden Vorlaufern, welche die Wiederherstellung des hamatopoetischen

Systems nach Knochenmarkstransplatationen in Méausen beschleunigte [337].
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1.3  Zielsetzung der Arbeit

1.3.1 Auswirkungen von NO auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten
von HSPZ in vitro

Wie in 1.2.6 dargelegt, wurden verschiedenste Einfliisse von NO auf die Proliferation und Dif-
ferenzierung von HSPZ gezeigt. Viele dieser Studien wurden im murinen Modellsystem oder
im Zebrafisch durchgefiihrt, welche im Vergleich zum humanen System speziesspezifische Un-
terschiede aufweisen zum Beispiel in Bezug auf die Induzierbarkeit der NOS2 durch Zytokine
[338]. Aufgrund der variierenden eingesetzten experimentellen Bedingungen, wie die Wahl der
NO-freisetzenden Verbindung, des gewahlten NO Konzentrationsbereichs sowie der analysier-
ten HSPZ Population, ist der Vergleich dieser Ergebnisse erschwert und resultiert in einer teils
widerspruchlichen Datenlage. Weiterhin sind Studien, welche auf der pharmakologischen In-
hibition bzw. auf knock-out von NOS Isoformen basieren, dahingehend limitiert, dass konzent-
rationsabhangige Effekte von NO auf HSPZ nicht untersucht werden kénnen. Gerade fir dieses
Signalmolekdl, welches verschiedene Signalwege abhangig von der freien Konzentration von
NO aktiviert, ist die Betrachtung eines breiten Konzentrationsbereiches zentral, um die Aktivi-
tat und NO Generation der verschiedenen NOS Isoformen unter Homoostase und Stress nach-
bilden zu kénnen. Wie in 1.2.6 beschrieben, fungiert NO in der murinen HSZ Nische im Kno-
chenmark als ,,Schalter und vermittelt konzentrationsabhangig den Erhalt von HSZ in der Ni-
sche oder die Mobilisierung der Zellen aus dieser in das Blutsystem. Analog kénnte NO in der
humanen HSZ Nische ein wichtiges Molekul darstellen, welches HSZ Verhalten kontrolliert.
Die direkte Untersuchung der Wirkung von NO auf humane HSPZ in der Nische ist jedoch
durch deren Komplexitat erschwert, in der verschiedenste Nischenzelltypen als mdgliche
Quelle von NO dienen konnten und dicht verflochtene Kommunikationsnetzwerke vorliegen,

welche potentiell von NO beeinflusst werden kénnen.

Das Ziel vorliegender Arbeit war daher die systematische Untersuchung des Einflusses von NO
auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten humaner HSPZ in vitro. Um zu identifi-
zieren, ob NO ein autokrin oder parakrin wirkendes Signalmolekil fir HSPZ darstellt, sollte
zuné&chst die Expression von NOS Isoformen in HSPZ aus Nabelschnurblut oder MSZ aus Kno-
chenmark untersucht werden. Fiir den Zusatz von NO in einem breiten Konzentrationsbereich,
welcher in vivo unter Homdoostase und Stress von den NOS Isoformen produziert werden kann,

sollte aufgrund der langfristigen und gleichméfi3igen Generierung von NO das NONOat Diet-
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hylentriamin/NO Addukt (DETA/NO) eingesetzt werden, welches unter physiologischen Be-
dingungen eine Halbwertszeit von 20 h besitzt und nach gangigen Abschétzungen ca. 100 nM
freies NO bei einer Konzentration von 100 uM DETA/NO generiert [141]. Das Zellteilungs-
verhalten von HSPZ sollte durch Kultur der Zellen, nach Farbung mit einem Proliferationsfarb-
stoff, in Gegenwart verschiedener NO Konzentrationen nachverfolgt werden. Durch zusatzliche
Féarbung der HSPZ mit einem CD Antikorperpanel nach der Kultur mit DETA/NO sollte die
Differenzierung der Zellen in frihe Vorldauferstadien identifiziert werden. Um mdogliche kon-
zentrationsabhéngige Effekte von NO auf die Aktivierung eines NO-abhéngigen Signalweges
in vitro riickfiihren zu kénnen, sollten die Konzentrationsbereiche von NO identifiziert werden,
bei welchen der klassische NO Signalweg aktiv ist bzw. S-Nitrosylierungen von Proteinen in
HSPZ auftreten. Die Aktivierung des klassischen NO-Signalweges sollte zum einen durch die
NO-abhingige Anderung der intrazelluldren cGMP Konzentration und zum anderen durch die
PKG-abhangige Phosphorylierung von VASP (berpriift werden. Zusétzlich sollte die Aktivitat
von cGMP-unabhéngigen Signalwegen, wie die Nitrosylierung von Proteinthiolen, bei physio-
logischen Konzentrationen an NO untersucht werden.

Zusammen sollten diese Experimente zu einem besseren Verstandnis der konzentrationsabhén-
gigen Aktivierung NO-vermittelter Signalwege in humanen HSPZ beitragen und eruiert wer-
den, ob NO einen Faktor darstellt, mit dem in vitro die Proliferation und Differenzierung von
HSPZ gezielt beeinflusst werden kann. Eine solche Steuerung des HSPZ Verhaltens in vitro
ware fir die therapeutisch motivierte ex vivo Kultur von HSPZ zur Expansion oder Differen-
zierung von HSPZ in verschiedene Vorlauferzelltypen interessant.

1.3.2 Entwicklung eines NO-freisetzenden Materialsystems zur Uberwindung der
Limitierung l6slicher, NO-freisetzender Verbindungen

NO-induzierte Signalwege sind aufgrund der geringen Stabilitat des Signalmolekiils kurzreich-
weitig. Weiterhin ist die Aktivierung der unterschiedlichen NO-abhangigen Signalwege von
der Konzentration von NO und damit von der Distanz der Zielzelle zur NO Quelle abhéngig.
Daher finden NO-induzierte Signale auf HSPZ hdchstwahrscheinlich rdumlich stark kontrol-
liert statt, beispielsweise durch Kolokalisation von HSPZ mit NO-produzierenden Nischenzel-
len, wie Endothelzellen. Diese setzen grundlegend NO in pulsatiler Art und Weise frei. Die NO
Konzentration reduziert sich dabei mit zunehmendem Abstand von der NO Quelle durch die
rasche Umwandlung von NO zu Nitrit und Nitrat, sodass ein Konzentrationsgradient an NO

entsteht. Um diese dynamischen NO Schwankungen sowie Gradienten in vivo zu imitieren sind
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I6sliche NO-generierende Verbindungen nicht geeignet, da sie homogen im Medium verteilt
vorliegen und NO je nach Zerfallskinetik der Verbindung im gesamten Kulturvolumen gleich-

méRig freisetzen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Entwicklung eines zellvertraglichen
Materialsystems, welches die Freisetzung von NO in vivo nachahmen kann. Hierfir sollte ein
pordses Material entwickelt werden, welches durch Einbringen eines externen Stimulus die
zeitliche und rdumliche Kontrolle der NO Freisetzung erlaubt und so in vitro die Generation
eines NO Gradienten ausgehend von der Materialschicht ermdglicht. Als freisetzendes System
sollte ein Hydrogel auf Basis von Heparin eingesetzt werden [339], welches die Mdglichkeit
bietet, Signalmolekile, wie Wachstumsfaktoren, zu binden und so als multifunktionale NO-
freisetzende Plattform dienen kdnnte. Als Steuerimpuls sollte Licht eingesetzt werden, da dies
durch Variation der Wellenlange oder Intensitat des eingestrahlten Lichtes die pulsatile Frei-
setzung von NO ermdglichen wirde. Hierdurch sollte das HSPZ Verhalten unter Homdostase
besser nachbildet werden, als es durch den Einsatz I6slicher Verbindungen erreicht werden
kann. Durch Vergleich des Einflusses eines NO Gradienten bzw. der pulsatilen Schwankung
der NO Generation auf die Proliferation und Differenzierung von HSPZ mit Daten, welche mit
I6slichen NO-freisetzenden Verbindungen erzielt wurden, kdnnte die Rolle der rdumlichen und

zeitlichen Generation von NO auf die induzierten NO-Signalwege in HSPZ untersucht werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Eingesetzte Materialien

2.1.1 GroR- und Kleingeréte

In Tabelle 1 sind die flr die Versuche eingesetzten Gerate aufgefihrt.

Tabelle 1

Geratebezeichnung

Autoklav Laboklav 135-MS Liquid Sup-
port

Durchflusszytometer BD FACSVerse™
Typ 3 Laser 4-2-2

Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN®

Tetra Vertical Electrophoresis Cell

Horizontale Elektrophoresekammer
Sub-Cell® GT

Feinwaage S1-234

Flockeneisautomat AF80

Fluoreszensmikroskop AxioObserver.Z1
im CellObserv Komplettsystem

FT-IR Spektrometer Tensor 27

Gefrierschrank (-20 °C) Gastro 133l

Gefrierschrank (-80 °C) Herafreeze 240

Auflistung verwendeter Geréte

Hersteller, Firmensitz

SHP Steriltechnik AG, Flechtingen

Becton Dickinson Inc., East Rutherford,
NJ, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Denver Instrument, Bohemia, NY, USA

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills,
IL, USA

Carl Zeiss AG, Jena

Bruker Corp., Billerica, MA, USA

Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach an der RiR

Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, MA, USA
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Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-4

Gelelektrophoreseschlitten

GieRstand Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Casting stand & Clamps

Glasplatten Mini-PROTEAN® Spacer
Plates (1 mm) und Short Plates

Inkubator C170

Inkubator Hera cell 150i

Kolbenhubpipetten

Eppendorf Research® plus

Kihlschrank Profiline 500l
Kihlschittler MKR 13
Kunststoffkamm Mini-Protean®
10 bzw. 15 well

Labormischer VVortex-Genie 2

Laborschittler Thermomixer comfort

Laborzentrifuge Multifuge X3R

LED Lichtquelle FC5-LED

Lumi-Imager™ F1 Detektionssystem

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode/Harz

Renner GmbH,
Dannstadt-Schauernheim

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Binder GmbH, Tuttlingen

Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach an der RiR3

DITABIS Digital Biomedical Imaging
Systems AG, Pforzheim

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY,
USA

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Prizmatix Ltd., Holon, Israel

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg



Material und Methoden

47

MACSMix™ Tube Rotator

Mehrkanalpipette (12 Kanal, 10-200 pl)

Mehrstellen-Magnetrihrer

Variomag Poly 15
Mikrozentrifuge MiniStar silverline

MiniMACS™ Separator

Multipette® M4

NanoDrop™ 2000 Spektrophotometer

Neubauer Zahlkammer

NO Measuring System inNO Model-T

NO Sensor amiNO-700

pH-Meter VWR pHenomenal™ pH 110L

Pipettierhilfe Pipetboy acu 2

Plattenlesegerat EnSpire™ Multilabel
Reader

Reinstwasseranlage Arium® Pro UV/VF M
Schuttelwasserbad SW23
Schwenktisch Mini Blot Mixer

Schwenktisch VWR Standard Analog
Shaker

Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach

VWR International GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt

Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, MA, USA

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda Kdnigshofen

Innovative Instruments Inc., Tampa,
FL, USA

Innovative Instruments Inc., Tampa,
FL, USA

VWR International GmbH, Darmstadt

Integra Biosciences AG, Zizers,

Schweiz

Perkin Elmer Instruments Inc.,
Waltham, MA, USA

Sartorius AG, Gottingen
Julabo GmbH, Seelbach
VWR International GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt
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Sicherheitswerkbank Klasse 11

Thermo Scientific™ Herasafe™ KS

Sicherheitswerkbank Klasse 11
Thermo Scientific™ Safe 2020

Spannungsquelle Power Pack Basic

Stickstoffbehalter Arpege 110

Tank-Blot-System Criterion™ Blotter

Tischzentrifuge 5415D oder 5418R

Thermocycler Applied Biosystems™
Thermal Cycler 2720

TOF.SIMS 5
Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner 2.75L

Zahlgitter

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, MA, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Airliquide Deutschland GmbH, Karls-

ruhe

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

IONTOF GmbH, Minster
VWR International GmbH, Darmstadt

STEMCELL Technologies Germany
GmbH, Kdln
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien, die fur Versuche bendtigt wurden, sind in Tabelle 2 gelistet.

Tabelle 2

Verbrauchsmaterial

BD™ CompBeads

BD™ CS&T Beads

Deckgléser (rund, 15 mm)

Entsalzungssaulen Zeba™ Spin

(7K molecular weight cut-off)

Filterpapier Whatman™ GBO003

MS Séaulen

Nitrozellulose Membran (0,45 pm)

Petrischalen (35 mm und 145 mm)

Pipettenspitzen (1000 pl, 100 pl und 10 pl)

Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran
Immunblot® (0,2 uM)

Reaktionsgefale
(2ml, 1,5ml, 0,5 ml und 0,2 ml)

Serologische Pipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml)

Aufzdhlung eingesetzter Verbrauchsmaterialien

Hersteller, Firmensitz

Becton Dickinson Inc., East Rutherford,
NJ, USA

Becton Dickinson Inc., East Rutherford,
NJ, USA

Gerhard Menzel B.V. & Co. KG,

Braunschweig

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

GE Healthcare Inc., Little Chalfont, UK

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich
SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich
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Sterilfilter Filtropur S0.2

ThinCert™ Platte (12-Well)

UV-Star® Platte (96-Well)

Zellkulturflaschen CELLSTAR® (T75 fiir

adharente oder Suspensionszellen)

Zellkulturplatten CELLSTAR® (12-, 24-,
48-, 96-Well)

Zentrifugenréhrchen CELLSTAR® Polyp-
ropylen Réhrchen (15 ml, 50 ml)

2.1.3 Chemikalien

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

In der Arbeit verwendete Chemikalien und Ldsungsmittel sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 3

Bezeichung
Aceton (>99,5%, zur Synthese)

Acrylamide/Bis Solution (40%, 37,5:1)

Agarose TopVision™

(3-Aminopropyl)triethoxysilan
Ammoniumchlorid (NH4ClI)
Ammoniumpersulfat (APS)

BlueEye Prestained Protein Marker

Auflistung eingesetzter Chemikalien und Lésungsmittel

Hersteller, Firmensitz
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Jena Bioscience GmbH, Jena
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Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau
8-(4-Chlorophenylthio)-cGMP

Calciumchlorid (CaCl.)

2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethyli-

midazolin-1-oxyl-3-oxid Kaliumsalz
Diethylenamin/NO Addukt
Diethylenetriamin/NO Adduct

Dimethylsulfoxid

DNA Gel loading dye (6x)

DNA ladder 100 bp bzw. 1 kb plus
Dodecylhydrogensulfat Natriumsalz
Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-

Dinatriumsalz

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA)

Formaldehyd solution (37%)
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain

Glukose (D(+), 99%)

L-Gluthathion reduziert

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Applichem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

VWR International GmbH, Darmstadt
Applichem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Biotium, Inc., Hayward, CA, USA

Thermo Fisher (Kandel) GmbH,

Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
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Glycerin (flr die Molekularbiologie)
Glycin (AnalaR NORMAPUR®)
Heparin (porcine mucosa, 14 kDa)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure
Lithiumchlorid
Magermilchpulver

2-Mercaptoethanol

Methanol (zur Analyse, EMSURE® ACS)

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N*-ethylcar-

bodiimidhydrochlorid

N-Hydroxysulfosuccinimide Natriumsalz

N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin
Natriumacetat (C2H3NaOy)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat
(engl. sodium dodecyl sulfate, SDS)

Natrium lodid
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:3)
4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin 98%

Nulease-Free Water, Ambion™

Phenylmethylsulfonylfluorid

Pierce Protease and Phosphatase Inhibitor

Mini Tablets, EDTA-free

Merck KGaA, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Applichem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
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Polyethylenglykol-Amin, sternférmig,
(4-arm, 10 kDa)

Ponceau S
2-Propanol
Roti®-Nanoquant

S-Nitroso-Gluthathion

SuperSignal™ West Femto Maximum

Sensitivity Substrat
tert-Butyl isocyanid
Toluol anhydrous
Triethylamin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

(Tris, blotting grade)
Triton X-100

Tween 20 fur die Molekularbiologie

JenKem Technology USA Inc., Plano,
TX, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Applichem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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2.1.4 Enzyme und Kits

In Tabelle 4 sind alle in dieser Arbeit benutzten Kits dargestellt.

Tabelle 4 Auflistung in vorliegender Arbeit eingesetzter Kits

Bezeichnung
Cell Viability Imaging Kit
CD34 Microbead Kit, human

Cyclic GMP XP® Assay Kit

Measure-IT™ High-Sensitivity Nitrite
Assay Kit

peqGOLD Hot Tag-DNA Polymerase Kit
peqGOLD dNTP Set
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Pierce™ S-Nitrosylation Western Blot Kit

TagMan™ Reverse Transcription Reagents

RNeasy Mini Kit bzw. Micro Kit

Hersteller, Firmensitz

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
Miltenyi Biotech GmbH,

Bergisch Gladbach

Cell Signaling Technology Inc.,
Danvers, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

QIAGEN N.V., Venlo, NL
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2.1.5 Antikorper(konjugate) und Farbstoffe

In Tabelle 5 sind fluoreszenzmarkierte Antikorperkonjuate sowie Farbstoffe aufgefuhrt, welche
fir Farbungen eingesetzt wurden, die anschlielend mittels Durchflusszytometrie analysiert

wurden.

Tabelle 5 Antikorperkonjugate und Farbstoffe fiir Analysen mittels Durchflusszytometrie

Bezeichnung (Fluorochrom) Klon  Eingesetzte  Hersteller, Firmensitz

Verdiinnung

7-Aminoactinomycin 1:80 Becton Dickinson Inc., East
(7-AAD) Rutherford, NJ, USA
Annexin V 1:20 BioLegend Inc., San Diego,
(FITC) CA, USA
Anti-Human CD34 581 1:20 Thermo Fisher Scientific Inc.,
(PE) Waltham, MA, USA
Anti-Human CD34 581 1:40 Becton Dickinson Inc., East
(PE-Cy™7) Rutherford, NJ, USA
Anti-Human CD38 HB7  1:20 Becton Dickinson Inc., East
(APC-H7) Rutherford, NJ, USA
Anti-Human CD10 Hl10a 1:20 Becton Dickinson Inc., East
(APC) Rutherford, NJ, USA
Anti-Human CD45RA HI100 1:5 Becton Dickinson Inc., East
(FITC) Rutherford, NJ, USA
Anti-Human CD135 4G8 1:5 Becton Dickinson Inc., East
(PE) Rutherford, NJ, USA
CellTrace™ Violet 1:5000 Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA
IgG1 Isotypkontrolle 1:20 Thermo Fisher Scientific Inc.,
(R-PE) Waltham, MA, USA
SYTOX™ AADvanced™ 1:1000 Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA
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Tabelle 6 enthdlt eine Auflistung von Antikdrpern, welche zur Markierung von Proteinen im

Rahmen von Protein-Immun-Blots eingesetzt wurden.

Tabelle 6

Antigen

Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydro-
genase (GAPDH)
Phospho-VASP
(Ser157)

Phospho-VASP
(Ser237)

Vinkulin

VASP

Rabbit 1gG, HRP-

gekoppelt

Mouse 1gG, HRP-
gekoppelt

Antikdrper und Farbstoffe fir die Markierung von Proteinen im Rahmen
von Protein-Immun-Blots

Klon Wirt- Verdun-  Hersteller, Firmensitz
spezies nung
GAPDH-71.1 Maus 1:4000 Merck KGaA,
Darmstadt

polyklonal Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Tech-
nology Inc., Danvers,
MA, USA

polyklonal Kaninchen 1:2000 Cell Signaling Tech-
nology Inc., Danvers,
MA, USA

hVIN-1 Maus 1:400 Merck KGaA,
Darmstadt

43/VASP Maus 1:1000 Becton Dickinson
Inc., East Rutherford,
NJ, USA

polyklonal Ziege 1:20000  Cell Signaling Tech-
nology Inc., Danvers,
MA, USA

polyklonal Pferd 1:20000  Cell Signaling Tech-
nology Inc., Danvers,
MA, USA
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https://www.bing.com/search?q=Danvers%2c+Massachusetts&filters=ufn%3a%22Danvers%2c+Massachusetts%22+sid%3a%2265d88c97-0d56-f858-e490-71a2555498e3%22&FORM=SNAPST
https://www.bing.com/search?q=Danvers%2c+Massachusetts&filters=ufn%3a%22Danvers%2c+Massachusetts%22+sid%3a%2265d88c97-0d56-f858-e490-71a2555498e3%22&FORM=SNAPST
https://www.bing.com/search?q=Danvers%2c+Massachusetts&filters=ufn%3a%22Danvers%2c+Massachusetts%22+sid%3a%2265d88c97-0d56-f858-e490-71a2555498e3%22&FORM=SNAPST
https://www.bing.com/search?q=Danvers%2c+Massachusetts&filters=ufn%3a%22Danvers%2c+Massachusetts%22+sid%3a%2265d88c97-0d56-f858-e490-71a2555498e3%22&FORM=SNAPST
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2.1.5 Primer

In vorgelegter Arbeit verwendete Primer, sowie deren Bindestellen, erwartete Produktgrofien

und eingesetzte Annealingtemperaturen sind in Tabelle 7 aufgefuhrt.

Tabelle 7 Eingesetzte Primersequenzen mit entsprechenden Bindestellen sowie erwartete ProduktgréRen
in Basenpaaren (bp) und verwendete Annealingtemperaturen

Oligo Name  Sequenz (5°—3°) ProduktgroRe Annealing
NCBI Referenzsequenz (Bindestellen) (bp) Temperatur (°C)
NOS1 vorwarts: 175 60
CCTCCCGCCCTGCACCATCTT
rickwaérts:

CTTGCCCCATTTCCATTCCTCGTA

NM_000620.5 (3802-3822;3976-3953)

NM_001204218.1 (4080-4100;4254-4231)
NM_001204214.1 (2565-2585;2739-2716)
NM_001204213.1 (2570-2590;2744-2721)

NOS2 vorwarts: 462 62
TCCGAGGCAAACAGCACATTCA
riackwarts:

GGGTTGGGGGTGTGGTGATGT
NM_000625.4 (2321-2342; 2782-2762)

NOS3 VOrwarts: 128 60
CATCTTCAGCCCCAAACGGA
rickwarts:

AGCGGATTGTAGCCTGGAAC

NM_000603.5 (2501-2520; 2628-2609)
NM_033208.4 (2616-2635; 3178-3159)
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2.1.6 Losungen und Puffer

Zum Ansetzen von Losungen und Puffern wurde in dieser Arbeit ausschliel3lich doppelt destil-
liertes und filtriertes Wasser (ddH20) mit einem Widerstand von 18,2 MQ - cm bei 25 °C aus
einer Reinstwasseranlage eingesetzt. Zum Abmessen kleiner VVolumina wurden Kolbenhubpi-
petten verwendet, groRRere Volumina wurden in der Zellkultur mittels serologischer Pipetten
abgemessen. Zum Ansetzen von Puffern wurden Messzylinder oder -kolben verwendet, um

Volumina zu bestimmen.

Medien und Lésungen fir die Zellkultur

In Tabelle 8 sind Medien und Lésungen aufgefiihrt, welche direkt, wie erhalten, flr die Zell-
kultur eingesetzt wurden. Puffer, welche selbst hergestellt wurden, sowie ihre Zusammenset-

zung sind in Tabelle 9 gelistet.

Tabelle 8 Erworbene Medien und Ldsungen fur die Zellkultur

Bezeichnung

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
high glucose

Eagle’s Minimal Essential Medium

Fetales Rinderserum
(engl. fetal bovine serum, FBS)

Heparin (2 U - mIY)

Hematopoietic Progenitor Cell Expansion
Medium DXF

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
+ 2% FBS

Lymphocyte Separation Medium 1077

MethoCult H4434

Hersteller, Firmensitz

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

PL BioScience GmbH, Aachen

PromoCell GmbH, Heidelberg

STEMCELL Technologies Germany
GmbH, Kéln

PromoCell GmbH, Heidelberg

STEMCELL Technologies Germany
GmbH, Kaoln
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Roswell Park Memorial Institute 1640

Medium

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)
Plattchenlysat (human)

Trypanblau 0,4%

Trypsin/EDTA

Versen (EDTA)

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
PL BioScience GmbH, Aachen
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Zytokin Mix E PromoCell GmbH, Heidelberg
Tabelle 9 Hergestellte Puffer flr die Zellkultur
Bezeichnung Zusammensetzung

Annexin Puffer (pH=7,4) 10mM

140 mM
2,5mM

Erylyse Puffer (pH = 7,4) 150 mM

10 mM

0,1 mM
FACS Puffer 0,1%
Rinsing Puffer 2mM
(2mM EDTA)
Running Puffer 0,5% (w/v)
Sytox Farbeldsung 1uM

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure

NaCl

CaCl;

NH4ClI
NaHCO3
EDTA-Dinatriumsalz

FBS
in PBS

Versen
in PBS

BSA in Rinsing Solution

SYTOX™ AADvanced™

in Annexinpuffer



Material und Methoden 60

Losungen und Puffer fir die Molekularbiologie

Fur die Molekularbiologie eingesetzte Puffer sowie deren Zusammensetzung sind in Tabelle 10

aufgefuhrt.
Tabelle 10 Angesetzte Puffer fiir molekularbiologische Methoden
Bezeichnung Zusammensetzung
Tris-Acetat-EDTA Puffer 40 mM Tris
(pH=8) 10 mM C2H3NaO2
1 mM EDTA

Losungen fur die Proteinbiochemie

In Tabelle 11 finden sich Puffer und Losungen, die fiir biochemische Methoden benétigt wur-

den, sowie deren Zusammensetzung.

Tabelle 11 Hergestellte Puffer und Lésungen fiir biochemische Methoden
Bezeichnung Zusammensetzung
Lammli-Puffer (4x) 125 mM Tris-HCI (pH=6,8)
20% Glycerol
4% SDS
0,01% Bromphenolblau
0,05% -Mercaptoethanol
Lysepuffer (pH=7,5) 20 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1% Triton X-100

Protease und Phosphatase Inhibitor

nach Herstelleranleitung
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Ponceau Farbeldsung

SDS Gel

Trenngel (12%)

Sammelgel (4%)

SDS-Elektrophoresepuffer

Stripping Puffer

Tris-gepufferte Salzldsung
(engl. tris-buffered saline,
TBS) (pH=7,6)

TBS-Tween-Puffer (TBST)

Transferpuffer (pH=8,4)

0,1% (w/v)
5%

750 mM
12%
0,1%
0,033%
0,07%

125 mM
4%
0,1%
0,05%
0,1%

50 mM
380 mM
35 mM

100 mM
62,5 mM
2%

20 mM
140 mM

0,1%

12,5 mM
100 mM
10%

Ponceau S

Essigséaure

Tris (pH=8,8)
Acrylamid/Bisacrylamid

SDS

Ammoniumpersulfat
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin

Tris (pH=6,8)
Acrylamid/Bisacrylamid

SDS

Ammoniumpersulfat
N,N,N,N*-Tetramethylethylendiamin

Tris Base
Glycin
SDS

R-Mercaptoethanol
Tris-HCI (pH=6,7)
SDS

Tris-HCI
NaCl

Tween 20 in TBS

Tris
Glycin
Methanol
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2.1.7 Eukaryotische Zellen und verwendete Kulturbedingungen

Die humane Zelllinie KG-1a ist eine Suspensionszelllinie, die einen Subklon der Zelllinie
KG-1 darstellt und als eine undifferenzierte Variante dieser beschrieben wird [340]. KG-1
wurde von einem Patienten mit Erythroleuk&mie, welche sich in akute, myeloische Leuk&mie
entwickelte, isoliert. Durch die Expression von CD34 auf der Zelloberflache von KG-1a Zellen
eignen sich diese als Modell fiir HSPZ bei Experimenten, die aufgrund der limitierten Verfiig-
barkeit von priméren HSPZ nicht mit diesen durchgefihrt werden kénnen. Die Zelllinie wurde
vom Leibniz-Institut-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH er-
worben und in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium mit 20% Fetalem Rin-
derserum (engl. fetal bovine serum, FBS) kultiviert. Zur Subkultivierung wurde das Medium

alle 2-3 Tage gewechselt und die Zellzahl zwischen 3 - 10° und 1 - 10° Zellen - mIt gehalten.

Die aus dem Knochenmark eines an Erythroleukdmie erkrankten Patienten isolierte Suspensi-
onszelllinie TF-1 wurde von der Leibniz-Institut-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH erhalten. Die Zelllinie weist einige unreife Eigenschaften auf und kann
zu reifen erythroiden oder Makrophagen-dhnlichen Zellen differenziert werden [341]. Sie eig-
net sich als Modellzelllinie, um Rezeptoren fir Interleukin 3 oder den Granulozyten-Makro-
phagen-Kolonie-stimulierenden Faktor zu untersuchen. Da das Zellwachstum von beiden Fak-
toren abhangt, wurde zur Kultur in RPMI 1640 Medium mit 20% FBS zusétzlich 10% konditi-
oniertes Medium der Zelllinie 5637 zugesetzt. Die Zellen wurden in einer Dichte von
0,2-1 - 10° Zellen - mI* kultiviert.

Die humane Epithelzelllinie 5637 wurde urspriinglich aus einem Karzinom der Urinblase iso-
liert und bei der Leibniz-Institut-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH kauflich erworben. Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% FBS kultiviert.
Sobald die Zellen in einer T75 Flasche 50% Konfluenz erreicht hatten, wurde das verbrauchte
Zellkulturmedium entfernt und mit 15 ml frischem Medium ersetzt und die Zellen weitere
3 Tage kultiviert. Der Uberstand wurde anschlieRend abgenommen, steril filtriert und in kleinen

Mengen bei -20 °C gelagert.

Die humane Zelllinie Caco-2 wurde von Prof. Dr. Véronique Orian-Rousseau (Institut fir To-
xikologie und Genetik, Karlsruher Institut flr Technologie) zur Verfugung gestellt. Diese ad-
hérenten Epithelzellen wurden urspriinglich aus einem Patienten mit kolorektalem Adenokar-
zinom isoliert und wurden in dieser Arbeit aufgrund ihrer Expression der NOS2 als Positivkon-

trolle flr die Expression dieser Isoform verwendet. Die Zellen wurden in einer Dichte von
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1-10* Zellen - cm™ in Eagle's Minimum Essential Medium mit 20% FBS ausgesét und bei

80% Konfluenz passagiert.

Die humane Keratinozyten Zelllinie HaCaT wurde vom Deutschen Krebsforschungszentrum
(DKFZ) erhalten. Hierbei handelt sich es um eine adhdrente Zelllinie die aus histologisch ge-
sunder Haut erhalten wurde und die in vitro spontan transformiert ist [342]. Sie exprimiert
NOS1 und wurde daher als Positivkontrolle fur die Expression dieser Isoform eingesetzt.
HaCaT Zellen wurden in einer Dichte von 1 - 10* Zellen - cm™ in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium mit 4,5 g - I Glukose (DMEM high glucose) unter Zusatz von 10% FBS ausgesat und
bei 70-80% Konfluenz passagiert.

Bei der Suspensionszelllinie THP-1 handelt es sich um humane Zellen, die aus dem Blut eines
Spenders mit akuter monozytéarer Leuk&mie isoliert wurden [343]. Die Zelllinie wurde von Prof.
Dr. Jorg Overhage (ehemals: Institut fiir Funktionelle Grenzflachen, Karlsruher Institut flr
Technologie, aktuell: Carlton University, Kanada) erhalten. Sie wurde als Positivkontrolle fir
die Expression von NOS3 eingesetzt, da sie diese Isoform in hohem MaR aufweist. Die Zellen
wurden zur Kultur in einer Dichte von 3-8 - 10° Zellen - mIt in RPMI 1640 mit 10% FBS
gehalten.

Primdre MSZ wurden von Prof. Dr. Karen Bieback (Institut Transfusionsmedizin und Immu-
nologie Mannheim, Medizinische Fakultat Mannheim, Universitat Heidelberg; Deutsches Ro-
tes Kreuz Blutspenderservice Baden-Wurttemberg/Hessen, Mannheim) zur Verfugung gestelit.
Die Zellen wurden in DMEM high glucose unter Zusatz von 5% (v/v) humanem Plattchenlysat
und 2 U - mI™* Heparin in einer Dichte von 2000 Zellen - cm™ ausgesat und bei 80% Konfluenz

passagiert. Flr Experimente wurden MSZ bis Passage 6 verwendet.

Primare HSPZ wurden aus humanem Nabelschnurblut Gber die positive Selektion des Oberfla-
chenmarkers CD34 isoliert. Die Praparate wurden von der Nabelschnurblutbank des Deutschen
Roten Kreuz Services Mannheim oder der DKMS Nabelschnurblutbank gGMBH Dresden er-
halten. Die Nabelschnurblutspende erfolgte nach Information und unterschriebener Einver-
standniserklarung der Spender. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Landesarzte-
kammer Baden-Wirttemberg genehmigt (B-F-2013-111). Zur Isolation von HSPZ wurden le-
diglich Nabelschnurblutpraparate verwendet, die nicht &lter als 48 h waren. Die frisch isolierten
HSPZ wurden soweit nicht anders angegeben, direkt fur Experimente verwendet und in Hema-

topoietic Progenitor Cell Expansion Medium mit 1 % (v/v) Zytokin Mix E kultiviert.
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2.1.8 Programme zur Datenanalyse

Programme, die zur Auswertung der erhobenen Rohdaten eingesetzt wurden, sind in Tabelle
12 dargestelit.

Tabelle 12 Verwendete Programme fiir die Datenauswertung
Bezeichnung Hersteller, Firmensitz
FlowJo 7.6.5 FlowJo LLC, Ashland, OR, USA

GraphPad Prism 6.07 GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA

ImageJ 1.49v Wayne Rasband, National Institute of Health, Maryland,
USA

Microsoft Excel 2013 Microsoft Corp., Redmont, WA, USA

OPUS 7.2 Bruker Corp., Billerica, MA, USA

2.2 Verwendete Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Um steriles Arbeiten zu gewahrleisten, wurden alle Téatigkeiten unter einer Sicherheitswerk-
bank der Klasse Il durchgefiihrt und ausschliel3lich sterile Verbrauchsmaterialien verwendet.
Mehrfach verwendete Materialien, wie Glasflaschen, wurden mit feuchter Hitze in einem Au-
toklav sterilisiert. Fur die Zellkultur verwendete Losungen und Puffer wurden steril erworben
oder nach Ansetzen mittels eines Filters der Porengréfie 0,2 pum steril filtriert. Zellen wurden in
Brutschréanken mit 37 °C, 95% Luftfeuchte und 5% CO2 kultiviert. Wéahrend der Kultur wurden
die Zellen taglich mikroskopisch auf Kontaminationen mit Mikroorganismen tberpriift. Zent-
rifugationsschritte erfolgten, wenn nicht anders angegeben, bei 300 - g fir 5 min bei Raumtem-

peratur (RT) mit 9-facher Beschleunigungs- und Abbremsrate.
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2.2.1.1 Routinearbeiten in der Zellkultur

Auftauen von Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden unter Schwenken im auf 37 °C temperierten Wasserbad auf-
getaut und die Zellsuspension in 9 ml vorgewadrmten, zellspezifischen Kulturmedium verdinnt.
Nach Uberfiihren der Zellen in eine T75 Zellkulturflasche wurden diese fiir 24 h im Brutschrank

inkubiert und am Folgetag ein Medienwechsel durchgefihrt.

Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau-Farbung

Die Anzahl vitaler Zellen wurde tber Farbstoffausschluss mittels Trypanblaufarbung bestimmt.
Dieser Farbstoff dringt durch die perforierte Zellmembran toter Zellen und bindet intrazellular
an Proteine, wodurch die Zellen blau erscheinen [344]. Hierzu wurde die Zellsuspension mit
einer 0,4% Lo6sung Trypanblau vermischt (Volumenverhéltnis 1:2 bis 1:10) und in eine Neu-
bauer Zahlkammer eingebracht. Durch Zahlung der ungefarbten und geféarbten Zellen konnte
unter dem Mikroskop bei 100-facher Vergrofierung die Anzahl der vitalen und toten Zellen
ermittelt werden. Hierzu wurde der Durchschnitt der Zellzahl in den vier Groliquadraten mit
dem Verdinnungsfaktor sowie dem Kehrwert des Produkts aus Quadratflache und Kammer-

hohe (10%) multipliziert und so die Zellzahl pro ml erhalten.

Passagieren adharenter Zellen

Adhérente Zellen wurden bei 60-80% Konfluenz passagiert, um sie in der exponentiellen
Wachstumsphase zu halten. Hierzu wurde das Zellkulturmedium abgenommen und der Zellra-
sen mit vorgewarmtem PBS gespult. Anschlieend wurde 1 ml Trypsin/EDTA zugegeben und
die Zellen fiir maximal 5 min im Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopischer Uberpriifung
der Abldsung der Zellen wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 10 ml serumhal-
tigem, zellspezifischem Medium unterbunden. Nach Zellz&hlung wurde die Zellsuspension
zentrifugiert und die entsprechende Zellzahl in frisches, zellspezifisches Medium in einer neuen

Kulturflasche ausgeséat. Die Passagenzahl wurde hierbei um 1 erhoht.

Passagieren von Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden nach leichtem Klopfen an die Zellkulturflasche aus dieser entnom-
men und gezahlt. Durch Verdunnung der Zellsuspension mit frischem, vorgewarmtem, zellspe-
zifischem Medium wurde die gewtinschte Zellzahl eingestellt und die Zellen in eine frische
Zellkulturflasche tberfiihrt. Die Passage wurde dabei um 1 erhoht.
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2.2.1.2 Isolation von CD34" Zellen aus Nabelschnurblut

Zur Isolation von HSPZ aus Nabelschnurblut wurde zunéchst der mononukleére Zellanteil mit-
tels Dichtegradientenzentrifugation mit Lymphozytentrennmedium erhalten. Dieses Medium
auf Basis des neutralen, hochverzweigten Polysaccharids Ficoll 400 besitzt bei 20 °C eine
Dichte von 1,077 g - mI™t und erlaubt eine Auftrennung von Blutproben mittels Zentrifugation
in ein Pellet aus Erythrozyten und Granulozyten unter der Lymphozytentrennmedium-Phase.
Oberhalb dieser befindet sich eine Schicht mononukleérer Zellen, der sogenannte ,,buffy coat*,
der von Blutplasma utberschichtet ist [345]. Hierzu wurde das Nabelschnurblut zunéchst im
Verhaltnis 1:3 mit Rinsing Puffer verdinnt und je 35 ml des verdiinnten Blutes vorsichtig auf
15 ml vorgelegtes Lymphozytentrennmedium Uberschichtet, sodass sich zwei Phasen bildeten.
Durch Zentrifugieren (1500 - g, 20 min, RT, 5-fache Beschleunigung, ohne Bremse) wurden
die Blutbestandteile nach Dichte getrennt, sodass die mononukledren Zellen mit einer Serum-
pipette abgenommen werden konnten. Die mononukleare Zellfraktion wurde anschlieRend mit
Rinsing Puffer im Verhaltnis 1:2 verdunnt und zentrifugiert (300 - g, 15 min, RT, 9-fache Be-
schleunigung und Abbremsung). Nach Verwerfen des Uberstandes wurden alle erhaltenen Pel-
lets in 12 ml Rinsing Puffer vereinigt und erneut zentrifugiert (300 - g, 10 min, RT, 9-fache
Beschleunigung und Abbremsung). Der Uberstand wurde wiederum verworfen und das erhal-
tene Pellet in 10 ml Erylysepuffer resuspendiert, um Erythrozyten zu entfernen. Nach 5 min
Inkubation bei RT wurde die Zellsuspension zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Falls
das Pellet eine starke Rotfarbung durch verbliebene Erythrozyten aufwies, wurde die Erylyse
mit verkirzter Inkubationszeit wiederholt. Das Zellpellet wurde in 10 ml Rinsing Puffer resus-

pendiert und die Zellzahl ermittelt.

Im ndchsten Schritt wurden die HSPZ aus dem mononukleédren Zellanteil mittels positiver Se-
lektion Uber die Expression des Oberflachenmarkers CD34 aufgereinigt. Hierzu wurden die
Zellen zundchst mit antikdrpergekoppelten, superparamagnetischen Nanopartikeln markiert,
die gegen CD34 gerichtet waren. Hierzu wurde das Zellpellet nach Zentrifugation in 300 pl
kaltem Running Puffer sowie je 100 ul FcR Blockier- und CD34 Microbead Markierreagenz je
108 mononukledrer Zellen (mindestens 300 pl Laufpuffer bzw. 100 pl Blockier- und Markier-
reagenz) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde bei 4 °C fiir 30 min auf dem MACSMix™
Tube Rotator bewegt und anschliefend mit 10 ml kaltem Running Puffer gewaschen. Nach
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml Running Puffer je 108 mononukleérer Zellen aufge-
nommen, erneut zentrifugiert und schlieRlich in 500 pl Running Puffer je 102 mononuklearer
Zellen resuspendiert. Zur positiven Selektion der markierten CD34* Zellen Uber eine magneti-
sche Saule wurde eine MS-Séule am MiniMACS™ Separator befestigt und diese mit 750 pl
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kaltem Running Puffer dquilibriert. AnschlieBend wurde die markierte Zellsuspension auf die
Sdule geladen und die S&ule anschliefend dreimal mit je 500 pl Running Puffer gespllt. Die
mit den markierten Zellen beladene S&ule wurde nun vom Magneten entfernt und die Zellen
mit Hilfe des S&ulenstempels in 1 ml Running Puffer eluiert. Die positive Selektion der mar-
kierten Zellen wurde auf einer zweiten Séule wiederholt, jedoch wurden die Zellen hierbei in
500 ul Running Puffer eluiert. Nach Zellzahlbestimmung wurden die Zellen erneut zentrifugiert
und in einer Dichte von 10° Zellen - mI? in vorgewarmtem, zellspezifischem Medium aufge-
nommen. VVon jeder Blutprobe wurde nach Isolation der Anteil an CD34" Zellen ermittelt, in-
dem eine Féarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikdrperkonjugaten gegen CD34 durchgefuhrt
und durchflusszytometrisch analysiert wurde. Zellen wurden ausschlieBlich fur Versuche ein-

gesetzt, wenn der CD34" Zellanteil mindestens 95% betrug.

2.2.1.3 Stimulation von Zellen mit 16slichen, NO freisetzenden Molekiilen

Fur die Stimulation mit NO wurden dem Zellkulturmedium Molekiile zugesetzt, welche in neut-
raler bzw. saurer Umgebung spontan zerfallen und NO freisetzen. Zur Stimulation mit der Ver-
bindung DETA/NO wurde zunéchst auf Eis eine 200 mM Stammlésung in 0,01 M NaOH her-
gestellt. Die Konzentration der intakten Verbindung wurde tiber das Lambert-Beer’sche Gesetz
(siehe Formel 1) mittels UV/vis Spektroskopie bestimmt, indem die Optische Dichte (OD) der

Losung gemessen wurde [346].
0D=l0g1017°=e,1-c-d 1)

Hierbei stellt I, die Intensitat des einfallenden Lichtstrahls, | die Intensitat des transmittierten
Lichts, &, den Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange A, ¢ die Stoffmengenkonzentration
der absorbierenden Substanz und d die Schichtdicke des durchstrahlten Kérpers dar. Zur Kon-
zentrationskontrolle von DETA/NO wurde die OD der Losung bei 252 nm gemessen und mit
E250mm = 1640 M1 - cmt die Konzentration der intakten Substanz berechnet [212]. Die Stamm-
I6sung wurde bis zu 7 d bei -80 °C gelagert. Vor jeder Stimulation wurde die OD der Stamm-
I6sung Uberpruft, um sicherzustellen, dass kein vorzeitiger Zerfall des Molekiils eingetreten
war. Zur Stimulation der Zellen wurden Vorverdiinnungen von DETA/NO in PBS auf Eis her-
gestellt und die Zellen mit dieser stimuliert, wobei die finale Verdinnung im Zellkulturmedium
stets 1:1000 betrug. AnschlieBend wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert. DETA/NO
wurde taglich frisch zugegeben und das Medium téglich erneuert, um eine kontinuierliche Frei-
setzung von NO zu gewahrleisten und die Ansammlung der zerfallenen Chemikalie im Medium

zu verhindern.
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Zur Bestimmung der NO-abhangigen Signalwege wurde zusatzlich die Verbindung Diethyl-
enamin/NO Addukt (DEA/NO) als NO freisetzendes Molekil mit kurzer Halbwertszeit von
2-3 min unter physiologischen Bedingungen verwendet. Die Stimulation wurde analog zu
DETA/NO nach Konzentrationstberprifung der intakten Verbindung Gber die OD bei 250 nm
Mit &350 nm = 6500 Mt - cm™ durchgefiihrt [212].

2.2.1.4 Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Messung einer Vielzahl an Einzelzellereignissen in
kurzer Zeit. Hierbei wird eine Zellsuspension in einer Tréagerflussigkeit fokussiert und die Zel-
len einzeln durch den Strahlengang eines Lasers gefthrt. Durch die Detektion des gestreuten
Lichtes tber Photoelektronenvervielfacher und die Verwendung geeigneter Filtersdtze lassen
sich verschiedene Informationen iber die untersuchte Zellpopulation gewinnen. Uber das Vor-
waérts- bzw. Seitwaértsstreulicht kann auf die rel. Gro3e bzw. die Granularitat der Zellen ge-
schlossen werden. Zusétzliche Markierung von Zellen mit Fluorochromen, beispielsweise mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern, erlauben die Detektion des zur Anregungswellenldange rot-
verschobenen Emissionssignals dieser Konjugate. Dabei ist die rel. Fluoreszenzintensitat pro-
portional zur Zahl der gebundenen Farbstoffmolekiile. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
BD FACSVerse™ Durchflusszytometer mit drei Lasern der Wellenlidngen 405 nm, 488 nm und

640 nm verwendet, das eine gleichzeitige Analyse von bis zu 8 Farben ermdglichte.

Vor der Analyse wurden die Spannungen der Photoelektronenvervielfacher der Detektoren an-
hand einer ungeféarbten bzw. einfachgefarbten Probe so eingestellt, dass sich sowohl das Signal
der ungefarbten Probe als auch das Signal der Positivkontrolle im linearen Bereich des Detek-
tors befand. AnschlieRend wurde der Fluoreszenziibertrag von einem Messkanal in die anderen
kompensiert, indem mit einzelgefarbten Proben sogenannte reference settings erstellt wurden.
Bei Analysen von Einfachféarbungen war dies nicht notwendig. Zur Probendetektion wurde eine
FlieRrate von 60 pl - min™ verwendet. Nach Einstellen der optimalen Messparameter wurden
diese durch das Referenzieren auf BD™ CS&T beads gespeichert und konnten vor jeder Mes-
sung erneut geladen werden, sodass eine erneute Kompensation an den einzelnen Messtagen
entfiel. Die Analyse der mittels Durchflusszytrometrie generierten Daten erfolgte mit Hilfe des
Programmes FlowJo. Zur Diskriminierung von Dubletten wurde das Flachensignal gegen die
Breite des Spannungspulses des Vorwartsstreulichtes verwendet. Zur Analyse der Flu-

orenzenzintensitat wurden jeweils die Flachensignale der Spannungspulse herangezogen. Zur
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Einteilung der Zellen in positive und negative Ereignisse wurden positive Gates als 1% positi-
ver Ereignisse der Isotypkontrolle bei Einzelfarbungen bzw. der Fluoreszenz-minus-eins-Kon-

trolle (engl. fluorescence minus one control, FMO Kontrolle) bei Mehrfachfarbungen definiert.

Quantifizierung apoptotischer und nekrotischer Zellen durch Farbung mit

Annexin V und SYTOX™ AADvanced™

Apoptotische und nekrotische Zellen wurden durch Farbung mit fluoreszenz-markiertem An-
nexin V und SYTOX™ AADvanced™ (Sytox) markiert. Annexin V bindet an Phosphatidylse-
rine, welche sich bei apoptotischen Zellen durch den Verlust der Asymmetrie der Phospholipid-
Doppelschicht der Zellmembran auf der ZellauRenseite befinden [347]. Spét apoptotische und
nekrotische Zellen, die bereits eine permeable Zellmembran aufweisen, wurden durch den Farb-
stoff Sytox detektiert, da dieser aufgrund seiner GroRze nur in Zellen mit perforierter Zellmemb-
ran eindringen kann und dort an Nukleinsdure bindet [348]. So konnte durch Kombination der
Farbstoffe zwischen friih apoptotischen (Annexin V* und Sytox’), spat apoptotischen und nek-
rotischen (Annexin V* und Sytox*) und vitalen (Annexin V- und Sytox’) Zellen unterschieden
werden. Zur Farbung wurden zunachst 2-10 - 10* Zellen in 500 pl Annexinpuffer gewaschen
und nach Zentrifugation in 100 pl Sytox Féarbeldsung resuspendiert. Nach Zugabe von 5 pl An-
nexin V-FITC wurden die Zellen fir 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert und anschlieRend mit
500 ul Annexinpuffer gewaschen. Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet in 120 pl Annexin-
puffer resuspendiert und direkt mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als Kompensations-
kontrollen wurden Einzelfarbungen mit Annexin V-FITC oder Sytox durchgefihrt. Hierzu
wurde jeweils die Halfte der Zellpopulation vor der Farbung durch 30 min Inkubation in 50%
Ethanol (EtOH) oder durch Erhitzen fiir 10 min auf 70 °C abgetotet und die gesamte Zellpopu-
lation anschlieBend in 100 pl Annexinpuffer mit 5 pl Annexin V oder 100 pl Sytox Férbelo-
sung aufgenommen. Zusétzlich wurde fur Spannungseinstellungen eine ungeféarbte Kontrolle

mitgefuhrt.

Bestimmung der CD34 Expression nach Zellisolation durch Farbung mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrperkonjugaten

Zur Kontrolle des Gehaltes an CD34" Zellen nach Isolation von HSPZ aus Nabelschnurblut
wurde eine Farbung gegen dieses Antigen mit fluoreszenzgekoppelten Antikérperkonjugaten
durchgefiihrt. Hierzu wurden je 5-10 - 10* Zellen direkt nach Isolation in 500 pl FACS Puffer
gewaschen. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 50 pul FACS Puffer resuspendiert und

2,5 il des Anti-human CD34 Antikérperkonjugates bzw. der zugehdérigen 1gG Isotypkontrolle
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zugegeben. Nach Inkubation fiir 30 min bei 4 °C wurde den Proben 500 ul FACS Puffer hin-
zugegeben und die Zellen anschlieRend zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden
die Zellen in 150 pul FACS Puffer resuspendiert und der markierte Zellanteil mittels Durch-

flusszytometrie bestimmt.

Verfolgung der Zellproliferation tiber Farbung mit CellTrace™ Violet

Zur Analyse der Proliferation von HSPZ unter dem Einfluss von DETA/NO wurden die Zellen
nach Isolation mit dem Farbstoff CellTrace™ Violet (CTV) gefarbt. Hierzu wurden 10° Zellen
in PBS resuspendiert und pelletiert. Die Zellen wurden anschlieend moglichst rasch in 1 pM
CTV in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellsuspension griindlich durchmischt. Die Zellsus-
pension wurde fir 20 min im Brutschrank inkubiert und anschlieend 5 ml 10% FBS in PBS
zugefugt, um ungebundene Farbstoffmolekile zu entfernen. Nach 5 min Inkubation auf Eis
wurden die Zellen pelletiert, der Uberstand verworfen, die Zellen in zellspezifischem Kultur-
medium aufgenommen, gezéhlt und direkt fur Versuche eingesetzt. Zur Kompensation des Flu-
oreszenzlbertrages in andere Messkanéle wurden KG1a Zellen mit CTV gefarbt und als Ein-

zelfarbung mitgefuhrt.

Analyse von Vorlauferzellpopulationen durch Farbung mit Hilfe eines
Antikorperpanels

Um die verschiedenen Vorlauferzellanteile quantifizieren zu kénnen, wurden je 5-10 - 10* mit
CTV geférbte Zellen zentrifugiert und das Zellpellet in 50 pl FACS Puffer aufgenommen. An-
schlieend wurden murine Antikdrperkonjugate, wie in Tabelle 13 aufgefuhrt, zugegeben und
die Zellen nach grundlichem Mischen fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Als Kontrollen
wurde fiir jedes eingesetzte Fluorochrom eine FMO Kontrolle mitgefuhrt. 10 min vor Ablauf
der Inkubationszeit wurde 0,75 pl des Farbstoffs 7-AAD zugegeben, der ausschlieRlich tote
Zellen mit perforierter Zellmembran féarbt [349]. AnschlieRend wurden ungebundene Antikor-
per und Farbstoffe durch Zugabe von 1 ml FACS Puffer verdinnt. Nach Zentrifugation der
Proben wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 150 pl FACS Puffer aufgenommen
und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Zur Kompensation wurden Einzelfarbungen mit
BD™ CompBeads durchgefiihrt. Diese Mikropartikel aus Polystyrol tragen auf der Oberflache
Immunoglobuline gegen die murine Leichtkette und lieRen sich so durch die im Antikorperpa-
nel eingesetzten Antikérperkonjugate markieren. Hierzu wurde zu je einem Tropfen der Parti-
kel je 1 ul eines Antikdperkonjugates zugesetzt und der Farbstoff durch leichtes Klopfen in der
Flussigkeit verteilt. Nach 10 min Inkubation bei RT im Dunkeln wurde 100 ul FACS Puffer
sowie ein Tropfen der Kontrollpartikel zugegeben und die Suspension direkt zur Kompensation
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verwendet. Fiir eine Einfachfarbung von Zellen mit 7-AAD, wurden 10° KG1a Zellen durch
5 min Erhitzen auf 95 °C abgetétet, nach Abkiihlen mit 10° vitalen Zellen vereinigt und in
100 pl FACS Puffer aufgenommen. Anschlielend wurde die Zellsuspension mit 0,75 pl 7-
AAD gefarbt (10 min, RT). Zusatzlich wurde eine ungeféarbte Kontrolle desselben Zelltyps zur

Einstellung der Spannungen der Photoelektronenvervielfacher der Detektoren mitgefihrt.

Tabelle 13 Antikorperkonjugate zur Férbung charakteristischer Antigene zur Einteilung von HSPZ in
einzelne Progenitorzellpopulationen

Murine Antikorper Gekoppeltes Fluorochrom Volumen (ul)
Anti-human CD34 PE-Cy7 1,25
Anti-human CD38 APC-H7 2,5
Anti-human CD10 APC 2,5
Anti-human CD45RA FITC 10
Anti-human CD135 PE 10

2.2.1.5 Analyse myeloider Progenitoren mittels Koloniebildungsassay

Der Koloniebildungsassay (engl. colony forming unit assay, CFU-Assay) erlaubt die Unter-
scheidung von CFUs anhand ihrer charakteristischen Morphologie. Durch Ausplattieren einer
Einzelzellsuspension in einem Medium hoher Viskositat kann durch die Quantifizierung der
gebildeten Kolonien auf das Differenzierungs- und Proliferationspotential der eingesetzten Zel-
len rickgeschlossen werden. Homogene Kolonien aus verstreut erscheinenden, kleinen, weil3en
Zellen verweisen auf eine CFU, welche Granulozyten, wie Eosinophile, Basophile und Neutro-
phile, hervorbringt (CFU-G). Kolonien aus einer homogenen Population gréRRerer, weillen Zel-
len entstammen einer CFU, die Makrophagen hervorbringen kann (CFU-M). Mischformen bei-
der Zellpopulationen lassen auf einen gemeinsamen Vorlaufer schlielen, welcher das Differen-
zierungspotenzial in Granulozyten und Makrophagen besall (CFU-GM). Homogene, hdmo-
globinierte, kompakte Kolonien entstammen hingegen einem Erythrozyten-Vorldaufer (engl.
burst forming unit-erythroid, BFU-E). Unreifere Vorlaufer, die in alle myeloiden Linien diffe-
renzieren konnen (CFU-GEMM), bilden heterogene Kolonien aus Granulozyten, Makrophagen
und Erythrozyten und stellen morphologisch eine Mischform der anderen Kolonietypen dar
[350].
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Fir jeden Ansatz wurden 1,5 - 10° HSPZ in 300 pl Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium mit
2% FBS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zu 3 ml MethoCult H4434 ge-
geben und auf einem Labormischer grindlich unter das viskose Medium gemischt. Nach 5 min
Ruhephase wurde je 1 ml der Zellmischung in Dreifachbestimmung luftblasenfrei in eine
35 mm Petrischale plattiert. Die Petrischalen wurden in einer feuchten Kammer flir 12-14 Tage
im Brutschrank inkubiert und die gebildeten Kolonien anschlieBend manuell auf einem Z&hl-
gitter mit dem Labormikroskop bei 50-facher Gesamtvergrof3erung ausgezéhlt, wobei die Ko-

lonien von CFU-GM, CFU-M sowie CFU-G zusammengefasst wurden.

2.2.1.6 Zytokompatibilitatstest mittels Lebend/Tot Farbung

Zur Uberprifung der Zytokompatibilitit von Testoberflachen wurde das Cell Viability Imaging
Kit verwendet, welches die Unterscheidung von metabolisch aktiven und toten Zellen erlaubt.
Stoffwechselnde Zellen setzen intrazelluldr den zellpermeablen, nicht-fluoresziereden Farb-
stoff-Vorldufer Calcein-AM zum fluoreszierenden Calcein um, wéhrend der DNA Farbstoff
Propidium lodid aufgrund der mangelnden Integritat der Zellmembran in tote Zellen eindringt.
Zusétzlich werden alle Zellen Gber den zellpermeablen DNA Farbstoff Hoechst 33342 ange-
farbt. Zur Farbung wurde die Féarbeldsung nach Herstellerprotokoll angesetzt und direkt dem
Zellkulturmedium zugesetzt. Nach 30 min Inkubation im Brutschrank wurde dem Zellkultur-
medium 1 ml PBS zugegeben, um den Hintergrund durch ungebundene Farbstoffmolekiile zu
verringern und die Zellen auf den Testoberflachen direkt mikroskopisch analysiert (20 Mikro-
skopiebilder pro Oberflache). Die Analyse der Mikroskopiebilder erfolgte anhand von Einzel-
kanalbildern in ImageJ. Uber die Festlegung eines Farbschwellenwertes wurden die positiven
Zellsignale ausgewéhlt und mit dem Partikelanalyse-Werkzeug gezahlt (Parameter: Exclude on
edges, size = 10-oo, circularity = 0,1-1). Die so erhaltenen Zellzahlen der drei Farbkanéle wur-
den fir jedes Mikroskopiebild in Excel exportiert und die Vitalitat der Zellen iber den Anteil

metabolisch aktiver Zellen ermittelt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Ribonukleinsédure Isolation

Zur Isolation von Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid, RNA) wurde das Isolationskit
RNeasy® mini verwendet. Hierzu wurden zunéchst bis zu 5 - 108 adharente Zellen trypsiniert
bzw. bis zu 5 - 10® Suspensionszellen aus der Kultur entnommen und durch Zentrifugation pel-

letiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet gelockert und in 350 pl
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1% B-Mercaptoethanol in Puffer RLT lysiert. Die RNA Isolation wurde weiter nach Hersteller-
angaben durchgefihrt. Im Anschluss wurde die RNA Konzentration tber die OD der Probe bei

280 nm am NanoDrop™ 2000 Spektrophotometer gemessen.

2.2.2.2 Reverse Transkription

Aus der isolierten RNA wurde mit Hilfe der TagMan® Reverse Transcription Reagents kom-
plementdare DNA (engl. complementary DNA, cDNA) hergestellt. Der enthaltene oligo Des-
oxythymidine Nukleotid Primer bindet hierbei an den Poly-Adenin-Schwanz der eukaryoti-
schen mRNA und dient so als Startpunkt fir die RNA-abhangige DNA Polymerase. Die soge-
nannte reverse Transkriptase fugt komplementére Nucleotide an das 3¢ Ende des Primers und
synthetisiert so einen zur Templat RNA komplementéren DNA Strang [351]. Fir die cDNA
Synthese wurden 250-500 ng RNA in 9,62 pl RNase freiem H2O eingesetzt und 15,38 ul des
Mastermixes hinzugegeben, dessen Zusammensetzung in Tabelle 14 aufgefihrt ist. Diese Mi-
schung wurde fur die reverse Transkription im Thermocycler 30 min auf 48 °C erwéarmt, an-
schlieend wurde das Enzym 5 min bei 90 °C hitzeinaktiviert und das Produkt schlielich auf
4 °C gekuhlt.

Tabelle 14 Zusammensetzung des Mastermixes flr die reverse Transkription
Komponenten Volumen fiir 1x Ansatz (ul)
10x TagMan RT Buffer 2,5
MgCl2 (25 mM) 55
dNTPs 5

Oligo Desoxythymidine Nukleotid Primer (2,5 uM) 1,25
RNase Inhibitor 0,5

Multiscribe RT (50 U pl™?) 0,625

2.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion
Mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) wurden im nachs-
ten Schritt spezifische Genabschnitte der zuvor synthetisierten cDNA vervielfaltigt. Hierzu

wurden der cODNA Oligonukleotidprimer, aufgefiihrt in Tabelle 7, die spezifisch an die zu amp-
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lifizierenden Genabschnitte binden, hinzugefugt. Ausgehend von diesen kann die hitzebestan-
dige DNA Polymerase aus den bereitgestellten Nukleotiden einen DNA Strang komplementar
zur eingesetzten cDNA synthetisieren [351]. Zur DNA Vervielféltigung mittels PCR wurde das
PeqGOLD Hot Tag-DNA Polymerase Kit sowie das peqGOLD dNTP Set verwendet. Hierzu
wurde fur einen 25 pl Ansatz 20-50 ng cDNA in 1 ul zu 24 ul des Mastermixes hinzugefugt,
wie in Tabelle 15 aufgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde stets eine Kontrollprobe mitgefuhrt,
der RNasefreies H,O anstelle von Templat zugesetzt wurde. In einem Thermocycler wurde die
Probe zunachst fur 30 s auf 95 °C erhitzt. AnschlieRend durchliefen die Proben 30 Zyklen von
Denaturierung, Annealing und Elongation wie in Tabelle 16 aufgefiihrt. AbschlieRend wurden

die amplifizierten Proben auf 4 °C gekihlt.

Tabelle 15 Komponenten eines 25 pl Ansatzes Mastermix fr die Vervielfaltigung spezifischer DNA
Abschnitte mittels PCR

Komponenten Volumen (ul)
10x Puffer 2,5
dNTP (10 mM) 0,5
Primer vorwarts (40 uM) 0,25
Primer rickwaérts (40 uM) 0,25
HotStar Polymerase 0,13
RNase freies H.O 20,37
Tabelle 16 PCR Zyklus mit den Einzelschritten Denaturierung, Annealing und Elongation
Einzelschritte Temperatur (°C) Dauer (s)
Denaturierung 94 30
Annealing Primerabhangig 30

Elongation 72 90
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2.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die so erhaltenen DNA Produkte wurden anschliefend mittels Agarose-Gelelektrophorese nach
Grol3e aufgetrennt und tber einen Farbstoff, der in DNA interkaliert, visualisiert. Hierzu wurde
fur ein 2% (w/v) Agarosegel 1 g Agarose in 50 ml Tris-Acetat-EDTA Puffer erhitzt und nach
Abkihlen 2,5 pl GelRed hinzugegeben. Die Agarosemischung wurde anschlieBend blasenfrei
in einen Gelschlitten gegossen. Das abgekiihlte Gel wurde in eine mit Tris-Acetat-EDTA Puffer
beflllte Elektrophoresekammer gesetzt und mit den Proben beladen. Hierzu wurde je 5 pl Probe
mit 1 pl Loading Dye vermischt und in die Taschen des Gels geladen. Als GroRenstandard
wurde 4 pul DNA Leiter mit 1 pl Loading Dye vermischt und ebenfalls auf das Gel geladen. Die
DNA Fragmente wurden bei einer Spannung von 120 V fur 50 min aufgetrennt und das Gel
anschlieBend unter Anregung mit UV Licht mit einem Geldokumentationssystem bildlich fest-
gehalten.

2.2.3 Biochemische Methoden
2.2.3.1 Auftrennung, Immobilisierung und Detektion phosphorylierter Proteine

Zelllyse und Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Nach Stimulation der Zellen wurden diese in einer auf 4 °C vorgekihlten Tischzentrifuge
pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden auf Eis durch Zugabe von 100 pl
(bei 3 - 108 KG1a) bzw. 30 pl (bei 10° HSPZ) kalten Lysepuffers aufgeschlossen. Nach 15 min
Inkubation auf Eis wurde die in den Proben enthaltene DNA mittels Ultraschall geschert, um
die Viskositét der Lysate zu verringern. Die Proben wurden gegebenenfalls aliquotiert und bei
-20 °C gelagert. Die in den Proben enthaltene Proteinmenge wurde nach Bradford mittels

Roti®-Nanoquant nach Herstelleranweisung in Mehrfachbestimmung ermittelt.

Proteinfraktionierung mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proteinmischung nach GroRe wurde eine eindimensionale Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) nach Lammli durchgefiihrt [352]. Hierbei wird die Proteinmi-
schung unabhéngig von der Eigenladung, die durch den Zusatz von SDS (iberdeckt wird, in
einem elektrischen Spannungsfeld nach GroRe in einem diskontinuierlichen Acrylamid-Gel
aufgetrennt. Zur Auftrennung der Proteine wurden handgegossene Gele mit einer Acrylamid-
konzentration von 12% im Trenngel verwendet. Die griindlich gereinigten Glasplatten wurden

hierfir in einen Halter eingespannt und auf dem mit Wasser durchdrungenen Schwamm des
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GieRstandes befestigt. Anschlieend wurden die Komponenten des Trenngels mdglichst bla-
senfrei vermischt, zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen und mit Isopropanol ber-
schichtet, um eine glatte Gelgrenzflache zu erhalten. Nach Polymerisation des Gels wurden die
Komponenten des Sammelgels vermischt und nach Entfernen der Isopropanol-Schicht auf das
Trenngel pipettiert. Durch Fixieren eines Kunststoffkammes im Sammelgel wurden Geltaschen
erhalten. Nach 30 min Polymerisation konnte das fertige Gel bis zur Verwendung fir die SDS-
PAGE in feuchte Ticher eingeschlagen bis zu 7 Tage bei 4 °C gelagert werden. Fir die Elekt-
rophorese wurde jeweils die gleiche Proteinmenge pro Tasche auf das Gel geladen. Hierzu wur-
den 10-20 pg Protein 1:4 mit 4x Lammli-Puffer verdinnt und 5 min bei 95 °C gekocht, um die
Proteine zu denaturieren. Nach Spulen der Geltaschen wurden die abgekuhlten Proben zusam-
men mit 2,5 pl gefarbten Proteinmarker auf das Gel geladen und in der mit Laufpuffer besttick-
ten Elektrophoresekammer bei 70 V im Sammelgel fokussiert. Nach Ubertritt der Proteine in
das Trenngel wurden diese bei 110 V fraktioniert, bis die 15 kDa Marke des Grolienmarkers

aus dem Gel gelaufen war.

Transfer der Proteine mittels Western Blot

Zur spéateren Analyse von phosphorylierten Proteinen wurden diese auf eine Polyvinylidenflu-
orid (PVDF) Membran immobilisiert. Hierzu wurde diese in Methanol benetzt und die Memb-
ran sowie die SDS-Gele in Transferpuffer 10 min &quilibriert. Alternativ wurden Nitrozellulose
Membranen eingesetzt. Diese wurden direkt in Transferpuffer benetzt und &quilibriert. An-
schlieRend wurden die nach GrolRe aufgetrennten Proteine mittels Nassblot-Verfahren auf die
Membran tibertragen. Fir den Ubertrag wurde das Gel und die Membran luftblasenfrei zwi-
schen zwei mit Transferpuffer durchdrangten Filterpapieren und Schwammen eingespannt und
in das mit Transferpuffer gefiillte Tank-Blot-System gestellt. Die Proteine wurden anschlieRend
unter Kuhlung fir 75 min bei 100 V auf die Membran tbertragen. Nach Proteintbertrag wurde
diese mit ddH2O gewaschen, um anhaftende Gelreste zu entfernen und anschlielend bei RT
zwischen zwei Filterpapieren getrocknet, um die Proteinhaftung auf der Membran zu verbes-
sern. In trockenem Zustand konnten die Membranstiicke zwischen zwei Filterpapieren einige

Tage bei 4 °C gelagert werden.

Detektion der Proteine mittels enzymkonjugierter Antikorper

Nach Benetzung der Membran in Methanol wurde diese kurz in TBST geschwenkt und an-
schlieBend fiir 5 min in Ponceau Farbeldsung inkubiert, um den gleichmaRigen Ubertrag der
Proteine auf die Membran zu berprifen. Der rote Azofarbstoff Ponceau S bindet hierbei re-

versibel an positiv geladene Aminogruppen sowie nicht-kovalent an unpolare Regionen von
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Proteinen [353]. Nach Auswaschen der Hintergrundfarbung mit ddH>O wurde die Membran
gegebenenfalls auf das Zielprotein zugeschnitten und die Membranstiicke anschlieRend 1 h bei
RT mit 5% BSA in TBST blockiert. Nach Spulen in TBST wurden die Membranstticke tber
Nacht bei 4 °C mit dem Priméarantikorper in 5% BSA in TBST inkubiert. AnschlieRend wurden
diese dreimal 5 min bei RT mit TBST gewaschen und mit dem Meerrettichperoxidase (engl.
horseradish peroxidase, HRP)-gekoppelten Sekundérantikorper 1 h bei RT (1 : 20000 in 5%
BSA in TBST) unter Bewegung der Membran auf einem Schwenktisch gefarbt. Durch erneutes
Waschen (3 x 10 min) der Membran in TBST wurden ungebundene Antikérperkonjugate ent-
fernt. Die Membranstiicke wurden anschliefend 5 min mit HRP-Substrat inkubiert und das
Chemilumineszenz-Signal der enzymgekoppelten Sekundérantikorper mit Hilfe des Lumi-Ima-
gers detektiert. Fir erneute Antikorperfarbung der Membran konnten die gebundenen Antikor-
per von der PVDF Membran gelést werden. Hierzu wurden die Membranstiicke 30 min bei
50 °C in Stripping Puffer inkubiert und anschliefend mit TBST gewaschen. Die Membran
wurde anschliefend erneut blockiert und gefarbt. Mittels SDS-PAGE fraktionierte Proteine,
welche mittels Western Blot auf Membranen tbertragen wurden und anschlieend antikorper-

basiert nachgewiesen wurden, werden im Weiteren als Protein-Immunblots bezeichnet.

Quantifizierung der Proteinmenge mittels ImageJ

Die Quantifizierung der erhaltenen Proteinbanden wurde mit Hilfe der ImageJ Software durch-
gefiihrt. Hierzu wurden Helligkeit und Kontrast der grayscale Bilder optimiert und die zu quan-
tifizierenden Proteinbanden mit dem select first lane Befehl als Interessensbereich markiert.
Mithilfe der Funktion plot lanes konnte das Grauwertprofil des Interessensbereiches erhalten
und nach manuellem Einfligen von Basislinien das Flachensignal der Grauwerte ermittelt wer-
den. Nach Quantifizierung der Proteinbanden der Ladekontrolle wurden die Signale der Ziel-
proteine in einem Tabellenkalkulationsprogramm mit den Signalen der Ladekontrolle durch
Bildung des Quotienten ins Verhéltnis gesetzt und das so das rel. Grauwertsignal unabhangig

von der Proteinmenge berechnet.

2.2.3.2 Enzymgekoppelter, kompetitiver Immunassay zur Bestimmung von
intrazellularem cGMP

Zur Detektion der intrazellularen cGMP Menge wurde ein kompetitiver Immunassay fur cGMP
verwendet. Bei diesem Test wird zusatzlich zur Probe ein markiertes Wettbewerber-Antigen
aufgetragen, das mit der Zielspezies um einen Bindungsplatz der Antikdper konkurriert, die auf
der Analyseplatte immobilisiert sind. Durch die enzymatische Markierung des Wettbewerber-
Antigens korreliert der Substratumsatz umgekehrt mit der Analytkonzentration [354]. Nach
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Herstellerprotokoll des Cyclic GMP XP® Assay Kits wurde dem Lysepuffer frisch 1 mM Phe-
nylmethylsulfonylfluorid zugesetzt und 10° Zellen nach Stimulation in serumfreiem Medium
in 100 pl des Puffers aufgeschlossen. Zellulare Trimmer wurden mittels Zentrifugation (5 min
bei 10000 g, 4 °C) entfernt und die klaren Lysate bei -20 °C gelagert. Fir die Durchfiihrung der
Messung wurden die Proben auf Eis aufgetaut und eine Standardverdinnungsreihe entspre-
chend Herstellerangaben in Lysepuffer mit 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid hergestellt. Je
40 pl der Lysate bzw. des cGMP Standards wurden gemeinsam mit 40 pul HRP-gekoppeltem
cGMP auf die Analyseplatte aufgetragen und 3 h bei RT inkubiert. Nach Protokoll des Herstel-
lers wurden die Vertiefungen der Analyseplatte anschlieBend viermal mit je 200 pl des mitge-
lieferten Puffers je Vertiefung gewaschen und abschlieRend das Substrat fur die Enzymreaktion
auf die Platte aufgebracht. Nach bis zu 20 min Inkubation bei RT wurde die Enzymreaktion
durch Zugabe der im Kit enthaltenen Stop-Lésung unterbunden. Die OD der Proben und Stan-
dards wurde zeitnah bei 450 nm mit einem Plattenphotometer bestimmt und die Messwerte in

Excel exportiert.

2.2.3.3 Bestimmung von S-Nitrosylierungsstellen mittels Protein-Immunblot

Zur Detektion von S-Nitrosylierungsstellen durch die Stimulation mit NO wurde das Pierce™
S-Nitrosylation Western Blot Kit verwendet. Nach Stimulation der Zellen mit DETA/NO (siehe
2.2.5.7) wurden diese zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl
des enthaltenen HENS-Puffers lysiert und eine Proteinmengenbestimmung mit dem Pierce
BCA Protein Assay Kit durchgefiihrt. Bei Einsatz von KG1la Zellen wurde je Probe 200 ug
Protein verwendet, bei primaren Zellen wurde aufgrund der limitierenden Zellzahl 50-100 pg
Protein pro Probe benutzt, wobei flr alle Proben eines Ansatzes die gleiche Proteinmenge ein-
gesetzt wurde. Weitere Schritte wurden nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Zur Blockierung
freier Cysteinreste wurden die Proben in gleichen Volumina aufgenommen, je 100 pl Probe mit
2 1l des im Kit enthaltenen 1 M MMTS (in Dimethylformamid) versetzt, grindlich durch-
mischt und 30 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurden die Proben in 6-fachem Probenvo-
lumen eiskalten Acetons ber Nacht geféllt. Nach Zentrifugation (10000 - g, 10 min, 4 °C)
wurde der Uberstand dekantiert und die Proteinpellets nach Verdampfen des Acetons in je
100 pl HENS Puffer geldst. Zur Reduktion und Markierung von S-Nitrosylierungsstellen mit
einem Marker flr die Massenspektometrie (engl. tandem mass tag, TMT) wurden zu je 50 pl
Probenvolumen 1 pl 20 mM i0odoTMT Markierldsung (in Dimethylsulfoxid, DMSO) und 2 pl
1 M Natriumascorbat Lésung zugegeben, vermischt und 2 h bei RT inkubiert. Flr Negativkon-

trollen wurde den Proben anstelle der Natriumascorbat Lésung ddH20 zugesetzt. Anschlie3end
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wurden die Proben erneut tber Nacht in eiskaltem Aceton geféllt, die Proteine pelletiert und

diese nach Verwerfen des Uberstandes in 30-50 pl HENS Puffer gelost.

25 pg der so markierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE nach GréRe aufgetrennt und ana-
log zu 2.2.3.1 mittels Western Blot auf Nitrozellulose Gibertagen. Die Membran wurde anschlie-
Rend 1 h bei RT in 5% Magermilchpulver (engl. non-fat dry milk, NFDM) in TBST unter stan-
diger Bewegung blockiert. Nach Spiilen der Membran mit TBST wurde diese mit einem muri-
nen anti-TMT Antikdrper (1:1000 in 5% NFDM in TBST) 1 h bei RT gefarbt. AnschlieRend
wurde die Membran nach Herstellerangaben gewaschen und mit einem HRP-gekoppeltem anti-
Maus Antikorper (1:20000 in 5% NFDM in TBST, 1 h bei RT) markiert. Nach erneutem griind-
lichem Waschen wurden die markierten Proteine mit HRP-Substrat inkubiert und die Chemilu-

mineszenz mit Hilfe des Lumi-Imagers detektiert.

Nach Waschen der Membranstiicke in TBST konnten von diesen, wie in 2.2.3.1 beschrieben,
durch Inkubation mit Stripping Puffer fiir 30 min bei 50 °C gebundene Antikorper entfernt wer-
den. Die Membran wurde in Folge erneut blockiert und zur Quantifizierung der geladenen Pro-
teinmenge mit einem Antikorper gegen GAPDH (1:2000) oder Vinkulin (1:400) 1 h bei RT in
5% NFDM in TBST gefarbt. Nach griindlichem Waschen wurde die Membran mit einem HRP-
gekoppelten anti-Maus Antikorper inkubiert (1 h bei RT, 1:20000 in 5% NFDM in TBST).
Nach Abspulen ungebundener Antikdrperkonjugate in TBST wurde die Chemilumineszenz der
Proteinbanden der Ladekontrolle detektiert, das Grauwertsignal der S-Nitrosylierungsstellen
sowie der Ladekontrolle mit ImageJ analog zu 2.2.3.1 quantifiziert und die Grauwertsignale auf

die der Ladekontrolle normiert.

2.2.4 Herstellung und Analyse des NO freisetzenden Hydrogelsystems

2.2.4.1 Beschichtung von Oberflachen mit 3-Aminopropyltriethoxysilan

Zur kovalenten Anbindung von Heparin/sPEG Hydrogelen auf Deckglasern bzw. Siliziumober-
flachen wurden diese mit einem Silan beschichtet, welches ein Amin als Endgruppe trug und
so wahrend der Gelbildung kovalent in das Gel integriert werden konnte. Zun&chst wurden die
Oberflachen in Toluol, Ethylacetat, EtOH und ddH-O je 30 s im Ultraschallbad gereinigt und
anschlieBend in einem N2 Strom getrocknet. Durch Behandlung mit einem O-Plasma flr
20 min bei einem Druck von 0,5 mbar wurden die Oberflachen von organischen Riickstdnden
befreit und aktiviert. Im Anschluss wurde eine 0,1% 3-Aminopropyltriethoxysilan Lésung in

wasserfreiem Toluol mit je 1 Tropfen Triethylamin je 10 ml Losung versetzt und die aktivierten
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Oberflachen fur 2 h bei RT in dieser Losung inkubiert. Im Anschluss wurden die Gléschen
grundlich mit reinem EtOH gespult und im N2 Strom getrocknet. Um Restfeuchte zu entfernen
wurden die Glaschen 2 h bei 80 °C getrocknet und direkt fur die Immobilisierung von Hepa-

rin/sPEG Gelen verwendet.

2.2.4.2 Herstellung von Heparin basierten Hydrogelen

Zur Herstellung der Heparin/sPEG Hydrogele wurde je 100 pl Gelvolumen 4,44 mg Heparin
und 8,89 mg sPEG-Amin in 45,3 pl und 33,3 pl ddH20 in einem eisgekiihlten Ultraschallbad
gelost. Anschliefend wurde 1,36 mg 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid in
13,6 pl ddH20 und 0,77 mg N-Hydroxysulfosuccinimid Natriumsalz in 7,7 pl ddH2O gel6st
und mit der Heparinldsung vermischt. Zur Aktivierung der freien Sauregruppen wurde die L6-
sung 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die SPEG Ldsung zugegeben und die Kom-
ponenten fur 15 min bei 900 rpm und 7 °C auf einem Kihlschiittler vermischt. Je 50 pl Tropfen
der Gelmischung wurden anschlieRend auf Parafilm gegeben und je eine mit Aminopropy-
Itriethoxysilan beschichtete Oberflache auf den Tropfen gelegt. Die Gelierung erfolgte Uber
Nacht in einer feuchten Kammer bei RT. Am Folgetag wurden die Gele finfmal fir 10 min mit
PBS gewaschen und anschlieBend mehrere Stunden in PBS gequollen.

2.2.4.3 Postfunktionalisierung der Hydrogele mit dem NO freisetzenden Molekiil

Zur Funktionalisierung der immobilisierten Gele wurden diese nach Schwellung in PBS in
ddH20 uberfihrt und die Losung dreimal nach je einer Stunde gewechselt, anschlieRend in je
5 ml mit HCI angesduertem ddH2O (pH = 3) gelegt und einige Stunden aquilibriert. Alternativ
wurden die Gele in 0,5 M Glukose in wassriger Losung (abgeleitet von lat. aqua, aq.) oder 1 M
LiCl aqg. Gberfuhrt. Zu jeder Probe wurde anschlieRend 2 mg 4-Nitro-3-(trifluoromethyl)anilin
zugegeben und auf einem auf 18 °C temperierten Schwenktisch bei 500 rpm 15 min unter die
Losung gemischt. Danach wurde 12,4 pl einer 37% Formaldehyd Loésung zugefiigt und nach
weiteren 5 min 7,02 pl tert-Butyl isocyanid zugegeben. Die Reaktion wurde tber Nacht durch-

gefiihrt und die Gele am Folgetag funfmal mit DMSO und abschlieBend mit ddH2O gewaschen.

2.2.4.4 Entwésserung und Trocknung der Proben

Zur Analyse mittels Sekundarionenmassenspektrometrie (engl. Time-of-Flight secondary ion
mass spectrometry, ToF-SIMS) bzw. Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektro-
skopie) wurden die Gele zun&chst in einer aufsteigenden EtOH Reihe entwassert (50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 100%, 100%), wobei die Gele je 30 min in der Alkoholldsung verblieben.
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AnschlieBend wurden die Gele iber Nacht bei -80 °C eingefroren und in der Folge gefrierge-

trocknet.

2.2.4.5 Analyse der Hydrogele tber FTIR-Spektroskopie

Uber FTIR-Spektroskopie kann die charakteristische Absorption einer Probe von Licht im Inf-
rarot-Bereich (IR) gemessen werden. Eine Probe absorbiert dann Licht im IR, wenn hierdurch
ein diskreter Schwingungs- oder Rotationszustand im Molekil angeregt wird, der das elektri-
sche Dipolmoment des Gesamtmolekiils verandert [355]. Die Energie, bei der eine solche An-
regung stattfindet, ist proportional zur Wellenzahl und u.a. von der Bindungsstarke der Atome
sowie den Atommassen abhangig. In dieser Arbeit wurden nicht transparente Proben unter-
sucht. Deshalb wurde im Modus der abgeschwachten Totalreflexion (engl. attenuated total re-
flection, ATR) gemessen. Hierbei wird IR-Strahlung durch einen Lichtwellenleiter mit hohem
Brechungsindex, einen ATR Kristall, geleitet und trifft unter einem bestimmten Winkel auf die
optisch diinnere Probe, sodass Totalreflexion auftritt [356, 357]. Hinter der Grenzflache der
beiden Medien bilden sich evaneszente Wellen, die sich in der Probe parallel zur Grenzflache
ausbreiten, anschlieRend wieder an der Grenzflache austreten und den ATR Kristall durchdrin-
gen. Der Lichtstrahl wird bei der Totalreflexion in der GréRenordnung von einer Wellenlange
seitlich verschoben (Goos-Hanchen-Effekt) [358]. Interagiert die evaneszente Welle mit den
funktionellen Gruppen der Probe wird Strahlung absorbiert, sodass es zu einer Abschwachung
der Totalreflexion kommt, welche messbar ist. Die Eindringtiefe der evaneszenten Welle und
somit die Signalintensitat ist dabei umgekehrt proportional zur Wellenzahl. Zur Messung wurde
das Bruker Optics Tensor 27 Spektrometer mit einem Bruker Optics Platinum® ATR Zubehor
(Diamant, 1 Refl. 45 °C) und einem deuterierten Triglycinsulfat (RTDTGS) Detektor einge-
setzt. Die Spektren der getrockneten Proben wurden bei RT mit Luft als Hintergrund in einem
Wellenzahlbereich von 4000-400 cm™ mit 64 scans pro Probe aufgenommen. Die Spektren
wurden anschliefend mit Hilfe der OPUS Software basislinienkorrigiert und eine Korrektur der

Restfeuchte durchgefihrt.

2.2.4.6 Analyse der Hydrogele tber ToF-SIMS

Die ToF-SIMS ist eine Methode der Oberflachenanalytik und erlaubt die Charakterisierung der
chemischen Zusammensetzung einer Oberflache [359]. Durch das BeschieRen der Oberfléche
mit einem Primarelektronenstrahl aus zum Beispiel Bi-Clustern oder Ceo im Hochvakuum wer-
den Teilchen aus den obersten Molekullagen der zu untersuchenden Oberflache geschlagen.
Dabei kommt es zur lonisierung eines Teils der Fragmente, welche als Sekundérionen in Rich-

tung des Detektors beschleunigt werden. Durch einen vorgelagerten Flugzeitmassenanalysator
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werden die Sekundarelektronen nach ihrem Masse- zu Ladungsverhéltnis aufgetrennt und die
benotigte Flugzeit fur die gleiche Strecke flr alle Teilchen detektiert. Die Signalintensitat stellt
dabei ein MaR fiir die Teilchenmenge dar, sodass die Zusammensetzung der Probenoberflache
nachgewiesen werden kann. Zusatzlich kann durch das BeschieRen der Probenoberflachen mit
einem zweiten lonenstrahl hoher Energie (hier: Ar-Cluster) das Probenmaterial nach und nach
abgetragen und so durch ToF-SIMS Messung der Proben im Erosionskrater ein Tiefenprofil
erhalten werden [360]. Die Probenmessungen wurden von Alexander Welle (Karlsruher Institut

fiir Technologie, Institut fiir Funktionelle Grenzflachen) an einem TOF.SIMS5 durchgefiihrt.

2.2.4.7 Analyse der Hydrogele mittels UV/vis-Spektroskopie

Zum Nachweis des angebundenen, farbigen NO Spendermolekiils wurden Absorptionsspektren
der Hydrogele mittels UV/vis Spektroskopie aufgezeichnet. Proben absorbieren dann Strahlung
im sichtbaren (400-750 nm) oder ultravioletten (< 400 nm) Bereich des Spektrums, wenn hier-
durch Valenzelektronen aus der Atomhlle in angeregte Zustande Ubergehen kénnen [361]. Die
Absorption des Lichtes fuhrt zu einer Signalabschwéachung im Vergleich mit einem Referenz-
kanal ohne Probe. UV/vis Spektren von Hydrogelstiicken wurden im Wellenlangenbereich von
230 nm bis 800 nm in 200 pl PBS unter Verwendung von UV-Star® 96-Well Platten im Plat-
tenphotometer gemessen. Hierbei wurde eine Schrittweite von 1 nm verwendet und die Spek-
tren der funktionalisierten Gele mit denen der unfunktionalisierten Gele sowie PBS als Hinter-

grund verglichen.

2.2.4.8 Messung von NO in Ldsung mit elektrochemischem NO Sensor

Zur Messung von freigesetztem NO in Losung wurde der amiNO-700 Sensor Uber Nacht in
ddH.0 aquilibriert und anschlieBend mit Hilfe eines Nitrit Standards und einer 0,01 M Schwe-
felsdurelosung mit 0,1% (w/v) Nal nach Herstellerprotokoll kalibriert. AnschlieRend wurde das
flexible Ende der Elektrode in einer tiefen 12-Wellplatte in direkte N&he der Geloberflache
gebracht und das Gel mit Hilfe eines Lichtleiterkabels und einer LED Lichtquelle mit Licht
verschiedener Wellenlédngen (365 nm, 400 nm, 460 nm, 530 nm und 640 nm) bestrahlt und der
Stromfluss an der Elektrode sowie das Temperatursignal aufgezeichnet. Vor erneuter Belich-

tung wurde auf die Stabilisierung des Hintergrundsignals gewartet.
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2.2.5 Zellbiologische Experimente

2.2.5.1 Uberpriifung der Expression von NOS

Zur Uberpriifung der Expression von NOS in hamatopoetischen Zellen wurde, wie in 2.2.2.1
beschrieben, RNA von CD34" Zellen von fiinf Spendern sowie von den Modellzelllinien KG1a
und TF-1 isoliert. Des Weiteren wurde RNA von MSZ dreier Spender sowie der Zelllinien
HaCat, Caco-2 sowie THP-1 gewonnen. Nach reverser Transkription (siehe 2.2.2.2) wurde die
erhaltene cDNA unter Verwendung der spezifischen Primer fiir NOS1, NOS2 und NOS3 bei
einer Annealingtemperatur von 60 °C (NOS1 und NOS3) sowie 62 °C (NOS2) mittels PCR
vervielfaltigt, wie in 2.2.2.3 dargelegt. Zur Detektion wurden die PCR-Produkte der jeweiligen
Positivkontrolle, der hamatopoetischen Modellzelllinien sowie der priméren Zellen auf ein
Agarosegel aufgetragen und die Expression der NOS Isoformen qualitativ analysiert (siehe
2.2.2.4).

2.2.5.2 Evaluierung eines geeigneten Konzentrationsfensters flr die Stimulation mit
DETA/NO

Nach Isolation wurden je 2 - 10* HSPZ in 500 pl zellspezifischem Medium in einer 48 Well
Platte ausgesat und téglich mit bis zu 500 uM DETA/NO stimuliert. An Tag 5 wurden die
apoptotischen und nekrotischen Zellen mittels Annexin V und Sytox Farbung quantifiziert
(siehe 2.2.1.4). Die vitale Zellpopulation (Annexin V- und Sytox’) wurde in GraphPad Prism
gegen den dekadischen Logarithmus der Konzentration von DETA/NO aufgetragen und der
Kurvenverlauf durch eine Hill Funktion wie in Formel (2) angegeben interpoliert (log(Dosis)
vs. Wirkung). Aus dieser konnte jeweils die mittlere effektive Konzentration (ECso) und an-
schlieRend der Mittelwert der ECso sowie der Standardfehler des Mittelwertes aus n =5 unab-

héngigen Experimenten bestimmt werden.

_ (A1—42)
Y = d+10CogECs0-), (2)

2.2.5.3 Durchflusszytometrische Analyse der Proliferation und Differenzierung von
HSPZ nach Stimulation mit DETA/NO

Zur Charakterisierung der Proliferation und Differenzierung von HSPZ in Gegenwart von
DETA/NO wurden die Zellen nach Isolation mit CTV gefarbt, wie in 2.2.1.4 beschrieben, und
in einer Dichte von je 4 - 10* HSPZ in 1 ml zellspezifischem Medium ausgesit. Zusétzlich
wurde am Tag des Ansatzes 5 - 10* HSPZ mit dem Antikorperpanel gefarbt (siehe 2.2.1.4) und
direkt analysiert. So wurde die initiale Fluoreszenzintensitat der CTV Farbung sowie die Ex-

pression der untersuchten Antigene der Ursprungspopulation erhalten. Nach Stimulation der
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HSPZ fiir 5 Tage mit DETA/NO wurden die Zellen erneut mit dem Antikdperpanel geféarbt und
direkt durchflusszytometrisch analysiert.

Einteilung der Zellpopulation in Einzelgenerationen und Berechnung des
Zellteilungsindex

Die ermittelten Rohdaten wurden in FlowJo analysiert. Hierzu wurde das gemessene CTV Flu-
oreszenzintensitatssignal der Einzelzellereignisse mit Hilfe des proliferation tools in FlowJo
gendhert. Die unterlagerten Signale der Einzelgenerationen jedes Spenders wurde ermittelt, in-
dem das CTV Signal von Tag 0 als peak 0 fixiert und die Anzahl der Einzelsignale sowie der
Variationskoeffizient dieser konstant gehaltenen wurde. Die Zellereignisse in jeder Generation
wurden anschlieBend in ein Tabellenkalkulationsprogramm Ubertragen und der Zellanteil in den
jeweiligen Einzelgenerationen erhalten. Des Weiteren wurde als MaR flr die Zellproliferation
der Zellteilungsindex berechnet, der die durchschnittliche Anzahl der Zellteilungen angibt, den
die Ursprungspopulation durchlaufen hat. Hierzu wurde zunéchst tiber Formel (3) die Anzahl
der Zellteilungen sowie mit Formel (4) die Anfangszellzahl berechnet, mit #G; = Anzahl an
Zellen in Generation i und j = Anzahl an Generationen. Anschlieend wurde durch Division

der Anzahl an Zellteilungen durch die Ursprungszellzahl der Zellteilungsindex erhalten.

Anzahl an Zellteilungen = Z{zl(%) X i 3)
j o #Gi
Ursprungszellzahl = =057 4)

Aufgrund der unterschiedlichen Proliferationsraten der Spender wurden die Daten zuséatzlich
auf die Losemittelkontrolle normiert und so der rel. Zellteilungsindex berechnet. Mittels univa-
rianter Varianzanalyse (engl. analysis of variance, ANOVA) wurden die Mittelwerte der Zel-
lanteile je Generation bzw. der Zellteilungsindex der mit DETA/NO stimulierten Bedingungen
aus n =4 unabhangigen Experimenten mit den entsprechenden Zellanteilen bzw. dem Zelltei-

lungsindex in der Losemittelkontrolle verglichen, wie in 2.2.6 beschrieben.

Einteilung der Zellen nach CD34 Expression

Da am Analysetag stets ca. 90% der vitalen Zellen den Marker CD34 exprimierten, wurden
anhand der Fluoreszenzintensitat dieses Markers Untergruppen fur das Mal} an CD34 Expres-
sion definiert. Hierzu wurden markierte Zellen mit einer Fluoreszenzintensitit von mindestens
4 - 10* willkiirlichen Einheiten (engl. arbitrary units, a.u.) als Zellpopulation mit hohem CD34
Expressionslevel (CD34"") definiert. Markierte Zellen, die eine Fluoreszenzintensitit von

4 .10% a.u. bis 4 - 10* a.u. aufwiesen, wurden als Zellen mit mittlerem CD34 Expressionslevel
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definiert. Zellen, deren Signal unter diesem lag, sich jedoch von der FMO Kontrolle unter-
schied, wurden als CD34* Zellen mit geringem Expressionslevel (CD34%19) definiert. Die
Zellanteile in diesen Untergruppen wurden fiir jede Stimulationsbedingung und jeden Spender
ermittelt und die Mittelwerte der einzelnen Bedingungen mittels ANOVA mit dem Mittelwert
der Losemittelkontrolle verglichen sowie zusatzlich auf Linearitat mit steigender DETA/NO
Konzentration tberprift. Zusatzlich wurde fur jeden Spender der mittlere Fluoreszenzindex
(MFI) der gesamten Zellpopulation fir jede Stimulationsbedingung ermittelt. Auerdem wurde
der MFI in jeder Zellgeneration ermittelt, um den Verlauf der CD34 Expression verfolgen zu
kénnen. Des Weiteren wurde der MFI von jeder Stimulationsbedingung auf die jeweilige L6-
semittelkontrolle des Spenders normiert, um spenderabhangige Unterschiede der basalen CD34
Expressionslevel auszuschlieBen. Die MFI Werte wurden mittels ANOVA mit dem MFI der

Losemittelkontrolle verglichen (siehe 2.2.6).

Strategie zur Einteilung von Progenitorzellanteilen anhand der Farbung mit dem
Antikorperpanel

Zur Analyse der Expression charakteristischer Antigene durch HSPZ wurden die Einzelzeller-
eignisse zunachst als Dotplot der Kandle PE-Cy7 gegen 7-AAD aufgetragen und mit Hilfe der
Kontrollen fir jede Bedingung die vitale CD34* (CD34V) Fraktion erhalten, welche 7-AAD"
war. 7-AAD kann aufgrund seiner GroRe nur in Zellen mit gestorter Integritat der Phospholi-
pidmembran eindringen und markiert daher lediglich apoptotische und tote Zellen [349]. Aus
dieser wurden durch Gegenuberstellung der Fluoreszenzkandle APC-H7 und FITC mit Hilfe
der jeweiligen FMO Kontrollen der HSZ/MPP Anteil als CD34" 7-AAD" CD38" CD45RA" er-
halten. Durch zuséatzliche Darstellung der CD34V Fraktion in den Fluoreszenzkanalen fir APC-
H7 gegen APC wurde zwischen CD34* 7-AAD™ CD10* CLPs und myeloiden Progenitoren
(CD34" 7-AAD" CD38" CD10") unterschieden. Letztere Population wurde durch die Darstel-
lung der Fluoreszenzkanéle PE gegen FITC in einzelne myeloide Zelltypen untergliedert. So
waren GMPs CD34" 7-AAD" CD38" CD10  CD135" CD45RA*, MEPs CD34" 7-AAD" CD38"
CD10" CD135 CD45RA und CMPs CD34" 7-AAD" CD38" CD10 CD135" CD45RA". Diese
Einteilung wurde anschlieRend auf alle mittels FlowJo zugewiesenen Einzelgenerationen ange-
wendet, sodass die jeweiligen Progenitoranteile in jeder Einzelgeneration aufgeschlisselt wur-
den. Diese Anteile sowie die gesamten Progenitorzellanteile wurden fir jede Bedingung aus
FlowJo in ein Tabellenkalkulationsprogramm exportiert und die Mittelwerte der Zellanteile aus
n =4 unabh&ngigen Versuchen mittels GraphPad Prism analysiert. Zusatzlich wurden die je-
weiligen Zellanteile auf die Losemittelkontrolle des Spenders normiert, um spenderabhéngige

Effekte auszuschlielen. Mittels ANOVA wurden die Mittelwerte jeder Stimulationsbedingung
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mit der Lésemittelkontrolle verglichen und die Mittelwerte zusétzlich auf Linearitat mit stei-
gender DETA/NO Konzentration Uberprift (siehe 2.2.6).

2.2.5.4 Einfluss der Stimulation mit DETA/NO auf myeloide Vorlauferzellen mittels
CFU Assay

Zur Untersuchung des Einflusses von NO auf myeloide Vorlduferzellen wurden HSPZ nach der
Isolation in einer Dichte von je 4 - 10* HSPZ in 1 ml zellspezifischem Medium in eine 24 Well
Platte ausgesat und mit verschiedenen Konzentrationen von DETA/NO stimuliert. Parallel
wurde an Tag 0 von unstimulierten Zellen ein CFU-Assay angesetzt. Nach taglichem Zusatz
von DETA/NO wurde nach 5 Tagen die Zellzahl in allen Bedingungen ermittelt und anschlie-

Rend je ein CFU-Assay angesetzt.

Es wurden lediglich Spender zur Auswertung herangezogen, welche mindestens 10 Kolonien
gebildet hatten. Nach Auszahlung der Kolonien wurde der Mittelwert aus den Koloniezahlen
der technischen Triplikate gebildet. Um spenderabhangige Effekte auszuschlielen, wurden
diese zusétzlich auf die jeweiligen Koloniezahlen der Losemittelkontrolle normiert. Die mittle-
ren Koloniezahlen je 500 eingesetzter Zellen aus n = 4 unabhéngigen Experimenten der stimu-
lierten Bedingungen wurden mittels ANOVA jeweils mit den mittleren Koloniezahlen in der

Losemittelkontrolle verglichen (siehe 2.2.6).

2.2.5.5 Untersuchung des kanonischen NO Signalweges in hamatopoetischen Zellen
uber intrazellulare cGMP Level

Zur Untersuchung des kanonischen NO Signalweges in hdmatopoetischen Zellen wurde ein
enzymgekoppelter, kompetitiver Immunassay verwendet, um den Anstieg der intrazellul&ren
cGMP Konzentration nach NO-abhéngiger Aktivierung der sGC zu tberprufen. Hierfir wurde
KG1a als Modellzellline zur Etablierung verwendet. Je Bedingung wurden 10° Zellen zweimal
mit warmem PBS gewaschen und pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zel-
len in 1 ml serumfreiem, zellspezifischen Medium aufgenommen und, wie in 2.2.1.3 beschrie-
ben, mit bis zu 100 uM DETA/NO stimuliert. Nach 30 min Inkubation im Brutschrank wurden
die Zellen zentrifugiert und nach Herstellerprotokoll lysiert. Hierzu wurden die Zellen pelle-
tiert, in 1 ml kaltem PBS gewaschen und das Zellpellet nach erneuter Zentrifugation in 100 pl
des im Kit enthaltenen Lysepuffers aufgeschlossen. Zusétzlich wurden KG1a Zellen fiir 30 min
mit 0, 1, 5 oder 25 Aquivalenten (bezogen auf die maximal freisetzbare NO Menge) des NO
Fangermolekils 2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid (cPTIO)
bzw. mit 1 uM des sGC Inhibitors 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-on (ODQ) bei
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37 °C vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit DETA/NO stimuliert und ebenso ly-
siert. Der Assay wurde analog mit HSPZ wiederholt, die 24 h in einer Dichte von 10° Zel-
len - mI vorkultiviert wurden, jedoch wurde hier mit maximal 25 pM DETA/NO stimuliert,
um zu den tbrigen Zellversuchen mit HSPZ vergleichbare DETA/NO Konzentrationen zu ge-
waéhrleisten. Zum Abfangen von freigesetztem NO wurden den HSPZ 25 Moldquivalente des
Molekils cPTIO (bezogen auf die maximal freisetzbare NO Menge) zugesetzt. Jedes Experi-

ment wurde in n = 3 unabhéngigen Experimenten durchgefihrt.

Zur Analyse wurden die gemessenen OD Werte, welche dem Substratumsatz des gekoppelten
Wettbewerber-Antigens entsprachen, eingesetzt. Hierzu wurden die Absorptionswerte der tech-
nischen Duplikate gemittelt und auf die jeweilige Losemittelkontrolle normiert, um die Ver-
gleichbarkeit aus mehreren Messungen zu gewabhrleisten. Mittels ANOVA wurden die Daten
aus n = 3 unabhéngigen Experimenten bezlglich der Unterschiede der mittleren Absorbanz-
werte der Proben zur mittleren Absorbanz der Kontrollgruppe analysiert sowie auf Linearitat
der Werte mit steigender Konzentration der zur Stimulation eingesetzten Spezies getestet (siehe
2.2.6).

2.2.5.6 Untersuchung des kanonischen NO Signalweges in hdmatopoetischen Zellen
uber die Phosphorylierung von VASP

In Vorversuchen mit KGla und DEA/NO wurden optimale Konzentrationen flr den Einsatz
kleiner Moleklen ermittelt, die als Fangermolekdle, Inhibitoren oder Analoga flir Komponen-
ten des Signalweges fungierten. Hierzu wurden Zellen 30 min mit 0-250 pM cPTI0O, 0-500 uM
ODQ oder 0-50 uM des PKG Inhibitors DT-3 vorinkubiert, mit 10 uM DEA/NO stimuliert und
nach 15 min Inkubation im Brutschrank lysiert. Nach Inhibition der sGC durch ODQ wurden
KG1a Zellen zusétzlich mit 0-500 uM des membrangéngigen cGMP Analogs 8-(4-Chlorophe-
nylthio)-cGMP (8-pCPT-cGMP) inkubiert und die Zellen nach 30 min lysiert. Die Lysate wur-
den anschlieBend nach Grél3e aufgetrennt und mittels Western Blot auf eine Membran Ubertra-
gen. Zur Uberpriifung der Aktivierung des Signalweges wurde eine Antikorperfarbung gegen
die Phosphorylierung von VASP an Ser 239 bzw. Ser 157 sowie gegen Vinkulin oder GAPDH
als Ladekontrolle durchgefiihrt. Nach Entfernen der gebundenen Antikérper wurde die Memb-
ran mit einem gegen VASP gerichteten Antikorper gefarbt.

Die so erhaltenen optimalen Konzentrationen wurden anschlieBend fiir Versuche mit HSPZ
verwendet, welche 24 h in einer Dichte von 10° Zellen - mI™! in Medium vorkultiviert wurden.
Hierbei wurden je Bedingung 10° Zellen in 1 ml Medium resuspendiert und stimuliert. Fiir eine

Konzentrationsreihe wurden die Zellen mit 0-20 uM DETA/NO stimuliert und nach 30 min
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Inkubation im Brutschrank in 30 ul Lysepuffer aufgeschlossen. Zusatzlich wurden HSPZ flr
30 min mit 1,25 mM cPTIO oder PBS (L6semittelkontrolle) vorinkubiert und anschlieRend mit
10 uM DETA/NO oder 1 mM NaOH (Lésemittelkontrolle) stimuliert und nach 30 min lysiert.
Des Weiteren wurden die Zellen mit 1 uM ODQ oder 50 uM DT-3 30 min vorinkubiert und
anschlieend mit 500 uM 8-pCPT-cGMP oder 10 uM DETA/NO stimuliert. Zusétzlich wurden
Kontrollen mitgefihrt, bei denen Zellen lediglich mit den Losemitteln oder nur mit DETA/NO,
ODQ, 8-pCPT-cGMP oder DT-3 stimuliert. Die Lysate wurden analog zu den Vorversuchen
nach mittels SDS-PAGE nach Grél3e aufgetrennt, mittels Western Blot auf P\VDF immobilisiert
und anschlielend durch entsprechende Antikorperfarbungen auf die Phosphorylierung von
VASP an Ser 239 bzw. Ser 157 tiberpriift. Zur Uberpriifung der gleichmaRigen Proteinbeladung
wurden die Membranstiicke parallel mit Antikdrpern gegen Vinkulin oder GAPDH gefarbt.
Nach Entfernung der gebundenen Antikérper (Protokoll siehe 2.2.3.1) wurden die Membran-
stiicke anschlieBend erneut gefarbt, um die Proteinmenge an VASP quantifizieren zu kdnnen.
Alle Versuche mit HSPZ wurden in n = 3 unabhdngigen Versuchen durchgefihrt und die Mit-
telwerte des quantifizierten Grauwertsignals mittels ANOVA auf signifikante Unterschiede

Uberpraft (fur statistische Auswertung siehe 2.2.6).

2.2.5.7 Untersuchung der NO-abhangigen S-Nitrosylierung von Proteinen

Zur Quantifizierung der S-Nitrosylierung von Proteinen durch Stimulation mit NO wurden auf-
grund der limitierten Zellzahl zunachst fir jede Bedingung 2 - 10° KG1a Zellen in 2 ml Medium
resuspendiert, mit bis zu 100 uM DETA/NO stimuliert und nach 3 h Inkubation im Brutschrank
lysiert. Zusatzlich wurden als Kontrollbedingungen Zellen nach Herstellerempfehlung mit
200 mM GSNO bzw. 200 mM GSH inkubiert und nach 30 min lysiert. Fur Versuche mit Pri-
marzellen wurden je 4 - 10* HSPZ nach Isolation 1 ml Medium in einer 24 Well Platte kultiviert
und téglich mit bis zu 20 pM DETA/NO stimuliert. Nach 5 Tagen wurden die Zellen nach Her-

stellerprotokoll lysiert.

Die auf die Ladekontrolle normierten Grauwertsignale der Proteinbanden der Protein-Immun-
blots wurden jeweils auf die Signale der Lésemittelkontrolle bezogen und die rel. S-Nitrosylie-
rung der Proben verschiedener Spender so vergleichbar gemacht. Abschliel3end wurden signi-
fikante Unterschiede zwischen den rel. S-Nitrosylierungs-Signalen und dem Signal der Kon-

trolle mittels ANOVA analysiert, wie in 2.2.6 beschrieben.
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2.2.5.8 Uberpriifung der Zytokompatibilitit der funktionalisierten Hydrogel Plattform

Um zu Uberprifen, ob die nachtragliche Funktionalisierung des Heparin/sPEG Hydrogels die
Zytokompatibilitat des Gelsystems beeintrachtigte, wurden HSPZ auf dieser kultiviert und an-
schlielend mittels Lebend/Tot Farbung und Annexin V und Sytox Farbung analysiert. Alle
Schritte wurden hierbei im Dunkeln durchgefuhrt, um eine Freisetzung von NO und damit ver-
bundene Einflisse auf die Zellen zu vermeiden. Nachtraglich funktionalisierte und nicht funk-
tionalisierte, auf Deckglasern immobilisierte Hydrogele wurden hierzu 30 min mit 80% EtOH
sterilisiert. Anschliefend wurden die Gele 5 mal 5 min mit PBS gewaschen und anschliel3end
10 min in zellspezifischem Medium inkubiert. Pro Testoberflache wurden 2 - 10* HSPZ nach
48 h Vorkultivierung in Duplikaten in 1 ml zellspezifischem Medium ausgesét. Als Referenz-
oberflachen wurde Zellkulturplastik (engl. tissue-culture polystyrene, TCPS) sowie TCPS mit
1% Triton X-100 eingesetzt. Nach Inkubation der Zellen fiir 72 h im Brutschrank wurden die
Zellen fir eine Lebend/Tot Farbung (siehe 2.2.1.6) bzw. Annexin V und Sytox Féarbung (siehe
2.2.1.4) eingesetzt und direkt analysiert. Flr jede Testoberflache wurde der Mittelwert vitaler

und toter Zellen sowie die Standardabweichung des Mittelwertes berechnet.

2.2.6 Graphische Darstellung und Statistik

Schematische Abbildungen wurden mit MS PowerPoint angefertigt. Erhobene Daten wurden
mit Hilfe der Software MS Excel, GraphPad Prism und Origin analysiert und graphisch darge-
stellt. Statistische Analysen erhobener Daten wurden in GraphPad Prism durchgefiihrt. Hierzu
wurde eine ANOVA unter der Beruicksichtigung gepaarter Daten verwendet. Bei Gegenuber-
stellung von mehr als zwei experimentellen Bedingungen wurde jede untersuchte Gruppe mit-
tels Dunnett Test mit einer Kontrollgruppe verglichen. Statistisch signifikante Unterschiede
zweier ausgewdhlter Bedingungen mittels einfacher ANOVA wurden mit Hilfe des Sidak Tests
ermittelt. Zur Ermittlung von statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Versuchs-
gruppen wurden Konfidenzintervalle von 95% abgeschétzt. Statistisch signifikante Unter-
schiede der Mittelwerte von Versuchsgruppen und einer Kontrollgruppe sind in vorliegender
Arbeit durch Linien gekennzeichnet. Zusatzlich wurden die Mittelwerte der untersuchten Be-
dingungen im Rahmen einer einfachen, gepaarten ANOVA auf Linearitat in Abhéngigkeit der
Konzentration der zugesetzten Stimulanz Uberprift und gegebenenfalls durch geschweifte
Klammern gekennzeichnet. Hierbei wurden P-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angenom-

men und entsprechend Tabelle 17 markiert.
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Tabelle 17

Symbol

**%*
*k%k

*hkk

Symbole und entsprechende statistische Signifikanzniveaus

Bedeutung
P <0,05
P<0,01
P <0,001

P <0,0001
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3  Ergebnisse

3.1 HSPZ und MSZ exprimieren in vitro keine NOS Isoformen

Um zu Uberprifen, ob verschiedene Zelltypen, die in der HSZ Nische vorkommen, zur autolo-
gen NO Produktion fahig waren, wurde eine Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) mit RNA
aus HSPZ von flnf Spendern sowie aus MSZ dreier Spender unter Verwendung spezifischer
Primer fir die drei NOS Isoformen durchgefuhrt. Zusétzlich wurden die Zelllinien KG1a und
TF-1 untersucht, um eine HSPZ Modellzelllinie zu identifizieren, welche den Primarzellen in
ihrem NOS Expressionsprofil glich. Nach Auftrennung der DNA Fragmente tiber Agarose-Ge-
lelektrophorese liel3en sich die erwarteten RT-PCR Produkte anhand der verwendeten Positiv-
kontrollen identifizieren. Wie in Abbildung 8 A) gezeigt, konnte ein DNA Fragment mit
175 Basenpaaren (bp) im RT-PCR Produkt von HaCat Zellen nachgewiesen werden, welches
der erwarteten Produktgrofie von NOS1 entsprach. Weiterhin enthielten die RT-PCR Produkte
von Caco-2 Zellen bzw. THP-1 Zellen DNA-Fragmente der GroRe 462 bp bzw. 128 bp und
konnten NOS2 bzw. NOS3 zugeordnet werden, wie in Abbildung 8 B) bzw. C) erkennbar.
HSPZ wiesen unabhéngig vom Spender keine DNA Fragmente fiir eine der NOS Isoformen
auf. Folglich waren humane HSPZ nach Isolation aus Nabelschnurblut nicht zur autologen NO
Produktion fahig. Wahrend TF-1 Zellen NOS3 exprimierten, wiesen die RT-PCR Produkte von
KG1la Zellen keine vervielfaltigten DNA Fragmente einer NOS Isoform auf und besaRen somit
das gleiche Expressionsprofil wie HSPZ. Daher wurden fiir weitere Experimente, die aufgrund
limitierter Zellzahl nicht mit HSPZ durchgefihrt werden konnten, KG1a Zellen als Modellsys-
tem verwendet. Aufgrund der fehlenden Expression der NOS Isoformen konnte auf eine Inhi-
bition intrinsischer NO Produktion von hdmatopoetischen Zellen, welche die Ergebnisse bei
der Untersuchung des Einflusses von extern zugesetztem NO auf die Zellen verfélscht hétte,
verzichtet werden. Bei MSZ, welche aus Knochenmark isoliert worden waren, konnte ebenfalls
keine Expression einer NOS Isoform nachgewiesen werden, sodass dieser Zelltyp in vitro ohne

weitere Stimulation keine Quelle fiir NO darstellte.
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Abbildung 8 Uberpriifung der Expression der drei NOS Isoformen A) NOS1, B) NOS2 und C) NOS3 in hi-
matopoetischen Zellen und MSZ mittels RT-PCR und Agarose-Gelelektrophorese. In Tasche 1 wurden jeweils die
amplifizierten DNA Fragmente der Zelllinien HaCat, Caco-2 und THP-1 als Positivkontrollen fiir die Expression
der Isoformen NOS1, NOS2 und NOS3 geladen. In Tasche 2 bzw. 3 befanden sich jeweils die RT-PCR Produkte
der hdmatopoetischen Modellzelllinien KG1a bzw. TF-1 sowie in Tasche 4-8 die PCR Produkte von HSPZ flinfer
Spender. Tasche 9-11 enthielt jeweils vervielféltigte DNA Fragmente von MSZ dreier Spender aus Knochenmark,
wahrend in Tasche 12 jeweils die Kontrolle ohne Templateinsatz geladen war.

3.2 Auswirkungen der Stimulation mit NO-freisetzenden Molekilen auf
HSPZ in vitro

Zur Freisetzung von NO in das Zellkulturmedium wurden NONOate eingesetzt, welche in ba-
sischer Umgebung stabil sind, bei Zusatz zu neutralen oder sauren Lésungen jedoch spontan
unter NO Abgabe zerfallen [212]. Mit einer Halbwertszeit von 20 h in PBS bei 37 °C stellt das
NO Spendermolekil DETA/NO die stabilste Verbindung dieser Gruppe dar und erlaubt so die
Freisetzung geringer Konzentrationen an NO Uber einen grofRen Zeitraum. Die in den Versu-
chen verwendeten Konzentrationen von bis zu 100 uM DETA/NO korrelieren dabei mit pM
bis nM Konzentrationen an freiem NO [292, 362].
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3.2.1 Abschétzung eines geeigneten Konzentrationsfensters fur die Stimulation von
HSPZ mit DETA/NO

Wahrend NO unter physiologischen Konzentrationen als wichtiges Signalmolekul fungiert,
sind hohe Konzentrationen an NO mit zelltoxischen Effekten verbunden [141, 161]. Um das
zellvertrégliche Konzentrationsfenster von DETA/NO zu tberprifen, wurden HSPZ finf Tage
mit einer Konzentrationsreihe von DETA/NO zwischen 0 uM und 500 uM DETA/NO kulti-
viert und anschlielend die Vitalitat der Zellen mittels Annexin V/Sytox Farbung ermittelt. Wie
in Abbildung 9 A) dargestellt, konnte der doppelnegative Zellanteil in Abhangigkeit des deka-
dischen Logarithmus der eingesetzten DETA/NO Konzentration durch eine Dosis-Wirkungs-
Funktion mit sigmoidalem Kurvenverlauf angenédhert werden. Die ECso, bei der der vitale Zel-
lanteil auf 50% des Anfangswertes gesunken war, lag im Mittel aus n = 5 unabhéngigen Expe-
rimenten bei 31,5+ 2,1 uM DETA/NO. Der Anteil vitaler Zellen betrug bei Konzentrationen
von DETA/NO unter 5 uM ca. 85% und verringerte sich, wie in Abbildung 9 B) ersichtlich, ab
einer Konzentration von 25 pM signifikant auf 34,7% der Zellen. Die Gegenwart von 50 pM
bzw. 100 uM DETA/NO reduzierte den vitalen Zellanteil auf 10,7% bzw. 8,8%. Fur weitere
Zellexperimente mit HSPZ wurden daher bis zu 20 uM DETA/NO eingesetzt, da die Zellen
unter diesen Bedingungen morphologisch vital schienen und der Anteil der Annexin V- Sytox

Zellen nicht signifikant verringert war.
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Abbildung 9 Anteil vitaler HSPZ (Annexin V- Sytox’) nach fiinftdgiger Stimulation mit verschiedenen Kon-
zentrationen der NO-freisetzenden Verbindung DETA/NO. A) Auftragung des vitalen Zellanteils in Abhéngigkeit
des dekadischen Logarithmus der eingesetzten DETA/NO Konzentration. Die Messpunkte der einzelnen Spender
wurden mit einer Dosis-Wirkungs-Funktion genahert. Das BestimmtheitsmaB (R?) der Naherung ist fir jeden
Spender unten links vermerkt. B) Darstellung des mittleren, vitalen Zellanteils aus n =5 unabhdngigen Experi-
menten in Abhéngigkeit der eingesetzten Konzentration von DETA/NO mit der Standardabweichung des Mittel-
wertes als Fehlerbalken. Statistische Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Stimulationsbedingungen und
dem Mittelwert der geringsten DETA/NO Konzentration (0,05 uM) nach gepaarter ANOVA ist durch verbindende
Linien gekennzeichnet. * = p < 0,05; *** = 0,0001 < p < 0,001; **** = p < 0,0001.
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3.2.2 Stimulation mit DETA/NO beeinflusst das Proliferationsverhalten von HSPZ in vitro

Um den Einfluss von NO auf die Proliferation von HSPZ zu untersuchen, wurden die Zellen
nach Isolation mit CTV gefarbt und anschliefend fiinf Tage in Anwesenheit von bis zu 20 pM
DETA/NO kultiviert. In der Histogrammdarstellung in Abbildung 10 A) ist in grau die Fluo-
reszenzintensitat der gefarbten Zellen an Tag 0 gezeigt. Da mit jeder Zellteilung eine Farb-
stoffverdiinnung von CTV einhergeht, konnte Uber die CTV Fluoreszenzintensitat der HSPZ
nach funftagiger Kultur auf das Proliferationsverhalten der Zellpopulation riickgeschlossen
werden. Anhand der Losemittelkontrolle (O uM) wurde deutlich, dass die Proliferationsrate von
HSPZ spenderabhédngig war. Spender B und D proliferierten im untersuchten Zeitraum starker
als Spender A und C. Dies war durch eine gréRere Anzahl von Zellen mit geringer CTV Fluo-
reszenzintensitat gekennzeichnet. Ebenfalls war bei einzelnen Spendern eine Verschiebung zu
geringer CTV Intensitét verglichen mit der Lésemittelkontrolle zu beobachten, wenn HSPZ mit
5 UM DETA/NO kultiviert wurden. Dieser Effekt deutete auf eine hohere Anzahl an Zelltei-
lungen in der HSPZ Population in Gegenwart des NO Spendermolekiils hin, jedoch war dieser
Zusammenhang bei Betrachtung aller Spender nicht signifikant. Spenderunabhéngig verschob
sich das gemessene CTV Signal ab einer Konzentration von 10 uM DETA/NO zu hdheren Flu-
oreszenzintensitaten und wies auf eine geringere Zellteilungsaktivitiat der HSPZ in vitro hin.
Bei Betrachtung der Signale der einzelnen Zellgenerationen schienen sich zwei Untergruppen
mit verschiedenem Proliferationsverhalten gebildet zu haben. Dabei schien eine Population ent-
sprechend der Losemittelkontrolle proliferiert zu haben, wahrend eine zweite weniger Zelltei-

lungen durchlaufen hatte und so ein htheres CTV Signal aufwies.

Die Annaherung der Kurvenverl&ufe in FlowJo ermdglichte die Bestimmung der Zellanteile in
den einzelnen Generationen fiur jeden Spender. In Abbildung 10 B) sind die so errechneten
mittleren Zellanteile aus n = 4 Versuchen in Abh&ngigkeit der zugesetzten Konzentration an
DETA/NO gezeigt. Ohne Stimulation mit der NO-freisetzenden Verbindung lagen nach 5 Ta-
gen im Mittel 1,1% bzw. 10,1% der HSPZ in Generation 1 bzw. Generation 2 vor. Die Mehr-
zahl der Zellen mit einem Anteil von je ca. 25% hatten 3-5 Zellteilungen durchlaufen. 13,7%
der HSPZ hatten stark proliferiert und befanden sich in Generation 6. Durch Stimulation mit
bis zu 1 uM DETA/NO verénderten sich die Zellanteile in den Einzelgenerationen im Mittel
nicht. In Gegenwart von 5 uM des NO-freisetzenden Molekdils stieg der Zellanteil in Genera-
tion 6 auf 18,2%, wahrend die Zellanteile in friilhen Generationen nahezu konstant blieben.
Allerdings war der Unterschied aufgrund der Variabilitat der Spender im Mittel nicht signifi-
kant.
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Abbildung 10  Einfluss verschiedener Konzentrationen an DETA/NO auf das Zellteilungsverhalten von HSPZ
ermittelt durch Farbstoffverdiinnung von CTV. A) Histogrammdarstellung der CTV Fluoreszenzintensitat ver-
schiedener Spender an Tag 0 (grau) sowie nach flinftdgiger Stimulation mit bis zu 20 uM DETA/NO. B) Mittlere
Zellanteile in verschiedenen Generationen in Abhangigkeit von der zugesetzten Konzentration an DETA/NO, wie
durch Anndherung der CTV Fluoreszenzintensitatssignale erhalten. Balkendiagrammdarstellung der Mittelwerte
aus n = 4 unabhéngigen Versuchen mit der Standardabweichung der mittleren Zellanteile als Fehlerbalken. Statis-
tisch signifikante Unterschiede der Zellanteile im Vergleich mit der jeweiligen Lésemittelkontrolle nach gepaarter
ANOVA sind durch rechtsstehende Symbole verdeutlicht. * = p < 0,05; ** = p < 0,001; *** = 0,0001 < p < 0,001;
**** = < 0,0001.

Wenn HSPZ nicht mit CTV gefarbt wurden, zeigte sich ebenso ein verstarkender Einfluss von
NO auf die Zellproliferation von CD34" Zellen bei Kultivierung mit niedrigen Konzentrationen
an DETA/NO. Wie in Abbildung 11 gezeigt, betrug die Zellzahl an ungefarbten Zellen nach
finftagiger Stimulation mit 0,5 uM bzw. 1 uM DETA/NO durchschnittlich das 1,8-fache der
Losemittelkontrolle.
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Abbildung 11  Einfluss der zugesetzten Konzentration an DETA/NO auf die rel. Zellzahl ungefarbter HSPZ
bezogen auf die Losemittelkontrolle nach flinftagiger Kultur mit bis zu 20 uM der NO-freisetzenden Verbindung.
Balkendiagrammdarstellung der Mittelwerte aus n = 4 unabhéngigen Versuchen mit der Standardabweichung des
Mittelwertes als Fehlerbalken. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur Lésemittelkontrolle wurden durch ge-
paarte ANOVA ermittelt und sind durch Linien angedeutet. * = p < 0,05.

Ab Zusatz von 10 uM DETA/NO verénderte sich das Proliferationsverhalten der CTV geférb-
ten HSPZ signifikant im Vergleich zur Lésemittelkontrolle. Wéahrend der HSPZ Anteil in den
Generationen 1 und 2 anstieg, reduzierte sich der Zellanteil in Generation 4 signifikant auf
16,7%. Gleichermalen schienen weniger HSPZ in Generation 3 vorzuliegen. Diese Abnahme
war jedoch nicht signifikant. Ebenso fiihrte die Stimulation mit 15 uM DETA/NO zusatzlich
zur Zunahme der Zellanteile in Generation 1 und 2 zu einer Verringerung der Zellanteile in
Generation 3. Die Zugabe von 20 uM DETA/NO fiihrte im Vergleich mit der Kontrolle zu
einem Anstieg der Zellanteile in Generation 1 und 2 auf Kosten der Zellanteile in Generation 5
und 6. Die Zellanteile in Generation 1 stiegen durch Zusatz von 15 uM bzw. 20 uM auf 13,3%
bzw. 25,4% und in Generation 2 auf 19,3% bzw. 23,2%. Wahrend der Zellzuwachs in friihen
Generationen bei 15 uM DETA/NO mit einer signifikanten Reduktion der Zellanteile in Gene-
ration 3 auf 12,2% einherging, reduzierte sich in Gegenwart von 20 uM DETA/NO der Zellan-
teil in Generation 5 bzw. 6 signifikant auf 7,7% bzw. 0,4%. Zusammenfassend fihrte die Sti-
mulation mit mehr als 10 uM der NO-freisetzenden Verbindung zu einer verringerten Prolife-

ration von CTV gefarbten HSPZ, sodass mehr Zellen in friihen Generationen vorlagen.

Um die Anzahl der Zellteilungen zu ermitteln, die die Ursprungspopulation an HSPZ durchlau-
fen hatte, wurde der Zellteilungsindex aus den Ereignissen in den einzelnen Zellgenerationen
berechnet. Wie in Abbildung 12 A) gezeigt, lag die Anzahl an Zellteilungen der Anfangspopu-
lation in der Losemittelkontrolle im Mittel bei 3,2 und wurde bei Zugabe von bis zu 5 uM
DETA/NO nicht beeinflusst. Ab 10 uM DETA/NO im Zellkulturmedium schien der Zelltei-
lungsindex abzunehmen. Bei Konzentrationen von 15 uM bzw. 20 uM DETA/NO sank der
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Zellteilungsindex signifikant auf 2,1 bzw. 1,7 Zellteilungen. Indem die jeweiligen Zellanteile
zur Losemittelkontrolle des Spenders ins Verhéltnis gesetzt wurden, konnte unter Ausschluss
spenderabhdngiger Variationen der Zellteilungsrate zusatzlich der rel. Zellteilungsindex (Ab-
bildung 12 B)) erhalten werden. Bereits die Zugabe von 10 uM DETA/NO fihrte hier zu einer
signifikanten Reduktion des rel. Zellteilungsindexes. Die Anzahl der Zellteilungen der Ur-
sprungspopulation verringerte sich verglichen mit der Losemittelkontrolle auf das 0,83-fache,
0,68-fache und 0,55-fache durch Stimulation der HSPZ mit 10 uM, 15 pM und 20 uM der NO-

freisetzenden Verbindung.
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Abbildung 12 Einfluss verschiedener Konzentrationen von DETA/NO auf die im Mittel durchlaufenden Zell-
teilungen von CTV-gefarbten HSPZ nach fiinftagiger Kultur. A) Darstellung des Zellteilungsindexes in Abhéan-
gigkeit der zur Zellkultur zugesetzten Konzentration der NO-freisetzenden Verbindung. Der Zellteilungsindex
wurde aus dem CTV Fluoreszenzprofil von HSPZ am Ende der Kultur erhalten. B) Auftragung des rel. Zelltei-
lungsindex bezogen auf die jeweilige Losemittelkontrolle in Abhéngigkeit der Konzentration an DETA/NO.
Punktdiagrammdarstellung der Messwerte aus n = 4 unabhéngigen Experimenten, der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung des Mittelwertes sind als Linie mit Fehlerbalken gezeigt. Signifikante Unterschiede der Mittel-
werte einzelner Stimulationsbedingungen im Vergleich zur Lésemittelkontrolle nach gepaarter ANOVA sind
durch Linien kenntlich gemacht. * = p < 0,05; ** = p < 0,001.

Um zu ermitteln, ob in Gegenwart von NO das Proliferationsverhalten der gesamten Zellpopu-
lation gleichermal3en beeinflusst wurde oder ob sie zum Erhalt einer Unterpopulation fiihrte,

wurde zusatzlich die Expression des HSPZ Oberflachenmarkers CD34 betrachtet.

3.2.3 Stimulation mit DETA/NO beeinflusst das Expressionsmall des HSPZ Markers CD34

Durch zusétzliche Farbung der Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikorperkonjugaten konn-
ten die CD34" Anteile nach funftagiger Kultur in Gegenwart von DETA/NO ermittelt werden.

Wahrend am Tag der Isolation nahezu 100% der ausgeséten Zellen CD34 exprimierten, geht
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mit der Differenzierung zu reifen Zelltypen ein Verlust des Markers einher. Da der CD34" An-
teil am Analysetag jedoch spenderunabhéngig bei 90 — 95% lag, konnte kein Einfluss der Sti-
mulation mit NO auf diesen ermittelt werden. Wie in Abbildung 13 A) fiir einen reprasentativen
Spender gezeigt, schien das Expressionsmal} an CD34, welches mit der Fluoreszenzintensitét
korreliert, durch die Stimulation mit NO beeinflusst worden zu sein. Daher wurden HSPZ zur
Quantifizierung der CD34 Expression anhand ihrer PE-Cy7 Fluoreszenzintensitit in CD34"°",
CD34Mitel ynd CD34%M9 eingeteilt. Wie in Abbildung 13 B) dargestellt, ging mit steigender
Konzentration an DETA/NO ein Zuwachs an Zellen mit hoher CD34 Expression einher, wéh-
rend der CD34%""9 Anteil sank.

Um Aussagen ber die CD34 Expression abhéngig vom Proliferationsverhalten der HSPZ tref-
fen zu kénnen, wurde die MFI der Zellen im CD34 Kanal bestimmt und diese fir jede Stimu-
lationsbedingung abhédngig von der Zellgeneration aufgetragen. Mit der Inkulturnahme von
HSPZ ging eine GrolRenzunahme der Zellen einher (Anhang 1). Wie in Abbildung 14 A) ge-
zeigt, wiesen HSPZ in der Losemittelkontrolle nach 1-3 Zellteilungen ein konstantes Mal3 an
CD34 Expression auf. Beim Ubergang zu Generation 4 sank dieses im Vergleich zur ersten
Generation signifikant von 5 - 10% a.u. auf 2,3 - 10* a.u. und nahm mit weiteren Zellteilungen
ab. Auch bei Stimulation mit 0,1 uM und 0,5 uM DETA/NO wurde vorlbergehend das MaR
an CD34 Expression erhalten, welches beim Ubergang zu Generation 4 signifikant absank, wie
in Abbildung 14 B) und C) gezeigt. Bei Zusatz von 1 uM DETA/NO konnte keine Zellteilung
identifiziert werden, bei der das CD34 Expressionsmal? stark abfiel, jedoch reduzierte sich die
CD34 MFI mit zunehmender Zellgeneration. Ab einer Konzentration von 5 uM DETA/NO
(Abbildung 14 E)) fiel die MFI im CD34 Kanal bereits nach wenigen Zellteilungen ab. So sank
diese bei Stimulation mit 5 uM DETA/NO bereits beim Ubergang zu Generation 2 signifikant
ab, wahrend bei Zugabe von 10 uM DETA/NO die Reduktion der MFI beim Ubergang zu Ge-
neration 3 stattfand. Bei Konzentrationen von 15 uM bzw. 20 uM DETA/NO, aufgefihrt in
Abbildung 14 G) und H), nahm die MFI im CD34 Kanal, welche mit der CD34 Expression der
Zellen korreliert, mit zunehmenden Zellteilungen kontinuierlich ab. Zusammengefasst schien
der Abfall der Expressionsstarke von CD34, welche mit dem MFI in diesem Fluoreszenzkanal
korreliert, durch Stimulation mit DETA/NO in hohen Konzentrationen friiher stattzufinden.
Gleichzeitig schien der Anteil an CD34" Zellen, welcher durchwegs auf einem hohen Niveau
lag, bei Stimulation mit 15 pM bzw. 20 uM DETA/NO bereits nach 2 Zellteilungen reduziert,
wéhrend in der Losemittelkontrolle sowie bei geringeren DETA/NO Konzentrationen diese Ab-
nahme erst nach 3 Zellteilungen stattfand (Anhang 2). Dies war ein erster Hinweis darauf, dass
die konzentrationsabhingige Zunahme an CD34"" Zellen durch Stimulation mit DETA/NO
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(Abbildung 13 B)) nicht auf die reine Expansion von HSZ unter Erhalt von CD34" hervorgeru-
fen worden war, da dies mit dem Erhalt der CD34 Expressionsstarke sowie des CD34" Zellan-
teils tber mehr Zellteilungen einhergehen sollte. Stattdessen exprimierten unter dem Einfluss
von 15 uM und 20 uM DETA/NO bereits in Generation 3 weniger HSPZ CD34. Zellen, die

5-6 Zellteilungen durchlaufen hatten, wiesen hingegen einen héheren Anteil an CD34" Zellen

auf.
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Abbildung 13 Einfluss der funftadgigen Stimulation mit bis zu 20 uM DETA/NO auf die CD34 Expression von
HSPZ. A) Pseudokolorierte, geglattete Einzelzellereignisse von HSPZ eines reprasentativen Spenders nach flnf-
tagiger Kultur in Gegenwart verschiedener Konzentrationen der NO-freisetzenden Verbindung als Punktdia-
grammdarstellung in den Kanélen PE-Cy7 und CTV. Zur Quantifizierung der CD34 Expression wurden die Zellen
anhand ihrer PE-Cy7 Fluoreszenzintensitit in CD34"", CD34™t! ynd CD34%"" eingeteilt. B) Balkendiagramm-
darstellung der mittleren Zellanteile von CD34"¢h hzw. CD34%"9 HSPZ aus n = 4 unabhingigen Experimenten
in Abhédngigkeit der zugesetzten Konzentration an DETA/NO. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der
Mittelwerte dar, geschweifte Klammern verdeutlichen lineare Trends mit steigender DETA/NO Konzentration
nach gepaarter ANOVA. **** = p < 0,0001.
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Bei Betrachtung der Expressionsstarke von CD34 nach flinftagiger Kultur mit verschiedenen
Konzentrationen an DETA/NO bezogen auf die Expressionsstarke des Markers der Ursprungs-
population an Tag O fiel auf, dass die MFI im CD34 Kanal durch Stimulation mit DETA/NO
erhéht war (Anhang 3). Ebenso verdeutlichte der Bezug der MFI im CD34 Kanal auf die MFI
der Losemittelkontrolle des jeweiligen Spenders, dass mit zunehmender Konzentration an
DETA/NO im Zellkulturmedium eine erhohte Expression an CD34 einherging, wie in Abbil-
dung 15 gezeigt. Wéhrend bei Stimulation mit bis zu 0,5 uM DETA/NO kein signifikanter Ein-
fluss auf die rel. CD34 MFI ersichtlich war (Abbildung 15 A), lag die CD34 MFI in Genera-
tion 2 durch Stimulation mit 1 uM DETA/NO signifikant auf das 1,3-fache der Losemittelkon-
trolle erhoht vor. Durch Zusatz von 5 uM bzw. 10 uM der NO-freisetzenden Verbindung er-
héhte sich die CD34 MFI in Generation 1 auf das 1,8-fache bzw. 1,5-fache der Losemittelkon-
trolle (Abbildung 15 C) bzw. D)). Des Weiteren reduzierte sich die rel. MFI in Gegenwart von
15 uM bzw. 20 uM DETA/NO in Generation 3 auf das 0,7- bzw. 0,6-fache der Losemittelkon-
trolle. Interessanterweise schien sich ab einer Konzentration von 5 uM DETA/NO ein Trend
abzuzeichnen, der sich mit zunehmender Konzentration an DETA/NO verstarkte. So schien die
CD34 MFI, bezogen auf die Losemittelkontrolle, in Generation 1 und 2 erhéht, erreichte nach
3 Zellteilungen ihr Minimum und nahm dann bei Zellen in Generationen 4-6 wieder zu. Ein
ahnlicher Verlauf wurde bei Betrachtung der CD34" Anteile bei Stimulation mit 15 uM bzw.
20 pM DETA/NO (Abbildung 15 E) und F)) beobachtet. Dieses Expressionsverhalten wies auf
die Bildung zweier Populationen hin, welche CD34 verstarkt exprimierten und unterschiedlich

stark proliferierten.

Zusammenfassend fand die mit der Zellproliferation einhergehende Reduktion der CD34 Ex-
pression in vitro durch Stimulation mit 5 uM bzw. 10 uM DETA/NO ca. 1 Zellteilung friher
statt verglichen mit der Lésemittelkontrolle. Jedoch war die Expressionsstarke von CD34 durch
Stimulation von HSPZ mit DETA/NO im Vergleich zur Losemittelkontrolle erhéht und resul-
tierte so in einem Anstieg von CD34"°" Zellen mit zunehmender Konzentration an DETA/NO.
Die alleinige Analyse der CD34 Expression konnte nicht abschlieBend kléaren, ob diese Be-
obachtung durch Proliferation von HSPZ unter Erhalt des Stammzellpotentials oder durch Dif-
ferenzierung der Zellen hervorgerufen wurde, gaben aber einen ersten Hinweis auf die Bildung
von CD34" Unterpopulationen, die ein unterschiedliches Proliferationsverhalten aufwiesen.
Zur genaueren Identifikation der durch die Stimulation mit DETA/NO hervorgebrachten Un-
terpopulationen, wurden die Zellen durch Farbung mit einem Antikorperpanel charakterisiert.
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Abbildung 14  Entwicklung des mittleren CD34 Expressionsmalies, dargestellt durch die MFI, in Abhdngigkeit
der durchlaufenen Zellteilungen (Generationen) von HSPZ. Die MFI im PE-Cy-7 Kanal ist in Abhangigkeit der
Generation von HSPZ nach flinftagiger Stimulation mit A) 0 uM, B) 0,1 uM, C) 0,5 uM, D) 1 uM, E) 5 pM,
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F) 10 uM, G) 15 uM und H) 20 uM DETA/NO gezeigt. Punktdiagrammdarstellung der Messwerte aus n = 4 un-
abhéangigen Versuchen mit dem Mittelwert und der Standardabweichung der Mittelwerte als Linie mit Fehlerbal-
ken. Statistische Unterschiede nach Vergleich der MFI der Einzelgenerationen mit der MFI der Generation 1 nach
gepaarter ANOVA sind durch Linien verbunden. Zusétzlich wurden Daten auf Linearitdt mit zunehmender Gene-
ration geprift (geschweifte Klammern). *=p<0,05; **=p<0,001; ***=0,0001<p<0,001;
**** = p < 0,0001.
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Abbildung 15  Verlauf des rel. Expressionsmales von CD34 in Abhéngigkeit der Generation von HSPZ. Die
MFI von HSPZ im PE-Cy7 Kanal bezogen auf die jeweilige MFI der Lésemittelkontrolle (KO) wurde nach fnf-
tagiger Stimulation mit A) 0,5 uM, B) 1 uM, C) 5 uM, D) 10 uM, E) 15 uM bzw. F) 20 uM DETA/NO gemessen
und ist in Abh&ngigkeit der durchlaufenen Zellteilungen dargestellt. Punktdiagramme stellen die Messwerte aus
n = 4 unabhéngigen Experimenten mit dem Mittelwert bzw. der Standardabweichung dieser als Linie bzw. Fehler-
balken dar. Signifikante Unterschiede zweier ausgewéhlter Bedingungen nach gepaarter ANOVA sind wie folgt
verdeutlicht: * = p < 0,05; ** = p < 0,001.
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3.2.4 Freigesetztes NO fuhrt in vitro zu myeloider Differenzierung von HSPZ

Um Veranderungen der HSPZ Anteile nach flinftagiger Stimulation mit DETA/NO detektieren
zu konnen, wurden die Zellen anschlieBend zuséatzlich mit fluoreszenzmarkierten Antikorper-
konjugaten gegen CD38, CD45RA, CD135 und CD10 geférbt. Hierzu wurde aus den Einzel-
zellereignissen zunéachst die vitale CD34 Population ermittelt und daraus der CD34* CD38"
CD45RA" Anteil erhalten, der charakteristisch fir HSZ und MPPs ist (fir Gatingstrategie siehe
Anhang 4). Ohne Berticksichtigung des Proliferationsverhaltens der Zellen reduzierte sich die
gesamte CD34" CD38  CD45RA" Zellpopulation, wie in Abbildung 16 A) gezeigt, mit steigen-
der Konzentration an DETA/NO in der Kultur. Hierbei sank der Anteil an HSZ und MPPs sig-
nifikant von 11,5% auf 9,6% bei Stimulation mit 10 uM DETA/NO verglichen mit der Lése-
mittelkontrolle und nahm rel. zu dieser auf das 0,83-fache ab. Eine solche konzentrationsab-
hangige Reduktion der HSZ und MPP Anteile war in spéten Zellgenerationen nicht beobachtbar
und konnte lediglich in wenig proliferativen Zellen gefunden werden. Wie in Abbildung 16 B)
bzw. C) flr Generation 2 bzw. 3 gezeigt, nahm der HSZ und MPP Anteil relativ zur Lésemit-
telkontrolle mit zunehmender Konzentration von DETA/NO auf das 0,49-fache bzw. 0,64-fa-
che der Kontrolle ab. Zusatzlich sank der HSZ und MPP Anteil in Generation 2 in Gegenwart
von 10 uM DETA/NO auf das 0,57-fache der Losemittelkontrolle ab, in Generation 3 wurde
bei dieser Konzentration eine Reduktion auf das 0,34-fache beobachtet. Bereits 5 uM
DETA/NO fuhrten in Zellen, welche 3 Zellteilungen durchlaufen hatten, zu einer Verringerung
des HSZ und MPP Anteils auf das 0,54-fache der Kontrolle.

Anhand der Koexpression der Oberflachenmarker CD10 und CD34 wurden CLPs innerhalb der
vitalen CD34" Zellen identifiziert. Bei Betrachtung der gesamten Zellpopulation war aufgrund
der Spendervariabilitat kein signifikanter Einfluss der Stimulation mit DETA/NO auf den An-
teil an CLPs detektierbar, wie in Abbildung 17 A) gezeigt. Nach Normierung der analysierten
Zellanteile auf die jeweilige Losemittelkontrolle schien durch Stimulation mit der hdchsten
Konzentration DETA/NO ein reduzierter Anteil an CLPs ersichtlich. Eine &hnlicher Effekt
wurde bei wenig proliferativen Zellanteilen in Generation 1, 2 und 3 deutlich, wie in Abbildung
17 B), C) und D) erkennbar. Der Anteil von CLPs verringerte sich durch Stimulation mit 20 uM
DETA/NO signifikant von 53,6% auf 14% in Generation 2 und von 43,5% auf 16% in Genera-
tion 3. Wurden die Zellanteile eines Spenders rel. zur jeweiligen Losemittelkontrolle betrachtet,
reduzierte sich der CLP Anteil auf das 0,36-fache, 0,24-fache und 0,33-fache der Kontrolle in

Generation 1, 2 und 3.
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Abbildung 16  Einfluss von DETA/NO auf den Anteil an CD34* CD38" CD45RA" HSZ und MPPs nach fiunf-

tagiger Kultur in Abhéangigkeit der eingesetzten Konzentration der NO-freisetzenden Verbindung. Balkendia-
gramme zeigen die HSZ und MPP Zellanteile in A) der gesamten Zellpopulation unabhéngig von der Anzahl der
durchlaufenen Zellteilungen sowie in B) Generation 2 und C) Generation 3. Linke Diagramme stellen jeweils die
ermittelten HSZ und MPP Anteile aus vitalen CD34* Zellen dar, wahrend rechte Diagramme die HSZ und MPP
Anteile rel. zur jeweiligen Losemittelkontrolle zeigen und so spenderabhéngige Effekte ausschlieBen. Balken stel-
len die Mittelwerte aus n = 4 unabhé&ngigen Experimenten mit der Standardabweichung der Mittelwerte als Fehler-
balken dar. Signifikante Unterschiede nach Vergleich der mittleren Zellanteile einer Bedingung mit den -anteilen
der Losemittelkontrolle nach gepaarter ANOVA sind durch Linien verbunden, wéhrend lineare Trends mit zuneh-
mender DETA/NO Konzentration durch geschweifte Klammern verdeutlicht sind. * = p < 0,05; ** = p < 0,001;
**% =0,0001 < p < 0,001.
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Bei Stimulation mit 20 uM DETA/NO waren die rel. CLP Anteile bezogen auf die Losemittel-

kontrolle auch in starker proliferierenden Zellpopulationen signifikant verringert (Anhang 6).

Im Gegensatz dazu zeigte sich eine andere Wirkung der DETA/NO Stimulation auf die Diffe-
renzierung von HSPZ in myeloide Progenitorzellen. CD10" Zellen, die CD38 und CD34 koex-
primierten, waren frihe, myeloide Vorlaufer und wurden mithilfe der zusatzlichen Marker
CD135 und CD45RA in CMPs, GMPs und MEPs untergliedert. Wie in Abbildung 18 A) ge-
zeigt, nahm der rel. CMP Anteil, der CD34" CD38" CD10" CD135" CD45RA" war, mit stei-
gender Konzentration der NO-freisetzenden Verbindung auf das 2,9-fache der Ldsemittelkon-
trolle zu. Wéhrend dieser Zusammenhang in frihen Zellgenerationen nicht vorlag (Anhang 8
sowie Abbildung 18 B)), war der Effekt nach 3, 4 und 5 Zellteilungen messbar, wie in Abbil-
dung 18 C), D) und E) gezeigt. Hier erhdhte sich der rel. CMP Anteil mit steigender Konzent-
ration an DETA/NO auf das 4,3-fache, das 3,5-fache und 9,1-fache in den Stimulationsbedin-

gungen mit maximal zugesetzter NO Konzentration.



Ergebnisse

106

A)

+

cp34" cp10" Zellanteil (%)

B)

+

cp34” cp10” zellanteil (%)

C)

+

cp34” cp10” zellanteil (%)

A=)

+

cp34’ cD10" Zellanteil (%)

Gesamte Zellpopulation

807

o
60 ] . ®
407 o .

[]

N . § [
0 T T T T

Q Q‘\/ Q‘? N “ ,\/0 ,\/‘o ,,VQ

[DETA/NO] (M)

Generation 1

711\

Q > “ N “ Q “ Q

[DETA/NO] (uM)

Generation 2

% %k % %k
il
r !
*
807 [
.
60 ] [
0
° o
40
207

Q N “ N “ Q “ Q

[DETA/NO] (uM)

Generation 3

k%
L
r !
80 *
® .
60 °
40 e ¢
e
o
20
0 T f T T

S R S

[DETA/NO] (uM)

+
+

rel.CD34 CD10 Zellanteil (x-fach)

+

rel. CD34" cD10" Zellanteil (x-fach)

+

rel. cD34" cD10" Zellanteil (x-fach)

+

rel. D34  cD10" Zellanteil (x-fach)

N S > Q(? ~ © ,\0 ,\,‘o ,1(0

[DETA/NO] (uM)

* %k %k

0.0 T T T T

Q S N S ‘:) N “ \/Q \/‘0 N

[DETA/NO] (uM)

% %k % %k
It
r 1
2,07 * % %
L]
1,57
°
o
1,07 o °
0,57
0,0 T T T T
Q Q> Q? N “ \9 é’ q9
[DETA/NO] (uM)
% %k
L
r \
2,07 * %
1,57 i
o0 O (]
1,0 o.
\d

0,5
0,0 T f T T

S L I

[DETA/NO] (uM)



Ergebnisse 107

Abbildung 17  Auswirkung der flnftagigen Kultur von HSPZ mit verschiedenen Konzentrationen an
DETA/NO auf den Anteil an CD34* CD10* CLPs. Abhdngig von der eingesetzten Konzentration der NO-frei-
setzenden Verbindung ist der Anteil von CLPs in A) der gesamten Zellpopulation bzw. in B) Generation 1, C) Ge-
neration 2 und D) Generation 3 gezeigt. Wéhrend linke Diagramme jeweils die ermittelten CLP Anteile innerhalb
des vitalen CD34* Zellanteils veranschaulichen, verdeutlichen rechte Diagramme rel. CLP Anteile bezogen auf
die jeweilige Losemittelkontrolle des Spenders und erlauben so den Ausschluss spenderabhéngiger Effekte. Bal-
ken stellen die Mittelwerte aus n = 4 unabhangigen Experimenten mit der jeweiligen Standardabweichung des
Mittelwertes als Fehlerbalken dar. Signifikante Unterschiede der Mittelwerte im Vergleich zur jeweiligen Ldse-
mittelkontrolle nach gepaarter ANOVA sind durch Linien verbunden, wahrend lineare Abhéngigkeiten der Zell-
anteile von der DETA/NO Konzentration durch geschweifte Klammern angezeigt sind. *=p <0,05;
** =p < 0,001; *** =0,0001 < p <0,001; **** = p < 0,0001.

MEP Anteile (CD34" CD38" CD10" CD135 und CD45RA") erhohten sich mit steigender
DETA/NO Konzentration in frihen Generationen, wie in Abbildung 19 B) und C) fiir Genera-
tion 1 und 2 gezeigt. Wéhrend bei Betrachtung der gesamten Zellpopulation kein Effekt auf
MEP Anteile detektierbar war (Abbildung 19 A)), vergroRerte sich der MEP Anteil durch Sti-
mulation mit 10 pM bzw. 20 uM DETA/NO von 16,4% in der Losemittelkontrolle auf je ca.

50% in Generation 1 und von 20% auf 29% bzw. 37,4% in Generation 2.

GMP Anteile (CD34" CD38" CD10 CD135" CD45RA") schienen aufgrund einer hohen Spen-
dervariabilitdt bei Betrachtung der gesamten Zellpopulation nicht durch Stimulation mit
DETA/NO beeinflusst worden zu sein. Durch Bezug auf die jeweilige Ldsemittelkontrolle
konnte jedoch eine konzentrationsabhéngige Erhdhung des rel. GMP Anteils mit zunehmender
Konzentration der NO-freisetzenden Verbindung in der gesamten Zellpopulation gefunden
werden, wie in Abbildung 20 A) gezeigt. Abbildung 20 B), C) und D) zeigt die zur Losemittel-
kontrolle rel. GMP Anteile nach 1, 3 und 5 Zellteilungen der Ursprungspopulation in Gegen-
wart von bis zu 20 uM DETA/NO. Wahrend sich der Zellanteil nach einer Teilung durch Zu-
gabe von 10 uM bzw. 20 uM auf das 0,41-fache bzw. 0,23-fache reduzierte und die GMP Frak-
tion in Generation 1 und 2 mit steigender Konzentration des NO freisetzenden Molekiils ab-
nahm, konnte ein solcher Effekt in Generation 3 nicht nachgewiesen werden. Nach 4 bzw. 5
Zellteilungen lag der umgekehrte Effekt vor, sodass ein Zuwachs an GMPs mit steigender Kon-
zentration an DETA/NO resultierte.

Zusammengefasst schienen die Zellen durch die Zugabe von NO in vitro zu myeloider Diffe-
renzierung angeregt, sodass in weniger proliferativen Zellpopulationen geringere CLP Anteile
resultierten. Stattdessen lagen in diesen friihen Generationen mehr MEPs vor. Zellen mit hoher
Proliferationsrate wiesen hohere Anteile an CMPs und GMPs auf.
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CD38* CD10  CD135* CD45RA" CMPs. A) Darstellung des konzentrationsabhéngigen Einflusses von DETA/NO
auf den Anteil von CMPs innerhalb der friihen, myeloiden Vorlauferpopulation (links) sowie des rel. CMP Anteils
bezogen auf die jeweilige Losemittelkontrolle des Spenders in der gesamten Zellpopulation (rechts). Ubersicht der
rel. CMP Anteile in B) Generation 2, C) Generation 3 und D) Generation 4 sowie E) Generation 5 nach finftagiger
Kultur in Abhé&ngigkeit der Konzentration an DETA/NO. Balken stellen die Mittelwerte aus n = 4 unabhéngigen
Experimenten mit den Fehlerbalken als Standardabweichung der Mittelwerte dar. Lineare Zusammenhénge der
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CD38* CD10  CD135 CD45RA" MEPs. A) Darstellung des MEP Anteils der gesamten Zellpopulation innerhalb
des friihen, myeloiden Vorlauferzellanteils in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration der NO-freisetzenden
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(rechts). Ubersicht der MEP Anteile in B) Generation 1 und C) Generation 2 nach fiinftagiger Kultur in Abhan-
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unabhéngigen Experimenten mit den Fehlerbalken als Standardabweichung der Mittelwerte dar. Lineare Zusam-
menhénge der MEP Anteile mit zunehmender Konzentration an DETA/NO nach gepaarter ANOVA sind durch
geschweifte Klammern markiert. * = p < 0,05; **** = p < 0,0001.
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Auswirkung der fiinftdgigen Kultur von HSPZ unter Zusatz von bis zu 20 uM DETA/NO auf
den Anteil an CD34* CD38* CD10" CD135" CD45RA* GMPs. Darstellung des GMP Anteils innerhalb friher,
myeloider Vorlauferzellen (links) sowie des rel. GMP Anteils bezogen auf die jeweilige Ldsemittelkontrolle
(rechts) in A) der gesamten Zellpopulation sowie in B) Generation 1, C) Generation 3 und D) Generation 5 am
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Ende der Kultivierung in Abhangigkeit der zugesetzten Konzentration der NO-freisetzenden Verbindung. Balken
stellen die Mittelwerte aus n = 4 unabhéngigen Experimenten mit den Fehlerbalken als Standardabweichung der
Mittelwerte dar. Lineare Zusammenhange der MEP Anteile mit zunehmender Konzentration an DETA/NO nach
gepaarter ANOVA sind durch geschweifte Klammern markiert. * = p < 0,05; ** = p < 0,001; **** = p < 0,0001.

Um zu eruieren, ob dieser Effekt auch in funktionalen Assays nachweisbar war, wurden HSPZ
nach funftagiger Stimulation mit DETA/NO fiir CFU Assays eingesetzt und die gebildeten Ko-
lonien nach 12 Tagen ausgezéhlt. Wie in Abbildung 21 dargestellt, konnte mit diesem Assay
kein signifikanter Effekt auf eine friihe, myeloide Unterpopulation ermittelt werden. Bei Be-
trachtung der Gesamtzahl an gebildeten Kolonien pro 500 eingesetzten Zellen, die mit der An-
zahl friiher myeloider Vorldufer in den eingesetzten Zellen korreliert, wurde spenderabhéngig
ein Trend zu hoheren Koloniezahlen nach Stimulation mit 5 uM DETA/NO sowie zu einer
Verringerung der Koloniezahlen nach Kultur mit 15 uM bzw. 20 uM DETA/NO ersichtlich.
Nach Mittelwertbildung aus n =4 unabhangigen Versuchen (Abbildung 21 A)) waren diese
Unterschiede jedoch nicht signifikant. Die spenderabhangige Beobachtung schien vor allem
durch die Zunahme von BFU-E Kolonien bei Stimulation mit 5 — 10 uM DETA/NO hervorge-
rufen worden zu sein, wie in Abbildung 21 C) gezeigt. CFU-GM, CFU-G und CFU-M Kolo-
niezahlen (Abbildung 21 D)) schienen durch Stimulation mit 15 uM bzw. 20 uM DETA/NO
bei einzelnen Spendern reduziert. Jedoch waren die Effekte auf beide reiferen CFU-Typen bei
Vergleich von vier Spendern nicht signifikant. Die Anzahl von CMPs, welche mit der Anzahl
von CFU-GEMM Kaolonien korreliert, wurde durch die Gegenwart von DETA/NO in vitro nicht
beeinflusst (Abbildung 21 B)).
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Abbildung 21 Auswirkung der flinftdgigen Kultivierung von HSPZ mit bis zu 20 uM DETA/NO auf die Bil-
dung fruher, myeloider CFUs im CFU Assay. Punktdiagrammdarstellung der A) Anzahl an Kolonien sowie der
Anzahl an B) CFU-GEMM, C) BFU-E oder D) CFU-GM, CFU-G oder CFU-M Kolonien je 500 eingesetzter
Zellen in Abhéngigkeit der Konzentration an DETA/NO, mit welcher HSPZ vor Ansatz des CFU Assays 5 Tage
kultiviert worden waren. Linien und Fehlerbalken stellen den Mittelwert aus n = 4 unabhangigen Experimenten
mit der jeweiligen Standardabweichung dar. Zur Untersuchung statistisch signifikanter Effekte wurde eine ge-
paarte ANOVA durchgefiihrt und die Daten zusétzlich auf Linearitidt mit steigender DETA/NO Konzentration
gepriift.

3.2.5 Stimulation mit DETA/NO aktiviert den kanonischen NO/sGC/cGMP Signalweg

Bei physiologischen Konzentrationen von NO wird vorrangig der klassische NO Signalweg
uber die Bindung an die sGC und dem daraus resultierenden Anstieg an intrazellularem cGMP
aktiviert [161]. Diesem nachgelagert, phosphoryliert die cGMP-abhéngige PKG eine Vielzahl
an Proteinen, wie zum Beispiel VASP an der fur die PKG charakteristischen Stelle Ser239. Um
herauszufinden, ob dieser Signalweg durch die Stimulation mit DETA/NO in HSPZ aktiv war,
wurde einerseits die Veranderung des intrazellularen cGMP Niveaus tber einen kompetitiven
Immunassay verfolgt und andererseits die Phosphorylierung von VASP mittels Western Blot

Uberpraft.



Ergebnisse 113

3.2.5.1 DETA/NO verursacht einen Anstieg an intrazelluldarem cGMP

Zur Uberprifung der intrazellularen cGMP Konzentration nach Stimulation mit NO wurde eine
indirekte Methode gewahlt, bei der den Zelllysaten im gleichen Verhéltnis ein enzymgekoppel-
tes cGMP-Konkurrenzmolekul zugesetzt wurde und die Immobilisierung dessen iber den Sub-
stratumsatz detektiert wurde. Hierbei korrelierte die gemessene Absorbanz mit der Enzymakti-
vitdt und somit invers mit der cGMP Konzentration in den untersuchten Proben. Hierzu wurden
zunédchst KG1a Zellen mit DETA/NO stimuliert und anschlieRend lysiert. Wie in Abbildung
22 A) dargestellt, reduzierte sich die rel. Absorbanz des umgesetzten Substrates mit steigender
Konzentration an DETA/NO und zeigte so einen Anstieg der intrazellularen cGMP Konzentra-
tion in KG1a Zellen durch Zugabe der NO-freisetzenden Verbindung an. Wéhrend die Absor-
banz bei Zugabe von bis zu 5 uM DETA/NO lediglich um das 0,2-fache von der Lésemittel-
kontrolle abwich, sank der Wert ab 25 uM des NO-freisetzenden Molekuls deutlich auf das 0,5-
fache der Losemittelkontrolle ab. Eine signifikante Reduktion der rel. Absorbanz auf das 0,25-
fache der Kontrolle lag erst bei Stimulation mit 100 uM DETA/NO vor. Uber Vorinkubation
der Zellen mit ODQ wurde die sGC inhibiert und die Zellen anschlieend mit DETA/NO sti-
muliert (Abbildung 22 B)). Ohne Zusatz von ODQ reduzierte sich der Substratumsatz bei Sti-
mulation mit 25 uM DETA/NO signifikant, wodurch auf einen Anstieg des intrazellularen
cGMP Niveaus in Folge der NO-Behandlung geschlossen werden konnte. Dieser Effekt lieR
sich durch Inhibition der sGC mit ODQ auffangen, wie sich bei gleichzeitigem Zusatz von ODQ
und 25 uM DETA/NO zeigte. Hier konnte kein Unterschied zwischen der Absorbanz der be-
handelten Probe und der Kontrolle festgestellt werden. Die Stimulation mit DETA/NO gerin-
gerer Konzentrationen fuihrte ebenfalls zu einer Verringerung der Absorbanz, die durch zusatz-
liche Inkubation mit ODQ abgeschwécht wurde, jedoch lagen hier keine signifikanten Unter-

schiede vor.

Analog wurden HSPZ mit Konzentrationen von bis zu 25 uM DETA/NO stimuliert und die
Lysate fur den kompetitiven cGMP Immunassay eingesetzt. HSPZ waren sensitiver gegentber
Stimulation mit NO als KG1a, wie in Abbildung 22 C) ersichtlich wird. Bis zu einer Konzent-
ration von 1 uM DETA/NO zeigte sich kein Effekt auf die rel. Absorbanz im Vergleich mit der
Losemittelkontrolle, ab 5 uM der NO-freisetzenden Verbindung begann der Substratumsatz ab-
zufallen. Bereits eine Stimulation mit 15 uM DETA/NO fiihrte zu einer signifikanten Reduk-
tion der rel. Absorbanz auf das 0,43-fache der Losemittelkontrolle. Bei Zusatz von 20 M bzw.
25 uM DETA/NO sank die Absorbanz auf das 0,34- fache bzw. das 0,26-fache der Werte der
Kontrolle. Wie in Abbildung 22 D) gezeigt, konnte die signifikante Reduktion der Absorbanz
bei Stimulation mit 25 uM DETA/NO von 0,96 a.u. auf 0,26 a.u. durch zusatzliche Inhibierung



Ergebnisse 114

der sGC mithilfe von ODQ in HSPZ abgefangen werden. Sie betrug bei gleichzeitiger Inhibi-
tion des NO Targets 0,76 a.u. und lag damit auf dem Niveau der unstimulierten Kontrolle. Diese
Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die Reduktion der Absorbanz im kompetitiven cGMP Im-
munassay durch den Anstieg an intrazellularem cGMP nach Stimulation der sGC durch NO

verursacht wurde, da der Effekt durch Inhibition des primaren NO Targets aufgefangen werden

konnte.
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Abbildung 22 Auswirkung der Stimulation hdmatopoetischer Zellen mit DETA/NO auf die intrazellulare
cGMP Konzentration ermittelt durch einen kompetitiven cGMP Immunassay. Hierbei korreliert ein erhdhter
cGMP Anteil in den Lysaten mit einem verringerten Substratumsatz durch das im Volumenverhéltnis 1:1 einge-
setzte enzymgekoppelte Konkurrenzmolekiil und somit mit einer reduzierten gemessenen Absorbanz des Substra-
tes. A) bzw. C) Punktdiagrammdarstellung der rel. Absorbanz des umgesetzten Substrates nach Analyse der Lysate
von KG1la Zellen bzw. HSPZ in Abhéngigkeit der eingesetzten Konzentrationen von DETA/NO bezogen auf die
Absorbanz der Lésemittelkontrolle. Linien mit Fehlerbalken verdeutlichen die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der Mittelwerte aus n = 3 unabhéngigen Versuchen. B) bzw. D) Absorbanz des umgesetzten Substrates
nach Analyse von Lysaten von KG1a Zellen bzw. HSPZ in Abhéngigkeit der eingesetzten DETA/NO Konzentra-
tion. Zellen wurden vor der Stimulation mit DETA/NO mit dem sGC Inhibitor ODQ (gestreifte Balken) oder
DMSO (Ldsemittelkontrolle, ohne Muster) inkubiert. Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der Absorbanz aus
n = 3 unabhé&ngigen Experimenten, dabei ist die Standardabweichung der Mittelwerte als Fehlerbalken gezeigt.
Signifikante Unterschiede im Vergleich mit einer Kontrollbedingung nach gepaarter ANOVA sind durch verbin-
dende Linien gekennzeichnet. ns = nicht signifikant, * = p < 0,05; ** = p < 0,001.
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Zusétzlich wurden beide Zelltypen vor Zusatz der NO-freisetzenden Verbindung mit dem NO
Fangermolekil cPTIO inkubiert. Mit der Stimulation von KG1a Zellen mit 25 pM DETA/NO
war eine signifikante Reduktion der Absorbanz von 1,05 a.u. auf 0,6 a.u. verbunden, die durch
den Anstieg an intrazellularem cGMP verursacht wurde. Mit steigender Konzentration des vor
der Stimulation mit DETA/NO zugesetzten Fangermolekils cPTIO nahm die Absorbanz von
0,6 a.u. auf 0,87 a.u. zu. Daher schien der durch NO verursachte Anstieg an intrazellularem
CcGMP durch den Zusatz von bis zu 25 Stoffmengenéquivalenten cPTIO (bezogen auf die ma-
ximal von DETA/NO freisetzbare Menge an NO) abgeschwécht zu werden (Abbildung 23 A)).
Bei Wiederholung der Versuche mit den sensitiveren HSPZ reduzierte sich die Absorbanz im
kompetitiven cGMP Immunassay durch Stimulation mit 25 uM DETA/NO von 0,97 a.u. auf
0,26 a.u. (Abbildung 23 B)). Bei Zusatz von 25 Stoffmengendquivalenten cPTIO stieg die Ab-
sorbanz signifikant auf 0,89 a.u. und naherte sich damit dem Niveau der unstimulierten Kon-

trolle an, von der sich der erhaltene Wert nicht signifikant unterschied.
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Abbildung 23  Einfluss der Stimulation von HSPZ mit DETA/NO und/oder dem NO Féangermolekil cPTIO auf
die intrazellulare ¢cGMP Konzentration ermittelt durch einen kompetitiven Immunassay. A) Absorbanz des
enzymatisch umgesetzten Substrates nach Analyse der Lysate von KG1a Zellen, welche zusatzlich zur Stimulation
mit DETA/NO mit 0, 1, 5 und 25 Stoffmengendquivalenten cPTIO (bezogen auf die maximal freisetzbare Menge
an NO) inkubiert wurden. B) Absorbanz des enzymatisch umgesetzten Substrates nach Analyse der Lysate von
HSPZ, welche mit 25 Stoffmengenaquivalenten cPTIO (bezogen auf die maximal freisetzbare Menge an NO)
inkubiert und anschlieend mit DETA/NO stimuliert wurden. Punktdiagrammdarstellung aus n = 3 unabhéngigen
Versuchen mit Linien und Fehlerbalken als Mittelwert und Standardabweichung der Mittelwerte. Signifikante
Unterschiede einzelner Stimulationsbedingungen und der nur mit DETA/NO stimulierten Bedingung nach gepaar-
ter ANOVA sind durch verbindende Linien dargestellt, geschweifte Klammern kennzeichnen lineare Trends mit
zunehmender cPTIO Konzentration. ns = nicht signifikant, *=p<0,05; ** =p<0,001;
**% =0,0001 < p < 0,001.
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Um sicherzustellen, dass diese Effekte unabhangig von der Wahl der NO-freisetzenden Ver-
bindung waren, wurde der Assay analog mit DEA/NO und KG1la Zellen wiederholt. Durch
Inkubation mit dieser Verbindung, die eine Halbwertszeit von wenigen Minuten aufwies, konn-

ten analoge Effekte im Vergleich zu Experimenten mit DETA/NO erzielt werden (Anhang 9).

Zusammengefasst reagierten primare HSPZ hinsichtlich der klassischen sGC-vermittelten Sig-
naltransduktion deutlich sensitiver auf die Stimulation mit NO als die Modellzelllinie KG1a.
Der Abfall der Absorbanz, der durch ein erhéhtes Niveau an intrazellularem cGMP hervorge-
rufen wurde, war auf die Stimulation mit NO zuruckzufuhren, da dieser Effekt durch Zusatz
eines NO Fangermolekuls sowie durch Inhibition des NO Targets sGC abgeschwécht oder auf-
gefangen werden konnte. Die Aktivierung des klassischen Signalweges erfolgte laut des kom-
petitiven Immunassays bei Konzentrationen von ca. 25 uM DETA/NO bei KG1a Zellen und
ca. 5 UM DETA/NO bei HSPZ.

3.2.5.2 DETA/NO flhrt zur PKG-abhéangigen Phosphorylierung von VASP

Um die Aktivierung des klassischen Signalweges anhand einer Endpunktanalyse zu Gberprifen,
wurde die Phosphorylierung von VASP an der fur die PKG bzw. PKA vorrangigen Stelle
Ser239 bzw. Serl57 mittels Protein-Immunblot untersucht. Wie in Abbildung 24 A) gezeigt,
war eine schwache Grundphosphorylierung von VASP an Ser239 ohne Stimulation mit
DETA/NO ersichtlich, die mit zunehmender Konzentration von DETA/NO um den Faktor 3
signifikant zunahm (Abbildung 24 B)), wahrend die Proteinmenge von VASP nicht signifikant
verandert war (Anhang 10 A)). Bei Konzentrationen von 0,5 uM und 1 uM DETA/NO lag
VVASP an Ser239 phosphoryliert vor, ab einer Konzentration von 5 uM DETA/NO war zusétz-
lich die Bildung einer VASP Doppelbande ersichtlich. Diese zusatzliche Bande, die mit einer
Veranderung der Proteinmobilitat in der SDS-PAGE durch die Phosphorylierung von VASP an
Ser157 einhergeht [363], deutete auf die teilweise Phosphorylierung beider Serinreste hin. Bei
einer Konzentration von 20 uM DETA/NO war das pSer239 Signal beinahe vollstandig zu ho-
heren Proteingewichten verschoben und zeigte somit eine fast vollstdndige Phosphorylierung
an Ser239 und Ser157 an. Die Kophosphorylierung lief? sich auch durch die entsprechende An-
tikérperfarbung von pSerl57 bestatigen (Abbildung 24 C)). Wahrend VASP an Ser157 in der
Losemittelkontrolle sowie bei Stimulation mit bis zu 1 uM DETA/NO nicht phosphoryliert
vorlag, nahm das Phosphorylierungssignal ab 5 uM DETA/NO zu und erhéhte sich bei 20 uM
DETA/NO auf das ca. 5-fache des Signals der Losemittelkontrolle (Abbildung 24 D)).
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Abbildung 24 Protein-Immunblot der Auswirkung der Stimulation von HSPZ mit bis zu 20 uM DETA/NO auf
die Phosphorylierung von VASP. A) bzw. C) Représentativer Protein-Immunblot der VASP Phosphorylierung an
Ser239 bzw. Ser157 nach Stimulation von HSPZ mit einer Konzentrationsreihe der NO-freisetzenden Verbindung.
B) bzw. D) rel. Phosphorylierungssignal von VASP an Ser239 bzw. Serl57 bezogen auf die geladene
Proteinmenge in Abhéngigkeit der Stimulation mit bis zu 20 uM DETA/NO. Die Phosphorylierung von VASP an
Serl57 war nur bei 2 von 3 Spendern detektierbar. Punktdiagramme stellen die Grauwerte der
Phosphorylierungsbhanden aus n =3 unabhdngigen Experimenten rel. zu denen der Ladekontrolle mit der
Standardabweichung als Fehlerbalken dar. Geschweifte Klammern verdeutlichen lineare Trends mit zunehmender
DETA/NO Konzentration nach gepaarter ANOVA. * = p < 0,05; *** = 0,0001 < p <0,001.

Um sicherzustellen, dass die Phosphorylierung von VASP durch die Stimulation mit NO aus-
gelost worden war, wurden HSPZ zusétzlich mit cPTIO inkubiert. Wahrend Zellen, die nicht
oder nur mit dem NO Fangermolekiil inkubiert wurden, eine schwache Grundphosphorylierung
von VASP an Ser239 aufwiesen, fiihrte die Stimulation mit DETA/NO zu einer deutlichen
Phosphorylierung von VASP an Ser239 und zusétzlich zu einer schwachen Phosphorylierung
an Ser157, wie in Abbildung 25 A) und B) ersichtlich. Durch zusatzliche Inkubation mit cPTIO
wurde die Phosphorylierung von VASP an Ser239 signifikant verringert. Zusétzlich reduzierte
sich auch die Phosphorylierung an Ser157, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (Ab-
bildung 25 C) und D)). Die Proteinmenge an VASP schien durch Stimulation der Zellen redu-
ziert, jedoch waren die Unterschiede der rel. Proteinmenge von VASP in Bezug auf die Lade-
kontrolle bei Stimulation mit DETA/NO im Vergleich mit der Losemittelkontrolle nicht signi-
fikant (Anhang 10 B)).
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Abbildung 25  Protein-Immunblot der Phosphorylierung von VASP in HSPZ in Abhéngigkeit der Stimulation
mit DETA/NO und/oder der Inkubation mit cPTIO. A) bzw. C) Repréasentativer Blot der VASP Phosphorylierung
an Ser239 bzw. Ser157 nach Stimulation von HSPZ mit 10 uM DETA/NO und/oder 1,25 mM cPTIO. B) bzw. D)
rel. Phosphorylierungsintensitat von VASP an Ser239 bzw. Ser157 bezogen auf die geladene Proteinmenge nach
Stimulation mit 10 uyM DETA/NO und/oder 1,25 mM cPTIO. Punktdiagramme stellen die Grauwerte der
Phosphorylierungsbanden aus n=3 unabhangigen Experimenten rel. zur Ladekontrolle mit der
Standardabweichung als  Fehlerbalken dar. Signifikante  Unterschiede der  Mittelwerte  der
Phosphorylierungssignalintensitéat einzelner Bedingungen und der nur mit DETA/NO behandelten Bedingung
nach gepaarter ANOVA sind durch verbindende Linien gekennzeichnet. * = p < 0,05.

Die Untersuchung der Phosphorylierung des in der Signalkaskade endstandigen Proteins VASP
erlaubte die Nachverfolgung des NO/sGC/cGMP Signalweges. Hierzu wurde zun&chst die sGC
als Target von NO inhibiert und anschlieend Uberpriift, ob dies nach Stimulation mit
DETAJ/NO zu einer Abschwéachung der VASP Phosphorylierung fuhrte. Um herauszufinden,
ob die Phosphorylierung nach Inhibition der sGC durch ein membrangéngiges Analogon von
cGMP ausgeltst werden konnte, wurde den Zellen nach Inhibition mit ODQ zusétzlich 8-
pCPT-cGMP zugesetzt. Durch Inhibition der PKG mit DT-3 wurde auBerdem verfolgt, ob die
PKG-abhangige Proteinphosphorylierung nach Stimulation mit DETA/NO oder 8-pCPT-
cGMP unterbunden werden konnte. Wie in Abbildung 26 A) dargestellt, lag in der unstimulier-
ten Kontrolle eine schwache Grundphosphorylierung von VASP an Ser239 vor, die durch Sti-
mulation mit DETA/NO verstarkt wurde. Gleichzeitig fuhrte die Zugabe von DETA/NO zur
Phosphorylierung von VASP an Ser157. BloRe Inkubation der Zellen mit ODQ schien zu einer
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schwachen Phosphorylierung von VASP an Ser239 zu fiihren. Wie erwartet resultierte die Sti-
mulation mit 8-pCPT-cGMP in der Aktivierung der PKG und so in einem Anstieg der rel. Phos-
phorylierung von VASP an Ser239. Durch Inhibition der PKG mit DT-3 wurde die grundle-
gende Phosphorylierung von VASP an Ser239 unterbunden.
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Abbildung 26  Protein-Immunblot zur Nachverfolgung des klassischen NO Signalweges durch Stimulation von
HSPZ der NO-freisetzenden Verbindung DETA/NO oder dem cGMP Analogon unter Inhibition einzelner Kom-
ponenten des Signalweges. A) Protein-Immunblot der VASP Phosphorylierung an Ser239 bzw. Serl57 nach
Stimulation von HSPZ mit 10 uM DETA/NO, 1 uM ODQ, 500 pM 8-pCPT-cGMP und/oder 50 uM DT-3.
B) Vergleich der Ladekontrollen Vinkulin und GAPDH sowie des VASP Signals von Protein-Immunblots von

n = 4 Spendern nach Stimulation von HSPZ mit 10 uM DETA/NO, 1 uM ODQ, 500 pM 8-pCPT-cGMP und/oder
50 uM DT-3.
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Zur Quantifizierung der Phosphorylierung von VASP wurde das Phosphorylierungssignal mit
dem Signal von VASP ins Verhéltnis gesetzt. DT-3 behandelte Gruppen wurden jedoch von
der Quantifizierung der Proteinphosphorylierung ausgenommen, da die Zugabe dieses Inhi-
bitors bei vier von funf Spendern zu einem reduzierten Signal der Ladekontrolle Vinkulin
flihrte, wie in Abbildung 26 B) ersichtlich. Zusétzliche Farbung von GAPDH und VASP zeigte
auch bei diesen Proteinbanden ein stark verringertes Signal. Aufgrund des verringerten Protein-
signales der Ladekontrollen ware der Bezug des Phosphorylierungssignals von VASP auf diese
Proteinbande stark fehlerbehaftet. Dennoch schien VASP in DT-3 behandelten Gruppen an
Ser239 in unphosphorylierter Form vorzuliegen. Wie in Abbildung 27 A) dargestellt, erhéhte
die blof3e Inhibition der sGC in HSPZ die rel. Phosphorylierungssignalintensitat von VASP an
Ser239 nicht. Durch Stimulation mit dem cGMP Analogon 8-pCPT-cGMP zeigte sich im Ver-
gleich zur Lésemittelkontrolle eine erhohte Signalintensitat der Phosphorylierung von VASP
an Ser239 und demonstrierte so die cGMP-vermittelte Phosphorylierung an diesem Ser-Rest.
Wie erwartet, anderte die vorherige Inhibition der sGC durch ODQ dieses Signal nicht, da
cGMP ein der sGC nachgelagertes Signalmolekiil darstellt. Ein Anstieg der Phosphorylierung
von VASP an Ser157 war lediglich nach der Stimulation der Zellen mit DETA/NO nachweisbar
(Abbildung 27 B)). Die gesamte Proteinmenge von VASP schien sich durch Zusatz des cGMP
Analogons 8-pCPT-cGMP leicht zu erhéhen, wie in Abbildung 27 C) aufgefihrt. Die Unter-
schiede der Signalintensitat von VASP waren hier jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 27 Rel. Phosphorylierungs- bzw. Proteinsignalintensitat von VASP nach Quantifizierung von Pro-
tein-Immunblots in Abhé&ngigkeit der Stimulation von HSPZ mit 10 uM DETA/NO, 1 uM ODQ und/oder 500 pM
8-pCPT-cGMP. Rel. Intensitat des Phosphorylierungssignals von VASP an A) Ser239 bzw. B) Serl57 nach
Stimulation von HSPZ mit DETA/NO bzw. dem cGMP Analogon 8-pCPT-cGMP und/oder dem sGC Inhibitor
ODQ bezogen auf die Proteinmenge von VASP. C) Rel. Proteinmenge von VASP nach Stimulation von HSPZ
mit DETA/NO bzw. 8-pCPT-cGMP und/oder ODQ bezogen auf die geladene Proteinmenge. Punktdiagramme aus
n = 3 Experimenten zeigen Mittelwerte als Linien mit der Standardabweichung der Mittelwerte als Fehlerbalken.
Nach gepaarter ANOVA wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede der Signalintensitét einer
Behandlungsgruppe zur Signalintensitat der Lésemittelkontrolle gefunden.
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3.2.6 S-Nitrosylierung von Proteinen in HSPZ erfolgt in vitro bei Stimulation mit
10 uM DETA/NO

Neben der Aktivierung des kanonischen NO/sGC/cGMP Signalwegs kann NO auch Uber
S-Nitrosylierung von Proteinen an physiologischen Prozessen beteiligt sein. Um herauszufin-
den, ob und ab welcher Konzentration dieser Signalweg aktiv war, wurden hdmatopoetische
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von DETA/NO inkubiert und anschlieBend lysiert.
Nach Schitzen der freien Cysteinreste wurden die nitrosylierten Thiolreste markiert und mittels
Protein-Immunblot analysiert. KG1a Zellen besal3en, wie in Abbildung 28 A) dargestellt, ohne
weitere Stimulation ein GrundmaR an nitrosylierten Proteinthiolen, welches durch Zugabe von
steigenden Konzentrationen an DETA/NO zunahm. Durch Behandlung der Kontrollgruppen
mit GSNO bzw. reduziertem GSH wurde eine Positiv- bzw. Negativkontrolle erhalten, welche
die Funktionalitat der Methode zeigten. Rel. zur Losemittelkontrolle erhdhte sich das MaR von
S-Nitrosylierungen bei Behandlung von KG1a Zellen mit 1 uM DETA/NO signifikant auf das
3,4-fache, erreichte bei Stimulation mit 10 uM DETA/NO ein lokales Minimum (1,8-fache
S-Nitrosylierung) und stieg bei htheren Konzentrationen an DETA/NO wieder an. HSPZ wie-
sen hingegen keine vorriubergehende Erhéhung des S-Nitrosylierungsmales bei Stimulation mit
geringen Konzentrationen an DETA/NO auf. Wie in Abbildung 28 B) ersichtlich, schien das
MalR dieser Proteinmodifikation bis zu einer Konzentration von 5 uM DETA/NO nahezu kon-
stant zu sein. Bei Stimulation mit 10 uM DETA/NO erhohte sich das rel. S-Nitrosylierungssig-
nal auf das 3,2-fache der Losemittelkontrolle. Bei Stimulation mit 15 uM DETA/NO betrug
das MaR an S-Nitrosylierung das 1,6-fache der Kontrolle, wéhrend durch Stimulation mit
20 uM der NO-freisetzenden Verbindung eine Verstarkung der S-Nitrosylierung auf das 3,3-

fache der Lésemittelkontrolle einherging.
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Abbildung 28  Immunblot von S-Nitrosylierten Proteinen nach Stimulation von hdmatopoetischen Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen an DETA/NO. A) Reprasentativer Blot der S-Nitrosylierung von KGla Zellen
nach Stimulation mit bis zu 100 uM DETA/NO. Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden mit 200 uM GSNO bzw.
reduziertem GSH behandelt. Die rel. Intensitat der S-Nitrosylierungen bezogen auf die unstimulierte Kontrolle ist
in Abhéngigkeit der zur Stimulation der Zellen eingesetzten DETA/NO Konzentration gezeigt. B) Reprasentativer
Blot der S-Nitrosylierung von HSPZ nach flinftagiger Kultur mit bis zu 20 uM DETA/NO und Darstellung der
rel. Proteinnitrosylierung bezogen auf die unstimulierte Kontrolle abhéngig von der eingesetzten Konzentration
der NO-freisetzenden Bedingung. Punktdiagrammdarstellung aus A) n = 3 und B) n = 2 unabhéangigen Versuchen
mit dem Mittelwert und der jeweilige Standardabweichung des Mittelwerts als Linie mit Fehlerbalken.
Signifikante Unterschiede nach gepaarter ANOVA im Vergleich mit der Ldsemittelkontrolle sind durch
verbindende Linien gekennzeichnet. * = p < 0,05.
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3.3  Etablierung eines NO-freisetzendenden Heparin/sPEG Hydrogelsystems

3.3.1 Funktionalisierung des Heparin/sPEG Hydrogels mittels Mehrkomponenten-
Ugi-Reaktion mit einem photo-sensitiven Nitroanilinderivat

Mittels Mehrkomponenten-Kondensation nach Ugi, wie schematisch in Abbildung 29 darge-
stellt, wurde das photosensitive 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin in ddH20, das mit HCI auf ei-
nen pH-Wert von ca. 3 gebracht wurde, an das Heparin/sPEG Hydrogel angebunden. Die er-
folgreiche Bildung des a-Aminoacylamid-Derivates wurde anschlieend durch FTIR-Spektro-
skopie im Modus der ATR uberpruft.
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Abbildung 29  Schematische Darstellung der postsynthetischen Funktionalsierung des Heparin/sPEG
Hydrogels mittel Mehrkomponenten-Ugi-Reaktion. Uberschiissige Carbonsaure-Reste des Heparin/sPEG
Hydrogels (griin) wurden bei RT in angesauertem ddH,O mit Formaldehyd (blau, 1,3 dq.), Tert-butyl-isocyanid
(rot, 1,3 &q.) sowie 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin (schwarz, 1 4g.) zu einem a-Aminoacylamid-Derivat reagiert.

Die Spektren, wie in Abbildung 30 A) gezeigt, wiesen nach Funktionalisierung im Vergleich
zur Negativkontrolle eine geringere Absorbanz im Bereich von 3200 cm™ bis 3600 cm™ auf.
Bei diesen Wellenzahlen absorbieren vorrangig O-H und N-H Streckschwingungen, sodass mit
der Reaktion eine Reduktion dieser funktionellen Gruppen einherzugehen schien. Zusétzlich
verénderten sich durch die Reaktion charakteristische Carbonylschwingungen. Wéhrend Ban-
den bei 1621 cm™ bzw. 1415 cm™ nach der Reaktion verschwanden, nahm die Absorbanz bei
1745 cm™ zu. Bei letzterer Energie wird charakteristischerweise die C=0 Streckschwingung
von beispielsweise Estern oder Amiden angeregt, wahrend die Absorbanz bei 1621 cm™ zum
Beispiel durch die Anregung der asymmetrischen CO> Streckschwingung oder NH, Deforma-
tionsschwingungen hervorgerufen werden kann [364]. Die symmetrische CO> Streckschwin-
gung wird bei Wellenzahlen von 1415 cm™ angeregt. Bei dieser Energie absorbieren jedoch
auch C-H und O-H Gruppen, die zur Deformation angeregt werden. Folglich wiesen die mittels
ATR erzielten Ergebnisse auf eine Zunahme an Carbonylverbindungen sowie eine Reduktion

von OH bzw. NH Gruppen im Hydrogel nach Funktionalisierung mittels Ugi Reaktion hin. Ein
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eindeutiger Rickschluss auf die Anbindung der Molekile war jedoch nicht moglich. Mittels
UV/vis Spektrometrie konnte ein weiterer Hinweis auf die Gegenwart des aromatischen Nitro-
anilin-Derivats erhalten werden, da die Absorbanz des untersuchten Hydrogels bei 370 nm im
Vergleich zur Kontrolle deutlich zunahm und sich damit in einem Wellenlangenbereich befand,
in dem auch 4-Nitro-3(trifluormethylnitro)anilin absorbierte, wie in Abbildung 30 B) gezeigt.
Jedoch erlaubte auch diese Analyse keinen Nachweis fiir eine kovalente Anbindung des NO-
freisetzenden Molekdls an das Heparin/sPEG Hydrogel.

Weiterhin wurden gefriergetrocknete Hydrogelproben mittels ToF-SIMS untersucht, wodurch
die Zusammensetzung der obersten Molekillagen ermittelt werden konnte. Zusatzlich zur
Durchfiihrung der Ugi-Reaktion in angesduertem Wasser wurden Reaktionen in 1 M KCI (aqg.)
bzw. 1 M Glukose (ag.) durchgefuhrt, um die Schwellung der Hydrogele wéhrend der Funkti-
onalisierung zu reduzieren. Wie in Abbildung 31 A) aufgefihrt, konnten bei Hydrogelen, wel-
che in angesdauertem ddH>O bzw. 1 M Glukose (aq.) funktionalisiert wurden, deutliche NO>
Signale detektiert werden. In der zugehdrigen Negativkontrolle lagen lediglich schwache NO>
Signale vor. Hydrogele, welche in 1 M KCI (ag.) reagiert wurden, zeigten ein geringes NO2
Signal, welches eine ca. 1,8-fach hohere Signalintensitat aufwies als die Kontrolle. Proben,
welche in angesduertem ddH>O oder 1 M Glukose (ag.) funktionalisiert wurden, besaRen im
Vergleich mit der Kontrolle ein deutlich verstarktes F~ Signal (Abbildung 31 B)). Dieser Unter-
schied war bei Proben, die in 1 M KCI reagiert wurden, nicht ersichtlich. Zusatzlich konnten
Fragmente der Tert-butylgruppe (Abbildung 31 C) sowie des Nitroanilinderivats (Abbildung
31 D) in Hydrogelen, welche in angesduertem ddH.O bzw. 1 M Glukose (aqg.) funktionalisiert
wurden, nachgewiesen werden. In den zugehdrigen Negativkontrollen waren diese ionisierten
Bruchstiicke nur geringfiigig vorhanden. Die Auftrennung des CFs-Fragmentes war aufgrund
des dhnlichen Masse-zu-Ladungsverhaltnisses von C3O2H (68,9952 m/z und 68,9977 m/z)
nicht moglich. Dennoch konnte aufgrund der Datenlage gefolgert werden, dass die Funktiona-
lisierung des Heparin/sPEG-Hydrogels via Ugi-Reaktion in angesauertem ddH>O bzw. 1 M
Glukose (ag.) gelang, wéhrend die Durchfiihrung in 1 M KCI (aqg.) nicht erfolgreich war.

Um herauszufinden, ob die Anbindung der NO-freisetzenden Gruppe an das Hydrogel ober-
flachlich stattfand oder ob das gesamte Gelvolumen funktionalisiert worden war, wurde ein
Tiefenprofil mittels ToF-SIMS durchgefihrt. Hierzu wurde ein auf Si immobilisiertes Hydrogel
eingesetzt, welches in angesduertem ddH»O funktionalisiert wurde. Wie in Abbildung 32 C)
sichtbar, wurde wahrend der Messung eine Flache von 300300 pm? mit Ar* Clustern beschos-

sen und so nach und nach das getrocknete Gel abgetragen, bis Si detektiert wurde.
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Abbildung 30 Spektroskopische Uberpriifung der postsynthetischen Funktionalisierung des Heparin/sPEG
Hydrogels mit dem 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin. A) Repréasentative FTIR/ATR Spektren des funktionalisierten
Hydrogels (rot) sowie der Negativkontrolle ohne Zusatz der Aldehyd- und Isocyanidkomponente (schwarz). Die
Absorbanz des jeweiligen Materials ist hier in Abhdngigkeit der analysierten Wellenzahl aufgetragen. Der
vergroRerte Bildausschnitt zeigt den Wellenzahlbereich zwischen 1800 cm™ und 1400 cm, in dem typischerweise
Carbonylverbindungen angeregt werden (n = 2). B) UV/vis Spektren des funktionalisierten Hydrogels (rot), der
Negativkontrolle ohne Zugabe der Aldehyd- und Isocyanidkomponente (schwarz) sowie des ungekoppelten
4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilins (blau) in PBS. Die Absorbanz des untersuchten Materials ist in Abh&ngigkeit der
Anregungswellenléange aufgetragen (n = 1).

Aufgrund des groRen Uberschusses an Sulfatgruppen des Heparins, wurde das maximale Signal
der jeweiligen detektierten Fragmente auf 1 gesetzt. Abbildung 32 A) zeigt, dass die Funktio-

nalisierung mit dem Nitroanilin-Derivat im gesamten Gelvolumen stattgefunden hatte. Zwar
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nahm die Intensitat der NO2- und F-Signale mit zunehmender Eindringtiefe in das Gel ab, je-
doch konnten beide bis zum Ubertritt zu Si nachgewiesen werden. Abbildung 32 B) zeigt die
Intensitat der fiir das 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin charakteristischen Signale NO,™ sowie F
im direkten Vergleich des mittels Ugi-Reaktion funktionalisierten Hydrogels und der Negativ-
kontrolle ohne Zusatz der Aldehyd- und Isocyanidkomponente. Beide Gelstlicke wiesen eine
ahnlich Schichtdicke auf, unterschieden sich jedoch malRgeblich bezuglich der Signalintensitét
von NO2  sowie F. Wahrend die in angeséduertem ddH>O reagierte Probe durchwegs ein
deutliches F~ Signal aufwies, war in der Negativkontrolle lediglich ein schwaches Grundsignal
des lons detektierbar. Die Signalintensitdt von NO. war verglichen mit F~ geringer, welches
dadurch erklarbar ist, dass ein Molekdil 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin drei Fluoratome besitzt,
aber nur eine licht-sensitive Nitrogruppe aufweist. Das Tiefenprofil der F Signalintensitét durch
das analysierte Gelvolumen verdeutlichte eine starke Funktionalisierung der Oberflache, die

mit zunehmender Eindringtiefe des Nitroanilin-Derivates in das Hydrogel abnahm.
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Abbildung 31  Massenspektrometrische Uberpriifung der postsynthetischen Funktionalisierung des Hepa-
rin/SPEG Hydrogels mit dem 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin mittels ToF-SIMS. Die Intensitat der ionisierten
Fragmente A) NO, B) F, C) CsHy, und D) C;H3F3NO; ist jeweils in Abhdngigkeit des Masse-zu-
Ladungsverhaltnisses (m/z) aufgetragen. Getrocknete Heparin/sPEG Hydrogele wurden nach Reaktion mit der
4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin Komponente in angeséuertem Wasser (H20+), 1 M KCI (ag.) (KCI+) oder 1 M
Glukose (aq.) (Glukose+) analysiert. Fiir Negativkontrollen wurden Hydrogele ohne Zusatz der Aldehyd- und
Isocyanidkomponente mit der 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilin in angesduertem Wasser (H20-), 1 M KCI (aq.)
(KCI-) oder 1 M Glukose (aq.) (Glukose-) mitgefiihrt (bezeichnet: H20-, KCI-, Glukose-).



Ergebnisse 128

A) 1. 17T e T eY

T LA R R R B S B B S B B \7"|77|; DL T
0.0 5.0e15 1.0e16 1.5e16 2.0e18 2.5e18 3.0e18 3.5e16 4.0e16 4.5e16

0% TR T T

B)

Intensitat relativ zu Maximum (x-fach)
o
o

noz

0.8
1 MM e
0.5 /\ W\’\/_\\“-&./\
npz W
s .

&

UC: '\‘—--., e o e S L SR S |
X T T T T T T T T T T
0.0 5.0e15 1.0e186 1.5e16 2.0e16 2.5e16 3.0e16 3.5e16 4.0e16 4.5e16

v

Fluenz (lonen - cm-2)

Q)

0
pm
Video Snapshot at Start of Measurement Video Snapshot at End of Measurement

Abbildung 32 Massenspektrometrische Uberpriifung der postsynthetischen Funktionalisierung des auf einer Si
Oberflache immobilisierten Heparin/sPEG Hydrogels im gesamten Gelvolumen durch eine Erosionsmessung mit-
tels ToF-SIMS. A) ToF-SIMS Tiefenprofil eines in angesduertem ddH,O funktionalisierten Heparin/sPEG
Hydrogels zeigt die zum Maximum rel. Intensitat charakteristischer Gelfragmente wie SO, (blau), C,H" (violett),
C,HO" (grau), CNO- (hellgrin) in Abhéangigkeit der Fluenz, welche mit der Erosionstiefe korreliert.
Charakterisitische Fragmente des 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilins sind in griin (NO>’) sowie rot (F’) dargestellt,
wahrend das Signal des unter dem Gel befindlichen Si-Wafers in rosa markiert ist. B) ToF-SIMS Tiefenprofil
charakterisitischer Fragmente des 4-Nitro-3-(trifluormethyl)anilins, NO2 und F-, eines in angesduertem ddH.O
funktionalisierten Heparin/sPEG Hydrogels (rot) im Vergleich mit der zugehorigen Negativkontrolle (orange)
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ohne Zusatz der Aldehyd- und Isocyanidkomponente. C) Mikroskopische Aufnahmen des Hydrogelstiicks (800 x
800 pum) vor und nach der Messung zeigt den Erosionskrater durch Beschuss der Probe mit Ar* Clustern.

3.3.2 Elektrochemischer Nachweis der Funktionalitat des photosensitiven
Heparin/sPEG Hydrogels

Zum Nachweis der Funktionalitdt des NO-freisetzenden Hydrogels wurde ein elektrochemi-
scher NO Sensor in direkte Nahe zur Geloberflache gebracht und das Gel mit Licht verschie-
dener Wellenléngen bestrahlt. Der durch die Detektion von NO an der Elektrode gemessene
Stromfluss ist in Abbildung 33 A) gezeigt. Wéhrend Licht der Wellenlangen 640 nm und
530 nm keinen nennenswerten Stromfluss induzierte, stieg das Signal bei Belichtung mit Licht
im blauen und UV Wellenldngenbereich deutlich an. Nach Abschalten der Lichtquelle
(schwarze Linie) sank das detektierte Signal auf den jeweiligen Grundwert zurtick. Wie in Ab-
bildung 33 B) dargestellt, wurde auch durch Belichtung des unfunktionalisierten Heparin/sPEG
Gels mit Licht der Wellenlangen 455 nm, 400 nm und 365 nm ein Hintergrundsignal erhalten,
das von den Messwerten subtrahiert werden musste. So fuhrte beispielsweise eine Belichtung
des photo-sensitiven Hydrogels zu einer Freisetzung von 38,2 nM NO nach Abzug des Hinter-
grundes bei Belichtung mit einer 365 nm Lichtquelle (Abbildung 33 C)). Da die Ergebnisse auf
ein Experiment gestiitzt sind, handelt es sich um vorlaufige Daten, die in weiteren Experimen-

ten verifiziert werden mussen.
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Abbildung 33  Elektrochemische Messung der lichtinduzierten Freisetzung von NO mittels einer NO-sensitiven
Elektrode in PBS. A) An der Elektrode gemessener Strom (blau) an der Oberflache des funktionalisierten Hepa-
rin/sPEG Hydrogels durch NO Freisetzung sowie die gemessene Temperatur (griin) in Abhéngigkeit der Messzeit.
Belichtung mit LEDs der Wellenl&dngen 640 nm, 530 nm, 455 nm, 400 nm und 365 nm sind durch gestrichelte
Linien markiert. Rote bzw. schwarze Striche verdeutlichen den Zeitpunkt des An- bzw. Abschaltens der Licht-
quelle (n = 1). B) bzw. C) Errechnete Konzentration von freigesetztem NO (aus gemessenem Strom) an der Ober-
flache eines unfunktionalisierten bzw. funktionalisierten Heparin/sPEG Hydrogels in Abhangigkeit der Messzeit.
Durch Kalibrierung der Elektrode mit Nitrit wurde die Umrechnung des gemessenen Stromes in die Konzentration
von NO ermdglicht. Gestrichelte Linien verdeutlichen das Einschalten (rot) bzw. Abschalten (schwarz) der Licht-
quelle mit den Wellenldngen a) 455 nm, b) 400 nm und c¢) 365 nm (n = 1).

3.3.3 NO-freisetzendes Heparin/sPEG Hydrogel ist zellvertraglich

Um zu untersuchen, ob die Funktionalisierung des Heparin/sPEG Hydrogels einen negativen
Effekt auf die Zytokompatibilitat der Gele gegeniiber HSPZ hatte, wurden HSPZ fir 72 h auf
funktionalisierten und nicht funktionalisierten Hydrogelen sowie Referenzoberflachen kulti-
viert. Die Zellen wurden anschlieRend Gber eine Lebend/Tot Farbung sowie durchflusszytomet-
risch mittels Annexin V/Sytox Farbung analysiert. Abbildung 34 A) zeigt, dass HSPZ auf bei-
den Hydrogeltypen &hnlich stoffwechselaktiv waren und kaum tote Zellen detektierbar waren.
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Dieses Verhalten konnte auch in der Negativkontrolle (TCPS) beobachtet werden. Die Funkti-
onalitat des Assays wurde durch die TCPS Kontrolle nachgewiesen, der 1% Triton X-100 zu-
gesetzt wurde. Die Beobachtungen deckten sich mit den Ergebnissen der Annexin V/Sytox Fér-
bung, wie in Abbildung 34 B) dargestellt. Hier lag der vitale Zellanteil an HSPZ, welche auf
Hydrogelen kultiviert wurden, bei ca. 93%, wahrend auf TCPS 87,5% doppelnegative Zellen
vorlagen. Folglich beeinflusste die Funktionalisierung der Hydrogele mittels Ugi Reaktion die
Zellvertraglichkeit der Heparin/sPEG Hydrogele nicht. Die Ergebnisse basieren auf einem Ver-

such, sodass weitere Wiederholungen nétig sind, um eine abschlieRende Aussage zu treffen.
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Abbildung 34  Uberpriifung der Zytokompatibilitat unfunktionalisierter und funktionalisierter Heparin/sPEG
Hydrogele gegeniiber HSPZ. A) Lebend/Tot Farbung von HSPZ nach 72 h Kultur auf den Testoberflachen sowie
TCPS bzw. TCPS + 1% TritonX-100 als Referenzoberflachen. Metabolisch aktive Zellen erscheinen durch die
Farbung mit Calcein AM gruin, wahrend tote Zellen eine permeable Zellmembran aufweisen und rot gefarbt sind.
B) Annexin V/Sytox Farbung von HSPZ nach 72 h Kultur auf funktionalisierten und unfunktionalisierten Hepa-
rin/sPEG Hydrogelen bzw. TCPS bzw. TCPS + 1% Triton X-100 (Negativ- bzw. Positivkontrolle). Annexin V-
Sytox™ (hellgrau) Zellen sind vital, wahrend apoptotische bzw. tote Zellen Annexin V* Sytox™ (gesteift) bzw. An-
nexin V* Sytox* (dunkelgrau) sind. Mittelwert aus einem technischen Duplikat (n = 1), MaBstab = 100 pM.
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4  Diskussion

Ziel vorliegender Arbeit war die Untersuchung des konzentrationsabhéngigen Einflusses von
NO auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten humaner HSPZ in vitro. Hierzu sollte
zunachst eruiert werden, ob NO ein Signalmolekl darstellt, welches von HSPZ selbst generiert

werden kann.

4.1 HSPZ aus Nabelschnurblut und MSZ aus Knochenmark produzieren
in vitro kein NO

Um die Wirkung von NO auf die Differenzierung und Proliferation von HSPZ untersuchen zu
kénnen, war die Kontrolle der freien Konzentration an NO essentiell. Hierfur wurde eine NO-
freisetzende Verbindung verwendet, welche in definiertem MaR geringe Konzentrationen an
NO uber lange Zeitraume freisetzt. Eine zusétzliche autologe Produktion von NO durch HSPZ
konnte dabei beobachtete Effekte verfalschen. Da durch den genetischen knock-out oder die
pharmakologische Inhibition von NOS ein Einfluss auf die Aktivitat muriner HSZ beobachtet
wurde [316] und zusatzlich gezeigt wurde, dass die Inkubation muriner, hamatopoetischer Pro-
genitorzellen mit einem NO Fangermolekil die Proliferation der Zellen beeinflusste [315],
konnte die autologe NO Produktion durch HSPZ nicht von Anfang an ausgeschlossen werden.
Entgegen dieser Studien, welche auf murinem Zellmaterial basierten, konnte in vorliegender
Arbeit in humanen CD34" HSPZ keine Expression einer der drei NOS Isoformen mittels RT-
PCR nachgewiesen werden, sodass HSPZ nach Isolation aus Nabelschnurblut nicht zur autolo-
gen NO Produktion fahig waren.

Waéhrend in Zebrafischen gezeigt wurde, dass die NOS2 Isoform durch entziindliche Zytokine
in HSZ induziert wird [318], wurde auch in der Mehrzahl der Arbeiten mit murinen Zellen ein
parakriner Einfluss von NO auf HSZ postuliert. Im Menschen exprimieren reife, hdmatopoeti-
sche Zellen, wie Granulozyten, Megakaryozyten und Blutplattchen [365], Neutrophile [366]
und Makrophagen NOS Isoformen [367] und kdnnten so als Nischenelemente zur Regulation
von HSZ durch NO beitragen. Zusétzlich produzieren Osteoblasten NO [368], abh&ngig von
der mechanischen Beanspruchung oder Ostrogen-abhingigen Signalwegen und stellen somit
potentiell Quellen von NO in der HSZ Nische dar. Parakrine Einflusse von NO auf murine HSZ
basierten oft auf der Produktion des Signalmolekdls durch Nischenzellen, wie Endothelzellen
oder MSZ [77, 317, 337, 369-372]. In vorliegender Arbeit wurde daher zusatzlich mittels RT-



Diskussion 133

PCR die NOS Expression in humanen MSZ aus Knochenmark tberprift. Wéhrend die Expres-
sion der NOS Isoformen NOS1, NOS2 und NOS3 in den jeweiligen Kontrollen HaCat, Caco-
2 und THP-1 eindeutig nachgewiesen werden konnte, war in humanen MSZ von drei Spendern

in vitro keine Expression einer NOS Isoform detektierbar.

Im murinen Knochenmark wurde freies NO gemessen, dessen Produktion auf die Expression
der NOS3 sowie zum Teil auf die Expression von NOS2 zurtickgefihrt wurde [328]. Andere
Veroffentlichungen identifizierten mRNA jeder NOS Isoform im murinen Knochenmark [316,
320]. Die fehlende Expression von NOS in humanen MSZ aus Knochenmark kdnnte auf spe-
ziesspezifische Unterschiede zwischen dem murinen und humanen System hinweisen. So
wurde am Beispiel von Makrophagen gezeigt, dass die NOS2 in humanen Zellen nur schwer
induzierbar ist, wahrend murine Zellen leicht zur Produktion von NO angeregt werden kénnen
[367]. Auch die freigesetzten NO Konzentrationen wichen hier deutlich voneinander ab. Zu-
sétzlich wurden in oben genannten Studien eine Mischung verschiedenster Zelltypen aus dem
murinen Knochenmark analysiert, welche potentiell Quellen fiir NO darstellen kénnten, wéh-
rend in vorliegender Arbeit lediglich MSZ untersucht wurden. Daher scheinen im humanen
System andere Nischenzellen, wie reife, hamatopoetische Zellen oder Endothelzellen die NO
Produktion in der HSZ Nische sicherzustellen. Auch im murinen Modellsystem vermittelt letz-
terer Zelltyp indirekte Effekte von NO auf HSZ [369, 370]. Die Expression von NOS Isoformen
in humanen Endothelzellen aus Knochenmark wurde in vorliegender Arbeit nicht Uberprift.
Grundsétzlich stellt Endothel eines der Zellsysteme dar, welches im humanen System typi-
scherweise zur NO Produktion in vivo beitragt [107]. Auch in vitro produzieren viele Endothel-
zelltypen NO [294, 373-376]. Aufgrund dieser Ergebnisse scheint NO kein autokrin wirkendes
Signalmolekil darzustellen, sondern parakrin zu wirken und von Nischenkomponenten, wie

Endothelzellen oder reifen hdmatopoetischen Zellen, generiert zu werden.

4.2 Biszu 20 puM DETA/NO sind fiur HSPZ vertraglich und setzen in vitro
physiologisch relevante NO Konzentrationen frei

Frihe Studien, welche NO-abhéngige Effekte auf humane CD34" Zellen aus Nabelschnurblut
oder Knochenmark untersuchten, verwendeten fir in vitro Versuche hohe Konzentrationen von
bis zu 1000 uM DETA/NO [314, 332]. Von den eingesetzten Konzentrationen der NO-freiset-
zenden Verbindung auf die real vorliegende NO Konzentration zu schlieRen ist nicht trivial.
Pro mol DETA/NO werden 2 mol NO generiert, die Halbwertszeit des Zerfalls der NO-freiset-
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zenden Verbindung wurde bei 37 °C in PBS auf 20 h bestimmt [212]. Die Zerfallskinetik 16s-
licher NO-generierender Molekule in PBS l&sst sich jedoch nicht direkt auf die Rate der NO
Generation in vitro bertragen, da sich in Zellkulturexperimenten ein komplexes Gleichgewicht
von Mediumkomponenten, der freisetzenden Verbindung und NO selbst einstellt [362]. Die
freie Dosis von NO, welcher die Zellen ausgesetzt sind, wird durch die Veréanderung des Gleich-
gewichtes wéhrend der Freisetzung verschoben u.a. durch die abnehmende Konzentration der
freisetzenden Spezies. Des Weiteren ist die Lebensdauer von freiem NO abhangig von der Kon-
zentration und den Umgebungsbedingungen, wie der lokalen O, Konzentration, und variiert
entsprechend von wenigen Millisekunden bis zu einigen Sekunden [377, 378]. Mittels einer
speziellen Messkammer wurde freies NO unter Zellkulturbedingungen gemessen, welches
durch eine gaspermeable Membran unterhalb der Zellkultureinheit diffundieren und anschlie-
Rend Uber Chemilumineszenz nach Reaktion mit Ozon detektiert werden konnte [362]. Hier
setzten 25 WM DETA/NO in PBS iber 24 h niedrige Konzentrationen an NO in konstantem
MabR frei (8,11 - 10" mol/cm?/s). In serumhaltigem DMEM bei 37 °C verringerte sich die Frei-
setzung um eine GroRenordnung (7,22 - 10 mol/cm?/s), wahrend sich die Freisetzungskinetik
durch zusétzliche Gegenwart von 5% CO. deutlich verdnderte und verstarkt NO generiert
wurde (1,32 - 10 mol/cm?/s) [362]. Die Freisetzung von NO war hier nicht langer konstant
sondern reduzierte sich kontinuierlich [362]. Diese Messung verdeutlicht, dass die Abschétzung
der NO Freisetzungskinetik durch l6sliche Verbindungen wie NONOate maRgeblich von den
Zellkulturbedingungen beeinflusst wird und von der einfachen Zerfallskinetik in PBS abweicht.
Bei einer in der Literatur oft verwendeten Abschétzung der Lebensdauer von NO von wenigen
Sekunden entspricht die Freisetzung durch 25 uM DETA/NO in serumhaltigem Medium unter
5% CO2 Atmosphare wenigen pM NO. Da in jener Studie nur die Konzentration von freige-
setztem NO bestimmt wurde, die den Boden des ZellkulturgefaRes erreichte, wurde die gesamte
freigesetzte NO Konzentration im Medium unterschatzt. In einer anderen Publikation, welche
die Freisetzung von NO durch DETA/NO (iber Chemilumineszenz-Messung in Zellkulturme-
dium bestimmte, korrelierten 10 uM, 30 uM und 60 uM DETA/NO mit einer freien NO Kon-
zentration von jeweils 2 nM, 33 nM und 52 nM und wurden daher auf ca. 1 Tausendstel der
eingesetzten DETA/NO Konzentration abgeschéatzt [292]. Dieser Einschatzung wurde auch in

vorliegender Arbeit gefolgt.

Die in frihen Studien mit HSPZ eingesetzten Konzentrationen von bis zu 1000 uM DETA/NO
korrelierten daher basierend auf dieser Abschatzung mit freien Konzentrationen von ca. 1 uM
NO und stellen so keine physiologisch relevanten Konzentrationen des Signalmolekils dar

[133]. Grundlegend exprimierte NOS Isoformen produzieren NO im Konzentrationsbereich
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von pM bis wenigen nM, wahrend die Expression der NOS2 diese Konzentrationen Ubersteigt
und NO im erhdhten nM Bereich freisetzt [133]. Um einen physiologisch relevanten Konzent-
rationsbereich zu untersuchen, wurden in vorliegender Arbeit 0,05 pM bis 500 uM DETA/NO
eingesetzt, welche laut der oben ausgefuhrten Abschatzung mit NO Konzentrationen von ca.
50 pM bis 500 nM korrelieren sollten. Mittels Annexin V/Sytox Farbung wurde nach fiinftagi-
ger Kultur die ECsg bezogen auf den vitalen Zellanteil auf 31,5 uM DETA/NO bestimmt. Diese
Konzentration lag deutlich unter der Konzentration von 1 mM DETA/NO, welche in der Lite-
ratur fir CD34" Zellen aus Nabelschnurblut als toxisch beschrieben wurde [332]. In diesen
Versuchen wurden Zellen jedoch lediglich bis zu 4 h mit der NO-freisetzenden Verbindung
inkubiert, sodass vermutet werden kann, dass hohere NO Konzentrationen von HSPZ fur kdir-
zere Zeitspannen toleriert werden konnen. Andere Veroffentlichungen zeigten, dass 100 uM
DETA/NO in humanen CD34" Zellen aus dem Knochenmark zur Einleitung von Apoptosepro-
zessen und zur DNA Fragmentierung fuhrte [314]. Im Einklang mit diesen Daten wurden bei
dieser Konzentration in vorliegender Arbeit nach funftagiger Kultur kaum vitale Zellen gefun-

den.

In verschiedenen Ubersichtsartikeln wurde das Konzentrationsfenster fiir physiologisch rele-
vante Signalwege basierend auf in vitro Versuchen auf bis zu 50 nM NO abgeschéatzt, wéhrend
nitrosativer Stress ab ca. 1 WM NO angenommen wurde [98, 141]. Effekte auf humane HSPZ
wurden jedoch bereits bei geringeren Konzentrationen von NO beobachtet. Ein Grund fir die
erhdhte Sensitivitdt von HSPZ im Vergleich zu anderen Zelltypen, welche fir diese in vitro
Studien herangezogen wurden, kdnnten die in Stammzellen stark regulierten Apoptoseprozesse
sein [379, 380]. Andauernder Stress sowie die Gegenwart von reaktiven Spezies, wie ROS und
RNS, erhéhen das Risiko von DNA-Schéden und damit einhergehenden malignen Transforma-
tionen. Das Einleiten von Apoptoseprozessen in derart geschadigten Zellen sichert das Uberle-
ben des Organismus, indem es einer moglichen Tumorentstehung vorbeugt [381]. Dies lasst
darauf schliellen, dass HSPZ sensitiver als andere Zelltypen auf erhdhte NO Konzentrationen
reagieren, wie sie von 50 uM DETA/NO oder hoher frei werden. Konzentrationen von 30 uM
und héher, bei denen toxische Effekte auf HSPZ beobachtet wurden, kdnnten durch nitrosative
Spezies wie N2Os vermittelt worden sein, da diese reaktiven Spezies mit der Zytotoxizitat hoher
Konzentrationen von DETA/NO in Verbindung gebracht wird [382]. NO in diesem Konzent-
rationsbereich tbersteigt htchstwahrscheinlich NO Konzentrationen, wie sie in vivo von NOS3
synthetisiert werden [133]. Basierend auf Literaturrecherche und mathematischer Modellierung

wurden in dieser Veroffentlichung die in vivo vorliegenden Konzentrationen an NO, welche
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physiologische Prozesse vermitteln, auf 100 pM bis 5 nM abgeschatzt [133]. Dieser Konzent-
rationsbereich korreliert gut mit dem in vorliegender Arbeit bestimmten Stimulationsfenster,
wenn ndherungsweise von einer Konzentration an freiem NO ausgegangen wird, welches um
drei GroRenordnungen geringer ist als die gewahlte DETA/NO Konzentration. Niedrige Kon-
zentrationen von DETA/NO bis ca. 10 uM waren spenderunabhéngig zellvertraglich und ent-
sprachen Konzentrationen von wenigen nM NO. Der steile Abfall der ermittelten Dosis-Wir-
kungs-Kurven verdeutlicht dabei, dass in diesem Ubergangsbereich bereits geringfiigige Ande-
rungen der Konzentration einen erheblichen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen haben kann.
Daher resultierten bei NO Konzentrationen in diesem Ubergangsbereich, wie durch Stimulation
mit 25 pM DETA/NO, hohe Standardabweichungen des vitalen Zellanteils.

Zusammenfassend wurde in vorliegender Arbeit ein Konzentrationsfenster von DETA/NO er-
mittelt, welches physiologisch relevante Konzentrationsbereiche von NO abdeckte. Wéhrend
Konzentrationen von (ber 30 uM DETA/NO uber RNS wie N2Os wahrscheinlich nitrosativen
Stress auf HSPZ ausubten und so toxisch fir Zellen waren, waren DETA/NO Konzentrationen
bis ca. 10 uM ber mehrere Tage zellvertraglich und nicht mit der Einleitung von Apoptosepro-
zessen verbunden. Dieses Konzentrationsfenster bis 5-10 uM DETA/NO sollte dabei mit NO
Konzentrationen korrelieren, welche durch konstitutiv exprimierte NOS Isoformen produziert
werden [133], wahrend hdhere Konzentrationen solchen entsprechen kdnnten, wie sie von
NOS2 nach Induktion durch entziindliche Zytokine freigesetzt werden [98, 141].

4.3  NO beeinflusst die Proliferation von HSPZ in vitro in biphasischer
Art und Weise

Um die Auswirkung der NO Stimulation auf das Proliferationsverhalten von HSPZ zu untersu-
chen, wurden die Zellen mit CTV gefarbt und die Farbstoffverdiinnung durch Zellteilungser-
eignisse durchflusszytometrisch analysiert. Bei einzelnen Spendern wurde in Gegenwart von
5 UM DETA/NO eine Zunahme der Zellproliferation beobachtet. Ebenso resultierten bei funf-
tagiger Kultur ungeférbter HSPZ mit geringen Konzentrationen von DETA/NO (0,5 uM bis
5 uM) erhohte Zellzahlen. Die bloRRe Erhéhung der Zellzahl an ungefarbten Zellen reicht nicht
aus, um auf die im Vergleich zur Kontrolle vermehrte Proliferation der Zellen zu schlielRen, da
auch indirekte Effekte, wie verringerte Apoptoseprozesse in der Zellpopulation zu einer Zu-
nahme der Zellzahl rel. zur Kontrolle fihren kénnte. So erhéhte in einer Studie zu embryonalen
Stammzellen die Stimulation mit 2-20 uM DETA/NO die Zellzahl durch die NO-vermittelte

Unterdriickung von Apoptoseprozessen [298]. Auch in humanen, mononukleédren Zellen aus
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Nabelschnurblut wurde gezeigt, dass NO Apoptosevorgange unterdriicken kann [383]. Jedoch
weisen die in vorliegender Arbeit spenderabh&ngig beobachteten, erhdhten Anteile an Zellen
mit geringer CTV Fluoreszenzintensitat auf eine erhthte Zellteilungsaktivitat von HSPZ hin.
Ahnliche Effekte wurden in murinen HSPZ beschrieben, welche zusammen mit 10 uM bzw.
100 pM der NO-freisetzenden Verbindung S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin kultiviert wurden.
Hier fuhrte exogen zugefiihrtes NO zu einer erhdhten Anzahl von HSZ und hamatopoetischen
Progenitorzellen (HPZ), welche aktiv proliferierten [322]. Dies wurde an Tag 1 und 2 der Kul-
tur durch den verstarkten Einbau des Thymidinanalogs BrdU in die zellulare DNA, die Zu-
nahme an Ki-67" Zellen sowie durch Zellzyklusanalysen zur Bestimmung des DNA-Gehaltes
in Gegenwart von NO gezeigt. Die Beobachtungen aus diesen Studien unterstiitzen die Schluss-
folgerung aus den oben beschriebenen Daten der vorliegenden Arbeit, dass geringe Konzentra-
tionen an DETA/NO die Anzahl an HSPZ in Kultur erhéhen, indem die Zellen durch NO ver-

stéarkt zur Proliferation angeregt werden.

Die DETA/NO Konzentrationen, bei denen ein Anstieg der HSPZ Proliferation beobachtet
wurde, korrelieren mit Konzentrationsbereichen, bei denen der klassische NO-Signalweg akti-
viert wurde, wie anhand der NO-abh&ngigen Phosphorylierung von VASP gezeigt. Es wurden
verschiedenste Interaktionspartner von NO beschrieben, welche in den Zellzyklus oder mito-
gene Signalwege eingreifen kdnnen. So wurden verschiedene redox-sensitive Modifikationen,
wie S-Nitrosylierung von Proteinen, beschrieben, welche die Proliferation von Zellen verstark-
ten. In Brustkrebszelllinien beeinflusste NO beispielsweise das Zellteilungsverhalten durch ver-
starkte Translation von Zellzyklusregulatoren, wie Cyclin D1 und der Ornithin Decarboxylase
[292]. Diese wurden durch mitogene Signalwege, wie den Raf/MEK/ERK oder PI3K/Akt Sig-
nalweg vermittelt, indem 30-60 uM DETA/NO cGMP-unabhéngig Ras aktivierte. Weiterhin
wurde die Aktivierung von Ras durch S-Nitrosylierung in HeLa und HUVEC Zellen beschrie-
ben [294]. In der Promyelozyten-Zellinie HL-60 wurde durch Stimulation mit 10 pM bis 50 pM
DETA/NO eine erhohte Expression von Zellzyklusregulatoren wie der Cdk2 und den Cyclinen
B und E festgestellt [293]. Auch dieser Effekt war redox-sensitiv und wurde daher auf die Ak-
tivierung der Cdk2 durch S-Nitrosylierung zurtickgefihrt. Ein Grof3teil der in diesen Studien
beschriebenen Effekte basiert auf der Arbeit mit Tumorzelllinien. Die hierbei identifizierten
Angriffspunkte und Signalwege sind nicht zwangslaufig auf Primarzellen aus gesundem Ge-
webe Ubertragbar, da regulatorische Proteine des Zellzyklus in Krebszellen durch Mutationen
verloren sind oder Uberexprimiert vorliegen [384]. Es wurden ebenfalls proliferative Effekte
beschrieben, die auf den klassischen NO-vermittelten Signalweg zurtickgefiihrt wurden. Bei-

spielsweise wurde in murinen, neuronalen Stammzellen ein langfristiger proliferativer Effekt
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von DETA/NO iber cGMP-abhangige Signalwege beschrieben, da die Inhibition der sGC die
Proliferation der Zellen unterband, wahrend ein cGMP Analogon die Proliferation der Zellen
erhohte [296].

Aufgrund der lediglich bruchstiickhaft verstandenen unterstiitzenden Wirkung von NO auf die
Proliferation von Zellen ist es schwierig einen Mechanismus fur die Vermittlung der prolifera-
tionsfordernden Effekte von NO zu postulieren. Aufgrund des niedrigen Konzentrationsberei-
ches der beobachteten proliferationsférdernden Effekte liegt die Vermutung nahe, dass die er-
hohte Proliferation von HSPZ uber den klassischen NO Signalweg vermittelt wurde, da die S-
Nitrosylierung von Proteinen erhohte NO Konzentrationen erfordert [161]. Der Beweis fur den
direkten Zusammenhang muss allerdings noch durch den Verlust des beobachteten Effektes
nach Inhibition der sGC oder die vermehrte Proliferation von HSPZ durch Stimulation mit ei-
nem cGMP Analogon erbracht werden. Ob NO in vorliegender Arbeit cGMP-abhangig mito-
gene Signalwege, wie den MAPK Signalweg, beeinflusste, muss durch weitere Versuche ge-
zeigt werden. Nichtsdestotrotz lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit den Schluss zu,
dass geringe Konzentrationen von NO, wie sie von 0,5-5 uM DETA/NO freigesetzt werden,
uber die Aktivierung des klassischen NO-Signalweges cGMP-abhéngig die Proliferation von
HSPZ fordern.

Neben dem proliferationsvermittelnden Einfluss von NO bei niedrigen Konzentrationen von
DETA/NO wurde in dieser Arbeit in htheren Konzentrationsbereichen eine durch NO indu-
zierte verringerte Proliferation humaner HSPZ gefunden. Dies wurde durch erhohte Zellanteile
deutlich, welche lediglich eine oder zwei Zellteilungen durchlaufen hatten. Die Berechnung des
Proliferationsindex zeigte, dass die Ursprungspopulation von HSPZ durch Stimulation mit
15 puM bis 20 uM DETA/NO im Mittel eine Zellteilung weniger durchlief. Dieser Effekt wurde
bei Ausschluss des spenderabhdngigen Proliferationsverhaltens durch Normierung der Daten
auf die Kontrollen bereits bei Stimulation mit 10 uM DETA/NO ersichtlich. In ungeférbten
HSPZ wurde durch Zusatz von 15 uM bzw. 20 uM ein schwacherer Einfluss auf die Zelltei-
lungsrate ungefarbter HSPZ verglichen mit CTV-gefarbten Zellen gefunden. Die Zellzahl nach
funftagiger Kultur mit 15 uM DETA/NO lag bei ungefarbten HSPZ auf dem Niveau der Lose-
mittelkontrolle. Durch Gegenwart von 20 uM DETA/NO reduzierte sich die Zellzahl im Ver-
gleich zur Losemittelkontrolle jedoch auch in ungefarbten HSPZ. Der Vergleich von anti-
proliferativen Effekten von NO aus der Literatur ist dadurch erschwert, dass in diesen Verof-
fentlichungen haufig in toxischen Konzentrationsbereichen gearbeitet wurde und der prolifera-

tive Arrest der Zellen in Verbindung mit der Induktion von Apoptose beschrieben wurde. So
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fuhrte beispielsweise die Stimulation humaner CD34* Zellen aus dem Knochenmark mit
100 uM DETAJ/NO zu einer verringerten Anzahl an CFUs und ging mit der erhohten Apoptose
der Zellen einher [314]. Diese Effekte wurden in vorliegender Arbeit jedoch durch die Bestim-
mung eines geeigneten, nicht zelltoxischen Konzentrationsfensters ausgeschlossen. Wie in
3.2.1 gezeigt, waren die in dieser Arbeit fir Zellversuche eingesetzten Konzentrationen an
DETA/NO nicht mit der Einleitung von Apoptose verbunden. Bei Konzentrationen von NO,
welche unterhalb der Konzentrationen lag, die Apoptose induzierten, wurde in anderen Zellty-
pen Zellzyklusarrest beschrieben [282, 297]. In vorliegender Arbeit wurde jedoch kein voll-
standiger Zellzyklusarrest beobachtet, da CTV geférbte Zellen auch mit 20 uM DETA/NO bis
zu sechs Zellteilungen durchliefen. Die Geschwindigkeit bzw. die Zellteilungsaktivitat war je-
doch im Vergleich mit der Losemittelkontrolle verringert. Anti-proliferative Effekte durch NO
wurden in murinen HSPZ indirekt durch pharmakologische Inhibition von NOS beobachtet,
welche mit einer erhdhten HSPZ Anzahl im Knochenmark sowie einer erhdhten Anzahl an
LTC-IC [316] einherging. Ebenso wurde bei der Differenzierung von CD34" Zellen in dendri-
tische Zellen ein proliferationshemmender Einfluss von NO durch Stimulation mit 50 nM der
NO-freisetzenden Verbindung Natriumnitroprussid gefunden [325]. Ein direkter Vergleich die-
ser Beobachtungen mit den in vorliegender Arbeit beobachteten Effekten ist aufgrund der Un-

terschiede der Freisetzungskinetik der NO-freisetzenden Verbindungen nicht maoglich.

Interessanterweise wurden auch in anderen Zelltypen biphasische Effekte von NO auf die
Proliferation von Zellen beschrieben [385]. Epidermale Stammzellen waren zum Beispiel durch
Stimulation mit 100 uM S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin und 10 pM Spermin NONOat ver-
stéarkt teilungsaktiv, wahrend hohere Konzentrationen der Verbindungen gegenteilige Effekte
verursachten [299]. Auch in vorliegender Arbeit war die Wirkung von NO auf die Proliferation
von HSPZ aus Nabelschnurblut abhéngig von der gewahlten Konzentration und zeigte eine pro-
proliferative Wirkung in niedrigen Konzentrationsbereichen, wahrend hohere Konzentrationen
die Zellteilungsaktivitat reduzierte. Der stimulierende Effekt von NO auf die Proliferation von
HSPZ bei niedrigen Konzentrationen von DETA/NO war nur in ungeférbten Zellen signifikant.
Dennoch wurden &hnliche Effekte bei CTV gefarbten Zellen bei 50% der Spender beobachtet.
Auch bei ungefarbten Zellen wurde besonders bei 5 uM DETA/NO deutlich, dass die Sensiti-
vitdt von HSPZ gegeniiber dem pro-proliferativen Stimulus von NO in diesem Konzentrations-
bereich spenderabhangig war, da manche Spender eine um den Faktor 5 im Vergleich zur L6-
semittelkontrolle erhdhte Zellzahl aufwiesen, wéhrend andere lediglich um den Faktor 1,3 bis
1,5 mehr proliferiert hatten. Es schien daher eine Variabilitat in der Empfanglichkeit der Spen-

der gegentiber der Stimulation mit geringen Konzentrationen an DETA/NO vorzuliegen.
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Zusétzlich konnte die unterschiedliche Sensitivitat von CTV-geféarbten und ungefarbten HSPZ
auf die Beeintrachtigung der Zellen durch die Farbung zuruickgefiihrt werden. Der Farbstoff
bindet an Amine von zytosolischen Proteinen in lebenden Zellen [386] und kann so das Prolife-
rationsverhalten der Zellen beeintrachtigen [387]. Fur die Farbung wurde die minimal mdgliche
Konzentration des Farbstoffes eingesetzt. Dennoch kénnte durch die Farbung ein im Vergleich
zu ungefarbten Zellen verlangsamtes Proliferationsverhalten resultiert haben. Diese verringerte
Zellteilungsrate konnte in CTV-gefarbten Zellen zu einer Abschwachung der NO-vermittelten,
erhdhten Zellproliferation gefuhrt haben. AuRerdem koénnte die Farbung HSPZ gegeniiber er-
hohten NO Konzentrationen als potentielle Stressoren sensibilisiert haben, sodass anti-prolife-

rative Effekte im Vergleich zu ungefarbten HSPZ bereits friiher beobachtet wurden.

Spenderunabhéngig konnte in CTV gefarbten Zellen, welche mit 10 uM DETA/NO kultiviert
wurden, eine Abnahme der Zellproliferationsrate gezeigt werden. Interessanterweise verrin-
gerte sich jedoch die Proliferation der Zellen nicht gleichmé&Rig. Stattdessen wies eine Zellpo-
pulation, welche in geringerem Mal3e proliferiert hatte, eine hdhere CTV Fluoreszenzintensitat
auf, wahrend sich die andere Zellpopulation &hnlich den Zellen der Lésemittelkontrolle geteilt
hatte. Dies wurde auch nach Quantifizierung der CTV-Signale durch eine signifikante Reduk-
tion der Zellanteile in Generation 4 bei Stimulation mit 10 uM DETA/NO deutlich, wahrend
die Zellanteile in Generation 1-2 bzw. 5-6 im Vergleich zur Lésemittelkontrolle erhéht schie-
nen. Durch Erhéhung der DETA/NO Konzentration auf 15 uM DETA/NO lagen ebenfalls mehr
Zellen vor, die sich lediglich 1- oder 2-mal geteilt hatten, wahrend die Zellanteile in Generation

3 deutlich zurtickgingen.

Diese Bildung von Unterpopulationen kdnnte mehrere Ursachen haben. Einerseits konnte ein
Teil der HSPZ, wie frihere VVorlauferzellen, sensitiver gegeniiber NO reagieren und diese durch
NO in Zellzyklusarrest gebracht werden. Ein NO-vermittelter Zellzyklusarrest wurde sowohl
am G1/S Ubergang wie auch am G2/M Ubergang beschrieben [297]. Ein NO-induzierter, voll-
standiger Zellzyklusarrest von HSPZ kann in vorliegender Arbeit ausgeschlossen werden, da
die verschiedenen HSPZ Populationen im Vergleich zur Ursprungspopulation in Gegenwart
von DETA/NO mindestens 1-2 Zellteilungen durchlaufen hatten, wie anhand der CTV Fluo-
reszenzintensitat verfolgbar. Grundséatzlich wére jedoch denkbar, dass das veranderte Prolife-
rationsverhalten dieser Zellen auf eine verlangsamte Zellzyklusrate zurtckgefuhrt werden
konnte. Dies konnte durch eingeleitete Reparaturmechanismen verursacht werden, wenn bei
diesen DETA/NO Konzentrationen durch die Entstehung von RNS DNA Schéden hervorgeru-

fen wurden [388-390]. Andererseits konnte das veranderte Proliferationsverhalten auf die NO-
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induzierte Beeinflussung von HSPZ Differenzierungsentscheidungen zuriickgefiihrt werden.
Mit verschiedenen Differenzierungsstadien von HSZ in unterschiedliche Progenitorzelltypen
geht eine veranderte Proliferationsrate der Zellpopulationen einher [391]. Bei der Untersuchung
neuronaler Stammzellen, MSZ aus Knochenmark oder embryonalen Stammzellen wurde NO
als Faktor postuliert, welcher die Proliferation der Zellen einschrénkt und gleichzeitig die Dif-
ferenzierung der Zellen herbeifuhrt [280, 298, 309, 392-395]. Des Weiteren hemmt NO in der
Organentwicklung in Modellorganismen wie Drosophila melanogaster oder Xenopus laevis die
Proliferation der Zellen wéhrend es u.a. die Differenzierung der Zellen vermittelt [304-307,
396]. Auch in murinen HSPZ stellt NO einen Regulator der HSZ Proliferation und Differenzie-
rung dar. So unterstitzten NOS2-exprimierende M1-polarisierte Makrophagen in vitro die Ex-
pansion von HPZ, jedoch nicht die friher HSZ [321].

Die Ergebnisse in vorliegender Arbeit weisen darauf hin, dass NO spenderabhédngig in niedri-
gen Konzentrationen die vermehrte Proliferation von HSPZ vermittelte, wahrend héhere Kon-
zentrationen mit einem veranderten Proliferationsverhalten der Zellen einhergingen. Aufgrund
der Zellvertraglichkeit des gewahlten DETA/NO Konzentrationsfensters schien die reduzierte
Proliferation von HSPZ bei h6heren NO Konzentrationen nicht auf einen NO-induzierten Zell-
zyklusarrest zurtickfiihrbar zu sein. Um zu eruieren, ob das verénderte Proliferationsverhalten
durch Erhalt einer HSPZ Unterpopulation hervorgerufen wurde oder mit einer veréanderten Dif-
ferenzierung der Zellen einherging, wurden HSPZ mittels antikrperbasierter Farbung weiter

charakterisiert.

4.4 NO beeinflusst die Differenzierung von HSPZ in vitro und vermittelt
die verstérkte Bildung myeloider Vorldauferzellen

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass NO fir die Differenzierung von humanen HPZ in
dendritische Zellen [325] und wéhrend der murinen Megakaryopoese [397] essentiell ist. Dies
legt die Vermutung nahe, dass NO auch in vorliegender Arbeit die Differenzierung humaner
HSPZ beeinflusst haben kdnnte. Um zu untersuchen, ob die in einer HSPZ Unterpopulation
beobachtete, verringerte Proliferationsrate mit einer verdnderten Differenzierung der Zellen
einherging, wurde die CD34 Expression der Zellen nach flinftagiger Kultur bestimmt. Als kli-
nisch relevanter Marker, welcher fiir die Isolation von HSPZ eingesetzt wird, kennzeichnet
CD34 friihe HSZ und ist auflerdem auf Progenitorzelltypen wie GMPs, Myeloblasten, Mo-
noblasten und MEPs vorhanden [398]. Die Differenzierung in reife, hdmatopoetische Zellen

geht mit dem Verlust der CD34 Expression einher. Interessanterweise fiihrte die Stimulation
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mit DETA/NO zu einer konzentrationsabhéngigen Zunahme der CD34 Expressionsstérke be-
zogen auf die gesamte Zellpopulation, wahrend der Anteil an CD34" Zellen auf einem hohen
MaR konstant blieb. Dieser Effekt kénnte theoretisch durch die Expansion von CD34"" expri-
mierenden HSZ und MPP unter Stammzellerhalt hervorgerufen worden sein. Diese sollte ver-
glichen mit der Losemittelkontrolle mit dem Erhalt des CD34" Zellanteils tiber mehr Generati-
onen einhergehen. Das Gegenteil wurde jedoch durch Stimulation mit erhdhten Konzentratio-
nen an DETA/NO beobachtet. Sowohl die Expressionsstarke von CD34 als auch der Anteil an
CD34" Zellen sank durch Stimulation mit 15-20 uM DETA/NO bereits nach 3 Zellteilungen,
wéhrend die Reduktion beider Parameter bei Zellen in der Losemittelkontrolle oder in Gegen-

wart niedriger Konzentrationen an DETA/NO erst nach vier Zellteilungen erfolgte.

Die Erhohung der CD34 Expressionsstarke konnte alternativ durch die NO-abhéngige Induk-
tion des HSPZ Markers hervorgerufen worden sein. Beim Vergleich der CD34 Expressions-
stérke rel. zur Losemittelkontrolle wurde durch Stimulation mit mehr als 1 uM DETA/NO eine
erhdhte CD34 Expression auf wenig proliferative Zellen gefunden. Daher schien NO-vermittelt
ein geringflgig proliferativer Zellanteil erhalten zu werden, welcher vermehrt CD34 expri-
mierte. Durch Stimulation mit 5 uM DETA/NO erhohte sich zusatzlich das MaR der CD34
Expression in Generationen 4-6 bezogen auf die Losemittelkontrolle. Dabei stieg die MFI mit
zunehmender Zahl an durchlaufenen Zellteilungen an. Dies kann durch Unterpopulationen von
HSPZ erklart werden, welche sich in ihrem Ausmall an CD34 Expression unterscheiden und
ein unterschiedliches proliferatives Verhalten zeigen. Die Zunahme der CD34 Expressions-
starke mit der erhdhten Anzahl an Zellteilung weist auf die NO-vermittelte, vermehrte Diffe-
renzierung der Zellen in hoch proliferative CD34" Progenitorzellen hin. Rel. zur CD34 Expres-
sionsstarke der Ursprungspopulation wurde auch in der Losemittelkontrolle unabhéngig von
der Stimulation mit NO ein Anstieg der CD34 Expression auf wenig proliferative HSPZ gefun-
den. Dieser war jedoch geringer als die NO-induzierte Zunahme der CD34 Expression. Da
CD34 Expression in HSZ als Kennzeichen fir den Eintritt in den Zellzyklus und die metaboli-
sche Aktivierung der Zellen postuliert wurde [399], konnte dies auf den metabolisch aktiven
Zustand der Zellen hinweisen. Nach Isolation aus dem Nabelschnurblut befindet sich die Mehr-
zahl an HSPZ in einem metabolisch inaktiven Zustand und tritt durch in vitro Kultur in Gegen-
wart der im Zellkulturmedium vorliegenden Wachstumsfaktoren in den Zellzyklus ein. Wah-
rend dieses Eintritts in den Zellzyklus nehmen HSPZ an Groél3e zu, sodass die vermehrte CD34
Expression der Zellen zusatzlich auf die vergrofl3erte Oberflache der Zellen riickgefuhrt werden
konnte. Stérker proliferative Zellen ab Generation 4 exprimierten in der Lésemittelkontrolle

CD34 in geringerem Mafe und waren wahrscheinlich reifere VVorlauferzellen.
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Die Funktion von CD34 als Transmembranprotein der Sialomucin Familie ist nicht abschlie-
Rend geklart. Als Ligand fur E-Selektin spielt es in reifen, hdmatopoetischen Zellen eine Rolle
in der Zelladhasion und Migration [400]. So weisen CD34 knock-out Daten auf eine Rolle als
anti-adhasives Oberflachenmolekil hin, welches die unspezifische Adhasion an Endothel un-
terbindet und eine wichtige Rolle bei der initialen Adhésion von reifen, hdmatopoetischen E-
Selektin® Zellen an CD34" Endothel vermittelt [401]. Auch in HSZ kdnnte CD34 eine Rolle
bei der Adhésion der Zellen an Knochenmarksstroma spielen, wie durch die ektope Expression
von humanem CD34 auf murinen HSZ angedeutet, welche vermehrt in die HSZ Nische im
Knochenmark einwanderten [402]. In humanen und murinen Knochenmark exprimieren En-
dothelzellen E- und P-Selektin [403] und die Migration von HSPZ in das Knochenmark findet
in E-Selektin® Mikroumgebungen statt [404]. Ohne Expression von E- oder P-Selektin durch
Endothelzellen wurde ein verringertes Einwandern von HSZ in das Knochenmark beschrieben
[405]. Diese Daten weisen auf eine adhésionsvermittelnde Rolle von CD34 an das Knochen-
marksstroma hin bzw. betonen eine migrationsvermittelnde Rolle von CD34. Analog zu ande-
ren zellmembranstandigen Molekilen, welche fiir die Verortung von HSPZ in der Knochen-
marksnische zentral sind und durch NO reguliert werden, kénnte CD34 durch NO Stimulation
induziert werden und die Migration bzw. Mobilisierung der Zellen vermitteln. So erhalt bei-
spielsweise CXCR4 unter Homdostase HSZ iber CXCL12" Stromazellen in der Knochen-
marksnische. In vitro und in vivo wird die CXCR4 Expression auf HSPZ durch NO verstarkt
[332, 335, 406] und vermittelt so die Mobilisierung von HSPZ in den Blutkreislauf. Diese zu-
néchst widersprichlich erscheinende Erhéhung der CXCR4 Expression sensibilisiert HSPZ
hierbei fur die Umkehrung des CXCL12 Gradienten durch verstarkt sekretiertes CXCL12, das
mit der Mobilisierung in den Blutkreislauf einhergeht [407]. Des Weiteren reguliert NO die
Mobilisierung von HSPZ durch die Modulation der VLA4 Affinitat. Wahrend der
aPC/EPCR/PAR1 Signalweg unter Homoostase EPCR™ HSZ durch Einschrankung der en-
dothelialen NO Produktion und durch erhdhte VLA4 Aktivitat im Knochenmark verankert, ver-
mittelt NO unter akutem Stress die Mobilisierung der Zellen in das Blutsystem. Hierbei bindet
Thrombin an PAR1 und vermittelt so durch Phosphorylierung von NOS3 eine erhéhte Produk-
tion von NO [77, 407]. Diese geht neben der der verstarkte Expression von CXCR4 mit einer
verringerten Affinitat von VLA4, der Aktivierung der Cdc42 und der proteolytischen Abspal-
tung des aPC Rezeptors EPCR einher. Auch in murinen HSPZ wurde durch Stimulation mit
Natriumnitroprussid eine gesteigerte Expression von CD34 beschrieben [335]. Ahnlich den in
vorliegender Arbeit erhobenen Daten wurde der NO-vermittelte Anstieg in dieser Publikation
ebenfalls nicht durch die Proliferation von CD34" Zellen hervorgerufen, sondern wurde durch
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vermehrte Induktion des Markers auf CD34" HSZ verursacht. In HSZ junger Spender ging die-
ser Anstieg mit dem Erhalt der Stammzelleigenschaften und dem verbesserten Homing der Zel-
len nach der Transplantation einher. Daher kdnnte die NO-vermittelte, verstarkte Expression
von CD34 die Zellen fiir die Mobilisierung in das Blutsystem vorbereiten, indem es die Migra-
tion zu E-Selektin® Endothel vermitteln konnte. Alternativ konnte CD34 den Wiedereintritt in

die HSZ Nische erleichtern, indem es zur transendothelialen Migration der Zellen beitragt.

Andererseits ist CD34 auf einer Vielzahl an HPZ exprimiert, sodass die beobachtete NO-indu-
zierte, verstarkte Expression von CD34 ebenfalls durch die Differenzierung der eingesetzten
HSPZ in diese Progenitorstadien hervorgerufen worden sein konnte. In HSZ aus alteren Mé&usen
(10-12 Wochen) war die NO-vermittelte Steigerung der CD34 Expression starker ausgepragt
als in HSZ aus jungen Méausen (6-8 Wochen) und mit der myeloiden Differenzierung der Zellen
verbunden, welche durch die Uberexpression der Transkriptionsfaktoren c-Myb und PU.1 ge-
kennzeichnet war [335]. Anders als im Menschen sind murine friihe HSZ CD34" CD38" wéh-
rend reifere Vorlauferzellen CD34* CD38" aufweisen [2, 408]. Daher konnte die Zunahme von
CD34 durch NO hier grundsatzlich mit der Induktion der Zelldifferenzierung einhergehen. Al-
lerdings wurde CD34 ebenfalls mit einer méglichen regulatorische Rolle in Bezug auf die
myeloide Differenzierung von HSPZ in Verbindung gebracht, da die Gen-Stilllegung des HSPZ
Markers die Differenzierung von humanen HSPZ in Granulozyten und Megakaryozyten auf
Kosten der erythroiden Differenzierungslinie verursachte [409]. Retrovirale Uberexpression
von CD34 ging entsprechend mit einem Anstieg von erythroiden Vorlauferzellen und der ver-
ringerten Bildung von Granulozyten-Vorlduferzellen einher [409]. Auch Vorlauferzelltypen
wie MEPs exprimieren CD34 in hohem MalRe [398]. Zusétzlich nahm in vorliegender Arbeit
bei Stimulation mit hohen Konzentrationen DETA/NO die CD34 Expressionsstarke in Zellen,
welche sich 4-6-mal geteilt hatten, mit der Anzahl der durchlaufenen Zellteilungen zu. Auf
Basis dieser Beobachtung und den oben genannten Verdffentlichungen ist der Schluss méglich,
dass hohe Konzentrationen an DETA/NO die Differenzierung in hoch proliferative VVorlaufer-
zellen unterstiitzt, welche eine gesteigerte Expression von CD34 aufweisen. Ob die verstarkte
Expression von CD34 einen Einfluss auf die Differenzierung hatte oder lediglich als Begleiter-

scheinung zu werten ist, kann hier nicht abschlielend gekl&rt werden.

Um die NO-vermittelte Differenzierung von HSPZ zu uberprufen, wurden die Anteile an HSZ
und MPPs, CLPs sowie der myeloiden Vorlauferzelltypen CMP, GMP und MEP nach flinfta-
giger Kultur mit DETA/NO bestimmt. Mit steigender Konzentration von DETA/NO wurde ein
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verringerter Anteil an HSZ und MPPs in der Kultur identifiziert, welcher insbesondere in Zel-
lanteilen deutlich war, die nur 2-3 Zellteilungen durchlaufen hatten. Daher schien exogen zu-
gefuhrtes NO den Erhalt von HSZ und MPPs negativ zu beeinflussen und mit der Differenzie-
rung der Zellen einherzugehen. Ahnliche Effekte wurden durch die Inhibition von NOS oder
das Abfangen von freiem NO beschrieben [314-316]. Auch durch Kokultur mit NOS2 expri-
mierenden Makrophagen wurde eine Reduktion an HSZ gefunden, die mit einer Zunahme an
Vorléauferzellen einherging [321]. DETA/NO fihrte zuséatzlich zu einem konzentrationsabhén-
gigen Abfall von CLPs. Dies wurde durch signifikant verringerte CLP Anteile bei Stimulation
mit 20 uM DETA/NO in friihen Generationen gefunden, rel. zur Lésemittelkontrolle zeigte sich
jedoch uber alle Zellgenerationen ein verringerter CLP Anteil bei Stimulation mit hohen
DETA/NO Konzentrationen. Damit einhergehend wurde mit steigender Konzentration von
DETA/NO die myeloide Differenzierung von HSPZ beobachtet. Interessanterweise waren die
GMP Zellanteile in friihen Generationen durch Stimulation mit DETA/NO reduziert, wéhrend
sie in Generation 3 unverdndert waren. Zellen, die 5 oder 6 Zellteilungen durchlaufen hatten,
wiesen DETA/NO-abhéngig hohere GMP Anteile auf. Daher schienen GMPs NO-induziert
starker proliferiert zu haben. Mit steigender Konzentration der NO-freisetzenden Verbindung
wurden ebenfalls erhohte CMP Anteile unter hoher proliferativen Zellen gefunden, die 3 oder
mehr Zellteilungen durchlaufen hatten. Hingegen waren MEP Anteile vor allem in wenig
proliferativen Zellen erhoht, die nur 1-2 Zellteilungen durchlaufen hatten.

Diese Daten weisen auf die NO-vermittelte Differenzierung von HSZ in myeloide und eryth-
roide Vorlaufertypen hin, welche vor allem bei der hchsten DETA/NO Konzentration auf Kos-
ten von CLPs verlief. Dabei schienen die unterschiedlichen Vorlaufertypen ein unterschiedli-
ches Proliferationsverhalten aufzuweisen. MEPs schienen sich unabhangig von CMPs und
GMPs entwickelt zu haben, da sich diese erhohten Zellanteile in einer Zellpopulation von Zel-
len befanden, welche kaum proliferiert hatten. Stattdessen schien dieser Zelltyp direkt aus
MPPs entstanden zu sein, Ubereinstimmend mit neueren Erkenntnissen, die postulieren, dass
sich erythroide und myeloide Differenzierungslinien bereits nach dem MPP Stadium trennen
[410]. MEPs weisen eine hohe Expression von CD34 auf [398] und kénnten daher fiir die er-
hohte CD34 Expression in friihen Generationen unter Stimulation mit héheren Konzentrationen
an DETA/NO verantwortlich sein. Andere myeloide Zelltypen wie CMPs und GMPs waren vor
allem in der teilungsaktiveren Population der analysierten Zellen verstérkt vorhanden und kénn-
ten zur DETA/NO induzierten CD34 Expression in spateren Generationen beigetragen haben.
Diese Ergebnisse aus vorliegender Arbeit decken sich mit Veroffentlichungen, welche den

proliferativen Status von verschiedenen HSPZ Populationen eruierten. Hier wurde in der
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myeloiden Differenzierungslinie die maximale Proliferationsrate in GMPs detektiert, gefolgt
von CMPs, wahrend MEPs die am wenigsten proliferative Zellfraktion darstellten [391]. Zu-
sammenfassend schien NO die myeloide Differenzierung von HSPZ zu induzieren. Ahnliche
Effekte wurden in murinen HSZ beobachtet. Hier wurde vielfach die NO-vermittelte myeloide
Differenzierung beschrieben [321, 322, 335]. Interessanterweise ging in adulten murinen HSZ
die myeloide Differenzierung der Zellen mit einer Steigerung der CD34 Expression einher
[335]. HSZ, welche durch Stimulation von Endothelzellen mit NO in vitro kultiviert wurden,
zeigten ebenfalls myeloide Differenzierung, die in der Abnahme von HSZ Anteilen und der
Zunahme an CMP und GMP Anteilen resultierte [322]. Hingegen wurde durch Stimulation mit
NO in vivo eine proliferative Antwort von HSZ gefunden, die mit der Induktion verschiedener
Zellzyklusregulatoren verbunden war und so die stress-induzierte Expansion von HSPZ imitiert
haben konnte, welche in vitro jedoch nicht beobachtet werden konnte [322]. Zusétzliche Fak-
toren scheinen daher nétig, um die NO-induzierte Expansion von HSPZ in vitro zu erlauben.
Langfristige Stimulation mit NO-freisetzenden Verbindungen fur mehr als 2 Tage flihrte auch
in vivo zu einer verstarkten myeloiden Differenzierung der Zellen [322]. In vitro und in vivo
wurde gezeigt, dass MSZ NOS2-abhéngig mononukledre Zellen aus dem Knochenmark zur
myeloiden Differenzierung anregen, ohne dass inflammatorische Zytokine an diesem Prozess
beteiligt sind. Diese myeloiden Zellen dhnelten in ihrem funktionalen und molekularen Profil
Gewebemakrophagen, welche bei Kotransfusion das Anwachsen des HSZ Transplantates ver-
besserten [337].

Um zu Uberprifen, ob die Differenzierung der Zellen in vorliegender Arbeit sich auch in funk-
tionalen Assays niederschlug, wurden friihe myeloide Vorlauferzellen nach der Kultur mit der
NO-freisetzenden Verbindung mittels CFU-Assay quantifiziert. Entgegen der Ergebnisse, wel-
che durch die Féarbung charakteristischer Oberflachenmarker erhalten wurden, konnte mittels
CFU Assay im Mittel kein Einfluss auf eine myeloide Vorlauferzellpopulation gefunden wer-
den. Dies muss jedoch nicht zwangslaufig einen Widerspruch darstellen. Da die Stimulation
mit DETA/NO laut der Einteilung durch charakteristische Oberflachenmarker zu erhéhten Zel-
lanteilen an CMPs, MEPs und GMPs fuhrte, schien keine myeloide Population bevorzugt durch
die Stimulation mit DETA/NO expandiert zu haben. Daher liefl3 sich auch im CFU-Assay kein
einzelner Vorlauferzelltyp identifizieren, welcher besonders durch NO beeinflusst wurde. Da
lediglich ein Teil der Spender gegentiber der Stimulation mit DETA/NO sensitiv war, resultier-
ten in diesem Assay grolRen Standardabweichungen der mittleren Koloniezahlen, sodass signi-

fikante Unterschiede im Mittel nicht beobachtet wurden.
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Bei einzelnen Spendern war jedoch ein Trend zur bevorzugten Bildung bestimmter CFUs er-
kennbar. Einhergehend mit der erhohten Anzahl an MEPs durch Stimulation mit DETA/NO
nach Charakterisierung durch das CD Marker Panel schien die Kultur mit 5 uM DETA/NO
spenderabhangig zu einem Anstieg der BFU-E Kolonien pro 500 eingesetzter Zellen gefiihrt zu
haben. Durch in vitro und in vivo Experimente in Méausen wurde NO-vermittelt eine verstérkte
Differenzierung in Erythrozyten beobachtet, welche durch den NO/sGC/cGMP Signalweg ver-
mittelt wurde und auf Kosten anderer myeloider Zellen stattfand [324]. Ein Vergleich mit den
Experimenten in vorliegender Arbeit ist durch die unbekannte freie Konzentration von NO er-
schwert, da NO fir diese in vivo Experimente Uber die Atemwege verabreicht wurde und daher
unklar ist, welchen NO Konzentrationen die HSPZ ausgesetzt waren. Fir in vitro Experimente
wurde der klassische NO Signalweg uiber die Uberexpression von sGC aktiviert, sodass auch
hier kein direkter Vergleich der Daten mdglich war. Nichtsdestotrotz fiihrte die Aktivierung des
cGMP-abhangigen Signalweges unter bestimmten Bedingungen zu einer vermehrten Expres-
sion von Transkriptionsfaktoren fiir die erythroide Differenzierung, wie GATA-1, KLF-1 und
c-Myb, wihrend Transkriptionsfaktoren fiir die myeloide Differenzierung, wie ¢/EBPa und

PU.1, herunterreguliert waren [324].

Murine HSZ wiesen nach Kultur mit NO-freisetzenden Verbindungen eine erh6hte Anzahl an
CFU-GM Kolonien auf, wahrend die Anzahl von CFU-G, CFU-M, CFU-GEMM oder BFU-E
Kolonien nicht verandert war [322]. In vorliegender Arbeit wurde aus praktischen Griinden bei
der Auszahlung der Kolonien nicht zwischen CFU-G, CFU-M und CFU-GM unterschieden,
sodass ein solcher Effekt nicht beobachtet werden konnte. Bei DETA/NO Konzentrationen von
15 uM oder 20 uM wurde in vorliegender Arbeit ein spenderabhangiger Trend zur Reduktion
des Anteils an CFU-GM, CFU-G und CFU-M festgestellt. Diese Population korreliert mit
GMPs, welche in weniger proliferativen Zellanteilen reduziert vorlagen, jedoch in starker
proliferativen Zellanteilen vermehrt gefunden wurden. Die Vorlduferzellen konnten zum Teil
durch die vermehrte Proliferation bereits zu reiferen VVorlaufern differenziert sein, welche im-
mer noch die getesteten Oberflachenmarker exprimierten, durch den CFU-Assay aber nicht

mehr erfasst wurden und so zu einem verringerten Anteil dieser CFUs gefiihrt haben.

Zusammenfassend fuhrte die Stimulation mit DETA/NO zu einer erhéhten Expression von
CD34 und der myeloiden Differenzierung von HSPZ, welche bei erhohten Konzentrationen an
DETA/NO auf Kosten von CLPs verlief. Da NO-vermittelte Mobilisierung von HSPZ in das
Blutsystem in vivo u.a. Uber die Modulation der VLA4 Affinitat eine wichtige Rolle spielt,
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konnten die beobachteten Effekte durch hohere Konzentrationen an DETA/NO Effekten &h-
neln, welche mit der Mobilisierung von HSPZ unter akutem Stress einhergehen. Im Knochen-
mark wird der Ubertritt von der endostealen Nische, in welcher quieszente HSZ vorliegen, in
die vaskulare Nische, in der Zellen metabolisch aktiver sind und in das Blutsystem Ubertreten
konnen, mit der myeloiden Differenzierung der Zellen in Verbindung gebracht [411]. An si-
nusoidalen BlutgefélRen befinden sich ebenfalls vermehrt Megakaryozyten, welche eine poten-
zielle Quelle von NO darstellen und an welchen HSZ mit myeloider Tendenz kolokalisiert vor-
liegen [412]. Zusatzlich zur Regulation von HSZ durch diese Nischenelemente iber das C-X-
C Motiv Chemokin 4 [412], kénnte NO ein Faktor sein, der HSZ beeinflusst und je nach Kon-
zentration und Dauer von freigesetztem NO die Mobilisierung und Differenzierung der Zellen

vermittelt.

Um zu eruieren, ob die verstarkte myeloide Differenzierung von HSPZ, die verstarkte Expres-
sion von CD34 und der konzentrationsabhangige Einfluss von NO auf die Proliferation von
HSPZ mit der Aktivierung von typischen NO-vermittelten Signalwegen korrelierte, wurde in
vorliegender Arbeit die Konzentration an DETA/NO bestimmt, bei der der klassische NO-ver-

mittelte Signalweg aktiviert ist oder verstarkte S-Nitrosylierung beobachtet wurde.

4.5 Geringe DETA/NO Konzentrationen aktivieren den klassischen NO
Signalweg in HSPZ wahrend héhere DETA/NO Konzentrationen in
vitro mit der S-Nitrosylierung von Proteinen einhergehen

Um zu uberprifen, welche Signalwege in HSPZ nach Stimulation mit DETA/NO aktiv waren,
wurde zundchst der klassische NO Signalweg untersucht. Die Bindung von NO an das Ham-
zentrum der sGC aktiviert diese und fiihrt zur vermehrten Bildung von intrazellularem cGMP,
welches u.a. Uber die cGMP-abhédngige PKG eine Vielzahl an Zielmolekulen phosphoryliert
und so die meisten physiologischen Effekte von NO vermittelt, wie zum Beispiel die Einstel-
lung der Blutgefalweite [147]. Die Aktivierung des Signalweges wurde in vorliegender Arbeit
zum einen Uber den Anstieg von intrazellularem cGMP und zum anderen tiber PKG-abhéngige
Phosphorylierung von VASP an Ser239 nachverfolgt. KG1a Zellen zeigten im Vergleich mit
HSPZ bei Stimulation mit der NO-freisetzenden Verbindung DETA/NO eine geringe Sensiti-
vitat fir die Aktivierung des klassischen NO-vermittelten Signalwegs. Laut kompetitivem Im-
munassay fur cGMP schien die Aktivierung des klassischen NO Signalweges in der Modell-
zelllinie ab einer Konzentration von ca. 25 uM DETA/NO zu beginnen. Auch die Phosphory-
lierung von VASP an Ser239 war in KG1la Zellen erst ab einer Konzentration von ca. 50 pM
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DETA/NO beobachtbar (Anhang 11). Dieser Konzentrationsbereich korreliert mit ca. 25-
100 nM NO und liegt damit tber den Konzentrationen, welche fur die Aktivierung der sGC
beschrieben sind [144, 413]. Primare HSPZ waren sensitiver fir die Aktivierung der sGC durch
NO und zeigten bereits bei Konzentrationen von ca. 5 uM DETA/NO eine Verringerung der
rel. Absorbanz im kompetitiven Immunassay und so einen Anstieg an intrazellularem cGMP

an.

In einem Enzym-gekoppelten Rezeptor-Modell wurde die ECso fur die Aktivierung der sGC
unter Berucksichtigung intrazellularer ATP und GTP Konzentrationen auf 4 nM bestimmt
[414]. In Blutplattchen und neuronalen Zellen wurde eine ECso von ca. 10 nM gemessen [415].
Diese Werte kdnnten jedoch die Aktivierung der sGC unter physiologischen Bedingungen un-
terschatzen, da die sGC Aktivitat tber einen breiten Konzentrationsbereich von NO gesteuert
wird. Dabei wird diese zunéchst durch Bindung von NO an das H&mzentrum des Zielmolekdils
aktiviert und die Aktivitat bei Uberschuss von NO zusétzlich tber S-Nitrosylierungreaktionen
gesteigert [144]. Daher Ubersteigen in vitro Messungen, welche Konzentrationsbereiche tber
verschiedene GroRenordnungen an NO abdecken, physiologisch relevante Konzentrationen und
unterschatzen so moglicherweise die Sensitivitat der sGC. So waren NO-vermittelte Effekte,
zum Beispiel die PKG-abhangige Phosphorylierung von VASP, in Blutplattchen bereits bei
3 nM NO maximal und lagen damit unter der in vitro gemessenen ECso flir diesen Zelltyp [416].
Da die sGC das primare Zielmolekil von NO darstellt und physiologischen Konzentrationen
an NO durch die konstitutiv exprimierten NOS Isoformen auf 100 pM bis ca. 5 nM abgeschatzt
wurden [133], sollte die Aktivierung des Zielmolekiils durch NO ebenfalls in diesem Konzent-
rationsbereich liegen. Somit liegt der beobachtete, NO-induzierte Anstieg von intrazellularem

cGMP bei HSPZ am oberen Rand des erwarteten Konzentrationsbereichs.

Da der Assay fir adhérente Zellen entwickelt wurde, kdnnte die intrazellulare cGMP Konzent-
ration in hdmatopoetischen Zellen unterschatzt worden sein, da das Protokoll fir Suspensions-
zellen modifiziert werden musste. Die Aktivierung und Deaktivierung des klassischen NO-ver-
mittelten Signalweges erfolgt sehr rasch [417] und ist von der freien Konzentration an cGMP
abhangig, welche durch die sGC-induzierte Produktion und den Abbau durch PDE gesteuert
wird [418]. Zwischen Stimulation der Zellen und der Lyse war ein Waschschritt mit PBS erfor-
derlich, um den Hintergrund bei der Messung zu minimieren. Aufgrund der schwachen Adha-
renz der Zellen, mussten diese zusatzlich zentrifugiert werden, sodass in diesem Zeitraum be-
reits der Abbau des cyclischen Nukleotids durch PDEs eingesetzt haben kénnte. Entsprechend

wies die Phosphorylierung des nachgelagerten Zielmolekils VASP auf die Aktivierung des
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klassischen NO-Signalweges bei geringeren Konzentrationen von DETA/NO hin. Hier wurde
ein konzentrationsabhangiger Anstieg der Phosphorylierung von VASP an Ser239 beobachtet,
welcher bereits bei 0,5 uM DETA/NO einsetzte. Durch die Mobilitatsverschiebung wahrend
der SDS-PAGE, welche mit der Phosphorylierung von Ser157 einhergeht [363], sowie durch
den antikorperbasierten Nachweis wurde gezeigt, dass die PKG bei Konzentrationen ab ca.
5 uM DETA/NO zuséatzlich VASP an Ser157 phosphorylierte. Theoretisch kdnnten beide un-
tersuchten Ser-Reste ebenfalls durch die PKA phosphoryliert werden. Die Reihenfolge der
Phosphorylierung, welche zunéchst an Ser239 und anschlieRend zusatzlich an Ser157 erfolgte,
deutet jedoch auf die Aktivitat der PKG hin [158].

Die Phosphorylierungen von VASP durch verschiedene Kinasen fungieren als ein Schalter, der
die Zellbeweglichkeit reguliert. So verringert die Phosphorylierung an Ser239 die Ansammlung
und Biindelung von F-Aktin und unterbindet die Bildung von fokalen Adhé&sionen [156, 157].
Die Phosphorylierung an Ser157 hingegen dient als Signal fur die Verortung von VASP an der
Zellmembran oder der Zellvorderseite bei der Bewegung von Zellen [156]. In glatten Muskel-
zellen wurde beispielsweise gezeigt, dass die Zelladhdsion und —ausbreitung durch PKG-ab-
hangige Phosphorylierung inhibiert werden [419]. Zusétzlich wurde in CD34" endothelialen
Vorléauferzellen aus Diabetespatienten eine verringerte migratorische Fahigkeit zu CXCL12 be-
obachtet, was in einer schlechteren Wundheilung resultierte. Exogen zugesetztes NO fing diese
reduzierte migratorische Fahigkeit auf, indem es die Deformierbarkeit der Zellen verbesserte
und die Zellmotilitdt durch VASP Phosphorylierung regulierte [420]. Daher scheint die Phos-
phorylierung von VASP fiir die normale Migration von Zellen eine entscheidende Rolle zu
spielen und kdnnte ebenfalls auf eine vermittelnde Rolle von NO bei der Motilitat von HSPZ

hindeuten.

Mittels Inhibition der sGC durch ODQ und dem Einsatz des stochiometrischen NO Fangermo-
leklls cPTIO wurde die Aktivierung des klassischen NO Signalweges in HSPZ durch NO de-
monstriert. So verhinderte die Inhibition der sGC in KG1a Zellen und HSPZ den durch 25 uM
DETA/NO vermittelten Anstieg an intrazellularem cGMP. Auch das NO-Fangermolekiil
cPTIO fiihrte im Uberschuss zu einer Abschwachung des NO-vermittelten Anstieges an intra-
zellularem cGMP bei KG1a Zellen und verhinderte diesen in priméren Zellen vollstandig. Ana-
log konnte durch eine andere NO-freisetzende Verbindung (DEA/NO; Anhang 12) die Aktivie-
rung der sGC durch NO in KG1a Zellen demonstriert werden. Durch antikdperbasierten Nach-
weis der VASP Phosphorylierungen an Ser239 und Ser157 mittels Western Blot wurde eben-
falls demonstriert, dass die Phosphorylierung von VASP durch NO ausgel6st wurde, da der
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Zusatz des Fangermolekdls das detektierte Signal abschwéchte. Zusatzlich fiihrte die Inhibition
der sGC zur Reduktion des Phosphorylierungssignals von VASP an Ser239, wahrend das Phos-
phorylierungssignal von Ser157 auf das Basisniveau sank. Die Inhibition von sGC durch ODQ
schien daher bei der eingesetzten Konzentration nicht vollstandig stattgefunden zu haben. ODQ
inhibiert die NO-Sensitivitat durch Oxidation der Himgruppe, die basale Aktivitat bleibt jedoch
intakt [421]. Da die Phosphorylierung von Ser157 im Vergleich zu der an Ser239 erst bei ho-
heren Konzentrationen von NO und damit verbundener, hoherer cGMP Aktivitat erfolgte,
fiihrte die unvollstandige Inhibition von sGC durch ODQ wahrscheinlich zu verringerten cGMP
Konzentrationen, bei welchen die PKG selektiv nur Ser239 phosphorylierte. Zuséatzlich konnte
die PKG-abhangige VASP Phosphorylierung an Ser239 durch das zellmembrangéngige cGMP
Analogon 8-pCPT-cGMP herbeigefiihrt werden, wahrend hierdurch keine Phosphorylierung an
Ser157 ausgeldst wurde. Auch dieses Ergebnis deutet auf eine selektive Phosphorylierung von
Ser239 bei geringeren Konzentrationen von cGMP und der damit vermittelten, selektiven Kina-
seaktivitat hin. Durch exogenen Zusatz an NO wird die Aktivitat der sGC um das 100-200-
fache gesteigert [418] und so wahrscheinlich eine cGMP Konzentration produziert, die hoher
als die Konzentration ist, welche durch den exogenen Zusatz des cGMP Analogons erreicht
wurde. Entsprechend der Erwartungen verénderte die zusatzliche Inhibition der sGC durch
ODQ das Phosphorylierungssignal von 8-pCPT-cGMP nicht, da sich cGMP im Signalweg der
sGC nachgelagert befindet [161]. Zusé&tzlich wurde der PKG Inhibitor DT-3 eingesetzt, um die
Aktivitat der endstandige Kinase zu unterbinden. Hierbei wurde ein stark spenderabhangiger
Effekt beobachtet. Wéhrend DT-3 bei allen Spendern die Phosphorylierung von VASP unter-
band, fiihre die Behandlung mit dem Inhibitor bei einigen Spendern zu einem verringerten Pro-
teingehalt der Lysate. Dies zeigte sich besonders in den Ladekontrollen Vinkulin und GAPDH,
wurde jedoch auch bei Betrachtung des VASP Proteinsignals sichtbar. Die PKG, die eine Viel-
zahl an Substraten, wie den IP3 Rezeptor, Vimentin, Phosphatase Inhibitor G Substrat und die
Untereinheiten der Myosin Leichtkettenphosphatase phosphoryliert, ist an einer Vielzahl phy-
siologischer Prozesse beteiligt und mit vielen anderen Signalwegen verflochten [146-148]. Die
Inhibition einer solch zentralen Kinase kann daher in verschiedenste Signalwege eingreifen und

das Zellverhalten modifizieren.

Zusammenfassend konnte die Aktivierung des klassischen NO Signalweges in HSPZ bereits
durch niedrige Konzentrationen von DETA/NO nachgewiesen werden. KG1la Zellen schienen
im Vergleich zu HSPZ deutlich weniger sensitiv fir die Aktivierung des Signalweges, sodass
hohere Konzentrationen an NO zur Aktivierung des klassischen Signalweges in diesem Zelltyp

notig waren. Ein maoglicher Grund fur die unterschiedliche Sensitivitat gegentiber NO konnte
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in einer anderen Expressionsstarke der sGC in KG1a Zellen begriindet sein. In Melanomzellen
wurde gezeigt, dass metastasierende Zellen fur die Stimulation des cGMP-abhéangigen Signal-
weges desensibilisiert waren, da sie die 31-Untereinheit der SGC nicht exprimierten [422]. Eine
weitere Moglichkeit konnte die mangelnde Expression der PKG in KG1la Zellen darstellen. Bei
hohen Konzentrationen von NO kdnnen sich downstream Ziele von cGMP und cAMP (iber-
schneiden, sodass durch hohe Konzentrationen von cGMP auch die PKA aktiviert werden kann
und Signalwege vermittelt, welche typischerweise cCAMP nachgelagert stattfinden [147]. Die
PKA phosphoryliert VASP typischerweise zunédchst an Serl57 und anschlielend an Ser239.
Dies lasst den Schluss zu, dass in KG1la Zellen erhéhte Konzentrationen von NO nétig waren,
welche durch Ansammlung von cGMP die PKA aktiviert und dadurch VASP in umgekehrter
Reihenfolge phosphoryliert haben koénnte, verglichen mit der VASP Phosphorylierung durch
die PKG.

Durch die Nachverfolgung des klassischen NO-vermittelten Signalweges in HSPZ mittels Wes-
tern Blot wurde gezeigt, dass bereits geringe Konzentrationen von DETA/NO ausreichen, um
die intrazellulare cGMP Konzentration zu erhéhen. Ein direkter Ruckschluss auf vorliegende
cGMP Konzentrationen war durch den kompetitiven Immunassay nicht moglich. Zwar wurde
stets eine Konzentrationsreihe von cGMP Standards auf den Analyseplatten mitgefiihrt, jedoch
lagen die Absorbanzwerte von Lysaten, welche nur geringfugig cGMP aufwiesen, stets (ber
dem Standardwert ohne cGMP. Bei dieser Methode wurden Lysate der behandelten Zellen zu-
sammen mit einem kompetitiven Enzym-gekoppelten cGMP auf die Analyseplatten aufge-
bracht und so durch die kompetitive Bindung der enzymgekoppelten Spezies und dem damit
verbundenen Substratumsatz auf die Konzentration in den Lysaten riickgeschlossen. Um maog-
liche unspezifische Reaktionen zu vermeiden, wurden die Zellen in serumfreiem Medium sti-
muliert und zusatzlich vor der Zelllyse mit PBS gewaschen. Dennoch kdnnten interferierende
Substanzen in den Lysaten verblieben sein, die die Enzymreaktion beeinflusst haben kdnnten.
Nichtsdestotrotz sind die Daten durch den Vergleich mit der jeweiligen Losemittelkontrolle
valide, da das Ziel dieser Analyse nicht die Bestimmung des absoluten cGMP Gehalts war,
sondern lediglich die DETA/NO Konzentration identifiziert werden sollte, welche zu einer Ak-
tivierung der sGC flihrte. Verschiedene physiologische Prozesse, die fiir die Migration und Mo-
bilisierung von HSPZ relevant sind, werden tber den klassischen NO Signalweg vermittelt.
Hierzu zahlen die NO-abhangige Reduktion der VLA4 Affinitat, welche die De-Adhdsion der
Zellen vermittelt [334] und die NO-induzierte verstarkte in vitro Migration von HSPZ zu
CXCL12 [423]. Zusatzlich wurden Effekte von NO auf die Proliferation und Differenzierung

von HSPZ auf den cGMP-vermittelten Signalweg zurtickgefihrt. Beispielsweise verhinderte
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cGMP in niedrigen Konzentrationen die Proliferation von humanen HPZ und stimulierte die
Differenzierung in Megakaryozyten, wahrend die Differenzierung in Granulozyten dosisabhéan-
gig durch cGMP inhibiert wurde [424]. Die NO-vermittelte vermehrte Differenzierung in
Erythrozyten wurde ebenfalls der cGMP-abhéngigen Modulation verschiedener Transkripti-

onsfaktoren zugeschrieben [324].

Zusétzlich zur Beeinflussung des HSPZ Verhaltens durch den klassischen NO Signalweg wurde
die cGMP-unabhéngige Beeinflussung von HSPZ Eigenschaften durch S-Nitrosylierung pos-
tuliert. Dieser post-translationalen Modifikation wurde beispielsweise die NO-vermittelte In-
duktion der CD34 Expression auf murine HSPZ [335] sowie die Zunahme der CXCR4 Genex-
pression durch exogen zugesetztes NO zugeschrieben [332]. Um zu Uberpriifen, ob diese Mo-
difikationen mit den in vorliegender Arbeit beobachteten Effekten korrelierten, wurde iber eine
indirekte Nachweismethode die Konzentration von DETA/NO ermittelt, ab welcher vermehrt
S-Nitrosylierung von Proteinen beobachtbar war. Da S-Nitrosylierungen lichtsensible, labile
Proteinmodifikationen sind, ist ein direkter Nachweis nicht mdglich [425]. Fir den Nachweis
wurden nitrosylierte Thiole nach der Blockierung freier Cysteinreste gezielt reduziert und mit
einem TMT markiert, welcher sich antikorperbasiert nachweisen liel}. KG1a Zellen, welche
kurzzeitig mit DETA/NO inkubiert wurden, zeigten bereits bei geringen Konzentrationen der
NO-freisetzenden Verbindung ein erhohtes MaR an S-Nitrosylierungen. Diese Zunahme war
bei 1 uM DETA/NO maximal, bei htheren Konzentrationen voribergehend reduziert und stieg
ab 15 uM DETA/NO wieder an. HSPZ wiesen im Gegensatz dazu nach flnftagiger Kultur in
Anwesenheit von bis ca. 5 UM DETA/NO keine vermehrte S-Nitrosylierung auf. Ab dem Zu-
satz von 10 uM DETA/NO wurden diese bei HSPZ verstarkt gefunden.

Die im Vergleich zur Aktivierung des klassischen NO Signalweges erh6hten Konzentrationen,
bei welchen in HSPZ vermehrt S-Nitrosylierungen nachgewiesen werden konnten, entsprachen
den Erwartungen. Wahrend bereits geringe Konzentrationen an NO ausreichen, um den klassi-
schen NO Signalweg durch die direkte Reaktion von NO mit der prosthetischen Hamgruppe
der sGC zu aktivieren, erfordern S-Nitrosylierungen erhohte Konzentrationen von NO [161].
Diese sind erforderlich, da NO nur indirekt tiber die Bildung von Nitrosonium-lonen an dieser
post-translationalen Modifikation teilnimmt. Die Spezifitat von einzelnen S-Nitrosylierungsre-
aktionen wird in vivo Uber spezielle zellulare Mechanismen vermittelt [172]. Solche spezifi-
schen Modifikationen sind mittels Western Blot aus Lysaten ganzer Zellen nur schwer nach-

vollziehbar, da sich hier nur die Gesamtheit der S-Nitrosylierungsstellen zeigen lasst. Fur spe-
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zifischere Untersuchungen bestimmter Proteine miissten die TMT-markierten Proben zusatz-
lich massenspektrometrisch untersucht werden. Anders als in vivo, zeigt NO in vitro eine viel-
faltige Aktivitat gegenuber Thiolen und die Modifikation scheint weniger selektiv stattzufinden
[172]. Daher ist die starke Zunahme von S-Nitrosylierungsreaktionen ab 10 uM DETA/NO zu
erklaren, welche in den Lysaten von HSPZ gleichmaRig zu finden war. Da dieser Assay ledig-
lich bei zwei Spendern durchgefuhrt wurde, ist die resultierende Standardabweichung der
S-Nitrosylierungssignalintensitat hier relativ grof3. Dennoch korrelierte bei beiden Spendern
das erhdhte MalR der S-Nitrosylierungen mit der vermehrten myeloiden Differenzierung von
HSPZ durch Stimulation mit DETA/NO. Daher kann die Hypothese aufgestellt werden, dass
die in vorliegender Arbeit beobachtete, veréanderte Proliferation der Zellen sowie die Vermitt-
lung der myeloiden Differenzierung durch S-Nitrosylierungsreaktionen hervorgerufen wurde.
So konnte ab 10 uM DETA/NO der Beginn der unspezifischen Proteinmodifikation durch NO
gekennzeichnet sein, wie er mit einer stress-induzierten Antwort einhergehen kénnte. Hierzu
missen jedoch weitere Versuche zeigen, ob die myeloide Differenzierung durch Zusatz eines
Reduktionsmittels abgeschwécht wird, um den Einfluss oxidativer Thiolmodifikationen zu be-

legen.

Die abweichende Sensitivitat von KG1la Zellen und HSPZ gegenuiber S-Nitrosylierungen lasst
sich durch die verschiedenen Zeitspannen der Kultur in Gegenwart von DETA/NO sowie die
unterschiedlichen Zellsysteme erklaren. Wahrend KG1a nur kurzzeitig mit DETA/NO stimu-
liert wurden, wurden HSPZ nach funftagiger Kultur in Gegenwart von DETA/NO fiir den As-
say verwendet. Der Redox-Status von HSPZ wurde bereits mit der Regulation vieler zentraler
Eigenschaften, wie Proliferation und Differenzierung der Zellen in Verbindung gebracht [61,
426]. Quieszente HSPZ weisen durch ihren auf Glykolyse beruhenden Stoffwechsel in hypoxi-
scher Umgebung reduzierte ROS Gehalte auf, wéhrend HSPZ bei Proliferation und Eintritt in
den Zellzyklus oxidative Phosphorylierung betreiben und so hohere Gehalte an ROS produzie-
ren [427]. Um dennoch die Stammzelleigenschaften zu erhalten, besitzen sie Redox-Regulato-
ren, zu denen GSH als wichtigstes Antioxidanz zéhlt [428, 429]. In MSZ aus Knochenmark
wurde gezeigt, dass Zellen abhéngig von oxidativem Stress den GSH Gehalt in Zellen und Or-
ganellen dynamisch regulieren kdnnen und so GSH als Redox-Puffer fungiert [428]. Hierbei
waren MSZ, welche eine erhdhte Koloniebildungsfahigkeit und therapeutische Funktionalitat
aufwiesen, durch hohere Konzentrationen an GSH gekennzeichnet [428]. Da die Wahrschein-
lichkeit der Nitrosothiol-Bildung von der Konzentration intrazelluldrer Reduktionsmittel wie
GSH abhéngt [425], kénnten in vorliegender Arbeit HSPZ die Produktion von GSH angepasst
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haben, um Uberschussiges NO zu binden bzw. die labilen, reversiblen Nitrosylierungsreaktio-
nen durch Transnitrosylierung zu unterbinden. KG1a Zellen hingegen waren vor der Zelllyse
nur kurzzeitig mit DETA/NO in Kontakt und konnten unter Umstanden aufgrund der kurzen
Zeitspanne die GSH Synthese nicht auf die erhdhte Anwesenheit nitrosylierender Spezies an-
passen. Weiterhin konnten Stammzellen einen hdheren Speicher an intrazellularen Anti-Oxida-
tionsmitteln, wie GSH, aufweisen, da die Redoxregulation und somit die Einddmmung unspe-
zifischer Proteinmodifikationen fur den Stammzellerhalt essentiell scheint. Die starke Zunahme
von S-Nitrosylierungen ab 10 uM DETA/NO in HSPZ kénnte zusatzlich eine schiitzende Pro-
teinmodifikation fir redox-sensitive Thiole darstellen. Solche Schutzmechanismen wurden bei-
spielsweise im Kontext der Immunantwort diskutiert [430]. Indem durch reversible S-Nitrosy-
lierungen stéarkere, irreversible Oxidationen von redox-sensitiven Thiolen verhindert werden,
konnten redox-sensitive Gruppen geschutzt werden [425] oder andere post-translationale Mo-

difikationen vermieden und so die Signaltbertragung in Zellen moduliert werden [425].

Durch die reaktive Natur von ROS und RNS (berschneiden sich viele im Zusammenhang mit
diesen Spezies beobachtete Effekte. So geht ein Uberschuss von ROS mit dem Zellzyklusarrest
von HSPZ einher und vermittelt Apoptose, wéhrend ROS grundsatzlich fur die normale Diffe-
renzierung von HSZ essentiell sind [61]. Interessanterweise flhrt der erhohte Gehalt von ROS
in HSPZ zur vermehrten myeloiden Differenzierung, analog den in vorliegender Arbeit fiir NO
beschriebenen Effekten durch erhéhte DETA/NO Konzentrationen. Da ROS sowohl als Sig-
nalmolekule dienen, als auch ein metabolisches Profil darstellen, ist nicht immer zweifelsfrei
trennbar, ob ROS mit der aktiven Zellzyklusprogression einhergehen oder diese verursachen.
Jedoch weist beispielsweise die Beobachtung, dass MSZ HSZ in einem quieszenten Zustand
erhalten, indem sie ROS in HSZ uber Connexine ausschleusen, darauf hin, dass ROS nicht nur
ein Nebenprodukt des Zellzyklus darstellen, sondern eine Rolle im Stammzellerhalt und der
Funktion von HSZ aufweisen [61]. Analog scheinen niedrige Konzentrationen von NO in vivo
HSZ zu erhalten, wéhrend héhere Konzentrationen mit der Expansion von HSPZ und der Mo-
bilisierung der Zellen einhergehen [78, 322, 334, 372]. Diese Effekte lassen sich in vitro jedoch
nur teilweise erzielen. So wurde in vitro die NO-induzierte myeloide Differenzierung von
HSPZ beobachtet, wahrend in vivo voribergehend eine NO-abhéngige Expansion von HSZ be-
obachtet wurde [322]. Daher scheinen zusatzlich Faktoren nétig, um in vivo beobachtete Effekte

von NO reproduzieren zu kénnen.
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Die Routine-Zellkultur von HSPZ mit NO-freisetzenden Verbindungen stellt die durch NO-
induzierten Signale in vivo nur stark vereinfacht dar. Neben fehlenden zentralen Nischenkom-
ponenten wie MSZ, die HSPZ NO-vermittelt parakrin beeinflussen [336], fehlt hier eine EZM-
ahnliche Struktur, welche mechanische Reize ibertragen kann und die Fahigkeit bietet, Wachs-
tumsfaktoren zu binden. Zusatzlich besitzen l6sliche NO-freisetzende Verbindungen inharente
Limitationen. Im Gegensatz zu anderen NO-freisetzenden Verbindungen bieten NONOate ein
gewisses Mal? an Kontrolle bezlglich ihrer NO Freisetzungskinetik, da sie nicht von enzyma-
tischer Beteiligung abhéngt [212, 431]. Jedoch modifizieren beispielsweise der Zusatz von Se-
rum oder Kulturbedingungen, wie 5% CO> Atmosphére, das Profil der NO Freisetzung [362].
Zwar lasst sich der initiale Zeitpunkt des Zerfalls von NONOaten durch das Anbringen enzyma-
tisch abspaltbarer Schutzgruppen steuern [213, 215, 216], allerdings erfolgt auch in diesen Fal-
len die Freisetzung von NO nach Abspaltung dieser Gruppen spontan. Durch lichtgesteuerte
Freisetzung von NO kann dieses Hindernis umgangen werden und zeitliche Kontrolle Giber die
NO Freisetzung erhalten werden [201, 217, 219-221, 223, 260, 262, 432, 433]. Jedoch bietet
die alleinige Verwendung von lichtinduzierbaren, NO-freisetzenden Verbindungen keine raum-
liche Kontrolle der NO Freisetzung, da diese im Zellkulturmedium homogen verteilt vorliegen
und NO im gesamten Kulturvolumen freisetzen [226]. Zusatzlich kénnten die Reste der Ver-
bindungen nach NO Abspaltung im Medium verbleiben. In vivo wird NO parakrin von Nischen-
zellen wie Endothelzellen freigesetzt. Mit zunehmender Diffusionslange des Signalmolekils
verringert sich die freie Konzentration an NO durch Bildung von Nitrit und Nitrat in wassriger
Losung [98, 434]. Der in HSPZ aktivierte, konzentrationsabhangige Signalweg héngt somit
auch von der Diffusionsléange des Signalmolekiils ab [98]. HSPZ, welche direkt an Blutgefalien
lokalisieren, wéren dadurch hoheren Konzentrationen an NO ausgesetzt als HSPZ, welche wei-
ter entfernt von der NO Quelle sind. Die spezifische Beeinflussung von HSPZ durch einen NO
Gradienten kann in vitro durch l6sliche Verbindungen nur unzureichend dargestellt werden und
konnte ein Grund fiir den Unterschied der beobachteten NO-vermittelten Effekte in vivo und in

vitro sein.

4.6  Machbarkeitsnachweis eines photo-responsiven NO-freisetzenden
Heparin/sPEG Hydrogels

Durch Anbindung photo-induzierter NO-freisetzender Verbindungen an ein Materialsystem
konnte die rdumliche und zeitliche Kontrolle Gber die NO Freisetzung erlangt werden. In vor-
liegender Arbeit wurde hierzu die licht-sensitive NO-Quelle 4-Nitro-3-(trifluoromethyl)anilin
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kovalent an ein Hydrogel auf Basis von Heparin angebunden. Hydrogele, welche auf biologi-
schen Komponenten basieren, eignen sich durch ihre hohe Porositat und ihre inhérente Bio-
kompatibilitat als Freisetzungssysteme fir die Zellkultur [435]. Durch kovalente Anbindung
der NO-freisetzenden Molekiile sollten nach der Freisetzung gebildete Nebenprodukte am Ma-
terial angebunden bleiben. Gleichzeitig sollte die Freisetzung von NO aus einer funktionellen
Oberflache die Bildung eines Konzentrationsgradienten an NO ermdglichen, welcher die Situ-
ation in vivo besser widerspiegelt. In vorliegender Arbeit wurde als solche Materialplattform
ein Hydrogelsystem gewahlt, welches aus einer biologischen und einer synthetischen Kompo-
nente aufgebaut ist [339, 436, 437]. Bei diesem von Freudenberg et al. entwickelten Hydrogel-
system wird das Glykosaminoglykan Heparin mit einem vierarmigen sPEG nach Aktivierung
durch 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid und N-Hydroxysulfosuccinimid quer-
vernetzt. Durch das molare Verhéltnis der Heparin und SPEG-Komponente kdnnen die mecha-
nischen Eigenschaften, wie die Steifigkeit und das Schwellverhalten des Materials angepasst
werden [339, 438]. In vorliegender Arbeit wurde sPEG im dreifachen molaren Uberschuss ein-
gesetzt, sodass nach theoretisch maximaler Quervernetzung noch 55% der Sdauregruppen des
Heparins ungebunden vorlagen. Diese wurden anschlieBend verwendet, um die photo-sensitive
Einheit in das Gelsystem einzubringen. Aufgrund der schlechten Wasserléslichkeit dieser Kom-
ponente war die Anbindung des Nitroanilin-Derivates nicht durch h&ufig fir Hydrogele ver-
wendete Carbodiimid-Kupplungen méglich. Stattdessen wurde eine Mehrkomponenten-Ugi-
Reaktion in wassriger Losung durchgefiihrt [439]. Diese Reaktion basiert im ersten Schritt auf
der Bildung eines Imins durch die Kondensation eines Amins mit einem Aldehyd. Im zweiten
Schritt reagiert das protonierte Imin und eine freie Sduregruppe mit einem Isocyanid zu einem
a-(Acylamin)amid [440]. Wahrend diese Reaktionen typischerweise in polaren, aprotischen
Losungsmitteln durchgefiihrt werden, konnten in wéassriger Umgebung basierend auf dieser Re-
aktion ionische Polysaccharid-Hydrogele hergestellt werden [441-443]. Weiterhin wurde ge-
zeigt, dass diese Reaktionen in Wasser beschleunigt stattfinden [444]. Dies wurde u.a. der Re-
aktion an der Grenzflache zu Wasser durch den hydrophoben Effekt zugeschrieben. Da der
hydrophobe Effekt durch den Zusatz von ionischen, gelésten Stoffen verstarkt werden kann
[445] und die Schwellung des Hydrogels beeinflusst, wurde die Reaktion in angesduertem
ddH20 sowie in 1 M KCI (ag.) oder 1 M Glukose (ag.) Losung durchgefuhrt. Mittels FTIR-
Spektroskopie im Modus der ATR und UV/vis Spektroskopie wurden erste Hinweise auf eine
erfolgreiche Funktionalisierung des Heparin/sPEG Hydrogels erhalten. ATR Spektren zeigten
durch Veranderung von typischen Carbonylschwingungen, dass die Sduregruppen des Heparins
reagiert hatten. Jedoch war hierdurch nicht abzuleiten, ob die NO-freisetzende Verbindung
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kovalent an das Hydrogel angebunden war, oder ob die Veranderung der Carbonylschwingun-
gen einer Nebenreaktion der hoch-reaktiven Isocyanid Spezies mit der Heparinkomponente des
Hydrogels zuzuschreiben war. Durch Messung eines UV/vis Spektrums wurde gezeigt, dass
das funktionalisierte Hydrogel in seinen Absorptionseigenschaften denen des Nitroanilin-Deri-
vates dhnelte. Dies gab einen weiteren Hinweis auf die Anbindung der NO-freisetzenden Ver-
bindung. Um die erfolgreiche Funktionalisierung des Hydrogels zu demonstrieren, wurden
ToF-SIMS Analysen durchgefuhrt. Oberflachenanalysen zeigten Fragmente der tert-butyl-
Gruppe sowie des Nitroanilin-Derivates. Zusétzlich konnten im gesamten Gelvolumen charak-
teristische Fragmente des Nitroanilin-Derivates nachgewiesen werden, wie F- und NO2". Hier-
bei war die Reaktion in angeséuertem Wasser und 1 M Glukosel6sung gleichermafen effektiv,
die Ugi-Reaktion in KCI L6sung schien hingegen weniger effizient stattgefunden zu haben. Die
Ursache konnte hier, neben der Beeinflussung des hydrophoben Effekts, die erhéhte lonenkon-
zentration in der Losung sein, welche die negativen Ladungen des sulfatierten Heparins abge-
schirmt haben kdnnte und so zu einer reduzierten Schwellung des Hydrogels verglichen mit
angesauertem Wasser beigetragen haben kdnnte. Hierdurch kdnnte die Reaktion hauptsachlich

an der Hydrogeloberflache stattgefunden haben.

In einem ersten Versuch konnte die licht-induzierte Freisetzung von NO aus dem funktionali-
sierten Hydrogelsystem abhangig von der Wellenlange des eingestrahlten Lichts mittels eines
elektrochemischen NO-Sensors gezeigt werden. Jedoch wurde auch in nicht funktionalisierten
Kontrollen ein licht-induziertes Signal bei Wellenlangen von 455 nm, 405 nm und 365 nm de-
tektiert, welches auf ein gemessenes, unspezifisches Hintergrundsignal hinweist. Dies kdnnte
auf einen thermischen Effekt durch Absorption des hoherenergetischen Lichtes zurlickgefuhrt
werden. Des Weiteren kdnnte das gemessene Hintergrundsignal durch Beeinflussung der Elekt-
rodenmembran durch blaues Licht erklart werden. Durch Abzug des gemessenen Hinter-
grundsignals wurde die freigesetzte NO Konzentration an der Oberflache des Hydrogels bei
Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 365 nm auf ca. 40 nM bestimmt. Diese Konzentration
liegt damit leicht Gber dem angestrebten Bereich der NO Freisetzung und war vergleichbar mit
lichtinduzierter NO Freisetzung aus anderen porésen Beschichtungen [266, 268]. Wie in vor-
liegender Arbeit demonstriert, wurden NO-vermittelte Effekte im niedrigen nM Konzentrati-
onsbereich beobachtet, wéhrend héhere Konzentrationen toxisch fir HSPZ waren. Durch Va-
riation der Wellenldnge oder Reduktion der Lichtintensitat kann die freigesetzte Konzentration
von NO reduziert werden. Andere Materialsysteme zeigten im Vergleich eine erhéhte Freiset-

zung von NO [258, 269, 446-448], da sie als anti-mikrobielle oder anti-tumorale Wirksysteme
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vorgeschlagen wurden und fiir diese Anwendung héhere Konzentrationen von NO aufgebracht
werden mussen [449, 450].

Weitere Versuche missen zeigen, ob die NO Konzentrationen, welche durch langerwelliges
Licht freigesetzt werden, ausreichen, um physiologisch relevante Konzentrationen von ca. 100
pM bis 5 nM NO aus dem Hydrogel freizusetzen. Zwar wurde hier bei Belichtung mit UV-
Licht eine Freisetzung von ca. 40 nM NO erreicht, allerdings sind Wellenldngen im UV-Bereich
bzw. im blauen Wirkungsspektrum aufgrund der hochenergetischen Strahlung und der hier-
durch produzierten ROS nur begrenzt zellvertraglich [451, 452]. M&gliche Abhilfe kdnnte das
Einbringen eines aromatischen Verbindungsmolekil zwischen der NO-freisetzenden Einheit
und dem Gelsystem schaffen, welches die Absorption der lichtsensitiven Einheit bathochrom
verschieben konnte [221]. Zusatzlich konnte die zur Freisetzung von NO notige Energiediffe-
renz anstelle von einem hochenergetischen Photon durch zwei Photonen halber Energie aufge-
bracht werden. Dieser Effekt der Zwei-Photonen-Anregung wurde auch in einer anderen Ver-
offentlichungen ausgenutzt [267], um anstelle von UV-Licht die Zellen mit Licht im NIR zu

belichten, welches eine hohere Zellvertraglichkeit aufweist.

Der Nachweis von NO in diesem niedrigen Konzentrationsbereich ist nicht trivial. Fluoreszente
Farbstoffe, welche in Zellen aufgenommen werden und durch Reaktion mit NO von einer ge-
ring fluoreszierenden Spezies in eine stark emittierende Spezies umgewandelt werden [453],
weisen geringe Sensitivitat und Selektivitat auf [454]. Des Weiteren kann NO durch Chemilu-
mineszenz gemessen werden, da durch Reaktion von NO mit Ozon NO- entsteht, welches in
einem angeregten Zustand vorliegt. Bei Ubergang in den Grundzustand wird ein Photon emit-
tiert und ermdglicht die Detektion von NO [455]. Alternativ lassen sich Radikale wie NO auf-
grund ihres ungepaarten Elektrons tiber Elektronenspinresonanz nachweisen [456-458]. Beide
Techniken bedirfen jedoch kostenintensiver instrumenteller Technik. In jlngster Zeit wurden
genetisch kodierte NO Sensoren entwickelt, die durch Reaktion mit NO eine verringerte Fluo-
reszenzemission zeigen [459, 460]. So erlauben die Sensoren eine Nachverfolgung von NO
Generation in Echtzeit auf zelluldrer Ebene. Jedoch erfordert auch diese Methode die Nutzung
NO unsensitiver Kontrollkonstrukte und die vorherige Transfektion der Zellen. Daher war der
elektrochemische Nachweis fiir erste Tests die zuverldssigste und kostengunstigste Messme-
thode. Die mdgliche Beeintréachtigung der Messgenauigkeit durch Hintergrundsignale konnte
durch eine indirekte Messung des in der wassrigen Losung durch NO Freisetzung angesammel-

ten Nitrits und Nitrats umgangen werden.
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Um zu Uberprifen, ob die Biokompatibilitat des Heparin-basierten Hydrogelsystems [339],
durch die Funktionalisierung mittels Ugi-Reaktion beeintrachtigt worden war, wurden funktio-
nalisierte Hydrogele zusammen mit nicht funktionalisierten Kontrollen und Referenzoberfla-
chen Zytotoxizitatstests unterzogen. Mittels Lebend/Tot und AnnexinV/Sytox Farbung konnte
gezeigt werden, dass sowohl funktionalisierte als auch unfunktionalisierte Hydrogele &quiva-

lent zu TCPS als Referenzoberflache waren.

Wahrend die erfolgreiche Funktionalisierung der Heparin/sPEG Hydrogele in zwei unabhéngi-
gen Versuchen mittels ToF-SIMS nachgewiesen wurde, basieren die Daten, welche die licht-
induzierte Freisetzung von NO sowie die Zytokompatibilitat des funktionalisierten Hydrogels
zeigen, auf lediglich einem Versuch. Aufgrund von Variationen in der Reproduzierbarkeit der
Funktionalisierung des Hydrogels konnten diese bisher nicht wiederholt werden. Deshalb soll-
ten die molaren Verhéltnisse der Reaktanden, die Reaktionszeiten, -temperaturen sowie der pH
Wert des Losungsmittels variiert werden, um die optimalen Bedingungen fiir die Ugi-Reaktion
an Heparin zu identifizieren und so eine moglichst reproduzierbare Funktionalisierung des Hyd-
rogeles zu erreichen. Eine mdgliche Quelle der unterschiedlich beobachteten Funktionalisie-
rung konnte auch die Batch-zu-Batch-Variation der biologischen Komponente Heparin sein.
Durch verénderte Sulfatierungsmuster kann die lokale Ladungsdichte des Heparins variieren,

welche die Ugi-Reaktion beeinflussen konnte.

Nichtsdestotrotz wurde in vorliegender Arbeit der Machbarkeitsbeweis erbracht, dass Hepa-
rin/sPEG Hydrogele durch Einbau einer licht-sensitiven NO-freisetzenden Einheit als Stimulus-
responsives Hydrogel dienen kénnen und zellvertréglich gegeniiber HSPZ aus Nabelschnurblut
sind. Im Gegensatz zu anderen NO-freisetzenden Materialen, welche zur Immobilisierung in
PDMS gegossen werden mussen [266, 267] oder auf inerten synthetischen Polymeren basieren
[258, 264, 461], bietet dieses System durch den Aufbau aus der biologischen Komponente He-
parin die Mdglichkeit, das Hydrogel zusétzlich mit fir HSPZ relevanten Wachstumsfaktoren
zu beladen. Dabei ermdglicht die inharente hohe negative Ladungsdichte des Glykosaminogly-
kans die Anbindung von durch Aminogruppen positiv geladenen Proteine durch Coulombsche
Wechselwirkungen [462, 463]. So kann das hier entwickelte NO-Freisetzungssystem im Ver-
gleich zu aktuell verfiigbaren Systemen die NO Signalgebung in der HSPZ Nische besser nach-
ahmen und zukdnftig helfen, die Beeinflussung von HSPZ durch einen NO Gradienten, wie er
zum Beispiel durch Endothelzellen an BlutgefaRen freigesetzt werden sollte, besser untersu-

chen zu konnen.
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5  Zusammenfassung und Ausblick

Wie einleitend eingefiihrt, wurden in der Literatur eine Vielzahl von Einflussen von NO auf das
Differenzierungs- und Proliferationsverhalten von HSZ beschrieben, die zu einer teils wider-
spruchlichen Datenlage fuhrten. Neben den unterschiedlichen betrachteten HSPZ Populationen
und maoglichen Speziesunterschieden liegt dies vor allem in der unterschiedlichen Wahl und
Konzentration der NO-freisetzenden Molekiile. Diese variieren in ihrer Freisetzungskinetik und
einhergehend in der Konzentration an freiem NO, sodass erzielte Ergebnisse nur schwer ver-
gleichbar sind. Daher sollte in vorliegender Arbeit der konzentrationsabhéngige Einfluss von
NO auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten humaner CD34" Zellen in vitro sys-
tematisch untersucht werden und so die Frage beantwortet werden, ob NO einen Faktor dar-

stellt, mit dem in vitro das Verhalten humaner HSPZ gezielt beeinflusst werden kann.

Die Kernergebnisse, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielt wurden, sind in Abbildung
35 schematisch gezeigt. Mittels PCR wurde zunachst nachgewiesen, dass humane CD34* Zel-
len nach Isolation aus Nabelschnurblut und humane MSZ aus dem Knochenmark keine der
NOS Isoformen exprimierten und so in vitro die freie NO Konzentration nicht beeinflussten.
Wie in Abbildung 35 A) gezeigt, scheint NO basierend auf diesen Ergebnissen in der humanen
HSZ Nische nicht als autokrines Signalmolekdl zu fungieren. Auch MSZ als wichtige Kompo-
nenten in der HSZ Nische scheinen unter Homdostase keine NO Quelle darzustellen. Einher-
gehend mit der aktuellen wissenschaftlichen Datenlage kdnnten Endothelzellen oder reife ha-
matopoetische Zellen, wie Makrophagen, eine mégliche Quelle von NO darstellen und HSPZ

parakrin beeinflussen.

Mit Hilfe der NO-freisetzenden Verbindung DETA/NO, die nach Zusatz zum Zellkulturme-
dium kontinuierlich NO freisetzt, wurde das HSPZ Verhalten in einem breiten Konzentrations-
bereich von NO untersucht. Diese Verbindung generiert in vitro NO mit einer Konzentration,
die ca. einem Tausendstel der NO-freisetzenden Verbindung entspricht. In vorliegender Arbeit
wurde die ECsop von DETA/NO bei langfristiger Stimulation auf 31,5 uM bestimmt. Wie in
Abbildung 35 B) gezeigt, waren Konzentrationen, welche diese tberstiegen, toxisch fir HSPZ

und vermittelten NO-induziert Zelltod.
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Abbildung 35  Schematische Darstellung der Ergebnisse aus vorliegender Arbeit und Einordnung der Ergeb-
nisse in einen moglichen biologischen Kontext. A) HSZ (violett) befinden sich in der Nische im Knochenmark in
der Nahe von BlutgefaBen, welche mit Endothelzellen (rot) ausgekleidet sind. Weitere Nischenelemente sind MSZ
(blau) und reife hdmatopoetische Zellen, wie Megakaryozyten (griin). Humane HSPZ nach Isolation aus Nabel-
schnurblut sowie humane MSZ aus Knochenmark exprimierten keine der NOS Isoformen und stellten daher keine
NO Quelle dar (durchgestrichene Pfeile). Endothelzellen kdnnten in der Knochenmarksnische als NO Quelle die-
nen, zusétzlich konnten Megakaryozyten NO produzieren (gestrichelte Linie). B) Zur Freisetzung von NO wurden
in vorliegender Arbeit verschiedene Konzentrationen von DETA/NO eingesetzt (linker Bildabschnitt). Hierbei
wird die durch DETA/NO freigesetzte Menge an NO auf ein Tausendstel der Konzentration dieser Verbindung
abgeschétzt. In grau hinterlegt sind, basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, den eingesetzten Kon-
zentrationen an DETA/NO NO-vermittelte Signalwege zugeordnet. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, welche
mit bestimmten Konzentrationsbereichen von DETA/NO und aktivierten NO-vermittelten Signalwegen korrelier-
ten, sind gelb hinterlegt. Zur Einordnung in einen méglichen biologischen Kontext sind den erzielten Ergebnissen,
aufgrund der aktuellen wissenschaftlichen Datenlage mdgliche, in vivo relevante Prozesse gegenubergestellt (grin
hinterlegt).
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Geringe Konzentrationen von DETA/NO stimulierten in dieser Arbeit in humanen HSPZ NO-
vermittelt den klassischen NO Signalweg durch Bindung von NO an die sGC, wie anhand des
Anstieges an intrazellularem cGMP und der Phosphorylierung des downstream Zieles VASP
an Ser239 gezeigt wurde. Diese NO Konzentrationen bis ca. 5 uM DETA/NO korrelierten mit
der vermehrten Proliferation von HSPZ sowie der erhéhten CD34 Expression in wenig prolife-
rativen HSPZ. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der klassische NO Signalweg die ver-
mehrte Proliferation und CD34 Expression von HSPZ vermittelt. Ein Nachweis dieses direkten
Zusammenhanges steht allerdings noch aus und muss in weiteren Versuchen gezeigt werden.
In vivo kénnte NO in diesem Konzentrationsbereich HSPZ aktivieren und bei der Mobilisierung
von HSPZ aus der Knochenmarksnische in das Blutsystem eine Rolle spielen. Zur Identifika-
tion von Effekten, welche durch die Aktivierung des klassischen NO Signalweges herbeigefiihrt
wurden, sollte Gberprift werden, ob die NO-vermittelten Effekte durch Inhibition der sGC, zum
Beispiel mittels ODQ, abgeschwacht werden kénnen. Zusatzlich sollte ein NO-unabhéngiger
Aktivator der sGC, wie BAY-41-8543, sowie ein zellpermeables cGMP Analogon eingesetzt
werden, um zu tberprifen, ob mit Hilfe dieser Molekiile die verstérkte Proliferation von HSPZ

reproduziert werden kann.

Waéhrend in dieser Arbeit bei niedrigen DETA/NO Konzentrationen eine vermehrte Prolifera-
tion von HSPZ beobachtet wurde, hemmten Konzentrationen ab ca. 10 uM DETA/NO die
Proliferation von HSPZ. Gleichzeitig vermittelte NO konzentrationsabhangig die verstarkte
myeloide Differenzierung der Zellen. Dies zeigte sich bei hohen Konzentrationen von
DETA/NO anhand einer Reduktion an CLP Anteilen, welche mit der Erhéhung von CMP An-
teilen in starker teilungsaktiven Zellen und der Proliferation von GMPs einherging. Daher
scheint NO in vitro an der Regulation der Balance von Proliferation und Differenzierung von
HSPZ beteiligt zu sein. In vivo konnte NO bei akutem Stress, zum Beispiel durch eine Infektion,
die Produktion myeloider Zellen anregen, welche fur die Bek&mpfung des Stressors erforder-
lich sind. Myeloide Differenzierung der HSPZ wurde besonders bei htheren Konzentrationen
von DETA/NO beobachtet, welche mit einem Anstieg an S-Nitrosylierten Proteinen in vitro
korrelierten. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass erhohte Konzentrationen von NO in
vitro Uber die posttranslationale Proteinmodifikation S-Nitrosylierung, cGMP-unabhéngig die
myeloide Differenzierung von HSPZ vermittelt, welche in vorliegender Arbeit in einem verén-
derten Proliferationsverhalten der Zellpopulation resultierte. Um diese Hypothese zu tberpru-
fen und den Anteil von Signalen zu ermitteln, welche durch S-Nitrosylierungen von Proteinen

herbeigefiihrt wurde, kénnte den Zellen zusatzlich zur Behandlung mit DETA/NO ein Reduk-
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tionsmittel wie Dithiothreitol zugesetzt werden. Dies erlaubt zwar nicht die Identifikation spe-
zifischer S-Nitrosylierungsvorgénge, gibt jedoch einen Hinweis auf die Beteiligung von Redox-
sensitiven Proteinthiolen an den beobachteten Effekten.

Einige beobachtete NO-vermittelte Effekte, wie der verringerte Anteil an HSZ und MPP in
weniger proliferativen Zellen, welcher mit der konzentrationsabhangigen Erhéhung von MEP
Anteilen und einer gesteigerten CD34 Expression in hoéher proliferativen Zellanteilen einher-
ging, schien bereits bei niedrigeren Konzentrationen von DETA/NO (ca. 5 uM) einzusetzen
und mit zunehmender DETA/NO Konzentration verstarkt zu werden. Auch hier kann durch
Inhibition der sGC der klassische NO Signalweg unterbunden werden, um Effekte, welche NO-
abhangig durch andere Signalwege wie S-Nitrosylierung vermittelt worden sind von Signalen

zu trennen, die mit der Aktivierung des klassischen NO Signalweges einhergingen.

Zusammenfassend wurde in vorliegender Arbeit der Einfluss von NO auf das Proliferations-
und Differenzierungsverhalten humaner HSPZ in vitro in einer konzentrationsabhangigen Art
und Weise untersucht. Auf Basis der Ergebnisse dieser Arbeit kann die eingangs gestellte Frage,
ob NO ein Faktor zur gezielten Steuerung von HSPZ in vitro darstellt, positiv beantwortet wer-
den. So fuhrt der Zusatz von NO konzentrationsabhangig zur Stimulation bzw. Reduktion der
HSPZ Proliferation und verstarkt mit zunehmender Konzentration an NO die Differenzierung
in myeloide Vorlauferzellen. Mit diesen Beobachtungen tragt die vorliegende Arbeit zum bes-
seren Verstandnis der NO-induzierten Signalwege und NO-vermittelter Effekte in humanen
HSPZ in vitro bei.

Um die Rolle des Signalmolekaiils in vivo besser nachbilden zu kdnnen und um zu tberprifen,
ob die durch DETA/NO induzierten Effekte auch durch einen NO Gradienten in HSPZ vermit-
telt werden, wurde in vorliegender Arbeit ein stimulus-responsives Hydrogel auf Basis von He-
parin und sPEG entwickelt. Ein solches Freisetzungssystem sollte durch kovalente Anbindung
der NO-freisetzenden Spezies die, mit dem Einsatz 10slicher NO-freisetzende Verbindungen
einhergehende, Ansammlung von Nebenprodukten im Zellkulturmedium verhindern und zu-
sdtzlich die Kontrolle tber die zeitliche und rdumliche Freisetzung von NO sicherstellen. Dies
wurde durch die postsynthetische Anbindung eines photo-sensitiven Nitroanilin-Derivates an
freie Carboxylgruppen des Heparins uber eine Mehrkomponenten-Ugi-Reaktion erreicht. Mit-
tels FTIR und UV/vis Spektroskopie sowie mittels ToF-SIMS wurde die Anbindung der
responsiven Einheit an die Hydrogelmatrix nachgewiesen und gezeigt, dass das Gel im gesam-

ten Gelvolumen funktionalisiert wurde. Erste Versuche zur licht-induzierten Freisetzung von
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NO durch blaues bzw. UV Licht zeigten die Freisetzung von NO in einem physiologisch rele-
vanten Konzentrationsbereich. Des Weiteren war das erhaltene funktionalisierte Hydrogel zell-
vertréaglich fur HSPZ. In zukinftigen Versuchen sollte gezeigt werden, dass die Funktionalisie-

rung des Hydrogels reproduzierbar erreicht werden kann.

Da NO ein kurzlebiges, lokal agierendes Signalmolekail ist, wurden in der Literatur unterschied-
liche NO-vermittelte Effekte auf HSPZ in vivo und in vitro beobachtet. Dies liegt in der stark
vereinfachten Zellumgebung in vitro begrindet, die NO-vermittelte Signalwege in der HSPZ
Nische nur unzureichend nachbildet. Mit zunehmender Diffusionslange nimmt die freie Kon-
zentration von NO ab, indem es in wassriger Umgebung zu Nitrit und Nitrat reagiert. Daher
entscheidet der Abstand zur NO Quelle (iber die Konzentration, welcher Zellen ausgesetzt sind,
und so Uber die aktivierten Signalwege und beobachteten NO-vermittelten Effekte. Aufgrund
der Komplexitat der HSPZ Nische und der eng verflochtenen Signalwege von NO lassen sich
in vivo beobachtete Effekte nur schwer nachverfolgen. Zusétzlich sind speziesspezifische Un-
terschiede der NOS Expression bekannt, sodass NO Konzentrationen und damit aktivierte Sig-
nalwege, welche in Méausen aktiv sind, nicht zwangslaufig dieselben Wirkungen auf humane
HSPZ haben missen. Das hier entwickelte Materialsystem, welches durch die licht-induzierte
Freisetzung die raumliche und zeitliche Kontrolle Giber NO Konzentrationen verspricht, konnte
daher ein wichtiger Schritt sein, um in vitro den Einfluss von NO auf humane HSPZ unter
Homoostase in vivo besser zu verstehen. Zukinftig kann die ionische Heparinkomponente
durch Beladung mit Wachstumsfaktoren tber nicht-kovalente Kréfte oder durch die Anbindung
adhasionsvermittelnder Peptidsequenzen funktionalisiert werden. So ermdglicht das hier wei-
terentwickelte Hydrogelsystem die Einflihrung einer zusatzlichen Komplexitatsebene, um die
Wirkung von NO auf HSPZ in vitro weitergehend analysieren zu kdnnen. Zusétzlich kénnen
durch Einbringen zentraler Nischenelemente, wie MSZ, indirekte NO-vermittelte Effekte auf
HSPZ untersucht werden. Durch Kokultur auf dem funktionalisierten Hydrogel kénnten so NO-
induzierte Signale von beispielsweise Endothelzellen auf MSZ imitiert werden und so die indi-

rekte Beeinflussung von HSPZ besser verstanden werden.

Zusammenfassend konnte in vorliegender Arbeit gezeigt werden, dass NO ein Signalmolekil
ist, mit dem das Verhalten humaner HSPZ in vitro gezielt beeinflusst werden kann. Hierbei
lassen sich die NO-vermittelten Effekte durch die Wahl der eingesetzten NO Konzentration
steuern. Durch Abbildung eines breiten Konzentrationsbereiches wurden HSPZ Antworten un-

tersucht, wie sie in vivo unter Homoéostase und Stress eine Rolle spielen kénnten. Niedrige
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Konzentrationen an DETA/NO schienen Antworten zu vermitteln, wie sie in vivo mit der Ak-
tivierung und Mobilisierung von HSPZ einhergehen kdnnten, wahrend hohere Konzentrationen
von DETA/NO ein HSPZ Verhalten induzierten, das in vivo in der Stressantwort der Zellen
eine Rolle spielen kénnte. Zukunftig sollte durch Kultur von HSPZ auf einem stimulus-respon-
siven NO-freisetzenden Hydrogel die mdgliche NO Signalgebung in der HSZ Nische besser
nachgebildet werden. Hierzu wurde in vorliegender Arbeit ein erster Machbarkeitsnachweis
erbracht und gezeigt, dass NO zeitlich kontrolliert aus einem Hydrogel freigesetzt werden kann.
Die Verwendung eines solchen Hydrogelsystems bietet neben der Funktionalisierung mit
Wachstumsfaktoren die Mdglichkeit, NO lokal kontrolliert freizusetzen und so die mdgliche
parakrine Beeinflussung durch Nischenzellen wie Endothelzellen in vivo besser nachzubilden.
So konnte das hier entwickelte System eine Briicke zwischen einfachen in vitro Untersuchun-

gen und in vivo Studien in Modellorganismen darstellen.
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Anhang 1

Seitwartsstreulicht

250K - 250K .
1| Tea 0 1| Tag s

200K = 200K =

150K sk o

TAAD- HSPZ

R e B e o B S B e ma i BN B e e B e
o S0k 100K 150K 200K 250K o S0k 100K 150K 200K 250K

Vorwartsstreulicht

Repréasentative Gegeniiberstellung von CD34* HSPZ aus Nabelschnurblut nach Analyse mittels

Durchflusszytometrie. Links: HSPZ nach Isolation aus Nabelschnurblut, rechts: HSPZ nach funftagiger Kultur in
zellspezifischem Kulturmedium. Dotplotdarstellung von Einzelzellereignissen des Seitwértsstreulichtes (Granula-
ritat der Zellen) in Abhéngigkeit des Vorwartsstreulichtes, welches ein Mal3 flr die ZellgréRe darstellt.
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Anhang 2 Anteil vitaler (7-AAD") CD34* HSPZ nach funftagiger Kultur mit verschiedenen Konzentratio-

nen von DETA/NO in Abhdangigkeit der Zellgeneration bzw. der Anzahl durchlaufener Zellteilungen. CTV -ge-
farbte HSPZ wurden in Gegenwart von A) 0 uM, B) 0,1 uM, C) 0,5 uM, D) 1 uM, E) 5 uM, F) 10 uM, G) 15 uM
oder H) 20 uM DETA/NO kultiviert und anschlielend mittels fluoreszenzgekoppelter Antikdrper auf die Expres-
sion von CD34 (berpriift. Tote Zellen wurden durch 7-AAD markiert und von der Analyse ausgeschlossen. Punkt-
diagrammdarstellung vitaler, CD34* HSPZ aus n = 4 unabh&ngigen Experimenten mit dem Mittelwert und der
Standardabweichung des Mittelwertes als Linie und Fehlerbalken. Signifikante Unterschiede der Mittelwerte im
Vergleich mit dem Mittelwert in Generation 1 nach gepaarter ANOVA sind wie folgt markiert: * = p < 0,05.
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Anhang 3 Einfluss verschiedener DETA/NO Konzentrationen auf die rel. Expressionsstarke von CD34 von

HSPZ bezogen auf die Expressionsstérke der Ursprungspopulation in Abhé&ngigkeit der Generation. Nach flinfta-
giger Kultur von CTV-gefarbten HSPZ mit A) 0 uM, B) 0,1 uM, C) 0,5 uM, D) 1 uM, E) 5 uM, F) 10 pM,
G) 15 uM oder H) 20 uM DETA/NO wurde die Expressionsstarke von CD34 durch die Farbung mit fluoreszenz-
markierten Antikérperkonjugaten anhand der MFI im PE-Cy-7 Kanal ermittelt. Punktdiagrammdarstellung aus
n = 4 unabh&ngigen Experimenten mit dem Mittelwert und der Standardabweichung des Mittelwertes als Linie
und Fehlerbalken. Signifikante Unterschiede der Mittelwerte der Zellen in den einzelnen Generationen im Ver-
gleich zum Mittelwert der Zellen in Generation 1, welche durch gepaarte ANOVA ermittelt wurden, sind durch
Linien verbunden. Lineare Trends mit zunehmender Zellgeneration sind durch geschweifte Klammern verdeut-
licht. * = p < 0,05; **** = p < 0,0001.
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Anhang 4
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Schematische Darstellung der durch HSZ gebildeten Progenitorzelltypen und reifen, hdmatopo-

etischen Zelltypen (oberer Bildabschnitt) sowie hierarchische Gatingstrategie zur Identifikation einzelner Proge-
nitorzellanteile nach Farbung von HSPZ mit einem Antikdrperpanel (unterer Bildabschnitt). Gates wurden anhand
mitgefihrter FMO Kontrollen so gewahlt, dass 1% der Zellereignisse in den FMO Kontrollen innerhalb des Gates

lagen.
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Anhang 5

ermittelt.

A)

B - - (@) . - - o ‘ . -
CD34° CD38 CD45RA — cD34" CD38 CD45RA — CD347 CD38 CD45RA

S

cp34' CD38 CDA45RA’

Zellanteil (%)

Zellanteil (%)

Zellanteil (%)

Zellanteil (%)

Generation 1
307

207

107

0 T f T T

Q N “ ~ 9 o
o QY N

[DETA/NO] (uM)
Generation 4
251
20 °
157 o .

107

N T SR
oY o S

[DETA/NO] (uM)

Generation 5
257
20 °
157

107

0 T T T T

N R L T
oY o S

[DETA/NO] (uM)

Generation 6

407

307

207

[DETA/NO] (kM)

s

s

‘s

rel.CD34 CD38 CD45RA

rel.CD34 CD38 CD45RA

rel.CD34 CD38 CD45RA’

rel.CD34° CD38 CD4SRA

Zellanteil (x-fach) Zellanteil (x-fach) Zellanteil (x-fach)

Zellanteil (x-fach)

L] L]
L]

24 L]

L

o
1 ree
T T T T
R I

Q

Q

[DETA/NO] (uM)

oy 0 ST T SN
[DETA/NO] (uM)
[ ]

1,07

S S T T

[DETA/NO] (kM)

Q N ° N ) Q “ Q

[DETA/NO] (M)

Anteil an CD34* CD38" CD45RA" HSZ und MPP nach flinftdgiger Kultur in Abhangigkeit der
eingesetzten Konzentration an DETA/NO. Balkendiagramme stellen die Zellanteile (links) sowie die rel. zur je-
weiligen Lésemittelkontrolle gefundenen Zellanteile (rechts) an HSZ und MPP in A) Generation 1, B) Genera-
tion 4, C) Generation 5 und D) Generation 6 dar. Balken zeigen die Mittelwerte aus n = 4 unabhangigen Experi-
menten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. Nach gepaarter ANOVA wurden keine signifikanten Un-
terschiede bei Vergleich der mittleren Zellanteile einer Bedingung mit den Zellanteilen der Lésemittelkontrolle
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Anhang 6 Einfluss der Stimulation von HSPZ mit DETA/NO auf den Anteil an CD34* CD10* CLPs nach

funftagiger Kultur. Balkendiagramme zeigen CLP Anteile in A) Generation 4, B) Generation 5 und C) Genera-
tion 6 in Abhéngigkeit der eingesetzten Konzentration an DETA/NO. Links sind die ermittelten Zellanteile darge-
stellt, wéhrend in rechten Diagrammen CLP Anteile auf die jeweiligen Losemittelkontrolle bezogen sind und Ef-
fekte von DETA/NO ohne spenderabhéngige Variationen zeigen. Balkendiagramme stellen die Mittelwerte aus
n = 4 unabhdngigen Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken dar. Signifikante Unterschiede
der mittleren CLP Anteile verglichen mit der jeweiligen Lésemittelkontrolle nach gepaarter ANOVA sind durch
verbindende Linien dargestellt. * = p < 0,05.
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Anhang 7 Einfluss der Stimulation von HSPZ mit DETA/NO auf den Anteil an CD34* CD38* CD10

CD135* CD45RA" CMPs nach funftagiger Kultur. Balkendiagramme zeigen rel. CMP Anteile in A) Generation 1
und B) Generation 6 bezogen auf die jeweilige Lésemittelkontrolle in Abh&ngigkeit der zugesetzten Konzentration
von DETA/NO. CMP Anteile in myeloiden CD34* CD10" CD38* Zellen in C) Generation 1, D) Generation 2,
E) Generation 3, F) Generation 4, G) Generation 5 und H) Generation 6 sind in Abhangigkeit der eingesetzten
Konzentration an DETA/NO gezeigt. Balkendiagramme stellen die Mittelwerte aus n = 4 unabhé&ngigen Experi-
menten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken dar. Nach gepaarter ANOVA wurden keine signifikanten
Unterschiede der mittleren CMP Anteile im Vergleich mit der jeweiligen Losemittelkontrolle gefunden.
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Anhang 8 Einfluss der Stimulation von HSPZ mit DETA/NO auf den Anteil an CD34* CD38* CD10
CD135 CD45RA" MEPs nach funftagiger Kultur. Balkendiagramme zeigen MEP Anteile (links) bzw. rel. MEP
Anteile bezogen auf die jeweilige Lésemittelkontrolle (rechts) in A) Generation 3, B) Generation 4, C) Genera-
tion 5 und D) Generation 6 in Abhdngigkeit der zugesetzten Konzentration von DETA/NO. Balken stellen die
Mittelwerte aus n = 4 unabhéngigen Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken dar. Nach ge-
paarter ANOVA wurden keine signifikanten Unterschiede der mittleren MEP Anteile im Vergleich mit der jewei-
ligen Losemittelkontrolle gefunden.
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Anhang 9 Einfluss der Stimulation von HSPZ mit DETA/NO auf den Anteil an CD34* CD38" CD10

CD135" CD45RA* GMPs nach flinftagiger Kultur. Balkendiagramme zeigen GMP Anteile in friihen, myeloiden
Vorlduferzellen (links) bzw. rel. GMP Anteile bezogen auf die jeweilige Losemittelkontrolle (rechts) in A) Gene-
ration 2, B) Generation 4 und C) Generation 6 in Abhéngigkeit der zugesetzten Konzentration von DETA/NO.
Balken stellen die Mittelwerte aus n = 4 unabhé&ngigen Experimenten mit der Standardabweichung als Fehlerbal-
ken dar. Lineare Trends mit zunehmender DETA/NO Konzentration nach gepaarter ANOVA sind durch ge-
schweifte Klammern verdeutlicht. * = p < 0,05; ** = p < 0,001; *** = 0,0001 < p < 0,001, **** = p < 0,0001.
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Anhang 10 Quantifizierung der rel. Proteinmenge an VASP nach Protein-Immunblot. A) Rel. Signalinten-

sitdt von VASP nach Behandlung von HSPZ mit DETA/NO bezogen auf die Losemittelkontrolle in Abhéngigkeit
der zur Stimulation eingesetzten DETA/NO Konzentration. B) Rel. Signalintensitét von VASP nach Behandlung
von HSPZ mit 10 uM DETA/NO und/oder 1,25 mM cPTIO. Punktdiagrammdarstellung aus n = 3 Versuchen mit
Mittelwerten und Standardabweichung als Linie mit Fehlerbalken. Aufgrund der geringen Proteinmenge, konnte
die Quantifizierung des VASP Signals in Abhangigkeit der DETA/NO Konzentration nur in zwei von drei Versu-
chen durchgefiihrt werden. Nach gepaarter ANOVA wurden keine signifikanten Unterschiede der einzelnen Pro-
teinsignale verglichen mit der Lésemittelkontrolle gefunden.
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Anhang 11 Représentativer Protein-Immunblot der DETA/NO-vermittelten Phosphorylierung von VASP an

Ser239 und Ser157 in KG1a Zellen nach Stimulation mit bis zu 500 UM DETA/NO. Zusétzlich wurde die VASP
mit enzymgekoppelten Antikdrpern nachgewiesen und ebenso als Ladekontrollen jeweils GAPDH oder Vinkulin
gefarbt.
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Anhang 12 Auswirkung der Stimulation von KG1a Zellen mit DEA/NO auf die intrazelluldre cGMP Kon-
zentration ermittelt durch einen kompetitiven cGMP Immunassay. Hierbei korreliert ein erhthter cGMP Anteil in
den Lysaten mit einem verringerten Substratumsatz durch das im Volumenverhéltnis 1:1 eingesetzte enzymge-
koppelte Konkurrenzmolekil und somit mit einer reduzierten gemessenen Absorbanz. A) Darstellung der rel. Ab-
sorbanz des Substrates bezogen auf die der Losemittelkontrolle nach Analyse von Lysaten von KG1la Zellen ab-
hangig von der zur Stimulation eingesetzten Konzentration an DEA/NO. B) Absorbanz des Substrates nach Auf-
trag von Lysaten von KG1a Zellen in Abhdngigkeit der eingesetzten DEA/NO Konzentration. Zellen wurden vor
der Stimulation mit DEA/NO mit dem sGC Inhibitor ODQ (gestreifte Balken) oder DMSO (ohne Muster) inku-
biert. C) Absorbanz des enzymatisch umgesetzten Substrates nach Auftrag von Lysaten von KG1a Zellen, welche
zusatzlich zur Stimulation mit DEA/NO mit 0, 1, 5 und 25 Stoffmengendquivalenten cPTIO (bezogen auf die
maximal freisetzbare Menge an NO) inkubiert wurden. Punktdiagramme und Balkendiagramme stellen die Mit-
telwerte aus n = 3 unabhédngigen Versuchen mit der Standardabweichung als Fehlerbalken dar. Signifikante Un-
terschiede nach gepaarter ANOVA sind durch Linien verbunden, lineare Trends mit steigender Konzentration sind
durch geschweifte Klammer markiert. ns = nicht signifikant, * = p < 0,05; ** = p < 0,001; **** = p < 0,0001.



