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Seneszenz (lat. senescere = ,alt werden")

Hayflick’'sche Gesetz:

diploide Zellen teilen sich ~50 mal

Verhindert Giberschiel3endes Wachstum

Murine Embryonale Zellen:

oberes Bild bevor Seneszenz,

Bild unten seneszente Zellen nach mehreren
Passagen, 3-galactosidase (blau) als Marker
Fur Seneszenz

Wikipedia S Vienna 2013
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SIPS (stress-induced premature senescence)

Oxidative stress

normal seneszente

Fibroblasten Sl
dysfunction

Senescence

Hass et al. Cell Communication and Signaling 2011 9:12 Copyright & 2006 Nature Publishing Group

. . N Revi C
http://www.senescence.info/cell_aging.html S T | -

_Collado et al. Nature Reviews Cancer 6, 472—476 (June 2006) e Vienna 2013
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UVB

Das fiir den Menschen sichtbare Spektrum (Licht)

Ultraviolett Infrarot
.‘_ q.
400 nm | 450 nm | 500 nm [550 nm | 500 nm | 550 nm 700 nm
allef —1 : T :
A encungl Hi:il:rn- Gurm'nu- harte- rittlere-  weiche- uy- Inf P T:ml:rrtz— Radar MW-Herd | UHF @ UKW Mittehe alle hach- mittel- nisder-
nnnnn strahlung | strahlung Rértgenstrahlung CiBfa BECLPTL ] BT WHF Kurzwelle  Langwelle frequerte
Etl::ﬁllunll;ﬁ e Mikrow ellen — Rundfunk ‘— Wechselstrome —
1fm 1 pm 14 1 nm 1 pm 1mm 1cm 1m 1 km 1 Mm
Wellenlangz =15 15-14 1973 1972 197% 1072 107* 107% 1077 107 107° 107* 107 107 107' 10° 10* 10® 10® 10t 10% 10f 107
I
F
nHrera 107 10% 10® 10® 10" 10*® 10 10 10¥ 10 0¥ 10 1™ 10" 10 10® 10" 1% 1% 10* 1w0®  10?
1 Zettahertz 1 Exshertz 1 Petahertz 1 Tershertz 1 Gigahertz 1 Megahertz 1 Kilohertz

315-380nm
280-315nm
100-280nm

hohes Melanomrisiko (freie Radikale)
obere Hautschichten, Sonnenbrand, Hautbraunung
sehr kurzwellig, gelangt nicht bis zur Erdoberflache

Vienna 2013
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UVB Strahlen sind ein Trigger fur SIPS

UVB aktiviert:
P53 > ,klassischer* Seneszenz Signalweg

zusatzlich p53 unabhangige Signalwege

Bildung von freien Radikalen
- multiple zellulare Effekte

A Negative control

Zhou et al. Int J Biol Sci 2013 Vienna 2013
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NUCLEUS

1 2

transcriptional RNA
control processing
control

CYTOSOL

3
RNA
transport
and
localization
control

1

MRNA

mRNA
degradation

translation
control

protein
activity

Control of eukaryotic gene expression

http://www.youtube.com/watch?v=SMtWvDbfHLo

Alberts, 7th edition 2008,

inactive
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(=]
microRNA gene or intron D N A R N A p ﬂa@% elin
RNAPol Il /lil | Transcription database of specific instructions functional product
5*\\ ° instructions Vs
3’ T, ™, -

v %

microRNA

regulators

i RNA dupl 3 ® =
TR i l Degradation
l RISC formation
L I_IL u
r----''1''|':'''''r'|"|"|"|"|'r‘|'r‘r‘|'|3 u Ll“ . L

Mature microRNA & T

LN

mRNA target cleavage  Translational repression mRNA deadenylation

http://www.youtube.com/watch?v= -9pRONSD-A

Winter et al Nature Cell Biolopgy 2009 Vienna 2013
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wissen

UVB =2 Seneszenz

via p53 ab
MIRNAS = regu

nangige und unabhangige Wege
leren Proteinsynthese

MRNAs - sind Targets von miIRNAs

Deduktive Fragestellung:
Welchen Einfluss haben miRNAs In der
UVB meditierten Seneszenz - Induktion

e

Vienna 2013
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A Negative control UVB-SIPS Fibroblasts-vector
UVB-SIPS+ Fibroblasts-siR-miR-34c-5p UVB-SIPS+
fibroblasts-vector fibroblasts-siR-miR-34¢-5p

_Zhou et al. Int J Biol Sci 2013 — Vienna 2013
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Ziel: Beschreibung von UVB induzierten
molekularen Seneszenz-Mechanismen In
humanen diploiden Fibroblasen (HDF)

Methoden:
In-vitro Studie
HDF von Neugeborenen gewonnen (for sure)
Osteosarkom-Zelllinie
UVB Behandlung
3,000 bis 5,000 J/m2von Tag 1 bis 4

Zellernteam Tag 1;4; 7und 9

Gruessing et al. BMC Genomics 2013 Vienna 2013
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Seneszenz Nachwels:
SA-[3-galactosidase Farbung
Protein, mMRNA & miRNA Isolierung
Microarray Analysis
RT-PCR
Locked nucleic acid (LNA)-miRNA
Immunoblotting
SDS Gel Elektrophorese

P

_Gruessing et al. BMC Genomics 2013 Vienna 2013
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Transduction

Transduction
with
Recombinant Lentivirus

Lipid-based Transfection
with
Plasmid DNA

hNP1™ Neural Progenitor Cells

www.arunabiomedical.com Vienna 2013
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7)) s £
e HDF UVB treatment s sds.8., 8= 3%
= e Jefeseletdy
5 2 - 20 > 8 2 0 4+
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Gruessing et al. BMC Genomics 2013 e

he EMBO Journal (2003) 22, 1289 - 1301 I Vienna 2013
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12 12

10 /. 10
FF-
8 == iiE-1.5000 ‘,/”” —e— PFF 3000
HFF-1 3500 8 N
—a— HFF-1 4000 / +— PFF 3500
HFF-1 4500 3] —a— PFF 4000
HFF-1 5000 / PFF 4500
- 4 2 PFF 5000
—e—PFF Co

HFF1 UVB treatment PFF UVB treatment

cPDL

cPDL
o

0 2 4 6 8 10 12 14
days days
SA-B-galactosidase (HFF-1) SA-B-galactosidase (PFF)
100 100 -
I I
/] ! W !
£ 80 it I I 2 80 I
2 wCo 2 wlo
% 60 ; w3000 Jin? ‘E 60 - i #3000 Jim?
a B/0OSmE A 3500 Jire
?il 40 + ! d &2 : =4000 Jim? ?i: 40 ' ] d ' =4000 Jim?
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220 ® 20
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PFF = isolated flbroblasts from neborn foreskin

_Gruessing et al. BMC Genomics 2013 e Vienna 2013
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Microarray expression qPCR expression
Transcriptome Analysis: s 5 2 5 5 8
HEBEEE g g ¢
1219 up regulated / 1077 down regulated 8 8 8 5 5 3 : 2 2
E E E
Representative pathways ]
NMES
&2
Up- Down- o2
regulated | regulated PRI
SPP1
Cell Cycle: G2/M DNA Damage 1 10 wcoy
=== | Checkpoint Regulation BeA
S
Role of BRCA1 in DNA Damage ) 18 B
ﬁ Response R
RUNAY
Cell Cycle: G1/S Checkpoint 4 8 Py
) Regulation ETes
IGFBPS
. . RHG
——— | P53 Signalling 8 5 CASPT
Gor1
Aryl Hydrocarbon Receptor - 1 RRAd2
Signalling FURA]
SEnPikez
Pyrimidine Metabolism 4 16 Plidiet
HDACQ
Nicotinate and Nicotinamide 3 6 i’u‘oli_-ﬁj:""
Metabolism EE{%RIQL
Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate 12 1 2Bz
Cell Activation FACo2
noo1
RATTA
RFGS |
i
Gruessing et al. BMC Genomics 2013 £7H2 - Vienna 2013
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- MIRNA expression:

806 miRNAs were analyzed
MRNA — miRNA anti-correlation-pairs
8 miRNAs showed anti-correlation - 5 were chosen for furhter analysis

Representative miRNA expression

miRNA expression (fold expression)
miRNA d1 d4 d7 d9 target mRNA
hsa-miR-20a -1,067 | -1,987 | -1,598 | -2,629 [VEGFA, E2F1, RUNX1, CCND1
hsa-miR-20b -1,046 | -1,702 | -1,288 | -2,073 |[CDKN1A, VEGFA, E2F1, CCND1, RUNX1
hsa-miR-15a 1,037 | -1,6681 | -1,666 | -2,274 BCLZ, VEGFA
hsa-miR-23 -1,034 | -1,567 | -1,613 | -2,722 [E2F1, VEGFA, CDKN1A
FiquieRsa-miR-101 1,024 |-1,212 | 2465 | 1,244 [MYCN, EZH2

red = upregulated mRNA
blue = downregulated mRNA
black = not regulated mMRNA

_Gruessing et al. BMC Genomics 2013 — Vienna 2013




Christian
Doppler

Laboratory
Q @ for

Cerdlac and Thoracic

Diagnosis & Regeneration

,

z.B. miR-20a geht
runter und CDKN1A
geht hoch

_Gruessing et al. BMC Genomics 2013

S
&
&

Ergebnisse

hsa-miR-20a
a®Te,

" S

=)

¢4 Lo

red = positive correlation between miRNA und mRNA
green = negative coirrelation
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- 5/8 s /8§
£ & 2/ g
S| E S| E
RUNX1 p15 -—
GAPDH a-Tubulin }
\J
Cl/lr o
S|E E
RARB
GAPDH

Validation of selected MiRNA regulatory interactions. miR-15a

and miR-20a were overexpressed in HDF as indicated. Extracts

_Gruessing et al. BMC Genomics 2013

— Vienna 2013
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EZH2 protein level

oo rfssngh forc & EZH2 expression levels
® z

|
w
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5 o > o > o s > o mock
5 0 5 0o 5 0o 5 o 35 o
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a % &
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> m_:; @ GAPDH

BBC3

S ®
miR-101 overexpression
& @ & S A f B EZH2 mRNA levels

miR-101 expression levels
15

k¥ k
800 _’—l *
miR-101 levels after UVB il , 1
o
4 l—*i 5™ -% 10
W e | @ .
- w -
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_Gruessing et al. BMC Genomics 2013 e Vienna 2013
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EZH2 protein levels

Senescence induction by miR-101

E &
8 w
) — T =2 £ & O
. T - miR-101 OE
% 4 mock EZH2 e e .
N 1
2
1 —- GAPDH == — i -— -
o / \
1 2 3 4 5 L] 7 8 1) 10
days
EZH2 protein level
= ”
| —
- 1 ] Growth curve: EZH2 KD Senescence induction by EZH2 depletion
. W miR-101 OE
H | N SA B-Gal staining: EZH2 KD
2w Lmee 0
£ 3 $ scr 2
£ | a 8 m  Scr
| a g0
3 ‘ S ShRNA #73 2
4 = 2 m Ezh2 shRNA #73
- ShRNA#T5 S
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15 o 0 . i . Lw
L — |
2 0 5 10 15 b
S days’ 0
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Gruessing et al. BMC Genomics 2013 S Vienna 2013
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' Fragestellung : Verhindert die Depletion von miR-101 die Seneszenz Induktion?
e} miR-101 expression levels c
() EZH2 mRNA levels (control) . cntroiicelle
s’} 1.5
.c_U c l;l ’
-O g E n.s. )
w 10 I X g LI . a —  miR-101 KD
E E . miR-101 KDS 9;.;. : W miR-101 KD >8 - ::I,:;:B
’T_ _g - [] control 5, li ] control
c = =
§ 00 o ds
! ays
ol miR-101 expression levels
D EZH2 mRNA levels (UVB) imaialicsils
E 15 o s _ »
5 € 5 ' q
# w0 B 10 ; 5 — miR-101 KD
E g W miR101kp ——> & W miR101KD—> § . i il
X S L
? _g 05 | [] control ; 05 [] control
m e
% - — 00

_Gruessing et al. BMC Genomics 2013 Vienna 2013
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Eine Reduktion von miR-101 flhrt weder zu einer vermehrten Expression von Ezh2
noch zu einer Anderung des Phanotyps.

Fragestellung : Fuhrt die direkte Induktion der Ezh2 Expression zu einer Anderung
auf Proteinebene und / oder zu einer Anderung des Zell-Phanotyps ?

EZH2 expression levels after OE (virus) EZH2 expression levels after OE (virus)
100 60
80 f c
% wHDF EZH2 OE 24 h £ mU2-0S EZH2 OE 24 h
@ 60 "HOEDEEZe 4 ®U2-08 GFP 24 h
s HDF EZH2 OE 72 h S U2-0S EZH2 OE 72h
s 40 HHOE SEE 42 h - 0U2-08 GFP 72 h
- o 20 I
“g 20 l' e
0 —_— 0
HDF Osteosarkom-Zellen
e

_Gruessing et al. BMC Genomics 2013 Vienna 2013
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UVB-Strahlen induzieren Seneszenz in HDF D -

Bioinformatische Analysen beschreiben, dass 5 miRNAsS in
diesen Prozess involviert sind.

Fur diese miRNAs wurden zahlreiche neue Targets pradektiert .
Die Uberexpression von miR-101 oder die Hemmung von Ezh2
fuhrt zu einer Seneszenz Induktion, auch in Abwesenheit von
UVB Bestrahlung

Jedoch die Hemmung von miR-101 oder Uberexpression von
Ezh2 kdnnen die Seneszenz Induktion von UVB-Strahlen nicht

verhindern

- Die Autoren schlie3en daraus, dass mehrere Sighalwege zu einer
Aktivierung des Seneszenz Phanotyps fuhren.

Gruessing et al. BMC Genomics 2013

www.charite.de Vienna 2013
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Interessante Fragestellungen:

Was wirde passieren wenn wir den Schritt der Seneszenz
zeitlich nach hinten verschieben kdnnten? Welche
Weiterentwicklung wiirde uns erwarten?

Hier einige Modellorganismen flr weitere Forschung

Rougheye rockfish Aldabra-Riesenschildkrote
Lebenserwartung: Lebenserwartung:
225 Jahre >250 Jahre

Wikipedia.org I Vienna 2013
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