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1. Einleitung

1.1 Anti-Apoptose und Regeneration

Obgleich adulte Nervenzellen zu den langlebigsten Zellen im adulten
Organismus der Saugetiere gehodren, sterben viele Neurone physiologisch
schon im Verlauf der Entwicklung ab. Des Weiteren ist der neuronale
Untergang ein Hauptmerkmal neurodegenerativer Erkrankungen. Der neuronale
Zelltod wahrend der Entwicklung und bei degenerativen Erkrankungen weist
morphologisch und biochemisch ahnliche Merkmale auf und wird als ,,Apoptose*
oder programmierter Zelltod bezeichnet. Im Gegensatz zu mitotisch aktivem
Wechselgewebe kdnnen postmitotische Neurone nach Schadigung oder Zelltod
nicht ersetzt werden.

Die Apoptose definiert sich morphologisch durch Zellschrumpfung und
Chromatinkondensation, Destabilisierung der Zellmembran und daraus
resultierende Zellausstilpungen, die sich abschnlren (blebbing). Besonderes
biochemisches Merkmal stellt die ,oligonukleosomale Degradation®, eine durch
eine zelleigene Endonuklease verursachte DNA-Zerstorung, dar. Im Gegensatz
dazu ist die Nekrose, der genetisch nicht programmierte Zelltod, durch den
Zusammenbruch des Transmembranpotentials charakterisiert, der einen Na'-
und Ca®*- Einstrom und ein daraus resultierendes Anschwellen der Zelle zur
Folge hat. Daruberhinaus beobachtet man bei der Nekrose eine
inflammatorische Reaktion im umliegenden Gewebe, die bei der Apoptose nicht
typisch ist.

Eine genetische Grundlage der Apoptose wurde erstmals Anfang der neunziger
Jahre diskutiert, als im Nematoden Caenorhabditis elegans apoptose-
regulierende ced-Gene entdeckt wurden (Horvitz et al., 1994). Fur die pro— und
anti-apoptotischen CED-Proteine wurden dann nach und nach analoge Proteine
in Saugern identifiziert: Mitglieder der Bcl-2-Familie und Caspasen.

Hatte man lange Zeit angenommen, dal® die Ursache fur das Eintreten von
neuronalem Zelltod einzig im Entzug neurotropher Faktoren liege, ergaben sich

hier nun weitere Erklarungen zu intrazellularen Mechanismen der
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Apoptoseinduktion. In einem Kulturmodel sympathischer Neurone war gezeigt
worden, dal} nach Entzug des neurotrophen Faktors NGF (nerve growth factor)
erst RNA und Protein synthetisiert werden muf3ten, ehe die Zellen in Apoptose
ubergingen (Martin et al., 1988). Dies legte den SchluR nahe, dal®
Neurotrophine Uber verschiedene Signalwege ein endogenes Zelltodprogramm
unterdricken oder antagonisieren, und dal} dieses auf molekularer Ebene Uber
ced-Gen-Homologe, d.h. Caspasen und pro- und anti-apoptotische Proteine
aus der Bcl-2-Familie, reguliert wird.

Allerdings zeigte sich auch, dal} nicht nur Neurotrophine die Apoptose steuern,
sondern dal} es unterschiedliche Zelltod-ausldsende Mechanismen gibt. Fihren
physiologische Apoptose im heranreifenden Gehirn und pathologische
Apoptose im adulten Gehirn letztlich zum selben Ergebnis, so sind doch die
auslésenden Faktoren verschiedene. Neurotrophinentzug spielt eine grolke
Rolle bei apoptotischen Vorgangen in der Entwicklung, aber eher eine
untergeordnete bei neurodegenerativen Erkrankungen im ausgereiften Gehirn.
Insbesondere bei ischamisch bedingtem Zelluntergang scheinen diverse
Faktoren wie oxidativer Strel} durch Radikale, Exzitotoxizitdt und pro-
inflammatorische Zytokine eine Rolle zu spielen.

FUr das oben genannte NGF wurde im Gehirn eine Apoptosehemmung Uber
rezeptorgebundene PI3-Kinase- und konsekutive STAT-Aktivierung gezeigt
(Nunnez & Peso, 1998). Vergleichbare Signalwege fand man im
hamatopoietischen  System fur  Erythropoietin  (EPO) und andere
hamatopoietische Faktoren, die uber gleichzeitige Aktivierung von Jak/STAT
und p42/44 MAPK zellproliferativ wirken, wohingegen das Zelluberleben am
ehesten mit der Aktivierung von PI3-Kinase/AKT, p42/44 MAPK und Jak/STAT
korreliert (Ratajczak et al., 2001). Dies und neue Erkenntnisse Uber EPO im
Gehirn lassen eine maogliche Induktion anti-apoptotischer Vorgange Uber eine
derartige Signalkaskade auch im ZNS (zentrales Nervensystem) vermuten.

Als zweiter Punkt im Verstandnis neurologischer Erkrankung stellt sich die
Frage nach der Regenerationsfahigkeit neuronaler Zellen. Bisher galten
Nervenzellen des ZNS, im Gegensatz zu peripheren Nerven, als nicht

regenerationsfahig. Genaue Grinde fur dieses Defizit sind bis heute noch
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wenig bekannt; Jahrzehnte galt das Dogma von Ramon Y Cajal (1928),
Neurone des ZNS seien nicht in der Lage, zu regenerieren. Erstmals 1981
gelang der Beweis, dass Regeneration von Nervenfasern grundsatzlich auch im
ZNS von adulten Saugern maglich ist: Segmente peripherer Nerven wurden in
verletztes Ruckenmarksgewebe von Tieren implantiert und regten die lokalen
ZNS-Axone zum erneuten Auswachsen an (David & Aguayo, 1981).
Gleichzeitig bewies dieses Experiment jedoch, welche Rolle lokale Faktoren fur
die Neuroregeneration spielen. Hatte man viele Jahre postuliert, dass die im
Rahmen einer Schadigung auftretende Glianarbe eine rein physikalische
Barriere darstellt, und so ein erneutes Aussprossen der Axone inhibiert, waren
nun Inhibitoren im Sinne von wachstumshemmenden Molekulen zu diskutieren.
So wurden im Lauf der Jahre unter anderem NOGO-A, OMgp oder MAG
(myelin-associated  glycoprotein), von  Oligodendrozyten  produzierte
Wachstumsinhibitoren, identifiziert (Schnell & Schwab., 1990), und in
zahlreichen Arbeiten konnte durch Ausschaltung dieser hemmenden
Substanzen, z.B. durch Antikorper, eine regenerative Wirkung an Axonen des
ZNS nachgewiesen werden. Auch in Astrozyten werden Inhibitoren axonalen
Auswachsens exprimiert, unter anderem CSPGs (chondroitin sulfate
proeoglycans), deren Expression nach ZNS-Lasion deutlich zunimmt (Davies et
al., 1998). Somit ist durch zahlreiche Untersuchungen gezeigt worden, dass ein
Potential der Regeneration auch im ZNS gegeben ist, sofern ein permissives
Umgebungsmilieu geschaffen wird.

Neben diesen extrinsischen Faktoren besteht aber auch Milieu-unabhangig die
Moglichkeit einer Modulation des Wachstumspotentials durch intrinsische
Faktoren, so z.B. durch Induktion von zelleigenen Wachstumsgenen oder
mittels aktivierter Enzyme, die Wachstum und gerichtetes Aussprossen von
Neuronen steuern konnen. Diese intrinsischen Regulatoren sind jedoch bisher,

auch mangels geeigneter Zellkulturmodelle, wenig erforscht worden.
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1.1.1 Therapeutische Aspekte

Die Aufklarung der Apoptose-regulierenden und der regenerativen
Mechanismen hat Konsequenzen flr das Verstandnis der Pathophysiologie
vieler neurologischer Krankheiten. So konnte man die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen ebenso wie unkontrolliertes Tumorwachstum uber
eine verminderte Apoptoserate erklaren, wahrend eine gesteigerte Apoptose
bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen wie M. Alzheimer (Wellington &
Hayden, 2000) und M. Parkinson (Tatton et al., 2003) auftritt. Auch bei
Gewebszerstorung, z.B. durch Ischdmie oder traumatische ZNS-Lasionen,
spielen neben nekrotischen Prozessen apoptotische Vorgange eine Rolle.

Ein Ziel der Therapie bei degenerativen Erkrankungen ist eine Hemmung dieser
gesteigerten Apoptose, somit ein Verhindern neuronalen Absterbens, und in
zweiter Instanz eine Aktivierung der Regenerationsfahigkeit. Ein Ziel der
experimentellen Forschung ist es somit, Wege 2zu finden, die ein
therapeutisches Eingreifen auf molekularer Ebene zur Regulierung von
Apoptose und Neuroregeneration ermadglichen. Mehrere Ansatze wurden
diesbezuglich schon unternommen. Am Auge konnte das Einbringen des
Neurotrophins GDNF den sekundaren Zelltod von RGZ nach Lasion des
optischen Nerven reduzieren (Klocker et al., 1997). Durch die kurze
Halbwertszeit von Wachstumsfaktoren stellt diese Form der Neuroprotektion
keinen optimalen klinischen Ansatz dar. Mit der Entwicklung viraler Vektoren als
Applikationsmediatoren zum Zwecke des gezielten Gentransfers erdffneten sich
Anfang der neunziger Jahre neue Perspektiven auf molekularer Ebene.
Gezielte Genexpression neuroprotektiver Faktoren, z.B. mittels adenoviraler
Vektoren, ermdglicht einen Schutz vor fortschreitendem apoptotischem Zelltod.
Speziell an der geschadigten Retina fiihrte die Uberexpression von
Neurotrophinen wie BDNF, GDNF und CNTF oder die Expression von
Caspaseinhibitoren wie CrmA und XIAP zu einer Reduktion der
Ganglienzelldegeneration (Isenmann et al., 1998; Kugler et al., 1999; Isenmann
et al., 1999; Straten et al., 2002).

Nach der Reduktion der Degeneration ist die axonale Regeneration von

Nervenzellen eine weitere Voraussetzung fur eine funktionelle Erholung. Ein
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bekanntes Zielmolekil auf diesem Gebiet ist das auf Oligodendrozyten
exprimierte  Nogo, ein Inhibitor neuronalen Wachstums, dessen
antagonistisches Peptid NEP 1-40 das axonale Wachstum von kortikospinalen
Neuronen deutlich verstarkte (GrandPre et al., 2002). Allerdings konnte dieses
neuronale Auswachsen nur in jungen Tieren induziert werden, wohingegen es
in adulten Tieren durch Inhibition von Nogo zu Kkeiner signifikanten
Regeneration kam (Teng et al., 2004). Ebenso konnte durch Antikdrper gegen
Myelin-assoziierte Wachstumsinhibitoren im ZNS ein axonales Auswachsen in
geschadigten Nervenbahnen induziert werden (Schnell & Schwab, 1990). Die
Expression von Wachstums-assoziierten Proteinen konnte an der Retina durch
BDNF-Applikation verstarkt werden, fuhrte jedoch zu keiner Verbesserung einer
axonalen Regeneration Uber eine langere Strecke (Klocker et al., 2000; Klocker
et al, 2001). AuRerdem erfordert das Einbringen von Wachstums-
induzierenden oder Wachstums-Faktor-stimulierenden Faktoren meist ein
Vehikel in Form eines viralen Vektors. Hierdurch kann es zu Immunreaktionen,
Problemen bezuglich der Spezifitdt der Fremdgenexpression, bei Genom-
integrierenden  Vektorsystemen zu Insertionsmutagenese sowie zu
Vektorreplikation und Rekombination bei aufwendigen Viruspraparationen
kommen, und die potentiell mit Gentransfer verbundene Risiken schranken den
klinischen Einsatz dieser Vektoren ein.

Hieraus resultiert die Notwendigkeit zur Entwicklung optimierter Strategien, die
effektive Neuroprotektion unter Kriterien hdchster Sicherheit gewahrleisten. Das
Ziel ware es, ein systemisch verabreichbares (und somit wenig invasives), lokal
wirksames und systemisch nebenwirkungsarmes Agens zu identifizieren, das
nicht nur neuroprotektiv ist, sondern zusatzlich noch regenerationsférdernd auf

Nervenzellen wirkt.

1.1.2 Ansatz der vorliegenden Untersuchung

Hier wurde der Einflu} des hamatopoietischen Faktors Erythropoietin (EPO) auf
das Uberleben und das regenerative Potential neuronaler Zellen nach

Applikation in vivo und in vitro untersucht. Als Grundlage diente ein
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Zellkulturmodell fur retinales Gewebe (Kretz et al., 2004a), anhand dessen
bereits Zellrettung und Regeneration fir das Genprodukt Bcl-X_ untersucht
worden waren (Kretz et al., 2004b). In Weiterfuhrung hierdurch gewonnener
Erkenntnisse wurden mdgliche Signalkaskaden, die Impulse fir Uberleben und
Wachstum triggern kdnnten, untersucht.

Die Versuchsmodelle sind hierfur in der Arbeitsgruppe bereits langer etabliert
und bestens charakterisiert (Isenmann et al., 1997; Straten et al., 2002;
Isenmann et al., 2003; Kretz et al., 2004a). Der ON bietet sich als Bestandteil
des ZNS flr ein Traumamodell insbesondere durch seine leicht zugangliche
Lage an; auferdem koénnen nach Schadigung Uberlebende RGZ prazise
quantifiziert und somit auch gradueller Zelltod erfasst werden. Die Schadigung
des ON erfolgte durch intraorbitale Durchtrennung des ON (,Axotomie®). Bei
diesen Tieren erfolgte die Therapie im Anschluld durch Vektorapplikation. Eine
zweite Art der Lasion stellte die mechanische Crush-Lasion dar. Derart
geschadigte ON wurden nachfolgend durch intravitreale Zytokinapplikation
behandelt.

Ziel war es, im ZNS zu untersuchen, ob EPO nicht nur protektiv auf geschadigte
Neurone wirkt, sondern auch einen regenerativen Effekt auslbt, und dies nach
Applikation zu Zeitpunkten, die weit nach dem der eigentlichen traumatischen
Lasion liegen, da eine Latenz zwischen Schadigung und Therapie der
klinischen Wirklichkeit entspricht; diese Ergebnisse sollten dann denen fir Bcl-

XL gegenubergestellt werden.

1.2 Erythropoietin (EPO) im adulten ZNS

Das hamatopoietische Zytokin Erythropoietin (EPO), ein Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ca. 30 kD bestehnt aus 165 Aminosauren und 4
Kohlenhydratketten. Es ist in erster Linie bekannt als primar regulierendes
Hormon der Hypoxie-induzierten Erythropoiese, mit dem Ziel vermehrter
Produktion Sauerstoff-transportierender  roter  Blutkdrperchen nach
Sauerstoffmangel. Seit seiner Klonierung 1985 wird es in klinischer Anwendung

erfolgreich bei Anamien eingesetzt, so zum Beispiel bei chronischem
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Nierenleiden, HIV-assoziierter Anamie, oder Tumoranamien (Eckardt, 2001)
sowie nach therapeutischer Myelosuppression. Lange Zeit wurde
angenommen, dal® EPO zur Adaptation an ein hypoxisches Milieu
ausschlieflich in der adulten Niere bzw. der fetalen Leber produziert wird (Ebert
& Bunn, 1999). Molekular kann dies z.B. durch Dimerisierung von HIF-1a mit
ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), durch Induktion Uber
den EPO-Gen-Enhancer Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) und dessen
Bindung an den EPO-Promoter, erfolgen.

Als 1992 der Nachweis erbracht wurde, dal® EPO nicht nur in Niere und Leber,
sondern auch in weiteren Organen (Gehirn, Hoden und Milz) vorkommt (Tan et
al., 1992), warf dieses ganz neue Uberlegungen auf. Sowohl im Gehirn als auch
im Hoden existiert eine physiologische Barriere zwischen Blut und Gewebe.
Wenn nun EPO mRNA lokal produziert wird, 1alt das auf eine spezifische
physiologische Funktion direkt vor Ort schlieBen, was wiederum ein Interesse
an der Rolle von EPO als Zytokin im Gehirn aufkommen [aRt. Im Anschlufd an
diese Entdeckung folgten genauere Untersuchungen zu EPO-Bindungsstellen
im Gehirn (Digicaylioglu et al., 1995), und EPO mRNA konnte nach Biopsie
auch aus humanem Kortex und Hippocampus isoliert werden (Marti et al.,
1996). Genauere Analysen der einzelnen Zelltypen ergaben schlielich, dal}
EPO im Gehirn vor allem von Astrozyten produziert wird, nicht aber von
Mikroglia (Marti et al., 1996).

Analog zum hamatopoietischen System, in dem EPO nur nach Bindung an
einen spezifischen EPO-Rezeptor (EPO-R) wirkt, wurde auch im ZNS nach
einem entsprechenden Rezeptor gesucht. In neuronalen Zellinien konnte ein 66
kD groler EPO-R nachgewiesen werden (Masuda et al.,, 1993), und die
korrespondierende mRNA in hippokampalen und kortikalen Neuronenkulturen
detektiert werden (Morishita et al., 1997). Dieser EPO-R gehort zur
Zytokinrezeptorfamilie (lhle, 1995) und wird nach Homodimerisierung aktiviert.
In kapillaren Endothelzellen des Gehirns entdeckte man weiterhin, dal3 im ZNS
sogar zwei verschiedene Formen des EPO-R exprimiert werden, eine
gewebsstandige und eine l6sliche Form (Yamaji et al, 1996).

Interessanterweise stellte sich heraus, daf in der Retina - im Gegensatz zum
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Gehirn, wo EPO von Astrozyten und EPO-R von Neuronen produziert wird -
EPO auch von Neuronen gebildet wird. EPO-R wurde dartber hinaus auch auf
Mullerzellen nachgewiesen, die in der Retina zum Teil Astrozytenfunktionen
ubernehmen (Junk et al., 2002).

Erste Untersuchungen zur Rolle von EPO im ZNS konzentrierten sich auf
ischamische Hirnschaden, was in Anbetracht der bekannten systemischen
Funktion des Zytokins naheliegend erscheint. In ersten Tiermodellen wurde
jeweils mindestens 8 Stunden vor Induktion einer Ischamie intraventrikular EPO
injiziert. Es zeigte sich, dall dadurch das Ausmall der ischamischen
Infarzierung deutlich verringert werden konnte (Marti et al., 2000). Dartber
hinaus erwies sich EPO als neuroprotektiv in verschiedenen anderen
Lasionsmodellen: So konnte schon relativ frih ein EPO-vermittelter protektiver
Effekt auf kultivierte Neurone gegen Glutamattoxizitat nachgewiesen werden
(Morishita et al., 1997), spater fanden sich neuroprotektive Wirkungen auch in
Modellen von mechanischen Traumata (Brines et al., 2000) in Gehirn und im
Ruckenmark, in  neuroinflammatorischen  sowie  neurodegenerativen
Tiermodellen fur ED (encephalomyelitis disseminata) und M. Parkinson (Genc
et al., 2001). Zudem lieRen sich anti-apoptotische Mechanismen gegen Ca*'-
vermittelte Transmitterfreisetzung und oxidativen Strel® nachweisen (Sakanaka
et al., 1998). Durch den Einsatz von lI6slichem anti-EPO-R konnte gezeigt
werden, dal} die protektiven Effekte tatsachlich EPO-vermittelt sind, wurden
doch samtliche anti-apoptotischen Mechanismen durch das Abfangen von EPO
mittels l6slichem EPO-R oder durch anti-EPO-Antikorper inhibiert (Junk et al.,
2002).

Ein grolReres Hindernis stellte jedoch anfangs die invasive Methode der
Zytokinapplikation intraventrikular dar, da angenommen wurde, daf} systemisch
appliziertes EPO aufgrund seiner durch Glykosylierung bedingten Grof3e nicht
in der Lage ist, die intakte Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu passieren, sondern nur
im Falle einer Dysfunktion derselben eventuell auch EPO-R im ZNS zu
erreichen vermag (Marti et al., 1997). Allerdings hatten Experimente zuvor
schon gezeigt, dald auch groRere Molekile wie IGF-1 und -2, Leptin oder

Transferrin Uber spezifische Rezeptoren und Transzytose an Kapillaren die
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Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kénnen (Duffy et al.,, 1988). Letzlich brachte
eine gezielte Untersuchung von Brines et al. den Nachweis, dal} intraperitoneal
(i.p.) verabreichtes biotinyliertes rekombinantes humanes Erythropoietin (rhu-
EPQO) Uber kapillar lokalisierte EPO-R auch die intakte BHS passiert und in
Richtung von Neuronen ins Hirnparenchym transportiert wird (Brines et al.,
2000). Zusatzlich zeigte diese Arbeit, dal} auch Zytokinapplikation bis 3h nach
Ischamie-Induktion noch protektive Effekte erbringen kann. Diese beiden
Befunde erweiterten das potenzielle Spektrum des klinischen Einsatzes von
EPO.

Offen blieb lange Zeit jedoch die Frage nach einem mdglichen
neuroregenerativen Potential fur EPO. Erste Versuche auf diesem Gebiet fuhrte
eine Arbeitsgruppe in Kiel durch, die den regenerativen Effekt von EPO und
VEGF auf in Kultur genommene RGZ von axotomierten postnatalen (P11)
Ratten untersuchte (Bocker-Meffert et al., 2002). Darin zeigte sich, dal® EPO-
applikation in vitro nach 3 Tagen in Kultur ein Neuritenwachstum induzieren
kann, und somit auch gewisse regenerative Wirkungen auf geschadigte
Nervenzellen ausibt. FUr adulte Neurone hingegen liegen keine
Untersuchungen vor, und nach vorherrschender Meinung gelten adulte
Nervenzellen als kaum regenerationsfahig (Ramon y Cajal, 1928). Vom
klinischen Aspekt her ware jedoch genau das interessant: Neuroregeneration in
adulten Nervenzellen. Bisher sind die intrinsischen Prozesse bei axonaler
Regeneration im ZNS in vivo kaum untersucht, was auch an den erschwerten
Bedingung hierfur, u.a. durch die bestehende Gliabarriere, liegen mag. In
unserer Arbeitsgruppe wurde hierflr erst kurzlich ein standardisiertes Modell
entwickelt (Kretz et al., 2004a), das es ermoglicht, die intrinsische
Regenerationskapazitat adulter ZNS-Neurone in  Abwesenheit von

Oligodendrozyten und Astroglianarbe zu untersuchen.

19



1.3 Wege der Signaltransduktion

Signalwege, Uber die anti-apoptotische oder regenerative Impulse von EPO
geleitet werden, sind noch nicht eindeutig bestimmt. Fir MAPK (mitogen-
activated protein kinase) wurde eine gesteigerte Aktivitat nach EPO-Stimulation
in PC 12 Zellen (Phaochromozytomzellen) der Ratte nachgewiesen (Koshimura
et al., 1999); eine neuere Arbeit zeigt in RGZ eine verminderte Degeneration
der geschadigten Zellen nach EPO-Gabe, ebenfalls tber den MAPK-Signalweg
gesteuert (Kilic et al., 2005). Andere Studien zeigten eine durch
Tyrosinphosphorylierung induzierte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der
STAT-Familie (signal transducer and activator of transcription) nach Verbindung
von EPO-R mit JAK2, einem Mitglied der Janus-Proteinkinasen. Eine darauf
folgende Hochregulierung des anti-apoptotischen Bcl-X. durch STATS konnte in
hamatopoietischen Vorlauferzellen nachgewiesen werden (Silva et al., 1999).
Daruber hinaus wurden auch STAT- und MAPK- unabhangige Wege der EPO-
vermittelten Neuroprotektion postuliert, die unter anderem eine Beteiligung von
PI3K (phosphoinositide-3 kinase) nahe legen, unabhangig von Bcl-X, (Ruscher
et al., 2002; Weishaupt et al., 2004). Korrelierend mit der unbekannten Wirkung
von EPO auf die Axonregeneration im adulten ZNS, sind Schritte der
Signaltransduktion unter EPO-vermittelter Regeneration bisher kaum

untersucht.

1.3.1 MAPK-Signalweg

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind im Verlauf der Evolution
konservierte Enzyme, welche Signale von Oberflachenrezeptoren der Zelle mit
deren regulatorischen Zielstrukturen im Zellinneren verbinden. Die MAPK-
superfamily gliedert sich in drei Untergruppen, die kaskadenartig
hintereinandergeschaltet sind: die der MAPK kinase kinase (MAPKKK oder
MEKK), die der MAPK kinase (MAPKK oder MEK) und MAPK selbst, die die
anderen Gruppen uber Phosphorylierung reguliert (Chang & Karin, 2001). Aus
diesen Untergruppen entstehen verschiedene Signalwege zur Weiterleitung
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extrazellularer Stimuli: die p42/44 MAPK Kaskade (oder auch extracellular
signal-regulated kinase, ERK-1/2), die vornehmlich das Zellwachstum und die
Ausdifferenzierung reguliert; im Gegenzug dazu die p38 Kaskade und die c-Jun
N-terminal kinase/stress-activated protein kinase (JNK/SAPK) Kaskade, welche
in Antwort auf Stref3stimuli aktiviert werden und mit Apoptose-Induktion
verknulpft sind (Chang & Karin, 2001).

In Saugern spielen die MAPK-Signalwege eine bedeutende Rolle fur die
Regulierung wichtiger zellularer Prozesse wie Genexpression, Zellproliferation,
Zelluberleben und Zelluntergang. P38 MAPK wurde als ein Mediator der
Chemotaxis in Leukozyten identifiziert (Cara et al., 2001); fur hamatopoietische
Zellinien ist eine essentielle Rolle des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges zur
Regulation von Proliferation und Apoptose-Schutz durch Zytokine, unter
anderem EPO, bereits mehrfach beschrieben worden (Hoyle et al., 2000). Fur
das ZNS im Speziellen konnte gezeigt werden, dal® Mitglieder der MAPK-
Familie im embryonalen/postnatalen Nervensystem stark vertreten sind, und
dort u.a. die Uber Tyrosinkinase-Rezeptoren-vermittelte Zelldifferenzierung
regulieren (Biggs et al., 1994), anti-apoptotische Signale vermitteln (Lallemend
et al., 2003) oder Uber p42/44 das Auswachsen von Neuriten in einem Modell
an embryonalen retinalen Zellen im Huhn induzieren (Perron & Bixby, 1999).
Auch im adulten Gehirn ist eine Funktion der MAPK-Signalwege zur Regulation
der Folgen neuronaler Schadigungen, z.B. zerebraler Ischamien (Jiang et al.,
2003), degenerativer Erkrankungen wie M. Alzheimer oder progressiver
supranuklearer Paralyse (Ferrer et al., 2001), oder nach traumatischer
Hirnlasion (Dash et al., 2002) nachgewiesen worden.

Die MAPK wurde ursprunglich beschrieben als eine 42 kD Insulin-stimulierbare
Protein Kinase (ERK2), die das zytoskeletale Protein MAP-2 phosphoryliert
(Ray & Sturgill, 1987); funf Jahre spater fand man eine zusatzliche 44 kD
Isoform, die ERK1 genannt wurde (Boulton & Cobb, 1991). Weitere Studien im
Laufe der Jahre Dbrachten Klarheit GOber die Induktions- und
Regulationsmechanismen dieser p44/42-Signalkaskade. So ist nun bekannt,
dall die MAPKs Uber Phosphorylierung an Tyrosin- und Threoninresten durch
MEK bzw MEKK aktiviert werden (Wu et al., 1992); neuere Untersuchungen

21



ergaben, dall auch andere Enzyme, z.B. RIP2, eine mit dem TNF-Rezeptor-
Komplex assoziierte Serin-Threonin-Kinase, den p44/42 MAPK-Signalweg
aktivieren konnen (Navas et al.,, 1999). Die MEKKs wiederum werden Uber
Phosphorylierung  durch  Mitglieder der Raf-Familie, Serin-Threonin-
Proteinkinasen, aktiviert, die als MAPK-kinase-kinase (MAPKKK) wirken; dazu
gehoren Raf-1, A-Raf und B-Raf (Bosch et al., 1997), deren N-terminales Ende,
z.B. nach Stimulation von Plasma-Membran-Rezeptoren durch diverse
Wachstumsfaktoren, mit dem Proto-Onkogen Ras in der Plasma-Membran
interagiert (Marais et al., 1997). Bemerkenswerterweise hat eine p44/42-MAPK-
Aktivierung aber nicht immer einen anti-apoptotischen Effekt zur Folge. In den
meisten Fallen ist unter MAPK-Aktivierung eine Anhebung des Schwellenwertes
fur Apoptose und somit eine verminderte Zelltodrate beobachtet worden. Diese
wird zum Teil Uber Phosphorylierung von p90 ribosomal protein S6 kinase
(RSK) und konsekutiver Phosphorylierung von Bad, einem pro-apoptotischen
Vertreter der Bcl-2-Familie, welcher in phosphoryliertem Zustand nicht mehr
zum Mitochondrion translozieren und pro-apoptotische Heterodimere mit Bcl-X,
bilden kann, vermittelt (Bonni et al., 1999). Andererseits wurde in anderen
Modellen beschrieben, dal eine Inhibition von MEK, dem upstream-Mediator
von p44/42-MAPK, zu einer Apoptose-Reduktion in SK-N-SH-Zellen fuhrt, also
eine ursprunglich pro-apoptotische Signalvermittiung Uber die Inhibition von
MAPK verhindert wurde (Guise et al., 2001). Daruber hinaus wurden Modelle
beschrieben, in denen durch eine Blockade des MAPK-Signalweges kein Effekt
auf den programmierten Zelltod ausgeubt werden konnte (Kim et al., 2001). Am
Beispiel der traumatischen Hirnlasion mit konsekutivem Anstieg der MAPK-
Phosphorylierung zeigte sich dartber hinaus, dal} eine Hemmung der p44/42-
Kaskade, wenn auch ohne wesentlichen EinfluR auf das Uberleben neuronaler
Zellen, eine Anderung der Zellmorphologie bewirkt, und dafR die Auspragung
klinischer Symptome wie retrograde Amnesie, Hippokampus-vermittelte
Gedachtnisleistungen und motorische Defizite durch MAPK-Inhibitoren
aggraviert werden kann (Dash et al., 2002).

Somit ruckt bei der Suche nach Mediatoren sowohl der Anti-Apoptose wie auch

der neuronalen Differenzierung die p44/42-Signalkaskade am starksten in den
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Fokus; zusatzlich von Interesse ware die Untersuchung einer Beteiligung
weiterer Bcl-2-Familienmitglieder, wie gerade die des anti-apoptotischen Bcl-X|,
die neben dem bekannterweise involvierten Bad moglicherweise von MAPK
angesteuerte downstream-Effektoren in der Vermittlung Zelltod-regulierender

Signale darstellen konnten.

1.3.2 Jak/STAT-Signalweg

Die Janus kinase/signal transducer and activator of transcription (Jak/STAT)-
Kaskade ist ein Signalweg zur Weiterleitung extrazellularer Informationen uber
Transmembranrezeptoren direkt zu den Zielpromotoren im Zellkern, und zur
Regulierung der Transkription ohne Zuhilfenahme eines second messengers.
Von den STAT-Proteinen sind in Saugern sieben Gene bekannt: STATIL,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B und STAT®6, die sich durch ihre
Aminosauresequenz und ihr gewebespezifisches Vorkommen unterscheiden
und unterschiedliche Funktionen haben (Schindler & Darnell, 1995). Die STAT-
Proteine liegen ohne spezifische Rezeptor-Stimulation im Zytoplasma in
inaktiver Form vor. Nach Rezeptor-Ligand-Bindung werden die STATs durch
spezifische Bindung zwischen den STAT Src-Homologie-2 (SH2) Domanen und
Phosphotyrosinresten des Rezeptors an die intrazellulare Rezeptordomane
rekrutiert, ein wichtiger Schritt in der STAT-Aktivierung. Im Gegensatz zu
Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren besitzen die meisten STAT-aktivierenden
Zytokinrezeptoren keine Tyrosinkinaseaktivitat. Diese wird stattdessen von
rezeptorassoziierten, zytoplasmatischen Proteinen der Familie der Janus
Kinasen (JAK) geliefert (Leonard, 2001). In Saugern existieren 4 verschiedene
JAK-Proteine, JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2. Diese binden spezifisch an
intrazellulare Domanen von Zytokinrezeptoren und katalysieren dadurch eine
Autophosphorylierung wie auch eine Phosphorylierung der intrazellularen
Tyrosinreste am Rezeptor, woraus eine Homo- oder Heterodimerisierung der
STATSs resultiert. Diese STAT-Dimere werden dann vom Zytoplasma in den
Zellkern transportiert und konnen dort an die DNA binden, wodurch sie an ihrem

Zielpromoter die Transkriptionsrate stark erhéhen kénnen. Nur in wenigen

23



Fallen wurden Beispiele beschrieben, in denen STATs die Transkription an
ihrem Zielpromoter inhibieren (Ivanov et al., 2001). Gesichert scheint hingegen,
dall STATs im Rahmen eines komplexeren Regulationssystemes zu sehen
sind; so werden sie von verschiedenen Proteinkinasen, wie z.B. den MAPKs, an
Serinresten phosphoryliert, wodurch Uber weitere Signalwege der Zelle die
Reaktion auf den Ursprungsstimulus potenziert werden kann (Decker & Kovarik,
2000). Eine Hemmung des JAK/STAT-Signalweges wird allgemein uber
Rezeptorabbau in endozytischen Vesikeln oder spezifischer Uber die
Dephosphorylierung der STAT-Dimere im Nukleus erreicht (Myers et al., 2001).
Alternativ kbnnen sogenannte ,protein inhibitors of activated STATs®, (PIAS), an
phosphorylierte STAT Dimere binden und dadurch das Andocken an die DNA
verhindern (Shuai, 2000). Die JAKs haben eigene Inhibitoren, die suppressor of
cytokine signaling (SOCS) Proteine, die im Sinne eines klassischen Feedback-
Mechanismus von denselben Zytokinen aktiviert werden, die auch die STATs
aktivieren (Krebs & Hilton, 2001).

Unterteilt werden die STAT-Signalwege in drei Gruppen: den Typ |
Interferonweg (IFNa/B), der Gber STAT1 und STAT2 vermittelt; der Typ Il IFN
(IFNy) Signalweg, der klassischerweise Uber Homodimerisierung von STAT1
vermittelt; drittens der STAT3 Signalweg, der durch verschiedene Zytokine oder
Wachstumsfaktoren aktiviert werden kann, haufig bei hamatologischen
Tumoren induziert wird, und bekannt ist fur anti-apoptotische und
wachstumsfordernde Effekte (Akira, 2000).

Genauere Untersuchungen der verschiedenen STATs ergaben fur STAT2,
STAT4 und STAT6 nur eine eingeschrankte Rolle in der Zellaktion. Im
Gegensatz dazu werden STAT1, STAT3 und STAT5 von einer gro3en Anzahl
verschiedener Liganden aktiviert, weshalb sie zur Untersuchung der
Zellregulation in Bezug auf Proliferation und Uberleben von gréRerem Interesse
sind.

STAT1 scheint in erster Linie fir Wachstumsinhibition und Apoptose
verantwortlich zu sein. Versuche mit STAT1 knock-out-Mausen ergaben, dal}
diese Tiere keine adaquate Abwehr gegen virale und bakterielle Erreger haben

— die Interferonsignalkaskade, die Uber STAT1 lauft, ist gestort (Meraz et al.,
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1996). Interessanterweise stellte sich im weiteren heraus, dall STAT1-
defiziente Mause viel eher Tumoren entwickeln (Kaplan et al.,, 1998). Diese
mangelnde Tumorkontrolle mag u.a. dadurch zu erklaren sein, dal®
Wachstumsstop und Apoptose von STAT1 nicht mehr vermittelt werden
kdénnen.

STATS fordert das Zellwachstum nach Aktivierung durch diverse Zytokine,
wobei neben Interleukinen und Wachstumshormonen auch hamatopoietische
Faktoren wie Erythropoietin Signalaktivatoren sein kdnnen (Quelle et al., 1996).
STAT3 ist ebenfalls ubiquitar in vielen Geweben vertreten und wird ebenso von
verschiedenen Liganden aktiviert, insbesondere von EGF (epidermal growth
factor), PDGF (patelet-derived growth factor) und auch CNTF (ciliary
neurotrophic factor) (Kirsch et al., 2003). Auch fur STAT3 wurde eine Rolle in
der Tumorgenese postuliert, da in vielen Tumorzelllinien der Grad an
phosphoryliertem, also aktivem STAT3-Protein stark und dauerhaft erhoht ist,
im Gegensatz zu normalen Zellen, in denen die STAT-Phosphorylierung nur
einen vorubergehenden Zustand darstellt (Weber-Nordt et al.,, 1996).
Ubereinstimmend zeigte sich in knock-out-Versuchen eine Letalitat von stat”
Mausen schon im frihen Embryonalstadium, bedingt durch ein vermindertes
Zellwachstum der Trophoblasten, was ebenfalls flr eine wichtige Rolle von
STATS3 bei der Zellproliferation spricht (Takeda et al., 1997).

Da mit CNTF als Ligand an STAT3-aktivierenden Rezeptoren ein Wegweiser in
das Nervensystem gegeben war, wurde die Funktion von STAT3 im ZNS
genauer untersucht: STAT3 als Mediator der Zellrettung wird nicht nur nach
Behandlung primarer ZNS-Kulturen mit antiapoptotischem CNTF aktiviert
(Rajan et al., 1996), sondern auch direkt nach Kortexlasion adulter Ratten in
reaktiven Astrozyten. Auflerdem wurde eine Aktivierung auch in
auswachsenden Axonen (Xia et al.,, 2002) beobachtet. Auch in der Retina
bewirkten intravitreale CNTF-Injektionen ebenso wie mechanische Traumata
einen Anstieg des Levels an phosphorylietem STAT3 in Ganglienzellen und in
Mdller Glia Zellen im Sinne einer anti-apoptotischen Regulierung (Peterson et
al., 2000). Insgesamt erscheint STAT3 als das wesentliche STAT-

Familienmitglied zur Ubertragung neuroprotektiver Signale im Nervensystem.
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1.3.3 PI3K-Signalweg
FUr den Phospho-Inositol-3-Kinase (PI13K)/Akt-Signalweg wurde eine Funktion

als Mediator anti-apoptotischer Signale zum ersten Mal 1995 diskutiert, als in
einer Studie von Yao und Cooper gezeigt werden konnte, dal} in PC12 Zellen
durch Inhibition von PISK NGF-vermitteltes Zelliberleben aufgehoben wird (Yao
& Cooper, 1995). PI3K ist ein Enzym mit 4 bekannten Unterformen (a, B, v, ),
die Uber Phosphorylierung von Membranproteinen second messengers
generieren, und so uUber intrazellulare Kaskaden diverse Prozesse wie z.B.
Proliferation, Differenzierung und Uberleben, in der Zelle regulieren. Rekrutiert
wird die PI3K zum einen durch Liganden-vermittelte Transmembranrezeptor-
Aktivierung wie den Insulin-like growth factor | Rezeptor oder Integrine (Clark
und Brugge, 1995), aber auch direkt nach Interaktion mit dem Ras—
Protoonkogen (Rodriguez-Viciana et al., 1994); andererseits kann Akt, ein
zentraler Downstreameffektor der PI3K, dber Phosphorylierung Raf-1
inaktivieren, und so den MAPK-Signalweg hemmen (Rommel et al., 1999). Es
besteht also in jedem Fall eine Verbindung zwischen dem MAPK-Signalweg
und dem PI3K/Akt Signalweg. An der Plasmamembran katalysiert PI3K dann
den Transfer von Phosphat an in der Membran lokalisierten Phosphoinositide;
diese Lipide wirken dann als Mediatoren in Signalkaskaden der Zelle. Im Laufe
der Zeit konnte die wichtige Funktion von PI3K bei der Vermittlung
Wachstumsfaktor-vermittelten Zelliberlebens noch in diversen anderen
Zellreihen demonstriert werden, so z.B. in hamatopoietischen Zellen oder
Neuronen (Scheid et al., 1995). Ebenso fordert PI3K das Zelluberleben auch
dann, wenn keine externen anti-apoptotischen Stimuli vorhanden sind, oder
wenn die Zelle toxischen Einflissen ausgesetzt ist (Kulik et al., 1997; Crowder
& Freeman, 1998). Zusatzliche Belege flur ein anti-apoptotisches Wirken von
PI3K-Signalwegen wurden im Zusammenhang mit dem PTEN tumor
suppressor erbracht; PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10) st eine Lipidphosphatase, die PI3K-generierte
Phosphatidylinositide dephosphoryliert (Myers et al., 1998). PTEN” Méuse
zeigen erhohte Werte fur 3’phosphorylierte Phospholipide, und sterben noch

embryonal mangels Apoptoseinduktion (Stambolic et al.,, 1998), was eine
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bedeutende Funktion der PI3K bei der Vermittlung zellrettender Signale
bestatigt.

PI3K vermittelt Signale an diverse apoptose-inhibierende molekulare
Zielstrukturen in der Zelle weiter, so z.B. verschiedene Tyrosinkinasen und
Serin/Threonin-Proteinkinasen, darunter c-Akt (Rameh & Cantley, 1999). Akt-
Proteine enthalten eine zentrale Kinase-Domane, die spezifisch Serin- oder
Threoninreste erkennt (Bellacosa et al., 1991), ebenso wie eine pleckstrin
homology (PH) domain am Amino-Ende, an der PI3K-generierte Phospholipide
direkt binden, und somit die Translokation von Akt aus dem Zytoplasma in die
innere Plasmamembran bewirken (Burgering & Coffer, 1995). Dadurch gelangt
Akt in die Reichweite von Kinasen, die wiederum Akt selbst phosphorylieren
und aktivieren (Kohn et al., 1996).

Einer der Wege, uber den PI3K/Akt-Aktivierung anti-apoptotisch wirkt, ist die
Inaktivierung von Bad, einem pro-apoptotischen Mitglied der Bcl-2-Familie, uber
dessen Phosphorylierung. Bad interagiert direkt mit anti-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitgliedern, wie dem Bcl-X_, indem es bei Uberexpression in
dephosphoryliertem Zustand mit diesen assoziiert und heterodimere Komplexe
bildet, was Zelltod bewirkt (Ottilie et al., 1997). Akt kann Bad an Ser-136
phosphorylieren, dadurch eine Dissoziierung von Bad und Bcl-X, bewirken, und
so die Inaktivierung von Bad Uber 14-3-3-Proteine bewirken, also anti-
apoptotisch in die Zellregulierung eingreifen (Muslin et al., 1996). Da andere
Studien jedoch ergeben haben, dal® zur Zellrettung nicht immer eine Akt-
vermittelte Phosphorylierung von Bad vorliegen mul® (Campos et al., 2003),
kann man auch andere Wege der Zellrettung Uber PI3K/Akt diskutieren.
Eventuell spielen auch andere Mitglieder der Bcl-2 Familie eine Rolle bei der
Umsetzung PI3K-vermittelter anti-apoptotischer Signale.

In der Retina ist der PI3K/Akt-Signalweg als Mediatorkaskade neuroprotektiver
Effekte bereits beschrieben worden (Nakazawa et al., 2003) — eine genauere
Identifizierung der molekularen Zielstrukturen, Uber die sie vermittelt werden, ist

jedoch hier noch nicht erfolgt.
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1.4 Bcl-X, im adulten ZNS

Mit der Entdeckung des Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2) (Tsujimoto et al.,
1985) wurde eine neue Gruppe von Onkogenen gefunden, die nicht nur fir
proliferative Funktionen zustandig ist, sondern ebenso zum Schutz vor
programmiertem Zelltod. Bcl-2 wurde auf der Basis von Versuchen zu B-Zell-
Leukamien zum ersten Mal beschrieben; in 85% der untersuchten Patienten
fand man eine Aktivierung des bcl-Genes nach t(14;18)
Chromosomentranslokation bei Non-Hodgkin-Lymphom-Erkrankungen
(Tsujimoto et al., 1985). Es zeigte sich, da® Bcl-2 das Zelliberleben fordert,
indem es die Resistenz der Zelle gegenuber pro-apoptotischen Einflussen, wie
Entzug von Wachstumsfaktoren, y-Strahlung oder zytotoxischen Lymphokinen
wie den TNF (tumor necrosis factor), steigert (Nunez et al., 1990). Bcl-2 und
Bcl-X. sind Homologe von CED-9, einem Apoptose-inhibierenden Regulator
aus dem Nematoden Caenorhabditis elegans (Steller, 1995). Inzwischen sind
noch weitere Mitglieder der Bcl-2-Familie im Sauger, sowie virale Homologe,
identifiziert worden, von denen ein Teil pro-apoptotisch, der andere anti-
apoptotisch wirkt. Zu den wichtigsten Vertretern der anti-apoptotischen Gruppe
zahlen Bcl-2, Bel-X. und Bcl-w; bei der Gruppe der pro-apoptotischen Proteine
sind insbesondere Bax, Bcl-Xs und Bad zu nennen (Boise et al., 1993; Oltvai et
al., 1993). Die Bcl-2-Homologe unterscheiden bzw. ahneln sich vor allem in
ihren BH (Bcl-2 homology) Domanen; allen gemein ist die BH3 Domane,
wohingegen die BH4 Domane am N-Terminus von ausschlieBlich anti-
apoptotischen Bcl-Proteinen vorgefunden wird. Durch diese Sequenzhomologie
konnen Bcl-Proteine Homo- oder Heterodimere bilden und dadurch — abhangig
von der relativen Menge der Proteine — eine Verschiebung des Gleichgewichts
in Richtung pro- bzw. anti-Apoptose in der Zelle bewirken (Korsmeyer et al.,
1993). Bcl-2, Bcl-X. und Bax sind an der auf3eren Mitochondrienmembran
lokalisiert (Krajewski et al., 1993; Zha et al., 1996), sowie zum Teil auch an der
Nukleushulle und dem endoplasmatischen Retikulum. Unter physiologischen
Bedingungen  kdénnen Bax und andere pro-apoptotische  Bcl-2-

Familienmitglieder lonenkanale bilden, insbesondere Cl-Kanale, wohingegen
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die anti-apoptotischen Bcl-2 und Bcl-X. bevorzugt K*-Kanale bilden, und dies
auch nur im sauren Milieu. Aus diesem Grund schlulRfolgert man, dafld unter
physiologischen Bedingungen insbesondere die pro-apoptotischen Proteine die
Zellaktivitat regulieren, und Bcl-2 und Bcl-X_. diese dadurch antagonisieren
kdnnen, dal sie Hetereodimere mit ihnen bilden.

Bcel-X. wirkt auch anti-apoptotisch Uber Bindung von Caspasen, eine Familie
von hauptsachlich pro-apoptotischen Cysteinproteasen. Es bindet an Caspase-
1, Caspase-8 direkt (Chinnaiyan et al., 1997), kann aber auch mit Apaf-1, dem
zellularen Homologen von CED-4, und Caspase-9 einen Komplex, das
sogenannte Apoptosom, bilden (Hu et al., 1998). Dadurch kann das Auslésen
einer Caspase-9-vermittelten Apoptose-Kaskade, wie z.B. nach Ausschuttung
von Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium, verhindert werden. Fir die Funktion
des Bcl-X. scheint insbesondere dessen dreidimensionale Struktur wichtig zu
sein (Muchmore et al., 1996). Es enthalt zudem einen Abschnitt (loop-region),
der in den pro-apoptotischen Bcl-Proteinen nicht zu finden ist und regulierend
auf die anti-apoptotische Funktion des Bcl-X, einwirkt (Chang et al., 1997).

Im Nervensystem wird Bcl-2 wahrend der Embryonalentwicklung von vielen
Neuronen stark exprimiert (LeBrun et al., 1993), im adulten ZNS jedoch nur
gering (Merry et al., 1994). Zusatzlich zeigen Versuche an adulten Tieren, bei
denen das bcl-2-Gen ausgeschaltet wurde, dald Bcl-2 fur den Erhalt des
gesunden ZNS nicht von Bedeutung ist (Boise et al., 1993). In der Retina ist der
Erhalt der Uberlebenden RGZ nach Lasion des ON von Bcl-2 unabhangig (Dietz
et al., 2001). Im Gegensatz dazu erscheint dem Bcl-X, eine wichtige Rolle beim
Erhalt neuronaler Lebensfahigkeit zuzukommen (Gonzalez-Garcia et al., 1995).
Insbesondere unter hypoxischen Bedingungen wird es durch NF-kB (nuclear
factor xB) hochreguliert (Glasgow et al., 2001), und diverse Ischamieversuche
wiesen erhohte Transkriptionsraten fur Bcl-X. auf (Isenmann et al., 1998;
Wiessner et al., 1999). Insbesondere in der adulten Retina scheint ein
Ubergewicht an Bcl-X_-Expression vorzuliegen, wobei Bcl-X. nahezu 16x
starker als Bcl-2 exprimiert wird (Levin et al., 1997), weswegen sich die
Untersuchungen im Gehirn wie auch insbesondere in der Retina, auf das vor

allem in adulten Zellen exprimierte Bcel-X, konzentrieren,
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Verwendet wurden adulte, weibliche SD-Ratten (Sprague-Dawley, Charles
River, Sulzfeld, Deutschland) im Alter von acht bis neun Wochen mit einem
Korpergewicht zwischen 200 g und 250 g. Die Narkose erfolgte durch
intraperitoneale Applikation einer 7 % Chloralhydratlésung (in PBS; Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) in einer Dosierung von 0,42 g/kg Korpergewicht.
Zum Versuchsende wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Uberdosis von
30 % Chloralhydrat getdtet. Pro Versuchsreihne wurden fur jede
Grundbedingung mindestens 3 Tiere untersucht. Alle Tierversuche entsprachen
den gesetzlichen Vorschriften und waren durch das Regierungsprasidium
Tubingen genehmigt.

2.1.1 Quetschlasion (crush) des optischen Nerven (ON)

Um eine definierte Lasion am optischen Nerven zu setzen, wurde das Tier
narkotisiert, der Bulbus mit einer gebogenen Rundklemme (Fine Science Tools,
Heidelberg, Deutschland) leicht luxiert, und der Sehnerv 2-3 mm hinter dem
hinteren Augenpol mit derselben Klemme fur 10 sec gequetscht. Anschlieend
wurde der Augenfundus gespiegelt, um die retinale Durchblutung zu
kontrollieren. Tiere mit permanenter Ischamie wurden von den Versuchen
ausgeschlossen. Die Explantation der Retinae erfolgte zwischen Tag 9-10 nach

Lasion. Es wurden jeweils beide ON gecrusht.

2.1.2 Durchtrennung (,Axotomie“) des optischen Nerven (ON) und

retrograde Vektorapplikation

Zur offenen Durchtrennung des ON wurde nach Rasur des Schadels die Haut
mit einem 1 cm langen mediosagittalen Schnitt auf Hohe der Orbita erdffnet.

Das Dach der rechten Orbita wurde eroffnet und die Glandula lacrimalis
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subtotal reseziert. Die oberen Augenmuskeln wurden mit einem Spreizer
beiseitegehalten, der Bulbus leicht nach auf’en luxiert, und der N.opticus
dargestellt. Zur Freilegung des Nerven wurde die umgebende Durascheide
durch einen 2 mm langen Langsschnitt eroffnet; dabei wurde sorgfaltig darauf
geachtet, die in der Durascheide in mehreren Asten verlaufende A. centralis
retinae nicht zu verletzen. Nach leichter Luxation des optischen Nerven mit
einem kleinen Haken wurde dieser 2-3 mm nach Austritt aus dem Bulbus mit
einer Mikroschere (FST) quer durchtrennt.

Zur Behandlung mit Ad.Syn.Bcl-X_ wurde ein Schwammchen (Gel foam;
Pharmacia & Upjohn AG, Dubendorf, Deutschland) in den Zwischenraum
zwischen proximalem und distalem Nervenstumpf platziert, das mit 2 ul
Vektorldsung getrdnkt worden war (Vektortiter 2,8x10” pfu/pl). Nach kurzer
Einwirkzeit wurden die Spreizer entfernt, die Wunde wurde vernaht und
gesaubert; das virusgetrankte Gel foam wurde zwischen den Axonstimpfen in
situ belassen. Auch hier wurde anschlieBend der Augenhintergrund
fundoskopiert, um eine Verletzung der A. centralis retinae mit nachfolgender
Ischamie auszuschliel3en. Die retinale Explantation erfolgte ebenfalls zwischen

Tag 9-10 nach Axotomie.

2.1.3 Intravitreale Zytokin-Injektion

FUr die in vivo-Behandlung der Tiere mit Erythropoietin wurden direkt nach
Crush-Lasion, sowie konsekutiv jeweils zu Tag 3, 6 und 9 nach Lasion, je 2 pl
EPO (rhEPO; Recormon 1000 IE/300 ul; Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) in den Glaskorper injiziert. Dazu wurde der Bulbus distal des
Limbus mit einer an eine 10 pyl Hamilton-Spritze konnektierten, flexiblen 34
gauge Teflon-Nadel punktiert und die Zytokinldsung langsam injiziert. Die
retinale Durchblutung wurde fundoskopisch kontrolliert. Eine Verletzung der
Linse war zum Ausschluld einer Freisetzung bisher unbekannter neurotropher
Substanzen aus Linsenkern und Linsenhulle sorgfaltig vermieden worden (Leon
et al., 2000). Kataraktentstehung wurde nicht beobachtet. Die retinale

Explantation erfolgte zu Tag 10 nach crush.
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2.1.4 Retrograde Markierung retinaler Ganglienzellen

Zur selektiven Markierung der retinalen Ganglienzellen (RGZ) wurden je 3,5 ul
des Fluoreszenzfarbstoffes Dil (1,1"-dioctadecyl-3,3,3',3‘,-tetramethyl-
indocarbocyanin-perchlorat; Molecular Probes Inc., Oregon, USA) in einer
Konzentration von 5 % in Dimethylformamid (DMF) stereotaktisch in beide
Colliculi superiores injiziert. Dazu wurde nach Rasur der Schadeloberflache die
Haut mit einem 2 cm langen sagittalen Schnitt eroffnet und die Kalotte
freigelegt. Nach einer Aufbohrung der Kalotte wurde die Injektion zu den
Koordinaten [2.1 mm ventral der Lambdanaht / 1.5 mm lateral der Sagittalnaht /
3.5 mm Tiefe] stereotaktisch vorgenommen (Paxinos & Watson, 1998). Nach
Beendigung des Eingriffes wurde die Wunde vernaht und gesaubert. Der
Farbstoff wird retrograd durch axonalen Transport in die RGZ transportiert. Der
Anteil der noch angefarbten Zellen nach Operation und Kultur im Medium
entspricht der Anzahl der Zellen, die zum Untersuchungszeitpunkt noch vital
sind. Phagozytierende Mikroglia, die ebenfalls markiert ist, kann morphologisch
durch den ovalen Zellkorper, die Ramifikation sowie durch deren Lage in einer
anderen Schicht als der Ganglienzellschicht diskriminiert werden (Isenmann et
al., 1998; Schmeer et al., 2002; Straten et al., 2002).

Zur Bestimmung der Zellrettung unter Erythropoietinzugabe in Kultur wurde der
rechte ON 3 Tage nach bilateraler Dil-Injektion lasioniert, das linke Auge diente
als Kontrolle, d.h. zur Bestimmung der Anzahl der RGZ, die ohne Lasion in
Kultur Uberleben. Nach Explantation zu Tag 10 nach Lasion und Kultivierung
wurde einem Teil der Dil-markierten Retinae am dritten Tag in Kultur jeweils
EPO in einer Konzentration von 1000 IE/ml zum Medium zugegeben. Eine
gleiche Anzahl an markierten und lasionierten Retinae wurden als Iasionierte
Kontrollen in EPO-freiem Medium kultiviert. Nicht-lasionierte Dil-markierte
Kontrollen erhielten ebenfalls keinen EPO-Zusatz zum Medium.

Zur Bestimmung der Zellrettung nach Ad-Bcl-X.-Behandlung wurden die Tiere 3
Tage nach bilateraler Dil-Injektion rechtsseitig axotomiert; das linke Auge wurde

als nicht-axotomierte Kontrolle verwendet, ebenfalls zur Bestimmung der
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Anzahl der unlasionierten RGZ, die in Kultur Uberleben. Die Explantation der
Retinae erfolgte zum Tag 10 nach Axotomie. Die Kultivierung der retinalen

Streifen erfolgte ohne weitere Zugabe von EPO zum Medium.

2.1.5 Explantation und Kultivierung retinalen Gewebes

Die Retinae wurden zu Tag 9-10 explantiert und in speziellem,
Wachstumsfaktor-freiem S-MEM Medium (Bio West, Nuaille, Frankreich; s.
Tabelle Anhang 1) unter Zugabe von 10 % FCS (Fetal Calf Serum) kultiviert.
Dabei wurde nach dem Protokoll von Kretz et al. (2004a) vorgegangen.
Unmittelbar nach Eintritt des Todes durch Uberdosierung von 30 %
Chloralhydrat wurden die Augen mittels kleiner Schere und chirurgischer
Pinzette aus der Orbita entfernt, in steriles PBS Ubertragen und dann fur 5 sec
zur Keimabtotung in 70 % Ethanol geschwenkt. Die Freipraparierung der Retina
erfolgte im Weiteren in FCS-freiem S-MEM Medium Mittels Binokular unter
semisterilen Bedingungen unter einer Sterilbank. Gerate und Instrumente
wurden vor jeder Explantation fur 20 min UV-bestrahlt; alle Instrumente wurden
wahrend der Praparation wiederholt in 70 % Ethanol getaucht und abgeflammt.
Zur Eréffnung des Bulbus wurde mit einer Kanule ein Loch in den Bereich der
ora serrata gestochen, und die Kornea von diesem Punkt aus mit einer
Mikroschere (FST) kreisformig aufgeschnitten. Linse und Glaskorper wurden
mit einer Pinzette vorsichtig aus dem Augenbecher herausgeldst. Durch
behutsames Abschalen der Retina von der Sklera mit einer Mikropinzette und
Ablésung derselben an der Stelle des Sehnervenaustrittes am discus N.optici
wurde die Retina freiprapariert; nach kleeblattformigem Einschnitt zu 4 gleich
grolen Quadranten (Abb. 1a) wurde sie auf einem in sterilem PBS
permeabilisierten Nitrocellulosefilter (45 pm PorengrofRe; Sartorius, Gottingen)
flach ausgebreitet, derselbe auf einem sterilen weillen Rundfilter (Schleicher &
Schuell) 3x angesaugt, und der die Retina tragende Filter mit einem ,Tissue
Chopper” in 400 um breite Streifen unterteilt; Dil-gelabelte Retinae zur
Auszahlung der Ganglienzellen wurden in 800 ym breite Streifen gehackt. Je

2x4 Streifen wurden, retinale Seite nach unten, in vorbehandelte hydrophile
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Petri Perm® Kulturschalen (5 cm Durchmesser; Viva Science) aufgelegt (Abb.
1b); diese waren Uber einen Radius von 3-4 cm uber 2 Tage mit je 250 ul Poly-
L-Lysin (PLL) (1 mg/ml in PBS; Sigma, Taufkirchen, Deutschland), und 1 Tag
mit je 250 pl Laminin (20 pg/ml in PBS; Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland), steril beschichtet worden. Vor der Laminin-Beschichtung wurde
Uberschissiges PLL abgesaugt und 3x mit steriiem PBS gewaschen. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C und humider Atmosphare im Inkubator. Schalchen
mit inhomogener, z.B. durch Austrocknung brichiger Oberflache, wurden
verworfen. Am Tag der Explantation wurden die Petri-Perm® Kulturschalen
nach Absaugen des Laminins erneut 3x mit sterilem PBS gewaschen. 1 ml
FCS-freies S-MEM Medium wurde aufpipettiert, und die Schalen wurden im
Inkubator bei 37°C bis zur Gewinnung der Stripes gelagert. Pro Kulturschale
wurden 8 zentrale Streifen aufgelegt, jeweils 4 wurden mit kleinen
autoklavierten Metallklotzchen beschwert. Nach Positionierung der Streifen
wurde darauf geachtet, diese nicht mehr zu bewegen. AbschlieRend wurde
jedes Petri Perm® vorsichtig mit je 3 ml auf 37°C angewarmtem S-MEM
Medium mit 10 % FCS auf ein Endvolumen von 4 ml aufgefllt, und es wurden
jeweils 4 ul Vitamin C (1 ug/ml; Sigma, Taufkirchen, Deutschland) und 4 pl
Fungizone (1:1000; Gibco, Karlsruhe, Deutschland) hinzupipettiert. Das so
kultivierte retinale Gewebe verblieb 5 Tage bei 37°C und 5% CO; im Inkubator.
Die Zugabe samtlicher weiteren Substanzen erfolgte stets zu Tag 3 nach

Explantation.
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Abbildung 1: Explantation und Kultivierung retinalen Gewebes. 1a) Die
kleeblattformig eingeschnittene Retina wird auf dem Nitrocellulosefilter
ausgebreitet und in Streifen geschnitten. 1b) Je 2x4 Streifen werden, durch
Klétzchen beschwert, mit der Retina-tragenden Seite nach unten in den

beschichteten Kulturschalchen kultiviert.

2.2 Immunhistochemie

Nach 5 Tagen in Kultur wurden die retinatragenden Filterstreifen fur 20 min in 4
ml 4 % Paraformaldehyd (PFA) in den Petri Perm® Kulturschalen fixiert und
anschlie3end vorsichtig 3x in TBS gewaschen. Pro Schalchen wurden 250 ul
einer Losung eines monoklonalen SMI-31 Antikorpers (Sternberger
Monoclonals, USA) gegen phosphoryliertes Neurofilament in einer Verdinnung
von 1:250 in TBS fir 1h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach Abpipettieren des primaren Antikdrpers und dreimaligem
Waschen der Streifen in PBS wurde der geeignete Sekundarantikorper (Alexa
Fluor 488—gekoppeltes goat-anti-mouse 1gG; Molecular Probes, Gottingen,
Deutschland), in einer Verdinnung von 1:250 in 1 % BSA (bovines Serum
Albumin) aufgetragen und fur 1h bei Raumtemperatur in feuchter Kammer

inkubiert. Nach Abpipettieren des Sekundarantikérpers und dreimaligem
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Waschen in PBS wurden die Metallklétzchen abgenommen, die Petri Perm®

Membran um die Streifen herum rechteckig mit einem Skalpell ausgeschnitten,
und diese — mit den retinalen Filterstreifen nach unten gedreht — auf mit Mowiol
bestrichene Objekttrager aufgelegt. Dabei wurde stets darauf geachtet, die

Streifen nicht zu bewegen.

2.2.1 Auswertung des neuronalen Wachstums

Nach 5 Tagen in Kultur wurden die fixierten und gefarbten Explantate unter
einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert, Zeiss, Jena) mit vorgeschaltetem FITC-
Filter (Fluoreszein-lIsothiozyanat) beurteilt, und die ausgewachsenen Neuriten
unter Nutzung eines Bildanalysesystems (Zeiss Axiovision 3.0) nach Anzahl
und Lange ausgewertet. Von jeder Retina wurden je 3-5 Streifen an 3-5 Stellen
des maximalen Auswachsens ausgemessen; abgerissene Neuriten ohne
Kontakt zur Basis wurden nicht gewertet. Gemessene Verzweigungen eines
Neuriten wurden zur Gesamtlange des Neuriten addiert. Pro Grundbedingung
wurden die Werte aus den Berechnungen fur die Lange bzw. die Anzahl der
Neuriten auf eine Basislange von 100 uym normiert. Der Mittelwert und die
mittlere Standardabweichung fur Lange und Anzahl fur jede Bedingung wurden

mittels Microsoft Excel berechnet.

2.2.2 Auswertung des mittleren Uberlebens der lasionierten RGZs

Nach 5 Tagen in Kultur wurden die Streifen fixiert, zusatzlich
immunhistochemisch mit SMI-31/Alexa Fluor 488 gefarbt, und die
durchschnittliche Dichte der RGZ unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss
Axiovert, Jena) mit Rhodamin-Filter bestimmt. Dazu wurden die Streifen in 3
radiale Bereiche unterteilt: 1/6 (innere Retina), 3/6 (mittlere Retina), 5/6 (auliere
Retina). Die Uberlebenden Ganglienzellen wurden an jeweils mind. 3 Stellen pro
Abschnitt von 2 unabhangigen Untersuchern mit Hilfe eines Bildanalysesystems
(Zeiss Axiovision 3.0) ausgezahlt. Eingewanderte Mikroglia bei geschadigten
Retinae waren anhand morphologischer Kriterien (s.0.) gut von Ganglienzellen

zu unterscheiden und wurden nicht gewertet. Aus den Einzelwerten der
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verschiedenen Stellen eines Abschnittes wurde ein Mittelwert gebildet und die
Standardabweichung errechnet. Zum Vergleich der Retinae wurden die Werte

auf eine gemeinsame Grundflache (um?) umgerechnet.

2.3 Zytokin und Inhibitoren

Rekombinantes humanes Erythropoietin (rhEPO, NeoRecormon, Roche,
Grenzach-Wyhlen) wurde mit auf 37°C angewarmtem S-MEM Medium vor
jedem Versuch frisch verdunnt, und in steigenden Konzentrationen von 10-
10000 IE/ml Medium zu Tag 3 nach Explantation den Kulturen zugegeben. 3
Retinapraparationen mit 5 IE EPO, 6 Retinapraparationen mit 10 IE EPO, 6
Retinapraparationen mit 50 IE EPO, 6 Retinapraparationen mit 100 IE EPO, 3
Retinapraparationen mit 1000 IE EPO und 2 Praparationen mit 10 000 IE
wurden angefertigt. In jeder Versuchsreihe wurde eine Kulturschale als
Kontrolle unbehandelt belassen, um einen adaquaten Vergleichsbasiswert zu
jedem einzelnen Versuch zu erhalten und so das Risiko eventueller
Abweichungen zwischen verschiedenen Praparationen zu minimieren.
Insgesamt 12 unbehandelte Retinae wurden als Kontrollen mitgefthrt und
ausgewertet.

Nach Abschluf} dieser Wachstumsexperimente wurden zur Ergrindung des
Regenerationsmechanismus drei Inhibitoren verschiedener anti-apoptotischer
und potentiell pro-regeneratorischer Regulationswege untersucht:

1. AG 490 (in DMSO; Sigma, Taufkirchen), ein Jak2/STAT3 Inhibitor,
wurde in angewarmtem S-MEM Medium auf 100 pl verdunnt und in einer
Konzentration von 100 pymol/ml Medium zu Tag 3 nach Explantation dem
retinalen Gewebe in Kultur zugegeben. Jeweils einer Praparation wurde
ausschlieBlich AG 490 zupipettiert; in weiteren Praparationen wurde 4h nach
AG 490-Zugabe zusatzlich mit 1000 IE EPO stimuliert. Als Positivkontrolle
diente jeweils eine Praparation mit 1000 IE EPO (ohne AG 490), eine im
Medium unbehandelte Kontrolle, und eine Praparation, die die gleiche Menge

reines DMSO, in gleicher Verdinnung wie die AG 490 LAdsung enthielt. Hiermit
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sollten mogliche Effekte, die allein auf DMSO zurickzufihren waren,
ausgeschlossen werden.

2. LY 294002 (2-[4-morpholinyl]-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on) (in
DMSO; Sigma, Taufkirchen), ein PI3-Kinase Inhibitor, wurde ebenfalls in
angewarmtem S-MEM Medium auf 100 pl verdinnt, und zu Tag 3 nach
Explantation in 2 verschiedenen Konzentrationen (25 pmol/ml; 50 umol/mi
Medium) zum Medium zupipettiert; mit Ausnahme der veranderten angepalten
DMSO-Kontroll-Konzentrationen entsprach die LY 294002-Versuchsreihe der
AG 490-Versuchsreihe.

3. ZVAD-fmk (in DMSO; Promega, Mannheim), ein Pan-Caspase
Inhibitor, wurde, in 100 yl angewarmtem S-MEM Medium verdunnt, in einer
Konzentration von 20 pmol/ml Medium den Kulturschalen zugegeben, und

gegen eine unbehandelte Kontrolle ausgewertet.

2.4 Adenovirales Vektorsystem zur Uberexpression von Bcl-X,

Der rekombinante adenovirale Vektor Ad.Bcl-X_. wurde von Dr. Sebastian
Klgler zur Verfigung gestellt (Kugler et al., 1999). Weitere Praparationen
ubernahmen freundlicherweise Dr. Ellen Gerhard, Dr. Stephan Hermening und
Caroline Herrmann.

Der Vektor wurde nach einem Standardprotokoll (Bett et al., 1994) durch
homologe Rekombination in 293-Zellen konstruiert. Dabei wurde das pBHGE3
als backbone-Plasmid und pMH4 als shuttle-Plasmid verwendet. Als Promotor
diente der Neuronen-spezifische Synapsin-Promoter. Die cDNA fur Bcl-X.
wurde mittels PCR in das pMH4 eingebaut, und das Ergebnis dieses Vorgangs
anschlieBend durch Sequenzierung kontrolliert. Die Expansion des
rekombinanten Virus erfolgte in Suspensionskulturen; durch Zentrifugation in
einem Casium-Chlorid-Gradienten wurde es aufgereinigt und konzentriert. Mit
Hilfe eines Plaque-Assays wurde der Virustiter bestimmt; er betrug nach
Verdiinnung 1,4x10" pfu/ul. Aufbewahrt wurde das Virus in einer Lésung aus 90
% PBS / 10 % Glycerol bei —80°C. Mit Hilfe von PCR und Primern wurde nach
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einem Standardprotokoll (Dion et al.,, 1996) die Konzentration an
replikationskompetentem Wildtyp-Adenovirus bestimmt; diese lag unterhalb des
detektierbaren Bereiches. Die Expressionskontrolle erfolgte mittels Western

Blot durch Proteinnachweis (Kugler et al., 1999).

2.5 Proteinnachweis

2.5.1 Lysatgewinnung

Zur Proteingewinnung aus Retinae (Kontrollen bzw. verschiedene
experimentelle Gruppen) kam folgendes Protokoll zur Anwendung: Direkt nach
Toétung der Tiere (Zeitpunkt entsprechend Zeitpunkt der Explantation far
Kulturen) wurden die Augen entnommen, die Retinae in PBS herausprapariert,
in je 100 pl Lysepuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % Triton-X100, pH 8) pro
Retina Ubertragen, und darin durch mehrfaches Aufziehen in einer 5 ml Spritze
homogenisiert. Dabei wurde zunachst eine Kanule mit der Grolke Gr.14,
0,60x30 mm verwendet, danach eine Kanule mit der GroRe Gr.18, 0,45x25mm
(Sterican®, Braun, Meisungen, Deutschland). Nach 20 min Inkubation auf Eis
wurde das Lysat 10 min bei 4°C mit 13000 rpm abzentrifugiert; der Uberstand
wurde abgenommen, und nach Portionierung in 5 ul Aliquots bei -20°C
tiefgefroren.

Zur Lysatgewinnung nach in vitro Behandlung der retinalen Kulturen wurden die
Streifen nach dreimaligem Waschen mit PBS aus der Kulturschale
zurickgewonnen. Das retinale Gewebe wurde mit feinen Pinzetten von den
Filterstreifen geldst. Jeweils 2 gleich behandelte Retinae wurden in 100l
Lysepuffer Ubertragen. Das weitere Procedere entsprach dem oben
aufgefuhrten.
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2.5.2 Western Blot

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA-Reagenz (Pierce,
Rockford, IL) im Verhaltnis 50:1 eingesetzt und jeweils 200 ul/well in eine
96well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Erstellung einer Eichkurve erfolge mit Hilfe
einer Verdunnungsreihe aus BSA-Standard. Von jeder Probe wurden 2 l
Retinalysat in 200 yl Reagenz verwendet. Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei
37°C erfolgte die Messung der Absorption (Biolinx). Aus den Absorptionswerten
wurde die Proteinkonzentration der einzelnen Proben errechnet.

Zur Herstellung des 10 %igen Trenngels wurden 5 ml 30 % Acrylamid, 3,75 ml
4xTris-Cl/SDS (1,5 M TrisCl + 0,4 % SDS, pH 8,8), 6,25 ml aqua dest., 50 pl 10
% Ammoniumpersulfat und 10 pl TEMED® gemischt. Das dariiberliegende
Sammelgel setzte sich zusammen aus 0,65 ml 30 % Acrylamid, 1,25 ml 4xTris-
ClI/SDS (0,5 M TrisCl + 0,4 % SDS, pH 6,8), 3,05 ml aqua dest.,, 25 pl
Ammoniumpersulfat und 5 pl TEMED®.

Je Probe wurden 3 pg Protein geladen, das errechnete Volumen auf 10 pl mit
H,O angeglichen und mit 10 yl 2x SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) versehen; der
Marker wurde unverdunnt aufgetragen (8-10 pl).

Die Auftrennung der Proteinfraktionen erfolgte in einer Elektrophoresekammer
uber 1h bei 100 Volt in PAGE-Puffer (1,51 % Tris-Base, 7,2 % Glycin, 5 % SDS,
86,29 % HyO, pH 8,3). Der Transfer auf die Nitrozellulosemembran erfolgte
ebenfalls Gber 1h bei 100 Volt in Transferpuffer (0,3 % Tris-Base, 1,73 %
Glycin, 20 % Methanol, 78,24 % H,0) zwischen 2 Schichten aus Schwammen
und Filterpapier (Whatman®); Schwamme und Filter waren 15 min zuvor zur
Vorbereitung in Transferpuffer gelegt worden. Die Membran wurde aus
Grunden der Hydrophilie fur einige Sekunden in Methanol getaucht, danach fur
eine Minute in H,O geschwenkt, und schlieBlich ebenfalls fir 15 min in
Transferpuffer gelegt.

Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde die Membran nach dem
Blotten 1h in ,Slim Fast® (4 g/ 100 ml TBST) geblockt, danach 3x in TBS-T (Tris
buffered saline Tween) gewaschen und mit dem Erstantikorper Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Verwendet wurden folgende Primarantikoérper: Anti-STAT1 und —
3 polyclonal (1:2 000; New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland), Anti-
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Phospho-STAT1 und -3 polyklonal (1:2 000; New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland), Anti-STATS und Anti-Phospho-STATS5 polyklonal (1:2 000; Santa
Cruz, Heidelberg, Germany), Anti-p44/42 MAP Kinase, polyklonal (1:2 000;
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland), Anti-Phospho-p44/42 MAP
Kinase, polyklonal (1:2 000; New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland),
Anti-Bcl-Xs, polyklonal (1:5 000; Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland).

Am nachsten Morgen wurde die Membran nach 3-maligem Waschen in TBS-T
fur 1h mit dem Sekundarantikdrper (HRP-konjugiertes anti-rabbit-IgG, 1:2 000;
Dianova, Hamburg, Deutschland) bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieend
erneut 3x in TBS-T gewaschen, und schlieRlich 5 Minuten mit ECL plus® -
Reagenz (Amersham, Arlington Heights, IL) impragniert, wodurch die
Proteinbanden in der Dunkelkammer auf einem Film (Hyperfim ECL,

Amersham Pharmacia Biotech, UK) sichtbar gemacht werden konnten.

2.6 Statistik

Verglichen wurden die Mittelwerte der einzelnen Versuchsgruppen, sowohl bei
der Evaluation des Uberlebens retinaler Ganglienzellen als auch bei den
Auswertungen der neu ausgewachsenen Neuriten in Kultur, nach Lange wie
auch nach Anzahl. Fur die Mittelwerte der einzelnen Gruppen wurde die
Standardabweichung berechnet. Behandlungsmethoden wurden gegen eine
definierte unbehandelte Kontrolle zum einen, und gegen andere
Behandlungsmethoden zum anderen, gestellt. Die statistische Signifikanz der
Differenzen zwischen den Gruppen wurde mit Hilfe des t-Testes fur
unabhangige Stichproben, des einfaktoriellen und des multifaktoriellen ANOVA-
Testes berechnet. (p<0.05 als Signifikanzniveau; *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001)
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2.7 Materialien und Gerate

2.7.1 Verwendete Reagenzien

AG 490

Alexa Fluor 488 AK
BCA-Reagenz
Bel-Xus AK
Chloralhydrat
Dil-Fluoreszenzfarbstoff
ECL-plus® Reagenz
Fungizone

HRP AK

Laminin

LY 294002

Lysin, Poly-L
p44/42MAPK AK
Recormon®

S-MEM Medium
SMI-31 AK

STAT AK
Vitamin C
ZVVAD-fmk

in DMSO; 100umol/ml M.
1:250 in 1% BSA/PBS
50:1 (Lésung A/B)

1:5 000

7 %/30 % in PBS

5 % in DMF

1:1000
1:2 000
20 pg/ml in PBS

in DMSO; 25/50umol /ml
1 mg/ml in PBS

1:2 000

1000 IE/300 pl

1:250 in TBS

1:2 000

1 pg/ml

in DMSO; 20 umol /mi

2.7.2 Herstellung wichtiger Puffer und Medien

S-MEM-Medium:  S-MEM 100 ml/I
Glucose 3 500 mg/I
NaHCO; 3 700 mg/l
HEPES 3574 mgl/l

(Sigma)

(Molecular Probes Inc.)
(Pierce)

(Santa Cruz)

(Sigma)

(Molecular Probes Inc.)
(Amersham)

(Gibco)

(Dianova)

(Becton Dickinson)
(Sigma)

(Sigma)

(New England Biolabs)
(Roche)

(Bio West)
(Sternberger
Monoclonals)

(New England Biolabs)
(Sigma)

(Promega)

(Bio West)
(Sigma)
(Sigma)
(Gibco)
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PBS:

TBS:

Moviol:

Insulin
Choleratoxin
Putrescin
NaSeOs;
BSA (Albumin)
Linolsaure
Linolensaure
L-Alanin
L-Asparagin
L-Aspartat
L-Glutamat
L-Prolin
Biotin
Liponsaure
Vit B 12

Spurenelemente

Pen-Strep (1:100) 10 ml
Fungizone (1:1000) 1 ml

NaCl

KCI
KH,PO4
Na;HPO,4

Tris (C4H11NO3)
NaCl

HCI

Moviol

15min zentrifugieren bei 4 000upm;

5 mg/l (Sigma)
0,01 mg/I (Sigma)
8 mgl/l (Sigma)
0,0043 mg/l (Sigma)
792 mg/l (Sigma)
1,51 mgl/l (Sigma)
1 mg/l (Sigma)
3,6 mg/l (Sigma)
4 mgl/l (Sigma)
4 mgl/l (Sigma)
4,3 mgl/l (Sigma)
8 mg/l (Sigma)
0,024 mg/I (Sigma)
0,12 mg/l (Sigma)
1,35 mg/l (Sigma)
10 g/l (Sigma)
(Gibco)

138 mM 8 g/l
2,7mM 0,2 g/l
1,47 mM 0,2 g/l
8,06 mM 14,3 g/l

20 mM 2,42 g/l

138 mM 8¢l

1M

25 g/100 ml PBS
Glycerin 50 ml

3,8 ml/l

in Hx0

in Hzo

in Hzo

(16h bei 4°C ruhren)
(16h bei 4°C rihren)

pH 8-8,5
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Trenngel: 30 % Acrylamid
4xTris CI/SDS, pH 8,8

Aqua dest.

10 % Ammonium persulfate

Temed®

Sammelgel: 30 % Acrylamid
4xTris CI/SDS, pH 6,8

Aqua dest.

10 % Ammonium persulfate

Temed®

2.7.3 Gerate und Verbrauchsmaterial

Brutschrank, aerob
Fluoreszenzmikroskop Axiovert
Gel foam
Heizblock
Kanulen Gr. 14; 0,60x30mm Sterican®
Gr. 18; 0,45x25mm Sterican®
Kulturschale Petri Perm® 5cm Durchmesser
Membranpumpe

Mikroschere

Mikroskop, binocular

Mikroskop, OPMI 1-FR

Nadel, Teflon, 34 gauge

Nitrozellulosefilter, 45 um PorengrolRe
PH-Meter

Ruhrer

Rundfilter, weil}

Rundklemme gebogen

5 mi
3,75 mi
6,25 ml
50ul
10ul

0,65 ml
1,25 ml
3,05 ml
25yl
S5ul

(Heraeus GmbH)
(Zeiss)

(Pharmacia &Upjohn AG)

(neoLab Migge)
(Braun)

(Braun)

(Viva Science)

(KNF Neuberger)
(Fine Science Tools)
(Zeiss)

(Zeiss)

(Hamilton)
(Sartorius)

(WTW GmbH)

(H+P Labortechnik)
(Schleicher & Schuell)

(Fine Science Tools)
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Spritze (RN, 5ul; 10ul)
Stereotaxierahmen
Sterilfilter Sterilflip 50 ml
Tischzentrifuge

Tissue Chopper
Vortexer

Waage

(Hamilton)
(Stoelting)

(Millipore)

(Heraeus GmbH)
(Mc lllwain)
(Scientific Industries)
(Sartorius GmbH)
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3. Ergebnisse

3.1 Stimulation neuronalen Wachstums durch Erythropoietin

Untersucht wurden das neuroregenerative Potential des Zytokins Erythropoietin
(EPO) und dessen Einfluld auf die Induktion anti-apoptotischer sowie potentiell
wachstumsfordernder Gene; dem gegenubergestellt wurde zum Vergleich die
Adeno-Vektor-vermittelte Neuroregeneration nach Uberexpression von Bcl-X|,
fur welche in unserer Arbeitsgruppe bereits deutliche Effekte beschrieben
wurden (Kretz et al., 2004b).

3.1.1 Erythropoietin: Gabe in Kultur fordert konzentrationsabhangig

axonales Wachstum

Die Zugabe von EPO in steigender Dosis zum Medium zeigte
konzentrationsabhangig eine Induktion des Neuritenwachstums mit einem
Maximum bei 1000 IE/ml (Diagramm 1a,b); eine  weitere
Konzentrationssteigerung auf 10000 IE/ml EPO zeigte keine weitere
Wachstumsstimulation (n=2).

Waren bei Gabe von 5 |IE EPO/mI noch keine signifikanten Effekte im Vergleich
zu den Basiswerten von 587,24 um/100 ym Basis (Lange) bzw. 1,66/100 um
Basis (Anzahl) zu beobachten, so zeigte sich bereits bei einer Konzentration
von 10IE/ml Medium eine signifikante Stimulation des Neuritenwachstums in
Form einer Verdopplung sowohl der Lange als auch der Anzahl neu
ausgewachsener Neuriten nach 5 Tagen in Kultur (p < 0,01 bzw. p < 0,001 im
Vergleich zur Lasion ohne Behandlung). Dabei wurde eine durchschnittliche
Zunahme des Gesamtlangenwachstums von 587,24 ym/100 uym Basis auf
1248,42 ym/100 pm Basis bzw. eine Stimulation der Anzahl neugebildeter
Neuriten von 1,66/100 um Basis auf 3,46/100 um Basis erreicht. Jede weitere
Konzentrationssteigerung (50 IE; 100 IE; 1000 IE) resultierte in einem weiteren
Anstieg der gemessenen Werte sowohl fur die Lange als auch fur die Anzahl
regenerierter Axone. Bei 1000 IE EPO/mI Medium hatten sich die Werte fur die
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Neuritenlange mit 4881,59 um/100 pum Basis auf ein 8,31-faches des
Ausgangswertes (intrinsisches regeneratives Potential, definiert im Vergleich
zur unbehandelten geschadigten Kontrolle) gesteigert, diejenigen fur die
Neuritenanzahl mit 4,42/100 ym Basis auf das 2,66-fache. Einzelne Neuriten
nahmen dabei eine Einzellange von bis zu 3 mm an. Die daraus ermittelten
Signifikanzen ergaben Werte von p < 0,001 fur die Lange ebenso wie fur die
Anzahl gegenuber der unbehandelten Kontrolle. Verstarktes Auswachsen in
zentralen gegenuber peripheren Bereichen der Retina konnte nicht festgestellt
werden, die Gewebsstreifen wiesen prinzipiell ein  gleichmaRiges
Regenerationsmuster auf.

Selbst bei Steigerung der Konzentrationen auf bis zu 10000 IE EPO/mI Medium
wurden keine toxischen Effekte auf das retinale Gewebe beobachtet. Da in
Kultur keine BRS (Blut-Retina-Schranke) besteht, kann man davon ausgehen,
dass die effektive, an der Zelle wirkende Konzentration weitgehend der
applizierten Konzentration entspricht. Morphologisch erschienen die neu
generierten Neuriten vital und imponierten durch starke Anfarbung mit einem
neurofilamentaren Antikorper (Abb.2a,b,c). Der axonale Durchmesser wirkte
haufig ebenfalls deutlich kraftiger als bei den unbehandelten Kontrollen, sodal}

zusatzlich von einem trophischen Effekt auszugehen ist.
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Stimulation neuronalen Wachstums durch
Erythropoietin in vitro

Neuritenlange (um)
7000 - (= SD)
*k%*
6000 - Kontrolle | 587,24 + 436
*k%*
5000 T 5IE 798,94 + 122746
4000
10IE 1248,42 + 683,65
3000
50IE
2000 | 2335,26 + 950,41
000 i 100E | 357179 « 1541.75
0 j - 10001E | 4881,59 + 1139,58
Kontrolle 10IE 50IE 100IE 1000IE

Diagramm 1a): Neuritenlange pro 100 ym retinalem Streifen.

Stimulation neuronalen Wachstums durch Neuritenanzahl
Erythropoietin in vitro (£ SD)

e e . . Kontrolle 1,66+ 1,16
61 - 51E 1,74 £ 0,59
i 10IE 3,46 +2,12
3 S0IE 3,67 +1,36
2 I I 100IE 413+ 1,45
(1) :. . 1000IE 4,42 +1,15

Kontrolle 10IE 50IE 100IE 1000IE

Diagramm 1b): Neuritenanzahl pro 100 ym retinalem Streifen.

Diagramm 1: Die Saulen zeigen die durchschnittliche Gesamtlange (a) und -
Anzahl (b) der neu ausgewachsenen Neuriten pro 100 pm Basis unter
aufsteigenden Konzentrationen von Erythropoietinzugabe in Kultur. Die Balken

geben die Standardabweichung an. ***, p<0,001.
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10IE EPO |50IE EPO |100IE EPO |1000IE EPO
Kontrolle p<0,01 p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001
10IE EPO |- p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001
50IE EPO p< 0,001 |----m-mmmmmee- p< 0,001 p< 0,001
100IE EPO |p= 0,001 p< 0,001  |--—-mmmemee- p< 0,001
1000IE EPO |p= 0,001 p< 0,001 p< 0,001 |-
Tabelle 1a): Signifikanzen der Einzelvergleiche zwischen den in den
unterschiedlichen  Konzentrationen  durchschnittlich  erzielten  Werten
(Gesamtlange auswachsender Neuriten).
10IE EPO |50IE EPO |100IE EPO |1000IE EPO
Kontrolle p < 0,001 p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001
10IE EPO  |-—-—-—mmmmmem- p< 0,643 p< 0,148 p< 0,093
50IE EPO p< 0,643 | --m-mmmmmmeeee- p< 0,317 p< 0,187
100IE EPO |p=0,148 p< 0,317 |- p< 0,615
1000IE EPO |p=< 0,093 p< 0,187 p< 0,615 | --—-m-mememme-
Tabelle 1b): Signifikanzen der Einzelvergleiche zwischen den in den
unterschiedlichen  Konzentrationen  durchschnittlich  erzielten ~ Werten
(Gesamtanzahl auswachsender Neuriten); Signifikanzen nur gegen
Kontrollwert.

Tabelle 1: Signifikanzen im Einzelvergleich fur a) Neuritenlange und b)

Neuritenanzahl.
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3.1.2 Erythropoietin: Behandlung in vivo fordert axonales Wachstum

Behandlung der Retina unmittelbar nach ON-Lasion in vivo mit 2 pl
Zytokinlésung/Auge jeden 3. Tag uber einen Zeitraum von 10 Tagen zeigte
ebenfalls deutlich stimulierende Effekte auf das Wachstum der Neuriten, sowonhl
in Bezug auf die Lange als auch in Bezug auf deren Anzahl. Ein Volumen von 2
Ml Losung entspricht dabei 6,66 IE, eine Konzentration, die bei einer
verzogerten Applikation am 10. Tag nach Lasion in das Kulturmedium noch
keine signifikanten Wachstumssteigerungen der Neuriten bewirkte. Die 4-
malige Injektion von 2 pyl Stammldsung erhdhte die Regenerationsfahigkeit der
neu generierten Axone um das 5,70-fache in der Lange (3349,65 ym/100 pm
Basis), und um das 2,16-fache in der Anzahl (3,59/100 um Basis); (p < 0,001)
gegenuber einer unbehandelten gecrushten Kontrolle (Abb. 3a, b). Die zum
Ausschlul3 einer moglicherweise allein durch die Mikropunktion verursachten
endogenen Wachstumsstimulation durchgeflihrte 4-malige Injektion von PBS an
Kontrolltieren bewirkte kein verstarktes Neuritenwachstum in den kultivierten
Retinae. Die fundoskopische Kontrolluntersuchung der Retinae zeigte keinen
Hinweis auf eine vaskulare Hyperamie oder Thrombosierung, die aufgrund der
hamatopoietischen Eigenschaften von Erythropoietin  mit Anstieg der
Erythrozytenzahl und des Hamatokrits moglicherweise hatten entstehen

konnen.
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Neuritenlange (um)
Intravitreale Injektion

(+SD)
6000 kal Kontrolle 587,24 + 436
2000 PBS 919,71 + 212,59
4000 ’ - ’
3000 in vivo
2000 - EPO 3349,65 + 1607,61
1000

o | mum i in vivo

Kontrolle PBS in vivo EPO in vivo

Diagramm 2a): Neuritenlange pro 100 um retinalem Streifen.

Neuritenanzahl (€3

Intravitreale Injektion SD)
6 o Kontrolle 1,66 = 1,16
j: PBS 1,76 £ 0,17
3 - in vivo
f | ﬁ - EPO 3,58+ 1,46
0 ; in vivo

Kontrolle PBS in vivo EPO in vivo

Diagramm 2b): Neuritenanzahl pro 100 ym retinalem Streifen.

Diagramm 2: Die Saulen zeigen das durchschnittiche Wachstum der Neuriten
in Lange (Diag. 2a) und Anzahl (Diag. 2b) /100 pym Basis nach in vivo
Behandlung mit EPO. ***, p< 0,001.
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Abb.2a.

Ausschnitt einer
unbehandelten
Retina nach ON-
Lasion. Geringes
Auswachsen neuer
Neuriten; geringes
intrinsisches
neuroregeneratives
Potential.

Abb. 2b.
Reprasentativer
Ausschnitt einer
Retina nach ON-
Lasion; Behandlung
mit 100 IE EPO in
Kultur. Deutliche
Zunahme des
Langenwachstums
der Neuriten,
gesteigerte Anzahl,
dicker imponierende
Fortsatze.

Abb. 2c.
Reprasentativer
Ausschnitt einer
Retina nach ON-
Lasion; Behandlung
mit 1000 IE EPO in
Kultur. Verstarktes
Auswachsen,
Steigerung in Lange
und Anzahl.
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Abbildung 2: Die Bilder 2 a-c zeigen reprasentative Ausschnitte retinaler
Kulturstreifen mit konzentrationsabhangigem Neuritenwachstum.
Crush-lasionierter Retina waren am Tag 3 in Kultur 0 IE/ml (a), 100 IE/ml (b)
oder 1000 IE/ml (c) EPO zum Medium zupipettiert worden (SMI-31/Alexa Fluor
488 - Farbung; Objektiv 20x).

Abb. 3a.
Ausschnitt einer
Retina eines
intravitreal PBS-
injizierten Tieres.
Sparliches
Auswachsen; keine
verstarkte
Regeneration.

Abb. 3b.

Ausschnitt einer
Retina eines
intravitreal EPO-
injizierten Tieres.
Deutliche
regenerative Effekte,
verstarktes
Neuritenwachstum.

Abbildung 3: Die Bilder 3a und 3b zeigen die Ergebnisse nach wiederholter,
intravitrealer Injektion von 2 ul Zytokinlésung (= 6,66 IE) (b) bzw der PBS-
Kontroll-Injektion (a) (SMI-31/Alexa Fluor 488 — Farbung; Objektiv 20x).
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3.2 Erythropoietin: Gabe in Kultur ist neuroprotektiv

Die Zahlung markierter retinaler Ganglienzellen nach Lasion des optischen
Nerven durch Crush und anschlielender Behandlung durch EPO ergab, dafl
EPO neben seinem neuroregenerativen Potential auch anti-apoptotische
Eigenschaften besitzt, und eine Rolle bei der Zellrettung RGZ zu spielen
scheint. Dabei wurden nach einem standardisierten Protokoll (Isenmann et al.,
1997; Schmeer et al., 2002) RGZ Uber alle 4 Quadranten in je 3 Exzentrizitaten
quantifiziert, und die mittlere Dichte bestimmt. In allen 3 gemessenen radialen
Abschnitten fanden sich nahezu doppelt so viele Uberlebende retinale
Ganglienzellen (Faktor f=1,69 bei r1/6; f=1,82 bei r3/6; f=1,76 bei r5/6) in den
EPO-behandelten, im Vergleich zu den unbehandelten Gewebestreifen
(Diagramm 3). Die in den ungecrushten Kontrollen ermittelte, physiologische
Zelldichte nach retrograder Dil-Markierung stimmte mit durchschnittlich 2028,75
+ 288,88 RGZ/mm? sehr gut mit bereits bekannten Zahlen Uberein (Isenmann et
al., 1997; Straten et al., 2002; Schmeer et al, 2002).

Unter allen 3 Bedingungen wurde eine Abnahme der Zellzahl von zentral nach
peripher beobachtet, sowohl in Retinae nach Lasion des ON als auch in
Retinae, deren ON keine Schadigung erlitten hatte, was einer physiologischen
Verteilung entspricht. Nicht gewertet wurde die im Gewebe lasionierter Tiere
auftretende Mikroglia, die morphologisch durch ihre Ramifizierung und typische
Form der Somata gut von den Ganglienzellen abzugrenzen war (vgl. Material
und Methoden, 2.1.4.).
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Anzahl RGZ/mm2 Retina

2500
2000
1500 - T
k%%
1000 A i
500 | T **k%*
0 .
Kontrolle crush EPO+crush
R1/6 R3/6 R5/6
Anzahl RGZ + SD Anzahl RGZ + SD Anzahl RGZ + SD
Kontrolle 2028,75 + 288,88 561,62 + 78,89 948,95 + 24,65
crush 1457,49 + 231,07 398,34 + 39,49 723,52 + 101,46
EPO+crush 531,14 + 164,06 183,64 + 19,67 322,46 + 57,68

Diagramm 3: Die Saulen stellen die Anzahl durchschnittlich Uberlebender RGZ

pro mm? Retina dar; (Kontrolle = ohne Lasion, ohne Behandlung; crush = nach

Lasion, ohne Behandlung; EPO+crush = nach Lasion,

EPO-behandelt),

gemessen in 3 radialen Abschnitten von innen (r1/6) nach aussen (r5/6). ***,

p<0,001.
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Abbildung 4: Reprasentative Ausschnitte aus den Ganglienzellschichten Dil-
gefarbter Retinae; keine Lasion , r1/6, r3/6, r5/6 (A-C) ; nach ON-Lasion, r1/6,
r3/6, r5/6 (D-F) ; nach ON-Lasion, EPO-behandelte Retina, r1/6, r3/6, r5/6 (G-I).
(Dil-Labeling, zusatzlich SMI-31/Alexa Fluor 488 Farbung; Objektiv 10x).

3.3 Signaltransduktion Erythropoietin-vermittelter Neuroregeneration

3.3.1 Regulation von Transkriptionsfaktoren und Zielgenen

Zur Bestimmung der durch Erythropoietin aktivierten
Signaltransduktionskaskaden und  Antiapoptose- bzw. Regeneration-
vermittelnden Molekuile wurden Expressionsprofile mittels Western Blots in

EPO-behandelter und unbehandelter lasionierter Retina erstellt.
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3.3.1.1 EPO induziert die Phosphorylierung von STAT3, nicht aber von STAT1
oder STATS

Um zu klaren, welche Rolle die Familie der STATs bzw. im Speziellen die Jak-
2/STAT3-Signalkaskade bei der EPO-vermittelten Regeneration spielt, wurden
Western Blots gegen STAT1, STAT3 und STATS angefertigt.

STAT1 wurde in samtlichen Kontrollretinae detektiert, und zeigte keinerlei
Anderung der Expression nach EPO-Behandlung, weder nach in vitro, noch
nach in vivo Behandlung (Abb.5a, 2. Blot von oben). Fir das phosphorylierte
STAT1 reduzierte sich daruber hinaus die Expression in Zytokin-behandelten
Retinalysaten im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 5a, 1. Blot von oben).
Ahnliches galt fir STAT5: Es wurde keine entscheidende Verénderung der
STATS - Expression in den EPO-behandelten Retinalysaten im Vergleich zu
den Kontrollen detektiert (Abb. 5a, 1. Blot von unten), und Phospho-STATS
konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 5a, 2. Blot von unten). Bei
der Detektion von STAT3 jedoch konnte eine Induktion der Phosphorylierung
selektiv in den EPO-behandelten bzw. in den mit Ad.-Bcl-X_ transduzierten
Retinalysaten nachgewiesen werden (Abb. 5a, 3. Blot von unten), jedoch nicht
in den Kontrollen; inaktiviertes STAT3 zeigte keine veranderte Expression in
behandelten Retinae (Abb. 5a, 3. Blot von oben). Unphosphorylierte STAT-

Proteine dienten dabei als Ladekontrolle.
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Abb. 5a): STAT-Blots. (Laufhéhe fir STAT1/pSTAT1: 84, 91 kDa fir beide
Isomere; STAT3/pSTAT3: 79, 86 kDa flr beide Isomere; STATS/pSTATS: 90
kDa).

3.3.1.2 EPO induziert die Phosphorylierung von p44/42-MAPK
Da auch der Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalkaskade eine wichtige Funktion in der

Vermittlung regenerativer Impulse zugeschrieben wird, wurden des weiteren
Blots flir p44/42-MAP Kinase bzw. deren phosphorylierte Formen durchgeflhrt.
Fur die unphosphorylierte Form der p44/42-MAPK konnte erneut keine
Expressionsanderung in EPO-behandelten Retinae detektiert werden (Abb.5b,
untere Zeile); in den Phospho-p44/42-MAPK- Blots hingegen zeigte sich eine

58



deutliche Hochregulierung von Phospho-p44/42-MAPK, die nur in behandelten
Retinae auftrat (Abb.5b,obere Zeile).

A4 . - <4— phospho

42 — — ‘ — p44/42-MAPK
44— _—

B L 1 R

nt. crush PBS EPO Axo Axo+
Ad. Bcl-X_

Abb. 5b): MAPK-Blots.

3.3.1.3 EPO induziert eine Hochregulierung des anti-apoptotischen Bcl-X_

Um zu bestimmen, welche Rolle das anti-apoptotische Bcl-X_ bei der
Verstarkung des Neuritenauswachsens spielt, wurden ebenfalls Western Blots
gegen Bcl-X. durchgefuhrt. Es zeigte sich eine Hochregulierung von Bcl-X. in
den EPO-behandelten Proben, wohingegen in nicht-zytokinbehandelten
Retinalysaten nach Axotomie die Expression abnahm, was sich mit friheren
immunhistochemischen Untersuchungen deckt (Isenmann et al., 1997), und auf
eine Reduktion des endogenen Bcl-X -Gehalts infolge RGZ-Apoptose

zurlckzufihren ist.

33— —— ----_ — <—BC|-XL

nt. crush PBS EPO AXxo Axo+
Ad. Bcl-X,

Abb. 5c): Bcl-X_-Blot.

Abbildung 5: Ergebnisse der Western Blots zur Proteinbestimmung;

verschiedene Antikérper und Lysate (s. Beschriftung).
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3.3.2 Auswirkung der Inhibition von Transduktionskaskaden

3.3.2.1 Der Jak-2/STAT3 Inhibitor AG 490 blockiert das EPO-vermittelte

Neuritenwachstum

Hier sollte die Rolle des Jak-2/STAT3 Signalweges bei der Induktion der
Erythropoietin-vermittelten Neuroregeneration untersucht werden. Nach Zugabe
von 100 pymol/ml des Jak-2/STAT3 Inhibitors AG 490 (in DMSO) zum Medium
zeigten sich keinerlei toxische Effekte auf die retinalen Gewebestreifen, wohl
aber eine vollstandige Inhibition der EPO-vermittelten Neuritogenese mit
Absinken der Werte fur Lange und Anzahl auf Kontrollniveau. Dabei lagen die
Werte fur die Neuritenlange in den Kontrollen im Mittel bei 323,87 um/100 pym
Basis; in den behandelten Retinae (100 umol/ml AG 490 + 1000 IE EPO 4h
spater) im Mittel bei 393,75 um/100 um Basis. Entsprechend fanden sich flr die
Neuritenzahl Mittelwerte von 0,95/100 ym Basis in den Kontrollen und 0,93 in
den behandelten Retinae. (Diagramm 4a und b). Die Applikation von DMSO

alleine blieb ohne Auswirkung auf die Neuritogenese.

Inhibition durch AG 490 Neuritenlange
(t SD)
5000 dkk
4500 _ Kontrolle | 323,87 + 128
4000
3500 DMSO 357,29 + 125,06
3000
2500 AG490 291,48 + 126,11
fggg EPO 3249,86 + 1175,84
1000 AG490 + | 393,75 + 295,00
500
o Mimm  EE mm t EPO
Kontrolle DMSO AG 490 AG 490 +
100pM 100pM 1000IE EPO

Diagramm 4a): Neuritenlange pro 100 ym retinalem Streifen.
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Neuritenanzahl
Inhibition durch AG 490 (£ SD)
6 . Kontrolle 0,95+ 0,33
5 DMSO 1,29 + 0,31
4 AG490 0,97 + 0,38
3 EPO 3,82 +1,79
f | AG490 +[0,93+0,28
' M om H oW
Kontrolle DMSO AG 490 AG 490 +
100pM 100pM 1000IE EPO

Diagramm 4b): Neuritenanzahl pro 100 um retinalem Streifen.

Diagramm 4: Die Saulen stellen die fur die neu ausgewachsenen Neuriten
gemessenen Werte in Lange (a) und Anzahl (b) unter den verschiedenen
Bedingungen (Kontrolle; AG 490-aquimolare Menge DMSO; AG 490 100
pmol/ml; EPO 1000 IE/ml Medium; AG 490 100 mM + 1000 IE EPO/mI Medium)
dar. ***, p<0,001.

Die zum Vergleich fur diese Versuchsreihe neu kultivierten EPO-behandelten
Retinae (1000 IE EPO/mI Medium) lagen mit Werten von 3249,86 um Lange
/100 ym Basis bzw. 3,82/100 ym Basis (Anzahl) im erwarteten Bereich einer
10fachen Wachstumsverstarkung fur die Lange bzw. nahezu 4-fachen
Stimulation deren Anzahl. Die zum Ausschlul einer DMSO-vermittelten
Regeneration durchgefiihrten Kontrollpraparationen mit aquimolarer DMSO-

Zugabe zeigten keinerlei Effekt.
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3.3.2.2 Der PI3 Kinase Inhibitor LY 294002 blockiert das EPO-vermittelte

Neuritenwachstum

Um zu ermitteln, ob auch der PI3-Kinase/AKT Signalweg eine Funktion in der
Vermittlung Erythropoietin-induzierter Neuroregeneration inne hat, wurde zur
Blockade desselben der pharmakologische Inhibitor LY294002 in zwei
verschiedenen Konzentrationen (25 pmol/ml; 50 pmol/ml) dem Medium
zugegeben und dessen Auswirkung auf das EPO-induzierte Auswachsen der
Neuriten untersucht.

Bei Zugabe von 25 pmol/ml LY294002 (in DMSO) pro ml Medium zeigte sich
ein deutlicher Ruckgang des unstimulierten, basalen Neuritenwachstums
sowohl in Lange als auch in Anzahl im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle
(Lange: von 505,26 uym/100 uym Basis auf 173,48 ym/100 um Basis; Anzahl:
von 1,29/100 ym Basis auf 0,59/100 ym Basis; Diag. 5a+b). Daruber hinaus
fuhrte LY294002 (25 pmol/ml) zu einer partiellen Inhibition der EPO (1000
IE/ml)-stimulierten Neuritogenese (Lange: von 1650,89 um/100 pym Basis auf
1106,80 ym/ 100 ym Basis; Anzahl: von 2,36/100 ym Basis auf 1,85/100 um
Basis; Diag.5a+b).

Inhibition durch LY 294002 (25umol/m1)

Neuritenlange
2500 @ SD)

2000 Kontrolle 505,26 + 249,19
1500 DMSO 386,32 + 298,46
1000 LY294002 | 173,48 + 126,92
500 j EPO 1650,89 x

0. - ﬁ 584,72
Kontrolle ~ DMSO LY294002 LY294002 LY294002 | 1106,80 *

25uM 25uM 1000IE +EPO + EPO 749,09

Diagramm 5a): Neuritenlange pro 100 ym retinalem Streifen.
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Inhibition durch LY 294002 (25umol/m1)

Neuritenanzahl

3,5 Kk (= SD)

3 i
25 Kontrolle 1,29 + 0,53

2 - DMSO 1,1+0,53
“f LY294002 | 0,59 + 0,26
05 | i EPO 2,36 +0,71

0- LY294002 | 1,85+ 0,78

Kontrolle ~ DMSO LY294002 LY294002
25uM 25uM 1000IE +EPO +EPO

Diagramm 5b): Neuritenanzahl pro 100 ym retinalem Streifen.

Diagramm 5: Die Saulen stellen das durchschnittliche Wachstum der Neuriten
in Lange (5a) und Anzahl (5b) pro 100 ym Basis unter den verschiedenen
Behandlungen (Kontrolle; DMSO in aquimolarer Konzentration; LY294002 25
pmol/ml; EPO 1000 IE/ml Medium; LY294002 25 pmol/ml + 1000 IE EPO/mI
Medium) dar. ***, p<0,001.

Da die Teilhemmung des Wachstums, die sowohl bei LY294002-Gabe
gegenuber der unbehandelten Kontrolle, als auch unter LY294002-Gabe mit
anschlieender Zytokinbehandlung gegenitber der reinen Erythropoietin-
Behandlung beobachtet wurde, die Vermutung nahelegte, EPO kdnne Uber PI3-
Kinase vor allem das intrinsische, nicht aber das durch externe Zufuhrung des
Zytokins vermittelte Regenerationspotential inhibieren, wurde eine weitere
Versuchsreihe mit 50 ymol/ml LY294002 (in DMSO) angesetzt. Hiermit sollte
unterschieden werden, ob der submaximalen Inhibition ein
konzentrationsabhangiger Effekt zugrunde liegt.

Die Zugabe von 50 pymol/ml LY294002 (in DMSO) bewirkte eine weitere, wenn
auch geringflgige Inhibition intrinsischen, unstimulierten Wachstums. In der
LY294002 + EPO - Praparation kehrten die gemessenen Werte sowohl in
Lange (448,26 um/100 ym Basis) als auch in Anzahl (1,03/100 ym Basis) auf
das Ausgangsniveau, definiert durch den Mittelwert der Kontrollen (239,29
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pmM/100 um Basis fur die Lange; 0,9/100 ym Basis fur die Anzahl), zurlick, was
einer nahezu vollstandige Hemmung EPO-vermittelter Neuroregeneration
entspricht (Diag.6a+b). Die angepalite Erhohung der eingesetzten DMSO-
Volumina bewirkte weiterhin keine Forderung der Neuritogenese; auch wurden
weder in den DMSO-Praparationen noch in den LY294002-behandelten

Retinae toxische Effekte festgestellt.

Inhibition durch LY 294002 (50um ol/m 1) Neuritenlange
(+ SD)
3000 o Kontrolle | 239.29 + 125.38
2500 T
2000 DMSO 246,81 + 110,41
1500 LY294002 | 88,28 + 50,15
1000 EPO 2069,42 +
500 Il
0 739,68
Kontrolle ~ DMSO LY 294002 EPO LY 294002 LY294002 | 448,26 + 365,40
50pM 50uM 1000IE +EPO + EPO

Diagramm 6a): Neuritenlange pro 100 um retinalem Streifen.

Inhibition durch LY 294002 (50pmol/m1)

Neuritenanzahl
(= SD)

4,5

3,5 1

Kontrolle 0,9+ 0,31
DMSO 0,93 +0,35
1,5 4 LY294002 | 0,44 + 0,17
14
EPO 3,16 £ 1,00
0,5 T H ’
M M n

LY294002 | 1,03 +0,43
Kontrolle DMSO LY294002 LY294002
50pM 50pM 1000IE +EPO + EPO

2,5

Diagramm 6b): Neuritenanzahl pro 100 ym retinalem Streifen.

Diagramm 6: Die Saulen stellen die Neuritenlange (a) und Neuritenanzahl (b)
pro 100 um unter verschiedenen Kulturbedingungen (unbehandelte Kontrolle;
DMSO; LY294002 50 pmol/ml; EPO 1000 IE/ml Medium; LY294002 50 pmol/ml
+ 1000 IE EPO/mI Medium) nach 5 Tagen in Kultur dar. ***, p<0,001.
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3.3.2.3 Der Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk hat keinen Einflud auf EPO-

vermitteltes Neuritenwachstum

Um zu klaren, ob die EPO-vermittelte neuronale Regeneration von EPO-
induzierten anti-apoptotischen Vorgangen zu trennen ist, wurde bei drei
Retinakulturen der Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk (Promega, Mannheim) in
einer Konzentration von 20 umol/ml zum Medium zupippetiert. Die Caspasen-
Inhibition bewirkte keinerlei Wachstumsférderung, weder in Anzahl, noch in

Lange, gegentiber den Kontrollpraparationen (Diag.7a+b).

Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk

400 -

350 _

300 Neuritenlange
250 -

200 - (£ SD)

150 -
100 -
50 -

Kontrolle 2471 + 131,82
zVAD-fmk | 224,61 + 120,2

Kontrolle zVAD-fmk 20uM

Diagramm 7a): Neuritenlange pro 100 ym retinalem Streifen.

Pan-Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk

0,8 - Neuritenanzahl
06 1 (= SD)
0,4 -
Kontrolle 0,6 £ 0,23
0,2 -
zVAD-fmk | 0,61 £ 0,26
0 B

Kontrolle zVAD-fmk 20uM

Diagramm 7b): Neuritenanzahl pro 100 um retinalem Streifen.

Diagramm 7: Die Saulen stellen die mittlere Neuriten-Lange (a) bzw -Anzahl (b)
pro 100 ym nach ZVAD-fmk-Zugabe zum Medium gegen Kontrolle dar. ***
p<0,001.
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3.4 Ad.Bcl-X_ stimuliert neuronales Wachstum in vivo

Um das regenerative Potential von EPO mit der durch Bcl-X -Uberexpression
mittels adenoviraler Vektoren (Ad.Bcl-X.) erzielten Stimulation axonaler
Regeneration zu vergleichen, wurden funf Praparationen aus Virus-
transduzierten Retinae nach ON-Schadigung erneut 5 Tage kultiviert, fixiert und
ausgewertet. Dabei zeigte sich fur die Bcl-X -behandelten Praparate gegenuber
den Kontrollretinae nach ON-Lasion eine Wachstumsverstarkung um das 10-
fache in der Lange (von 233,72 ym/100 ym Basis auf 2535,72 um/100
pmBasis) und um das 3,5-fache in der Anzahl (von 0,96/100 um Basis auf
3,69/100 um Basis; Signifikanz von p < 0,001 fur die Lange und eine Signifikanz
von p < 0,001 fir die Anzahl der neu generierten Neuriten; Diag.8a+b).
Toxische Effekte oder Zeichen einer inflammatorischen Reaktion des retinalen
Gewebes auf das Virus konnten in keinem Fall beobachtet werden. Die neu
ausgewachsenen Axone farbten sich stark an und erschienen ebenfalls
kraftiger und dicker als die wenigen diinnen Neuriten der Kontrollpraparationen.
Auffallig war das arkadenformige Wachstum der Neuriten aus Bcl-X,-
transduzierten Retinae, die haufig einen bogenférmigen Verlauf zurick zum

Ursprungsstreifen annahmen (Abb.6).

Abb.6. Ausschnitt
einer Retina nach
ON-Axotomie und
Ad.Bcl-X, Vektor-
Transduktion;
deutlich verstarktes
Neuritenwachstum in
Lange und Anzahl,
bogenformiges
Auswachsen; dicker
imponierende Axone.

Abbildung 6: Das Bild zeigt eine Bcl-X - behandelte Retina nach 5 Tagen in
Kultur (SMI-31/Alexa Fluor 488 — Farbung; Objektiv 20x).

66



Stimulation neuronalen Wachstums
durch Ad.-Bcl-X_

4500 ek
4000
3500 T '
3000 - Neuritenlange

2500 -

2000 - (i SD)

1500 Kontrolle 233,72 + 147,45
Ad.Bcl-X_ | 2535,72 + 1359,43

1000 -
500

Kontrolle Ad.Bcl-XL

Diagramm 8a): Neuritenlange pro 100 um Basis retinalem Streifen.

Stimulation neuronalen Wachstums
durch Ad.-Bcl-X_

Neuritenanzahl
(£ SD)

Kontrolle 0,96 + 0,29

Ad.Bcl-X_ | 3,69 = 1,01

o =~ N W b~ O
IR

Kontrolle Ad.Bcl-XL

Diagramm 8b): Neuritenanzahl pro 100 ym Basis retinalem Streifen.

Diagramm 8: Die Saulen stellen das mittlere Neuritenwachstum in Lange (a)
und Anzahl (b) nach Axotomie und Ad.Bcl-X -Behandlung gegen Kontrolle dar.
*** p<0,001.

3.5 Ad.Bcl-X, fuhrt zu keiner signifikanten Zellrettung retinaler

Ganglienzellen in vivo

Die Quantifizierung Dil-markierter retinaler Ganglienzellen nach Axotomie (mit
oder ohne weitere Vektorbehandlung) ergab, dald Ad.Bcl-X_ geringflgiger als
EPO zum Uberleben der RGZ beitragt. Die virustransfizierten Retinae zeigten in

diesem Modell und zu diesem Zeitpunkt keinen signifikant hoheren Anteil an
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vitalen Zellen als die kontrollaxotomierten Retinae (Diag.9), wobei
einschrankend zu sagen ist, dass spatere Versuche der Arbeitsgruppe zum
Uberleben von RGZ nach Bcl-X,-Transduktion in einem in vivo Modell (19 Tage
nach Lasion) zu einer signifikanten Zellrettung fuhrten (Kretz et al., 2004b).
Madglicherweise mul} ein transienter Effekt der neuronalen Zellrettung durch Bcl-
X, diskutiert werden, der in diesem speziellen in vitro Modell nicht erfasst
werden konnte. Die Zellquantifizierung erfolgte nach dem zuvor beschriebenen
Protokoll in 3 verschiedenen radialen Abstanden zur Papille (Abb.7). Da das
Gewebe in allen Praparationen ahnlich aussah, konnten toxische Effekte des
Virus als Ursache fir eine mdgliche Aufhebung eines protektiven Einflusses auf

die RGZ weitestgehend ausgeschlossen werden.

Anzahl RGZ/mm?2 Retina

2500 -
2000 -
1500
1000 a
500 - T T
0
Kontrolle Axotomie Axo+Ad.-Bcl-XL
R1/6 R3/6 R5/6
Anzahl RGZ £ SD Anzahl RGZ + SD Anzahl RGZ + SD
Kontrolle 1929,97 + 123,68 998,56 + 84,77 479,36 + 73,0
Axotomie 839,17 £ 48,1 509,1 + 35,13 304,63 + 20,04
Axotomie+Ad.-Bcl-X, 706,18 +£ 52,18 592,23 + 101,32 399,95 + 105,58

Diagramm 9: Die Saulen stellen die Anzahl durchschnittlich tberlebender

retinaler Ganglienzellen pro mm? Retina dar; (Kontrolle = keine ON-Lasion,
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unbehandelt; Axotomie = ON-Lasion, unbehandelt; Axotomie + Ad.Bcl-X, = ON-
Lasion, Ad.Bcl-X_ -behandelt), gemessen in 3 radialen Abschnitten von innen
(r1/6) nach aussen (r5/6). ***, p<0,001.

Abbildung 7: Reprasentative Ausschnitte aus den Ganglienzellschichten Dil-
gefarbter Retinae; nicht operierte Kontrolle, r1/6, r3/6, r5/6 (A-C) ; nach
Axotomie, r1/6, r3/6, r5/6 (D-F) ; nach Axotomie, Ad.Bcl-X, -behandelte Retina,
r1/6, r3/6, r5/6 (G-I).

(Dil-Markierung, zusatzlich SMI-31/Alexa Fluor 488 Farbung; Objektiv 10x)
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass das hamatopoietische Zytokin
EPO konzentrationsabhangig neuronales Wachstum induziert und das
Uberleben retinaler Ganglienzellen nach Schadigung foérdert. Zusétzlich
konnten als Mediatoren dieser Signallbertragungen sowohl das STAT3 als
auch die p44/42MAPK durch Expressionsanalysen und Kulturreihen bestimmt
werden. FiUr das Proto-Onkogen Bcl-X_ konnte ebenfalls eine signifikante
Bedeutung fur Neuroregeneration, jedoch nicht flir Zelliberleben, in diesen

Versuchen festgestellt werden.

4.1 Regenerationsfordernde und anti-apoptotische EPO-Effekte

4.1.1 Regeneratives Potential von Erythropoietin

Bei Zugabe von EPO zu kultiviertem Retinagewebe ins Medium zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Zunahme des neuronalen Auswachsens (Diagramm
1), sowohl in Bezug auf die Gesamtlange der neugebildeten Neuriten, wie auch
auf die Anzahl an Neuriten pro Basisabschnitt, nach 5 Tagen in Kultur. Im
Vergleich zu unbehandelten, lasionierten Kontrollen erreichten die Werte flr
den Langenzuwachs durchschnittlich das 10-fache des Ausgangswertes unter
Stimulation mit 1000lE EPO/ml Medium, sowie das 2,5-fache des
Ausgangswertes bezuglich der Neuritenanzahl. Damit zeigt sich fur EPO ein
signifikantes neuroregeneratives Potential 10 Tage nach Schadigung der
Nervenzellen, wobei eine signifikante Stimulation der Regeneration bereits ab
10 IE/ml beobachtet wurde.

Die an einer limitierten Zahl von Praparationen getestete Konzentration von
10000 IE/ml EPO ergab keinen Anhalt auf eine weitere Wachstumsstimulation,
sodall maglicherweise bei 1000 IE/ml eine Rezeptorsattigung vorliegt; eine

Limitierung durch das zellintrinsische Wachstumsverhalten ist ebenfalls
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maglich. Die in vitro-Applikation von EPO erfolgte zum Tag 13 nach Lasion, d.h.
mit deutlicher Latenz zur RGZ-Deafferenzierung.

Die intravitreale Injektion von 4 x 2 pl Zytokinlosung (1000 IE/300 i),
entsprechend je ~6,6 IE EPO, Uber eine Zeitraum von 10 Tagen erhohte die
neuronale Regeneration in Kultur um das 5-fache in Lange und das Doppelte in
der Anzahl im Vergleich zu den lasionierten, unbehandelten Kontrollen
(Diagramm 2). Zum Ausschluld moglicher endogener regenerativer Prozesse
wurden ebenfalls Kontrollgruppen gebildet, die zeitgleich jeweils 2ul PBS
erhielten. Diese Gruppe wies keine signifikante Regeneration auf. Es ist nicht
auszuschlieen, dall eine hohere Konzentration von EPO das
Regenerationsvermdgen in vivo nach Lasion noch verstarkt hatte. Ebenso hatte
eine hohere Injektionsfrequenz bei einer Plasma-HWZ von ca. 6h
modglicherweise positive Effekte erzielen koénnen. Da die wiederholte
Narkotisierung und Augenpunktion aber eine gravierende Belastung und
Gefahrdung der Tiere (erhohtes Verletzungs- und Infektionsrisiko durch die
Mikropunktionen, erhdhtes Risiko des Versterbens der Tiere bei wiederholter
Narkose) bedeutet hatte, wurde auf eine derartige Versuchsreihe verzichtet. Die
in vivo-Behandlung wurde unmittelbar nach der Lasion begonnen.

Insgesamt zeigte sich, dass eine frihe Behandlung lasionierter Nervenzellen
mit EPO schon in niedriger Dosis zu deutlichen regenerativen Effekten fuhrt,
und dass eine spate Behandlung ebenfalls erfolgreich ist, wobei hier aber ein
héherer Plasmaspiegel erforderlich ist. Damit prasentiert sich EPO als Agens
mit groem therapeutischem Fenster, das eine gute Moglichkeit der
Anwendung insbesondere auch nach Traumen in der klinischen Therapie bieten

konnte.

4.1.2 Anti-apoptotisches Potential von Erythropoietin

Die Auswertung der Dil-gefarbten, Uberlebenden RGZs ergab, dal3 eine
einmalige Zytokinapplikation von 1000 IE/ml Medium in Kultur 10 Tage nach
Lasionierung des ON einen zellrettenden Einflu ausubt. In allen drei

gemessenen radialen Abschnitten eines Retinastreifens fanden sich nahezu
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doppelt so viele tberlebende Ganglienzellen verglichen mit Retinastreifen nach
ON-Lasion ohne EPO Behandlung (Diagramm 3). Damit Uberleben unter
Zytokinbehandlung immerhin die Halfte der RGZ in Tieren mit ON-Lasion,
gemessen an unlasionierten Kontrollen; ohne Zytokinbehandlung uberlebt nur
ein Viertel aller RGZ nach Crush. Andere Arbeitsgruppen hatten bereits fur EPO
deutliche neuroprotektive Effekte in vivo und in vitro gezeigt (Weishaupt et al.,
2004; Grimm et al., 2004). Zelluberleben ist eine Voraussetzung fur eine
axonale Regeneration; allerdings zeigen die Versuche mit dem Caspasen-
Inhibitor zZVAD-fmk, dass die Zellrettung alleine nicht ausreichend ist, um das
Zellwachstum zu induzieren. Um individuelle Schwankungen der RGZ-Anzahl
von Tier zu Tier auszuschliefen, wurde jeweils das andere Auge als
unbehandelte Kontrolle in Kultur genommen und ausgewertet. Die Werte fur
unlasionierte Ganglienzellen (~2028 RGZ/mm?) waren im Einklang mit bereits
ermittelten Werten in vorangegangenen Arbeiten (~2084 RGZ/mm?; Isenmann
et al., 1997; Schmeer et al., 2002). Die Abnahme der Zellzahl von zentral nach
peripher blieb unter allen Bedingungen bestehen, sodal® artifizielle
praparationsbedingte Zellverluste weitgehend ausgeschlossen werden konnten.
Diese Versuchsreihe gestaltete sich als schwierig, da die kollikularen Dil-
Injektionen zu einer Markierung samtlicher Ganglienzellen fuhren mussten und
zur Beurteilung der Regeneration zusatzlich eine immunhistochemische
Farbung flir einen Neurofilament-Marker durchgefihrt werden musste. Auch
erlaubte das schnelle Ausbleichen des Dil keine allzulange Untersuchung am
Fluoreszenzmikroskop und keine Lagerung der Objekttrager Uber einen

Zeitraum von mehr als 3 Tagen.

4.1.3 Regeneratives Potential von Bcl-X,

Nach Transduktion der Retinae mit Ad.Bcl-X. nach Axotomie des ON ergab
sich eine Regenerationssteigerung der Neuriten um das 10-fache in der Lange
sowie um das 3,5-fache in der Anzahl im Vergleich zur unbehandelten,
axotomierten Kontrolle nach 5 Tagen in Kultur (Diagramm 8). Damit erzielt die

Bcl-X -Uberexpression @hnlich hohe Werte fiir die Lédngenregeneration wie die

72



Behandlung mit 1000 IE EPO/mI Medium, ebenfalls ohne Zeichen der Toxizitat;
in Bezug auf die Neuritenanzahl Gbertrifft das Bcl-X. die EPO-Applikation sogar.
Da EPO starker neuroprotektiv als Bcl-X,. wirkt, ist dies ein weiteres Argument
dafiir, dass das Uberleben neuronaler Zellen tiber andere Wege reguliert wird,
als die Neuroregeneration. In Anlehnung an aus dem hamatopoietischen
System bekannte Signalkaskaden-Aktivierungen kommt Bcl-X_ als Zielgen
EPO-vermittelter Regeneration in Frage. Vergleichbare Resultate hier sprechen
dafur, dass EPO uber eine Induktion von Bcl-X, regenerationsfordernd wirksam

ist.

4.1.4 Anti-apoptotisches Potential von Bcl-X,

Die Auswertung der Dil-markierten RGZ nach Axotomie mit und ohne
Vektorbehandlung zeigte fur Bcl-X_ keinen nennenswerten Effekt in Bezug auf
die Zellrettung (Diagramm 9); die Kontroll-Axotomiegruppe unterschied sich
nach 5 Tagen in Kultur in ihrer Zellzahl nicht von der vektorbehandelten
Gruppe. Zytotoxische Effekte durch das Virus als Ursache fur ein Zellabsterben
sind weitestgehend ausgeschlossen, da sich das retinale Gewebe nach
Virustransduktion optisch nicht von dem unbehandelten Gewebe unterschied,
nicht inflammatorisch verandert erschien, und keine verstarkten Zeichen der
Zersetzung oder Gewebsschadigung aufwies. In der Literatur finden sich jedoch
mehrere Arbeiten, die eine neuroprotektive Wirkung von Bcl-X,. dokumentieren
(Cao et al., 2002; Kilic et al., 2002). Mdgliche Erklarungsansatze fur diese
Diskrepanz konnen sein:

1. ein generell kurzer Zeitraum der durch den adenoviralen Vektor
regulierten Genexpression in Zielzellen nach Vektorinjektion;

2. ein Zellrettungseffekt von transienter Natur, der ggf. zu einem friiheren
Zeitpunkt detektierbar gewesen ware;

3. das hier verwendete, spezielle experimentelle Modell, welches durch
die anschliefende Explantation der Retinae und der Kultur der RGZ Uber 5

Tage einen zusatzlichen Strel} fur die bereits axotomierten RGZ zur Folge hat.
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4.1.5 Vergleich der regenerativen Effekte von Erythropoietin und Bcl-X_

Zunachst ist festzustellen, dall sowohl das Zytokin EPO wie auch das
adenoviral exprimierte, transgene Bcl-X_ eine signifikante Stimulation der
Neuroregeneration bewirken. Bei beiden Paradigmen konnte durchschnittlich
eine 10-fache Steigerung des Summenlangenwachstums neu generierter
Nervenfasern erzielt werden.

Obgleich diese Experimente keine Aussage Uber Ergebnisse auf langere Sicht
erlauben, da die Untersuchungen einen begrenzeten Zeitraum von 10-14 Tagen
nach Lasion umfassen, gibt es Anzeichen fur eine gute Langzeitprognose der
EPO-Behandlung, die im Hinblick auf das funktionelle Ergebnis optimistisch
stimmen. Langzeitversuche werden im Weiteren nétig sein, um endgultige
Aussagen Uber eine anhaltende Zellrettung und Neuroregeneration zu treffen.
Methodische Unterschiede zwischen Zytokin-Behandlung und Virus-
Transduktion lagen insbesondere in der Applikationsform und in dem zeitlichen
Applikations- bzw. Expressions-Schema. Die Zytokinapplikation erfolgte direkt
und dann wiederholt zu den Tagen 3, 6 und 9 nach Lasion intravitreal bzw. 13
Tage nach Lasion zum Kulturmedium, wohingegen der Vektor unmittelbar nach
der Lasion des ON direkt auf den Nervenstumpf gegeben wurde. Allerdings ist
daraus nicht unbedingt zu schlieen, dal der Vektor eine sofortige Applikation
nach Lasion erfordern wurde; frGhere Versuche der Arbeitsgruppe haben bei
Transduktion des Vektors zum Medium zum Tag 13 nach L&sion ebenfalls
signifikante Wachstumserfolge festgestellt, die z.T. diejenigen direkt nach
Axotomie uberschritten. Allerdings waren hierzu hohere Vektorkonzentrationen
erforderlich, (Endkonzentration im Kulturmedium 4,0 x 10° pfu/ml), weshalb der
Applikationsform nach Axotomie den Vorzug gegeben wurde.

Trotz guter Resultate stellt die Vektor-basierte Strategie weiterhin eine
weitgehend experimentelle Methode dar, deren klinische Erprobung aufgrund
von moglichen Nebenwirkungen wie lokaler Entzindungsreaktion, einer
unklaren Dauer und Stabilitat der Genexpression weiterhin zuridckhaltend
behandelt wird. Im Gegensatz dazu gewinnt das klinisch vielfaltig erprobte,
systemisch applizierbare EPO an Attraktivitat. Nach mehr als 15 Jahren

Erfahrung mit dem Zytokin ist es weitaus naher an der Mdglichkeit eines
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Einsatzes auch bei neurologischen Erkrankungen und Traumata, insbesondere
seit der Entdeckung, daly systemisch appliziertes EPO die Blut-Hirn-, Blut-
Retina- und Blut-Ruckenmark-Schranke passieren kann (Brines et al., 2000);
eine erste klinische Studie mit EPO in der Therapie des Schlaganfalles wurde
bereits durchgeflhrt (Ehrenreich et al., 2002) und zeigt erste Erfolge in Bezug
auf Lasionsgrofle und funktionelle Einbuflen. Das Spektrum der
Nebenwirkungen ist bekannt und somit einschatzbar, insbesondere seit neue,
synthetische EPO-Derivate wie carbamyliertes EPO auf den Markt gekommen
sind, die rein zytoprotektive Wirkkomponenten aufweisen, ohne jedoch einen
Einflull auf die Erythropoiese zu haben, und damit keine Steigerung des
Hamatokrits mit konsekutivem Hypertonus oder potentieller
Thrombemboliegefahr mit sich bringen (Leist et al., 2004). Zudem sind EPO-
Applikationen gut steuerbar und gut vertraglich. Nicht zuletzt kann

rekombinantes EPO kostengtinstiger hergestellt werden als virale Vektoren.

4.2 Signalvermittlung neuroprotektiver und regenerationsférdernder EPO-
Effekte

4.2.1 Regulation EPO-vermittelter Neuroregeneration; Inhibitorversuche

Zur Bestimmung der Signalkaskaden, Uber die EPO-induzierte
Neuroregeneration vermittelt wird, wurden in Kultur Versuche mit diversen
Inhibitoren durchgefuhrt. Fur Erythropoietin-abhangige Vorlauferzellen konnte
eine Induktion von Bcl-X. durch STAT5 gezeigt werden (Silva et al., 1999);
andere Versuche wiederum deuten auf eine Funktion des PI3K/Akt-
Signalweges fir EPO-vermittelte Zellrettung hin (Ruscher et al.,, 2002;
Weishaupt et al., 2004). Aus diesem Grund wurden Praparationen kurz vor
EPO-Applikation mit jeweils einem Jak-2/STAT3-Inhibitor (AG 490) oder dem
PI3K-Inhibitor LY 294002, der sich gegenuber dem PI3K-Inhibitor Wortmannin
durch eine hdhere Permeabilitat und Spezifitat auszeichnet, versetzt. Zum
Ausschlul® einer verstarkten Regenerationskapazitat ausschlief3lich durch

Apoptosehemmung wurden Praparationen mit dem Pan-Caspase-Inhibitor
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zVAD-fmk behandelt. Da die Inhibitoren in DMSO aufgelést waren, wurde
jeweils eine Kontrollpraparation mit einer aquimolaren DMSO-Menge
durchgefuhrt, um einen mdoglichen Einflul dieser Tragerlosung auf die
Regenerationsfahigkeit der kultivierten Gewebe auszuschliel3en (Shimizu et al.,
1997). Es konnte jedoch kein Effekt auf die Regeneration festgestellt werden.
Es zeigte sich, dal’ die pharmakologische Inhibition von Jak-2/STAT3 durch AG
490 die EPO-vermittelte Regeneration von Neuriten komplett blockiert
(Diagramm 4); bei der Inhibition des PI3K/Akt-Signalweges durch LY 294002
wurde erst eine Teilhemmung der unstimulierten, basalen sowie der EPO-
vermittelten Regeneration erreicht (Diagramm 5); in hdheren Konzentrationen
(50umol/ml) stellte sich jedoch eine komplette Inhibition dieser Regeneration.
Erklarbar ware diese Teilhemmung der EPO-vermittelten Regeneration, wenn
man sie als LY 294002-induzierte Inhibition des intrinsischen, anti-
apoptotischen PI3K-Signalweges ansieht. In anderen Arbeiten war nach Lasion
von RGZ eine deutliche Abnahme in der Anzahl Uberlebender Zellen nach LY
294002-Gabe gezeigt worden, die darauf zurlckgefuhrt wurde, dal® der
pharmakologische PI3K-Inhibitor intrinsische neuroprotektive Mechanismen
unterbindet  (Nakazawa et al, 2003). Bei Steigerung der
Inhibitorenkonzentration wurde letztlich ebenfalls ein Abfall der Regeneration
auf das Ausgangsniveau erreicht (Diagramm 6). Damit erscheinen beide
Signalwege, namlich sowohl PI3K/Akt wie auch Jak-2/STAT3, zur Vermittlung
neuroregenerativer Signale durch EPO beizutragen. Eine Verschaltung beider
Signalkaskaden ist ebenfalls nicht auszuschlieRen. In T-Zellen konnte gezeigt
werden, dal} Inhibition von PI3K durch LY 294002 einerseits die Aktivierung von
MAPK blockiert, und andererseits auch die Phosphorylierung und somit
Aktivierung von STAT3 (aber nicht STAT5) verringert, was den Schlul} zulafit,
dal} diese Signalkaskaden nahe miteinander verknupft sind (Fung et al., 2003).
Der Zusammenhang zwischen Regenerationsfahigkeit und Uberleben ist jedoch
nicht vollstandig geklart. Versuche mit dem Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk
zeigten zwar, dall das Regenerationspotential durch die Hemmung der
Apoptosekaskade nicht beeinflult wird, dh. keine verstarkte Regeneration

auftritt, wenn Caspasen gehemmt werden. Dennoch schliet dies nicht
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zwingend aus, dall Neuroregeneration und Neuroprotektion wenigstens zum
Teil Uber gleiche Signalkaskaden vermittelt werden kénnen, was insofern
naheliegt, als das Zelliberleben Grundvoraussetzung fur eine weitere
Axonrestitution ist. So ist z.B. Caspase 9 ein Ziel von PI3K/Akt (Wang et al.,
2003), und durch Aktivierung dieses Signalweges werden Caspase-Kaskaden
zum Teil gehemmt. So war auch unter EPO-Behandlung nicht nur eine
Regeneration der Neuriten (durch die Inhibitorenversuche zumindest zum Teil
sicher dem PI3K/Akt-Signalweg zuzuordnen) festzustellen, sondern ebenfalls
ein in den Dil-Farbungsversuchen gezeigtes anti-apoptotisches Potential des
Zytokins. Man kann also vermuten, dal} Gber den PI3K/Akt-Signalweg sowohl
die regenerativen als auch die anti-apoptotischen Signale vermittelt werden.
Dies lasst aber eine Vermittlung Uber verschiedene weitere Mediatoren und
eine Verknupfung zu anderen Signalkaskaden vermuten, insbesondere auch,

da die EPO-induzierte Regeneration nur inkomplett gehemmt wurde.

4.2.2 Regulation EPO-vermittelter Neuroregeneration; Western Blots

Entsprechend den Versuchen in Kultur ergaben auch die Expressionsanalysen
im  Western Blot einen Zusammenhang zwischen EPO-vermittelter
Regeneration und dem Jak-2/STAT3-Signalweg. Die genauere Unterscheidung
durch die drei verschiedenen STAT-Antikérper konnte zeigen, dal® nicht STAT1
oder STATS, wohl aber STAT3 nach EPO-Applikation induziert wird (Abbildung
5a). Das phosphorylierte, also aktive STAT3 zeigte sich ausschlie3lich in den
protektiv behandelten Retinae, d.h. sowohl nach EPO- wie auch nach Bcl-X-
Applikation, hochreguliert. Nachdem nun diskutiert worden ist, dal® EPO sowohl
neuroprotektiv als auch neuroregenerativ wirksam ist, Bcl-X, jedoch weitgehend
vor allem regenerative Effekte in lasionierten Retinae in vitro aufgewiesen hat,
und beide STAT3 zu regulieren scheinen, kann man nun vermuten, dal} Uber
den Jak-2/STAT3-Signalweg vornehmlich die den beiden Mediatoren eigenen
regenerativen Effekte laufen.

Auch in den Western Blots gegen MAPK und Phospho-MAPK zeigten sich
Anderungen in der Regulierung nach protektiver Behandlung lasionierter Zellen.

Eine Hochregulierung der Phospho-MAPK konnte nachgewiesen werden in
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Lysaten aus EPO-behandelten Retinae und in Ad. Bcl-X -transduzierten
Retinae. Somit scheint auch der MAPK-Signalweg durch Einsetzen protektiver
Substanzen aktiviert zu werden. Am peripheren Nerven wurde in anderen
Untersuchungen ebenfalls eine Hochregulierung sowohl von STAT3 wie auch
von MAPK nach Lasion als intrinsischer Mechanismus festgestellt, womit
tatsachlich eine Bedeutung beider Signalkaskaden bestatigt zu sein scheint
(Sheu et al.,, 2000). Interessanterweise war in diesem Fall die
Phosphorylierungszeit und Expressionsdauer beider Regulatoren
unterschiedlich. Somit ist zu Uberlegen, ob nicht nur ein einzelner Weg
letztendlich regenerativ oder protektiv auf geschadigtes Nervengewebe wirkt,
sondern vielmehr mehrere Signalkaskaden mit unterschiedlicher Kinetik
ineinandergreifen und dadurch Uber ein breiteres Feld schutzend in das
Zellgeschehen eingreifen kdénnen. Dies zu klaren bedarf es weiterer
Untersuchungen, die insbesondere zu verschiedenen Zeitpunkten die
Hochregulierung einzelner Regulatormolekile und deren Interaktionen

untersuchen.

4.3 Rolle von Bcl-X, fur die Erythropoietin-vermittelte Neuroregeneration

Um zu bestimmen, welche Rolle Bcl-X. im Zusammenhang mit EPO bei der
Regeneration der Neuriten spielt, wurden Western Blots gegen Bcl-X. an
Proben aus EPO-behandelten Retinae durchgefuhrt (Abbildung 5c). Diese
zeigten eine leichte Herunterregulierung von Bcl-X_ in lasionierten Retinae,
ubereinstimmend mit frGheren Beobachtungen (Isenmann et al., 1997), und
eine Hochregulierung des Proteins in EPO-behandelten Retinae. Dies bestatigt,
dall die EPO-Behandlung mindestens Uber einen, wenn nicht GUber mehrere
Signalwege Bcl-X_ hochreguliert, wobei STAT3 eine wichtige Rolle zu spielen
scheint. Diese mogliche Verschaltung von STAT3 und Bcl-X| korreliert auch mit
friheren Ergebnissen an anderen Zellarten, die zeigten, dald STAT3 an den
Promoter des bcl-x.-Genes binden kann; so konnte in Myelomzellen nach

Inhibition von STAT3 eine Hemmung der Bcl-X — Expression nachgewiesen
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werden (Catlett-Falcone et al., 1999); in Gliomzellen wurde durch Inhibition von
STAT3 das Zelliberleben drastisch gesenkt, was mit einer Herunterregulierung
von Bcl-X_ korrelierte (Konnikova et al., 2003). Auch in Iasionierten
Motoneuronen wird eine Bcl-X. Hochregulierung Uber STAT3 induziert
(Schweizer et al.,, 2002). Zusammen mit den Versuchen, die eine STATS3-
Akivierung Uber EPO nachgewiesen haben (Kirito et al., 2002), ergibt sich ein
Bild, das Bcl-X. als potentielles Ziel von EPO aufweist, zumindest, was die
regenerative Wirkung angeht.

Auch wenn Bcl-X_ in Kultur nur gering neuroprotektiv wirkt, so zeigen doch
unsere in vivo Daten, dafd Bcl-X_ im Axotomiemodell ebenfalls zellrettend auf
RGZ wirkt (Kretz et al., 2004b).

Ein Erklarungsansatz ware, den Faktor Zeit genauer zu untersuchen. Durch den
Caspasen-Inhibitionsversuch (Diagramm 7) liegt nahe, dal} Bcl-X -vermittelte
Regeneration und Protektion Uber zwei voneinander unabhangige, eventuell
zeitlich unterschiedlich induzierbare Wege ablaufen. Moglicherweise konnte die
Apoptose-Inhibition in unserem Modell nicht erkannt werden, weil die zeitliche
Latenz von ca.10 Tagen in vivo und weiteren 5 Tagen in Kultur in den Rahmen
des regenerativen Potentials fur Bcl-X_ fiel, diejenige flr protektive Effekte
jedoch eventuell schon Uberschritten war. Die meisten bekannten Versuche, die
zum Vergleich vorliegen, untersuchen uber einen kurzeren Zeitraum und selten
an in vivo Modellen. Um dies zu klaren, mif3ten Versuche zu verschiedenen
Zeitpunkten durchgefiihrt werden, ohne primare Berlcksichtigung der
regenerativen Effekte; schlieBlich erwies sich im reinen in vivo-Modell auch bei
uns Bcl-X als neuroprotektiv.

In diversen Versuchen mit transgenen Tieren konnte ebenfalls die Bedeutung
der Bcl-Familie fiir neuronales Uberleben gezeigt werden; wahrend die meisten
transgenen Tiere Bcl-2 in ihrer normalen Entwicklung nicht zwingend bendtigen,
unterliegen Bcl-X -defiziente Tiere massiven Apoptosevorgangen in unreifen
Neuronen (Motoyama et al., 1995). Im Gegensatz dazu scheinen transgene
Tiere, die Bcl-2 Uberexprimieren, in hohem Male vor induziertem Zelltod
geschutzt zu sein, auch bei adulten Saugern (Cenni et al., 1996). Es ist daher

davon auszugehen, dass auch hier ein komplexes Netzwerk besteht, und ein
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Zelluberleben nur durch das Zusammenspiel mehrerer Faktoren zustande

kommit.

4.4 Rolle von STAT3 fur die Erythropoietin-vermittelte Neuroregeneration

Frihere Untersuchungen zu STAT-Aktivierung durch EPO haben
unterschiedliche Ergebnisse gezeigt. Mehrere Arbeiten fanden eine STAT5-
Aktivierung durch EPO (Silva et al., 1999), andere hingegen konnten eine
STAT3-Aktivierung uber den EPO-R nachweisen (Kirito et al., 2002). Die
Grunde fur diese Unterschiede sind nicht klar; die meisten Versuche wurden an
hamatopoietischen Zelllinien durchgeflihrt. Unsere Versuche legen nahe, dal}
im Falle der RGZ die EPO-induzierte Hochregulierung des regenerativen und
per se auch protektiven Bcl-X, Uber STAT3, weniger Uber STATS, mediiert wird.
Interessant ist in dieser Hinsicht, da® Neurotrophine wie das CNTF ebenfalls
uber STAT3 wirken (Peterson et al., 2000). In jedem Fall wurde gezeigt, dafl
eine Bindung von EPO an den klassischen EPO-R nicht unbedingt eine
Voraussetzung ist, weder fur die EPO-vermittelten hamatopoietischen, noch fur
die zytoprotektiven Effekte (Leist et al., 2004). Insbesondere ist anzumerken,
dall CNTF das STAT3 in der Retina nur in den Ganglienzellen, nicht aber in
den Photorezeptoren stimuliert, was als Hinweis fur die Selektivitat dieser
Signalvermittlung gewertet werden kann (Peterson et al., 2000). Weiterhin ist
davon auszugehen, dass die Regulation protektiver Prozesse komplex ist und
ein Netz interagierender Faktoren und Signaltransduktionskaskaden umfasst.
SchlieRlich erscheint es wahrscheinlich, dass ein definierter Faktor in
verschiedenen Geweben und Zelltypen unterschiedliche Signalwege aktivieren
kann.

Eine weitere Moglichkeit ware, dald EPO nicht ausschlie3lich direkt auf Jak-
2/STAT3 wirkt, sondern Uber einen unbekannten Mechanismus mit einer
Induktion von Neurotrophinen, wie dem CNTF, verknupft ist. Ein Versuch von
Kirsch et al. (2003) wies in Motoneuronen das Vorkommen von CNTF als

Vorraussetzung fur eine STAT3 Hochregulierung nach. Auch in der Arbeit von
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Goldman und Nedergaard (2002) wird die Moglichkeit einer EPO-induzierten
Stimulierung kapillarer Endothelzellen zur Produktion protektiver Neurotrophine,
in diesem Falle BDNF, diskutiert. Diese Befunde bedurfen ebenso weiterer
Untersuchungen.

Ein potentielles Risiko im Falle eines langerfristigen Einsatzes von EPO als
therapeutisches Agens bei neuronalen Schaden birgt das STAT3 durch seine
Funktion im Zellzyklus. Als Mediator der Zellproliferation wird STAT3
physiologischerweise  nur  vorubergehend phosphoryliert. In  vielen
Tumorzellinien findet sich jedoch ein konstant phosphoryliertes STAT3, d.h. ein
dauerhaft aktiviertes, proliferativ wirkendes Protein, von dem anzunehmen ist,
dall es fur die Vermehrung von Tumorzellen, und somit fur Tumorwachstum
und Invasivitat, von Bedeutung ist (Bromberg et al., 1999). Bei Leukamie oder
dem hepatozellularen Karzinom konnte daueraktiviertes STAT3 nachgewiesen
werden. Wenn nun STAT3 nach EPO-Applikation hochreguliert wird, muf} die
Frage gestellt werden, welche Konsequenzen das fur dessen Rolle als
potentielles Onkogen mit sich bringt, und ob eine Therapie mit dem Zytokin
madglicherweise tumorinduzierend wirken kann, insbesondere, da Bcl-X_ als
Onkogen identifiziert wurde. Um dies auszuschliel3en, waren Langzeitversuche
im Tiermodell notig — sollte sich diese Moglichkeit bewahrheiten, ware ein
Versuch einer anschlieenden Therapie mit STAT-Inhibitoren, wie den PIAS,
ein moglicher nachster experimenteller Schritt. Allerdings ist das Risiko einer
Tumorentstehung durch temporare STAT3-Uberaktivierung nach EPO-Therapie
zum Zwecke einer Limitierung von Neurodegeneration als gering
einzuschatzen. Eine Zytokintherapie z.B. nach Schlaganfall verlauft zeitlich
befristet (in der vorliegenden Studie von Ehrenreich et al. [2002] drei Tage);
eine Hyperkoagulation des Blutes durch EPO sowie die Entwicklung eines
Hypertonus sind als Nebenwirkungen allenfalls bei Langzeit-/Dauertherapie zu
furchten, und traten in klinischen Studien bei EPO-therapierten
Schlaganfallpatienten ebenfalls nicht auf (Ehrenreich et al., 2002). Selbst eine
Dauertherapie mit EPO, wie bei Patienten mit chronischer renaler Anamie, ist
generell gut vertraglich. Nur bei sehr hohen Dosen waren relevante

Nebenwirkungen einer EPO-Gabe zu befurchten. In Tiermodellen wurden
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Hamatokritsteigerungen um bis auf das 1,7-fache dokumentiert (Leist et al.,
2004).

4.5 Grenzen, Alternativen, Ausblick

Es konnte deutlich gezeigt werden, dal} adulte ZNS-Neurone nach einer Lasion,
die einem axonalen Trauma entspricht, die Fahigkeit zur Regeneration
besitzen. Eine sehr geringe intrinsische Regenerationskapazitat kann durch
Zugabe von protektiven Agenzien erheblich gesteigert werden. Dabei konnten
sowohl fur das hamatopoietische Zytokin EPO wie auch fur das Vektor-
vermittelte Proto-Onkogen Bcl-X,. eine bis zu 10-fache Stimulation Uber das
Grundniveau erzielt werden. Diese Ergebnisse lassen die Frage nach einem
moglichen klinischen Einsatz zu. Was sind die einschrankenden Faktoren, wo
liegen die Moglichkeiten?

Die Forschung an viralen Vektoren macht weiterhin Fortschritte; mit der
Generierung neuer Virusgenerationen, wie adenoviralen ,gutless“-Vektoren
(Hardy et al., 1997), er6ffnen sich neue Moglichkeiten, und im Tiermodell hat
ein Gentransfer an einem Parkinson-Modell gute Ergebnisse erzielt (Eberhardt
et al., 2000). Auch bei den viralen Vektoren sind schon die ersten klinischen
Anwendungen erfolgt (Lu, 2004). Zwar bestehen bei den Vektoren noch immer
gewisse Probeme und Risiken:

1. eine gezielte Injektion eines Vektors ist nicht immer maoglich;

2. es kann zu einer unspezifischen Transduktion auch in gesunden
Zellpopulationen kommen;

3. die Vektortherapie kann durch das Transgen oder durch das Vektor-
GerlUst zu inflammatorischen Reaktionen im umliegenden Gewebe
fuhren;

4. die Blut-Hirn-Schranke kann flir Partikel mit Virusgrole eine
unuberwindbare Barriere darstellen.

Allerdings ist durch die Replikationsdefizienz des viralen Vektors die Gefahr

einer unkontrollierten Ausbreitung unterbunden.
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Im Gegensatz dazu kann EPO quasi bedarfsadaptiert lokal oder systemisch
angewandt und dosiert werden und ist klinisch bereits erprobt; doch auch hier
gilt: trotz seiner hohen Effizienz und Vertraglichkeit im klinischen Gebrauch und
der aufkommenden Bedeutung auch fur die ZNS-Forschung gibt es zum
jetzigen Zeitpunkt noch kaum Erfahrungswerte, was die Therapie explizit
neurologischer Erkrankungen mit diesem Zytokin angeht. Allerdings lauft seit
kurzem eine erste Phase |Ill- Studie zum Einsatz von EPO bei
Schlaganfallpatienten, und die Voruntersuchung lasst hoffen, dal das Zytokin in
der Therapie nicht nur von Hirninfarkten, sondern auch von weiteren
neurologischen Erkrankungen wie Multipler Sklerose oder
Ruckenmarksverletzung, wirksam ist. Allein bei der Erforschung des Einsatzes
von EPO im ZNS konnten an Gehirn, Rickenmark und Retina positive
Ergebnisse in Modellen von Ischamie, Kompression, stumpfen Traumen oder
entzindlichen Erkrankungen gezeigt werden (Brines et al., 2000; Junk et al.,
2002). Auch uber das ZNS hinaus kommt EPO in verschiedenen Geweben
inzwischen therapeutisch zum Einsatz (Cai et al., 2003; Buemi et al., 2002).

Fir die Kombination verschiedener Strategien sprechen madgliche
synergistische Effekte bei glnstigerem Nebenwirkungsprofil (Straten et al.,
2002; Digicaylioglu et al., 2004). Zu bedenken sind jedoch die prinzipiellen
Risiken des Gentransfers (s.0.) sowie moglicherweise kummulierte Risiken bei
Eingriffen in den gleichen Signalweg (STAT3 bei EPO und Bcl-X.). Auch eine
Kombination regenerationsfordernder Substanzen mit den gut erforschten
Myelin-/bzw. Gliainhibitoren (s.0) konnte in Zukunft neue therapeutische
Maglichkeiten eroffnen.

Obwohl eine zurlckhaltende Interpretation sicherlich erforderlich ist, kann man
hoffen, dald weitere Arbeiten zum besseren Verstandnis der molekularen
Vorgange degenerierender und regenerierender Neurone beitragt. Dieses
Verstandnis konnte es in  Zukunft ermdglichen, Patienten  mit
neurodegenerativen oder neurotraumatischen Erkrankungen eine
neuroprotektive und moglicherweise regenerations-fordernde Therapie ohne
unkontrollierbare Nebenwirkungen anzubieten. SchlieRlich nahern wir uns damit

der Frage an, ob das Anfang des letzten Jahrhunderts von Ramon y Cajal
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gepragte Postulat, da} adulte Neurone nach Schadigung unwiderruflich der
Degeneration anheim fallen (Ramon y Cajal, 1928), nicht zumindest
eingeschrankt revisionsbedurftig ist. Es ist erwiesen, dass adulte ZNS-Neurone
unter geeigneten Bedingungen regenerieren konnen. Dies auch Kklinisch zu
erreichen, bedarf noch umfangreicher weiterer Forschung. Doch sollte
angesichts der erfolgversprechenden Ergebnisse dies nicht schrecken, sondern

ermutigen, weitere Schritte zu gehen.
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Zusammenfassung

Einleitung: Axonale Regeneration nach Trauma gilt im adulten ZNS bis heute
als schwer erreichbares Ziel. Um das anti-apoptotische und neuroregenerative
Potential des hamatopoietischen Zytokines EPO auf ZNS-Neurone nach
Schadigung zu untersuchen, wurden in einem etablierten Zellkulturmodell in
vivo und in vitro RGZ nach Lasion des ON mit EPO in unterschiedlichen
Konzentrationen behandelt, die Ergebnisse mit denen fur das anti-apoptotische
vektor-vermittelt applizierte Bcl-X_ verglichen, und die Mediatoren der
Signaltransduktion untersucht.

Material und Methoden: Zur Schadigung des ON wurde wahlweise axotomiert

oder eine crush-Lasion gesetzt. RGZ wurden fur in vitro-Versuche nach Retina-
Explantation kultiviert und in steigenden Konzentrationen mit Zytokin behandelt,
fur in vivo-Versuche durch intravitreale EPO-Injektion behandelt und
anschlielend in Kultur genommen. Vektor-Behandlung erfolgte in vivo am ON-
Stumpf nach Axotomie. Die Auswertung erfolgte durch Ausmessen der neu
generierten Neuriten und durch Auszahlung der Uberlebenden RGZ nach
Markierungsfarbung. Mittels Western-Blot-Analysen und Inhibitorversuchen in
Kultur wurden die Mediatoren der Signaltransduktion ermittelt.

Ergebnisse: EPO induziert konzentrationsabhangig neuronales Wachstum nach
axonaler Schadigung, sowohl nach Applikation in vivo als auch in vitro, und
zwar sowohl nach frithem als auch nach verzégertem Therapiebeginn. Dabei
wurde das Wachstum bis auf das 10-fache gegenuber den Kontrollen
hinsichtlich der Gesamtstrecke axonuberbrickender Distanzen gesteigert.
Bezogen auf die Anzahl regenerierender Neuriten konnte eine Stimulation auf
das 2,5-fache respektive 2-fache gegeniber den Kontrollen erzielt werden.
Gleichzeitig konnte EPO die Anzahl Uberlebender RGZ nach Lasion
verdoppeln. Als Mediatoren wurden STAT3 (nicht jedoch STAT1 und STATS)
sowie p44/42 MAPK ausgemacht. Fir Ad.Bcl-X, in vivo zeigte sich ebenfalls ein
deutliches neuroregeneratives Potential mit einer 10-fachen Stimulation der

Neuritenlange und 3,5-fachen Stimulation der Neuritenanzahl gegenuber den
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Kontrollen, jedoch konnte kein signifikanter anti-apoptotischer Effekt auf RGZ
nach ON-Lasion in vitro festgestellt werden.

Diskussion: Es konnte gezeigt werden, daly EPO ein deutliches Potential zur
Stimulation von Regeneration und Protektion adulter, geschadigter RGZ besitzt,
mit Bcl-X. als downstream-Effektor im ZNS, und dal} die Gbermittelten Signale
uber STAT3 vermittelt werden, sowie auch Uber p42/44-MAPK und PI3K,
maoglicherweise auch uber interne Verknupfungen dieser Signalkaskaden.
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Erklarung nach § 6.2. der Promotionsordnung der Medizinischen Fakultit

Mein Beitrag zu den Daten der beiden Publikationen lasst sich wie folgt
zusammenfassen:

Kretz A, Happold C, Marticke J, Isenmann S. Erythropoietin promotes
regeneration of adult CNS neurons via Jak2/Stat3 and PI3K/AKT pathway. Mol.
Cell. Neurosci. 2005; 29(4):569-79.

Fig. 1: Abb. 1: Nach Etablierung des Zellkulturmodells flr adulte Neuronen
durch Fr. Dr. Kretz wurde von mir selbstandig eine Konzentrationsreihe
erstellt, um die Dosis-abhangige Wirkung des Zytokinhormons Erythropoietin
auf die Neuroregeneration zu untersuchen. Erste Versuche wurden
gemeinsam mit Frau Dr. Kretz, Folgeexperimente selbstandig durchgefuhrt.
Die Computer-gestitzte mikroskopische Auswertung der retinalen
Explantatkulturen wurde gemeinsam jeweils in Einzelarbeit erstellt.

Fig. 2: Die Quantifizierung der axonalen, EPO-vermittelten
Neuroregeneration fur die in vitro als auch fur die in vivo Versuche wurde
nach Einweisung durch Fr. Dr. Kretz von mir selbstandig durchgefuhrt und
von Fr. Dr. Kretz in einem verblindeten Verfahren verifiziert. Bei der
Quantifizierung handelt es sich um ein aufwandiges Verfahren, bei dem
retinale Basislange zur Gesamtneuritenlange und deren Anzahl innerhalb
eines definierten, standardisierten Wachstumsfokus in Beziehung gesetzt
werden. Fur die statistische Auswertung wurde ich von Herrn Sikorski,
Psychologiedirektor des Landesinstitut fur Erziehung und Unterricht in
Stuttgart, zur selbststandigen Erstellung angeleitet.

Fig. 3 und Table 1: Zelluldres Uberleben ist eine Grundvoraussetzung fir
regenerative Prozesse. Effekte von EPO auf das Uberleben der |asionierten
Neurone wurde nach retrograder Markierung der retinalen Ganglienzellen
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dil bestimmt. Die retrograde Markierung
erfolgte stereotaktisch am narkotisierten Tier. Diese Technik bedarf zum
Gelingen besonderer Prazision. Die stereotaktischen Dil-Injektionen in die
superioren Colliculi der Ratte wurden von Fr. Dr. Kretz und mir gemeinsam
durchgefuhrt. Die Zellquantifizierung in 3 retinalen Radien nach Explantation
und Kultivierung der Retinae durch mich erfolgte zur Erhdhung der Interrater-
Reliabilitat unabhangig durch Fr. Dr. Kretz und mich. Die Auswertung und
Erstellung der Statistik erfolgte durch mich unter Anleitung durch Herrn
Sikorski.

Fig. 4: Die Induktion von intrinsischem Bcl-X, durch intravitreale EPO-
Injektion nach crush-Lasion des N. opticus wurde mittels Western Blot von
Fr. Kretz nachgewiesen und in weiteren, von mir durchgefiihrten Blots
bestatigt. Der Nachweis der EPO-vermittelten Stimulation der Bcl-X,-
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Expression in retinalen Ganglienzellen mittels Immunfluoreszenz sowie die
zugehorige statistische Auswertung erfolgten durch Fr. Dr. Kretz.

Fig. 5: Zur Evaluation der intrinsischen Signalkaskaden, die die
geschilderten EPO-Funktionen im ZNS vermitteln, wurde die Expression
verschiedener Proteine aus der Stat-Familie untersucht. Fur Stat-3 wurde
eine Induktion der Phosphorylierung unter EPO-Behandlung nachgewiesen,
wahrend sich fur Stat-1 und -5 keine Effekte zeigten. Die Spezifitat der Stat-3
vermittelten Proteinphosphorylierung wurde durch Blockungs-Experimente
mit Thyrphostin (AG490), das spezifisch den Jak2/Stat-3-Pfad inhibiert,
nachgewiesen. Aulderdem wurde das EPO-vermittelte Neuritenwachstum
nach Applikation von AG490 aufgehoben. Die Expressionsanalysen fur die
verschiedenen Stat-Proteine (nur fur Stat-3 in der Publikation gezeigt)
wurden von Frau Dr. Kretz und mir durchgefuhrt. Die
Wachstumsstimulations- und Inhibitionsversuche wurden von mir
durchgefuhrt.

Fig. 6: Der histologische Nachweis dafur, dass sich die Induktion der
Expression von Stat-3 sowie dessen Phosphorylierung unter EPO-
Behandlung primar in retinalen Ganglienzellen abspielt, erfolgte mittels
Immunfluoreszenz durch Frau Dr. Kretz.

Fig. 7: Der Nachweis der Induktion der Akt-Phosphorylierung als Teil der
EPO-vermittelten intrazellularen Signalkaskade, die potentiell Zelluberleben
und axonale Regeneration fordert, erfolgte durch Fr. Dr. Kretz .

Fig. 8: Die Hemmung der EPO-vermittelten Regeneration nach Applikation
des PI3K/Akt-Inhibitors LY294002 und somit die Bedeutung der PI3K/Akt-
Kaskade fur die adulte, postlasionale Neuritogenese wurde von mir im
Zellkulturmodell durch Auswertung von Lange und Anzahl neu generierter
Neuriten nachgewiesen. Untersuchungen zum Einflu einer Caspasen-
Inhibition mittels zZVAD-fmk im Zellkulturmodell wurden ebenfalls von mir
durchgefuhrt. Die Auswertung und Erstellung der Statistik erfolgte durch mich
unter Anleitung durch Herrn Sikorski.

Kretz A, Kugler S, Happold C, Bahr M, Isenmann S.Excess Bcl-X increases the
intrinsic growth potential of adult CNS neurons in vitro. Mol. Cell. Neurosci.
2004; 26(1): 63-74.

Fig. 1: Die Etablierung des Zellkulturmodells sowie die
Vektortransduktionsstudien zum Nachweis der Expression von Bcl-X, sowie
B-Galaktosidase in retinalen Ganglienzellen erfolgten durch Fr. Dr. Kretz.

Fig. 2: Western Blot-Analysen zum Nachweis einer erfolgreichen
Vektortransduktion wurden von Fr. Dr. Kretz durchgefuhrt. Der rekombinante
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virale Vektor Ad.Bcl-X_ wurde von Herrn Dr. S. Kugler (AG Prof. Dr. med. M.
Bahr, Universitatsklinikum Gottingen) hergestellt.

Fig. 3: Immunfarbungen zum Nachweis eines Bcl-X -induzierten
Neuritenwachstums in vivo und in vitro nach Vektortransduktion nativer und
geschadigter Retina wurde initial von Fr. Dr. Kretz durchgefuhrt; in weiteren
Experimenten erfolgten Kulturpraparationen und Farbungen durch mich.
Bildgebungen hierzu wurden von Fr. Dr. Kretz und mir individuell erstellt.

Fig. 4: Die Operationen am optischen Nerv inklusive
Vektortransduktionsstudien wurden primar von Frau Dr. Kretz durchgefuhrt.
Die Herstellung der retinalen Explantatkulturen und die vergleichende,
quantitative Analyse der neu gebildeten Neuriten in untransduzierter sowie
Bcl-X. Uberexprimierender Retina erfolgten primar durch mich.

Fig. 5: Die histologischen und quantitativen Untersuchungen zur Formation
bzw. Degeneration der Nervenfaszikel in unlasionierter, lasionierter, oder
|asionierter und Ad.Bcl-X -transduzierter Retina, sowie die intraretinalen
Analysen zur Expression des Wachstum-assoziierten Proteins GAP-43
wurden von Fr. Dr. Kretz durchgefuhrt.

Fig. 6: Die immunhistochemischen Analysen zur in vivo Stimulation der
axonalen Regeneration am proximalen und distalen Ende des durchtrennten
optischen Nervs in An- und Abwesenheit einer lokalen Uberexpression von
Bcl-X, erfolgten durch Fr. Dr. Kretz.

Fig. 7: Anterograde und immunhistochemische Markierung von Axonen mit
CTX-Konjugaten oder mittels dem Neurofilamentmarker SMI-31 zur
Differenzierung residualer, degenerierender und neu formierter Axone in vivo
wurde von Fr. Dr. Kretz durchgefuhrt.

Fig. 8: Die Quantifizierung uberlebender retinaler Ganglienzellen in 3
Radien an explantierter und kultivierter nativer, geschadigter sowie Bcl-X, -
transduzierter Retina nach retrograder Dil-Farbung (colliculare Injektionen
erforderlich) wurde von mir vorgenommen. Die retrograden stereotaktischen
Farbstoffinjektionen in die Colliculi der Ratte wurden von Fr. Dr. Kretz und
mir gemeinsam durchgefuhrt. Zur Erhéhung der Interrater-Reliabilitat erfolgte
die Auswertung unabhangig jeweils durch Fr. Dr. Kretz und mich selbst. Die
Auswertung und Erstellung der Statistik erfolgte durch mich unter Anleitung
durch Herrn Sikorski.

Fig. 9: Auswertung des Zelliberlebens mittels zytoskeletaler Marker in

nativen, geschadigten sowie Bcl-X_-transduzierten Retinae wurde von Fr. Dr.
Kretz durchgefuhrt.
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