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Referat

Erythropoietin  (EPO),  ein  vor  allem  in  den  peritubulären  Zellen  der  Niere

gebildetes Peptidhormon, nimmt als blutbildungsförderndes Hormon schon seit

vielen  Jahren  einen  festen  Stellenwert  in  der  Therapie  renaler  und

Tumoranämien  ein.  Im  Laufe  der  Zeit  wurden  weitere  Funktionen  EPOs

bekannt.  In  zahlreichen  klinischen  Studien  und  tierexperimentellen  Arbeiten

konnten  unter  anderem  auch  neuroprotektive  Eigenschaften  nachgewiesen

werden, welche nicht nur durch antiapoptotische Wirkung strukturelle Läsionen

in Postischämiegebieten eindämmen, sondern auch langzeitlichen Einfluss auf

Lernen und kognitive Fähigkeiten ausüben.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand der neuralen Modellzelllinie PC-12 der

Einfluss von Erythropoietin auf die neurale Differenzierung und das Wachstum

von  Neuriten  untersucht.  Dazu  wurden  in  Zeitreihenexperimenten  PC-12-

Zellkulturen einem erythropoietinhaltigen Medium exponiert und die Entwicklung

der Zellen im Vergleich zu Negativkontrollen photodokumentiert. Eine vorherige

Induktion neuraler Differenzierung durch NGF wurde dabei nicht durchgeführt.

Parallel  wurde  die  Aktivierung  des  EPO-assoziierten  JAK2/STAT5-

Signaltransduktionweges im Immunoblotverfahren untersucht. 

In  Zellkulturen  unter  EPO-Exposition  konnte  die  Induktion  neuraler

Differenzierung  sowie  das  Wachstum  von  Neuriten  beobachtet  werden.  Im

Immunoblot zeigte sich ein deutlicher Anstieg von phosphoryliertem STAT5 auf

das  bis  zu  4  1/2-fache  des  Ausgangswertes  unmittelbar  nach  Zusatz  des

erythropoietinhaltigen Mediums zu den Zellkulturen.

Zusammenfassend konnte die neurotrophe Wirkung Erythropoietins anhand der

morphologischen  Entwicklung  der  PC-12-Zellen  bestätigt  werden.  Die

Ergebnisse   stützen  die  These,  dass  Erythropoietin  einen  langzeitlichen

positiven Einfluss auf Kognition und Lernvermögen haben kann und somit einen

erfolgversprechenden  Wirkstoff  in  der  Therapie  neurologischer  und

psychiatrischer Erkrankungen darstellen könnte.

Rabe, Michaela: Untersuchungen zur Neuroprotektion von Erythropoietin, 
Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 58 Seiten, 2015
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1 Einleitung

1.1 Erythropoietin

1.1.1 Physiologie des Erythropoietin-Moleküls

Erythropoietin, ein vor allem in den peritubulären Zellen der Niere gebildetes

Peptidhormon, ist  ein essentieller  Einflussfaktor der Blutbildung  [1]–[4].  EPO

bewirkt eine vermehrte Entwicklung von Vorläuferzellen der Hämatopoiese und

deren Differenzierung, vor allem durch seine antiapoptotischen Eigenschaften

(Übersichtsarbeit  [5];  [6], [7]). Die durchschnittliche EPO-Konzentration im Blut

eines  erwachsenen  Menschen  liegt  bei  etwa  20  mU/ml  (entspricht  ca.  100

pg/ml).  Unter  hypoxischen  Bedingungen  steigt  diese  an,  wobei  der  größte

Effekt,  das  heißt  die  höchste  Neubildungsrate  an  Erythrozyten,  bei  einer

Konzentration von 0,5-1 U/ml nachgewiesen werden konnte  [8], [9]. Sinkt die

EPO-Konzentration,  so  kommt  es  zu  einer  verstärkten  Apoptose  der

hämatopoetischen  Progenitorzellen  [10].  Doch  auch  in  nicht  blutbildenden

Geweben  hat  EPO  fördernden  bzw.  protektiven  Einfluss,  z.B.  auf   die

Angiogenese [11]–[13] und auf Herzmuskelzellen [14]–[19]. 

Die Biosynthese von EPO

Die  Produktion  von  EPO  wird  über  den  Sauerstoffpartialdruck  in  Blut  und

Gewebe  gesteuert.  Dem  Transkriptionsfaktor  HIF  kommt  dabei  eine  große

Bedeutung  zu  [20].  Dieser  befindet  sich  im  Cytosol.  Ist  der

Sauerstoffpartialdruck  hoch,  so  bewirkt  die  O2-abhängige   Prolinhydroxylase

eine  Hydroxylierung  von  HIF,  welches  dadurch  für  die  Ubiquitinylierung

zugänglich  und  im  Proteasom  abgebaut  wird.  Ist  dagegen  der

Sauerstoffpartialdruck niedrig, so findet keine Hydroxylierung statt, wodurch HIF

stabil  bleibt  und  nach  Translokation  in  den  Zellkern  die  Expression  O2-

abhängiger Gene,  wie z.B. das EPO-Gen auf Chromosom 7  (Position 7q21-

7q22 [21]),  aktiviert.  HIF existiert in verschiedenen Formen, abhängig von der
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Zusammensetzung  seiner  Untereinheiten,  welche  auch  verschiedene

Funktionen besitzen. Aktuell sind HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α bekannt [22]–[25].

Hierbei  findet  durch  HIF-1α  vorwiegend  die  Aktivierung  des  vaskulären

Wachstumsfaktors  VEGF  und  des  Glucosetransporters  GLUT-1  statt  [26],

während HIF-2α vorwiegend die Expression von EPO induziert [27]–[30]. 

Endogenes EPO wird hauptsächlich in den peritubulären Zellen der Niere [31],

[31],  [32] und  in  den  Kupferzellen  der  Leber  sowie  Hepatozyten  [33]–[35]

gebildet. Weiterhin sind Knochenmark, Milz [36], Reproduktionsorgane [37]–[39]

sowie  Zellen  des  zentralen  Nervensystems  [40]–[42] (Neurone,  Astrozyten,

mikrovaskuläre Endothelzellen) an der Produktion von EPO beteiligt. 

Die Struktur von EPO

EPO ist ein Glykoprotein mit einer Größe von ca. 30,4 kDa [43], bestehend aus

165  Aminosäuren  [44,  S.  354–355], welches  durch  posttranslationale

Modifikation aus dem 193 Aminosäuren fassenden Prä-Pro-Protein entsteht. An

Asn24,  Asn38,  Asn83  sowie  Ser126  ist  EPO  glykosyliert,  wobei  die

Apsaraginreste  N-glykosyliert  sind,  der  Serinrest   O-glykosyliert.  Die

Glykosylierungen  an  den  Asparaginresten  sind  verantwortlich  für  die

Stabilisierung des EPO-Moleküls [45], [46], während für diejenige am Serinrest

bisher noch keine nähere Funktion bekannt ist [47], [48]. Die Glykosylierung von

EPO  spielt  eine  große  Rolle  für  dessen  biologische  Aktivität  [49].  Höher

sialylierte  EPO-Moleküle  haben eine  längere  Serumhalbwertszeit   [50],  [51],

[52] und  höhere  Serumaktivität  als  geringer  sialylierte  Moleküle.  Sie  sind

stabiler  und  resistenter  gegenüber  Denaturierung  durch  pH-  oder

Temperaturveränderungen.  Im Rahmen der  Mikroheterogenität  EPOs  [44,  S.

354], welche sowohl beim nativen als auch beim rekombinanten EPO auftritt,

kommt  es  zu  unterschiedlichen  biologischen  Eigenschaften  und

Migrationsgeschwindigkeiten  in  der  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese,

wodurch sich hier die Banden von humanem EPO bei 34-38 kDa zeigen [54].

Ein  hoher  Glykosylierungsgrad birgt  auch eine geringere  Affinität  zum EPO-

Rezeptor. Dadurch wird das im Blut zirkulierende EPO weniger schnell durch

rezeptortragende Gewebe abgereichert. Dieser Effekt wurde bei der Herstellung
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von rekombinantem humanen EPO (r-HuEPO) genutzt. CHO-(Chinese Hamster

Ovary)-Zellen sind eine der Zelllinien, die durch Transfektion des EPO-Gens

dazu befähigt sind, EPO zu produzieren [45], [47]. Neben Epoetin alfa und beta

wurden  auch  CHO-Zelllinien  entwickelt,  welche  das  hyperglykosylierte

Darbepoetin alfa produzieren, welches eine 3- bis 4-fach höhere Halbwertszeit

besitzt als Epoetin mit einer Halbwertszeit von 6-8 Stunden [49].

    Abb. 1: Struktur und Glykosylierung von EPO, modifiziert nach Brailsford and    
     Danishefsky et al. [53]

1.1.2 Der EPO-Rezeptor

Nicht nur die Produktion von EPO selbst,  sondern auch die Expression des

EPO-Rezeptors  (EpoR)  erstreckt  sich  auf  mehrere  Gewebearten  und

Organsysteme.  So  ist  EpoR  hauptsächlich  auf  hämatopoietischen

Vorläuferzellen,  z.B.  CFU-E-Zellen  [55],  und  renalen  Mesangium-  und

Endothelzellen  zu  finden  [56].  Aber  auch  auf  Endothelzellen  und  glatten
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Muskelzellen in Gefäßwänden [11], [12], [57], auf Inselzellen des Pankreas [58],

auf den Leydig-Zellen des Hodens [59], in Epi- und Pericard [60], Plazenta [61]

sowie  auf  Astrozyten  und  Neuronen  [40],  [41],  [62],  [63] konnte  EpoR

nachgewiesen werden.

EpoR ist eine aus 484 Aminosäuren bestehende Tyrosinkinase aus der Cytokin

Klasse I-Rezeptor-Superfamilie (Übersichtsarbeit [1]; [64]). Er besteht aus einer

transmembranären  Proteindomäne  sowie  einer  variablen  intrazellulären  und

einer  extrazellulären  Domäne,  welche  ein  WSXWS-Motiv  beinhaltet

(Übersichtsarbeit  [1]).  Nach  Ligandenbindung  erfolgt  die  Homodimerisierung

zweier  EpoR-Moleküle,  woraufhin  intrazellulär  auf  beiden  Seiten  eine

Januskinase 2 aktiviert wird, welche zur Phosphorylierung eines Tyrosinrestes

an jeder intrazellulären Domäne des Rezeptorkomplexes führt. Dadurch werden

Bindungsstellen für verschiedene Signalmoleküle exprimiert. In Folge kommt es

zur  Aktivierung  verschiedener  Signaltransduktionswege,  wie  z.B.  PI-3K/Akt,

JAK2/STAT5, der MAP-Kinase-Weg und die Proteinkinase C. Nach ca. 30-60

Minuten  kommt  es  zur  Termination  der  EpoR-Aktivierung  durch

Dephosphorylierung  der  Januskinasen  2  durch  die  hämatopoetische

Zellphosphatase,  woraufhin  EpoR  endozytiert  wird  (Übersichtsarbeit  [65]).

Insgesamt  wird  nur  eine  geringe  Menge  des  Rezeptors  exprimiert.  Der

überwiegende Teil befindet sich intrazellulär [66].

Im hämatopoetischen System sowie auf Skelettmuskelzellen ist der Rezeptor

nach fertiger  Differenzierung auf  der  Zelloberfläche nicht  mehr nachweisbar,

was  die  Bedeutung  EPOs  als  Wachstumsfaktor  in  der  Embryogenese

unterstreicht [67]. Im Gegensatz dazu persistiert die EpoR-Expression auf fertig

differenzierten Herzmuskelzellen sowie Neuronen [68]–[70].
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   Abb. 2: EPO-Rezeptor und EPO-Signaltransduktion, modifiziert nach N. Debeljak et al.   
   [71]

1.1.3 EPO in Therapie und Forschung

Historischer Hintergrund

EPO  ist  ein  einst  aufgrund  seiner  blutbildungsfördernden  Eigenschaften

entdecktes und schon seit vielen Jahren bekanntes Hormon, welches bereits

vor  mehreren Jahrzehnten Einzug in  die  moderne Medizin  gehalten hat.  Im

Jahre 1906 von  P. Carnot und Cl. DeFlandre aufgrund von Tierexperimenten

an Kaninchen als eine humorale, die Erythropoiese steigernde Substanz im Blut

vermutet  [72],  wurde  das  EPO-Molekül  1953  schließlich  von  Allan  Erslev

entdeckt  [73] und  1977  von  Goldwasser  et.al,  nachdem  ihnen  1957  der

indirekte Nachweis der Bildung von EPO in der Niere gelang [74], erstmals aus

Harn isoliert [75]. Mit der Isolierung des humanen EPO-Gens durch  Fue-Kuen

Lin  1983 [76] ebnete  sich  schließlich  der  Weg,  welcher  1985  zur  ersten
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erfolgreiche  Klonierung  und  Expression  eines  rekombinanten  EPO  in

Säugetierzellen  führte  [77].  1989  schließlich  wurde  das  erste  rekombinante

EPO  aus  Ovarialzellen  des  chinesischen  Hamsters  (CHO-Zellen)  namens

Epogen® (Epoietin α) auf den Markt gebracht [76]. 

EPO gilt mittlerweile als relativ sicheres und effektives Therapeutikum im Falle

renaler  Anämien  und  wird  mit  dieser  Indikation  schon  seit  mehreren

Jahrzehnten erfolgreich eingesetzt [78]. 

EPO in der medizinischen Forschung

Innerhalb  der  Patientenpopulation,  welche EPO verabreicht  bekam,  fiel  eine

Verbesserung der kognitiven Eigenschaften auf, die zunächst auf das erhöhte

Sauerstoffangebot durch verbesserte Transportkapazitäten zurückgeführt wurde

(Übersichtsarbeit  [79]).  Spätestens  seit  der  Entwicklung  und  Entdeckung

bezüglich  der  Erythropoiese  unwirksamer  aber  dennoch  bezüglich  Kognition

und neuraler Funktionalität wirksamer Derivate und Varianten des Hormones

(Tabelle  1)  wird  eine  von  der  Erythropoiese  unabhängige  neuroprotektive

Funktion des EPO-Moleküls diskutiert [80]. 

Die  Beeinflussung  neuraler  Funktionen  durch  Applikation  von  EPO  konnte

bisher  in mehreren klinischen Studien gezeigt werden. So untersuchten 2002

Ehrenreich  et  al.den  Effekt  von  intravenös  verabreichtem  EPO  auf  das

Outcome von 53 Stroke-Patienten mit  akutem Verschluss der Arteria cerebri

media,  gemessen  am  30  Tage  postinterventionell  erhobenen  Barthelindex

sowie anhand des Größenausmaßes der in der Magnetresonanztomographie

sichtbaren Infarktläsion. Mit EPO behandelte Patienten zeigten eine schnellere

Regression  neurologischer  Defizite  sowie  eine  geringere  Ausdehnung  des

Infarktareals  in  der  MRT.  Weiterhin  konnte  eine  schnellere  Abnahme  des

Serummarkers für neuralen Zellschaden S100β im Vergleich zur Placebogruppe

festgestellt  werden,  was eine  schnellere  Wiederherstellung der  Funktion der

Blut-Hirn-Schranke im Anschluss an das Infarktgeschehen vermuten lässt. Die

im  Rahmen  dieser  Studie  gezeigte  positive  Wirkung  auf  das  Outcome  von

Infarktpatienten wird hauptsächlich auf den antiapoptotischen Effekt EPOs, vor

allem  im  Bereich  der  Penumbra,  aber  auch  auf  die  neuroprotektiven
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Eigenschaften  in  hypoxisch-toxischem  Milieu  zurückgeführt.  Ein  relevanter

Anstieg von Hämatokrit und Erythrozytenzahl blieb aus [81].

Weiterhin  berichten  Miskowiak  et  al.  (2007)  von  einer  gesteigerten

hippocampalen  Aktivität bei gesunden Probanden während des Abrufens von

Gedächtnisinhalten, sichtbar in der funktionellen Magnetresonanztomographie

nach der intravenösen Applikation von EPO, ebenso ohne Blutbildrelevanz [82].

Im selben Jahr veröffentlichen Ehrenreich et al. eine Studie, im Rahmen derer

eine  langzeitliche  Verbesserung  der  Gehstrecke,  der  Feinmotorik  sowie  der

Kognition von MS-Patienten nach Behandlung mit EPO gezeigt werden konnte

[83].

El-Kordi  et  al.  zeigen  2009  in  einer  Studie  am  Tiermodell,  dass  die

intraperitoneale Injektion von Erythropoietin eine signifikante Verbesserung der

Lernfähigkeit von Mäusen sowie der Stabilität des Erlernten, objektiviert mittels

Five  Choice  Serial  Reaction  Time  Task,  nach  sich  zieht  [84].  Ein  solches

Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass EPO nicht nur in der Lage ist, eine

kurzfristige Wirkung mittels Hemmung der Apoptose geschädigter Zellen bzw.

antientzündlicher  Eigenschaften  zu  erwirken,  sondern  auch  langfristig  eine

Verbesserung neuraler Funktionalität zu erreichen. So konnten Ehrenreich et al

schon 2004 die Fähigkeit Erythropoietins, langfristig den Progress der neuralen

Degeneration bei an Schizophrenie erkrankten Patienten zu verlangsamen, im

Rahmen einer klinischen Studie zeigen  [85].  Es stellt  sich damit   die Frage,

durch  welche  Mechanismen  EPO  dazu  in  der  Lage  ist,  eine  langzeitliche

modulierende Wirkung auf die Funktionsfähigkeit neuraler Zellen auszuüben. 

Tabelle 1: Erythropoietin-Varianten

Derivate / Analogica

Epoetine  alpha,  beta,  delta  und  omega,
Darbepoetin,  CERA  (continuous  erythropoiesis
receptor  activator),  CEPO  (carbamoylated  EPO),
Asialo-EPO

Mimetics Hematide, Epopeptid AB, helix B peptide

HIF-Stabilisierer
Prolylhydroxylase-Inhibitoren,  z.B.  2-Oxoglutarate-
Analogica, FG-2216, TM6008

GATA2-Inhibitoren z.B. K11706

modifiziert nach Sirén et al. 2009 [80]
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1.2 Wachstum und Differenzierung neuraler 
Gewebe

Die Differenzierung neuraler Zellen aus pluripotenten Vorläuferzellen wird durch

zahlreiche Faktoren beeinflusst, deren komplexes Zusammenspiel  noch nicht

endgültig  geklärt  ist.  Die  Entwicklung  von  Neuronen  und  Gliazellen  aus

neuralen  Stammzellen  wird  unter  anderem gesteuert  durch  EGF (epidermal

growth  factor),  FGF-2  (fibroblast  growth  factor  2)  und  TGF-α  (transforming

growth factor- α) [86].

Essentiell für die Funktionalität neuraler Gewebe ist die Bildung von Dendriten,

Axonen  und  Synapsen,  welche  in  ihrer  Gesamtheit  ein  Netzwerk  entstehen

lassen,  das  die  Bildung,  Weiterleitung  und  Integration  von  Signalen  bzw.

Informationen in Form von Aktionspotentialen ermöglicht. Das Auswachsen von

Dendriten und Axonen wird durch eine Vielzahl von Faktoren gesteuert. Eine

wichtige  Gruppe  bilden  dabei  die  Neurotrophine,  welche  den  neuralen

Wachstumsfaktor NGF,  BDNF (brain-derived neurotrophic factor) sowie NT-3

und NT-4 (Neurotrophin-3 und -4) einschließen. 

NGF induziert die Entstehung des Wachstumskegels, aus welchem das Axon

sprosst  [87]. BDNF bindet an Thyrosinkinasen, wobei durch Binden an TrK B

die  Aktivierung  des  Ras/MAPK-,  des  PI3K/Akt-  und  des  IP3/Ca²+-

Signaltransuktionsweges erreicht wird. Infolge kommt es zu einem Anstieg der

Anzahl  proximaler  Dendriten.  Insbesondere Akt  fördert  das Auswachsen von

Neuriten in frühen Stadien der Neuritogenese [88]. Über eine Anreicherung von

nuclearem  FOXQ1  wird  die  Zelle  im  G1-Stadium  gehalten,  was  zu  einer

Hemmung  weiterer  Proliferation  des  Gewebes  und  zur  Förderung  der

Zelldifferenzierung mit entsprechendem Neuritenwachstum führt. BDNF fördert

durch Bindung an T1 das Auswachsen von Dendriten über längere Distanzen. 

Weitere Faktoren, die die Bildung von Dendriten und Axonen beeinflussen, sind

unter anderem die wachstumsfördernden GTPasen Rac und Cdc42 sowie die

wachstumshemmende  GTPase  Rho,  weiterhin  NF-κB,  welches  zu  einer

Verringerung der absoluten Anzahl,  jedoch Verlängerung von Dendriten führt
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und  Bestandteil  der  durch  NGF ausgelösten Signaltransduktionskaskade ist,

sowie  APC  (Anaphase  promoting  complex),  Notch  und  viele  weitere

(Übersichtsarbeit [89]).

Dendriten  fungieren  als  Empfänger  von  Aktionspotentialen  anderer  Neurone

über Synapsen, deren Gegenstück das Endknöpfchen eines Axones darstellt.

Zur  gezielten  Weitergabe  von  Informationen  ist  demnach  ein  gerichtetes

Wachstum  von  Axonen  notwendig.  Die  "Lenkung"  dieses  Wachstums  wird

ebenso  durch  eine  Vielzahl  von  Molekülen  gesteuert.  Zu  diesen  zählen

insbesondere Netrine, Semaphorine, Slits und Ephrine. Durch ein komplexes

Zusammenspiel dieser Faktoren mit ihren entsprechenden Rezeptoren kommt

es über  attraktive und repulsive  Impulse zur  Bildung sogenannter  "repulsive

corridors",  welche  eine  Art  Führungsschiene  für  aussprossende  Axone

darstellen [90].

1.2.1 Regeneration neuraler Gewebe

Eine Gruppe von Erkrankungen, welche eine weitreichende Einschränkung der

Lebensqualität der betroffenen Patienten bewirken kann, ist die der strukturellen

Schädigungen  von  Hirngewebe  im  Rahmen  ischämischer  Insulte  oder

intrazerebraler  Blutungen.  Die  daraus  resultierende  neurologische

Ausfallsymptomatik,  wie  z.B.  sensomotorische  Hemisyndrome,  stellt  eine

Herausforderung sowohl für den Patienten als auch für Therapeuten dar und

die entsprechende Körperfunktion, wie sie vor dem Ereignis bestand, kann nicht

selten  nur  unvollständig  wiederhergestellt  werden,  sodass  eine  beständige

Forschung um cerebrale Läsionen entstanden ist  (Übersichtsarbeit [91]). Eine

Ursache dafür liegt in der nur begrenzten Regenerationsfähigkeit des neuralen

Gewebes  im  zentralen  Nervensystem.  Im  Gegensatz  zum  peripheren

Nervensystem,  dessen Neuronen dazu in  der  Lage sind,  nach einer  Läsion

unter entsprechenden Voraussetzungen Axone erneut aussprossen zu lassen

und  somit  die  Innervierung  des  entsprechenden  Versorgungsgebietes  zu

erneuern und weiterhin sicher zu stellen [92], [93], besteht eine solche Funktion
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im zentralen Nervensystem  nicht. Hier erfolgt trotz Überleben der geschädigten

Nervenzelle  in  den  meisten  Fällen  kein  erneutes  Auswachsen  des  Axones

(Übersichtsarbeit  [94]).  Verschiedene  Untersuchungen  legen  die  Vermutung

nahe, dass die Ursache dafür weniger in den Neuronen selbst als viel mehr in

dem sie umgebenden Milieu zu suchen ist.  Insbesondere Nogo,  ein  Myelin-

assoziierter Faktor, welcher von Oligodendrogliazellen gebildet wird, verhindert

ein  erneutes  Auswachsen  des  Axons  durch  Wechselwirkung  mit  dem

Wachstumskegel  [95],  [96].  Auch  die  umgebenden  Astrozyten  bilden

wachstumshemmende  Substanzen,  wie  z.B.  saures  Gliaprotein  (GFAP)  und

sulfatierte  Proteoglykane  [97].  Entstehende  Gewebereste  werden  nicht

suffizient phagozytiert, sodass letztendlich eine Narbe entsteht  [98]. 

Im Gegensatz dazu besitzt das Axon des peripheren Nervensystems, sofern die

Basallamina  unverletzt  bleibt,  die  Fähigkeit,  erneut  auszusprossen  [99].

Unterstützung erhält es von Makrophagen und Schwannzellen, welche für die

Säuberung  der  Umgebung  von  Zelltrümmern,  aber  auch  für  die  Bildung

neurotropher Substanzen und Adhäsionsmoleküle sorgen  [100]–[104]. 

Dass  die  Hauptursache  für  die  unterschiedliche  Regenerationsfähigkeit  von

Nervenzellen im umgebenden Milieu liegt, zeigen auch David und  Aguayo. Sie

fanden, dass  neurale  Zellen  der  Spinalnerven,  welche  einen  Fortsatz  im

zentralen und einen im peripheren Nervensystem besitzen, nach einer Läsion

nur  den  peripheren  Fortsatz  zu  regenerieren  in  der  Lage  sind.  Weiterhin

konnten sie  zeigen,  dass auch  Neuronen des zentralen  Nervensystems zur

Axonregeneration fähig sind, sofern sie in einem dem peripheren Nervensystem

entsprechenden Milieu kultiviert werden [105]. 

Diese  bei  akuten  Ereignissen  und  der  nachfolgenden  Regeneration  des

Gewebes  sowie  der  daraus  resultierenden  Rehabilitationsfähigkeit  des

Patienten  relevanten  Prozesse  und  Faktoren  spielen  in  der  klinischen

Neurologie  eine genauso große Rolle  wie  die  langzeitliche Wiedererlangung

körperlicher  und  kognitiver  Funktion  sowie  sekundärprophylaktische

Neuroprotektion. Für beide Bereiche scheint das aus der Endokrinologie und

Hämatologie bekannte und bewährte Hormon Erythropoietin eine interessante

Perspektive darzustellen.
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1.2.2 Das parakrine neurale EPO-EpoR-System

Wie bereits beschrieben, sind sowohl EPO als auch EpoR nicht ausschließlich

im  blutbildenden  System  des  Körpers  zu  finden.  EpoR  konnte  ebenso  auf

Neuronen  nachgewiesen  werden  [106],  [107] und  Astrozyten  als  neurale

Gliazellen konnten als ZNS-eigene EPO-Produzenten identifiziert werden [42],

[108],  [109].  Insgesamt  kommt  dem EPO-EpoR-System  wahrscheinlich  eine

größere Bedeutung zu als die bisher beschriebenen protektiven Effekte im Falle

von  Ischämien  oder  Traumata.  Studien  legen  nahe,  dass  EPO-EpoR  eine

essentielle Funktion in der Entwicklung neuraler Gewebe einnimmt. So konnte

gezeigt werden, dass Mauspopulationen ohne funktionstüchtigen EpoR neben

einer letalen Anämie auch eine auffällige Minderentwicklung des embryonalen

ZNS sowie eine reduzierte Anzahl neuraler Progenitorzellen aufweisen  [110],

[111].  Die  neurale  Fehldifferenzierung  ist  dabei  unabhängig  von  der

resultierenden Hypoxie. Individuen mit  funktionstüchtigem EPO-EpoR-System

der Hämatopoese, jedoch Deletion des neuralen EpoR weisen ebenso neurale

Schäden  auf,  sodass  von  einem  direkten  Einfluss  von  EPO  auf  die

Neurogenese  auszugehen  ist  [70].  Damit  einhergehend  exprimieren  neurale

Progenitorzellen  größere  Mengen  EpoR als  differenzierte  Neuronen  [70].  In

adulten  Organismen  kann  EpoR  wiederum  in  höheren  Konzentrationen

nachgewiesen  werden  in  Regionen  des  ZNS,  welche  für  die  Neubildung

neuraler  Zellen  verantwortlich  sind  [42],  [63],  [111],  [112].  Korrelierend  kann

gemäß der  HIF-abhängigen Expression von EPO eine verstärkte Neurogenese

unter Hypoxie beobachtet werden [113], [114].  All diese Ergebnisse lassen eine

umfassendere  Funktion  von  EPO  in  der  Differenzierung  neuraler  Gewebe

vermuten.  Das  therapeutische  Potential  des  Hormones  ist  also  groß.  Eine

Schwierigkeit  stellt  die möglichst zielgerichtete Applikation dar.  Die Blut-Hirn-

Schranke  stellt  für  EPO  eine  nicht  unerhebliche  Barriere  dar,  wobei  zum

Transport  sowohl  aktive,  rezeptorgebundene,  als  auch  extrazelluläre  Wege

genutzt  werden.  Ein  Anstieg  des  cerebralen  EPO-Spiegels  nach  peripherer

Applikation konnte bereits mehrfach gezeigt werden [115]–[118]. Insbesondere

nach Läsionen, wie z.B. Ischämien, ist außerdem die Permeabilität der Blut-
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Hirn-Schranke im betroffenen  Gebiet  insgesamt  erhöht,  wodurch hierbei  mit

einem  stärkeren  Anfluten  EPO's  im  Zielgebiet  zu  rechnen  ist  [119].  Zur

Vermeidung peripherer Effekte, wie z.B. eine erhöhte Thromboseneigung durch

Polycytämie, kommen EPO-Derivate zum Einsatz. Es ist bekannt, dass neben

dem  homodimeren  EpoR  auch  eine  heterodimere  Form  existiert,  welche

ebenso  EPO  bindet  und  als  zweiten  Bestandteil  den  βcR  (Beta  common

Receptor) beinhaltet  [120], [121]. Dieser konnte als hauptsächlicher Vermittler

der nicht-hämatopoetischen und z.T. neuroprotektiven Effekte EPO's identifiziert

werden,  was bekräftigt  wird durch die  Tatsache, dass EPO-Derivate,  welche

nicht  an  den  homodimeren  EpoR  binden,  dennoch  in  der  Lage  sind,  eine

Wirkung im zentralen Nervensystem zu entfalten [14], [122]–[124].   

1.3 PC-12-Zellen

PC-12 sind eine Modell-Zelllinie,  die 1976 von Greene und Tischler aus der

Nebenniere einer bestrahlten Ratte gewonnen wurde [125]. Es handelt sich also

um  Tumorzellen.  Die  Zellen  des  Nebennierenmarkes  stammen  von

Sympathikoblasten  aus  der  embryonalen  Neuralleiste  ab  und  entsprechen

somit postganglionären sympathischen Neuronen ohne Fortsätzen. Sie werden

durch präganglionäre sympathische Neurone innerviert [126, S. 452–453]. PC-

12-Zellen  werden  häufig  genutzt,  um  die  Differenzierung  und  Proliferation

neuraler  Zellen  nachzustellen.  Dazu bedarf  es  der  Adhäsion an eine  Matrix

sowie einer Stimulation durch Nerve growth factor. In Folge kann die Ausbildung

von axon- bzw. neuritenähnlichen Strukturen beobachtet werden  [127],  [128]

sowie  die  interzelluläre  Kontaktaufnahme  über  synapsenähnliche  Strukturen

[129]. 
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2 Zielstellung

EPO,  ein  in  der  Therapie  renaler  und  tumorassoziierter  Anämien  lange

bewährtes Hormon, übt sehr vielfältige Effekte auf verschiedenste Gewebe aus.

In  zahlreichen experimentellen Arbeiten sowie klinischen Studien wurde unter

anderem auch  eine  neuroprotektive  Funktion  des  Glykoproteins  belegt.  Die

neuroprotektiven Eigenschaften EPOs gründen in der Apoptosehemmung, aber

auch  in  einer  antiinflammatorischen  Funktion  [130] und  Förderung  der

Angiogenense  [13],  [57], [131].  Auch in der neuralen Differenzierung scheint

Erythropoietin eine Rolle zu spielen. 

In der vorliegenden Arbeit soll geprüft werden, ob EPO dazu in der Lage ist, in

neuralen Zellen Neuritenwachstum zu induzieren. Dazu wurden PC-12-Zellen

kultiviert.  Nach  Inkubation  der  Zellen  mit  einer  EPO-haltigen  Nährlösung

wurden diese bis zu 96 Stunden lichtmikroskopisch nachbeobachtet und ihre

Entwicklung und Morphologie photodokumentiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Materialien

Für  die  durchgeführten  Laborarbeiten  wurden  u.  a.  Chemikalien  der  Firmen

Merck  (Darmstadt),  Roth  (Karlsruhe),  Serva  (Heidelberg),  Biochrom (Berlin),

Gibco  (Detroit,  UDA)  und  Sigma  (München)  in  höchster  Qualitätsstufe

verwendet.

Materialien für die Zellkultur wurden u. a. von den Firmen Falcon (Heidelberg),

Greiner  (Frickenhausen),  Corning  (New York,  USA)  und  Nunc  (Wiesbaden)

bezogen. Es handelte sich hier um sterile Einmal-Artikel oder um Materialien,

die durch Autoklavieren sterilisiert wurden.

Zelllinien

Zelllinie Herkunft Hersteller

PC-12 Pheochromocytoma-Tumorzellinie 

der Ratte 
Leibniz-Institut DSMZ  

Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH, 

Braunschweig

Neuro-2A Neuroblastomzelllinie der Maus

IMR-32 Humane Neuroblastomzelllinie

SH-SY5Y Humane Neuroblastomzelllinie

EPO

Substanz Herkunft Hersteller

Erythropoietin CHO-Zellkulturüberstand Institut für physiologische

Chemie, Martin-Luther-

Universität Halle-

Wittenberg
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Antikörper

Primäre Antikörper

Antikörper Verdünnung Hersteller

p-stat5a/b rabbit polyclonal IgG 1:500 Santa Cruz

EPO mouse monoclonal IgG 1:200-204800 Santa Cruz

EpoR rabbit polyclonal IgG 1:1000 Santa Cruz

Sekundäre Antikörper

Antikörper Verdünnung Hersteller
Goat-anti-rabbit polyclonal IgG 

(Peroxidase-Konjugat) 

1:10000 Dianova, Hamburg

Rabbit-anti-Mouse polyclonal IgG 

(Peroxidase-Konjugat) 

1:10000 Dianova, Hamburg

Goat-anti-Mouse polyclonal IgG 

(Peroxidase-Konjugat)

1:10000 Dianova, Hamburg

Kits

Kit Hersteller
BCATM Protein Assay Kit PIERCE, Rockford, USA

Roti-Lumin (Chemilumineszenz-Substrat) Roth, Karlsruhe

Marker

Marker Hersteller
Protein Page Ruler™ Prestained Protein

Ladder ( 10-250 kDa)

Fermentas, USA

GeneRuler™1kb Plus DNA Ladder Fermentas, USA
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Medien für die Kultivierung eukaryontischer Zellen

Medium für PC-12-Zellen

– Glutamin   5 ml  (200 mM)

– Pferdeserum 10 %

– Penicillin 10 U/µl

– Streptomycin 10 mg/ml

– mit RPMI 1640 (Invitrogen) ad 500 ml

Adhäsionsmatrix für PC-12-Zellen

– Humanes Kollagen IV (Plazenta, 2mg/ml) 1:100 

– 1xPBS

Medienzusätze

Antibiotika

Antibiotikum Hersteller
Penicillin Invitrogen Carlsbad, USA 

Streptomycin Invitrogen Carlsbad, USA 

Kanamycin Invitrogen Carlsbad, USA 

Ampicillin Invitrogen Carlsbad, USA 

Penicillin/Streptomycin Invitrogen Carlsbad, USA

Serum

HS (Pferdeserum) Viralex, PAA Laboratories

Lösungen und Puffer

Solubilisierungspuffer

TRIS 2,5 M 0,2 ml

NaCl 5 M 1,5 ml

CaCl2 1 M 50 µl
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MgCl2 1 M 50µl

Triton X-100 500 µl

mit Aqua bidest. Ad 50 ml

Vor Gebrauch Zusatz von PIC 1:500

Lösungen für die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Gellösungen

Lösung 1:

1,5 M Tris 36,3 g

0,2 % SDS 4 ml

auffüllen auf 200 ml mit Aqua bidest., pH 8,8

Lösung 2:

0,5 M Tris 12,1 g

0,2 % SDS 4 ml

auffüllen auf 200 ml mit Aqua bidest., pH 6,8

10 %-ige Trenngellösung

Acrylamid 7,5 ml

Lösung 1 5,6 ml

aqua bidest. 9,4 ml

APS (10%) 125 µl

TEMED 12,5 µl

4 %-ige Sammelgellösung

Acrylamid 1,6 ml

Lösung 2 3 ml

aqua bidest. 7,4 ml

APS (10%) 48 µl
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TEMED 12 µl

5x reduzierender Probenpuffer

SDS (w/v) 12,5 %

Tris/HCl, pH 6,8 0,3 M

Glycerin  (v/v) 50 %

DTT 25 %

Bromphenolblau (w/v) 0,015 %

10x Laufpuffer

Tris / HCl, pH 8,8 0,25 M

Glycin 1,92 M

SDS (w/v) 1 %

Gel-Färbelösungen

Coomassie-Blau-Färbelösung: Coomassie-Blau-Entfärbelösung:

– 40 % Methanol (v/v)

– 10 % Essigsäure (v/v)

– 1 % Serva Blue G-250 (W/v)

wie Färbelösung, ohne Serva-Blue G-

250

Lösungen für den Western-Blot

Transfer-Puffer 

Glycin 150 mM

Tris/HCl, p8,3 20 mM

Ethanol (v/v) 10 %

Ponceaurot-Färbelösung

Ponceaurot (w/v) 2%

Trichloressigsäure (v/v) 30%

Sulfosalicylsäure (w/v) 30%
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vor Gebrauch 1:10 in Aqua bidest. verdünnen

Waschpuffer:

TBS-Puffer 

NaCl 730 mM

KCl 27 mM

TRIS 4 M

In Lösung mit Aqua bidest, pH 7,5

TBS-Tween TBS-Puffer + 0,5 % Tween 20 (v/v)

Blockierungslösung

Milchpulver (ROTH) 5% in 1x TBS-Tween

BSA 3% in 1x TBS-Tween

Peroxidase-Reaktion

Luminol-Lösung A

Luminol-Lösung B

Membranen

Membran Hersteller

Nitrocellulose Transfer Membran Whatman®

Whatmanpapier Whatman®

Sonstige verwendete Chemikalien 

Lösung Hersteller

Isopropanol Merck, Darmstadt

EDTA Sigma, München 

PBS PAA, Pasching, Österreich

Saponin Sigma, München

PFA Sigma, München

Kristallviolett Roth, Karlsruhe
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3.1.2 Geräte

Brutschrank (Zellkultur) Heracell, Heraeus 

Digitalkamera Coolpix 4500; Nikon

Digitalkamera Axio cam ICC1, Zeiss 

ELISA-Reader Multiskan Ex, Thermo

Electron Corporation

Feinwaage Satorius

Gelelektrophoresesystem C.B.S. SCIENTIFIC CO.

Heizblock Thermomixer 5436,

Eppendorf Thermomixer, 

UNIVERSAL Labortechnik

Imager Chem Doc XRS System,

Molecular  Imager  Model,  BIO  

RAD

Kühlzentrifuge Biofuge Fresco, Heraues

Magnetrührer FB 1500, Fisher Scientific

Mikroskop Axiovert 100, Zeiss

Telaval 31, Zeiss

Pipetten Transferpette, BRAND

Sterilbank aura 2000 M.A.C, 

BIO AIR instruments

Tischzentrifuge Biofuge Pico, Heraeus

Ultrazentrifuge ZK 300, HERMLE

Vortex MS2 Minishaker, IKA

Waage Denver Instrument

Wasserbad GFL
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3.1.3 Behandlung von Lösungen und Geräten

Alle  verwendeten  Materialien  und  Lösungen  wurden  durch  Autoklavieren

(20 min  bei  120°C)  oder  Erhitzen  bei  180°C sterilisiert  und  gleichzeitig  von

DNAse-Aktivität befreit.  Verwendete Geräte, die nicht hitzestabil waren sowie

Arbeitsflächen  wurden  mit  70%igem Ethanol  gereinigt.  Nicht  autoklavierbare

Lösungen sind mit den entsprechenden Filtern steril filtriert worden.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

Kultivierung von Zellen

PC-12-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in RPMI-Medium unter Zusatz von

10%  Pferdeserum  (HS),  1%  Penizillin/Streptomycin  und  1%  L-Glutamin  im

Brutschrank kultiviert. Die Erneuerung des Mediums erfolgte alle zwei bis drei

Tage.

Auftauen von Zellen

Die in Cryotubes gefrorenen Zellen wurden aus dem Tiefkühlschrank (-80°C)

genommen  und  sofort  im  Wasserbad  bei  37,5°C  aufgetaut.  Anschließend

wurden  die  Zellen  abzentrifugiert  und  in  PBS  gewaschen,  nach  erneuter

Sedimentation  in  2ml  RPMI-Medium  (37,5°C)  resuspendiert,  in

Zellkulturflaschen umgesetzt und in 25-200ml Medium weiter kultiviert.

Einfrieren von Zellen

Die zu lagernden Zellen wurden bei 1000 rpm 3 min pelletiert und das Medium

entfernt.  Anschließend  erfolgte  eine  Waschung  mit  1x  PBS,  wonach  die

Suspension erneut sedimentiert (1000 rpm, 3 min) und der Waschpuffer entfernt

wurde. Das Pellet wurde nun in 1ml Mix aus 90% Pferdeserum und 10% DMSO

resuspendiert und in ein Cryotube überführt. Dieses wurde in einer speziellen

Box,  die  eine  Abkühlung  der  Tubes  um  1°C  pro  Stunde  gewährleistet,  im

Tiefkühlschrank  bei  -80°C  gelagert.  Die  Zellen  wurden  hierbei  nicht  in

Flüssigstickstoff  gelagert.  Zur  langfristigen  Lagerung  wäre  dies  bzw.  die

Lagerung bei -150°C notwendig.

Solubilisierung von Zellen

Adhärente Zellen wurden mit 1,5 ml PBS/EDTA von den Zellkulturplatten gelöst

und pelletiert (3min, 1000 rpm, 4°C). Zellen in Lösung wurden sofort pelletiert,

einmal  in  PBS  gewaschen  und  anschließend  erneut  abzentrifugiert.  Der
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Überstand wurde verworfen. Die Zellpellets wurden in geeigneten Mengen (50-

100µl)  Solubilisierungspuffer  (siehe  3.1.1)  resuspendiert  und  für  1h  bei  4°C

geschwenkt. Das Lysat wurde durch mehrmaliges Pipettieren durchmischt und

anschließend sedimentiert (10min, 13000 rpm, 4°C). Der Überstand wurde in

ein neues Eppendorf-Tube überführt und eingefroren, das Zellpellet verworfen.

Beschichtung von Zellkulturplatten mit Kollagen IV

Humanes Kollagen IV (Plazenta, 2mg/ml)  wurde im Verhältnis 1:100 in PBS

verdünnt und eine ausreichende Menge der Verdünnung auf die Zellkulturplatte

ausgebracht  (500µl  pro Vertiefung bei  12er  Well,  1ml  bei  6er  Well,  3ml  bei

Zellkulturplatten  Ø  11cm).  Die  Platten  wurden  mindestens  30min  bei  37°C

inkubiert,  anschließend zweimal  mit  PBS gewaschen und zur  Ausplattierung

von Zellen verwendet. Erfolgte die Ausplattierung der Zellen erst am Folgetag,

so  wurden  die  Platten  nach  der  Inkubation  inklusive  der  Kollagen  IV-

Verdünnung  bei  4°C  gelagert  und  die  Waschschritte  erst  am  Folgetag

ausgeführt.

Differenzierung von Zellen

Zur  neuralen  Differenzierung  von  PC-12-Zellen  wurden  diese  in  einer

ausreichenden Menge an Medium (500µl pro Vertiefung bei 12er Well, 2ml bei

6er Well,  3ml bei Zellkulturplatten Ø 11cm) auf mit Kollagen IV beschichtete

Zellkulturplatten ausplattiert.  Nach mindestens einer Stunde bzw. über Nacht

waren diese adhärent und begannen bereits  mit  der Differenzierung, welche

durch gezielte  Zugabe von NGF bzw.  EPO beeinflusst  werden sollte.  EPO-

haltiger CHO-Zellkulturüberstand wurde vor  Zusatz zum Nährmedium jeweils

zweifach steril filtriert.

Fixieren und Färben von Zellen

Adhärente Zellen wurden fixiert, indem nach Absaugen des Mediums je nach

Größe  der  Kultur  200µl  bis  1ml  Fixierlösung,  bestehend  aus  4%  PFA und

0,015% Saponin, zugegeben und die Platten anschließend für 45 min bei 37°C

im  Brutschrank  inkubiert  wurden.  Nach  Inkubation  wurde  die  Fixierlösung

entfernt und die Platten einmal mit 1x PBS gewaschen. Anschließend wurden
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die Kulturen mit 200µl bis 1ml unverdünntem Kristallviolett überschichtet und für

weitere 30 min im Brutschrank inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden

die  Platten  ein-  bis  zweimal  mit  Aqua  dest.  gewaschen  und  standen  zur

weiteren Bearbeitung zur Verfügung. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der in einer Zellkulturflasche enthaltenen Zellmenge wurde die

gesamte Zellsuspension der Flasche sedimentiert (3min, 1100 rpm, RT) und in

2ml Medium resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen durch mehrmaliges

Aufziehen durch eine Kanüle vereinzelt und mit Medium auf 10-20ml aufgefüllt.

Von dieser Lösung wurden 10µl in eine Neubauer-Zählkammer überführt und

die  Zellen  unter  dem  Mikroskop  (10fache  Vergrößerung) ausgezählt.  Das

Tausendfache der ausgezählten Zellzahl entspricht der Zellmenge pro 1ml. 

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

Isolierung von Gesamtprotein

Siehe Solubilisierung von Zellen

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die  Proteinkonzentration  von  Proteingemischen  wurde  mit  Hilfe  des  BCATM

Protein Assay Kit von PIERCE ermittelt. Dazu wurde zuerst die  Arbeitslösung

aus entsprechend 50 Teilen Lösung A und einem Teil  Lösung B hergestellt.

Anschließend  wurden  in  eine  96er  Mikrotiterplatte  jeweils  10µl  der

Standardlösungen (Albumin in Aqua dest.) und der Proben aufgetragen, wobei

die  zu  untersuchenden  Proteinlösungen  im  Verhältnis  1:10  mit  Aqua  dest.

verdünnt  wurden.  Zu  diesen  10µl  wurden  jeweils  200µl  der  Arbeitslösung

dazugegeben.  Danach  wurde  die  Platte  abgedeckt  und  bei  37°C  bis  zur

vollständigen Farbentwicklung, mindestens aber 30 min, inkubiert. Aufgrund der

Reduktion  von  Cu2+ zu  Cu1+ durch  das  Protein  (Biuret-Reaktion)  fand  ein
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Farbumschlag von Grün zu Violett statt.  Die unterschiedlichen Extinktionen der

Lösungen in den Wells wurden im ELISA-Reader bei  562nm gemessen und

ausgewertet. 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteingemische  (Solubilisate  der  Zellen  bzw.  EPO-Lösungen)  wurden  im

Verfahren der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dabei betrug

der Acrylamidgehalt des Sammelgels 4%, der des Trenngels 10%. 

Herstellung der Gele

Nach Herrichtung der speziellen Kammer zum Gießen von Polyacrylamidgelen

wurde  das  flüssige  Trenngel  angemischt  und  zwischen  die  Glasplatten

gegossen, anschließend mit insgesamt 1ml Isopropanol überschichtet, um eine

gerade Grenzlinie zu erhalten. Das Trenngel inkubierte jeweils für mindestens

40min bei RT. Nach Abschluss der Polymerisation des Trenngeles wurde das

Isopropanol  mit  Hilfe  eines  Filterpapieres  wieder  entfernt  und  das  bereits

vorbereitete flüssige Sammelgel  auf das Trenngel gegossen. Nach Einstecken

der  Kunststoffkämme  zur  Ausformung  der  Geltaschen  polymerisierte  das

Sammelgel  entweder  bei  RT  für  ca.  1h  oder  über  Nacht  bei  4°C  aus.

Anschließend  wurden  die  Kämme  aus  den  jetzt  gebrauchsfertigen  Gelen

entfernt und diese entweder sofort weiterverwendet oder in luftdichten Folien in

Laufpuffer bei 4°C gelagert.

Vorbereitung der Proteinproben

Nach  Bestimmung  der  Proteinmenge  der  Proben  wurden  jeweils  50µg

Gesamtprotein mit Aqua dest. auf 12 bzw. 16µl Gesamtvolumen aufgefüllt und

mit 1/5 (3 bzw. 4µl) Probenpuffer + DTT versetzt. Zur Denaturierung wurden die

Proben für 5min im Hitzeblock auf 95°C erhitzt. Nach kurzer Zentrifugation und

Durchmischung durch Pipettieren wurden die Proben in die Geltaschen gefüllt.

Gelelektrophorese

Nach Zufügen von 5µl des Molekulargewichtsmarkers (Page Ruler Prestained

Protein Ladder, Fermentas) in die jeweils letzte Tasche des Geles erfolgte die
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Auftrennung bei 20mA pro Gel unter maximaler Spannung für 45min bis 1,5h in

Laufpuffer.  Anschließend  wurden  die  aufgetrennten  Proteine  durch  Western

Blot-Verfahren auf Nitrocellulosemembranen übertragen.

Western Blot

Zur  Übertragung  der  in  der  SDS-PAGE  aufgetrennten  Proteine  auf  eine

Nitrocellulosemembran wurde das Verfahren des Western Blots genutzt. Dabei

wurden  folgende  Bestandteile  im  Blotpufferbad  in  eine  Spannvorrichtung

eingeschichtet:  1  dünnes  Schwämmchen,  luftblasenfrei,  darauf  1  Whatman-

Filterpapier (9cm x 7cm), darauf 1 Nitrocellulosemembran (9cm x 7cm), darauf

luftblasenfrei  das  vom  Sammelgel  vorher  getrennte  Trenngel,  darauf  1

Whatman-Filterpapier (9cm x 7cm). Die Spannvorrichtung wurde daraufhin in

eine Blotkammer eingesetzt, in welche vorher ein Magnetrührer, 1l Blotpuffer

sowie zwei Tiefkühlakkus gegeben wurden. Anschließend erfolgte unter Rühren

der Blot bei 330mA, maximaler Spannung für 1h 11min. Zur Überprüfung der

Übertragung der aufgetrennten Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurde

diese  mit  Ponceau-Gebrauchslösung  gefärbt  und  die  Färbung  durch

Auswaschen mit Aqua dest. sichtbar gemacht. Zur Dokumentation wurde die

gefärbte Membran anschließend eingescannt.

Immunfärbung von Western Blots

Zur  Blockierung  der  freien  Bindungsstellen  auf  der  Nitrocellulosemembran

wurde diese mit 2% BSA in TBS-T bei RT für 1,5 bis 2h bzw. über Nacht bei 4°C

inkubiert, anschließend einmal kurz in TBS-T gewaschen. Daraufhin erfolgte die

Inkubation mit dem primären Antikörper, verdünnt in TBS-T, über Nacht bei 4°C

bzw.  für  1-2h  bei  RT  auf  der  Rüttelplatte.  Anschließend  wurde  die

Nitrocellulosemembran gewaschen (1x kurz in TBS-T, 2-3x 10min in TBS-T, 2-

3x  10min  in  TBS,  jeweils  bei  RT  auf  der  Rüttelplatte)  und  der

Sekundärantikörper, verdünnt in TBS-T, dazu gegeben. Dieser inkubierte für 1-

1,5h bei RT auf der Rüttelplatte. Nach Abschluss der Inkubation erfolgte ein

weiterer Waschschritt (1x kurz in TBS-T, 2-3x 10min in TBS-T, 2-3x 10min in

TBS,  jeweils  bei  RT auf  der  Rüttelplatte).  Die  Nitrocellulosemembran wurde

anschließend in einer Folie mit Substratlösung (1ml pro Membran, bestehend
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aus 500µl RotiLumin 1 und 500µl RotiLumin 2) überschichtet und das Blotbild

im Imager entwickelt.

3.3 Zentrallabor 

Zur  Quantifizierung  des  EPO-Gehaltes  des  für  die  Versuche  zur  Verfügung

stehenden  CHO-Zellkulturüberstandes  wurden  insgesamt  9  Proben  an  das

Zentrallabor  des  Universitätsklinikums  der  Martin-Luther-Universität  Halle-

Wittenberg gesandt. Davon wurden jeweils 2 Proben in der Verdünnung 1:10

und 1:1000 sowie 5 Proben in der Verdünnung 1:100 angefertigt.

Die Bestimmung der der EPO-Konzentration in mU/ml wurde im Zentrallabor

mittels Chemilumineszenzimmunoassay (CLIA) im Analysenautomaten Immulite

one der Firma Siemens durchgeführt (Probengefäße 0,3 ml Fa. Sarstedt). 

Testverfahren (Ausschnitt  aus der Arbeitsanweisung "Erythropoietin"  A3 – M-

SAA Rev. 1 / 14.01.2010 des Zentrallabors des Universitätsklinikums Halle):

"CLIA = ChemiLumineszenzImmunoAssay 

Sequentieller (Zweischritt)- Chemilumineszenz Immunoassay

Der Immulite one verwendet als Festphase eine mit monoklonalem anti- EPO

Antikörpern  beschichtete  Kugel.  Die  Kugel  befindet  sich  in  einem

Reaktionsgefäß, welches zur Immunreaktion, zur Inkubation, zum Waschen und

zur Signalentwicklung dient. Nach der Inkubation mit alkalischen Phosphatase

markiertem  Reagenz  werden  ungebundene  Stoffe  durch  drehen  des

Reaktionsgefäßes  mit  hoher  Drehzahl  von  der  Kugel  getrennt.  Es  folgt  ein

Waschschritt  mit  Wasser.  Die  Kugel  verbleibt  ohne  restliche  ungebundene

Substanzen im Gefäß. Die gebundene Substanz wird über lumineszierendes

Dioxetansubstrat  quantifiziert.  Das bei  der  Reaktion  emittierte  Licht  wird  mit

einem  Photoverstärker  (PMT  =  Photomultiplier  Tube)  gemessen  und  das

Ergebnis berechnet." [132]
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von Erythropoietin

Zur  Durchführung der  geplanten  Versuche stand  ein  Zellkulturüberstand zur

Verfügung.  Dieser  stammte  von  CHO-Zellen,  die  durch  Transfektion  EPO

exprimieren. Um nachzuweisen, dass EPO in der Lösung enthalten und diese

damit  als  Arbeitslösung  für  die  Versuchsreihe  geeignet  ist,  wurde  ein

Immunoblot  angefertigt.  Dazu  wurde  zunächst  eine  Verdünnungsreihe  der

Lösung mit H2O in den Verhältnissen unverdünnt und 1:2 bis 1:256 hergestellt.

Anschließend  wurden  die  einzelnen  Proben  auf  ein  Polyacrylamidgel

aufgetragen  und  mittels   SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE)

aufgetrennt.  Im  Folgenden  wurden  die  aufgetrennten  Banden  des  Gels  im

Western-Blot-Verfahren auf  eine  Nitrocellulosemembran  übertragen  und  mit

einem polyklonalen Anti-EPO-Antikörper immunologisch detektiert.

In  Abbildung 3  kann man die  Anwesenheit  von  EPO im Zellkulturüberstand

erkennen.  Die  Banden  zeigen  einen  typischen  „Schmier“,  was  die

Mikroheterogenität  EPOs  aufgrund  variabler  Glykosylierungszustände

widerspiegelt.  Punktum  maximum  der  Signalstärke  der  Banden  liegt

erwartungsgemäß  bei  ca.  34  kDa.  Die  Konzentration  von  EPO  im

Zellkulturüberstand  wurde  bestimmt  durch  das  Zentrallabor  des

Universitätsklinikums der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg (siehe 3.3).

Hier wurde eine Konzentration von  ca. 700.000 mU/ml ermittelt. 
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Abb. 3: Nachweis von EPO im CHO-Zellkulturüberstand: Verdünnungsreihe: 
1: 1:256; 2: 1:128; 3: 1:64; 4: 1:32; 5: 1:16; 6: 1:8; 7: 1:4; 8: 1:2; 9: unverdünnt; 
Immunoblot, Färbung mittels polyklonalem Anti-EPO-Antikörper



4.2 Nachweis der Expression des EPO-Rezeptors 
auf PC-12-Zellen

Die zentrale Problemstellung der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Frage,

ob EPO einen Einfluss auf die Morphologie und das Wachstum von neuralen

Zellen  hat.  Um  die  Wirkung  von  EPO  im  zentralen  Nervensystem

näherungsweise nachstellen zu können, mussten also Zelllinien Verwendung

finden, die dazu fähig sind, sich unter gegeben Bedingungen zu neuralen Zellen

zu differenzieren, Neuriten auszubilden sowie Kontaktstellen mit  einander zu

knüpfen. Es wurden vier Zelllinien ausgewählt, die diese Eigenschaft besitzen:

die Neuroblastom-Zelllinien Neuro-2A (Maus), IMR-32 (human) und SH-SY5Y

(human) sowie PC-12-Zellen.  Weiterhin  sollte  die  verwendete Zelllinie  EpoR

exprimieren.

Um dies zu prüfen, wurden Solubilisate oben genannter Zelllinien hergestellt

und nach Bestimmung des Gesamtproteingehaltes jeweils 50µg Gesamtprotein

im  Verfahren  der  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE)

aufgetrennt.  Anschließend  erfolgte  die  Übertragung  der  Banden  auf  eine

Nitrocellulosemembran  im  Western-Blot-Verfahren.  Das  Vorhandensein  von

EpoR im Solubilisat wurde durch eine immunologische Färbung mit Hilfe eines

monoklonalen  Anti-EpoR-Antikörpers  auf  dem  fertigen  Blot  nachgewiesen

(Abbildung  4).  Auf  der  Höhe  von  66  kDa  erschienen  Banden,  wobei  sich

herausstellte, dass die Zelllinien Neuro-2A und IMR-32 einen ähnlichen Gehalt

an  EpoR aufweisen.  SH-SY5Y entwickelte  nur  eine  sehr  schwache  Bande,

womit auf eine geringe EpoR-Expression zu schließen ist. Die stärkste Bande

erschien bei PC-12-Zellen.

Aufgrund  der  hohen  Signalstärke  für  EpoR  von  PC-12-Zellen  wurden  alle

weiteren Versuche mit diesen durchgeführt.
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Probe 1 2 3 4

Signalstärke (Density INT/mm²) 242307 262838 131157 343009

relative Signalstärke in % 185 200 100 262

 

4.3 Expression des EPO-Rezeptors unter EPO-
Exposition (Proteinebene)

Die  Stimulation  eines  Rezptors  durch  Ligandenbindung  kann  dessen

Expression modulieren. Dies kann sowohl zur Vermehrung dieser als auch zum

Abbau von Rezeptoren führen. Daher sollte geprüft werden, ob auch in PC-12-

Zellen die Expression von EpoR durch EPO reguliert wird. 

Im  Versuch  wurden  PC-12-Zellen  unterschiedlicher  Kultivierungsformen

untersucht.  Es  wurden  jeweils  zwei  Kulturen  in  Suspension  und  zwei

ausplattierte Kulturen angelegt. Nach Adhäsion der PC-12-Zellen an Kollagen

IV  auf  den  Zellkulturplatten  wurde  jeweils  einer  Suspensions-  und  einer

Plattenkultur  600µl  EPO-haltiger  Zellkulturüberstand  zum  Nährmedium

zugesetzt (Menge an Nährmedium jeweils 3ml, Verhältnis Zellkulturüberstand

zu Nährmedium 1:6).

Nach  48  Stunden  wurden  die  Zellen  der  Suspensionen  sedimentiert  und

solubilisiert  und  die  der  Platten  abgelöst  und  ebenfalls  solubilisiert.  Nach

Bestimmung des Proteingehaltes der Solubilisate zur Gewährleistung gleicher
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Abb. 4: Nachweis von EpoR auf verschiedenen Zelllinien: 1: Neuro-2A, 
2: IMR-32, 3: SH-SY5Y, 4: PC-12
Neuro-2A sowie IMR-32 zeigen eine ähnliche Signalstärke für den EpoR, 
während SH-SY5Y eine eher schwache Bande entwickelt hat. PC-12-Zellen 
zeigen die größte Signalstärke im Immunoblot für EpoR. 
Immunoblot, Färbung mittels: 1. Antikörper: Anti-EpoR rabbit polyclonal IgG, 
Santa Cruz, 2. Antikörper: Goat anti rabbit, Dianova; aufgetragene Menge 
Gesamtprotein jeweils 50 µg



Zellmengen  in  den  verschiedenen  Proben  wurden  diese  im  Verfahren  des

Immunoblots auf das Vorhandensein von EpoR untersucht.

In Abbildung 5 sieht man auf der Höhe von 66 kDa bei allen Proben Banden.

Bezüglich der adhärierten Zellen konnte kein Unterschied zwischen den beiden

Bandenstärken gemessen werden. Bei den Kulturen in Suspension ergab sich

bei der exponierten Kultur eine stärkere Bande mit dreifacher Signalstärke bei

gleicher Probenmenge als ohne Einwirkung von EPO.

Probe 1 2 3 4

Signalstärke (Density 
INT/mm²)

51393 150040 99255 96238

relative Signalstärke in % 100 292 100 97

4.4 pSTAT5 unter EPO-Exposition

STAT5 ist  ein Protein,  das nach Ligandenbindung an EpoR im Rahmen der

nachgeschalteten  Signaltransduktionskaskade  phosphoryliert  wird  (pSTAT5)

und  somit  ein  Maß  für  die  EPO-vermittelte  Signaltransduktion  (siehe  1.1.2,

Übersichtsarbeit [133]). STAT5 stellt hiermit ein geeignetes Molekül dar, um zu

prüfen, ob EPO eine Wirkung auf die Zelle hat. 
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Abb. 5: Expression  von EpoR in Abhängigkeit von der Anwesenheit von 
EPO: 
1: Kultur in Suspension ohne EPO, 2: Kultur in Suspension unter EPO-Exposition, 
3: Kultur ausplattiert ohne EPO, 4: Kultur ausplattiert unter EPO-Exposition. Die 
Zellkulturen in Suspension zeigen unter EPO-Exposition einen deutlichen 
Signalanstieg. Adhärierte Kulturen zeigen keine Veränderung der EpoR-
Expression.
Immunoblot, Färbung mittels: 1. Antikörper: Anti-EpoR rabbit polyclonal IgG, 
Santa Cruz, 2. Antikörper: Goat anti Rabbit, Dianova; aufgetragene Menge 
Gesamtprotein je 50 µg



Das  Vorhandensein  von  phosphoryliertem  STAT5  wurde  mittels

Immunoblotverfahren  untersucht.  Dazu  wurden  zunächst  20  Zellkulturen  der

PC-12-Linie auf Platten vorbereitet. Dem Nährmedium von 10 der 20 Kulturen

wurde EPO-haltiger Zellkulturüberstand im Verhältnis 1:10 zugesetzt. Bei einer

Gesamtmenge von 2 ml Nährmedium entspricht das einer Menge von 200 µl

Zellkulturüberstand pro Zellpopulation, also einer Exposition von 140.000 mU

EPO  pro  Population.  Die  Zellkulturplatten  wurden  anschließend  bei  37°C

inkubiert und nach 30, 60, 120 oder 180 min solubilisiert. Anschließend wurden

jeweils  50  µg  Gesamtprotein  auf  Polyacrylamidgele  aufgetragen  und  im

Verfahren der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt.

Nach Übertragung auf eine Nitrocellulosemembran im Western-Blot-Verfahren

wurden diese mit einem polyklonalen Anti-p-stat-a/b-IgG-Antikörper inkubiert. 

Unter  Einfluss  von  EPO  lässt  sich  ein  fast  sofortiger  Anstieg  von  pSTAT5

feststellen.  Schon  nach  15  min  Expositionszeit  erscheinen  Banden  auf  der

Höhe von  105 kDa bei  den Läufen exponierter  Kulturen.  Das Signal  nimmt

erwartungsgemäß nach kurzer Zeit wieder ab (Abbildung 6).

Probe 1 2 3 4 5 6

Signalstärke 
(Density INT/mm²)

12241 56141 57563 25005 9574 11827

relative Signalstärke 
in %

100 459 470 204 78 97
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Abb. 6: Expression von pSTAT5 unter EPO-Exposition:
Expositionszeit: 1: 0 min, 2: 15 min, 3: 30 min, 4: 60 min, 5: 120 min, 6: 180 min. 
Deutlicher Signalanstieg von pSTAT5 nach 15 min Expositionszeit auf das rund 4 ½ 
-fache, Reduktion auf Ausgangswert nach ca. 120 – 180 min.
Immunoblot, Färbung mittels monoklonalem Anti-pSTAT5-Antikörper, aufgetragene 
Menge Gesamtprotein jeweils 50 µg



4.5 PC-12-Differenzierung unter EPO-Exposition

Um die geplanten Versuche durchführen zu können, ist die Fähigkeit von PC-

12-Zellen, sich zu neuralen Zellen mit Neuriten zu differenzieren, essentiell. Um

dies zu überprüfen, wurden zunächst Kulturen dieser Zelllinie auf Kollagen IV

ausplattiert  und dem regulären  Nährmedium verschiedene Mengen an NGF

zugesetzt  (0  ng/ml,  3  ng/ml,  10  ng/ml,  30  ng/ml).  Anschließend  wurde  die

Differenzierung  der  Zellen  durchlichtmikroskopisch  beobachtet  und

dokumentiert.

Abbildung 7 stellt das Wachstum und die Differenzierung der Zellpopulationen

im Versuch dar. Es ist zu erkennen, dass PC-12-Zellen die Fähigkeit besitzen,

Neuriten zu bilden und sich zu neuralen Zellen zu entwickeln. Man kann auch

erkennen,  dass  diese  Entwicklung  durch  NGF  begünstigt  wird.  Die

Populationen ohne NGF im Nährmedium bilden nur kleine Zellausläufer aus.

Unter  Wirkung  von  NGF  werden  sowohl  mehr  als  auch  längere  Neuriten

gebildet. Nach 72 - 96 Stunden sind bereits kleine Netzwerke erkennbar (siehe

Abb. 7 b/c).  An einigen Stellen kann man Strukturen erkennen, die auf eine

Kontaktaufnahme zwischen einzelnen Zellen schließen lassen können. 

Um zu untersuchen, ob EPO einen Einfluss auf die Differenzierung neuraler

Zellen  hat  oder  ihre  Morphologie  verändert,  wie  z.B.  das  Wachstum  von

Neuriten,  wurden  mehrere  Kulturen  in  ihrem  Wachstum  beobachtet.  Dafür

wurden zunächst Populationen von PC-12-Zellen auf Kollagen IV ausplattiert,

um  eine  Adhäsion  der  Zellen  an  die  Matrix  und  damit  eine  Induktion  der

Differenzierung zu erreichen. Der Hälfte der Kulturen wurde im Verhältnis 1:1

zweifach steril  filtrierter  EPO-haltiger CHO-Zellkulturüberstand zum regulären

Nährmedium zugesetzt.  Die  Kulturen  ohne  Zusatz  von  EPO-haltigem CHO-

Zellkulturüberstand fungierten als Leerprobe. 
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Anschließend wurden die Zellkulturen bei 37°C inkubiert und in regelmäßigen

Abständen von jeweils 12 Stunden mittels Durchlichtmikroskopie beobachtet.

Da  die  Zellen  im  ungefärbten  Zustand  nur  unzulänglich  darstellbar  waren,

entschieden wir uns, die Kulturen zu färben. Dazu wurde die Färbemethode des

Kristallviolett genutzt. In diesem Verfahren wurden die Zellen zunächst fixiert

und anschließend mit der Kristallviolett-Lösung gefärbt. Durch diese Methode

wurde  zusätzlich  eine  dauerhafte  Haltbarkeit  der  Kulturen  erreicht.  Als

Negativkontrolle wurden Kulturen hergestellt,  deren Nährmedium im gleichen

Verhältnis  CHO-Zellkulturüberstand  zugesetzt  wurde,  welcher  kein  EPO

enthielt.  Der  Wachstums-  und  Differenzierungsfortschritt  der  Kulturen  wurde

photographisch dokumentiert.

Auf  den  entstandenen  Aufnahmen  (siehe  Abbildungen  8  und  9)  sind

repräsentative Ausschnitte der Populationen auf den Zellkulturplatten zu sehen. 

Wurden  die  Zellen  in  regulärem  Nährmedium  ohne  besondere  Zusätze

inkubiert, so begannen sie sich nach ca. einer Stunde an die bestehende Matrix

zu  adhärieren  und  erste  kleine  Zellausläufer  zu  bilden.  Nach  etwa  72-96

Stunden  kann  man  kleinere  Neuriten  erkennen  sowie  die  Differenzierung

unterschiedlicher Zelltypen. Insgesamt entwickeln sich nur wenige der Zellen zu

voll differenzierten neuralen Zellen mit Neuriten. Die meisten der PC-12-Zellen

stagnieren  auf  einem  früheren  Entwicklungsstand  oder  werden  im  Verlauf

apoptotisch (siehe Abbildung 8).
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Abb. 7: Differenzierung von PC-12-Zellen nach 96 h: a) ohne NGF, b) / c) unter 
Exposition von 10 ng NGF
Nach 96 h haben die Zellen ohne NGF kleine Zellausläufer ausgebildet, welche durch die 
Adhäsion an die Matrix induziert werden und den Zellen ein fibroblastenähnliches 
Aussehen verleihen. Unter Wirkung von 10 ng NGF bilden die Zellen Neuriten aus und 
scheinen auch interzelluläre Kontaktstellen herzustellen. Vergrößerung 20fach, ungefärbt



Wurden die Zellen dagegen der Wirkung von EPO ausgesetzt, so vollzog sich

die Differenzierung schneller  und auch an einer  größeren Anzahl  an Zellen.

Nach 72 Stunden haben sich in diesen Populationen  sichtbar mehr Neuriten

gebildet,  welche  auch  vermehrt  verzweigt  sind  und  größere  Distanzen

überbrücken,  sodass  sich  zwischen  den  Zellen  Netzwerke  ausbilden  (siehe

Abbildung 9). Solche neuralen Netzwerke konnten in den Kulturen ohne Zusatz

von CHO-Zellkulturüberstand nicht gefunden werden. Auch die Kulturen unter

Exposition  mit  nicht-EPO-haltigem  CHO-Zellkulturüberstand  zeigen  kein

vergleichbares  Differenzierungsverhalten.  Sie  bilden  nach  Adhäsion  an  die

Zellmatrix nur kurze Zellausläufer aus.

Abb. 9:   PC-12-Zellen nach 96 h Inkubationszeit: a) ohne EPO, b/c) unter  Exposition
von EPO-haltigem CHO-Zellkulturüberstand
Unter EPO-Exposition bilden sich deutlich mehr Dendriten aus, welche weite Distanzen
überbrücken  und  Kontakt  zu  benachbarten  Zellen  herstellen.  Weiterhin  kommt  es  zur
Differenzierung verschiedener Zelltypen. Vergrößerung 20fach, Färbung: Kristallviolett
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Abb. 8: Differenzierung von PC-12-Zellen unter Exposition von nicht-EPO-
haltigem CHO-Zellkulturüberstand nach 72 h
Einige der Zellen beginnen nach Adhäsion an die Matrix kleinere Zellausläufer 
auszubilden. Wenige Zellen bilden Kontaktstellen zu Nachbarzellen aus (hier nicht 
dargestellt). Vergrößerung 20fach, ungefärbt



Zur Quantifizierung des Effektes wurde an repräsentativen Bildern die Anzahl

Neuriten  pro  Zelle  gezählt.  Als  Neurit  gewertet  wurden  Zellausläufer  einer

Länge von mindestens dem Zweifachen des Durchmessers des zugehörigen

Zellsomas und typischer Morphologie.  Betrachtet man das Verhältnis Neuriten

pro Zelle in den einzelnen Bildern, so ergibt sich in den Kulturen ohne EPO-

Exposition  im  Mittel  ein  Verhältnis  von  0,033,  in  den  Kulturen  unter  EPO-

Exposition im Mittel 0,095. Die Mittelwerte ergeben damit eine Steigerung der

Anzahl an Neuriten unter EPO-Exposition um etwa den Faktor 3 im Vergleich zu

Kulturen ohne EPO-Exposition. 
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5 Diskussion

Seit  langem  nimmt  EPO  als  blutbildungsförderndes  Hormon  einen  festen

Stellenwert in der Therapie renaler und Tumoranämien ein. Im Laufe der Zeit

wurden weitere Effekte EPOs bekannt, sodass sich eine breite Forschung um

das Glykoprotein entwickelte.  In klinischen Studien sowie tierexperimentellen

Arbeiten konnte ein neuroprotektiver  Effekt  EPOs nachgewiesen werden. So

konnte bei Stroke-Patienten unter EPO-Exposition ein verbessertes Outcome

erzielt werden im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch eine langzeitliche Wirkung

des Hormons auf kognitive Fähigkeiten und Funktionen scheint zu existieren. In

zahlreichen mikrobiologischen Arbeiten  wurden  mit  der  Apoptose  assoziierte

intrazelluläre  Signaltransduktionswege  unter  Einfluss  von  EPO  untersucht,

womit  gezeigt  werden konnte,  dass EPO apoptosehemmende Eigenschaften

besitzt,  welche  im  Allgemeinen  auch  als  Hauptfaktor  der  neuroprotektiven

Wirkung EPOs angesehen wird [134], [135].

In  dieser  Arbeit  wurde  die  neuroprotektive  Wirkung  von  EPO  an  Hand  der

Modellzelllinie  PC-12 untersucht, wobei die Beeinflussung der Differenzierung

neuraler Zellen sowie deren Morphologie im Zentrum der Betrachtungen liegen.

Die Ergebnisse zeigen, dass EPO einen Einfluss auf die Differenzierung von

PC-12-Zellen  hat  und  das  Wachstum  von  Neuriten  induziert  bzw.  fördert.

Desweiteren  konnte  gezeigt  werden,  dass  EPO  den  JAK/STAT-

Signaltransduktionsweg aktiviert und die Menge an phosphoryliertem STAT5 in

den Zellen erhöht.

5.1 Die Expression des EPO-Rezeptors auf PC-12- 
Zellen

Die  Existenz  von  EpoR  auf  PC-12-Zellen  konnte  bereits  mehrfach  gezeigt

werden  [106],  [136],  was  im  Rahmen  der  in  dieser  Arbeit  durchgeführten

Versuche bestätigt werden kann. Die Expression von EpoR auf der Oberfläche

von PC-12-Zellen und den drei Neuroblastomzelllinien Neuro-2A, IMR-32 sowie
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SH-SY5Y wurde mittels  Immunoblot  aus den Solubilisaten der  Populationen

untersucht. Bei allen vier Zelllinien erschienen Banden auf der entsprechenden

Höhe von  66  kDa.   Anhand  der  unterschiedlichen Signalstärken  konnte  auf

unterschiedliche  Mengen  des  Rezeptorbesatzes  geschlossen  werden,  wobei

SH-SY5Y  am  wenigsten,  PC-12  am  meisten  sowie  IMR-32  und  Neuro-2A

intermediäre  Mengen  an  EpoR exprimieren.  Die  Existenz  von  EpoR konnte

bereits mehrfach auf SH-SY5Y [136]–[138] sowie auch humanen und murinen

Neuroblastomzelllinien [139]–[141] nachgewiesen werden.

Nach  EPO-Exposition  zeigten  PC-12-Zellen  unterschiedliche  Reaktionen

bezüglich der Menge an exprimiertem EpoR. Waren die Kulturen in Suspension,

so erschien nach EPO-Exposition eine stärkere Bande im Immunblot als ohne

EPO-Exposition. Bei adhärierten Kulturen ergaben sich keine Unterschiede vor

und  nach Exposition  mit  EPO.  Eine  Steigerung  der  EpoR-Expression  durch

EPO-Exposition im Sinne einer auto- bzw. parakrinen Wirkung konnten auch

Chin et al. in in-vitro-Kulturen neuraler Zellen nachweisen  [142]. Auch andere

Studien  belegen  eine  EPO-abhängige  Expressionssteigerug  von  EpoR  [67],

[143], [144]. Ein Zusammenhang mit der beginnenden Differenzierung, welche

durch Adhäsion der Zellen an eine Matrix induziert wird, ist zu diskutieren. Chen

et  al.  konnten  einen  geringeren  Besatz  differenzierter  Zellen  mit  EpoR

nachweisen  im  Vergleich  zu  neuralen  Progenitorzellen  [70].  Ebenso  in

Skelettmuskelzellen wird EpoR im Zuge der Differenzierung herunter reguliert,

nicht jedoch in Herzmuskelzellen [68], [145]. 

5.2  pSTAT5 unter EPO-Exposition

STAT5 ist ein Bestandteil des JAK2/STAT5-Signaltransduktionsweges, der nach

Binden von EPO an EpoR aktiviert wird [146]–[150]. Im Rahmen dessen kommt

es  zur  Phosphorylierung  von  STAT5.  Um  zu  untersuchen,  inwieweit  das

verwendete EPO Einfluss auf diese Kaskade in PC-12-Zellen hat, wurden die

Solubilisate  der  Populationen  nach  den  entsprechenden  Expositionszeiten

(siehe  3.5)  im  Immunoblot-Verfahren  auf  das  Vorhandensein  von

38



phosphoryliertem STAT5 geprüft. Anhand des Blots kann man erkennen, dass

die  Menge  an  phosphoryliertem  STAT5  kurz  nach  Zusetzen  von  EPO  zum

Nährmedium der Zellen auf das bis zu Viereinhalbfache des Ausgangswertes

ansteigt.  Nach  etwa  zwei  Stunden  Expositionszeit  wird  der  Ausgangswert

wieder erreicht. 

Anhand  dieser  Daten  kann  geschlussfolgert  werden,  dass  in  den  PC-12-

Zellkulturen der JAK2/STAT5-Siagnaltransduktionsweg durch den Zusatz von

EPO zum Nährmedium aktiviert wird.

In  bisherigen  Studien  konnte  bereits  gezeigt  werden,  sowohl  an  neuralen

Stammzellen als auch an PC-12-Zellen, dass STAT5 sowohl auf die neurale

Differenzierung als auch auf das Neuritenwachstum einen fördernden Effekt hat

[151].  Dieser  wird  wahrscheinlich  durch  SOCS6  bewirkt,  welches  nach

Aktivierung durch  pSTAT5 zur Ausbildung einer vermehrten Anzahl Neuriten

pro  Zelle  mit  größerer  Länge  sowie  einer  höheren  Anzahl  an

Neuritenverzweigungen führt  [152], wobei der Effekt am stärksten bei noch in

Differenzierung  befindlichen  Zellen  ausgeprägt  ist.  In  Zellen,  welche  den

Differenzierungsvorgang abgeschlossen haben,  ist  weniger  aktivierter  STAT5

nachweisbar.

5.3  Differenzierung unter EPO-Exposition

Die  zentrale  Frage  dieser  Arbeit  beschäftigt  sich  mit  Veränderungen  in  der

Morphologie von PC-12-Zellen nach Exposition mit EPO. PC-12-Zellen werden

schon viele Jahre als neurale Modellzelllinie genutzt und können sich abhängig

vom umgebenden Milieu sowohl neural als auch chromaffin differenzieren [127],

[128], [153], [154]. Das Auswachsen von Neuriten kann in PC-12-Zellen sowohl

durch NGF [155], als auch durch andere Moleküle, wie z.B. BDNF [156], FGF

[157], HB-EGF  [158] oder auch Auraptene  [159] oder das Flavonoid Luteolin

[160] induziert  werden.  Im  Rahmen  der  durchgeführten  Versuche  konnte

gezeigt  werden,  dass  die  verwendeten  PC-12-Zellen  bei  Anwesenheit  von

neuralem Wachstumsfaktor NGF im Nährmedium dazu in der Lage sind, sich
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neural zu differenzieren sowie Neuriten auszubilden (siehe Abb. 9). 

Für die Darstellung der Differenzierung von PC-12-Zellen unter Exposition von

EPO wurde den Kulturen kein NGF zugesetzt. 

Anhand der Photodokumentation (siehe Abb. 8) kann man erkennen, dass sich

die  Zellpopulationen  unter  EPO-Exposition  anders  differenzieren  als  die

Kontrollpopulationen ohne Zusatz von EPO-haltigem CHO-Zellkulturüberstand

bzw.  mit  Zusatz  von  nicht-EPO-haltigem  CHO-Zellkulturüberstand  zum

Nährmedium.  Die  PC-12-Zellen  unter  Einfluss  von  EPO  bilden  mehr  und

längere  Neuriten  aus.  Als  Neurit  gewertet  wurden  Zellausläufer  typischer

Morphologie, welche eine Länge von mindestens dem doppelten Durchmesser

des  zugehörigen  Zellsomas  aufweisen.  Anhand  der  Auszählung  kann  eine

Steigerung  der  Neuritenzahl  um  etwa  den  Faktor  3  im  Vergleich  zur

Kontrollgruppe  festgestellt  werden.  Weiterhin  kommt  es  zur  Differenzierung

axonähnlicher Zellausläufer, welche Kontaktstellen zu benachbarten Zellen und

deren Ausläufern zu bilden scheinen, auch über weite Distanzen hinweg. In den

Kontrollpopulationen kann man nur vereinzelt die Entstehung derartiger kleiner

Netzwerke  beobachten,  welche   nur  wenige,  meist  direkt  benachbarte

Einzelzellen einschließen.

Anhand der vorliegenden Daten kann also ein fördernder Effekt von EPO auf

die  neurale Differenzierung von PC-12-Zellen  gezeigt  werden.  EPO führt  zu

einer Steigerung der Aussprossung von Neuriten. 

Diese Ergebnisse kongruieren mit den Aussagen anderer Studien. So konnte

bereits  eine  gesteigerte  neurale  Differenzierung  neuraler  Stammzellen  unter

hypoxischen  Bedingungen  in  vitro gezeigt  werden  [112],  [113].  Auch  in

Postischämiegebieten konnte eine vermehrte Neurogenese beobachtet werden,

sowohl  im Tiermodell  [161]–[171] als auch am Menschen  [172]–[174].  Durch

Stabilisierung des Transkriptionsfaktors  HIF-1α kommt  es  unter  hypoxischen

Bedingungen zu einer vermehrten Expression von EPO und dessen Rezeptor,

auch in neuralem Gewebe ([42], Übersichtsarbeit [175]), wobei Warnecke et al.

sowie  Chavez  et  al.  in  ihren  Untersuchungen  eine  größere  Bedeutung  des

Faktors  HIF-2α darlegen  [27],  [30].  Dies  legt  eine  Verbindung zwischen der

gesteigerten  EPO-Expression  und  der  gesteigerten  Neurogenese  nahe.  In
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mehreren  Studien  konnte  eine  direkte  Induktion  bzw.  Förderung  neuraler

Differenzierung durch EPO und dessen Derivate gezeigt werden ([114], [176],

[177], Übersichtsarbeit [178], [179]). 

Neben der generellen Förderung der neuralen Differenzierung konnte in den

PC-12-Zellkultuen unter EPO-Exposition außerdem eine vermehrte Bildung von

Neuriten,  also  gesteigerte  Neuritogenese,  gezeigt  werden,  was  mit  dem

Ergebnis von Wang et al. kongruiert, welche ein vermehrtes Neuritenwachstum

in  Kulturen  mit  neuralen  Progenitorzellen  von  Mäusen  unter  Exposition  mit

carbamyliertem EPO (CEPO) nachweisen konnten [176]. Der Effekt EPOs kann

am  stärksten  beobachtet  werden  in  der  Abwesenheit  weiterer  fördernder

Faktoren,  wie  z.B.  FGF  [70],  was  einen  eher  geringen  Wirkungsgrad  des

Hormones vermuten lässt.       

5.4 Förderung der PC-12-Differenzierung unter 
EPO im Hinblick auf die Eigenschaften von 
PC-12-Zellen als Tumorzellen

Die Tatsache,  dass PC-12-Zellen  in  ihrer  Entstehungsgeschichte  aus einem

Nebennierentumor  stammen  und  in  ihrem  Wachstum  durch  EPO  gefördert

werden,  weckt  die  Befürchtung,  dass EPO gegebenenfalls  einen fördernden

Einfluss auf Tumorzellen haben könnte.

Auch  im  Hinblick  auf  die  angiogenetische  Wirkung  EPOs  [13],  [57] wurde

bereits ein positiver Einfluss auf das Wachstum von Tumoren vermutet. 

Tatsächlich  konnte  bisher  auf  mehreren Tumorzelllinien EpoR nachgewiesen

werden,  wie  z.B.  auf  Zellen  von  Nierenzellkarzinomen,  Melanomen,

Leberzelltumoren  sowie  auch  auf  Zellen  von  Neuroblastomen  (SH-SY5Y),

Glioblastomen und Gliomen [180]. Allerdings bemerken Farrell et al, dass in den

meisten der Studien der Western-Blot als Nachweisverfahren für die Existenz

von  EpoR  genutzt  wurde.  In  diesem  Immunoblotverfahren  kann  nicht

unterschieden  werden  zwischen  einer  intrazellulären  Anwesenheit  des

Rezeptors  oder  einer  Expression  auf  der  Zelloberfläche,  wobei  nur  letztere
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sicher  zu einer  Funktionalität  des Rezeptors  bei  extrazellulärer  Anwesenheit

von  EPO  führen  würde  [180].  Bei  fehlender  Induktion  intrazellulärer

Signaltransduktionswege, unter anderem JAK/STAT, scheint EPO also auch auf

EpoR-haltige Zelllinien keinen oder zumindest wenig Einfluss zu haben. Jedoch

konnte tatsächlich auch in Astrozytomzellen sowie in Zellen von Lungentumoren

die  Aktivierung  des  JAK2/STAT5-Signaltransduktionsweges  durch  EPO

nachgewiesen werden [181], [182]. 

Es  existieren  Studien,  in  denen  ein  negativer  Einfluss  von  EPO  auf  das

Outcome  von  Tumorpatienten  durch  eine  reduzierte  Kontrolle  des  lokalen

Tumorwachstums  bzw.  eine  reduzierte  Überlebensrate  der  Patienten,  auch

unabhängig  von  thrombotischen  Geschehen,  gezeigt  wird  ([183],  [184]

Übersichtsarbeit [185]). 

Jedoch wurde in  mehreren  Übersichtsarbeiten  ein  negativer  Effekt  EPOs in

therapeutischen Dosen angezweifelt [186], [187]. 

Dem gegenüber existieren ebenso Studien, welche einen positiven Effekt im

Sinne einer Förderung der Regression, einer Verlängerung der Überlebenszeit

sowie  einem  verbesserten  Ansprechen  auf  die  durchgeführten  Therapien

nachweisen  [188], [189], [190]. 

Hiervon  unabhängig  bleibt  zu  bemerken,  dass  in  den  im  Rahmen  der

vorliegenden  Arbeit  erzielten  Ergebnissen  keine  ungerichtete  Proliferation

gering  bzw.  undifferenzierter  Zellen  gezeigt  werden  kann,  wie  es  in

Tumorgeweben der Fall ist, sondern eine vermehrte Differenzierung der Zellen.

Damit  ist  speziell  für  neurale  Tumoren  eher  ein  stabilisierender  Effekt  zu

vermuten.
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6 Zusammenfassung

EPO als lange erprobtes und bewährtes Hormon in der Therapie verschiedener

Anämieformen scheint Möglichkeiten auch in der Therapie neurologischer und

psychiatrischer Erkrankungen zu bieten. In der vorliegenden Arbeit konnte die

Expression  von  EpoR  auf  PC-12-Zellen  bestätigt  und  die  Induktion  des

JAK2/STAT5-Signaltransduktionsweges  unter  EPO-Exposition  nachgewiesen

werden. Weiterhin konnte eine Steigerung des Neuritenwachstums von PC-12-

Zellen  unter  Einwirkung  von  EPO gezeigt  werden.  Die  Zellen  bildeten  eine

größere  Anzahl  von  Neuriten  aus  im Vergleich  zur  Kontrollpopulation  sowie

weitreichende  Netzwerke  mit  interzellulären  Kontaktstellen.  Anhand  dieser

Daten  kann  vermutet  werden,  dass  EPO  nicht  nur  einen  Einfluss  auf  die

Apoptose  neuraler  Zellen  und  damit  deren  Anzahl  und  Überleben  nach

hypoxischem Stress oder Traumata ausübt, sondern darüber hinaus auch die

Ausbildung  kommunikationsfähiger  Neuronennetzwerke  fördert,  was  als

Einflussfaktor  für  eine  verbesserte  kognitive  Funktion  neurologischer  und

psychiatrischer  Patienten  unter  EPO-Applikation  und  auch  in  der

Langzeitbeobachtung angesehen werden kann. 

Eine  etwaige  Förderung  des  Tumorwachstums  durch  Erythropoietin,  welche

durch  die  Eigenschaft  der  PC-12-Zellen  als  Tumorzellen  vermutet  werden

könnte, kann nach aktueller  Studienlage nicht  eindeutig belegt  werden. Eine

genaue  langzeitliche  Supervision  der  Patientenpopulationen  unter  EPO-

Exposition erscheint dennoch sinnvoll.

Weiterhin  bleibt  zu  untersuchen,  auf  welchen  konkreten  Mechanismen  die

Förderung der Ausbildung von Neuriten durch EPO beruht. Auf diesem Wege

könnten ebenso alternative Behandlungsmethoden gefunden werden, welche

auf  die  Applikation  von  EPO  und  EPO-Derivaten  verzichten  und  somit  die

hiermit  verbundenen  Schwierigkeiten,  wie  z.B.  periphere  Wirkungen  des

Hormones bzw. die Überwindung der Blut-Hirn-Schranke, vermeiden.
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8 Thesen

1) EPO besitzt Wirkung nicht nur im Bereich der Hämatopoiese, sondern 

übt auch Einfluss auf andere Gewebe aus, z. B. auf neurale Gewebe.

2) PC-12-Zellen exprimieren den EPO-Rezeptor.

3) EPO aktiviert den JAK/STAT5-Signaltransduktionsweg in PC-12-Zellen.

4) PC-12-Zellen können sich neural differenzieren.

5) Die neurale Differenzierung von PC-12-Zellen wird durch den neuralen 

Wachstumsfaktor NGF induziert.

6) EPO induziert die neurale Differenzierung von PC-12-Zellen.

7) EPO fördert das Neuritenwachstum von PC-12-Zellen.

8) Der EPO-Rezeptor unterliegt einer autokrinen Regulierung.
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