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1. Einleitung

1. Einleitung

Seit der Isolierung und Aufreinigung von Erythropoem Jahre 1977 wurde seine zentrale
Rolle bei der Bildung und Differenzierung von Enmghyten durch umfangreiche
Untersuchungen etabliert. Die Klonierung des EP@&Se und die Produktion von
rekombinantem humanem EPO fuhrten zum flachendeekerEinsatz von EPO in der
Behandlung von Andmien sowie als Dopingmittel imhRan des Leistungssports. In den
letzten Jahren wurde klar, dass die Wirkung von BiRDt auf das hdmatopoetische System
beschrankt ist. Der Erythropoetinrezeptor konntez@hlreichen Geweben nachgewiesen
werden. Dabei wurden sowohl protektive als auchogebhe Effekte auf diese Gewebe
experimentell gezeigt. Um die funktionellen Effekta verstehen, wurde die durch EPO
ausgeloste intrazellulare Signaltransduktion amaflysim Mittelpunkt standen dabei vor
allem die Untersuchung des EPOR, seiner funktienedoménen, seiner Strukturvarianten
und seiner Interaktion mit anderen Rezeptoren laztasolischen Signalproteinen (Arcasoy
M.O., 2008)

Klinische Relevanz haben diese Erkenntnisse umeeram in der Onkologie. Die Existenz
des EPOR auf Tumorzellen ist vor allem deshalb woadizinischem Interesse, da
Tumorpatienten haufig mit rekombinantem EPO behlanderden und diese Therapie EPO-
vermittelt zu Tumorproliferation und vermehrter Aogenese fiihren konnte. Andererseits
konnte dieser Rezeptornachweis zu Etablierung velgerichteten Krebstherapien, den sog.
JLargeted therapies® beitragen. Solche modernenaBdlangsstrategien sind fir Patienten
wesentlich besser vertraglich und kdnnten in Koratiam mit etablierten Therapien zu einer
effizienteren Bekdmpfung von Tumoren beitragen.

In eine andere Richtung gehen Forschungen, dien ginetektiven und antiapoptotischen
Effekt des EPO auf ischdmische Gewebe aulRerhalbaieatopoetischen Systems zeigen. Da
in den Industrienationen kardiovaskulare ischangs&rkrankungen zu den haufigsten
Todesursachen zahlen ist die Entwicklung von wimksia cytoprotektiven Therapieformen
fur ischmiegefahrdete Gewebe von hohem mediziaerschnd gesellschaftlichem Interesse.
Besonders vielversprechend sind die Ergebnisse Urgersuchungen an hypoxischen
Geweben. Aber auch chronisch entzindliche, degevenand traumatische Veranderungen
scheinen durch EPO positiv beeinflussbar zu sesnv@irden direkte schitzende Effekte und
indirekte Einflisse auf Angiogenese und Entzundreadionen beschrieben. Weiterhin
sollen immunmodulatorische Wirkungen durch EPO viethsein (Brines M., 2010).

Somit zeichnet sich ab, dass EPO in der Onkoldgigjologie und Geriatrie zukinftig eine

wachsende klinische Bedeutung zukommt. Durch diedieser Arbeit durchgefiihrten
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1. Einleitung

Experimente an tierischen und humanen Zellen solBeitrag zum Verstandnis der EPO-

Wirkungen in neuronalen Zellen geleistet werden.



2. Stand der Forschung

2. Stand der Forschung

2.1. Struktur und Funktion von Erythropoetin (EPO) und EPO-Rezeptor (EPOR)

2.1.1. EPO

EPO ist ein 34-kDa groles Glykoprotein (Davis Jé&d.al. 1987), das bei Saugern in
peritubularen Zellen der Niere produziert wird (Ba@ann S. et al. 1993) und essentiell fur
die Proliferation und Differenzierung von erythrerdVorlauferzellen in reife Erythrozyten
ist (Gregory C.J. et al. 1977). Der physiologis&wz flr die Produktion von EPO ist ein
abfallender Sauerstoffpartialdruck im Gewebe, ¢igpoxie (Jelkmann W. et al. 1992), dem
eine Gegenregulation mit vermehrter Produktion \Bauerstofftragern folgt. Durch den
Sauerstoffmangel wird der Transkriptionsfaktor KIRosenberger C. et al. 2002) aktiviert. Er
ruft eine verstarkte Ablesung des EPO-Gens heimuang G. et al. 1993) und bewirkt damit
einen Anstieg der EPO mRNA Transkripte in den stigellen Zellen der Niere. Beim
Menschen kodiert die EPO mRNA ein Protein von 1% l&nge. Nach posttranslationaler
Modifikation mit der Abspaltung des 27 AS N-termgra Signalpeptids und eines C-
terminalen Arginin resultiert ein 165 AS langesypelptid (Imai N. et al. 1990). Das EPO-
Molekul enthalt zwei stabilisierende Disulfidbriickederen Spaltung zu einem Verlust der
Bioaktivitat fuhrt (Sasaki H. et al. 1987). Zusithl besitzt das EPO-Molekil drei
Glykosylierungsstellen an den Stickstoffatomen d&8 24, 38, und 83 und eine
Glykosylierung an Threonin 126 (Rush R.S. et al95)9 Die drei erstgenannten
Glykosylierungen sind wichtig fur die StabilitatsdMolekuls, deglykosyliertes EPO ist zwar
biologisch aktiv, besitzt aber eine extrem kurzébeartzeit (Macdougall L. et al. 2003). Das
rekombinante humane EPO (rHUEPO), welches klinistiB. zur Therapie von
Tumoranamien oder renalen Anamien eingesetzt wiraicht vollstandig identisch mit der
hier beschriebenen endogenen Form (Skibeli V. et2@01). Hyperglykosylierte EPO-
Analoga wie Darbepoetin alfa (Amgen® USA) habenctiuhre strukturellen Verdnderungen
eine verminderte Rezeptoraffinitat, die daraus dotte verminderte Bindung und
Internalisierung dieser Molekule erklart ihre bis4zfach erhohte Halbwertzeit (Jelkmann W.
et al. 2002).

2.1.2. EPOR

Der EPOR, ein 483 AS groBes Glykoprotein, gehort mzuTypl der
Cytokinrezeptorsuperfamilie (D"Andrea A.D. et a@9D). Diese Gruppe von Rezeptoren ist
durch mehrere strukturelle Besonderheiten chargleer Sie besitzen eine extrazellulare

ligandbindende Domane mit zwei konservierten Cypsésiten und dem konservierten AS-
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2. Stand der Forschung

Motiv. WSXWS, eine Transmembrandomé&ne und eine zethdlare Doméne, die im

Gegensatz zu anderen Rezeptortypen keine eigealgtisathe Aktivitat besitzt (Youssoufian

H. et al. 1993). Zu dieser Gruppe gehéren daribeus Rezeptoren fir die Liganden IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, GM-CSF, G-CSF, Prolak, CNTF, LIF. Der physiologische

Reiz fur eine verstarkte Expression des EPOR ist tei EPO der Sauerstoffmangel
(Bernaudin M. et al. 1999), wobei HIF dabei kein@l® zu spielen scheint. Der molekulare
Mechanismus dieses Vorgangs ist noch unbekannt (Acget al. 2002), mdglicherweise
spielen proinflammatorische Cytokine, wie TNFIL-1 (Beleslin-Cokic B.B. et al. 2004)

oder EPO selbst ein Rolle (Chin K. et al. 2000).

EPO

EPObp2 EPObpl

COOH

Abbildung 1: Kristallstruktur des Komplexes EPO/EPOR (Syed R.S. et. al. 1998)

EPObp1/2 Erythropoetin bindendes ProteiBPOR

2.1.3. Signaltransduktion

Nach der Bindung von EPO (Abbildung 1) kommt es einer Konformationséanderung
praformierter Homodimere des EPOR (Livnah O. et 18199). Dadurch werden JAK2
Molekule (Januskinasen), welche mit der intrazalesh Domane der Rezeptoren assoziiert
sind, in rAumliche Nahe gebracht und gegenseitig@sphosphorylierungen und eine damit
verbundenen Aktivierung ausgelést (Witthuhn B.A. at 1993). Diese aktivierten
Januskinasen phosphorylieren verschiedene intudéaed| Proteine, primar den EPOR selbst.
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Die phosphorylierten Tyrosinreste des EPOR fungietle Bindungsstellen fir Proteine mit
SH2 Domanen (Tauchi T. et al. 1995), wie STATS5 (@arD.L. et al. 2001), Phospholipase
C-yl (Ren H.Y. et al. 1994), Grb2 (Barber D.L. et H097) und Phosphoinositol-3-Kinase
(Damen J.E. et al. 1995). Diese Proteine sind fér Signaltransduktion und die damit
verbundenen physiologischen Effekte der Rezeptimiaking wie Induktion der Mitogenese,
Zelldifferenzierung und Apoptoserepression verantiet (Lin Y. et al. 1995). U.a. werden
in diesem Zusammenhang die Transkriptionsfaktor®alANF«B und GATA-1 aktiviert.
Der transiente Charakter der Signale wird durchatiegegulatorische Proteine, die ebenfalls
vom phosphorylierten EPOR rekrutiert werden, reatis Es handelt sich dabei um die
Tyrosinphosphatasen SHP1 (Klingmiiller U. et al.5)agnd SHP2 (Pei D. et al. 1996), sowie
um die STAT-Inhibitoren SOCS3 (Hansen J.A. et &99 und CIS 1(Quelle F.W. et al.
1996). Abbildung 2 stellt die wichtigsten Signalwegles EPO/EPOR Systems in
hamatopoetischen Zellen dar. Der am besten aufgek&ignalweg des EPOR ist der sog.
JAK/STAT- Signalweg. Dabei erfolgt nach STAT5 Phosgylierung am Rezeptorkomplex
eine Dimerisierung dieses Proteins mit anschlieBerddanslokation in den Nukleus der
Zelle, wo eine Bindung an spezifische genomischesitungssequenzen erfolgt und damit
die Aktivierung der Transkription bestimmter Geiegeleitet wird (Gouilleux F. et al. 1995).
Durch Aktivierung der Phosphoinositol-3-Kinase wildr Signaltransduktionsweg Uber die
Proteine AKT und p70S6 Kinase aktiviert, denen eéxohlisselrolle in der Regulation des
Zelliberlebens und Progression des Zellzyklus zukbmDie fir die Spezifitat der
intrazellularen  Signaltransduktion malfgeblichen ul@tren sind demzufolge die
phosphorylierbaren Tyrosinreste an den Positio&) 301, 429, 431, 443, 460, 464, 479
und eine als Box1l bezeichnete membranproximale dReglie der JAK2-Bindungsstelle
entspricht (Wojchowski D.M. et al. 1999).

10



2. Stand der Forschung

EPOR /  EPOR EPOR/EPOR

Zellmembran
JAK?2 JAK2 P-JAK2 P—JZ—\KZ —=Grb2 =——=350S51 (,:*»RI}S
| |
H STAT5 == P-STATS RAF-1
PI3K — = P-PI3K|
L
J 7 | Dimerisierung MAPKK
‘ 4
NF-kB 4
AKT

" NF-kB STATS
GATA-1 AP-1

“‘~~,\Gentranskription ‘ﬁ (
. WNukleu? o -
|

Apoptosehemmung, Proliferation, Differenzierung

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der wichtigsen Signaltransduktionswege des EPO/EPOR

Systems in hamatopoetischen Zellen (Erlauterungemi Text)

Einigen Tyrosinresten konnte in Versuchen mit Pomkiationen eine Funktion in der
komplexen Signalweitergabe des EPOR zugeordnetenei®lo zeichnen die Positionen 343
und 401 fur die Aktivierung von STAT5 verantwortlic429 fuhrt zur Bindung von SHP1
und 479 rekrutiert die Phosphoinositol-3-Kinaserfi®ae F.P. et al. 1999). Die Aminosaure
an Position 464 bindet nach Aktivierung das Sigrgn Grb2, welches Uber weitere
Proteine die Aktivierung der MAP-Kinase initiierDie hohe klinische Relevanz von
Strukturverdnderungen am Rezeptor veranschaulioht Tétsache, dass z.B. bei einer
mutationsbedingten Verkirzung des Rezeptors diesfpttatase SHP1 nicht rekrutiert wird,
daraufhin keine Dephosphorylierung von JAK2 (Inalktiung) erfolgen kann und eine EPO
Hypersensibilitat resultiert (Furukawa T. et al.9IR Die Stimulation der erythroiden
Vorlauferzellen erfolgt dann ungebremst und bei dRatienten entsteht das Bild einer
Erythrozytose (de la Chapelle A. et al. 1993). Eider physiologischen Effekte von EPO
beruht auf einer Steigerung der Transkription delsxB Gens (Silva M. et al. 1999), einem

Gen der Bcl-2 Familie, welches antiapoptotischeelg#, z.B. durch Hemmung von
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2. Stand der Forschung

proapoptotischen Caspasen, auslost. Bcl-xI knockééutise erleiden, dieser Funktion von
Bcl-xI entsprechend, bereits wahrend der Embryoggerieimatopoetische Defekte und eine
schwere Anamie (Wagner K.U. et al. 2000). In Vedoimg mit diesen Ergebnissen konnte
gezeigt werden, dass STATS5 die Induktion von Bc{Silva M. et al. 1999) steuert, da nach
Ausschaltung der STAT5 Funktion die Apoptoserat&Kinockout-Mausen deutlich anstieg
(Socolovsky M. et al. 1999). Eine indirekte Schutkwng beruht auf einer Verstarkung der
Gewebe-Sauerstoffversorgung durch eine Reduktion Aj@optose von Endothelzellen
(Chong Z.Z. et al. 2002) und durch die Stimulataer Angiogenese (Crivellato E. et al.
2004).

2.2. EPOR-Expression in neuronalen und anderen GeWwen

Zuerst wurde der EPOR auf erythroiden Vorlaufeezelim Knochenmark, den CFU-E
beschrieben. Diese Zellen exprimieren diesen Reeepitlich begrenzt in einem bestimmten
Differenzierungsstadium (Gregory C.J. et al. 13ayry M.J. et al. 1992). Dabei bewirkt der
aktivierte Rezeptor die Proliferation und Differearung dieser Zellen. Aul3erhalb des
hamatopoetischen Systems wird der EPOR in Endathetz (Anagnostou A. et al. 1994),
neuronalen Zellen (Masuda S. et al. 1993), Leyditienr (Mioni R. et al. 1992), Myoblasten
(Ogilvie M. et al. 2000), Perikard/Endokard (Wudd.al. 1999), Pankreasinselzellen (Fenjves
E.S. et al. 2003), Megakaryocyten (Fraser J.K...e1289) und diversen Tumorzellen, wie
z.B. beim Nierenzellkarzinom (Westenfelder C. etl&899), dem Mammakarzinom (Acs G.
et al. 2002), dem Melanom (Selzer E. et al. 200fyradem Gliom (Acs G. et al. 2001)
exprimiert. Gegenwartig wird die Frage diskutieay die Expression des EPOR auf
Krebszellen einen Uberlebensvorteil fiir diese begteund durch eine moglicherweise
vermittelte Resistenz gegen apoptotische Reize Hmnproliferationsférdernden Stimuli die
Krebszellen wesentlich von diesem Rezeptor proéitig\Westenfelder C. et al. 2000, Yasuda
Y. et al. 2003). In alteren Arbeiten von Berdel WeE al. (1991), Mundt D. et al (1992) und
Rosti V. et al. (1993) konnte kein Einfluss von EHRO auf EPOR-positive Tumorzellen
festgestellt werden. Diese Fragestellungen habehnt mur Bedeutung in der supportiven
Therapie bei Tumorerkrankungen mit rHUEPO, sonaderch als mdglicher Ansatzpunkt fur
eine cytostatische Therapie.

Im Nervensystem ist der EPOR auf Neuronen, Astearyind Mikrogliazellen nachweisbar,
EPO wird dagegen nur von Neuronen und Astrozytedyxiert (Nagai A. et al. 2001). In
Tiermodellen wurden EPO-Wirkungen auf die Organe/&® Hirn (Wen T.C. et al. 2002),
Ruckenmark (Celik M. et al. 2002), Retina (Junk Adf al. 2002), Niere (Vesey D.A. et al.
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2004), Haut (Buemi M. et al. 2002), Muskulatur (fRofR. et al. 2008) und Herz (Calvillo L.

et al. 2003) experimentell nachgewiesen.

Quantitativ ist die Expression des EPOR in humahamatopoetischen und neuronalen
Geweben in der Mitte der Embryonalperiode etwa legsgbar (Liu C. et al. 1997). Zur

Geburt sinkt die Rezeptordichte in neuronalen Gewefz.B. Neuroepithel) ca. um den

Faktor 100, um nachfolgend auf diesem Niveau zsigigzren (Liu C. et al. 1997).

2.3. EPO-Funktionen aulR3erhalb des blutbildenden Sysms

Einleitend zur Rolle des EPOR in nichterythroideall@h soll bemerkt sein, dass trotz
intensiver  experimenteller  Anstrengungen und einéfllle von publizierten
Forschungsergebnissen keineswegs Konsens untewvetsohiedenen Forschungsgruppen
Uber die Interpretation dieser Ergebnisse herrsdmdern im Gegenteil viele Literaturstellen
einander widersprechende Daten zeigen und Gegenskaureller Diskussionen sind.

Die am besten untersuchte und wahrscheinlich vgstei Wirkung von EPO aul3erhalb des
Knochenmarks scheint eine cytoprotektive/antiapmgitbe Wirkung auf verschiedene
Gewebe wie ZNS, Herz, Niere, Muskulatur und Immugtesy zu sein. Cytoprotektive
Funktion bedeutet im allgemeinen biologischen Siemee erhdhte Resistenz von Zellen
gegenuber von aul3en einwirkenden Stressoren. SSkcassoren kénnen Sauerstoffmangel,
Nahrstoffmangel, physikalische Reize oder auch Ekwmgen von Fremdsubstanzen sein.
Dieser Zellschutz kann durch EPO auf eine direkiB.(Veranderung des Zellstoffwechsels),

aber auch auf eine indirekt supportive Weise (Aljiogenesestimulation) erfolgen.

2.3.1. Nervensystem

In neuronalen Zellen konnten EPOR-vermittelte cyatgktive Effekte nach Einwirkung von
Hypoxie (Sinor A.D. et al. 2000), Serumentzug (Kioslra K. et al. 1999), Kainat (Siren
A.L. et al. 2001), NMDA (Digicaylioglu M. und Lipto S.A. 2001), Glutamat (Morishita E. et
al. 1997), Glukoseentzug (Ruscher K. et al 20020 WO (Sakanaka M. et al. 1998)
nachgewiesen werden. Der EPOR wurde in Abhangigkeit den genannten Faktoren
(unspezifisch) nach 12h verstarkt exprimiert, naictigen Stunden gefolgt von einer ebenfalls
vermehrten Produktion von EPO (Bernaudin M. etl8P9). Die molekularen Mechanismen
der schiutzenden EPO/EPOR Wirkung in neuronalen Gemveeigen deutliche Parallelen zu
erythroiden Zellen, aber auch wesentliche Unteesidhi die hier kurz diskutiert werden

sollen.

13
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Der Einfluss des EPOR auf die Hirnentwicklung wuttks Experimenten mit EPOR -/-
Knock-out Mausen (Yu X. et al. 2002) untersucht. deyonen waren hierbei durch eine
abnormale Hirnentwicklung, eine reduzierte Zahl\&rlauferzellen und eine verminderte
Dichte von Neuronen in Verbindung mit einer massiaeuronalen Apoptose charakterisiert.
Suzuki N. et al. (2002) zeigten im Gegensatz ddass Mause, die den EPOR ausschlief3lich
in erythroiden Zellen exprimierten, sich normal ugdsund entwickelten und keinerlei
neurologische Defizite aufwiesen. Dieser Untersthéesst vermuten, dass das herkdmmliche
EPO/EPOR System in der neuronalen Entwicklung gbtiar ist. Ob EPO-Wirkungen tber
andere, alternative Rezeptoren vermittelt werd&nbboffen.

Die in erythroiden Vorlauferzellen umfangreich diderisierten Signalwege Uber
JAK2/STATS/Bcl-xl, PI3K/AKT/Bcl-xI und JAK2/NF«B werden in neuronalen Zellen
ebenfalls durch EPO aktiviert (Digicaylioglu M. ahgton S.A. 2001, Chong Z.Z. et al.
2003, Ruscher K. et al. 2002, Wen T.C. et al. 208&)c E. et al. (2004) zeigten, dass
dariber hinaus auch ERK-1 und ERK-2 bei der nedeon@ytoprotektion involviert sind.
Zusétzlich scheint in Nervenzellen ein direkterfltiss auf C&" Kanale zu bestehen. Deren
Hemmung tragt damit zu einer verminderten GlutaRratsetzung bei, wodurch die Folgen
von Nervenschadigungen reduziert werden (Kawakami el al. 2000). Eine weitere
neuronale Besonderheit scheint die EPO vermitt&teigerung der Expression der
Glutathion-Peroxidase in Astrozyten mit dementdpead erhohter Resistenz gegen
oxidativen Stress zu sein (Genc S. et al. 2002)ilpa hinaus wird auch ein Zusammenhang
zwischen der Verminderung von proinflammatorisci@webereaktionen und dem Schutz
von neuronalen Geweben gesehen. So beschreiban Aite et al. (2001) eine Reduktion
von inflammatorischen Cytokinen nach neuronalearrierung, Villa P. et al. (2003) erklaren
hingegen die verminderte Expression solcher Preteiz.B. TNFe) durch die
Apoptosesuppression.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass dogproyektiven EPO-Effekte, die in
hamatopoetischen Zellen durch einen homodimeren efRez ausgelost werden,
maoglicherweise in neuronalen Zellen durch einen Molekulargewicht, Affinitat und
Proteinassoziation abweichenden Rezeptor vermisiei (Fischer J.W. et al. 2003). Es
wurde gezeigt, dass modifizierte EPO Formen wie zabamyliertes EPO, keinen Einfluss
auf die Hamatopoese hatten, aber eine weiterhwpogtektive und neuroprotektive Wirkung
aufwiesen (Erbayrektar S. et al. 2003, Leist M.akt2004). Diese Erkenntnisse lassen
vermuten, dass maoglicherweise ein zumindest panigianderter EPOR die neuronalen

Wirkungen vermittelt. Brines M. et al. (2004) koentexperimentell nachweisen, dass es in
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neuronalen Zellen EPOR gibt, welche aus eabintereinheit (klassischer EPOR) und einer
BcR (common B subunit) bestehen. DiesécR ist bereits seit langerem als
Dimerisierungspartner nach Aktivierung der speeifen Cytokinrezeptoren fir GM-CSF, IL-

3 und IL-5 bekannt (Miyajima A. et al. 1992). Diautdren vermuten, dass die neuronalen
Wirkungen von EPO durch diesen EP@ER Heterorezeptor vermittelt werden. Daten

anderer Autoren stiitzen diese These jedoch niahtNU et al. 2006).

EPOR EPO EPOR/BCR
| Zellmembran
JAK?2 JAK?2 P JAKZ P- JAKZ ‘wrGlutamat—

= Exozytose
—= Grb2 =——=S0S1 —=RAS
e | | | [
~"Mitochondrium-. \/ _ STATS === P-STAT5 1
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der bisher idntifizierten durch EPO ausgelésten
antiapoptotischen Signalwege in neuronalen Zellen

Dimerisierung des neuronalen EPOR(EP@B&ER) nach EPO-BindunrgAutophosphorylierung von
JAK2—Hemmung des Ca2+ Influx, Aktivierung von STAT5, Adkerung von NFkB, Aktivierung von PI3K,
Aktivierung Grb2 —Aktivierung von antiapoptotischen Proteinen, Hemgwder Apoptoseeinleitung

(Mitochondrien-Membranstabilisierung, Caspase-Hemgju

2.3.2. Kardiovaskulares System

EPO wird von verschiedenen Endothelzellen exprimiend wirkt nach neueren

Erkenntnissen angiogen und vasoproteMtivvitro kann es die Migration und Proliferation

von Endothelzellen fordern (Jaquet K. et al. 20@&riber hinaus wird die Integritat der

lokalen Mikrozirkulation durch die Stimulation d&ngiogenesen vivo verbessert (Crivellato

E. et al. 2004, Galeano et al. 2006). Bei Kranldhbdidern mit deregulierter Angiogenese wie
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der diabetischen Retinopathie wurde eine signifixkaBPO-Uberproduktion nachgewiesen
(Watanabe D. et al. 2005). EPO-Blockade hingegeigte bei ischdmischer Retinopathie
eine deutliche Verminderung der NeovaskularisatiGerdioprotektive EPO-Effekte werden
ebenfalls auf die verstarkte Neovaskularisatiohasaischer Areale zuriickgefihrt (Hirata A.
et al. 2006, Prunier F. et al. 2007). Ursache d&iimnte die Mobilisation von EPC’s
(endothelial progenitor cells) aus dem Knochenmankl Ansiedlung in postischamischen
Arealen sein (Westenbrink B.D. et al. 2007, YodeCMet al. 2007). Weitere Daten lassen
vermuten, dass EPO einen Einfluss auf Migration @ifflerenzierung von Stammzellen
ausubt (Shingo T. et al. 2001, Lee S.M. et al. 2004

In Versuchen von Nakano M. et al. (2007) wurde adud&n, bei denen der EPOR
ausschlief3lich im Knochenmark exprimiert war, nsch&mischer Reizung eine verminderte
VEGF-Aktivierung, verminderte EPC Mobilisation urdrzogerte postischamische Erholung
gezeigt. Belesin-Cokic B.B. et al. (2004) vermuten der verstarkten Expression der
endothelialen NO-Synthase nach EPO-Stimulationdawiauf folgender Relaxation der duch
Hypoxie vasospastischen Geféal3e, den Schlisselmeohan in der Verminderung der
Gewebeschadigung nach Sauerstoffmangel. Allerdisgsd wohl auch, wie zuvor
beschrieben, direkte Effekte auf Kardiomyozyten Endothelzellen anzunehmen.
Verschiedene praklinische und klinische Studiennken Vorteile im Krankheitsverlauf bei
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz und dgenem Herzinfarkt unter EPO-
Therapie zeigen (Silverberg D.S. et al. 2003, Mandb.M. et al. 2003, van der Meer P. et
al. 2005).

2.3.3. Immunsystem/Entziindung

Verschiedene Studien konnten einen Einfluss von B&Qlie Immunantwort demonstrieren.
Beispielsweise wurde in einem Mausmodell bei iarogusgeltster autoimmunologischer
Enzephalomyelitis durch eine EPO-Behandlung dieziemlichen Infiltrate und die
Demyelinisierung deutlich vermindert (Agnello D.att 2002, Zhang J. et al. 2005). Auch bei
einem Myokarditismodell konnte durch EPO-Behandldag Entztindungsareal reduziert und
die myokardiale Funktionalitat signifikant beeirdti werden (Mitsuma W. et al. 2006).

Die beobachteten Effekte werden auf eine reduziBpeptoserate und eine verminderte
Expression inflammatorischer Cytokine zurtickgeflibiese Immunmodulation wurde auch
von Prutchi-Sgiv S. et al (2006) bei Patienten mudtiplem Myelom beschrieben, bei denen
durch EPO-Therapie die CD4/CD8 Ratio und die ILxpession deutlich verandert wurde.
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2.3.4. Niere

Die wahrscheinliche Wirkung von EPO auf die Nierei einer hohen systemischen
Administration ist die Reduktion der Apoptoseragsahadigter Zellen (Spandou et al 2006).
In diesem Zusammenhang wurde eine verminderte Gasgpiivitat und eine
Hochregulation von Bcl-2 beobachtet (Yang C.W. kt 2003). Als Stressoren wurden
Cisplatin (Bagnis C. et al. 2001) und Ciclosporimt begleitender chronischer Entziindung,
(Lee S.H. et al. 2005) untersucht. Interessantseveeigte EPO bei durch Bestrahlung
induzierter Dysfunktion eine dosisabhéngige Vemchierung der Nierenfunktion, deren
Ursache aktuell noch nicht geklart ist (Andratschkest al. 2006).

2.4. Splei3varianten des EPOR

Die basale EPOR-Expression in adulten neuronalemveBen ist im Vergleich zu
hamatopoetischen Geweben und fetalem Hirn bis zei Botenzen niedriger, die EPOR
Transkripte sind gréf3tenteils alternativ- bzw. fiseént prozessiert (Chin K. et al. 1995).
Dies verandert sich nach hypoxischer Reizung vorvé&eellen, der EPOR wird verstarkt
exprimiert, die alternativen Splei3varianten, diehh zu funktionsfahigen EPOR fuhren
nehmen an Quantitat ab, und der normal gespleiB@REwird translatiert (Chin K. et al.
2000). Die Folge dieser Veranderungen ist eine reeh&ensitivitdt neuronaler Zellen bei
einer Stimulation mit EPO. Chin K. et al. (2000kléren diese Beobachtungen mit einer
vermehrten Aktivierung eines proximal des EPOR gmbten Promotors, dessen Aktivitat
durch die Transkriptionsfaktoren GATAL, GATA3 undP2 reguliert wird. Diese Faktoren
sind fur eine normale Hirnentwicklung essentiekiBolti P.P. et al. 1995, Schorle H. et al.
1996).

Chiba S. et al. (1997) fanden in erythroiden muridZellen eine alternative Spleil3variante,
bei der Intron 7 in der mRNA verbleibt. Die Autorkonnten nachweisen, dass Mause mit
Polycythamia vera diese Spleil3variante in deutgehningerem Ausmald exprimierten, und
schlossen daher auf eine inhibitorische WirkungelieEPOR-Variante auf die Proliferation
von CFU-E Vorlauferzellen. Shimizu R. et al. (1988hnten diese inhibitorische Wirkung in
ihren Untersuchungen bestatigen, transgene Mauge vaermehrter Expression dieses
Rezeptors zeigten eine ineffektive HamatopoeselUidsiche des alternativen Spleil3ens wird
ein in hamatopoetischen Zellen spezifisches cistatgrisches Element vermutet (Chiba S. et
al. 1997). Bei Patienten mit myelodysplastischemdsgm konnte die genannte Spleil3form
in einigen Fallen in vermehrtem Ausmal3 gefunderdeserwas die ineffektive Hamatopoese

mitbegriinden konnte (Shimizu R. et al. 1999). Tgane Mause mit Uberexpression dieser
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Rezeptorform zeigten ebenfalls eine verminderte &tépoese (Yakamura Y. et al. 1998). In
Endothelzellen wurde diese SpleiRvariante ebenfathgewiesen, jedoch konnte ihr keine
biologische Funktion zugeschrieben werden.

Untersuchungen von Arcasoy M.O. et al. (2003) agbKrelllinien aus Lunge, Kolon, Brust,
Prostata und Ovar erbrachten ebenfalls den Nachalimativer SpleiRformen. So konnte
die von Chiba S. et al. (1997) gefundene Form sawahrere durch Baseninsertion mit
Stopcodon entstandene, unter anderem |0sliche, HR®DRen gezeigt werden. Fur die
l6slichen EPOR-Formen postulierten die Autoren éinmpetitive Wirkung zum Wildtyp,
mit einer verminderten rezeptorvermittelten Sigaasduktion bei verstarkter Expression,
einem Mechanismus, der von der Modulation der Wigkuon Wachstumshormonen bekannt
ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es vessuhielthweise zur Existenz alternativer
EPO-Rezeptoren in humanen und murinen Zelllinidn. gts handelt sich hauptsachlich um
I6sliche Isoformen ohne Transmembrandomane undivaek Isoformen mit teilweise bzw.
vollstandig fehlender intrazellularer Doméne. Vetih sind diese Rezeptorvarianten in der
Pathogenese von verschiedenen ha&matologischennkdkigen beteiligt. Hinsichtlich des
Ratten-EPOR gibt es nur wenige Daten, die die Erstalternativer Rezeptorformen nahe
legen (Shams I. et al. 2005, Yamaji R. et al. 1988nktionelle Untersuchungen bei Ratten

existieren dazu bhisher nicht.

2.5. Klinische Bedeutung der neuronalen cytoprotekten Effekte des EPO/EPOR
Systems

Die grofdten Hoffnungen werden zurzeit bei dem Khemisbild des Schlaganfalls
(ischamischer Hirninsult) in die Wirkungen von ER@setzt. So wurde gezeigt, dass EPO
Hirn-, Retina-, und Rickenmarkzellen gegen die lduschémie hervorgerufenen Schaden
schitzt. Tierexperimentelle und klinische Studiessen erwarten, dass die systemische
Administration hoher Dosen EPO innerhalb der ersteht Stunden nach Ereignis die
InfarktgroRe und das funktionelle Outcome der kif@atienten wesentlich verbessert
(Ehrenreich H. et al. 2002, Tsuchiya D. et al. 208ddamoto Y. et al. 1998, Brines M.L. et
al. 2000). Entzindliche Erkrankungen des ZNS, aB.der Basis von Autoimmunprozessen
werden durch EPO in Tiermodellen signifikant gemitd Agnello D. et al. 2002, Sattler M.B.
et al. 2004), ebenso wie verletzungsbedingte @asttatische Hirnschadigungen (Gorio A. et
al. 2002) und Nervenlasionen infolge einer dialobeés Polyneuropathie (Bianchi R. et al.

2004). Auch bei chronisch degenerativen Verandemnge der Parkinsonschen Erkrankung
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(Genc S. et al. 2002), Morbus Alzheimer (Chong Zef.al. 2005) sowie psychischen
Erkrankungen wie der Schizophrenie (Ehrenreichttl.e2004) existieren Daten, die Anlass
zur Hoffnung auf einen klinischen Nutzen des EP@skizes geben. Bei den letztgenanten
Erkrankungen ist die Datenlage hinsichtlich Mechamn und Ubertragbarkeit in

therapeutische Konzepte noch weitestgehend unklar.
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3. Zielsetzung

Verschiedene nicht-hdmatologische cytoprotektivekwigen des EPO/EPOR Systems und
ihre vermutete hohe Kklinische Relevanz machen esvemalig, die bisher nur wenig
verstandenen Eigenschaften dieses Systems naletemguchen. Dabei stellt sich die Frage,
ob in diesen nicht-hamatopoetischen Geweben nurE6RER-Wildtyp oder auch andere
alternative EPOR vorkommen.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, in verschiedenechtrhamatopoetischen Zellen (u.a.
Nervenzellen) den EPOR nachzuweisen, nach alteemafRezeptorformen zu suchen und,
falls vorhanden, ihre biologische Funktion und Be&dag zu bestimmen. Aus den
Ergebnissen sollen Rickschlisse auf die Wirkung®0Q aul3erhalb des hamatopoetischen

Systems gezogen werden.

Im Einzelnen stehen dabei folgende Fragestellungeviordergrund:

1. Ist der EPOR auf mRNA- und Proteinebene in neusndProgenitorzellen und

anderen nicht-hamatopoetischen Zellen nachweisbar?

2. Gibt es alternative EPOR in diesen Zellen, wie setiese aus und in welchem

Umfang werden sie bei Hypoxie exprimiert?

3. Welche biologische Funktion ist den alternativerzépgoren zuzuschreiben und wie

verhalten sie sich im Vergleich zum Wildtyp- Rezept

4. Welche praktische medizinische Bedeutung konnteesedialternativen EPOR

besitzen?
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4. Material und Methoden

4.1. Zelllinien und Versuchstiere

4.1.1. Neuronale Zelllinien

4.1.1.1. ST14A-Zellen

ST14A ist eine neuronale Stammzelllinie, welche &lammhirnen von 14 Tage alten
Rattenembryonen gewonnen und durch Immortalisiesingtaler Vorlauferzellen generiert
wurde. Die Immortalisation erfolgte durch die Trmhksion der Zellen mit dem
thermosensitiven Onkogen SV40 large T (Cattaneet &l. 1998). Dieses Verfahren hat den
Vorteil, dass Zellen ohne Kontamination durch e#egschmelzung mit Neuroblastomzellen
und dadurch auch mit einem normalen Chromosomeesagn standigen Teilungsrhythmus
durchlaufen. Bei der nonpermissiven Temperatur38iC zeigen diese Zellen nun eine hohe
Proliferationstendenz, es erfolgt eine kontinugkrd Zellteilung mit einer auf hohem Niveau
persistierenden Expression des Neuronenmarkers inNe8ei einer nonpermissiven
Temperatur von 39°C wird das transfizierte Onkodeaktiviert und die Zellen gehen in ein
Stadium der Differenzierung tber, die Nestinexpogssinkt und dafir steigt die Expression
des Differenzierungsmarkers MAP2. Das temperatunagige Wachstum der ST14A Zellen
erlaubt den praktischen Einsatz in Transplantatierssichen. Dabei werden sie in vitro bei
33°C vermehrt und nach Uberfiihrung in vivo erfadgg Ausbildung eines Netzwerkes von
neuronalem Charakter. Nach Transplantation vondtitgyzellen in lebende Rattenhirne ist
eine mikroskopische Veranderung zu neuronalen @élieits nachgewiesen (Lundberg C. et
al. 1996). Ebenso kénnen ST14A Zellen genutzt wengd®a neurotrophe Faktoren verstarkt
zu exprimieren. So standen neben den nativen STZell&n auch Zellklone zur Verfiigung,
die aulRer den beschriebenen Charakteristika dieotmephen Faktoren CNTF oder GDNF
Uberexprimieren (Weinelt S. et al. 2003; BéttcheefTal. 2003).

4.1.1.2. ReNcell VM und CX-Zellen

Diese beiden humanen Zelllinien wurden von der &irReNeuron® (Guildford, UK)
etabliert und sind kommerziell erhaltlich. Die CXI&n sind Stammzellen aus dem 14 Tage
alten fotalen Cortex, immortalisiert durch retra@ Transfektion mit dem c-myc Onkogen.
Bei den VM Zellen handelt es sich um neuronale $taatlen aus dem 10 Wochen alten
fotalen ventralen Mesencephalon die retroviral dein v-myc Onkogen transfiziert wurden
(Pollock K. et al. 2006). Uber die Expression dé¥0R gibt es aktuell keine Daten. Die

Zellen fur die nachfolgend dargestellten molekuladgischen Tests wurden in der Klinik fur

21



4. Material und Methoden

Neurologie und Psychiatrie der Universitat Rostdchtiviert und freundlicherweise fur

unsere Experimente zur Verfigung gestellt.

4.1.2. Hamatopoetische Zellen

4.1.2.1. Ba/F3

Die weit verbreiteten Ba/F3-Zellen sind murine ILe®bhangige Zellen mit pro-B Zell-
Charakteristik (Palacios R. et al. 1984). Ba/F3etestammen aus dem peripheren Blut von
BALB/c-Mausen. Der EPOR st in dieser Zelllinie micxachweisbar.

4.1.2.2. J2E

Die J2E Zelllinie entstammt murinen fetalen Hepgter, die durch die Transformation mit
den Onkogenen raf/myc immortalisiert wurden. Alskiée diente dabei der Retrovirus J2
(Klinken S.P. et al. 1988). Diese Zellen exprimierea. 1000 EPO-Rezeptoren auf ihrer
Oberflache, nach EPO-Zugabe kann zunachst gedteiBeoliferation und dann erythroide
Differenzierung beobachtet werden.

4.1.3. Primare Zellen
Die verwendeten primaren Zellen wurden aus Gewelbepr von Versuchstieren gewonnen,

die sofort nach der Isolierung zur Praparation ¥ellysaten bzw. RNA verarbeitet wurden.

4.1.3.1. Primare Rattenzellen

Fur die Probengewinnung standen Gewebeproben amfickén Organen der Ratte zur
Verfiigung. Daneben wurden auch Organe Phenylhydizehandelter (sekundare Anamie)
Ratten eingesetzt. Die hamatologischen Parametenian Totung der Tiere sind beispielhaft
in Tabelle 1 dargestellt.
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Parameter Kontrolle behandelte Ratte
WBC/ Gpt 19,9 37,9

RBC/ Gpt 8,5 4,2

HGB/ mmol/l 9,5 53

HCT/ 0,46 0,23

MCH/ amolfl 1122 1259

MCHC/ mmol/| 20,5 23,0

MCV/ fl 54,2 54

PLT/ Gpt 692 821

Tabelle 1 Beispiel der Blutbildparameter einer andrischen Ratte und einer Kontrolle

4.1.3.2. Primare Mauszellen
An murinen Geweben zur Gewinnung von primaren ZAedlanden Proben aus dem Grof3hirn

und Stammbhirn zur Verfigung.

4.2. Zellkultur/Gewebegewinnung

4.2.1. Zellkultur

Die verwendeten Kulturzellen standen als Aliquatszl§ Zellen in tiefgefrorenem Zustand
(flissiger Stickstoff) zur Verfugung. Sie wurden iWasserbad bei 37°C aufgetaut, in 5 ml
Auftaumedium  (D-MEM, 20% FCS) Uberfiuhrt und abzdéagiert (1000

Umdrehungen/min.).

4.2.1.1. ST14A

Die Kultivierung erfolgte im Kulturmedium D-MEM (BOFCS, 1% Gentamicin) in
Zellkulturflaschen (Greiner Labortechnik®, Deutsufd, 75 crf). Die Flaschen wurden bei
33°C und 5%CQ fur ca. drei Tage inkubiert (ca. 90% Konfluenz)dudann fur die

Experimente verwendet bzw. weiter propagiert.

4.2.1.2. Ba/F3 und J2E

Ba/F3 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium zusamment md% FCS und 4%
konditioniertem Medium von BPV-Zellen als IL-3 Qleelgehalten. J2E Zellen wurden in
DMEM-Medium mit 10% FCS kultiviert. Als Antibiotiken wurde in beiden Zellkulturen

Gentamicin zugesetzt.
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4.2.2. Zellgewinnung (adharente Zellen)

Aus konfluenten Kulturflaschen wurde das Medium etmmmen, mit vorgewarmten PBS
(GibcoBRL®, Paisley, Schottland) gesptilt und mit 8l ebenfalls vorgewarmter
Trypsinlésung (2,5 g/l Trypsin, 0,38 g/l EDTA, GdBRL®) behandelt. Nach 5-mindtiger
Inkubation bei 35°C konnten die Zellen vollstdndigit dem Zellschaber (Greiner
Labortechnik®, Deutschland) vom Untergrund abgelasd die Trypsinreaktion mit 8 ml
Mediumzugabe beendet werden. Anschliel3end wurdéadisuspension durch Zentrifugation

bei 300 x g pelletiert und zur Probengewinnung \ezmaet.

4.2.3. Zellzahlung

Die durch Trypsinierung gewonnenen Zellen wurdeRBS suspendiert und ein Aliquot von
50ul mit dem gleichen Volumen Trypanblaulésung getmi. Anschlie3end wurde mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl ermittelt.

4.2.4. Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen auf eine Zellzabh 5-16 Zellen/ml in FCS eingestellt,
mit 1 ml Gefrierlosung (10% FCS, DMSO) gemischt wahach in Kryoboxen (Nalgene®,
Hereford, UK) auf -70°C abgekihlt. Nach mindest2hsbei -70°C konnten die Zellen zur

Langzeitlagerung in einen Stickstofftank Uberfikerden.

4.2.5. Gewebegewinnung

Nach Totung der Tiere in einer GQOAtmosphare wurden die Organe mit sterilen
mikrochirurgischen Instrumenten unter einer Abzagdte (Heraeus®, Hanau, Deutschland)
freiprapariert, entnommen und umgehend in flussigtitkstoff eingefroren. Vor der RNA
Isolation mittels Trizol®(Invitrogen®, Karlsruhe,dbtschland) Reagenz wurden die Organe
in gefrorenem Zustand mit einem Skalpell zerkldinemd in einem Glasmorser

homogenisiert.

4.3.Nukleinséure-Isolation/Modifikation/Klonierung

4.3.1. RNA Isolation

Die Gewinnung von Gesamt-RNA erfolgte mit dem Reagérizol® gemald den Angaben
des Herstellers. Fiir einen Ansatz zur RNA Gewinnwngden 5-10x10Zellen oder 50-100

mg homogenisiertes Gewebe in 1 ml Trizol® suspehdiBei diesem Verfahren wird

24



4. Material und Methoden

zunachst die RNA extrahiert, durch Zugabe von Ispanol ausgefallt und nach
wiederholtem Waschen mit 70% Ethanol getrocknetinrf@NAse freiem Wasser gelost. Die
Bestimmung der Konzentration der Gesamt-RNA eréolgtit einem Photospektrometer
(Ultrospec 2100 pro®Amersham Pharmacia Biotec, bargl, Deutschland), wobei
typischerweise eine Menge von etwa 100-300 pug RNAAmsatz resultierte.

4.3.2. cDNA Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurden Oligo-dT Primer verdetn die komplementar zu Poly-A
Sequenzen am 3’-Ende von mRNAs sind. Wéahrend dé&AcBynthese entsteht damit ein
Pool von cDNA-Molekilen, die fur die jeweils vorldenen mRNAs und damit die
Proteinexpression einer Zelle reprasentativ sirid.dte Reaktionen wurde ein Protokoll der
Firma Promega® (Mannheim, Deutschland) genutztg dgr Gesamt-RNA wurde mit 2 pl
Oligo-dT Primer(50 uM) versetzt, mit deionisiert&itasser auf 12 pl aufgefullt, fur 10 min
bei 70°C inkubiert und anschlieBend sofort auf Bekihlt. Danach wurde folgender
Reaktionsansatz hergestelltu#5x M-MLV Reaction Buffer, 1ul dNTP Mix (10 mM), 0,5
ul RNAse Inhibitor(40u4l) sowie 1ul M-MLV RT (200 U/ul). Diese Lésung wurde dann mit
dem RNA-Primer-Mix gemischt und fir 1h bei 42°Cubkert. Das Reaktionsprodukt konnte
nun bei einer Temp. von -20°C gelagert oder difaktPCR Experimente weiterverwendet
werden (4.3.4.).

4.3.3. Primerkonzeption

Die Primer wurden mit dem Programm FastPCR (Unit@rslelsinki, Finnland) entwickelt
und von der Firma Biotez® Berlin Buch GmbH (Deutadd) synthetisiert und HPLC-
gereinigt. Alle Primer wurden so konzipiert, dassei Schmelztemperaturen miteinander
kompatibel waren. So waren die wichtigsten Parante Primer |50 (Temperatur, bei der
50% der Primer dissoziert sind) ca. 50°C, GC-Gebalt50-60% und Haarnadelstruktur-
Enthalpie=0,0 kcal/mol. Die Berechnung der Schneetgteratur der Primer erfolgte nach der
Formel (Baldino F. et al. 1989):

Tm= 81,5+16,61g[Me"]+0,41- (%GC)-675/N-(%mismatch).

Dabei bedeuten: [M§ Konzentration monovalenter Kationen in mol/l; (%Gprozentualer
Anteil an Guanin- und Cytosinresten; mismatch pntzaer Anteil von Basenfehlpaarungen
Die Annealing-Temperaturen wurden experimentell im@gnd mit dem Wert der
Schmelztemperatur optimiert. Tabelle 2 stellt deewendeten Primer mit Bezeichnung und

Nukleotidsequenz dar.
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Verwendete Primer in den verschiedenen PCR-Readktion

Name des Primers

Primersequenz 3" Richtung

rEPOR_723(+)

ACT GAC TGC TAG CGACTT GGA

rEPOR_1524(-)

CTA GGA GCAGGC CACGTAG

rEPORV1_861(-)

ACA CTG TCC CCA GGC CAG AT

rEPORV1_839(+)

AAG ATC TGG CCT GGG GAC AG

rEPOR_1122(-)

AAC CAT TCA TCC AAT ACC AGG TAG

rEPOR_1100(+)

TAC CTG GTATTG GAT GAATGG TTG

rEPORV2_1101(-)

TGG ACT CCC TGG GCC CG

rEPORV2_1083(+)

AGC GGG CCC AGG GAG TCC ACG

rEPOR_783(+)

CTC ACT GTT GCT GAC TGT GCT

rEPOR_1275(")

TAC TCA AAG CTG GAA GGC GAG

rEPOR_1020(+)

TGA CTC AGG CTG GGG ATG CA

rEPOR_1488(")

GTG TCT GGA ACA AGG CTATTC TC

rEPOR_1356(-)

TTC AGG TGA GGT GGA GTG GG

rEPOR_1154(")

AGA GGT TCT CAC TGC ATG GG

hEPOR_884(+)

GCC TAG CGA CCT GGACC

hEPOR_1663(-)

CTA AGA GCAAGC CACATAGCT G

rEPOR_-17(+) GGT ACC TGG GGC TAC ATC ATG GAC CAACTC
rEPOR_1526(-) TAC GTG GCC TGC TCC TAG GAT CTA GA
M13_forward GTTTTC CCAGTC ACGACGTTG TA
M13_reverse TTG TGA GCG GAT AAC AATTTC
rEPOR_tRPA_Intron_7(+) GTAACC TGT TTGTCT TCT CTGCT
rEPOR_635(+) GGA CGC GCTACACCTTCGC

rEPOR_1091(-) TGG GCC CGC TCA CTG CCC AC

Tabelle 2 Verwendete Primer in den verschiedenen HEGVersuchen

4.3.4. PCR Varianten

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden DMAtrizen (Templates)
sequenzspezifisch amplifiziert (Saiki R.K. et a@8%). Dazu wird die DNA durch eine
Temperatur von ca. 95°C zundachst in ihre Einzelgedaufgetrennt (Denaturierung). Im
zweiten  Schritt, der  Anlagerungsreaktion,  hybrilisn  anschlieBend  die
Oligonukleotidprimer mit ihrem komplementéaren DNA&hg (Annealing), worauf im dritten
Schritt die DNA-Polymerase eine DNA-NeusyntheseseWwen diesen Primern in-53
Richtung vornimmt (Elongation). Der Zyklus aus Demigrung, Annealing und Elongation
wird 20-50 mal wiederholt (je nach Ausgangskonzsidn der zu amplifizierenden DNA),
wobei die neu synthetisierten Tochterstrange imhst&n Zyklus selbst als DNA-Matrizen
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fungieren. Schon ab dem dritten Zyklus entsteheBDN#&-Doppelstrange, deren Lange dem
Abstand zwischen den Primern entspricht. Mit jed&yklus erh6ht sich der Anteil dieser
DNA-Abschnitte mit der Zielsequenz auf etwa das pdie, so dass theoretisch nach n
Zyklen eine Anzahl von maximal” 2DNA-Molekiilen dieser Lange im Reaktionsansatz
enthalten ist. Dies entspricht einer logarithmischéervielfaltigung der DNA-Zielsequenz.
Im Verlauf der Versuche wurden einige ParametersatieMethode den speziellen
Anforderungen der jeweiligen Fragestellung angdpasSo wurde z.B. die
Annealingtemperatur zur Erhéhung der Spezifitatiedroder die Zahl der Reaktionszyklen
verandert, um die Sensitivitat der Methode zu mpiéifen. In Tabelle 3 sind die verwendeten
und je nach ihrer Fragestellung optimierten Profekaufgefiihrt, die auf Grund ihrer
vielfaltigen Variationen nicht erschopfend darghisteerden kbnnen.

Alle PCR-Produkte wurden im Anschlul3 an die Reakgtektrophoretisch auf einem DNA-

Agarosegel analysiert und z.T. fir weitere Versuadrsvendet.

Protokoll Template Reaktionsansatze Thermocycling
Standard-PCR cDNA 25 ul Taq Mastermix Kit 1x 5min 95°C
(Quiagen®) 35x 30sec 95°C
23 pl Bidest 30sec 57°C
0,5 pl (+) Primer (50 pM) 1min 72°C
0,5 pl(-) Primer (50 uM) 1x 7min 72°C
1 pl DNA Lsg.

mit 50 pl WachqChill out 14,
MJ Research®) tiberschichten

Pfu-Hotstart-PCR cDNA 40 ul Bidest 1x 3min 95°C
5 ul 10x PfuTurboCx Rxn Buffer 40x 1min 95°C
1,25 pl ANTP (10 mM) 1min 57°C
0,5 pl (+) Primer (50 uM) 1,5min 72°C
0,5 pl (-) Primer (50 pM) 1x 7min 72°C

1 pl (2,5 U/ul) PfuTurbo Cx
Hotstart Polymerase
(Stratagene®)

2 ul DNA-Lsg.

mit 50 ul Wachg(Chill out 14,
MJ Research®) liberschichten

Tabelle 3 PCR Protokoll der Standardreaktionen
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4.3.5. Agarosegelelektrophorese

Nukleinsduren kénnen bei geeignetem pH-Wert aladggie Makromolekule innerhalb eines
elektrischen Feldes in einer Agarose-Gelmatrix ndackm Molekulargewicht aufgetrennt
werden. RNA und DNA sind im pH Bereich des PuffdgH 8,0) aufgrund ihres
Phosphatrests negativ geladen und wandern dahémaogle. Im Anschluss an die PCR kann
so anhand der Grof3e des amplifizierten ProduktsetieReinheit und Spezifitdt Uberpruft
werden.

Durchfuhrung: Eine 1-2%ige Agarosesuspension (@BIa®) wurde in 0,5x TBE Puffer
(GibcoBRL®) angesetzt und die Agarose durch Koclymiost. Zu der abkihlenden
Agaroseldsung wurde Ethidiumbromidlésung (GibcoBRLEndkonzentration 0,3ug/ml)
zugegeben und die Agaroselosung auf einen GeltrdyiniSub CellGT, BioRad®,
Minchen, Deutschland) gegossen. Nach Erstarresélsswurde der Kamm entfernt und das
Gel in eine mit 0,5xTBE gefullte horizontale Elekithoresekammer (BioRad®) transferiert.
Die DNA-Proben wurden mit Ladepuffer gemischt undermso wie ein DNA
Molekulgewichtsmarker (1kb ladder, GibcoBRL®) inediGeltaschen pipettiert. Die
Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von @owerSupply Model200/2, BioRad®)
durchgefuhrt. Die notwendige Laufzeit bis zur aiggrenden Auftrennung der Proben konnte
anhand der Farbmarker Bromphenolblau bzw. Xylenalyan Ladepuffer oder mittels UV-
Tisch (INTAS Concept 95 KFE 103®, NewHaven, USA)dudirekter Beobachtung des
Bandenmusters ermittelt werden. Nach Beendigund:ttrophorese wurde das Agarosegel

zur Auswertung im UV-Licht photographiert und alénBap Datei abgespeichert.

4.3.6. Gelelution

Die Extraktion und Aufreinigung der DNA-FragmentasaAgarosegelen basiert auf der
Loslichkeit von Agarose und der selektiven, quatitien Adsorption von Nukleinséuren (bis
zu 10 ug) an einer Silicagelmembran in Gegenwart hoheekdakentrationen, wéhrend
andere Bestandteile die Membran ungebunden passeénmen.

Die DNA-Extraktion erfolgte nach der Auftrennungrd@NA im Agarosegel mit Hilfe des
,QIAquick® Gel Extraction Kit‘(Quiagen®, Hilden, Daschland. Dabei musste das zu
extrahierende DNA-Fragment zunachst unter einerldWpe (INTAS Concept 95 KFE
103®, IBI®, New Haven, USA) mit einem Skalpell adesm Gel ausgeschnitten, in ein 1,5 ml
Eppendorfgefald Gberfihrt und gewogen werden. DagidBe der ausgeschnittenen Banden
betrug in der Regel 150-300 mg. Pro 100 mg Gelstilakden dann 30Ql Puffer QG
zugegeben. AnschlieBend wurde das Rohrchen im \Wegkdei 50 °C fur ca. 10 min
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inkubiert, bis sich die Agarose vollstandig geléatte. Um diesen Vorgang zu beschleunigen,
wurde die Probe alle 3 min gemischt. Nach der lakioln wurden dem Rdhrchen pro 100 mg
Agarose 10Qul Isopropanol zugefuhrt, die Probe wurde anschhel3gemischt und dann auf
eine QIlAquick®-Zentrifugensaule in einem 2 ml Auftgdhrchen gegeben. Die
Zentrifugation erfolgte bei 12000 x g fur 1 min @ner Eppendorf Tischzentrifuge. Der
Durchlauf wurde verworfen und die Saule erneutdad Auffanggefald gesetzt. Anschliel3end
wurden 75Qul PE-Puffer auf die Saule gegeben und fir 5 minRsimtemperatur inkubiert.
Danach wurde wieder 1 min zentrifugiert. Zur Emiferg letzter Reste des PE-Puffers wurde
nochmals wie bereits oben beschrieben zentrifughath dem Waschen wurde die Saule
dann auf ein neues 1,5 ml Eppendorfgefald gesetxt50nul Elutionspuffer EB (10 mM
TrisCl, pH 8,5) in die Mitte der Silicagelmembraipgttiert. Nach 1 min Inkubationszeit
erfolgte eine erneute Zentrifugation fir 1 min. Dhenmehr eluierte DNA konnte fir

Ligationen verwendet werden.

4.3.7. Ligation der DNA Fragmente in Klonierungsvekoren und Transformation in
Bakterien

Fur die Klonierung von frisch erzeugten PCR-Fragmenvurde der TOPOTM® TA Cloning
Kit Version N der Firma Invitrogen verwendet. Diegat beruht auf folgendem Prinzip: Die
Tag-Polymerase fligt wahrend der Reaktion unspezifisoéne3'dA-Uberhang an das PCR-
Produkt an. Der bereits linearisierte TOPO TA® \¢ekhat demgegenlber an seinen 3'-
Enden einen dT Uberhang und ist zuséatzlich mit Tsipoerase | gekoppelt. Dadurch wird
eine schnelle und effiziente Ligation von PCR-Fragten in den Vektor ermoglicht. In der
Regel wurden folgende Ansatze verwendet:

PCR-Produkt 0,5-4ul
Bidest. Wasser ad 5l
Salzlésung, TOPOTM® TA Cloning Kit il
Vektor pCR2.1 1yl
Gesamtvolumen 7 ul

Die Anséatze wurden vorsichtig gemischt, anschlid3&ir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert und dann auf Eis gestellt. Zeitgleich dem kompetente Bakterien (One Shot
Chemically CompetenE. coli, Invitrogen®) auf Eis aufgetaut. 2l des Ligationsansatzes

wurden zu den Zellen hinzupipettiert, vorsichtignggcht und flr 30 min auf Eis inkubiert.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellén 30 sec bei 42 °C einem Hitzeschock
unterworfen und danach sofort wieder auf Eis gisidéén Proben wurde anschlie3end 250
raumtemperiertes SOC-Medium (Invitrogen®) zuges®m E. coli Kulturen wurden bei 37
°C fur 1 Stunde horizontal rotierend (bei 200 U/jmimkubiert. Anschlieend wurden 100
der Zellsuspension auf vorgewarmte und mit 100 rhgémpicillin und 80ul X-gal (Sigma®,
Deisenhofen, Deutschland) vorbehandelte LB-Agamgtaausplattiert und Gber Nacht bei 37
°C im Brutschrank (Heraeus Instruments®) inkubié&tach ca.17h Vermehrungszeit der
Bakterien bildeten sich Kolonien verschiedener Baghklone auf der LB-Agarplatte. Die
Kolonien unterschieden sich in ihrer Farbe, es wablos helle und blaue Kolonien
vorhanden. Dieser  Farbunterschied beruhte auf denigenkchaften des
Transformationsvektors, dieser enthalt ein Gendfis Enzym 3-Galaktosidase, welches das
Substrat X-Gal in einen blauen Farbstoff umsetziwrd® nun in den Vektor erfolgreich ein
DNA-Fragment einkloniert und befand sich dieseslanvorgesehenen Klonierungsstelle im
3-Galaktosidasegen, so wurde die Synthese diesegmEnunmoglich und die Kolonien
blieben farblos. Um nun auch Bakterienklone, dies dgewtinschte DNA-Fragment
aufgenommen hatten, von jenen zu selektionierem, utispezifische DNA -Sequenzen
beinhalteten, wurde eine sog. Kolonie-PCR durchgef(rabelle 4). Dazu wurden farblose
Kolonien mit einer 10 pl Pipettenspitze vom LB-Agabgenommen und in einem
vorbereiteten Kolonie-PCR Ansatz (siehe unten) sngdert, gleichzeitig wurden Kolonien
auf neuen Agarplatten angelegt. Die PCR wurde peizisischen Primern flr das gesuchte
Fragment durchgefuhrt, entsprechend positive Kelorwurden dann fur weitere Versuche

verwendet.

Ein Kolonie-PCR Ansatz bestand aus folgenden Teilen

Tag-Mastermix (TAQ, Puffer, ANTP’s) 12,6
Primer (+) 0,25 pul
Primer (-) 0,25 ul
Wasser 12 pl

Das Temperaturprofil erforderte eine langere Dematungsphase, um die Plasmid-DNA in
den Bakterien einer Amplifikation zuganglich zu rew. Initiale Denaturierung: 5 min bei
95°C.
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Vorgang Zyklenzahl Tengiear Dauer
initiale 1 95°C 5 min
Denaturierung
Denaturierung 30 95°C 45 s
Annealing 57°C 45 s
Elongation 72°C 1 min/kb
finale Elongation 1 72°C 5 min

Tabelle 4 Reaktionsbedingungen der Kolonie-PCR

4.3.8. DNA Ligation in eukaryonte Expressionsvektan und stabile Expression in Ba/F3
Zellen

Die transformierten und selektionierten Bakteriehe den TOPO®-Vektor mit dem
gewulnschten Insert enthielten, wurden vermehrt diedPlasmide im Anschluss prapariert.
Danach erfolgte eine Restriktionsspaltung zur tsmtader inserierten DNA-Sequenzen. Mit
den gleichen Restriktionsenzymen wurde der eukaeydtxpressionsvektor pcDNA 3.1
gespalten. Dadurch war es mdglich, die Nukleinsqeenzen aus dem TOPO®-Vektor in
pcDNA 3.1 zu uberfihren. Zur Ligation in den neudektor wurde der gleiche
Versuchsablauf wie in Abschnitt 4.3.7. beschriebangewendet. Nach erneuter
Transformation in Bakterien, Vervielfaltigung unsolierung wurde die Sequenz bzw. die
korrekte Orientierung der inserierten cDNA Uberpréinschlieend wurden die Plasmide in
murine Ba/F3 Zellen eingebracht.

Zur Transfektion wurden die Plasmide mittels Elegtration (Chu et. al. 1987) in die Ba/F3
Zellen uberfiihrt. Bei diesem Vorgang wurden 1% Zéllen und 20 pg DNA in 800 pl kaltem
PBS gelost. Danach erfolgte die ElektroporationetstBioRad®-Gene Pulser (300 V, 960
MF). Diese Art der Transfektion beruht darauf, dasch die angelegte Spannung fir einen
kurzen Augenblick die Zellmembran fir die Plasmiderchgéangig wird, sich jedoch
nachfolgend wieder verschliel3t und die Vitalitét dellen erhalten bleibt. Zellen, bei denen
die Membranschadigung zu umfangreich war, sterleedibser Prozedur (ca. 50%).

Da der verwendete Expressionsvektor ein NeomycsigREnzgen enthalt ist es moglich im
Anschluss an die Elektroporation die transfizierfmillen zu selektieren. Das Resistenzgen
ermoglicht den Zellen die Produktion einer Amindgigid-Phosphotransferase, welche dem
verwendeten Geneticin® (Calbiochem®, Bad Soden, téobland) die Fahigkeit zur

ribosomalen Bindung und damit die Toxizitat nimidivei Tage nach Transfektion wurden
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die Zellen mit G418-Selektionsmedium (Calbiochem@®jsetzt, Zellen ohne Resistenzgen
waren nun nicht mehr in der Lage Proteine zu syisieeen und starben.

Nach Selektion der resistenten Zellen wurde dig/qpohale Kultur auf ca. 5 Zellen/ml in
G418-Selektionsmedium verdinnt und es wurden je [l08uspension in jede Vertiefung
einer 96er-Mikrotiterplatte Uberfihrt. Heranwach$enEinzelzellklone wurden spater in
groRere Kulturgefalle Uberfuhrt. Sobald ausreicherahoklonale Zellen zu Verfiigung
standen, wurden diese mittels RT-PCR und Immunbbéptiuf das gewiinschte Genprodukt

untersucht.

4.3.9. Gewinnung von Plasmid DNA aus den Bakteriemhénen

4.3.9.1. DNA Mini-Praparation

Zur weiteren Verwendung und Sequenzkontrolle wurB¢émsmidisolationen durchgefihrt.
Hierflr erfolgte die Praparation der Plasmide au8sdtgkulturen. Dazu wurde 5 ml
ampicillinhaltiges LB-Medium (Ampicillin 10Qug/ml) mit einer Bakterienkolonie beimpft.
Die Kulturen wurden tber Nacht bei 37 °C unter S (200 U/min) inkubiert. Nachdem
diese Kulturen ihre stationare Wachstumsphasechtrdiatten, erfolgte die Aufarbeitung
mittels eines Kits der Firma Invitek® (Invisorb 8dPlasmid Mini Kit, Berlin, Deutschland).
Die Funktionsweise dieses Kits basiert auf der Meé¢éhder modifizierten alkalischen Lyse
(Birnboim H:C. und Doly J.A.,, 1979), sowie der Adston von DNA an
Silicagelmembranen bei hohen Salzkonzentrationargélstein B. und Gillespie D., 1979).
Nach Gewinnung eines Zellpellets durch Zentrifumaterfolgte die alkalische Lyse mit
NaOH-SDS-Ldsung. Daran schlof3 sich die Neutrabsaties pH-Wertes mit Essigsaure an,
die zum Ausfallen vieler Proteine, Lipoproteine whel chromosomalen DNA fiuhrt. Nach
dem Abzentrifugieren der festen Bestandteile wleleklare Uberstand kurz mit einer DNA-
bindenden Matrix inkubiert. Wahrend die gebundetesrid-DNA zuriickgehalten wird,
werden die anderen l6slichen Bestandteile des egsatirch Spilen mit einer ethanol- und
salzhaltigen Waschlésung entfernt. AnschlieRenddeudie DNA durch Zugabe eines
wassrigen Elutionspuffers von der Matrix eluierariach wurde die Plasmid-DNA pro 100 pl
DNA-L6sung mit 50 pl 3M Ammoniumacetatiésung und3sl 100% Ethanol Gber Nacht
bei Raumtemperatur ausgeféllt, am nachsten Tagaifagiert, mit 70% Ethanol gewaschen
und in Aqua dest. aufgenommen. Die detaillierte@pBrationsvorschriften wurden den
Angaben des Herstellers entnommen. Eine Plasmid Rttparation lieferte im Durchschnitt
etwa 10 pg DNA.
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4.3.9.2. DNA Maxi-Praparation

Zur Gewinnung gréf3erer Mengen an Plasmid-DNA wurtleite einer Bakterienkolonie in
200 ml LB-Flussigkultur (50 pg/ml Ampicillin) gegeb und vermehrt. Die Plasmid-
Praparation erfolgte anschlieend mit dem Kit NoBlend® der Firma Macherey-Nagel®
(Duren, Deutschland) nach der vorgegebenen Anigitwom Versuchsprinzip ist dieses
Verfahren mit der Mini-Praparation identisch. EiRGasmid Maxi Praparation lieferte im
Durchschnitt etwa 500 pug DNA.

4.3.10. Restriktionsspaltung von DNA-Molekilen

Zur Restriktionsspaltung von DNA wurden RestrikBendonukleasen der Klasse Il

verwendet, welche innerhalb palindromischer Erkeigssequenzen von ca. 4-8 Basen
schneiden. Die Restriktionsspaltung erfolgte in dem Hersteller (New England Biolabs ®,

Frankfurt, Deutschland) mitgelieferten Puffern fiz. 2 h bei 37 °C. Dabei wurden 1-5 U
Restriktionsenzym pro ug DNA eingesetzt.

4.3.11. DNA-Sequenzanalyse

Sequenzierungen von Plasmid-DNA wurden unter Bemgizdes ,Thermo Sequenase
fluorescent labelled primer cycle sequencing kitthwi7-deaza-dGTP* (Amersham®)
durchgefuhrt. Dieses Kit kombiniert das Verfahrar Hettenabbruchreaktion (Sanger F. et
al.,, 1977) mit einer DNA-Amplifikation durch eine yldische Wiederholung der
Reaktionsschritte (Thermocycling) und einer Flupeegmarkierung. Die im Vektor
beiderseits der Klonierungsstelle vorhandenen Bigdstellen fur Standardprimer
(M13_forward, M13_reverse) ermdglichten die Seqaeayse unbekannter Basenfolgen.
Fur jede Probe wurden zunachst folgende Komponeimteainem Volumen von 30 pl

gemischt.

4% DMSO
80 nM fluoreszenz-markierter Primer (M13_forwawtl,3_reverse)
~60 ng/ul Plasmid-DNA

Je 6 ul dieses Ansatzes wurden in Biozym® (Oldeiddeutschland) 96-V Mikroplatten

Uberfuhrt und mit 2 pl der im Kit mitgelieferten &dionslosungen A, C, G bzw. T gemischt
und mit 10 pul Wachs Uberschichtet. Die Parameterdiis Temperatur-Cycling sind in
Tabelle 5 dargestellt.

33



4. Material und Methoden

Vorgang Zyklenzahl Tengder Dauer
initiale Denaturierung 1 95°C 4 mir
Denaturierung 95°C 30s
Annealing 30 55°C 30s
Elongation 72°C 30s

Tabelle 5 Reaktionsbedingungen der Sequenzierungsietion

Nach Beendigung der Reaktion wurden die Ansatzederitim Kit enthaltenen Stop-L&sung
gemischt. Danach erfolgte die elektrophoretischdtraonung der synthetisierten DNA-
Fragmente durch ein Polyacrylamidsequenziergel.

Das Sequenziergel wurde folgendermalf3en hergesidlitnl Polyacrylamidsequenzierlésung
wurden mit 7,5 ml Sequenzierpuffer, 400 ul DMSO @066 I TEMED gemischt und danach
blasenfrei zwischen zwei Glasplatten gegosseni( E6lymerisationszeit). Das Gel wurde in
die Sequenzierkammer (LI-COR®, Lincoln, USA) eingeft, auf 50°C erwarmt und mit 1,2
ul der Proben beladen. Danach erfolgte die Aufnaegrbei 1500 Volt Spannung und 50 Watt
Leistung.

Die Rohdaten wurden mit dem Programm BaselmagelRCQR®) in Sequenzdateien
umgewandelt. Die Auswertung der Sequenzdateien) (exfolgte mit den PC-Software-
Produkten Sequencing Analysis (PerkinElmer®, NokwbISA), Chromas (Technelysium®,
Helensvale, Australien) und BioEdit Sequence AligntrEditor (Isis Pharmaceuticals, Inc.®,
Carlsbad, USA). Vergleiche mit den SequenzdaterdraidVIBL und Genbank wurden mit
Hilfe des Blast-Programms (Altschul S.F. und KootirV., 1998) uber den Webserver
www.ncbi.nim.nih am NIH (USA) oder lber den Fasg&8ver www.ebi.ac.uk am EBI
(Cambridge, GB) vorgenommen. Zur Bestatigung n&eguenzen wurden mindestens zwei

identische cDNA-Klone bendtigt.

4.4. Proteinchemische Verfahren

4.4.1 Proteinnachweis mittels Immunoblotting

4.4.1.1. Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Zellen einer konfluent bewachsenen Kulturflaschg ¢if) bzw ca. 1x10 Zellen wurden
nach Ablésen und Waschen in PBS in 100 pl 95°Cdmi®robenpuffer (2%SDS, 10%
Glycin, 5mM EDTA, 62,5mM Tris, 0,001% Bromphenolbja5% Mercaptoethanol)

aufgenommen. Danach wurden die Zellen in ein Eppdreshktionsgefald Gberfihrt und bei
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95°C im Heizblock fur 5 min inkubiert. Um die in mld°roteinproben enthaltene DNA zu
fragmentieren, welche die Ansétze sehr viskds warditdschwer pipettierbar machte, wurde
eine Ultraschallbehandlung angeschlossen (20 kHzmit). Dazu wurde das Gerat

Bandelin/Sonopuls® (Berlin, Deutschland) verwendet.

4.4.1.2. SDS Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Bk)

Vor der immunchemischen Detektion im Western Bloirden die zellularen Proteine tber
SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen nach dem Laemmli U.K. (1970)
beschriebenen Verfahren aufgetrennt. Es wurde eigkoutinuierliches Vertikal-
Elektrophoresesystem verwendet. Das Trenngel heaitee Konzentration von 8%
Polyacrylamid, das Sammelgel 3,9%. Die Elektropb@neurde in Elektrodenpuffer (25 mM
Tris, 200 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,3) durchgefilkiir die SDS PAGE wurden folgende

Gele und Puffer benutzt:

SDS-Polyacrylamidgele:

Trenngel 8% Sammelgel 3,9%
40% Acrylamid/Bis-29:1 6,0 ml 1,0ml
Trenn- bzw. Sammelgelpuffer 7,5 ml 2,0ml
10% Ammoniumpersulfat 250 pl 50 pl
TEMED 17 ul 10 pl
H,O auf 30 ml auffillen auf 8 ml auffiillen
Puffer:

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer
Tris 36,39 6,19
SDS 0,89 0,49
H,O auf 200 ml auffullen auf 100 ml auffullen
pH pH 8,8 pH 6,8

Tabelle 6 Zusammensetzung der Gele und Puffer zulss-PAGE

Das SDS-PAGE-Trenngel wurde in eine vertikale Guaiker (Renner®,Dannstadt,
Deutschland) gegossen und anschliel3end mit But#meischichtet, um unter Luftabschlul3
eine gleichmallige Polymerisation und eine exakengachicht zu gewahrleisten. Nach 2h
war die Polymerisation abgeschlossen, das Butanolieventfernt, das Sammelgel Gber das
Trenngel gegossen und ein Probenkamm eingesetzhdsdm das Gel 1h gehartet war
wurden Ublicherweise 10-100 pl Gesamtzelllysat etnégen. Als Molekulargewichtsmarker
wurde der Proteinmarker Prestained Protein MaiRen&d®) verwendet.

35



4. Material und Methoden

4.4.1.3. Blotting

Nach der SDS-PAGE wurden aufgetrennte Proteine éimeilank-Blot-Verfahren aus dem
Gel eluiert und auf Polyvinylidendifluorid-Membrame(PVDF) immobilisiert, um sie
Analysen zuganglich zu machen (Imunoblottiriggr Transfer der aufgetrennten Proteine auf
eine PVDF-Membran basierte auf einerspringlich von Towbin H. et al. (1979)
beschriebenen Methode. Fur das Tavikrfahren wurde eine Transferkammer (Fa. Biorad®)
benutzt. Nach abgeschlossener Elektrophorese waudachst das Sammelgel mit einem
Skalpell abgetrennt und das Trenngel fuir 10 mifriansferpuffer (50 mM Tris; 40 mM
Glycin; 0,0375%SDS; 20% Methanol) aquilibriert. 0#&/DF-Membran wurde fur 10 s in
Methanol aktiviert, 5 min in Aqua bidest. gespufiduebenfalls in Transferpuffer fir 10 min
aquilibriert. Zeitgleich wurden 6 Whatman®-Filtegiere (Maidstone, UK) auf GelgréRe
zugeschnitten und in Transferpuffer getrankt. Dasapsfer-Sandwich* wurde wie folgt

zusammengesetzt:

ANODE (+) oben

3 Whatman®-Paper
PVDF-Membran
Polyacrylamidgel

3 Whatman®-Paper
KATHODE (-) unten

Luftblasen wurden beim Aufbau des Sandwiches migreGummiwalze entfernt und danach
erfolgte der Transfer bei 400 mA und 4°C uber 4n8a&am (PowerSupply Model200/2,
BioRad®). Die Membran wurde aus dem Tank genommed dh in PBS-Tween

(GibcoBRL®) mit 5%BSA und 0,1% Natriumacid inkubiert (Blockgang), danach konnten

die Immunreaktionen durchgefihrt werden.

4.4.1.4. Immunreaktionen

Nachdem die freien Proteinbindungsstellen der PWkdbran durch den Blockvorgang

besetzt und die ungebundenen Proteine durch digesalVaschen in PBS-Tween entfernt
waren, konnte der spezifische Antikdrper gegen glssuchte Protein zugegeben werden.
Dazu wurde der primare Antikorper in einer Verdimgwon 1:1000 oder 1:2000, je nach

Bindungsaktivitat, in PBS-Tween mit einem Zusatn &% BSA und 0,1% Natriumazid fir
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12h bei 4°C unter standigem horizontalem Schiitginbiert. Die verwendeten Antikdrper
sind in Tabelle 7/8 aufgefiihrt. Um Uberschissigékénper zu entfernen schloss sich erneut
ein Waschschritt von 3 mal 10 min in PBS-TweenAmschliel3end erfolgte die Inkubation
mit einem  Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem  Seltandikrper fir 1h  bei
Raumtemperatur unter leichtem Schitteln. Nach Emgfe der Sekundarantikdrperlésung,
wurde die Membran erneut dreimal, fir je 10 mini Baumtemperatur in PBS-Tween

gewaschen.

4.4.1.4.1. Primare Antikorper

Antigen Name/Nummer Quelle Hersteller
p42/44 MAPK #612641 Maus(monoklonal) BD Bioscience
(pan ERK) Pharmingen®
(SanJose, USA)
Phospho- #9106 Maus(monoklonal) Cell Signaling®
p42/44 MAPK (Danvers, USA)
EPOR EpoR(H-194):sc-5624| Kaninchen(polyklona®anta Cruz® (Santa
Cruz, USA)
Phospho-STAT5 #9351 Kaninchen(polyklonaQell Signaling®
Phospho-JAK2 #3771 Kaninchen(polyklonaflell signaling®

Tabelle 7 Verwendete primare Antikbrper

4.4.1.4.2. Sekundare Antikorper

Antigen Name/Nummer Quelle Hersteller
Anti-Kaninchen NA934V Esel Amersham®
Anti-Maus NA931V Schaf Amersham®

Tabelle 8 Verwendete sekundare Antikdrper

4.4.1.5. Detektion mittels ,enhanced chemiluminesnee“ (ECL)

Das Prinzip der Proteindetektion mittels ECL+ Lagleruht auf der Oxidation des Substrats
Luminol durch das an den sekundaren Antikérper gpitie Enzym Meerrettich-Peroxidase
und der damit verbundenen Lichtemission bei einezll®lange von 428 nm. Da die

Reaktion nur im Bereich der Immunkomplexe auftri¢t, eine spezifische Detektion von
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Proteinen mdglich und durch Intensitatsdifferenebenfalls eine quantitative Abschatzung
der relativen Proteinmengen.

Mit einem Filterpapier wurde vorsichtig uUberschgssiFlissigkeit von der Membran
abgenommen und anschlieRend 125 d/EGL+ Lésung (Amersham®) gleichmaRig auf der
Oberflache verteilt. Nach funfminatiger Inkubatiovurde die Membran mit einer Folie
versiegelt, um sie vor Verdunstung und damit Begumaly der Lumineszenzreaktion zu
schitzen. Die so praparierte Membran wurde mit relnemineszenzkamera (Fuji CCD
440L®, Tokio, Japan) oder durch Réntgenfiime (Agf&®rtsel, Belgien) analysiert. Je nach

Intensitat waren Expositionszeiten von wenigen 8dkn bis zu einigen Minuten notwendig.

4.4.2. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Um spezifische Protein-DNA-Interaktionen zu untefsen, wurden ,Elektrophoretic
mobility Shift Assays” (EMSA) durchgefihrt (Fried.®. und Crothers D.M., 1981, Garner
M.M und Revzin A., 1981). Diese Methode nutzt ddfeld, dass proteingebundene DNA
gegeniiber freier DNA eine Anderung (Shift) in derlek&ophoretischen
Wanderungsgeschwindigkeit (Mobility) aufweist uredzB. vergleichend untersucht werden
kann, ob und wie stark Rezeptoren nach StimuldbbiA\-bindende Proteine aktivieren. Um
die DNA-Proteinkomplexe sichtbar zu machen, wurdienDNA-Sonden radioaktiv markiert.
Die Identifizierung der Proteine in den Komplexerfolgte mit Hilfe von gegen die
Transkriptionsfaktoren gerichteten Antikdrpern, diee Migration zusatzlich reduzierten
(Supershift).

4.4.2.1. Stimulation der Zellen und Gewinnung von Krnextrakten

Eine konfluent bewachsene Flasche (75%)¢mvelche ca. 1x10Zellen enthielt, wurde
mehrfach mit erwarmten DMEM Medium ohne FCS gewasalnd anschlieRend mit 5 U/ml
rhEPO in Medium fiur verschiedene Zeiten inkubiddie Dauer richtete sich nach der
jeweiligen Fragestellung des Versuchs. Nach abdessdner Inkubationszeit wurden die
Zellen mit einem Zellschaber abgel6st, in 50ml dérgenréhrchen tberfuhrt, pelletiert und
mit PBS (Gibco BRL®) gewaschen. Zur Gewinnung derréxtrakte wurden anschlielRend
500 pl eiskalter Puffer A (10 mM HEPES; 10 mM KC|5 mM MgC,; 0,5 mM DTT; 0,7
pg/ml Pepstatin; 1 Tbl. Complete; 1 mM Vanadat562] Endvolumen) zugefihrt und die
Zellen zur hypotonen Lyse darin suspendiert undniif auf Eis inkubiert. Nach 10 s
Zentrifugation bei 14000 x g und Entfernen des Btaerds wurde das Kernpellet in 100 pl
eiskaltem Puffer B (20 mM HEPES; 1,5 mM MgQ0,5 mM DTT; 25% Glycerol; 420 mM
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NaCl; 0,2 mM EDTA; 0,7 pg/ml Pepstatin; 1 Thl. Cdetp, 1 mM Vanadat; 62,5 ml
Endvolumen) resuspendiert und 20 min im Eisbadagigrt. Anschlie3end wurde der Ansatz
fir 3 min bei 14000 x g und 4°C zentrifugiert. Digberstand wurde entnommen und in

flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung Hernextrakte erfolgte bei -70°C.

4.4.2.2. Praparation und Bindung der DNA Sonde

Die doppelstrangige DNA-Sonde (Erkennungssequenzil@vdurch Hybridisierung zweier
komplementérer einzelstrangiger Oligonukleotideo{®Z®) hergestellt (Bittorf, T. et al,
2001). Es wurden jeweils 5 pl einer 50 uM Oligomaitidiésung gemischt und 10 min bei
80°C inkubiert. Das Gemisch wurde auf Raumtemperahgekthlt und mit 90 pl Aqua
bidestillata verdiinnt. Daraufhin wurde die DNA mfijt?P]-dATP (Amersham) radioaktiv

markiert. Dazu wurden 20 pl des folgenden Reak#insatzes fir 30 min bei 37°C inkubiert.

1x Reaktionspuffer (Boehringer®Mannheim)

125 nM doppelstrangiges Oligonukleotid

~0,5 uM, 1,5 Ci/l 1*?P]-dATP,~3,3 uM, 10 Cill

0.5 U/ul T4 Polynukleotidkinase (Boehringer® Naeim)

Anschliel3end wurde die DNA mit einer Sephadex Ga6kS (Pharmacia Biotech®) von den
nicht inkorporierten Nukleotiden getrennt Nachfaidevurde die markierte DNA-Sonde flr
30 min bei 27°C mit dem Kernextrakt inkubiert. Daltente folgender 20 pl Ansatz.

0,1x Kernextrakt

0,1 mg/ml Poly-didC

1 mg/ml BSA

1x Shift-Puffer5x Vorratslsg.: 10 mM Tris; 50 mN&aCl;

0,1 mM EDTA, 1 mM DTT;

5% Glycerol 0,1% NP40;

1mM Pefabloc; pH 7,5
6,25 nM markiertes Oligonukleotid (Sonde)

In Supershiftanalysen wurde der Ansatz nach Zugetvea 500 ng) eines Antikdrpers gegen

das nachzuweisende Protein erneut fir 30 min B& 8¥ubiert.

4.4.2.3. Elektrophoretische Auftrennung und Analyseles DNA-Protein Komplexes
Der gesamte Reaktionsansatz wurde auf einem 6%Hgmacrylamidgel fur ca. 2h bei 250

V aufgetrennt. Das Gel hatte folgende Zusammensgtzu
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12 mi Acrylamid/Bis-29:1

2ml 10x TBE, pH 8,4

480 pl 10% Ammoniumpersulfat
80 ul TEMED

mit Bidest auf 80 ml aufgefillt

Die Elektrophorese wurde in 0,25x TBE-Puffer (pHA)&urchgefihrt. Danach wurde das Gel
zwischen zwei Zellophanfolien getrocknet (BioRad®phschliel3end wurde ein Rontgenfilm

mit dem Gel exponiert.

4.5. RNAse Protection Assay (RPA)

Der Ribonuclease Protection Assay (Gilman M. 20@i¢nt der Identifikation und
Quantifizierung von RNA (meist Messenger-RNA) inesn Gemisch aus zellularer Gesamt-
RNA. Er ist im Vergleich zum Northern-Blot weseantli empfindlicher und erlaubt den
Nachweis geringer RNA Mengen. Fur den RPA wird enagkierte RNA Sonde synthetisiert,
welche komplementar zu der zu analysierenden RiNAdisrzu wird ein korrespondierendes
DNA Fragment in einen geeigneten Vektor, in dem wsger der Kontrolle eines
Bakteriophagen-Promotors (T7, Sp6) steht, klonieBurch die Verwendung der
entsprechenden DNA-abhangigen RNA-Polymerase (Z&- Bp6 Polymerase) wird so eine
fur die Ziel-RNA spezifische RNA-Sonde transkribiddie radioaktiv markierte RNA-Sonde
wird dann mit der Probe inkubiert und nach der kibrerung mit Ribonuklease behandelt.
Wahrend die hybridisierte  RNA vor einer Degradatigeschutzt bleibt, wird die
einzelstrangige, nicht hybridisierte RNA verdauie Qeschitzte RNA wird anschliel3end auf
einem Polyacrylamidgel separiert und mittels Autiimgraphie sichtbar gemacht. Die
nachfolgend dargestellten Reaktionen erfolgten aieitn RNase Protection Kit der Firma
Roche® Applied Science (Mannheim, Deutschland), d#aillierten Protokollbedingungen

kénnen den Angaben des Herstellers entnommen werden

4.5.1. Gewinnung einer DNA-Sequenz zur Klonierungniden Transkriptionsvektor

Mit den Primern rEPOR_tRPA _Intron_7(+) und rEPOR2A(2) wurde aus DNA-Proben von
ST14A Zellen mittels PCR eine 296bp lange Nuklainegequenz amplifiziert. Die PCR
wurde nach dem Tag-Polymerase Protokoll durchgefiitnr Anschluss erfolgte die weitere
Vervielfaltigung der DNA nach Klonierung der PCReRBukte in den Vektor pCR2.1 in One
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Shot® Chemically Competert. coli Zellen, wie in Abschnitt 4.3.7. beschrieben. Die
Plasmide wurden aufgereinigt und die gewlnschteu&eg mit dem Restriktionsenzym
EcoRI aus dem Amplifikationsvektor herausgetremie erhaltenen Schnittstellen dienten
zugleich im néchsten Schritt zur Einklonierung iendTrankriptionsvektor pSPT19. Zur

DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen wurde#gdnde 20 pul Ansatze pipettiert:

2 ul DNA-L6sung (ca. 1 pg Gesamt-DNA)

2 ul Reaktionpuffer (NEB®, Frankfurt, Deutschland))
2 ul Restriktionsendonuklease EcoRlI ,20 Units (NEB®
14 pl steriles deionisieres Wasser

Die Spaltungsreaktion erfolgte bei 37°C und eim&ubationszeit von 60 Minuten.

4.5.2. Klonierung einer DNA Sequenz in den Transkptionsvektor pSPT19

Wie beschrieben wurde die verwendete Template-DNtAdem Restriktionsenzym EcoRI so
~-geschnitten”, dass mit dem Transkriptionsvektormiatible Enden entstanden. Durch
elektrophoretische Auftrennung in einem Ethidiunmbidgel und anschlieRender
Aufreinigung des gewinschten Fragments mittels Qlé&@® Gel Extraction Kit*(Quiagen®)
konnte die Sequenz in die vorgesehene Polylinkemedes pSPT19 Vektors eingeflugt
werden. Die Promotoren fir die SP6 und T7 Polynerdsefinden sich auf beiden Seiten der

Polylinkerregion des Vektors.

4.5.3.In vitro-Transkription zur Herstellung einer markierten RNA Probe

Fir dieses standardisierte Protokoll zur Herstellemer -*2P] markierten RNA-Sonde
wurde zu Beginn 0,5 g DNA, ein Gemisch aus ATP,WRE GTP, Reaktionspuffery £ P]
CTP (400Ci/mmol), steriles Wasser und die SP6 otér Polymerase gemischt. Die
Transkription erfolgte wahrend einer Inkubationszen 20 min bei 37°C. Um die Template-
DNA zu entfernen wurde eine DNAse | Behandlung angkssen. Die Reaktionen wurden
durch die Zugabe von 0,2 M EDTA beendet, die nigdihgebauten* Ribonukleosid-
triphosphate wurden durch Zentrifugation Uber éheck Spin Column, Sephadex G-50®
(GE Healthcare®, Freiburg, Deutschland) von derb@naggetrennt.

4.5.4. Hybridisierung
Die markierte RNA-Sonde wurde im Hybridisierungdpufaufgenommen, dabei war die

Menge an verwendetem Puffer abhangig von der spelzén Radioaktivitdt der Probe.
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Nachfolgend wurde den Proben ein RNA-Gemisch aus zie untersuchenden Zellen
zugefugt und diese Ansdtze 5 min bei 95°C denaturidie anschlielRende
Hybridisierungsreaktion erfolgte bei 45°C im Hemd# Uber eine Zeit von mindestens 4

Stunden.

4.5.5. RNAse Behandlung der RNA-RNA Hybride

Das Gemisch der RNA-RNA Hybriden wurde mit RNasgdstion Puffer, RNase T1 und
RNase A versetzt und fur die Spaltung 30 min béC3ihkubiert. AnschlielRend erfolgte fur
15 min bei 37°C eine Proteinase K Behandlung. Zurdktion der unverdauten RNA-RNA
Hybride wurde ein Phenol/Chloroform/Isopropanol G verwendet, die geléste RNA
wurde in ein neues Reaktionsgefal} tberfuhrt, undethanol ausgefallt.

4.5.6. Polyacrylamidgelelektrophorese

Die RNA-Proben wurden bei 4°C und 14000 x g 15 Nenuzentrifugiert, danach wurde
vorsichtig das Ethanol Uber den Pellets abgenommeschlielend wurden die Pellets bei
Raumtemperatur gelagert, bis das Ethanol vollstaneidunstet war. Die Proben wurden im
Probenpuffer aufgenommen und in Eppendorfreaktiei@d®en 5 min bei 95°C denaturiert
Vor dem Auftragen auf ein 4%iges PolyacrylamidgéM( Harnstoff) wurden die
denaturierten RNA-L6sungen auf Eis zwischengela@®ee Elektrophorese erfolgte in einem
Tris-Borat-Puffer bei 30 Volt fur ca. 2,5 Stundddanach wurde das Gel zwischen zwei
Zellophanfolien getrocknet (BioRad®). Anschlie3amdrde ein Rontgenfilm mit dem Gel
exponiert oder die Detektion der radioaktiven Banddolgte mit dem Phosphoimager (Fuji
Bas 18001I®). Neben der Audioradiographie der gtneten Acrylamidgele wurden mit
Hilfe des Phosphoimagers auch quantitative Dat&rogeen. Die entsprechende Auswertung
wurde mit der Software AIDA® (Raytest, Straubenhaideutschland) ausgefihrt. Dabei
wurde der Tatsache Rechnung getragen, dass dagefialternativ gespleildten Rezeptor
charakteristische Hybridisierungsprodukt aufgrusther Gro3e mehr Radioaktivitat enthalt
als das Wildtyp-Produkt. Dies wurde nach Analyse 8equenz (eingebautes radioaktives
CTP) durch Multiplikation der fir das Wildtyp-Hyllisierngsprodukt gefundenen Intensitat
mit dem Faktor 1.278 korrigiert.
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4.6. BrdU Proliferationsassay

Fur diese Versuche wurde ein Reaktionskit der Fifdoghe® (Cell Proliferation ELISA,
BrdU) verwendet. Nachfolgend sind die Prinzipiem ¥ersuchsdurchfiihrung beschrieben,
die genauen Bedingungen sind den Herstellerangabentnehmen.

Die zu untersuchenden Zellen (1.5 ¥ Z@llen/10Qul) wurden in Anwesenheit verschiedener
Wachstumsfaktoren in 96-well Mikrotiterplatten f@4 Stunden kultiviert. Nachfolgend
wurde das BrdU-Reagenz fur weitere 2 Stunden zw/Zeé#an gegeben. BrdU ist ein an Brom
gekoppeltes Pyrimidinnukleotid, welches wahrend DIHA-Synthese anstelle von Thymidin
eingebaut wird und damit in zunehmender Konzeminatin proliferierenden Zellen
nachweisbar ist. Nach circa 2 Stunden wurden dieddierplatten zentrifugiert (300 x g, 5
min.), das Medium entfernt und die Zellen beP®air 1h getrocknet und nachfolgend mit
einem im Kit enthaltenen Reagenz fixiert. Anschdie® wurde ein Peroxidase-gekoppelter
Anti-BrdU Antikorper zu den fixierten Zellen gegebeNach den Waschvorgangen konnte
mittels Substratreaktion und anschliel3ender spelanoscher Bestimmung (VICTOR3®,
Perkin Elmer, Waltham, USA) bei 370 nm vergleichedié@ Menge an gekoppeltem
Antikdrper und damit eingebautem BrdU festgesteditden.

Dieser Versuchsablauf wurde jeweils simultan mih g¢&er verschiedenen Zellpopulationen
durchgefuhrt (parentale Ba/F3 und drei stabil nitCIR-Varianten transfizierte Zellklone).
Dabei wurden pro Rezeptorvariante jeweils drei Blikibne betrachtet. Insgesamt wurden

funf unabhangige Experimente durchgefuhrt.

4.7. Statistische Auswertung

Unterschiede in den Mittelwerten bei den Prolifieraversuchen wurden mittels
Zweistichproben t-Test auf Signifikanz gepruft (Gets W.S., 1908). Die Tests wurden
zweiseitig ausgefuhrt. Die Berechnungen wurden daim Programm GraphPadPrism®
(GraphPad Software®, La Jolla, USA) durchgefuhrter DFaktor p ist dabei die
Wahrscheinlichkeit der zutreffenden Nullhypothebmterschreitet die Wahrscheinlichkeit
der zutreffenden Nullhypothese einen festgelegteartWspricht man von statistischer
Signifikanz. Die Signifikanzniveaus wurden wie fblyerwendet: p<0,1 (statistisch
hinweisend) < 0,05 (signifikant)p < 0,005 (hoch signifikant).
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5. Ergebnisse

5.1. Analyse der EPOR-Expression in Zellen und Gewen

5.1.1. Identifikation von EPOR-Transkripten durch PCR-Analysen

5.1.1.1. Nachweis der intrazellularen Doméne des ERR in ST14A Progenitorzellen
5.1.1.1.1. EPOR-Wildtyp (EPOR-WT) in ST14A Zellen

Zwei unabhangige RNA-Praparationen aus ST14A-ZeNenden mit Oligo-dT Primern in
cDNA umgeschrieben und in nachfolgenden PCR—Reaakticals Template eingesetzt. Fir
den Nachweis der intrazellularen Domane des EPORlemudie Primer rEPOR_723(+) fur
den Positivstrang und rEPOR_1524(-) fir den Negatiwg verwendet. Der Upstream Primer
wurde um DNA Kontaminationen auszuschlieRen Ubpdafd in Exon 5 und Exon 6 des
EPOR-gens platziert. Der 3‘-Primer befand sich amdeedes Gens abschlielBend mit dem
Stop—Codon (Abbildung 4).

~ rEPOR_723 (+)
T~

EPOR
mRNA

¥

Exonl / /Exon5 Exono Exon’7 Exon8

g —
" =
f

/o

£ rEPOR 1524 (-)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der rEPOR Transkriptes mifPosition der Primer
rEPOR_723(+) und rEPOR_1524(-)Transmembrandoméne rot markiert

Das zu erwartende PCR-Produkt hatte somit eine d&og 801 Basen und war in nativen
ST14A Zellen und in Subklonen der ST14A Zellen idlierexpression der neurotrophen
Faktoren CTNF und GDNF deutlich nachweisbar (Ahinilgl 5).

ST14A ST14A ST14A
nativ CTNF GDNF
RT + - + - + -
_— 1000bp
801bp
— - - - - -
e | 500Dbp

Abbildung 5: EPOR WT Transkripte in ST14A Zellen
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5.1.1.1.2. Nachweis einer alternativen Spleil3varias

Da bei dem Nachweis des EPOR-WT in ST14A Zellemadywierbar eine weitere Bande in
der Elektrophorese auffiel, erfolgten PCR-Reaktorzerr Identifikation dieses Produktes.
Eine systematische Analyse mit verschiedenen Pkiongoinationen zeigte alternative
Produkte, die jeweils um ca. 100 bp groRRer alsvdédtyp-Produkt waren. In Abbildung 6, 7,

8 sind mehrere Beispiele fur entsprechende Expetendargestellt. Bei allen Versuchen
wurde ein Gradient der Annealingtemperatur eing¢seim die Spezifitdt der Reaktionen
abzuschatzen. Weiterhin wurde versucht Primer zinlemd die mehr als ein Intron

,2aberspannten“, um eine zusatzliche Kontrolle voNA3Kontaminationen der Proben zu

gewahrleisten. Genomische DNA Uberreste hatten depeechend zu deutlich vergroRerten
PCR-Produkten geflhrt.

825 Introné6 913 Intron7

(679bp) (93bp)
rEPOR VA A
mRNA 2 6666666777777777888888888888888888888888888888888888888888883 3°
4> ‘7
rEPOR 783 (+) rEPOR 1356(-)
Marker 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C Annealingtemp.
700bp
m Variante
600bp
Ce — S | =cor-iiT
5000p | I

Abbildung 6: EPOR-spezifische Amplifikationsprodukte aus ST14A DNA bei verschiedenen
Annealingtemperaturen [ Primer rEPOR_783(+) und rEFOR_1356(-)]

Neben dem erwarteten WT-spezifischen PCR-Produkt 00 bp) amplifizieren die in den Exons 6 und 8
lokalisierten Primer zusatzlich ein gréReres Produk
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825 Intron6 913 Intron7
(679bp) (93bp)

EPOR
;mm 5716666666777777777888888888888888888888888888888888888888888888| 3°

rEPOR_783(+) rEPOR 1154 (-)
Marker 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C Annealingtemp.
600bp
500bp Variante
400bp EPOR-WT

Abbildung 7: EPOR-spezifische Amplifikationsprodukte aus ST14A DNA bei verschiedenen
Annealingtemperaturen [Primer rEPOR_783(+) und rEPOR_1154(-)]

Neben dem erwarteten WT-spezifischen PCR-Produkt 400 bp) amplifizieren die in den Exons 6 und 8
lokalisierten Primer zusétzlich ein groReres Produk

825 Introné6 913 Intron7
(679bp) (93bp)

rEPOR

DRNA 2 666666677777777788888888888888888888888888888888888888888888& 37

rEPOR_1085(+) rEPOR 1356 (-)
54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C Annealingtemp.

EPOR-WT

Abbildung 8: EPOR-spezifische Amplifikationsprodukte aus ST14A DNA bei verschiedenen
Annealingtemperaturen [Primer rEPOR_1085(+) und rEFOR_1356(-)]
Neben dem erwarteten WT-spezifischen PCR-Produkt 360 bp) amplifizieren die im Exon 8 lokalisigrte

Primerkein zusatzliches Produkt.

Aufgrund dieser Daten wurde eine alternative Sfbeifi postuliert, in der Intron Nr.7 im
Transkript verbleibt. Primer, welche flankierenched. Intron lagen, amplifizierten ein 100
bp gro3eres Fragment, wohingegen Primer, die dasnimicht flankierten, ein Fragment
normaler Grof3e produzierten. Mehrfache Sequenzajerurder beschriebenen alternativen
Produkte bestatigten die oben genannte Vermutuny. die Existenz des alternativen
Transkriptes und die quantitativen Verhaltnisse seiven alternativem und Wildtyp-
Transkript zu klaren, wurden RNAse Protection Assaiyrchgefiihrt (siehe Kapitel 5.1.2.2.).
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5.1.1.1.3. Suche nach verkirzten mRNA Transkripten

Nachdem der Wildtyprezeptor amplifiziert und einleermative Spleil3form nachgewiesen
werden konnte, wurde versucht, durch Erh6hung aerall der PCR-Reaktionszyklen auf 40
und Absenkung der Annealingtemperatur auf 57°Cl{cee Bedingungen nach Standard) in
den nativen ST14A Zellen zusatzlich verkirzte alitive EPOR Transkripte nachzuweisen.
Als Ausgangsprimer wurden wiederum rEPOR_723(+) tElIOR_1524(-) verwendet. Flr
diese cDNA-Amplifikation wurde statt der herkdmnhien Tag-Polymerase (Quiagen®) die
PfuTurbo®-Hotstart Polymerase (Agilent Technolo@ies Boblingen, Deutschland)
verwendet. Dieses Enzym besitzt im Vergleich zurg-TaPolymerase eine 3°-5°
Exonukleaseaktivitat wodurch die Fehlerwahrschelimdeit auf 1,6 pro 10Nukleotide und
damit auf ein Sechstel reduziert wird. Mégliche Ruomutationen kdnnen so sicherer
detektiert werden und die Wahrscheinlichkeit polymsebedingter Artefakte in der
Basenfolge sinkt. Die Reaktionsprodukte wurden mit Hilfe der
Ethidiumbromidgelelektrophorese aufgetrennt undiidfiLicht sichtbar gemacht (Abbildung
9). Aus der Reaktion resultierten reproduzierbahme verschieden grofie PCR Produkte.
Die Banden 3 und 6 entsprechen der erwarteten Gié8aNildtyprezeptors von ca.800bp.
(Die Rezeptorvariante mit verbleibendem 7. Intrstraufgrund der Signalintensitat nicht vom
Wildtyp zu trennen.) Die weiteren in der Abbilduggkennzeichneten Produkte (Nr. 2,4,7
und 10 mit ca.550 bp; Nr. 1,5 und 8 mit ca.500 Wwpjden eluiert, in den Vektor pCR® 2.1
TOPO® ligiert und in kompetente E.coli transforrier
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1000bp

500bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 9: PCR Ergebnisses der ST14A cDNA mit den Primer rEPOR723(+) und rEPOR_1524(-)
Bahn 1-3: PCR Ergebnis der cDNA aus ProbenansB&tin 5-7: PCR Ergebnis der cDNA aus Probenansatz2,
Bahn 4, 8: Kontrollansétze ohne cDNA, Bahn 9: Bammdarker (2Log Ladder NEB®)

Rekombinante Klone wurden in Flussigkulturen kudy, die jeweilige Plasmid-DNA
isoliert und anschlieRend sequenziert. Die dem Wpldles Rezeptors entsprechenden PCR-
Produkte waren der Sequenz des publizierten EP@gRaxs vollig identisch. Der
Uberwiegende Teil der anderen PCR-Produkte zeigieekHomologie zur EPO-Rezeptor-
Sequenz (Produkte 1,4,5,7,9,10). Die Sequenz ddé&-FGdukts 2 entsprach der EPOR-
Wildtypsequenz, wies jedoch eine Deletion von 3fp3ibd damit eine GroRe von ca. 500 bp
auf. Eine ahnliche Deletion konnte bei PCR-Proddktestgestellt werden. Hier lag eine
Verkirzung von 327 bp vor. Darlber hinaus wiesadeb@ranskriptvarianten keine weiteren
Verdnderungen der Basensequenz im Vergleich zundtygilauf. Nachfolgende Versuche,
diese verkirzten Varianten mithilfe weiterer PCR s&me und anschlieRender
Sequenzbestimmungen nachzuweisen, blieben ohnétigestles Resultat. Als mdgliche
Erklarung fur die Detektion dieser verkirzten Vaten fiel in der Analyse kurz vor und kurz
nach der Deletion eine Sequenzhomologie von 6 Basean auf, welche vermutlich bei der
gewahlten niedrigen Annealingtemperatur zur Bildwiger Haarnadelstruktur der DNA-
Matritze fuhrte und damit die Produktion des vertéin DNA-Fragments bewirkte.
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5.1.1.2. Identifikation der intrazellularen Domanedes EPOR in primaren

Rattengeweben

Kulturen permanenter Zelllinien sind fur viele Featgllungen eine ideale Basis, besitzen
aber den Nachteil, dass zur Immortalisierung gealeti Veranderungen notwendig sind und
damit Abweichungen von dem vivo vorkommenden Zellen entstehen. Aus diesem Grund
war es sinnvoll, die Ergebnisse aus den Versuché&n SWi14A Zellen an primaren
Rattenzellen zu verifizieren und damit deren bidoge Relevanz zu bestéatigen. Dazu

wurden Gewebe aus adulten Inzuchtratten (Wistavyemdet.

5.1.1.2.1. Nachweis des EPOR-WTin diversen Geweben

Nach Gewinnung der Gewebe, RNA-Isolierung und drefsénder cDNA Synthese wurden
PCR-Versuche mit den Primern rEPOR_783(+) und rEPQR4(-) durchgefuhrt. Im
Ergebnis konnte die intrazellulare Doméane des ER@KEtyps in Proben aus dem Cortex
cerebri, Kleinhirn, Lunge, Herz, Leber, Niere, Milmd Knochenmark nachgewiesen werden,
wobei in der Expressionsstarke, wie aus Abbildu@gzd erkennen, deutliche Unterschiede
bestanden. In den Gewebeproben aus Darm und Skesimlatur konnte unter den
Bedingungen der Standard Tag-PCR mit 42 Reaktidtszyund 66°C Annealingtemperatur
der EPOR-Wildtyp nicht oder nur sehr schwach nasiegen werden.

825 Introné6 913 Intron7

(679bp) (93bp)
EPOR 5+ 6666666777777777888888888888888888888888888888888888888888888) 3°
> «
IEPOR7783(+) IEPOR71154(‘)
500bp
p— — o
400bp
2
R &F <V S ¢ o e o e N "
o & @@ 5 Q0 2 R 5 éﬁ* 2 N
NS o Y Y S s @) >
.5 < 4 O W
o A
&

Abbildung 10: EPOR-spezifische Amplifikationsproduke aus verschiedenen primaren Rattengeweben
[Primer rEPOR_783(+) und rEPOR_1154(-)]

5.1.1.2.2. Nachweis alternativer Transkripte in Punarzellen
Die im Folgenden beschriebenen Experimente diedéem Ziel, alternative Transkripte auch
in primaren Zellen nachzuweisen und damit weitererdise auf deren biologische Relevanz

zu finden. Dazu wurde die gewonnene cDNA untergleithen Reaktionsbedingungen einer

49



5. Ergebnisse

PCR unterzogen wie bei den Experimenten mit den48TZellen. Die entsprechenden
Reaktionsprodukte sind in Abbildung 11 dargestéitfensichtlich existiert in Primérzellen
verschiedener Quellen ebenso wie in ST14A-Zellenadtiernatives Transkript mit variabler

gewebespezifischer Expression.

825 Introné 913 Intron7
(679bp) (93bp)

rEPOR ‘J -
mRNA 723 57 566666677777777888888888888888888888888888888888888888888888é 37 1524

4’ 47
rEPOR_723(+) rEPOR 1524 (-)
1000bp
900bp ; Variante
i — [
800bp C— B | SPOR-WT
.Q,
A @f/
5% @y & NG
¥ & 2@ >

Abbildung 11: EPOR-spezifische Amplifikationsprodukte aus verschiedenen primaren Rattengeweben
[Primer rEPOR_723(-) und rEPOR_1524(+)]
Neben dem erwarteten WT-spezifischen PCR-Produkt 800 bp) amplifizieren die in Exons 5/6 und 8

lokalisierten Primer ein zusatzliches Produkt.

5.1.1.2.3. Vergleich der Expression des EPOR vivo bei Normoxie und Hypoxie

Durch eine intraperitoneale Phenylhydrazinbehargllwurden Ratten kinstlich in einen

Zustand der hamolytischen Anamie versetzt und iBmgane dadurch einem akuten
Sauerstoffmangel unterzogen, als Kontrollen dienteimbehandelte Ratten. Die

Blutbildparameter der Rattemtra vitam kurz vor der Probengewinnung stellt Tabellel
(Material und Methoden) dar. Mit den Primern rEP@R3(+) und rEPOR_1524(-) wurde

wie in den Vorversuchen die Expression des rEPOR-Mi@l des alternativen rEPOR

untersucht. Dabei wurden identische cDNA-Mengergesetzt und zur Kontrolle auch die

cDNA des ,house keeping® Gens GAPDH amplifiziem. den verschiedenen Geweben
zeigten sich deutliche ExpressionsveranderungenrielROR. Die Proben aus dem Cortex
cerebri, Darm und Leber zeigten eine Zunahme dBORE mMRNA, in Herz, Knochenmark

und Kleinhirn war eine Abnahme zu verzeichnen, leynigiere und Milz erbrachten keine

wesentliche Veradnderung. Abbildung 12 stellt di€sgebnisse dar. Zur Verifizierung und

besseren quantitativen Beurteilung der Expressemselerungen wurde zu diesem Versuch
ebenfalls ein RNAse Protection Assay durchgefidehge Kap. 5.1.2.3).
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Hypoxie T +
Variante | o
EPOR-WT dd -

GAPDH | sy (W S W S | b | e -—‘

Milz Cortex Kleinhirn Lunge Darm
Hypoxie — —+ o =+ — + — + — +
Variante ‘g . — : ‘
EPOR-WT [ G == == o
GLAPDH |‘— S— e - ~ . - — —
Herz Leber Niere KM Muskel

Abbildung 12: EPOR-spezifische Amplifikationsprodukte aus verschiedenen priméaren Rattengeweben
[Primer rEPOR_723(-) und rEPOR_1524(+)], vergleichade Darstellung von hypoxischen und

normoxischen Geweben

5.1.1.3. Nachweis von EPOR-Transkripten in murinemund humanen Zellen

Nachdem die intrazellulare Sequenz des EPOR urgl @ilbernativen Variante in ST14A

Zellen und in diversen Rattengeweben nachgewiesgdey stellte sich die Frage, ob dieses
Phanomen auch bei anderen Spezies auftritt. FUrGd@innung muriner RNA standen

primare Zellen aus dem Grof3hirn und Kleinhirn dduleen Maus zu Verfigung. Um die

Vergleichbarkeit zu den Versuchen mit den Rattderetu gewdahrleisten, wurden ebenfalls
die Primer rEPOR_723(+) und rEPOR_1524(-) verwendet bis auf zwei Basen bei

rEPOR_723(+) bzw. eine Base bei rEPOR_1524(-) hoghalr murinen Sequenz sind. Als
Zellmodell fir humane neuronale Zellen wurden déleh CX und VM fir die Experimente

verwendet. Analog zu den Untersuchungen an Rattenzevurden spezifische Primer

entwickelt, wobei der upstream-Primer die Exon5#i&xoGrenze Uberspannte und der
downstream-Primer mit dem Stopcodon endete. DieseeP wurden hEPOR_884(+) bzw.

hEPOR_1663(-)benannt. Die entsprechenden PCR Hsgebsind in Abbildung 13 und

Abbildung 14 dargestellt und zeigen, dass in beidgpezies alternative Transkripte

nachweisbar sind.
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963 Intron6 1051 Intron7

(2000bp) (95bp)
\
hEPOR . .
mRNA 868 571 5666666777777777888888888888888888888888888888888888888888888| 3" 1663
—> «
hEPOR_868 (+) hEPOR 1663 (-)
Annealingtemp. 57°C 62°C 57°cC
1000bp
900bp Variante
h——u—lﬂ'
800bp _ _ h hEPOR
Marker

Abbildung 13: EPOR-spezifische Amplifikationsprodukte aus humanemeuronalen Kulturzellen CX und
VM cDNA bei verschiedenen Annealingtemperaturen [Pimer hEPOR_868(+) u. hEPOR_1663(-)]
Neben dem erwarteten WT-spezifischen PCR-Produklifinieren die in Exons 5/6 und 8 lokalisierterirRer

ein zusatzliches Produkt.

824 Intron6 912 Intron7

(679bp) (94bp)
/ \
mEPOR R .
mRNA /235 566666677777777788888888888888888888888888888888888888888888d3 1524
4’ ‘;
rEPOR 723 (+) rEPOR 1524 (-)
RT + - +
1000bp
Variante | 900bp
800bp
mEPOR
Kleinhirn Cortex ST14A
Maus Maus

Abbildung 14: EPOR-spezifische Amplifikationsprodukte aus primaren murinen Zellen und ST14A
[Primer rEPOR_723(+) u. rEPOR_1524(-)]
Neben dem erwarteten WT-spezifischen PCR-Produktifimeren die in Exons 5/6 und 8 lokalisierterirRer

ein zusatzliches Produkt.

5.1.2. Identifikation von EPOR-Transkripten mittels RPA

Fur einen direkten Nachweis der beiden EPOR-Traptekin der RNA-Population und die
Aufklarung der quantitativen Verhaltnisse bietetr d@NAse Protection Assay gute
Voraussetzungen. Durch den Einsatz spezifischer RMBridisierungssonden konnen
hierbei mit hoher Sensitivitat Transkripte direkiagtifiziert werden.
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5.1.2.1. Prinzip der Durchfiihrung des RPA zur Quaniizierung von EPOR-

Transkripten

Aus genomischer DNA der Ratte (ST14A) wurde nach phfkation und
Restriktionsspaltung ein DNA-Fragment gewonnengcihwet zu 88 Basen aus Intron 7 und zu
208 Basen aus Exon 8 des EPOR bestand. Nach Ingdigses Fragmentes in einen Vektor
entstand durchin vitro Transkription mit gleichzeitiger radioaktiver Magkung eine
antisense-RNA Sonde aus 296 Basen des EPOR Gendn&9 musatzlichen Basen des
Vektors. Diese zusatzlichen Basen wurden spaterKamtrolle der RNAse Verdauung
genutzt.

Die Sonde sollte bei Hybridisierung mit der Ges&MA Komplexe mit zwei verschiedenen
Bindungspartnern liefern, zum einen die EPOR-WT rARNit 208 passenden Basen und
dariiber hinaus mit dem alternativen Transkript (X@8nplementdre Basen). Nach einer
RNAse Behandlung (Abbau einzelstrdngiger RNA) waldan geschitzte (doppelstrangige)
Bereiche, die fur die entsprechenden Transkripaeadtteristisch sind.

Aus diesen Uberlegungen folgt, dass nach der RN@e&wndlung und der anschlieRenden
elektrophoretischen Auftrennung und Darstellung rdelioaktiven Banden zwei unverdaute
Reaktionsprodukte zu erwarten sind, zum einen @l grol3es Produkt fir den EPOR-WT
und ein 296 bp groRRes Produkt fir die Spleil3vagianit verbleibendem 7. Intron. Die
gesamte Sonde musste des Weiteren ohne RNAse-Behgnmuir eine 365 bp groRe Bande
liefern. Abbildung 15 stellt die Lage der Sonde undie resultierenden
Hybridisierungsmdglichkeiten dar. Zur Kontrolle désrsuchsverlaufs wurde dariber hinaus
eine B-Aktin Sonde verwendet, welche unverdaut, d.h.oRMase Behandlung, eine Groi3e
von 255 bp und nach Hybridisierung und RNase Beloagdeine Grol3e von 228 bp aufwies.
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//I Exon 7 ' Intron 7 . Exon 8 //

AV | | | AV

1 IRPA—Sonde |
1 1 |
69b aus Transkriptionsvektor/88b aus Intron7/208b aus Exon8

2 moégliche RPA Produkte nach RNAse Behandlung

-
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-
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. 296bp ' 1 208bp
| 1 1 1

alternativ gespleiBte mRNA Wildtyp mRNA

Abbildung 15: Prinzip des Nachweises der alternativen Splei3forrdes EPOR mittels RPA

5.1.2.2. Nachweis des EPOR-WT und Bestatigung delternativen Spleil3variante

Zunachst wurden Experimente durchgefihrt, die zberprifung der oben beschriebenen
theoretischen Erwartungen dienten. In Abbildungsit®l zusammenfassend die eingesetzten
RPA-Sonden und entsprechende Hybridisierungspredgkizeigt. Neben dem erwarteten
EPOR-Transkript ist nach Hybridisierung mit RNA a&8$14A-Zellen ebenso ein grof3eres
unverdautes Fragment sichtbar. Die zur Kontrolls &gstems zusatzlich verwendete R3-
Aktin-Sonde erbrachte nach der RNAse Behandlungddagestellte geschiitzte Fragment.
Hybridisierungen, in denen statt der ST14A-RNA HBI#A zum Einsatz kam, zeigen keine
geschutzten EPOR-Sequenzen, das System produg@ieine unspezifischen Produkte.
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Abbildung 16: Ribonuklease-Protektion-Assay
Darstellung der RPA-Sonden und entsprechende Hglaidngsprodukte des EPOR und 3-Aktin

Far die Ermittlung der Nachweisgrenze wurden deAR#t unterschiedlichen Mengen (250
ng- 4ug) Gesamt-RNA aus ST14A-Zellen durchgefihrt. Auehrur 250 ng RNA kdénnen
bei relativ kurzer audioradiographischer Exposit{@ Stunden) noch Transkripte gezeigt
werden (Abbildung 17). Fur weitere Experimente vemrdeweils 2ug der aus Geweben
isolierten Gesamt-RNA eingesetzt. Dazu wurde Rasiemultan Gewebe entnommen und

Gesamt-RNA préapariert.
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ungeschiitztes
Fragment e '
alternativer
{——
Rezeptor ' L
- - o
WT-Rezeptor == ' .

0 4 2 1 0,5 0,25
ST14A Gesamt-RNA (ug)

Abbildung 17: Nachweisgrenzen fur EPOR-Transkripte
in Gesamt-RNA Verhéltnis WT zu alternativem Rezeg(@6:1

EPOR-Transkripte konnten, abgesehen vom Skeletwhudér Leber und dem Darm, in allen
anderen Geweben nachgewiesen werden (Abbildung O&). quantitative Verhaltnis der
beiden Transkripte zueinander ist in den Gewebéocje sehr verschieden. Wéahrend im
Kleinhirn und in der Lunge besonders das alterngeispleil3te Produkt dominiert, finden sich
in anderen Geweben etwa identische (Niere, Her®r atkutlich hthere Mengen des

Wildtyprezeptors (Milz, Knochenmark, Cortex cerg¢bri

ungeschiitztes
Fragment == [ -
alternativer . - — s . —
Rezeptor
. - - -
WT-Rezeptor [———
@ N <, 4 & 4. < 4 @ @ % <
OOG ’0& & @ ng/ Q’o{' <2 @"y{' &Q\/ K/@" O(,\b 6\19 OOO’
o0 & NS < < w9
@ o @ @
7 < "17/\' "y
Z OO @
% & %

Abbildung 18: Nachweis von EPOR-Transkripten in Geveben der Ratte durch RPA
Ratio WT-Rezeptor zu alternat. Rezeptor wie fakgtochenmark 1:0; Herz: 1:0,82; Cortex: 1: 0,21;ilérn:
1:2,74; Milz 1: 0,13; Niere: 1:1,09; Lungel1:2,43

5.1.2.3. Vergleich der Expression des EPOR vivo bei Normoxie und Hypoxie

Um mogliche Veranderungen in Verhaltnis der EPORASKripte bzw. ihrer Expression bei
hypoxischen Bedingungen zu untersuchen wurde dBettandlung mit Phenylhydrazin eine
Anamie induziert. In den Abbildungen 19 und 20 diindeine Reihe von Rattengeweben die

Verhaltnisse unter normoxischen Bedingungen deeeHhypoxie gegenubergestellt.
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Abbildung 19: EPOR-Transkripte in Geweben der Ratte- Einfluss phaylhydrazininduzierter Anamie
Nachweis von EPOR-Transkripten durch RPA in normecixén/hypoxischen Rattengeweben; folgende
Verhéltnisse WT:alternat.Rez. wurden gemessen: rielfg: 0,14), Knochenmark-(1:0), Cortex-( 1:0,54),
Cortex+(1:0,62), Kleinhirn-(1:0,78), Kleinhirn+(1,48)
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Abbildung 20: EPOR-Transkripte in Geweben der Ratte- Einfluss phaylhydrazininduzierter Anamie
Nachweis von EPOR-Transkripten durch RPA in normcixén/hypoxischen Rattengeweben; folgende
Verhéltnisse WT:alternat.Rez. wurden gemessen: -(Ail2,29, Milz+(1:0,22) Niere-(1:0), Niere+(1:0,29)
Lunge-(1:0,83), Lunge+(1:0,12), Muskel +(1:2,41prk(1:0,39),Herz+(1:1,52),

Die Daten zeigen, dass hypoxische Verhaltnisse Ekpression des EPOR malfigeblich
beeinflussen. In zwei Geweben, in Leber und demleBkeuskel wird der EPOR

offensichtlich erst unter hypoxischen Bedingungeauiiert. Dabei dominiert im Muskel das
alternativ gespleildte Transkript. Im Darm ist ausbi Phenylhydrazinbehandlung kein
Transkript nachweisbar. Im Knochenmark ist bei hypchen Tieren kein EPOR mehr
detektierbar. Leichte Verschiebungen im Verhaltgs beiden Transkripte zueinander sind in
Niere, Herz und Cortex (Zunahme alternatives Trapgk sowie in der Lunge und im

Kleinhirn (Abnahme alternatives Transkript) zu #md Diese Versuchsergebnisse bestatigen
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die Daten aus den vorher durchgefihrten Untersggumit der PCR-Methode. Tabelle 9
stellt nocheinmal zusammenfassend die EPOR-Expressiwie die Induktion/Inhibition bei

Hypoxie dar.
Gewebe/Rezeptor PCR RPA
Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
Herz WT + ! + !
+Intron 7 + ! +

Niere WT + 1 + !
+Intron 7 + ) - )
Kleinhirn WT + ! + !
+Intron 7 + ! + !
Cortex WT + ) + )
+Intron 7 + ) + )
Milz WT + l + l
+Intron 7 + ! + !
Leber WT - 0 - 0
+Intron 7 - ) - )
Darm WT - ) - -
+Intron 7 - - - -
Muskel WT - - - -
+Intron 7 - - - )
Knochenmark ~ WT + - + -
+Intron 7 - - - -
Lunge WT + ) + )
+Intron 7 + ) + )

Tabelle 9: Zusammenfassung Ergebnisse RPA und RT-ARCaus priméren Rattengeweben

+ = nachweisbar, - = nicht nachweisbir Induktion,| = Inhibition

5.1.3. Sequenzanalyse der PCR-Produkte

Die Primer rEPOR_723(+) und rEPOR_1524(-) flankiebeim Wildtyp des EPOR einen
Sequenzbereich von 801bp. Dieser Bereich codiertdiboxyterminalen 267 Aminosauren,
also Aminosaure 215 bis zur Aminosaure 482. Diesgu&nz beinhaltet 8 phosphorylierbare
Tyrosinreste, welche zu kurzen Sequenzmotiven gehdtie in phosphorylierter Form mit
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einer Reihe von Proteinen mit SH2 Doméanen interagi konnen (Pawson T. et al. 1993),
und ein Tryptophan-Rest an Position 282, der flg 8indung und Aktivierung der
Tyrosinkinase JAK2 verantwortlich ist. Die funktelten Doméanen sind ausnahmslos im
Exon 8 des EPOR-Gens codiert. Diese Aminosaureresteittelnin vivo die biologische
Funktion des EPOR. Sie befinden sich an den Paosiid43, 401, 429, 431, 443, 460, 464,
479 der Aminosaurenabfolge des Rezeptors, desssan@&equenz aus 507 AS (inklusive
Signalpeptid) besteht.

5.1.3.1. Alternativ gespleil3tes Intron 7 im Spezigsrgleich

Im Vergleich der Struktur des EPOR-WT von Rattenbstdh und Maus ist festzustellen, dass
die Gesamtlange identisch ist und die Abfolge derirosduren zu ca. 80% homolog. Im
Falle eines ungespleil3ten 7. Introns sind die Fofge die Struktur des EPOR bei den von
uns untersuchten Spezies allerdings sehr untedictie Wie Abbildung 21 darstellt, ist die
Insertion der Intronsequenz in die mRNA zwar im drebmen, jedoch weicht in Folge
deutlich differierender Intronsequenzen der Spediesesultierende AS-Sequenz und EPOR-
Struktur stark ab. Bei humanen Zellen folgt einpS@ondon an der 24. Position des Introns, so
dass ein EPOR resultiert, dem praktisch eine signgbetente intrazellulare Domane fehlt.
Bei der murinen Sequenz tritt das Stop-Codon lsereath 18 aus dem Intron stammenden
Aminosauren auf und hat ebenso eine Rezeptorforne aignaltransduktionsvermittelndes
Potential zur Folge.

Beim Transkript der Ratte tritt im Gegensatz dazinkStop-Codon auf, so dass 31
Aminosauren in die WT-Sequenz eingeflgt werden ded gesamte weitere intrazellulare
Rezeptorteil unverandert erhalten bleibt (Abbild@2y.

Ratte gtalqqt|aac|ctg|ttt|gte|ttc|tet|gtt|cct|ggglget|gec|tge|tge|cac|atg|ctg|gag|cee|atg|cct|ctg|age|ccal caglgealte|tet|tte|cagl
Mensch gtalggt|ggc|ctg|gtt|gte|cee|tealgtglcct [qaq|ctt|cee|tge|tte|ttg|cag|ccalaac|tac]agg|cet|cteltgalgcalggt|tgg|tae|tat|tte|ttc|ag
Maus gtalggt|gac|ctglttt|gtg|ttetet|att|ctglggglget |gct|act|gec|get|gcalcac|tgalaggltge|cte|tgal geglcaglatglttc|ttt|tte]cag

Ratte VIGIN|L|F|VIF|S|VIP|GIA|A|C|C|IHIM|LIE|IPIM|P|SIP|IQIA|IF|SIF|Q
Mensch VIGIGILIVIVIP|IS|V|P|GILIP|IC|IF|IL|Q|IPIN|C|R|P|L|Stop
Maus VIGIDIL|IF|IVIF[SIIILIGIAIAIAIAIAIAIH|Stop

Abbildung 21: Basen- und Aminosauresequenz von Intron 7 im Falleines alternativen Spleil3vorgangs
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hEPOR-WT rEPOR+Intron? hEPOR+Intron7 mEPOR+Intron’
J— 0 0 ; 0
y \ /' \"\ / \
Extrazelluldre ( / “, \/ \
Domdne 224 AS | \ ‘ ’
“\ / “\ | ] Vo
Transmembran-— L_J L ‘% L
Dom&ne 23 AS { ./ - \_J \_/
| 281 Grenze Exon 7/8 UngespleiBtes U ‘ ]
1 282-W 7.Intron 31 AS 303 298
— 343-v — 313-W
Intrazelluléare 1 401-v [ — 374-Y
Domane 236 AS
(1 429-Y — 432-Y
—1 431-Y
1 443-Y [— 460-Y
—1 460-Y = 462-Y
464-Y —  474-Y
‘ —1 479-Y  — 491-Y
— 483 —  495-Y
— 510-Y

— 514
Abbildung 22: Schematische Darstellung des EPOR-Wildtyp und dessealternativer Splei3formen im

Speziesvergleich

5.1.3.2. Alternativ gespleif3tes Intron 5

Bei den PCR-Versuchen zur Klonierung des rEPORImibn 7 wurde auch eine EPOR
Sequenz mit alternativ gespleil3tem Intron 5 idendift. In der Literatur wurde eine solche
Rezeptorform in murinen Zellen bereits beschrief@acasoy M.O. et al. 2003), hier wurden
auch weiterfihrende Untersuchungen zu dieser Fongchdeflhrt.

Falls Intron 5 des Ratten-EPOR alternativ gespheifd und in der cDNA verbleibt, kommt
es bei der Translation zu einem Frameshift durelzdséatzlichen Basen. Ab Aminoséaure 246
andert sich die Abfolge der Aminosduren, aus derinds@ure Tryptophan (der JAK2
Bindungsstelle) wird ein Serinrest und an Stell® &gt ein STOP-Codon, Abbildung 23
stellt den Rezeptor nach dieser Modifikation schesoh dar. Diesem Rezeptor fehlen alle
funktionellen intrazellularen Doméanen, die Transrhesndomaé&ne bleibt erhalten. Auch diese

Rezeptorvariante wurde in funktionellen Studientereintersucht.
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rEPOR-WT rEPOR+Intron7 rEPOR+Intronb5

/\ O /

Extrazellulédre ( N ( 3 ( \
Domdne 224 AS

Transmembran- 7
{
Dom&ne 23 AS {

=t AS 246 Frameshift
I 281 Grenze Exon7/8 UngespleiBtes durch 5. Intron
—1 282-W 7.Intron 31 AS 316
) 343-v — 313w
Intrazellulére 1 401-Y 1 374-Y
Doméne 236 AS
— 429-Y — 432-Y
—1 431-Y
1 443-Y — 460-Y
1 460-Y b 462-Y
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= s —]  495-y
] 510-Y
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Abbildung 23: Der Ratten-EPOR Wildtyp und zwei verénderte Formen durch alternatives SpleiRen
v.l.n.r. FEPOR-WT, rEPOR +Intron7, rEPOR +Intron5

5.1.4. Nachweis des EPOR-Proteins

Zur Untersuchung des EPOR in ST14A Zellen auf Mretene wurde in einem ersten
Versuch eine vergleichende Westernblotanalyse 2&tZellen durchgefiihrt. Die J2E Zellen
wurden hierbei als Positivkontrolle verwendet, dee dekanntermallen den EPOR
exprimieren, eine weitere Positivkontrolle stell@s'F3 Zellen aus Vorversuchen dar, welche
den EPOR stabil Gberexprimieren. Wie Abbildung 24gtz konnte in den verschiedenen
ST14A Zelllinien ein Protein nachgewiesen werderglchves das erwartete relative

Molekulargewicht von 72 kD aufwies und mit den spszhen EPOR-AnNtikdrpern reagierte.

Molekulargewicht
e gee— | O — )T
rEPOR
Zelllinie ST14A ST14A ST14A J2E Ba/F3-EPOR

-GDNF -CTNF
Abbildung 24: Westernblot des EPOR in ST14A, J2E und Ba/F3-EPORéllen
Eine dem EPOR entsprechende Bande ist in allemauteten Zelllinien nachweisbar. Ba/F3-EPOR st etabil

mit dem EPOR transfizierte Zelllinie.
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5.2. Untersuchung der Signalubertragung des EPOR i8T14A Zellen

Um die Funktion des EPOR zu Uberprifen wurden EBwparte zum Nachweis EPO-
induzierter Signalwege ausgefuhrt. Dazu wurde dEb48 Zellen das fur die Proliferation
essentielle FCS entzogen, um die Mitogenese dderzaluf ein Minimum zu reduzieren.
Nachfolgend wurde EPO zu den Kulturen gegeben act 80 Minuten eine Extraktion der
Kernproteine durchgefuhrt.

Anschlieend wurden mit Hilfe des ,Electrophoretitobility Shift Assays® (EMSA)
Transkriptionsfaktoren untersucht, die typischesganach EPO Stimulation Veranderungen
ihrer DNA-Bindungsaktivitat zeigen. Die Aktivierundjeser Faktoren ist nur bei Existenz
eines intakten EPO/EPOR-Systems nachweisbar. Diegebaisse fur die
Transkriptionsfaktoren STAT-5 und AP-1 sind in Aloling 25 dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass besonders in den nativen und GDHFeXrimierenden Zellen nach EPO-
Stimulation die Signalstarke fur die untersuchteaktéren von einem niedrigen Niveau
kommend stark zunimmt. Diese Daten sprechen furEdistenz eines funktionstiichtigen

EPOR-Systems und einer intakten Signaltransduktion.

Transkriptionsfaktor

AP-1 - - E : .

STAT-5 Py e — -
Zelllinie ST14L ST14A ST14A
EPO-Stimulation natiV+ CTNF+ GDNF++

Abbildung 25: Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und STA T-5 nach EPO-Stimulation

5.3. EPO-Hybridrezeptor

5.3.1. Synthese des Hybridrezeptorgens

Im Anschluss an den Nachweis einer alternativ @#f@n Rezeptorvariante auf mRNA-

Ebene sollte mittels zellularer Uberexpression fdigktionelle Bedeutung dieses Rezeptors
untersucht werden. Der aus der Literatur bekanmté hereits funktionell untersuchte
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alternative Rezeptor mit verbleibendem Intron 5 deuebenfalls kloniert und vergleichend
betrachtet. Mittels cDNA-Synthese und PCR wurdea derdnderten mRNA Sequenzen
amplifiziert. Nach spezifischer Restriktionsspagunurden diese Rezeptorteile in den WT-
Rezeptor einkloniert. Danach folgte die Uberfuhrimgien Expressionsvektor pcDNA 3.1.
Abbildung 26 stellt den Versuchsablauf schematdaoh

Schritt 1
PCR cDNA aus Ratten/Knochenmark: Primer rEPOR_-17 (+) /rEPOR_1526(-)
TEPOR ~17 (%) CDNA
Kon 1=
—{:: Xba I
rEPOR 1526 (-)
PCR cDNA aus ST14A: Primer rEPOR_723 (+) /rEPORﬁ1524 (-=)
rEPOR 723 (+) Nhel AccI
DR ‘ cDNA /
Exon7 Intron7 Exon8 rEPOR 1524 (-)
Multikloning-Site NheI AccI NheI Accl
L /i\, KpnI Xbal KpnI Xbal : i '
/ / = \\\\n\\ /’ \/\\ . /’ ~ \\ /, \
. / \ ) [/ PCR= \'\ [/ PCR- A\ '\ [ \
Schr'ttz [ pcR- \ \ — ‘s “ 2.1 TOPO \ \“ — [ rr 2.1 TOPO | \ — |
| 2.1 Topo | | | N S | | | |
L 2. /| | \ +rEPOR WT | | \ \ +rEPOR WT | | /
A\ // // \\ \ /] \ \L /) J/
KpnI Xbal KpnI Xbal
) Multikloning-Site A f\
Schritt 3 | KpnT Xbal S 7
// \\ /7 \\
[ [ pcDNA || . [ [ pcDNA \
T > \L e ;‘

\ /] \ \ / ]

Abbildung 26: Klonierungsstrategie zur Herstellung alternativer Rezeptoren

1. Amplifikation der vollstandigen cDNA Sequenz desatten EPO-Rezeptors mit Primern, die
Restriktionsschnittstellen flankierend enthieltekmplifikation von Intron 7.2. Einklonierung in pcR 2.1
TOPO. Spaltung dieses Vektors und Einfligen vorofitrmit Uberhédngenden Exonteilen738 Anschliel3end
Umklonierung in Expressionsvektor pcDNA 3.1. Nid#rgestellt die Einklonierung von Intron5, die amggl

erfolgte.

Nach diesen Klonierungsreaktionen standen dreichexdene Expressionsvektoren fur
weitere Versuche zur Verfugung: pcDNA 3.1 mit rER®Rdtyp, rEPOR Intron5 enthaltend
und rEPOR Intron7 enthaltend. Abbildung 27 zeigteeKontrollspaltung der genannten

Vektoren.
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pcDNA Tl —
3000bp S
1500b
Spaltproduktﬁt} P —
Kpnl/Xbal 1250bp
1000bp
—
pcDNA3.1 |pcDNA3.1 PcDNA3.1
+rEPOR WT |+rEPOR +rEPOR
Intron’ Intrond

Abbildung 27: Kontrolle der Expressionsvektoren durch Restriktionsspaltung

Erwartete Fragmentlangen 5400bp Vektor und ca. i50sert

5.3.2. Uberexpression des Hybridrezeptors in Ba/Fellen

Die dargestellten Konstrukte wurden nach Transféionain E.coli prapariert und durch
Didesoxysequenzierung verifiziert. Die Plasmide demr dann mittels Elektroporation in
Ba/F3 Zellen eingebracht. Nach Selektion der tiaiesten Zellen durch Einsatz von G418
wurden durch Einzelzellklonierung monoklonale Kudta hergestellt und durch RT-PCR
hinsichtlich ihrer Rezeptorexpression getestet.

5.3.3. Nachweis verschiedener EPOR-Subtypen nachabtler Expression in Ba/F3-
Zellen mittels RT-PCR

Zur Kontrolle der stabil transfizierten Klone aulNR- Ebene wurde aus monoklonalen
Zellkulturen RNA prapariert, durch reverse Trangkaon in cDNA udberfuhrt und
anschlieBend zur PCR verwendet. Die fir diese \thesuverwendeten Primer
[(rEPOR_635(+) und rEPOR_1091(-)] hatten ihre Bimgstellen im Bereich von Exon 5
bzw. Exon 8, so dass die Introns 5 und 7 bei Védybreder mRNA bzw. cDNA amplifiziert
wurden. Die erwartete Lange der Amplifikate betdky bp fur den Wildtyp, zuséatzliche 81
bp fur Intron 5 bzw. 93 bp fir Intron 7. Zur Konteoder Integritdt der cONAs wurde das
,Housekeeping-Gen* GAPDH ebenfalls durch PCR détek{siehe Abbildung 28).
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Ba/F3 Ba/F3 rEFOR Ba/F3 rEPOR Ba/F3 rEPOR
parental Wildtyp Intronb Intron7
550bp —— !
reEPOR 457bg,:1> —— Ce— Ga—— — —
GAPDH 29Z2bp ———— — — —

Abbildung 28: Amplifikation EPOR-spezifischer Sequézen aus cDNA stabil transfizierter bzw.
parentaler Ba/F3-Zellen

Obere Reihe: Primer fur rEPOR spezifisch, WT(457kf)tron5 (538bp), +Intron7 (550bp)

Untere Reihe: Positivkontrolle der Zellen/GAPDH Eegsion

Fur die transfizierten Zellen sind jeweils dreisatiedene Einzelzellklone dargestellt.

5.3.4. Nachweis verschiedener EPOR-Subtypen nachabtler Expression in Ba/F3-
Zellen mittels Immunoblotting

Aus stabil transfizierten Klonen wurden Zelllysdtergestellt. Zum Nachweis des rEPOR
wurden polyklonale Antikoérper (H-194; Santa Cruzotchnol.) gegen die extrazellulare
Doméane des EPOR verwendet und Immunoblots herfieSte in Abbildung 29 dargestellt,
konnte sowohl der WT-Rezeptor als auch beide ateren Rezeptorformen nachgewiesen
werden. Der Antikorper reagiert mit Teilen der exgllularen Rezeptordomane, die bei den
hier Uberexprimierten Varianten identisch war. Be#sROR-WT detektiert der Antikorper
erwartungsgemal ein Protein von 72 kDa. DarlUbeausinvurde bei den beiden alternativen
Rezeptoren eine leichtere bzw. schwerere Bande geagbsen, deren Grol3e mit den

theoretisch erwarteten Rezeptorstrukturen in Ubstienmung steht.
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- T— o —-— - Molekulargewicht
-
- == FBKD
A
} | g — = 72KD
=
—_— = | _—— 50kD
Zelllinie Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3

parental EPOR-WT +Intron5 +Intron7

Abbildung 29: Westernblot der transfizierten Ba/F3Klone
Erwartete Molekulargewichte: rEPOR-WT bei 72kDakirrter Rezeptor mit alternativ gespleil3tem Intkon
entspricht leichterer Bande, 31 AS langerer Rezeptd alternativ gesplei3tem Intron 7 entsprichtr de

schwereren Bande

5.3.5. Funktionelle Untersuchung der Rezeptorvariaten in Ba/F3 Zellen

5.3.5.1. Regulation EPOR-abhéngiger cytosolischerghalkaskaden

Nachdem nachgewiesen wurde, dass der EPOR-WTungdudistersuchenden alternativen
Rezeptoren auf mMRNA- und Proteinebene stabil exprimwerden, sollte die funktionelle
Kompetenz hinsichtlich der Aktivierung cytosolisctgignalwege analysiert werden. Dazu
wurde den IL3-abhé&ngig wachsenden Ba/F3 Zellen5fiBtunden der Wachstumsfaktor
entzogen, anschlieBend fir 30 Minuten mit EPO (SUhestimuliert und Zelllysate bzw.
Kernextrakte hergestellt. In den Ergebnissen wedtkith, dass das Potential zur Aktivierung
zellularer Signalwege uber die exprimierten Rezeptatark differiert.

In den Proben nach Stimulation zeigten sich einesptiorylierung/Aktivierung von MAPK,
JAK2, STAT5, AP-1 und NF-kB bei den Zellen mit Wiygrezeptor und dem verlangerten
alternativen Rezeptor. Der Zellklon mit der verkérz Rezeptorform zeigte nach EPO-
Stimulation keine Aktivierung der untersuchten Sigmnoteine (siehe Abbildung 30/31/32).
Als Positivkontrolle wurde eine IL3-Stimulation dingefihrt, die ebenfalls eine

Phosphorylierung dieser Proteine zeigte (nur MARKbbildung 30 dargestellt).
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EPO-Stimulation  _ + - i - + - + Molekulargewicht
—_—50kD
- - £ ‘
Phospho-MAPK e ‘ Ve @
p42/44 v e 7 -
‘ g W
e - d
———— 50kD
MAPK
paz/44 — . ¢ - S G G S
———737kD
zelllinie Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3
parental | EPOR-WT +Intron7 +Intronb
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Phospho-MAPK R C— : .-
e < — 37kD

Abbildung 30: Western-Blot MAP-Kinase Phosphorylieung nach EPO Stimulation in Ba/F3 Zellen und

transfizierten Klonen, IL-3 Stimulation zur Positivkontrolle

EPO-Stimulation  — + — + _ + _ + Molekulargewicht
Phospho-JAK2 S
e P—
<:’ 100kD
JAK?2 ’ g "
e - o ST p——
Zelllinie Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3
parental EPOR-WT +Intron7 | +Intronb

Abbildung 31: Western-Blot JAK-Phosphorylierung nach EPO Stimulation in Ba/F3 Zellen und

transfizierten Klonen
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EPO-Stimulation - + - + - + - +
R s
STAT-5
- Ry U L
AP-1
L am— i e
 ——— a a
NF-kB
Zelllinie Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3 Ba/F3
parental EPOR-WT +Intron7 +Intronb

Abbildung 32: Mittels EMSA Nachweis der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1, STAT-5, NF-

kB nach EPO Stimulation in Ba/F3 Zellen und transfzierten Klonen

Bei Ba/F3 EPOR-WT und Ba/F3+Intron 7 sieht man nB&lO-Stimulation eine deutliche Verdnderung der
Wanderungsgeschwindigkeit (Shift) der untersuchtemskriptionsfaktoren.

5.3.5.2. EPOR-vermittelte Proliferation

In den oben beschriebenen funktionellen Untersugburstabil transfizierter Ba/F3 Klone
wurden die EPO-vermittelte Aktivierung potentiellitogener Signalwege festgestellt. Im
Anschluss sollte mit Hilfe von Proliferationassayeklart werden, ob die Aktivierung dieser
Signalproteine in dem gewahlten Zellmodell auchemer messbaren Wachstumserhéhung
fuhrt. Hierzu wurde der BrdU-Proliferationsassaysgawahlt, der die DNA-Neusynthese
proliferierender Zellen detektiert.

Die verschiedenen Ba/F3 Zelllinien, die den EPOelyp Rezeptor, den EPO-Rezeptor mit
Intron 7 oder den EPO-Rezeptor mit Intron 5 entérel wurden vergleichend untersucht.
Dazu wurden jeweils drei unabhangig etablierte Kfatle in insgesamt 5 Experimenten
verwendet. Als ,Negativkontrolle® dienten parentd®a/F3 Zellen, die keinen endogenen
EPOR exprimieren. Die Proliferationsuntersuchungenden mit EPO-Dosierungen von 2,5
U/ml  durchgefihrt. Wie Abbildung 33 zeigt, konntein e hochsignifikanter
Wachstumsunterschied zwischen Zellen ohne EPORrandfizierten Zellen mit EPOR-WT
bzw. EPOR mit Intron7 nachgewiesen werden. Zu damsfizierten Klonen mit Intron 5 war

keine Veranderung zu erkennen.
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E/370nm
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Ba/F3-Zelllinie Parental Wildtyp + Intron 7 + Intron 5

Abbildung 33: Wachstum transfizierter Ba/F3 Zellklone und parentaler Zellen nach EPO-Stimulation im
BrdU-Proliferationsassays

Stimulation jeweils mit 2,5 U/ml (n=5 unabhangigersuchsansatze, jeweils die Mittelwerte der Kloneé m
Standardabweichung dargestellt), statistisch hgoilfdtanter Unterschied parentaler zu WT-EPOR-

transfizierter Zellen

In den Versuchen fiel auf, dass bereits bei deblietaing der stabil transfizierten Zellen die
Zellen mit dem Intron7 enthaltenden EPOR bessersehdeller wuchsen als die Zellen mit
dem WT-Rezeptor. In dem daraufhin durchgefuhrtaatisiischen Vergleich (t-Test) der
Proliferationsmessungen (Abbildung 34) konnte diéSadruck bestatigt werden. Es zeigte
sich wiederum ein signifikanter Unterschied zwistlien Klonen mit EPOR-WT und der

Variante mit Intron 7.
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Abbildung 34: Wachstum transfizierter Ba/F3 Zellklone nach EPO-Stimulation im BrdU-
Proliferationsassay

Stimulation jeweils mit 2,5 U/ml, statistisch sifjkanter Unterschied bei transfizierten Zellen ER®R und

EPOR-Variante mit Intron 7 (Einzelmessungen, Miteatt und Standardabweichung dargestellt).

Um  nachzuweisen, dass auch bei physiologischen K&Qentrationen
Proliferationsdnderungen ausgeltst werden, wurddddsisabhangigkeit des Zellwachstums
genauer untersucht. Abbildung 35 stellt das Venigivon Zellproliferation und EPO-Dosis
grafisch dar. Es ist ein deutlicher Anstieg des kgaams der Zellen mit steigender EPO-
Menge nachweisbar. Der dargestellte Unterschiedschvein EPOR-WT und Klonen mit
Intron 7 war bei der Anzahl der durchgefihrten Megen (n=13) erst bei der Dosis von
1000 mU/ml statistisch hinweisend (p<0,1)
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Abbildung 35: Wachstum transfizierter Zellklone nach EPO-Stimulation im BrdU-Proliferationsassay
Stimulation in ansteigender EPO-Dosis (n=13 pran8kationsniveau), p<0,1 bei Stimulation mit 2000 /mU
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6. Diskussion

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde die Expion des EPOR in Zellen aul3erhalb
des hamatopoetischen Systems verschiedener Spenitessucht. Dabei wurden die

Expression und die funktionelle Relavanz alterngéspleil3ter Transkripte naher beleuchtet.

Die wichtigsten Ergebnisse der Arbeit lassen sighfalgt zusammenfassen:

1. In neuronalen Progenitorzellen und primaren Zekennten der EPOR-WT und zwei

weitere alternative EPOR nachgewiesen werden.

2. Hypoxie fuhrt in Rattengeweben zu einer verandeBgpression der EPOR-WT mRNA

und einer Splei3variante, die Intron 7 des EPORs&erthalt.

3. Der EPOR-WT ist bei Mensch, Ratte und Maus in Sguktur nahezu identisch, beim

alternativen Splei3en von Intron 7 resultiert jddawischen Ratte einerseits und Mensch
bzw. Maus andererseits ein deutlicher Unterschetker Proteinstruktur des EPOR.

4. Der strukturelle Unterschied alternativ gesplai3iRezeptoren hat einen deutlich

nachweisbaren Einfluss auf die EPO-abhangige Smanalduktion und das EPO-abhangige
Wachstum bei Zellen, die diese Rezeptoren expetgtiéiberexprimieren.

Die einzelnen Ergebnisse sollen im Folgenden diskuterden.

6.1. Expression des EPOR in neuronalen Progenitoriten

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass der EPORt nialr in hamatopoetischen
Vorlauferzellen, sondern auch in diversen anderewében exprimiert wird. Seit Masuda S.
et. al. (1993) den EPOR in murinen neuronalen Aetlachweisen konnten wurden von
anderen Autoren, auch in anderen Spezies, ahnlizgaen publiziert. Die neuronale
Expression ist besonders stark wahrend der embigmiantwicklung (Liu C. et al. 1997) und
unter Ischamiebedingungen (Sakanaka M. et al. 199&)er neuronalen Zelllinie ST14A aus
dem Striatum 14 Tage alter Rattenembryonen warrdgihe Expression des EPOR ebenfalls
zu erwarten.

Mit eigens generierten spezifischen Primern komnteBasis der RNA eine cDNA Sequenz
amplifiziert werden, die dem EPOR entsprach. DienBr waren dabei so konzipiert, dass
eine Amplifikation aus genomischer DNA ausgescldnsserden konnte, da mehrere Introns
zwischen den Primern lagen, bzw. die Primer ExoofE®renzen der mRNA Uberspannten.
Zur zusatzlichen Validierung der Ergebnisse wurdelie PCR’s mit einem
Temperaturgradienten durchgefuhrt, um eventuellésciia positive Amplifikate zu

identifizieren. Versuche mit weiteren Geweben (j@mem Zellen) der Ratte lieferten
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vergleichbare Ergebnisse. Der EPOR wurde in folgan@Geweben gefunden: Kleinhirn,
Cortex cerebri, Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz,d¢henmark. Darm- und Muskelgewebe
zeigten hingegen keine EPOR Expression. Hinsi¢htl@ortex cerebri, Kleinhirn, Niere,
Herz, Muskel und Knochenmark sind die Ergebnissedan aus der Literatur bekannten
Daten vergleichbar (siehe Kap.2.2).

Die starkste Expression fand sich in Knochenmarkiz Mind neuronalen Geweben. In
Knochenmark und Milz ist eine hohe Expression zuaeten, da die embryonale Blutbildung
in beiden Organen stattfindet und die klassische® Eielzellen zu diesem System gehoren.
Die starke neuronale Expression in den adulten em Zellen steht allerdings im
Widerspruch zu den bekannten Daten, da die Rezbpide um den Faktor 100 niedriger
sein sollte als im h&dmatopoetischen System (Jiiled.al 1998).

Zum Proteinnachweis wurden Western-Blot Analysernrchigefihrt. Hier wurde in
vergleichenden Untersuchungen zu Zelllinien mitareker EPOR-Expression ein Protein mit
dem erwarteten Molekulargewicht detektiert. Zu e ist dabei, dass die gegenwartig
kommerziell verfigbaren Antikorper gegen den EPO#&ufilg unspezifische Bindungen
eingehen und Western-Blot Analysen daher kritisctbewerten sind (Elliott S. et al. 2006).
In nachfolgenden EMSA-Analysen konnte die Funktib@éitades EPOR durch Veranderungen
in der DNA-Bindungsaktivitat relevanter Transkrgoisfaktoren verifiziert werden.

Mit diesen Untersuchungen wurde deutlich gemadmsdn ST14A Zellen das EPO/EPOR
System vollstandig funktionsfahig ist. Von der Tskrnption und Translation des EPOR-Gens
Uber die Expression des Rezeptors an der Zelléobefl bis zur Stimulierbarkeit des EPO-
Signalweges sind damit alle Vorraussetzungen féibablogische Funktionalitdt des Systems

gegeben.

6.2. Identifizierung alternativer EPOR in Rattenzelen

Bereits beim Nachweis des EPOR-WT Rezeptors zegte in den PCR-Analysen ein
zusatzliches Amplifikationsprodukt, das sich alezfisch und reproduzierbar erwies. Es
drangte sich der Verdacht auf, dass es sich dabealas Produkt einer alternativ gespleil3ten
MRNA handelt. Durch Untersuchungen mit verschieddPrgmerkombinationen konnte dann
nachgewiesen werden, dass zusatzlich zur WildtyiNfkRine alternative Form vorliegt, in
der das Intron 7 in der mRNA verbleibt. Aus murinend humanen Tumorzellen und
verschiedenen Geweben ist diese Isoform des EPQORitdebekannt, ihr wird eine

inhibitorische Funktion bei der Zellproliferatiomgeschrieben (Chiba S. et al. 1997, Shimizu
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R. et al. 1999). In Rattengeweben und spezieltlbeiST14A Zelllinie existieren bisher keine
publizierten Daten zu dieser Splei3variante.

Ausgehend von den Ergebnissen in den ST14A- Zellerden an primaren Rattenzellen,
primaren murinen Zellen und humanen neuronalendnitgzellen Transkriptanalysen mit
der gleichen Fragestellung und Versuchsanordnumghdefthrt. Auch hier wurde neben
dem EPOR-WT eine weitere Form detektiert, die eddeneiner SpleiRvariante mit Intron 7
entsprach.

Zur weiteren Verifizierung der Existenz einer ati@iven Splei3variante wurden die PCR-
Produkte kloniert und sequenziert. Nach Analyse 8equenzdaten konnte fur beide
Rezeptorvarianten eine vollstandige Ubereinstimmumig den publizierten Sequenzen
festgestellt werden. Um falschpositive Ergebnisse RICR-Analysen sicher auszuschliel3en
(besonders bei niedrigen Annealingtemperaturen usider hohen Anzahl von
Reaktionszyklen, Kwok S. et al. 1989), wurde eirgteve Methode zur Verifizierung der
Daten eingesetzt.

Mit Hilfe von RNAse-Protection Assays sollte dieiienz der alternativen mRNA bestéatigt,
und Aussagen zu den quantitativen Verhéaltnissenogeen werden. Der RPA st ein
hochspezifisches und sehr sensitives VerfahrerSmghe nach alternativen Spleil3varianten
(Rottmann J.B. 2002). Der Vorteil der Methode blestelarin, dass mRNAs direkt
nachgewiesen werden, ohne dass diese z.B. dureiPeiymerasereaktion verandert werden
kénnen. Die aus den zu untersuchenden Zellen isoieRNA wird durch die Hybridisierung
mit einer spezifischen, radioktiv markierten Sondietektiert. Die RPA-Untersuchungen
reproduzierten die Ergebnisse aus den PCR-Versu@wnvurden sowohl Transkripte des
EPOR-WT als auch des alternativ gesplei3ten RemeptdST14A Zellen sowie in primaren
Rattengeweben zweifelsfrei identifiziert. Durch diguantitative Analyse der
Hybridisierungsprodukte konnte das Verhdltnis vonldWp zu alternativem Rezeptor
bestimmt werden. Wahrend in ST14A Zellen das Vén&lWT-Rezeptor zu alternativem
Rezeptor 2,4:1 betrug, schwankte in den primérefleiZedas Verhaltnis von 1:0 im
Knochenmark bis 1:2,8 im Kleinhirn.

In den Versuchen zur Klonierung des rEPOR-WT-Remspiind des Rezeptors mit Intron7
wurde eine weitere SpleiRvariante identifiziert,der Intron 5 als Sequenz in der mRNA
verbleibt. Auch diese alternative Rezeptorvariamterde bereits von anderen Autoren
identifiziert (Shams I. et al. 2005), ohne jedochf #&re funktionelle Bedeutung hin
untersucht worden zu sein. In den nachfolgend bedi@men Untersuchungen zur Funktion

der Rezeptoren wurde diese Variante deshalb ngesithlossen.

74



6. Diskussion

6.3. Einflu von Hypoxie auf die Expression von EPR-Varianten in Rattengeweben
Aktuell gibt es viele Hinweise darauf, dass unteypbkiebedingungen eine vermehrte
Aktivitat des EPO/EPOR Systems in verschiedenendgbew besteht (Sinor A.D. et al. 2000,
Crivellato E. et al. 2004, Galeano M. et al. 200@&ntersuchungen an Zelllinien,
Tierversuche, préklinische und auch klinische Stdérbrachten Daten, die eine Zunahme
der Rezeptordichte, Signalverarbeitung und EPO+adigén Genaktivierung nachwiesen
(Ehrenreich H. et al. 2002, Tsuchiya D. et al. 208ddamoto Y. et al. 1998, Brines M.L. et
al. 2000).

Zur Feststellung des Einflusses von Hypoxie auf BB®OR und die detektierte alternative
Variante wurden Versuche mit sekundar anamischetefdurchgefihrt. Die medikamentds
ausgeldste Anamie fuhrte zu einem generalisierenebesauerstoffmangel.

Die Ergebnisse zeigen deutliche Expressionsuntedeh des EPOR-WT zwischen
verschiedenen Geweben unter Normoxie und Hypoxwiesdnderungen in der Relation
zwischen Wildtyp und alternativem Transkript.

Eine Zunahme der Expression des WT-Rezeptors zaigte in Leber, Cortex cerebri,
Kleinhirn, Lunge und Muskulatur, eine Abnahme higgie bei Knochenmark, Milz, Niere
und Herz. Grundsatzlich war in allen Organen, dia EPOR unter Normoxie exprimieren,
eine Zunahme der EPOR-Expression unter Hypoxie mvareen, da in allen Organen
Schutzmechanismen gegen eine hypoxische Gewebégechddzu postulieren sind. Die
beschriebene Abnahme der Expression in einigen Be&wekoénnte durch eine
Gewebeschéadigung zustande gekommen sein. Wie aspi@eder Knochenmark-Proben zu
sehen, wurden durch die Phenylhydrazinbehandlungutéch alle EPOR tragenden Zellen
elimiliert, unter Hypoxiebedingungen waren diesehfi@lgend nicht mehr nachweisbar.
Wechselnde Verhaltnisse von WT zu Spleilvarianiiesh, svenn man den Uberlegungen von
Chin K. et al. (2000) folgt, darauf begrindet, daes EPOR in Geweben, in denen er
essentiell fiur Proliferation und Differenzierung (8.B. Knochenmark) unter physiologischen
Bedingungen effektiv prozessiert wird und der WjpdRezeptor deutlich dominiert. Andere
Gewebe hingegen zeigen mdglicherweise eine inéfekProzessierung mit alternativ
gespleiRten RNA’s die sich nach hypoxischer Reizuhgch Aktivierung verschiedener
Promotoren (z.B. GATA 3, Pandolfi M.E. et al. 199%u Gunsten der WT-Variante
verschiebt. So wird vermutet, dass erst unter Higimdingungen in vielen Geweben eine

nennenswerte Synthese des funktionell relevant&dREW/T stattfindet.
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Die Ergebnisse der Hypoxieversuche in den GeweblemHtirn, Lunge, Leber und Milz
stitzen diese Uberlegungen. Gewebe, bei denen eéasalhis gleich blieb, bzw. eine
gegenlaufige Veranderung zeigte waren Cortex cigréltiere, Muskel und Herz. Eine
denkbare Erklarung fur diese Daten ware auch Imer z2u starke hypoxische Schadigung der
genannten Organe, die zu einer verschlechtertezeBseerung fihrte. Weiterhin ist auch eine
wirkliche Transkriptionverstarkung der alternativ&POR mRNA mdoglich. Wie in den
funktionellen Untersuchungen an dieser Rezeptamtgi gezeigt ware dies sinnvoll, da der
alternative Rezeptor wohl eine starkere Fahigkait Yermittlung proliferationsfordernder
EPO-Signale hat. Uber den zu Grunde liegenden Mesimais ist hier keine Aussage
mdoglich. Die gewonnenen Daten machen deutlich, dadernativ gespleildte
Rezeptorvarianten zum einen quantitativ durchausev@az besitzen und dariber hinaus das
Verhaltnis zum Wildtyprezeptor Schwankungen untefero ist, die ebenfalls von

funktioneller Bedeutung sein kénnten.

6.4. Strukturelle Unterschiede alternativer Spleil3podukte

Fur die beschriebenen alternativen Rezeptoren wupeleeils die Sequenzen ermittelt und
der damit verbundene Einfluss auf die Aminosaumdgkf und Struktur dieser Varianten
analysiert. Die detektierten alternativen Rezeptorait Intron 5 bzw. 7 sowie der
Wildtyprezeptor der Rattenzellen zeigten Basensexpre die sich identisch zu den
publizierten Daten darstellten. Obwohl die Exonsgmen zwischen verschiedenen Spezies
beim EPOR eine hohe Homologie aufweisen ist dieéslé@ Introns nicht der Fall. Dies fihrt
dazu, dass sich bei alternativen Splei3vorgangen rdsultierenden Proteine erheblich
zwischen verschiedenen Spezies unterscheiden kdnnen

Ein verbleibendes Intron 7 hat bei Maus und Mensthe verkirzte intrazellulare
Rezeptordomane mit dem Verlust aller fir die Sigaakduktion relevanten Tyrosinreste zur
Folge (Chiba S. et al. 1997, Arcasoy M.O. et al030 Durch die zusatzlichen, aus dem
Intron stammenden Basen, folgt bei der Maus eip&tdon nach 18 Basen, beim Mensch ein
Stopcodon nach 24 Basen. Im Gegensatz dazu lieglebdRattensequenz das eingefligte 7.
Intron im Leserahmen und fihrt zur Insertion von Bhinosauren. Damit bleiben alle
funktionellen Domanen des EPOR erhalten, ohne dassitzliche phosphorylierbare
Aminosaurereste hinzukommen. Im Falle des Intrasingl die Auswirkungen auf die drei
Spezies analog, es kommt zu einem Stop-Codon diasheingefligte Intron, der Rezeptor
behélt seine extrazellulare und Transmembrandonui@é)trazellulare Domane wird nahezu

komplett entfernt. Im Detail bedeutet das bei vielldnem Intron 5 einen Frameshift ab
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Aminosaure 246 und nachfolgend ein Stop-Codon asitiBoe 316. Die bekannten

phosphorylierbaren Aminoséaurereste fehlen dem Rezdamit.

6.5. Vergleichende funktionelle Analyse der EPOR-tfformen

Die hier besprochenen Ergebnisse beziehen sictBalli3 Zellen, die in ihrer parentalen
Form mit dem Ratten-EPOR-WT, der Variante mit Intfd oder der Variante mit Intron 5
stabil transfiziert und anschlieRend kultiviert wden. Es erfolgten vergleichende
Betrachtungen zwischen diesen ZellpopulationenerRale Ba/F3 Zellen exprimieren den
EPOR nicht und sind somit durch EPO nicht stimbker

Zu dem alternativen Transkript mit Intron 7, das Maus und Mensch zu einem verkirzten
Rezeptor fuhrt, gibt es Untersuchungen, die einegaditive biologische Funktion dieser
Variante aufzeigen. Dem Rezeptor fehlt die sigmahieelnde Aktivitdt. Damit werden alle
physiologischen EPO-Wirkungen reprimiert (Shimizu &R al. 1999, Yakamura Y. et al.
1998). EPO wird zwar gebunden, l6st aber keine &ayaus, zudem verbleiben weniger
Cytokinmolektile im System, die an WT-Rezeptorerdbmkdonnen.

Durch ein strukturell verschiedenes Intron 7 bei Sipezies Ratte bleiben die intrazellularen
signalvermittelnden Doméanen des Rezeptors nachrnatteem SpleiRen weitestgehend
unverandert. Es war daher zu erwarten, dass infutgdionellen Untersuchungen mit den
entsprechenden stabil transfizierten Zellen, bei r deAnalyse von
Signaltransduktionsereignissen und Proliferatiosegs dem WT vergleichbare Ergebnisse
auftreten.

Wie vermutet, konnten nach EPO-Stimulation bei Klonmit EPOR-WT und Intron 7-
Variante signifikante Effekte in der Signaltranstiok nachgewiesen werden. Typische
Signalproteine des EPO/EPOR Transduktionsweges, dig Apoptosehemmung,
Differenzierung und Proliferation noétig sind, wunddestimmt und zeigten eine starke
Aktivierung. In den Proliferationsassays bestamdheichsignifikanter Unterschied der DNA-
Synthese zwischen Zellen ohne transfizierten Rezeptd Zellen mit dem WT bzw. Intron 7
EPOR. Diese Effekte waren auch mit physiologiscE#O-Konzentrationen zweifelsfrei
nachweisbar.

Bei diesen funktionellen Untersuchungen fiel eichhierwarteter, statistisch signifikanter
Unterschied zwischen dem Proliferationsverhaltemtidansfizierten Zellen auf. Dabei hatten
die Zellen mit dem veranderten Rezeptor (+Introreifngn Wachstumsvorteil gegeniber der
Wildttyp-Form. Warum ein solcher Unterschied zuzegchnen war kann nicht zweifelsfrei

geklart werden und bedarf weiterer Untersuchungen.
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Mit diesen Ergebnissen konnte ein bisher nicht betex Unterschied im EPOR-System
zwischen Rattenzellen und murinen/humanen Zellégeaeigt werden. Bei einer relevanten
Expression der Rezeptorvariante mit Intron 7 isteefunktionelle Bedeutung durchaus
anzunehmen. Da in vielen experimentellen EPO/EPORoddllen hinsichtlich
Neuroprotektion und anderer Kklinisch relevanter bRmme Ratten als Versuchsobjekte
verwendet werden stellt sich die Frage, ob die drsisgewonnenen Ergebnisse und
Schlussfolgerungen insbesondere hinsichtlich degrtddgbarkeit auf die Anwendung beim
Menschen neu bewertet werden missen.

Bei der Variante mit ungespleiRtem 5. Intron rastltbei Maus, Mensch und Ratte ein
Rezeptor ohne intrazellulare signalvermittelnde Boe ein ,truncated receptor”. Nach den
theoretischen Uberlegungen zur Rezeptorstruktur war schlechtes Wachstum der
transfizierten und Uberexprimierenden Zellen, eisehlechte oder fehlende EPO-
Stimulierbarkeit der Signalwege und ebenso einelefele Aktivierung wichtiger
Transkriptionsfaktoren zu erwarten. Die Ergebnigsstitigen diese Hypothesen, es waren
keine Unterschiede zwischen den transfizierten padentalen Zellen nachweisbar. Im
Vergleich zu den vorher besprochenen Mutanten waliese Zellen nicht durch EPO
stimulierbar, die Zellen starben bei Entzug von3liund Exposition mit EPO als einzigem

Wachstumsfaktor im Kulturmedium.
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Funktion Ba/F3 Zellen Ba/F3 Zellen Ba/F3 Zellen
transfiziert mit rEPOR transfiziert mit rEPOR | transfiziert mit rEPOR
Wildtyprezeptor Variante Intron7 Variante Intron5

(grau4funktionelle Doméne) | (grau4funktionelle Doméne, | (schwarz2Intron5)

schwarz2 Intron7)

MAPK Aktivierung(EPO) + +

JAK-2 Aktivierung(EPO) + + -
STAT-5 Aktivierung(EPO) + + -
AP-1 Aktivierung(EPO) + + -
NF-kB Aktivierung(EPO) + + -

Proliferationsstarke nach
EPO-Stimulation

Tabelle 10 Zusammenfassende Darstellung der Untetsiede zwischen verschieden transfizierten Ba/F3

Zellen

6.6. Potentielle medizinische Bedeutung alternativd&ePOR
Dass die dargestellten Ergebnisse praktische RwsteVaesitzen zeigt sich an den
Untersuchungen zu den Krankheiten Polyzythamia vech myelodysplastisches Syndrom.
Verkirzte Rezeptoren ohne signalvermittelnde Fonkkénnen hierbei ein Einflussfaktor
sein, der bei der empfindlichen Steuerung von bblghden Prozessen im Kdorper von
entscheidender Bedeutung ist. So fiihrt eine Ubeession dieser inhibitorischen Rezeptoren
zu einer Synthese/Differenzierungsstorung (Yakamtrat al. 1998) und eine verminderte
Expression zur Uberaktivitat dieses Systems (CBibat al. 1997). In beiden Fallen ist die
Folge fur den Organismus betrachtlich, es entstetien genannten lebensbedrohlichen
Erkrankungen.
Urséachlich fur diese Veranderungen sind Intronsegee, die in der mRNA verbleiben und
dadurch zu den alternativen Rezeptorproteinen fiilibées wurde im Mausmodell und beim
Menschen nachgewiesen. In der vorgelegten Arbaitievediese alternativen Spleil3vorgénge
auch in Rattenzellen verifiziert und die Untersdeieu den anderen Spezies aufgezeigt.
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Intronsequenzen haben in der Natur eine hohe Mhai@bund sind weitaus weniger
konserviert als die kodierenden Exons. Auch weenirsi Regelfall keinen Einfluss auf die
spatere Proteinsequenz besitzen sind sie durainatitee SpleiRvorgdnge bzw. regulatorische
Funktionen von Bedeutung (Willingham A.T. et al08). Es ist daher denkbar, dass durch
sequenzabhangige SpleiBveranderungen humane Ineividder Gruppen existieren, die
strukturell veradnderte Rezeptoren exprimieren. Eg hachvollziehbar, dass die
Uberexpression eines Rezeptors, der anstelle @ihdsitorischen Wirkung eine dem WT
entsprechende, aber verstarkte Wirkung zeigt, di#biblogie deutlich verandert. Ebenso
ware eine Uberexpression der Rezeptorvariantennin 5 von klinischer Bedeutung, da hier
wiederum die inhibitorischen Wirkung des verandeRezeptors zum tragen kommt.

In neuronalen Zellen ist die Funktionsweise des ERPOch deutlich weniger verstanden. Die
cytoprotektive EPO-Funktion beim ischamischen pstiaumatischen Hirnverletzungen,
entzindlichen Nervenerkrankungen und degeneraBtérungen ist nachgewiesen (Agnello
D. et al. 2002, Sattler M.B. et al. 2004 Gorio Aak 2002 Bianchi R. et al. 2004 Ehrenreich
H. et al. 2002, Tsuchiya D. et al. 2001, Sadamatet¥al. 1998, Brines M.L. et al. 2000 u.a.).
Ob in Nervenzellen diese EPO-Wirkungen uber eimemMolekulargewicht, Affinitat und
Proteinassoziation abweichenden Rezeptor vermitigitien (Fischer J.W. et al. 2003), einen
Heterorezeptor mipcR und EPOR (Brines M. et al. 2004) oder eine gddindere Struktur
dieses Rezeptors vorliegt, bleibt abzuwarten. DgeBnisse dieser Arbeit weisen darauf hin,
dass alternative  SpleiRvarianten oder auch Reguokmechanismen  durch
Intronvariabilitditen zu diesem auf3erordentlich kteren System der Signalverarbeitung
Uber den EPOR beitragen konnen. Diese Variabiktitnte auch eine Ursache der sehr
widerspruchlichen Forschungsergebnisse in diesenrei®e sein. Weiterfihrende
Untersuchungen bei den genannten neurologischemarkkngen sollten insbesondere
deshalb vorgenommen werden, wenn man diese Kraekheimit EPO bzw.
strukturverandertem EPO behandeln mdchte. Die tsirellen EPOR-Variationen koénnen
somit von therapeutischer Relevanz sein und eimapieansprechen bzw. Therapieversagen

teilweise mitbegrinden.
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7. Zusammenfassung

EPO besitzt als hamatologischer Wachstumsfakt@nefasten Stellenwert in der Therapie
verschiedener Erkrankungen, die mit einer Anamiaaigehen. Da sein Einsatz auch in der
Behandlung von Erkrankungen anderer Organsystengestebt wird, ist es ndétig, die
cytoprotektiven, differenzierungsférdernden undlifeativen Effekte in diesen Geweben
besser zu verstehen.

Ziel dieser Arbeit war es, in neuronalen und and&ieht-hAmatopoetischen Rattenzellen den
EPOR-WT und andere mogliche alternative Rezeptarenidentifizieren, quantitative
Bestimmungen dieser Rezeptoren und hypoxiebedirggpressionsveranderungen zu
untersuchen. AbschlieBend sollte danach durch Wpegssionsuntersuchungen die mogliche
biologische Bedeutung dieser Rezeptoren aufgekignten.

Neben dem Wildtyprezeptor lie3en sich mit verschinesh Methoden zwei weitere alternative
Rezeptoren in ST14A Zellen nachweisen. Dies waesveils Rezeptoren, in denen durch
alternative SpleiRvorgange ein Intron als zusdieliSequenz verbleibt. Es handelte sich
dabei um die Introns 5 und 7, die nach Klonierumgl $equenzierung sicher identifiziert
werden konnten. Um mit einer zweiten Methode diecdlPCR-Amplifikation gewonnenen
Ergebnisse zu verifizieren, wurden RNAse protecassays durchgefuhrt. Beide Methoden
wurden ebenso zur Bestimmung der Rezeptoren indoeimRattenzellen herangezogen, auch
hier konnte der EPOR-WT und die alternativen Remept in vielen Geweben gezeigt
werden. Nach einer medikamentdés ausgelésten Anamwerden vergleichende
Expressionsbestimmungen in den verschiedenen mimfattengeweben vorgenommen. Es
waren deutliche Expressionsunterschiede nachweistavei dominierte in den meisten
Geweben eine Induktion des EPOR.

Bei der Analyse der resultierenden Proteinstrukler alternativen Transkripte zeigte sich
nach Verbleib des Introns 5 im Transkript ein verkér Rezeptor, ein membrangebundes
Molekil ohne intrazellulare, signalkompetente Domadei Verbleib des Introns 7 resultierte
eine Baseninsertion, die zu einem um 31 Aminosauegiiingerten Rezeptor fuhrt und eine
vollstéandig erhaltene signalvermittelnde Domanéh@nt Im Speziesvergleich fiel auf, dass
bei der Variante mit Intron 5 ein vergleichbarerzB&tor bei Mensch, Maus und Ratte
resultiert. Bei der Variante mit Intron 7 sind digsatzlichen Aminosauren nur bei der Ratte
zu finden, bei Mensch und Maus wirde hier ebenfalls Rezeptor ohne funktionelle
intrazellulare Doméane entstehen.

Zur Bestimmung der biologischen Relevanz diesereBmgse wurden stabil transfizierte

Zellen hergestellt, die den EPOR-WT und jeweils dadternativen Rezeptoren

81



7. Zusammenfassung

Uberexprimieren. Hier konnte gezeigt werden, dassverkirzter Rezeptor nach EPO-
Stimulation keinen nachweisbaren Effekt auf dielefelauslost. Bei dem Rezeptor mit der
Aminosaureinsertion hingegen zeigte sich eine dtimulierbarkeit der Zellen, die nach
genauerer Analyse der Daten sogar einen signigkafroliferationsvorteil gegentber den

Zellen mit dem Wildtyprezeptor erbrachte.
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9. Abkiirzungsverzeichnis

9. Abklrzungsverzeichnis

AKT
amol/I
AP
AP-1
AS
ATP
Ba/F3
BAD
BALB/c
BcR
Bcl-2
Bcel-xl
bp
BPV-Zellen
BrdU
BSA
cDNA
CFU-E
CIs1
CNTF
CO,
CTP
CX
D-MEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
ECL
EDTA
EMBL
EMSA
EPC’s

Proteinkinase B
Atto/Trillionstel/SI Einheit Stoffmenge Liter
Inhibitor-of-apoptosis protein
Activating protein 1
Aminosaure
Adenosin Triphosphat
B-cell activating factor 3(=Interleukin 3)
Bcl-2-antagonist-of-cell-death
Bagg albino/line c
Beta-common receptor
B-cell lymphoma/leukemia-2
Member of the Bcl-2 family of proteins
Basenpaare
Bovine papillomavirus type
5-bromo-2"-deoxyuridine
Bovine serum albumin
Complementary deoxyribonucleic acid
Colony-forming units-erythroid
Cytokine inducible SH2-containing protéin
Ciliary neuronotrophic factor
Kohlendioxid
Cytidinetriphosphate
Cortex
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylfulfoxid
Deoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol
Enhanced chemiluminiscence
Ethylendiamintetraacetat
European molecular biology laboratory
Electrophoretic mobility shift assay
Endothelial progenitor cells
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EPO
EPOR
EPOR-WT
ERK1/2
FCS
G418
GAPDH
GATA
G-CSF
GDNF
GM-CSF
Gpt
Grb2
GTP
H.O
HCT
HEPES
HGB
HIF

IAP

IL

J2E
JAK
kDa
kHz

LIF
MAP2
MAPK
MAPKK
MCH
MCHC
MCV
mEPOR
mM

Erythropoetin

Erythropoetinrezeptor
Erythropoetinrezeptor-Wildtyp

Extracellular signal-regulated kinases &RK)
Fetal calf serum

Geneticin
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Transcription factor recognizes the motiBATAR
Granulocyte-colony stimulating factor

Glial cell line-derived neurotrophic factor
Granulocyte-macrophage colony stimulatatgor
Giga-Parts

Growth factor receptor-bound protein
Guanosintriphosphat

Wasser

Hamatokrit
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N-2-ethansuéore
Hamoglobin

Hypoxia induced factor

Inhibitor of apoptosis
Interleukin

J2 retrovirus erythroid cells

Januskinase

Kilodalton

Kilohertz

Leukemia inhibitory factor

Microtubule associated protein 2

Mitogene activated protein kinase
Mitogene activated protein kinase kinase
Mean corpuscular haemoglobin

Mean corpuscular haemoglobin concentration
Mean corpuscular volume

Muriner Erythropoetinrezeptor

Millimolar
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M-MLV
mmol
MRNA
NF-kB
NIH
NMDA
NO
p70S6-Kinase
PBS
PCR
pH
PI3K
PLT
PVDF
RAF-1
RAS
RBC
rEPOR
rHUEPO
RNA
RNAse
RPA
RPMI
RT
RT-PCR
SDS
SH2
SHP
SHP1/2
SOCS
SOD
SOS1
SP6
Src

Moloney murine leukemia virus reverse trariptase

Millimol

Messenger ribonucleic acid

Nuclear factor kappa-B is a transcriptfaator
National Institutes of Health
N-Methyl-D-Aspartat

Stickstoffmonoxid

Proteinkinag@iekulargewicht 70 kDA, Substrat S6 ribosomalestéin)

Phosphat buffered saline
Polymerase chain reaction
Potentia Hydrogenii
Phosphoinositol-3-Kinase
Platelets

Polyvinyliden-Difluorid

Murine leukemia oncogene homolog 1(MAP3K)

Rat sarcoma proto-onkogen

Red bloodcell count
Ratten-Erythropotinrezeptor
Rekombinantes humanes Erythropoetin
Ribonucleic acid

Ribonuklease

RNAse protection assay

Roswell Park Memorial Institute Kulturmediu
Raumtemperatur

Reverse transkriptase-polymerase chaatiosa
Sodiumdodecylsulfat

Src homology 2

Src homolog phosphatase 2

Src homology tyrosine phosphatase
Suppressor of cytokine signalling
Superoxiddismutase

Son of sevenless homolog 1
Plasmidpromotor SP6

Sarcoma
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STAT
SV40
TAQ
TBE
TE
TEMED
m
TNF-a
UTP
VEGF
VM
v-myc
WBC
X-gal
ZNS

Signal transducer and activator of tranmn
Inactovator of tumor suppressor Simians/8y40
Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA
N,N,N’,n",-Tetramethylethylenediamin
Melting temperature

Tumor necrosis factoe

Uridintriphosphat

Vascular endothelial growth factor
Ventrales Mesenzephalon
Myelocytomatosis viral oncogene

White blood cells
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galaktosid

Zentrales Nervensystem
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10. Thesen

10. Thesen

1.

10.

11.

12.

13.

Das Cytokin Erythropoetin (EPO) wird in perituln@é Zellen der Niere produziert und
ist essentiell fur die Proliferation und Differeeming von erythroiden Vorlauferzellen in
reife Erythrozyten.

Der Erythropoetinrezeptor (EPOR) gehdrt zum Tyl @ytokinrezeptorsuperfamilie
und wird auf erythroiden Vorlauferzellen (CFU-E)wse nichterythroiden Zellen
exprimiert.

Der EPOR wird im humanen und murinen System awaBerbdes hamatopoetischen
Systems auch auf neuronalen Zellen exprimiert.

Die aus Rattenhirn etablierte neuronale Progeretiiraie ST14A exprimiert den EPOR-
WT, dies ist mittels PCR, RNAse protection assay inmmunoblotting nachweisbar.

In neuronalen Kulturzellen und primaren Zellen dRatte sind dartber hinaus zwei
alternative EPOR nachweisbar.

Die Varianten des EPOR entstehen durch alterna8pésil3en der Introns 5 bzw. 7.

Es bestehen deutliche Expressionsveranderungenhypoltischer Reizung beim EPOR-
WT sowie den varianten EPOR.

Vergleichende Untersuchungen in humanen und muretlen zeigen, dass auch hier
die Spleil3variante mit Intron 7 nachweisbar ist.

Der alternativ gespleiite EPOR mit Intron 7 unteesdet sich bei Mensch, Maus
einerseits und Ratte andererseits deutlich in deinAsauresequenz.

Bei der Ratte entsteht durch alternatives SpleMdenintron 5 ein verkirzter Rezeptor
ohne funktionelle intrazellulare Domanen, beim ralsgiven Splei3en von Intron 7 wird
die intrazellulare Doméane verlangert, die funktitere AS-Reste bleiben erhalten.

Die Uberexpression des EPOR und der beiden Splédwen hat unterschiedliche
Effekte auf die untersuchten Zellen.

Zellen, die den EPOR mit Intron 5 Uberexprimiereigen nach EPO-Stimulation kein
gesteigertes Wachstum, Zellen die den EPOR mibnnir Gberexprimieren proliferieren
deutlich nach EPO-Stimulation.

Der proliferationsférdernde Effekt der EPO-Stimidat ist bei der alternativen

Rezeptorvariante mit Intron 7 grol3er als beim ERUR-
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