
Aus dem Anatomischen Institut 

(Geschäftsführender Vorstand: Prof. Dr. med. J. Sievers) 

der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 

 
___________________________________________________________________ 
 
 
 

 

 
 
 
 

DIE WIRKUNG VON ERYTHROPOIETIN AUF DIE AXONALE 

REGENERATION IM ZENTRALEN NERVENSYSTEM DER RATTE IN 

VITRO UND IN VIVO 

 
 
 
 
 
 
 
 

Inauguraldissertation 

zur 

Erlangung der Doktorwürde 

der Medizinischen Fakultät 

der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 

 
 
 
 

vorgelegt von 

NILS WARNEKE 

aus Göttingen 

 
 
 
 
 

Kiel 2009 

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by MACAU: Open Access Repository of Kiel University

https://core.ac.uk/display/250312349?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Berichterstatter: Prof. Dr. Lucius 

2. Berichterstatter:  Prof. Dr. Deuschl 

Tag der mündlichen Prüfung: 1. Juli 2009 

Zum Druck genehmigt, Kiel, den  1. Juli 2009 

 
 

gez.:  Prof. Dr. Stick 
 

     (Vorsitzender der Prüfungskomission) 
of. D

 

  

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

meinen Eltern 
 
 
 
                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

Inhaltsverzeichnis              Seite 
 
1. Einleitung  1 

2. Material               

          

 2.1  Biochemikalien         7 

 2.2 Gewebekulturmaterialien        7 

 2.3 Antikörper          8 

 2.4 Zytokine          8 

 2.5 Primer für die EPO-Rezeptor-PCR      8 

 2.6 Enzyme          9 

 

3.  Methoden 

 3.1 Molekulargenetische Untersuchung der EPO-Rezeptor-Expression 

 3.1.1 RNA-Isolierung        10 

 3.1.2 Durchführung der Reversen-Transkriptions-Reaktion   11 

 3.1.3 Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)   12 

 3.1.4 DNA-Gelelektrophorese       12 

  

3.2 Immunhistochemie         13 

  

 3.3 Retinastanzen-Assay 

3.3.1 Auswahl der Tiere        14 

3.3.2 Präparation der Netzhautexplantate und Zellkultur   14 

3.3.3 Zytokinapplikation        15 

3.3.4 Aufarbeitung und Auswertung des Assays    15 

 

 3.4 Läsion des Nervus opticus 

 3.4.1 Auswahl des Tiermodells       16 

 3.4.2 Operationstechnik        17 

 3.4.3 Perfusion und Aufarbeitung      19 

  3.4.4 Auswertung der axonalen Regeneration im     19 

Nervus opticus 



 

 3.5 Berechnung, Auswahl und Statistiken      20 

 

4. Ergebnisse 

 4.1 Die Wirkung von Erythropoietin auf die axonale Regeneration  21  

  in vitro 

 4.2 Die Effekte des Anti-EPO-Rezeptor-Antikörpers und des    22 

  T-Typ-Kalziumkanalblockers Ethosuximid auf die axonale  

  Regeneration in vitro 

 4.3 Transkription des EPO-Rezeptors in der Retina der Ratte   23 

 4.4 Immunhistochemische Darstellung der Lokalisation des    24 

  EPO-Rezeptors in der Retina der Ratte 

 4.5 Einfluss von Erythropoietin auf die axonale Regeneration    25 

  retinaler Ganglienzellen der Ratte in vivo 

 

5. Diskussion 

 5.1 Einfluss von Erythropoietin auf die axonale Regeneration    30 

  retinaler Ganglienzellen in vitro 

 5.2 Nachweis des Erythropoietin-Rezeptors in der Retina und    31 

  intrazelluläre Signalkaskade des Rezeptors 

 5.3 Einfluss von Erythropoietin auf die axonale Regeneration    36 

  retinaler Ganglienzellen in vivo 

 

6. Zusammenfassung        39 

7. Literaturverzeichnis        40 
8. Danksagung          58 
9. Lebenslauf 59   

 

 

 

 
 
 
 
 



 
 
 
Abkürzungsverzeichnis  

 

 

A    Adenosin 

AK    Antikörper  

al.    alteri 

AMPA    α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsäure 

bp    Basenpaare     

BDNF    Brain derived growth factor 

BFU     Burst forming unit 

BSA    Bovines Serumalbumin 

C    Cytidin 

cDNA    copy Desoxyribonucleinsäure 

CNTF    Ciliary neurotrophic factor 

Da    Dalton 

DEPC    Diethylpyrocarbonat 

DNA    Desoxyribonucleinsäure 

dNTP    2-Desoxyribonucleotid-5-Triphosphat 

DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DTT    Dithiothreitol 

EDTA     Ethylendiamintetraacetat   

EPO    Erythropoietin 

EPO-R   Erythropoietinrezeptor 

Erk    extracelluar signal related kinase, Proteinkinase 

ESX    Ethosuximid 

G    Guanosin 

GAP    Growth associated protein 

GCL    Ganglienzellschicht 

GFAP    Glial fibrillar acidic protein 

GTP    Guanosintriphosphat 

IgG    Immunglobulin G 

IIS    Schicht der Innensegmente der Sehzellen 



IPL    Innere plexiforme Schicht 

M.    Musculus 

MAG    Myelin assoziiertes Glykoprotein 

MAP-Kinase   Mitogenaktivierte Proteinkinase 

MPS    Monozytäres phagozytierendes System 

mRNA    messenger Ribonucleinsäure 

N.    Nervus 

NGF    Nerve growth factor 

NT-3    Neurotrophin 3 

Oligo-dT   Oligodesoxythymidinsäure 

OMgp    Oligodendrocyte myelin glycoprotein 

OPL    Äußere plexiforme Schicht 

PBS    Phosphatgepufferte  Salzlösung 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

PFA     Paraformaldehyd 

pH    Pondus hydrogenii 

PNS    Peripheres Nervensystem 

RGC    Retinale Ganglienzelle 

RNA    Ribonucleinsäure 

RT    Reverse Transkription    

SHIP    SH2- enthaltende Inositol-5-Phosphatase 

SHP-1   Src-homology-domain phosphatase-1,Tyrosinphosphatase 

STAT    Signaltransduktor und Transkripitionsaktivator    

T    Thymidin 

Tris    Trihydroxymethylaminomethan 

ZNS    Zentrales Nervensystem 

 
                                                      

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Vorbemerkung 

 

Teile dieser Arbeit wurden in folgendem Artikel veröffentlicht: 

 

Böcker-Meffert S., Rosenstiel P., Röhl C., Warneke N., Held-Feindt J., Sievers J., 

Lucius R. Erythropoietin and VEGF promote neural outgrowth from retinal explants in 

postnatal rats. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2002; 43: 2021-6 

 

 

 

 

 



1 

1.  Einleitung 
 
 

Im zentralen Nervensystem (ZNS) adulter Säuger, Vögel und Reptilien kommt es 

nach traumatischer oder degenerativer Zerstörung zentraler Nervenfasern bis auf 

wenige Ausnahmen nicht mehr zur Regeneration, da die Axone nicht in der Lage 

sind, ihre vormals bestehenden Verbindungen wieder herzustellen. Diese 

Ausnahmen bilden Fasern im hypothalamisch-hypophysären System (Dellmann 

1973; Kiernan 1978), in einigen monoaminergen Systemen (Björklund und Stenevi 

1979), in Teilen des olfaktorischen Systems (Barber 1981) sowie im zentralen Anteil 

des N. trochlearis (Mc Connel 1984). Ferner ist eine Regeneration zentraler Axone 

bei Fischen und Amphibien sowie embryonalen und fetalen Säugern möglich.  

Von diesen Ausnahmen abgesehen kommt es nach einer Läsion im ZNS zunächst 

zum Absterben der unmittelbar betroffenen Neurone. Nervenzellen, deren Axone 

nicht, deren Perikaryen aber verletzt sind, gehen nach wenigen Tagen bis Wochen 

im Rahmen der retrograden Degeneration zugrunde (Axon dieback). Die Dauer 

dieser retrograden Degeneration hängt hierbei vom Abstand zwischen axonaler 

Läsion und Perikaryon und von der Qualität der geschädigten Faser ab (Pallini R. et 

al. 1988). 

Einmal abgestorbene Neurone können nicht mehr ersetzt werden, da sie 

postmitotische Zellen darstellen, das heißt Zellen, die ihre regenerative Potenz mit 

Erreichen ihres endgültigen Differenzierungsgrades verloren haben. 

Im peripheren Nervensystem sind Fasern grundsätzlich in der Lage zu regenerieren, 

selbst wenn ihre Perikaryen im zentralen Nervensystem zu finden sind. So sind die 

Perikaryen der peripheren motorischen Fasern unter anderem im Vorderhorn der 

grauen Substanz im Rückenmark oder in motorischen Kerngebieten der Hirnnerven, 

im ZNS also, zu finden. 

 Als Ursache der unterschiedlichen Potenz axonaler Regeneration wurden zwei 

allgemeine Hypothesen aufgestellt. Zum einen wird davon ausgegangen, dass im 

peripheren sowie im unreifen ZNS regenerationsstimulierende Faktoren vorhanden 

sind, die es im ausgereiften ZNS nicht mehr oder in nur ungenügender Menge gibt 

(David und Aguayo 1981; Björklund und Stenevi 1984; Müller et al.1984; Varon et al. 

1984; Friedmann und Aguayo 1985; Berry et al. 1986 a,b; 1987; 1988; Kesslak et al. 

1986; Smith et al. 1986; Beckh et al. 1987; Sievers et al. 1987; Hausmann et al. 

1989; Hagg et al. 1990; Cassel et al. 1991; Vahlsing et al. 1991; Xu und Martin 1991; 
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Bähr et al. 1992), zum anderen davon, dass es im adulten ZNS 

regenerationsinhibierende Faktoren wie Nogo, OMgp (Oligodendrocyte myelin 

glycoprotein) und MAG (Myelin associated glycoprotein) gibt, die im unreifen ZNS 

fehlen und sich dort erst im Laufe der Ontogenese und Hirnreifung entwickeln 

(Caroni und Schwab 1988; Schnell und Schwab 1990; Shewan et al. 1993; Mc 

Kerracher et al. 1994; Cartel und Roder 1996; Chen et al. 2000; GrandPre et al. 

2000; Prinjha et al. 2000; Kottis et al. 2002, Übersicht bei Cafferty et al., 2008). 

 

Läsionen im zentralen Nervensystem sowohl traumatischer als auch degenerativer 

Genese (Querschnittssyndrome, Morbus Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose und 

viele andere) bedeuten für die betroffenen Patienten häufig eine erhebliche 

Einschränkung ihrer Lebensqualität und -erwartung. Somit ist es besonders wichtig, 

neue Behandlungsstrategien zu finden und/oder bereits vorhandene 

Therapiekonzepte zu optimieren. Grundvoraussetzung dafür ist eine möglichst 

detaillierte Kenntnis der zellulären Reaktionsmechanismen nach einer Schädigung 

des ZNS.  

 

Schon Ende der zwanziger Jahre des vorherigen Jahrhunderts erkannte Ramon y 

Cajal, dass die geringe regenerative Potenz des adulten ZNS nicht nur 

Eigenschaften der Nervenzellen zuzuschreiben ist, sondern vor allem im 

umliegenden Gewebe, der Glia, begründet ist. Die erfolglose axonale Regeneration 

und damit der Verlust der funktionellen Integrität nach einer Läsion beruht also auf 

einem sehr komplexen und vielschichtigen Vorgang. Außer den Neuriten, die auf  

stimulierende und inhibierende Faktoren aus der Umgebung reagieren (s.o.), sind 

ortständige und hämatogene Zellen an dem Versuch des ZNS beteiligt, seine 

ursprüngliche Funktion und Morphologie wiederherzustellen. Insbesondere Zellen 

des monozytären phagozytierenden Systems (MPS) wie Makrophagen, die in der 

frühen posttraumatischen Phase aus dem Blutstrom einwandern, oder residente 

Mikrogliazellen bilden den Großteil der Zellpopulation am Läsionsort (Giulian et al. 

1989; Giulian 1992). Zum einen phagozytieren diese Zellen den durch die Läsion 

entstandenen Detritus, zum anderen setzen sie auch zytotoxische Stoffe frei, die 

eine weitere Schädigung des Gewebes bewirken. Zu diesen gehören exzitatorische 

Aminosäuren (Banati et al. 1993) wie Glutamat aber auch Stickstoffmonoxyd (NO) 

(Marletta et al. 1989; Dawson et al. 1991; Green et al. 1991; Zielasek et al. 1992; 
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Chao et al. 1993), proteolytische Enzyme, freie Radikale sowie 

Arachidonsäurederivate (Banati et al. 1993). Astrozyten und Oligodendrozyten bilden 

vermehrt Chondroitinsulfat-Proteoglykane, die in der Extrazellularmatrix auf 

molekularer Ebene ein für axonale Wachstumskegel undurchdringliches Netzwerk 

darstellen (Properzi und Fawcett 2004; Carulli et al. 2005; Laabs et al. 2007).  

Zeitgleich werden Astrozyten zur Proliferation und Transformation in die ‚reaktive‘ 

Form angeregt und Kapillaren sprossen, gefolgt von einer Invasion von Fibroblasten, 

in das Wundgebiet ein. Diese in der späten posttraumatischen Phase gebildete 

astrogliale Narbe stellt nun auf zellulärer Ebene eine undurchdringliche Barriere für 

die neu aussprossenden Neuriten dar (Liuzi und Lasek 1987; Spring et al. 1989; 

Mansour et al. 1990; Snow et al. 1990; Lochter et al. 1991). 

 

Ein wesentlicher Fortschritt in der Erforschung der zentralen Regeneration wurde mit 

Transplantationsexperimenten erreicht. Gewebe aus dem ZNS pränataler Säuger ist 

im adulten ZNS lebensfähig und ist dazu in der Lage, mit dem Wirts-ZNS 

funktionsfähige Verbindungen zu bilden (Björklund et al. 1976, 1979). Darüber hinaus 

erhöht in adultes ZNS eingebrachtes fetales ZNS-Gewebe die 

Regenerationsfähigkeit im Wirtsorgan (Kromer et al. 1981; Hausmann et al. 1989). 

So wachsen adulte zentrale Fasern ungehindert in das transplantierte fetale Gewebe 

ein, und die Axone der transplantierten fetalen Neurone regenerieren ungehindert im 

Empfängergewebe. 

Axone zentraler Neurone sind genauso in der Lage, in Transplantate aus dem 

peripheren Nervensystem (z.B. Nervus ischiadicus) einzuwachsen, durch diese 

hindurch zu wachsen und ihr korrektes Zielgebiet wieder zu innervieren (Richardson 

et al. 1980; David et Aguayo 1981; Berry et al. 1986, 1987).  Vergleichbare 

Ergebnisse wurden auch mit der alleinigen Transplantation von SCHWANNschen 

Zellen, die im PNS wesentlich für dessen Regenerationsvermögen verantwortlich 

sind, erzielt (Kromer und Cornbrooks 1985; Bähr et al. 1991). 

Durch Transplantationexperimente fand man heraus, dass Zielstrukturen im Auge 

selbst (M. sphincter pupillae, Corpus ciliare, Lamina chorioidea) Quelle eines 

neurotrophen Moleküls sind, das das Überleben der sie innervierenden cholinergen 

Motoneurone des Ganglion ciliare bedingt (Sendtner et al. 1994). Dieses Molekül 

erhielt den Namen „Ciliary neurotrophic factor“ – CNTF. Die Hauptquelle von CNTF 

sind aller Wahrscheinlichkeit nach die Hüllzellen (Ensheathing cells) im Bulbus 
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olfactorius und Bulbus olfactorius accessorius. Sie repräsentieren eine Population 

zentraler Gliazellen, die Eigenschaften von Astrozyten und Schwannzellen in sich 

vereinen (Gudino-Cabrera und Nieto-Sampedro 2000). Ensheathingzellen sind 

GFAP-positiv wie Astrozyten, sie besitzen aber auch Charakteristika von 

Schwannzellen, denn sie unterstützen das Wachstum von Axonen und können 

myeliniseren (Ramon-Cueto und Valverde 1995; Ramon-Cueto und Avila 1998; 

Kafitz und Greer 1999). 

Im Falle eines Chorea-Huntington-Modells konnte gezeigt werden, dass 

experimentell geschädigte striatale Neurone durch die Administration von CNTF 

effektiv gegen Degeneration geschützt werden (Emerich et al. 1998; Mittoux et al. 

2000). Es existieren ebenfalls bereits klinische Studien, bei denen die Wirksamkeit 

von CNTF als Therapeutikum für verschiedene neurodegenerative Erkrankungen am 

Menschen getestet wurde (Thoenen und Sendtner 2002). 

Aufgrund der bereits geschilderten experimentellen Befunde wurden verschiedene 

Funktionen für CNTF im erwachsenen ZNS vorgeschlagen: Beteiligung an Protektion 

und Reparatur verletzter Nervenzellen (Weisenhorn et al. 1999), Unterstützung der 

axonalen Regeneration nach Verletzungen (Ip und Yancopoulos, 1996), 

Aufrechterhaltung der Funktion von Neuronen mit langen Projektionen, die unter 

mechanischer Belastung stehen (periphere Motoneurone, N. opticus), Förderung 

kontinuierlicher Regeneration (im olfaktorischen System) und intensiver 

Neuroplastizität (septohippocampales System; Stöckli et al. 1991; Winter et al. 1995; 

Dallner et al. 2002). 

 

Analog dazu scheint im ZNS das Schicksal regenerierender Axone auch von Zellen  

der zentralen Glia, Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikrogliazellen, abzuhängen. 

Wie schon geschildert, kann die Transplantation embryonalen Hirngewebes die 

Regeneration zentraler Axone im adulten Empfängerorgan stimulieren (Hausmann et 

al. 1989). Beim Vergleich von Transplantaten embryonaler Hirnregionen, die sowohl 

Nerven- wie Gliazellen enthalten, mit solchen, die ausschließlich gliale Zellen 

enthalten (z.B. Gewebe aus dem embryonalen N. opticus), fiel auf, dass das 

Regenerationsvermögen im Akzeptororgan um so größer ist, je höher der Anteil an 

Glia im Donororgan ist. Weiter konnte gezeigt werden, dass der 

regenerationsstimulierende Effekt der gliareichen Transplantate mit zunehmendem 

Alter der Spendertiere geringer wird und schließlich ganz verschwindet (Sievers et al. 



5 

1995). Die „kritische Periode“ der Regenerationsstimulation durch die Transplantate 

entspricht dabei der sich verringernden regenerativen Potenz im ZNS (Schmidt et al. 

1981). 

Um festzustellen, welche Gliazellen in den Transplantaten die axonale Regeneration 

stimulieren, transplantierten Sievers et al. (1995) in Zellkultur gezüchtete Astrozyten 

in den Sehnerv adulter Ratten und fanden, dass diese Zellen einen noch größeren 

Effekt auf die axonale Regeneration haben, als zuvor getestete N. opticus-

Transplantate. Astrozyten spielen eine entscheidende Rolle bei den beobachteten 

Regenerationsvorgängen. Sie unterstützen das Überleben von Neuronen in vitro 

(Lindsay 1979; Müller et al. 1984; Bauer und Tontsch 1990) und produzieren 

Wachstums- und Substratfaktoren, die für das Überleben und Auswachsen von 

Nervenfasern notwendig sind (Banker 1980; Liesi et al. 1983; Varon et al. 1984). Ein 

Nachteil dieser früheren Studien besteht darin, dass entweder embryonale oder 

periphere Neurone eingesetzt wurden, deren Regenerationsvermögen nicht mit dem 

im ausgereiften ZNS vergleichbar ist. 

 

Um weiter zu erforschen, welche Faktoren speziell für die regenerationsfördernde 

Wirkung von den oben geschilderten Transplantationsexperimenten verantwortlich 

sind, ist man in letzter Zeit dazu übergegangen, mit Einzelsubstanzen zu 

experimentieren, sei es mit Faktoren, von denen man sich direkt eine neurotrophe 

Wirkung erhofft oder aber mit Stoffen, die Neuroregenerationsinhibitoren blockieren 

und neutralisieren. 

 

Seit Masuda et al. 1994 die sauerstoffabhängige Produktion von Erythropoietin 

(EPO), das zur Wachstumshormon/Prolaktin-Zytokinfamilie gehört (Zhu Y et al. 

1994), von Rattenastrozyten in Kultur nachweisen konnten und Digicaylioglu et al. 

1995 EPO im Liquor cerebrospinalis nachwiesen, wird auch die Wirkung von EPO 

vor diesem Hintergrund untersucht. Bis dahin war man davon ausgegangen, dass 

EPO nur in der Niere und der fetalen Leber gebildet wird und nur auf die Zellen der 

Erythropoese einen Effekt habe.  

Gorio et al. zeigten 2002, dass EPO nach experimenteller Läsion des Rückenmarks 

das neuronale Überleben signifikant verbessert. Die neuroprotektive Wirkung von 

EPO konnte auch in verschiedenen ZNS-Ischämie- und -Traumamodellen 

nachgewiesen werden (Sakanaka et al. 1998; Marti et al. 2000; Sirén et al. 2000; 



6 

Juul 2002; Xiong et al. 2008) und zeigte im klinischen Einsatz im Rahmen von 

Studien ein verbessertes Outcome bei Patienten mit Schlaganfall und Multipler 

Sklerose sowie eine verminderte Demenzentwicklung bei Schizophreniepatienten 

(Ehrenreich et al. 2002, 2004, 2007; Liu et a. 2008). 

Ausgehend von diesen Befunden einer protektiven Wirkung von EPO auf die 

Neurone im zentralen Nervensystem, galt es nun, den Effekt von Erythropoietin auf 

die axonale Regeneration im ZNS zu untersuchen und ein geeignetes Modell zu 

diesem Zweck zu entwickeln. Ein solches Modell sollte ermöglichen, in vitro 

gewonnene Befunde auf eine in vivo-Situation zu übertragen und so gewählt sein, 

dass Manipulationen in zukünftigen Studien in vivo durchführbar sind. Außerdem 

sollte das entsprechende zu untersuchende Gewebe in seiner 

Regenerationsfähigkeit mit adultem zentralen Nervensystem vergleichbar sein. Das 

hier beschriebene in vitro-Regenerationsmodell erfüllt diese Voraussetzungen 

hervorragend. Die kultivierten Explantate von Retinae postnataler Ratten mit den 

darin enthaltenen retinalen Ganglienzellen (RGCs) sind zum Zeitpunkt der 

Präparation nicht mehr dazu in der Lage, ihre Neuriten, welche den Sehnerven 

(Nervus opticus) bilden, zu regenerieren (Alcutt et al. 1984 a, b). Gleiches gilt auch 

für das hier verwendete in vivo-Regenerationsmodell. Der Sehnerv stellt einen Trakt 

zentraler Fasern dar, der aufgrund seiner Lage außerhalb des Neurocraniums oder 

knöchernen Spinalkanals einer experimentellen Manipulation sehr gut zugänglich ist. 

 

Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob 

Erythropoietin in der Lage ist, die axonale Regeneration in vitro (Retinaexplantate) 

und in vivo (Nervus opticus-Läsion) zu steigern.  

 

Dazu wurden folgende Fragestellungen erarbeitet: 

 

1. Lässt sich der EPO-Rezeptor in der Retina auf RNA-Ebene mittels RT-PCR 

sowie auf Proteinebene mittels Immunhistochemie nachweisen? 

2. Steigert die Gabe von EPO die axonale Regeneration in vitro? 

3. Steigert die Gabe von EPO die axonale Regeneration im Tiermodell in vivo? 
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2.  Material  

 

2.1  Biochemikalien 

 

Agarose       Carl Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau      Sigma, Deisenhofen 

DEPC (Diethylpyrocarbonat)    Carl Roth, Darmstadt 

DNA-Längenstandard, 100bp-ladder   Gibco BRL, Eggenstein 

dNTP (Desoxy-Nukleotidtriphosphat) Amersham Pharmacia Biotech, 

Freiburg 

DTT (Dithiothreitol)      Carl Roth, Darmstadt 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)    Carl Roth, Darmstadt 

Ethanol, p.a.       Merck, Darmstadt  

Ethidiumbromid      Sigma, Deisenhofen 

Glycerol       Carl Roth, Darmstadt 

HEPES (Hydroxyethylpiperazin-     Biomol, Hamburg 

ethansulfonsäure) 

Magnesiumchlorid      Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid      Carl Roth, Darmstadt 

Natronlauge       Carl Roth, Darmstadt 

PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzlösung)  Biochrom, Berlin 

Tris (Trihydroxymethylaminomethan)   Sigma, Deisenhofen 

Trizol-Reagenz      Gibco BRL, Eggenstein 

 

 

 

2.2  Gewebekulturmaterialien 

 

Amino-n-Capronsäure      Sigma, Deisenhofen 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM   Gibco BRL, Eggenstein 

Ethosuximid       Sigma, München 

Fibrinogen        Sigma, Deisenhofen 

Hydrocortison      Sigma, Deisenhofen 

Insulin        Sigma, Deisenhofen 
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Kaiser’s Glycerolgelatine Merck, Darmstadt 

Kulturschalen, 100mm Durchmesser    Sarstedt, Nürnbrecht 

24well-Kulturschalen      Costar, Bodenheim 

L-Glutamin        Sigma, Deisenhofen 

Leibowitz-15-Medium      Biochrom, Berlin 

Penicillin Sigma, Deisenhofen 

Streptomycin Sigma, Deisenhofen 

Thrombin  Hoffmann La Roche, Schweiz 

TMX400-Film, TMAX100-Film Eastman Kodak, Rochester, 

NY, US 

Transferrin Sigma, Deisenhofen 

L-3-3-5-Triiodthyronin  Sigma, Deisenhofen 

 

2.3  Antikörper  

 

Growth-associated-protein(GAP)-43 Sigma, Deisenhofen 

GFAP (Glial fibrilarry acidic protein) Boehringer, Mannheim 

ED-1 Serotec, Oxford, UK 

Kaninchen-anti-Maus-IgG Sigma, Deisenhofen 

Maus-anti-Kaninchen-IgG Sigma, Deisenhofen 

Polyklonaler EPO-Rezeptor-AK Upstate Biotechnology, Lake 

Placid, NY, US 

 

2.4  Zytokine 

 

Erythropoietin, human, rekombinant Janssen-Cilag, Neuss 

 

 

 

 

2.5  Primer für die EPO-Rezeptor-PCR  

 

EPO-sense-Primer            5’-CTATGGCTGTTGCAACGCGA-3’ 

EPO-antisense-Primer       5’-CCGAGGGCACAGGAGCTTAG-3’ 
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2.6  Enzyme 

 

RNase freie DNase (10U/µl) Promega, Göttingen 

SuperScript Reverse Transkriptase (200Uµl) Gibco BRL, Eggenstein 

Taq-Polymerase (5U/µl) Promega, Göttingen 
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3.   Methoden 

 

3.1   Molekulargenetische Untersuchung der EPO-R 

Expression  

 

3.1.1 RNA-Isolierung 

 

Die kompletten Retinae von postnatalen Ratten (11 Tage alt) werden entfernt und in 

Trizolreagenz überführt (RNA-Isolierung nach der Trizolmethode von Chomcynski 

und Sacchi 1987), hierbei werden 50 mg Gewebe mit 1 ml Trizol versetzt. 

Unmittelbar danach wird die Gewebe-Trizol-Suspension mit einem Ultra-Thoraxx 

homogenisiert, in Eppendorff-Röhrchen überführt und für 5 Minuten bei 30° C 

inkubiert. Nach Zugabe von Chloroform (0,2 ml pro eingesetztem 1 ml Trizol) wird 

geschüttelt und erneut für zwei bis drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend erfolgt die Aufspaltung des Gemisches in eine untere Phenol-

Chloroform-Phase, eine Interphase und eine obere farblose Phase durch 15 min 

Zentrifugation (8000xg bei 2-8° C). Die obere wässr ige Phase wird abpipettiert,  in 

ein neues Eppendorff-Röhrchen überführt und mit Isopropylalkohol versetzt (0,5 ml 

pro eingesetztem 1 ml Trizol), gut vermischt, für zehn Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert und erneut zehn Minuten zentrifugiert (8000xg bei 2-8° C). Die RNA 

präzipitiert als gelartiges Kissen am Grund des Eppendorff-Röhrchens. Durch 

Absaugen des Überstandes und anschließendes Versetzen mit Ethanol (75%, 

mindestens 1 ml Ethanol pro eingesetztem 1 ml Trizol) wird die RNA gewaschen. 

Nach erneuter Zentrifugation für fünf Minuten bei 7500xg bei 2-8° C wird das Ethanol 

wieder abpipettiert und das RNA-Pellet für zehn Minuten an der Raumluft getrocknet. 

Die Ausbeute an RNA wird photometrisch bestimmt. Hierzu wird das RNA-Pellet in 

RNA-Aufnahmepuffer relysiert und das Absorptionsspektrum zwischen 240 nm und 

300 nm durch Durchleuchtung mit einer Deuteriumlampe gemessen. Das 

Absorptionsmaximum (A) der RNA liegt bei 260 nm, das der evtl. noch vorhandenen 

verunreinigenden Proteine bei 280 nm. Das Verhältnis A260 nm zu A280 nm sollte 

möglichst nahe 2,0 liegen und 1,7 nicht unterschreiten (Demidov et al., 1993). Eine 

Absorption von 1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml (Sambrook et al., 

1989). 
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Aus dem maximalen Absorptionswert des Spektrums ließ sich mit dieser Angabe die 

RNA-Konzentration der jeweiligen Probe errechnen. Zur Lagerung wird die RNA mit 

einer Mischung aus einer 3 M Natriumacetatlösung (pH 5,2) und reinem Ethanol bei 

minus 80° C aufbewahrt. Unter diesen Bedingungen fä llt die RNA aus und kann 

jederzeit durch Zentrifugieren gewonnen werden. 

 

 

3.1.2  Durchführung der Reversen-Transkriptions Rea ktion 

 

Um zu überprüfen, ob eine bestimmte genetische Information innerhalb einer Zelle 

zunächst in eine mRNA-Sequenz und somit auch in den meisten Fällen in eine 

Proteinsequenz umgeschrieben wird, bedient man sich der reversen 

Transkriptionsreaktion (RT-Reaktion). Hierbei wird eine RNA-Sequenz in eine 

einzelsträngige cDNA umgeschrieben (Kawasaki, 1989), die im Folgenden dann als 

Matritze für die Synthese komplementärer DNA-Stränge durch die Polymerase-

Ketten-Reaktion dienen kann. 

Die bei der Isolation gewonnene RNA-Lösung wird gut gemischt und ein Volumen 

entnommen, das einer RNA-Masse von 5 µg entspricht. Anschließend wird für 20 

Minuten bei 13 000 U/min bei 4° C zentrifugiert, de r Überstand verworfen und das 

RNA-Pellet an der Raumluft getrocknet. Das Pellet wird in 10 µl Bidest resolviert, mit 

1 µl Oligo-dT versetzt und fünf Minuten bei 65° C i nkubiert. Jetzt lagern sich die 

Oligo-dT-Fragmente an die Poly-A-Abschnitte der mRNA an. Diese Reaktion wird 

durch fünfminütige Inkubation auf Eis abgebrochen. Dieser Schritt dient dazu, 

eventuell vorhandene Sekundärstrukturen der mRNA-Sequenzen zu zerstören und 

somit eine gute Effizienz der RT-Reaktion zu gewährleisten. 

Nach Zugabe von 4 µl PCR-Puffer (10x), 2 µl dNTP-Lösung (10 mM), 2 µl DTT (0,1 

M), 2 µl Magnesiumchlorid (25 mM) pro Probe wird die RT-Reaktion durch 

Hinzupipettieren von 1 µl Reverser Transkriptase gestartet und für 75 Minuten bei 

37° C durchgeführt. Zum Abschluss der Reaktion erfo lgt das Erhitzen der Proben auf 

95° C zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase.  Die so entstandene cDNA kann 

nun entweder sofort zur Durchführung einer PCR eingesetzt oder im Kühlschrank 

gelagert werden. 
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3.1.3  Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion ( PCR) 

 

Die Polymerase-Kettenrektion (PCR= Polymerase Chain Reaction) stellt mittlerweile 

ein weiträumig eingesetztes Verfahren zur Synthese spezifischer DNA-Sequenzen 

dar. Außer der DNA-Matritze muss der gepufferte Reaktionsansatz die vier 

Desoxyribonucleotide, zwei spezifische Primer und die Thermus aquaticus-DNA-

Polymerase (Taq-Polymerase) enthalten (Mullis und Faloona 1987; Saiki et al. 1988). 

Das Prinzip besteht darin, dass das eingesetzte spezifische Primerpaar einen 

bestimmten cDNA- oder DNA-Abschnitt erkennt, mit diesem hybridisiert und somit 

der Taq-Polymerase als Startpunkt dient. Diese wird nun unter Verwendung der 

Desoxyribonucleotide von dem jeweiligen Startpunkt ausgehend einen zu der cDNA- 

oder DNA-Sequenz komplementären Strang bilden. Durch mehrmalige Wiederholung 

dieses Vorgangs wird schließlich ein ganz spezifischer cDNA- oder DNA-Abschnitt  

exponentiell vermehrt und kann als PCR-Fragment distinkter Länge zum Beispiel 

durch eine Argarosegel-Elektrophorese isoliert und sichtbar gemacht werden.  

 

 

3.1.4    DNA-Gelelektrophorese 

 

Gelelektrophoresen zur Auftrennung von DNA wurden nach Sharp und Mitarbeitern 

(1973) durchgeführt. Dazu werden die Proben mit Probenpuffer (1:10) versetzt und 

bei 100 V in einem mit Laufpuffer bedecktem Argarosegel (1,5 %) elektrophoretisch 

aufgetrennt. Als Referenzgen (housekeeping gene) dient das ß-Actin-Gen der Ratte, 

das für ein ubiquitär verbreitetes Filamentprotein  codiert. Parallel läuft eine Probe, 

die ein Gemisch aus DNA-Fragmenten enthält, die sich in ihrer Größe um 100 

Basenpaare unterscheiden und eine Art Skala (Basenleiter) zur Größenbestimmung 

der zu untersuchenden aufgetrennten DNA-Fragmente darstellt. Anschließend wird 

das Gel in ein Ethidiumbromidbad (5 µg/ml) eingelegt. Das Ethidiumbromid 

interkaliert zwischen Basen der DNA und wird durch UV-Strahlung zu einer gut 

messbaren Eigenfloureszenz bei 302 nm angeregt. Die gemessene Lichtintensität ist 

dabei proportional zur vorliegenden DNA-Menge. Die so dargestellten Banden 

werden dann mit einer Spezialkamera fotografiert und ausgewertet. 
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3.2.    Immunhistochemie  

 

Die Darstellung der jeweiligen Antigene erfolgt nach der verstärkten 

Immunperoxidasemethode. Zur Darstellung kommen: (i) regenerierende Axone mit 

einem Antikörper gegen ein phosphorylierendes Protein des Axonwachstumskegels, 

GAP-(growth associated protein-)43, (Aigner et al., 1995a, Aigner et al., 1995b; 

Doster et al., 1991), (ii) der Erythropoietinrezeptor (EPO-R) mit einem polyklonalen 

Kaninchen-IgG-Antikörper, Klon M20 , (iii) phagozytisch aktivierte Mikrogliazellen mit 

dem ED-1-Marker, der einen Antikörper gegen ein phagolysosomales Antigen 

darstellt (Dijkstra et al., 1985) und (iiii) die gliale Narbe mittels eines Antikörpers 

gegen saures gliales fibrilläres Protein, GFAP (glial filament acidic protein), um die 

Vollständigkeit der gesetzten Läsion zu überprüfen. Nach Entfernung des 

Einbettmediums werden die Schnitte ausgiebig in Tris-Puffer gespült und für drei 

Minuten mit 0,05 % Trypsin in PBS behandelt, dann erneut in Tris-Puffer ausgiebig 

gespült und für fünf Minuten in 10 mM Citratpuffer in der Mikrowelle behandelt. 

Nach Blocken unspezifischer Bindungsstellen mit 0,75 % BSA in PBS für 20 Minuten 

erfolgt die Inkubation mit den jeweiligen Primärantikörpern gegen GAP-43 (1:400), 

den Erythropoietinrezeptor (1:100), ED-1 (1:1000) oder GFAP (1:50) für eine Stunde 

bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen in Tris-Puffer werden die Schnitte mit 

einem Sekundärantikörper (Kaninchen-Anti-Maus-IgG, 1:100; Maus-Anti-Kaninchen-

IgG, 1:100) in Tris-Puffer unter Zugabe von 10 % Rattenserum inkubiert, an den 

dann als Tertiärantikörper ein an Peroxidase gebundener Ziege-anti-Kaninchen-

Antikörper/Ziege-anti-Maus-Antikörper gebunden wird. Die Inkubation des Sekundär- 

und Tertiärantikörpers erfolgt für jeweils 30 Minuten. Zwischen diesen 

Inkubationsschritten werden die Objektträger gründlich mit Tris-Puffer gespült. Die 

Entwicklung erfolgt in einem Standardsatz aus Wasserstoffperoxid-3,3-

Diaminobenzidinhydrochlorid (DAB). 
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3.3     Retinastanzen-Assay  

 

3.3.1  Auswahl der Tiere  

 

Fisher-Ratten (F344) werden im Retinastanzen-Assay verwendet. Im Tierhaus der 

Universität Kiel werden die Tiere unter konstanten Temperatur- und 

Luftfeuchtigkeitsbedingungen gehalten und einem zwölfstündigem Wechsel von hell 

und dunkel ausgesetzt. Die Tiere werden in der Nacht verpaart und der Tag darauf 

als erster der Embryonalphase gezählt (E1). Nach 22-tägiger Tragzeit werden die 

Jungen geboren und der Tag der Geburt als postnataler Tag (P) „0“ bezeichnet. 

 

3.3.2.  Präparation der Netzhautexplantate und Zell kultur  

 

Die Augen von elf Tage (P11) alten Ratten werden unter halbsterilen Bedingungen 

gewonnen. Die Netzhäute werden in HEPES-gepuffertem Leibowitz-15-Medium aus 

den Augen entnommen und ausgebreitet. Mit einer Edelstahlkanüle 

(Innendurchmesser 400 µm) werden runde Explantate aus dem retinalen 

Gewebeverband ausgestanzt und in Fibringel kultiviert. Das Kulturmedium setzt sich 

aus DMEM, Insulin (5 mg/ml), Transferrin (1 µg/ml), Hydrocortison (7 ng/ml), 

Triiodthyronin (0,2 ng/ml), Natriumpyruvat (110 µg/ml), Glutamin (292 µg/ml), und 5-

Amino-n-capronat (0,5 mg/ml) zusammen. Die Inkubation erfolgt im Brutschrank in 

mit Wasserdampf gesättigter und mit 7,5 % Kohlendioxid angereicherter Atmosphäre 

bei 37° C. 

Die Kultivierung in Fibringel ermöglicht ein dreidimensionales Wachstum. Jeweils 

drei Retinastanzen werden in einen Tropfen (20 µl) Fibrinogenlösung aufgenommen 

und  auf ein Deckglas gesetzt, das mit drei NIH–Einheiten ( ≈ 1 µg, 1 NIH-Einheit = 

0.324 µg) Thrombin beschichtet ist. Zur Herstellung der Fibrinogenlösung werden 1,2 

g Fibrinogen in 10 ml destilliertem Wasser  über Nacht bei 4° C gegen eine 8 %ige 

NaCl-Lösung dialysiert und anschließend bei 5000xg für 10 Minuten zentrifugiert. 

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wird die Lösung mit Kulturmedium bis 

zum Erhalt der gewünschten Arbeitskonzentration von 3 mg/ml verdünnt. 

Nach Koagulation der Fibrintropfen werden die Deckgläser  in 24-Loch Platten 

gegeben und in 2ml Kulturmedium unter den jeweiligen Versuchsbedingungen 

kultiviert.   
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3.3.3   Zytokinapplikation  

 

Eine Erythropoietinlösung wird durch Lösen von 84 µg (entsprechend 10000 U) in 1 

ml destilliertem Wasser hergestellt. Das Succinimid Ethosuximid (ESX), ein Blocker 

von T-Typ-Calciumkanälen, wird bis zum Erhalt einer 10 mM-Lösung in Ethanol 

gelöst. Der polyklonale EPO-Rezeptor-Antikörper wird 1:80 verdünnt und 

anschließend den entsprechenden Kulturen hinzugegeben. 

 

3.3.4  Aufarbeitung und Auswertung des Assays 

 

Nach drei Tagen in Kultur werden die Netzhautexplantate in Glutardialdehyd (2,5 %) 

für zehn Sekunden bei 50° C in der Mikrowelle fixie rt, in Ethanol dehydriert und bei 

50° C eine Minute lang mit Sudanschwarz gefärbt und  in Kaiser’s Glycerolgelatine 

eingebettet. Die Auswertung des axonalen Wachstums erfolgt mit Hilfe eines 

computergestützten Bildanalysesystems (Analysis, SIS, Münster). Im digitalisierten 

Bild werden die Spitzen der ausgewachsenen Nervenfasern durch eine Linie 

miteinander verbunden, die die äußere Begrenzung einer von ihr eingeschlossenen 

Fläche bildet. Von dieser Gesamtfläche wird die Fläche des  soliden Explantats 

abgezogen. Die so berechnete Fläche bildet die sogenannte axonale Domäne und ist 

weitgehend unabhängig von Größendifferenzen oder Form der Retinastanzen. Sie ist 

so dazu geeignet, Unterschiede im Wachstum der Axone unter den jeweiligen 

Kulturbedingungen zu vergleichen. Die axonale Domäne unter Kontrollbedingungen 

im serumfreien Medium wird gleich 100 % gesetzt. 
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Abb. 1 Schema zur Assay-Auswertung   

Es werden die Spitzen der ausgewachsenen Nervenfasern durch 

eine Linie miteinander verbunden, die die äußere Begrenzung 

einer von ihr eingeschlossenen Fläche bildet (b). Von dieser 

Gesamtfläche wird die Fläche des soliden Explantats (a) 

abgezogen. Die so berechnete Fläche bildet die sogenannte 

axonale Domäne und ist weitgehend unabhängig von 

Größendifferenzen oder Form der Retinastanzen.  

 

 

 

 

3.4   Läsion des Nervus opticus   

 

3.4.1.   Auswahl des Tiermodells  

 

Die Quetschläsion des Nervus opticus der Ratte stellt ein anerkanntes in vivo-Modell 

dar, um Regenerationsvorgänge im Zentralen Nervensystem adulter Mammalier zu 

untersuchen. 

- Der Nervus opticus besteht aus einem isolierten Bündel myelinisierter Axone, die 

ausschließlich der retinalen Ganglienzellschicht entstammen (Berry 1981) 

- Alle Axone dieses Fasertraktes verlaufen in der gleichen Richtung 

- Der Nervus opticus ist operativ gut zugänglich. Durch eine standardisierte 

Quetschläsion werden alle Neuriten reproduzierbar beschädigt, ohne die 

Kontinuität der Gewebeformation an sich zu unterbrechen 

- Das Auswachsen der Ganglienzellaxone bleibt unbehandelt abortiv (Sievers et al. 

1984) 

- Der Glaskörper kann als natürliches Reservoir für eine Applikation von potentiell 

neurotrophen Substanzen direkt am Perikaryon der retinalen Ganglienzellen 

dienen. So behandelte Ganglienzellen zeigen eine regenerative Potenz und ihr 

Wachstum kann einige Millimeter betragen (Berry et al. 1996, 1999) 
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3.4.2.   Operationstechnik 

 

Die Versuchstiere (weibliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 200-250 g) 

werden mit Chloralhydrat (40 mg/kg Körpergewicht, intraperitoneal appliziert) 

anästhesiert. Die Kopfhaut wird rasiert und mit Kodan-Lösung desinfiziert. Der Kopf 

wird in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Es erfolgt eine mediosagittale 

Hautinzision von der Glabella bis zur Protuberantia occipitalis. Der linke Hautlappen 

wird mobilisiert und es werden zwei kleine Wundhaken eingebracht. Die 

supraorbitalen Leitungsbahnen werden dargestellt und unter Schonung derselben 

wird das Septum orbitale parallel zum Margo orbitalis auf einer Länge von drei bis 

fünf Millimetern inzidiert. Die dem Septum orbitale innen anliegende 

blutgefässführende Kapsel der HARDERschen Drüse wird gespalten, die 

Drüsenlappen mobilisiert und nach rostral aus der Orbita geschlagen. Als 

Tamponade werden kleine Würfel aus Lysostypt (gefriergetrocknetes Kollagen) in 

den vorderen und hinteren Teil der orbitalen Wundhöhle eingebracht. Der Bulbus 

oculi wird nun unter vorsichtigem Zug mit einer gebogenen Pinzette aus der Orbita 

luxiert. Der Nervus opticus wird mittels stumpfer Präparation zwischen zwei 

gebogenen anatomischen Pinzetten dargestellt, der M. retractor bulbi sowie die 

äußere Nervenscheide scharf gespalten und der Fasertrakt unter vorsichtigem 

Schluss mit einer spitzen Uhrmacherpinzette (5 Dumont) für zehn Sekunden 

gequetscht.  
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Abb. 2 Experimenteller Ansatz zur Durchführung der N. opticus-Läsion 

Die Quetschung erfolgt intraorbital, die Implantation des Gelschwammes (oder eines Zellpellets) in 

den Glaskörper während des gleichen Eingriffes. Die zu untersuchenden Substanzen erreichen direkt 

die retinalen Ganglienzellen. 

 

Das Auge wird vorsichtig zurück in die Orbita reponiert und der M. levator palpebrae 

sowie der M. rectus superior dargestellt. Unter Schonung der mit den Muskeln in das 

Auge ziehenden Gefäße wird der M. rectus superior am Ansatz durchtrennt und 

durch scharfes Spalten der TENONschen Kapsel die Sklera freigelegt. Nach 

erneutem Austamponieren der Wundhöhle und Blutstillung mit Lysostypt wird die 

Sklera bei Bluttrockenheit mit der Spitze einer Subkutankanüle auf einer Länge von 

einem Millimeter inzidiert. Durch diese Inzision erfolgt das Einbringen des jeweiligen 

Implantats. Nach Überprüfen der retinalen Blutversorgung sowie der korrekten Lage 

des Implantats durch indirekte Ophthalmoskopie und anschließender Entfernung der 

Tamponaden, wird das Septum orbitale mit Einzelknopfnähten atraumatischen 

Nahtmaterials (Ethilon 7-0, Ethicon, Norderstedt) verschlossen. Die Wundränder der 

Kopfhaut werden mit Klammern (Sarstedt, Nürnbrecht) adaptiert. Anschließend 

werden die Tiere wieder im Tierhaus für 7 und 21 Tage bei normalem Tag-Nacht-

Rhythmus und artgerechter Wasser- und Futtermenge gehalten. 
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3.4.3.   Perfusion und Aufarbeitung  

 

Direkt vor der Perfusion werden die Tiere mit einer Überdosis Chloralhydrat (60 

mg/kg Körpergewicht) getötet. Die Vv. iugulares werden eröffnet, um ein Ablaufen 

von Blut und der Perfusionslösung gewährleisten zu können. Nach Eröffnung des 

Thorax wird die Aorta descendens unterhalb des Aortenbogens mit einer 

Gefäßklemme abgeklemmt, der Perikardbeutel eröffnet und die Perfusionskanüle 

durch die linke Herzkammer bis zum Bulbus aortae vorgeschoben. Als 

Perfusionslösung dient eine eiskalte 4 %ige Lösung Paraformaldehyd (PFA) in 

Phosphatpuffer, die Perfusionszeit beträgt zehn Minuten. 

Das linke Auge und der linke Nervus opticus werden entnommen und 24 Stunden in 

4 % PFA in Phosphatpuffer bei 4°C aufbewahrt. Dann werden die Präparate in 1 % 

PFA in Phosphatpuffer überführt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei 4° C 

aufbewahrt. 

Die Nervi optici und Retinae werden nach Entwässerung in einer aufsteigenden 

Alkohol/Xylol-Reihe in Paraplast eingebettet, der Länge nach 7 µm dick geschnitten 

und auf mit Biobond beschichtete Objektträger aufgebracht. 

 

3.4.4  Auswertung der axonalen Regeneration  im N. opticus 

 

Die Dokumentation und Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit einem 

Photomikroskop der Firma Zeiss auf Kodak TMAX100-Filmen oder mittels einer 

digitalen Kamera (Axiocam, Zeiss) und einem computergestützten 

Videobildverarbeitungsprogramm (Analysis, SIS, Göttingen). Es wird in digitalisierten 

Bildern vom distalen Ende der Läsionsstelle die Länge des jeweils am weitesten 

gewachsenen Axons jedes Schnittes bestimmt. Es werden nur Schnitte in die 

Auswertung aufgenommen, die GAP-43 positive Axone proximal und distal der 

Quetschläsion enthalten und die in der parallelen GFAP-Färbung eine vollständige 

Läsion aufweisen (Berry et al. 1996, 1999). Der Absolutwert der Länge des am 

weitesten gewachsenen Axons eines Tieres geht in die statistische Auswertung ein. 

Aus technischen Gründen kann nur diese vereinfachte  Auswertung des 

Längenwachstums der regenerierenden Neuriten erfolgen, die von Schnell et al. 

1990 entwickelt wurde. Da die regenerierenden Axone durch die Schnitte wandern, 

bleibt auch nach dreidimensionaler Rekonstruktion sowohl die genaue Anzahl der 
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Axone als auch die genaue Länge eines Neuriten nur unsicher messbar und kann 

nicht quantitativ ausgewertet werden. Die qualitative Darstellung der Axondichte 

erfolgt mit Hilfe einer Camera-lucida-Zeichnung, bei der jeweils drei Serienschnitte 

eines Präparates übereinander projiziert werden.  

 

 

3.5  Berechnungen, Statisken, Graphik und Ausarbeit ung 

 

Alle Berechnungen und graphischen Darstellungen werden mit einem kommerziellen 

Tabellenkalkulationsprogramm (Excel, Microsoft, München) durchgeführt. 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± SEM (Standardabweichung des Mittelwertes) 

dargestellt. Die Auswertung der Daten erfolgt, wenn nicht anders angegeben, bei den 

in vitro-Experimenten bezogen auf die unstimulierten Kontrollen, bei den in vivo-

Experimenten bezogen auf Werte unbehandelter Tiere. Zur statistischen Auswertung 

werden Varianzanalysen (ANOVA) durchgeführt, denen sich ein multipler, 

paarweiser Vergleich mit Hilfe eines post-hoc Testes (Bonferoni) anschließt. Eine 

Wahrscheinlichkeit von p<0,05 wird als signifikant angenommen. 

Die Bearbeitung des mit Hilfe handelsüblicher Scanner eingelesenen Bildmaterials 

erfolgte mit Corel Paint Shop Pro (Corel Corporation, Ottawa, Kanada) und 

PowerPoint, die Ausarbeitung der Dissertation mit Word für Windows (Microsoft, 

München). 
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4. Ergebnisse      

 

4.1 Die Wirkung von Erythropoietin auf das Axonwach stum  

retinaler Ganglienzellen in vitro 

 

Es wird untersucht, ob das Neuritenwachstum zentraler Nervenzellen durch 

Erythropoietin stimuliert wird. Es werden Retinaexplantate postnataler Ratten in 

einem dreidimensionalen Fibringel unter serumfreien Bedingungen kultiviert. In der 

Kontrollkultur sind nach drei Tagen kurze Axonfortsätze an der gesamten 

Zirkumferenz des Explantats sichtbar und erreichen dabei eine Länge von bis zu 180 

µm (Abb. 3A). Kontrollexplantate werden mit BDNF (brain derived growth factor) in 

einer für retinale Ganglienzellen sicher neurotrophen und neuritogenen 

Konzentration von 10 ng/ml behandelt. Im Vergleich zu den nicht stimulierten 

Kontrollen (=100 %) wird ein Wachstum der Axone bis auf 160 % ± 3 % erreicht. Der 

Wert entspricht der sogenannten axonalen Domäne des Explantats (s. Methoden 

3.1.4), einzelne Axone erreichen hierbei über 500 µm Länge. Eine Antikörperfärbung 

gegen das Markerprotein Thy 1.1 bestätigt, dass es sich bei den regenerierenden 

Axonen um Fortsätze retinaler Ganglienzellen handelt (Lucius et al. 1998b). 

Die Zugabe von Erythropoietin in einer Konzentration von 5x10-13 M vergrößert die 

axonale Domäne um 169 % ± 18 % (n=18, Abb. 3B, Abb. 4). Die meisten retinalen 

Ganglienzellen regenerieren Axone über 400 µm Länge, einige sogar bis 650 µm 

Länge. Auch in halbmaximaler Konzentration von 7,8x10-15 M sowie einer 

Konzentration von 5x10-14 M zeigt sich eine deutliche Regenerationssteigerung im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 4). 
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Abb. 3 Lichtmikroskopische Darstellung des EPO-verm ittelten Axonwachstums retinaler 

Stanzen in Kultur 

(A) In serumfreiem Medium kultivierte Retinaexplantate weisen nach drei Tagen in Kultur wenige, 

kurze regenerierende Axone auf. (B) Nach Gabe von EPO nahm die Anzahl und Länge der 

regenerierenden Neuriten deutlich zu. Die Koinkubation von EPO mit dem EPO-Rezeptor-AK (C) oder 

dem T-Typ-Calciumkanalblocker Ethosuximid (D) verhinderte das EPO-induzierte Axonwachstum 

vollständig (Balken=100 µm). 

 

4.2 Die Effekte des Anti-EPO-Rezeptor-Antikörpers u nd des 

T-Typ-Kalziumkanalblockers Ethosuximid auf die 

axonale Regeneration in vitro 

 

Bei Koinkubation mit dem EPO-Rezeptor-Antikörper ist der durch Erythropoietin 

induzierte positive Effekt auf die axonale Regeneration nicht mehr nachweisbar (102 

% ± 8 %, n=18, Abb 3C, Abb. 4). Bei Koinkubation von Erythropoietin und dem T-Typ 

Kalziumkanalblocker Ethosuximid (ESX 5 µM) ist ebenfalls keine deutlich gesteigerte 

Regeneration der Neuriten messbar (101 % ± 11 %, n=18, Abb. 3D, Abb. 4). 
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Abb. 4 Erythropoietin und das Neuritenwachstum reti naler Ganglienzellen in Explantatkulturen 

postnataler Ratten. 

Erythropoietin bewirkt dosisabhängig eine signifikante Steigerung des Axonwachstums. Koinkubation 

mit Etosuximid (ESX) oder einem EPO-R-Anitikörper heben den wachstumsfördernden Effekt des 

Erythropoietins vollständig auf (n=36, *p<0,05). 

 

 

4.3 Transkription des EPO-Rezeptors in der Retina d er Ratte 

 

Der Nachweis des Erythropoietinrezeptors in der Retina der Ratte erfolgt durch RT-

PCR. Abb. 5 zeigt ein Agarosegel, in dem die DNA-Banden durch Ethidiumbromid 

sichtbar gemacht sind. Linie 1 zeigt die DNA-Leiter mit Banden, die sich in ihrer 

Größe um 100 Basenpaare (bp) unterscheiden. Linie 2 zeigt das erwartete PCR-

Produkt der EPO-Rezeptor-cDNA mit einer Größe von 402 bp. Linie 3 zeigt das 

‚housekeeping gene’ ß-Aktin bei 279 bp. 
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Abb. 5 Agarosegel 

Linie 1 zeigt die DNA-Leiter mit Banden, 

die sich in ihrer Größe um 100 

Basenpaare (bp) unterscheiden. Linie 2 

zeigt das erwartete PCR-Produkt der 

EPO-Rezeptor-cDNA mit einer Größe von 

402 bp. Linie 3 zeigt das ‚housekeeping 

gene’ ß-Aktin bei 279 bp.                                                          

                                                                                          
                   

 

 

 

 

 

 

4.4 Immunhistochemische Darstellung der Lokalisatio n des 

EPO-Rezeptors in der Retina der Ratte 

 

Um den EPO-Rezeptor auf Proteinebene in der Rattenretina zu lokalisieren, werden 

immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt. Ein positiver Nachweis kann in 

verschiedenen Schichten der Netzhaut gezeigt werden. Die Intensität der Färbung ist 

in der Schicht der retinalen Ganglienzellen (GCL) am größten, es gelingt aber auch 

der Nachweis des Rezeptors in der inneren (IPL) und äußeren plexiformen Schicht 

(OPL) sowie an den Innensegmenten der Sehzellen (IIS, Abb. 6A). Durch 

Koinkubation mit dem EPO-R-blockierenden Peptid zeigt sich keine positive Reaktion 

mehr (Abb. 6B).  
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Abb. 6 Immunhistochemischer Nachweis des Erythropoi etinrezeptors in der Retina 

(A) Die intensivste Färbung wird in der Ganglienzellschicht (GCL) beobachtet. Die äußere (OPL) und 

innere (IPL) plexiforme Schicht sowie die Innensegmente (IIS) der Sehzellen zeigen nur eine leichte 

Anfärbung. Wird der EPO-Rezeptor durch Vorbehandlung mit dem Blocking-Peptid besetzt, ist keine 

immunhistochemische Reaktion nachweisbar (B). 

 

 

4.5 Einfluss von Erythropoietin auf die axonale Reg eneration 

retinaler Ganglienzellen der Ratte in vivo 

 

In den vorangegangenen in vitro-Versuchen wird gezeigt, dass Erythropoietin 

neuritogene Effekte auf Retinaexplantatkulturen ausübt und, dass in der Rattenretina 

der EPO-Rezeptor sowohl auf RNA-Ebene (PCR, s. Abb. 5) als auch auf 

Proteinebene (Immunhistochemie, s. Abb. 6) nachweisbar ist. Im N. opticus 

Läsionsmodell soll nun untersucht werden, ob die Gabe von Erythropoietin auch die 

Regeneration von Nervenfasern im ZNS adulter Mammalier in vivo fördern kann. 

Nach Setzen einer intraorbitalen Quetschläsion des N.opticus, die eine 

Durchtrennung der Axone bei Erhaltung der Gewebekontinuität erzeugt, werden 

nach sieben und 21 Tagen Überlebenszeit die regenerierenden Axone mittels eines 
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Antikörpers gegen ein intrazelluläres wachstumsassoziiertes Phosphoprotein (GAP-

43) dargestellt. Die Substanzen werden in diesem Modell direkt an die retinalen 

Ganglienzellen appliziert, indem Kollagenschwämmchen, die eine definierte Menge 

der zu untersuchenden Substanz enthalten, intravitreal implantiert werden, ohne die 

Linse zu verletzen. Als Negativkontrolle dient die Implantation des alleinigen 

Schwämmchens. Als Positivkontrolle werden Zellpellets aus Schwannomzellen in 

den Glaskörper implantiert, von denen bekannt ist, dass sie eine Vielzahl 

neurotropher Faktoren für retinale Ganglienzellen wie BDNF oder NT-3 sezernieren 

(Berry et al. 1999). 

In der Gruppe der kontrolloperierten Tiere zeigt der proximale Nervenstumpf GAP-

43-positive Immunreaktivität. Nur wenige regenerierende Fasern überwinden die 

Läsionsstelle und zeigen ein abortives lediglich subperineuriales 

Wachstumsverhalten (s. Abb. 7). Das maximale Wachstum beträgt 0,2 mm ± 0,1 mm 

gemessen vom Zentrum der Läsion aus, was Werten einer alleinigen Quetschläsion 

des N.opticus ohne intravitreale Manipulation entspricht (Weibel et al. 1994). 

Nach Implantation der Schwannomzellpellets in den Glaskörper werden 

regenerierende Axone mit einer Länge von 2,2 mm ± 0,4 mm gemessen (s. Abb. 8). 

Nach Implantation eines mit 6000 U (=50 µg) rekombinantem humanem 

Erythropoietin (rhEPO) präparierten Schwämmchens zeigte sich keine signifikante 

Steigerung der axonalen Regeneration. Auch nach Erhöhung der verwendeten 

rhEPO-Menge auf 10 000 U (=84 µg) pro implantiertem Schwämmchen zeigte sich 

keine im Vergleich zur Gruppe der Kontrolltiere verbesserte axonale Regeneration (s. 

Abb. 8) über die Läsionsstelle hinaus. Wohl aber zeigt sich, dass die Expression von 

GAP-43 proximal der Quetschläsion - insbesondere nach drei Wochen - deutlich 

gegenüber den Kontrolltieren erhöht ist (s. Abb. 7). 
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Abb.  7 Längsschnitt durch die Läsion im N.opticus,  Färbung mit GAP-43, nach einer Woche 

(oben) und nach drei Wochen (unten) 

Nach Implantation von EPO nach intravitreal (rechte Abbildung, oben) kommt es zu einer deutlichen 

Vermehrung der regenerierenden Axone (Stärke der GAP-43-Färbung) bis zur typischerweise zystisch 

degenerierten Läsionsstelle (markiert mit Sternen), es zeigt sich jedoch kein Wachstum über die 

Läsion nach distal. Beim Kontrolltier (linke Abbildung) zeigt sich proximal der Läsion nur eine 

schwache GAP-43-Anfärbung und ebenfalls kein Wachstum distal der Läsion. Drei Wochen nach 

Läsion und EPO-Applikation zeigt sich weiterhin eine deutliche Zunahme der GAP-43-Anfärbung 

(untere Bildreihe, rechts), während in den Kontrolltieren die Axone weitestgehend degeneriert sind 

(untere Bildreihe, links. Balken=100 µm). 

 

+ EPO 

+ EPO 
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Abb. 8 Messung des Längenwachstums regenerierender Axone nach einer Quetschläsion des 

Nervus opticus 

Durch die intravitreale Gabe von 6000 oder 10000 Einheiten (U) Erythropoietin lässt sich kein 

regeneratives Auswachsen von Axonen nach einer Quetschläsion des N. opticus erzielen, das sich 

signifikant von dem der Kontrollgruppe unterscheidet. Als Positivkontrolle dient die intravireale 

Implantation eines Pellets Schwannomzellen, als Kontrolle die Implantation des Gelschwämmchens 

alleine (n=6 für alle Gruppen, *p<0,05). 

 

 

Schlussendlich wird an den gequetschten Sehnerven geprüft, ob EPO 

möglicherweise einen Einfluss auf die im Bereich der Läsionsstelle typischerweise 

vorhandenen Mikrogliazellen zeigt. 

Die Expression des ED-1 Markers (am ehesten entsprechend dem humanen CD68- 

Marker), der ein Antikörper gegen ein phagolysosomales Antigen in phagozytotisch 

aktivierter Mikroglia darstellt, wird in den mit rhEPO behandelten Tieren nicht im 

Vergleich zu Kontrolltieren gesteigert (Abb. 9). 
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Abb. 9 Längsschnitt durch die Läsion im N. opticus,  Färbung mit ED-1 

Es zeigt sich kein Unterschied zwischen dem mit EPO behandelten Tier (rechts) und dem Kontrolltier 

(links). In jedem Fall kommt es zu einem deutlichen Nachweis aktivierter Mikroglia in der Läsion 

(Balken=100 µm). 
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5. Diskussion 

 

Am Beginn der Arbeiten zur vorliegenden Dissertation standen Befunde, dass das 

haematopoietische Zytokin Erythropoietin neuroprotektive Effekte unter 

Hypoxiebedingungen in vitro und in vivo ausübt, so zum Beispiel bei AMPA-

vermittelter Zytotoxizität oder in einem Parkinson-Tiermodell.  

Die im folgenden diskutierten Untersuchungen sollten neue Informationen über die 

Bedeutung des Zytokins Erythropoietin erbringen und klären, ob die neuroprotektiven  

Effekte auch auf die axonale Regeneration im adulten ZNS bei Mammaliern 

übertragen werden kann. 

 

5.1 Einfluss von Erythropoietin auf die axonale Reg eneration 

retinaler Ganglienzellen in vitro  

 

In diesen Experimenten wurde ein anerkanntes in vitro-Modell zur Untersuchung 

axonaler Regeneration im ZNS verwendet. Es wurden Explantatkulturen von Retinae 

postnataler Ratten verwendet. In einem dreidimensionalen Fibringel kultiviert, können 

die Axone der in dem Explantat enthaltenen Neurone auswachsen. Es konnte in 

früheren Arbeiten gezeigt werden (Lucius et al. 1996), dass der Hauptteil dieser 

Axone denen retinaler Ganglienzellen entspricht. Die regenerative Potenz entspricht 

zum Zeitpunkt der Explantatgewinnung (postnataler Tag 11) der von adulten 

Nervenzellen. Deshalb befindet sich in den Kontrollkulturen, die in serumfreiem 

Medium kultiviert wurden, ein nur sehr begrenztes, abortives Wachstum. Zur 

Erklärung des abortiven Wachstums wurde unter anderem die Hypothese 

herangezogen, dass im ZNS im Gegensatz zum peripheren Nervensystem 

neurotrophe Faktoren praktisch nicht vorhanden sind. Werden adulte Neurone in 

vitro jedoch mit den entsprechenden wachstumsfördernden Substraten stimuliert, 

können auch diese Zellen Neuriten generieren. Für die hier verwendeten retinalen 

Ganglienzellen stellt BDNF (brain derived growth factor) einen solchen neurotrophen 

Faktor dar (Mansour-Robaey et al. 1994) und bewirkte in Positivkontrollen in 

Übereinstimmung mit früheren Arbeiten ein deutliches axonales Wachstum. So 

konnte belegt werden, dass die im in vitro-Assay verwendeten zentralen Neurone in 

Gegenwart einer wachstumsfördernden Substanz zur Regeneration ihrer Axone 

befähigt werden. 
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Es gelang in den Experimenten nun erstmals einen direkten pro-regenerativen Effekt 

von Erythropoietin auf adulte Neurone im ZNS zu zeigen (Böcker-Meffert et al. 2002; 

s. Abschnitt 4.1). In einem anderen in vitro-Modell konnten unsere initialen Befunde 

an retinalen Ganglienzellen bestätigt werden (Kretz et al. 2005). 

 

 

5.2 Nachweis des Erythropoietin-Rezeptors in der Re tina 

und intrazelluläre Signalkaskade des Rezeptors 

 

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die erzielte Wachstumssteigerung der 

zentralen Neurite durch die Wirkung von Erythropoietin auf den Erythropoietin-

Rezeptor an retinalen Ganglienzellen vermittelt ist.  

Eine Koinkubation mit den EPO-Rezeptor blockierenden Antikörpern konnte den pro-

regenerativen Effekt von Erythropoietin vollständig aufheben. Ferner wurde 

transkribierte m-RNA des EPO-Rezeptorgens in der Retina postnataler Ratten 

nachgewiesen. Zusätzlich wurde der EPO-Rezeptor immunhistochemisch in der 

Retina nachgewiesen und hier zeigte sich die stärkste Färbung in der Schicht der 

retinalen Ganglienzellen. 

 

Studien, in denen andere Zellpopulationen untersucht wurden und Arbeiten von 

Assandri et al. 1999 mit Neuroblastomzellen lassen vermuten, dass die EPO-

vermittelte Regulation von Calciumströmen für die hervorgerufene 

Wachstumssteigerung der Axone verantwortlich ist. Calcium scheint eine 

Schlüsselrolle im Prozess des axonalen Wachstums und der Wachstumskegel-

Steuerung zu spielen. Darauf lassen auch die Ergebnisse in unserem 

experimentellen Ansatz schließen: so konnten wir durch Koinkubation mit dem T-

Calciumkanal-Blocker Ethosuximid die proregenerative Wirkung von Erythropoietin 

aufheben.  

Bei einer Phaeochromozytomzellinie der Ratte (PC12) konnte durch Erythropoietin 

eine calciumabhängige Zunahme einer mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) 

hervorgerufen werden (Koshimura et al. 1999). Dieser Mechanismus könnte bei der 

calciumabhängigen, durch Erythropoietin verursachten Wachstumszunahme eine 

Rolle spielen. 
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In weiteren Studien wurde gezeigt, dass ein weiterer wichtiger Bestandteil der EPO-

Signaltransduktion die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der 

Signaltransduktoren- und Transkripitionsaktivatorenfamilie (STATs) darstellt (Coffer 

et al., 2000).      

Das durch die Bindung von EPO an den Erythropoietin-Rezeptor (EPO-R) induzierte 

Signal ist einer der bedeutendsten Schritte in der Kontrolle der EPO-Wirkung. 

Klinische und vor allem hämatologische Studien, zusammen mit Analysen 

experimenteller Tiermodelle, haben dazu beigetragen, molekulare Aspekte im die 

vom EPO/EPO-R regulierten System aufzuklären. Die fötale Leber von genetisch 

modifizierten EPO- oder EPO-R-defizienten Mäusen hat zwar eine normale Anzahl 

erythrozytärer Vorläuferzellen (Burst forming unit-erytrhroids, BFU-Es), jedoch keine 

reiferen erythroiden Zellen. Das bedeutet, dass das EPO-Signalsystem für die frühe 

Zelllinienspezialisierung unbedeutend, aber für die Proliferation und Differenzierung 

von erythroiden Vorläuferzellen zu reifen Zellen essentiell ist (Wu et al. 1995; Zang et 

al. 2001). 

Der EPO-R gehört zur Familie der Zytokinrezeptoren. Er besteht aus einer 

extrazellulären Domäne mit cysteinreichen Regionen und WSXWS-Motiven 

(Charakteristisch für Zytokinbindungsmodule sind vier konservierte Cysteinreste in 

der amino-terminalen und ein WSXWS, W: Tryptophan, S: Serin, X: beliebig,-Motiv in 

der carboxy-terminalen FNIII-Domäne), welche für die korrekte Faltung und 

Stabilisierung des EPO-R bedeutend sind. Einer Transmembranregion folgt der 

zytoplasmatische Teil mit zunächst zwei Regionen (Box1 und Box2), welche für die 

Bindung der Janus-Protein-Tyrosinkinase Jak2 und der Interaktion mit anderen 

Zytokinrezeptoren eine Rolle spielen. Der EPO-R besitzt keine intrinsische 

Enzymaktivität, sondern ist mit Tyrosinkinasen komplexiert. Den beiden EPO-R-

Boxen folgt ein langer Proteinabschnitt mit acht Tyrosinresten.  

 

Es gibt zwei Modelle für die Aktivierung des EPO-R. Im ersten bindet der EPO-R das 

Hormon EPO, was zur Dimerisierung des Rezeptors führt. Dadurch werden die 

konstitutiv an den EPO-R gebundenen Jak2-Kinaseproteine nah zusammen gebracht 

und durch Autotransphosphorylierung aktiviert (Witthuhn et al. 1993).  

Andere Publikationen vertreten ein Modell, bei dem der EPO-R bereits im inaktiven 

Zustand als Dimer vorliegt und EPO-Bindung lediglich eine Konfirmationsänderung 

verursacht, die letztendlich zur Aktivierung der Jak2-Proteine führt (Constantinescu 
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et al. 2001; Livnah et al. 1999). Die aktiven Jak2-Proteine phosphorylieren 

nachfolgend Tyrosine im zytoplasmatischen Teil des EPO-R, was Proteinen mit 

sogenannten Src-Homologie-2-Domänen (src homology domain 2, SH2) die Bindung 

ermöglicht. Die Unterdrückung der Jak2-Genexpression in Mäusen führt zum Tod 

während der Embryonalentwicklung (Parganas et al. 1998). Dabei ist die Zellzahl in 

der fötalen Leber als auch die der erythroiden Vorläuferzellen stark reduziert, was 

zeigt, dass im Gegensatz zum EPO-R die Jak2-Kinase bereits in früheren Stadien 

der erythropoietischen Entwicklung absolut notwendig ist. Jak2 ist vermutlich nicht 

die einzige Tyrosinkinase, die durch EPO aktiviert werden kann. So zeigten Studien 

in Zelllinien, dass die Src-Tyrosinkinase Lyn eine Rolle in der EPO-induzierten 

Differenzierung spielen könnte (Tilbrook et al. 1997). Lyn-defiziente Mäuse haben 

jedoch keinen offensichtlichen Defekt in der Erythropoese, so dass weiterhin unklar 

ist, ob Lyn oder vielleicht auch andere Src-Kinasen im EPO-induzierten Signalsystem 

von Bedeutung sind. 

Eine Hauptaufgabe von EPO ist der Schutz von erythroiden Vorläuferzellen vor 

Apoptose (programmierter Zelltod). Abbildung 8 zeigt eine stark vereinfachte 

Übersicht der wichtigsten EPO-induzierten Signalwege. 

 

 

Abb. 10 Vereinfachte Darstellung EPO-induzierter Si gnalereignisse 

EPO bindet an den EPO-R und Jak2 wird aktiviert, was wiederum zur Phosphorylierung des EPO-R 

führt. Dies führt zur Rekrutierung von Proteinen und der Aktivierung von Signalkaskaden die anti-

apoptotische und/oder proliferative Effekte haben. Auch werden negative Rückkopplungsprozesse 

aktiviert. (nähere Erläuterungen im Text); modifiziert nach E. K. Schmidt, EPO-induzierte Sigalwege. 
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Der Transkriptionsfaktor „signal transducer and activator of transcription 5“ (STAT5) 

bindet über seine SH2-Domäne an den aktivierten EPO-R, wo er dann phosphoryliert 

wird. Anschließend löst sich STAT5 vom EPO-R und formt mit einem anderen 

phosphorylierten STAT5-Molekül ein Dimer. Dieser aktive Komplex wandert direkt in 

den Zellkern, um die Transkription spezifischer Gene (z.B. cis1, pim1, bcl-x) zu 

regulieren (Damen et al. 1995; Gobert et al. 1996; Klingmuller et al. 1996; Teglund et 

al. 1998). In Mäusen mit einem Defekt in der STAT5-Expression kann das Überleben 

früher Erythroblasten nicht ausreichend gewährleistet werden, was zur Anämie führt. 

Auch bleibt die verstärkte Bildung von Erythrozyten als Antwort der Erythropoese auf 

starken Blutverlust oder anderen Stress-induzierten Situationen aus. Das Fehlen von 

STAT5 ist nicht letal, da vermutlich Mechanismen, wie die Hochregulierung von 

STAT1 und STAT3, diesen Defekt kompensieren können oder andere Signalwege 

unter Normalbedingungen für die Entwicklung der Erythroblasten ausreichend sind 

(Socolovsky et al. 1999). 

In der erythroiden Entwicklung spielt die Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) eine 

zentrale anti-apoptotische Rolle (Haseyama et al. 1999) und ist zusätzlich an der 

EPO-induzierten mitogenen Antwort beteiligt (Wickrema et al. 1999). PI3Ks werden 

in 3 Klassen unterteilt, wobei soweit bisher bekannt nur die Klasse 1 (PI3Kα, β, γ, δ) 

in der Signalweiterleitung von Wachstumsfaktoren, Hormonen und Zytokinen von 

Bedeutung ist. Die Funktion der Klasse 2 PI3Ks ist zurzeit unklar. Die PI3Ks der 

Klasse 3 werden dagegen nicht durch Rezeptoren reguliert und sind am 

intrazellulären Membrantransport und der zytosolischen Vesikelzuordnung beteiligt.  

Die Klasse 1 PI3Ks sind heterodimere Proteine und bestehen aus einer 110 kDa 

großen katalytischen Untereinheit (p110) und einer konstitutiv assoziierten kleinen 

regulatorischen Untereinheit. Diese Klasse kann weiter unterteilt werden; während 

die Klasse 1a PI3Ks (α, β, δ ) p85-Untereinheiten besitzen, hat die Klasse 1b PI3Kγ 

keine N-terminale p85-Bindungsstelle, sondern assoziiert mit einer der p85 nicht 

verwandten p101-Untereinheit, welche keine erkennbaren Protein-Protein-

Interaktionsmotive besitzt. SH2-Domänen in der p85-Untereinheit binden an 

spezifische Phosphotyrosinreste innerhalb des EPO-R oder an andere 

Signalproteine, was zur Aktivierung der PI3K führt und den zytosolischen Komplex 

an die Zellmembran rekrutiert, wo er das membranständige Substrat 

Phosphatidylinositol-3,4-phosphat (PIP2) phosphorylieren kann. Klasse 1a PI3Ks 
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können auch direkt durch GTP-beladene Formen von Ras (Rat sarcoma-Proto-

Onkogen) stimuliert werden (Stephens et al. 2000; Vanhaesebroeck et al. 2001). 

Klasse 1b PI3Kγ wird z.B. direkt durch βγ-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine 

aktiviert, wobei die regulatorische Untereinheit p101 an Gβγ bindet. p110γ oder 

p101/p110γ können ebenfalls direkt durch Ras-GTP aktiviert werden (Stephens et al. 

2000). Das Produkt der Phosphorylierung von membranständigem PIP2 durch PI3K 

ist Phosphatidylinositol-3,4,5-phosphat (PIP3). PIP3 kann als sekundärer Botenstoff 

die Rekrutierung zytosolischer Proteine mit PH-Domänen an die 

Zytoplasmamembran vermitteln. Es ist ebenfalls beschrieben, dass PIP3 direkt 

Enzyme, wie Proteinkinase B (Akt) (Bos 1995; Franke et al. 1997) oder Proteinkinase 

C (PKC) (Moriya et al. 1996; Toker et al. 1994) aktivieren kann. Ein anderer PIP3-

regulierter Signalweg führt zur Ras-abhängigen Erk-Aktivierung (Klingmuller et al. 

1997). Verschiedene negative Regulatorproteine werden durch den aktivierten EPO-

R rekrutiert. So dephosphoryliert und inaktiviert die Phosphatase SH2-

Domäneenthaltendes Protein 1 (SHP1) die Tyrosinkinase Jak2 (Klingmuller et al. 

1995). CIS, ein kleines Protein mit einer SH2-Domäne blockiert durch Bindung an 

phosphorylierte Tyrosine des EPO-Rs Bindungsstellen für andere Proteine (Sokol et 

al. 1994). Die SH2- enthaltende Inositol-5-Phosphatase (SHIP) ist nach EPO-R-

Aktivierung ebenfalls tyrosinphosphoryliert und kann PIP3 dephosphorylieren 

(Constantinescu et al. 1999). SHIP reguliert somit die PI3K-induzierten Signalwege. 

Viele der oben beschriebenen EPO-Signalwege sind inzwischen auch in den Fokus 

der neurobiologischen Forschung gerückt: 

Wird Erk durch PD 98059 (2´-amino-3´-Methoxyflavon)  ausgeschaltet, zeigte sich in 

einem Modell ketamininduzierter Apoptose kultivierter Neurone, dass die 

neuroprotektive Wirkung von EPO nicht vermindert wird. (Wu et al. 2007).  Wird 

dagegen PI3K durch den Kinaseninhibitor LY294002 ausgeschaltet, ist die 

neuroprotektive Wirkung von Erythropoietin aufgehoben (Kretz et al. 2005; Shang et 

al. 2007, 2008). Es ist wahrscheinlich, dass die EPO-induzierte Neuroprotektion über 

den PI3K-Signaltransduktionsweg vermittelt wird. 

 

Zunächst ist man davon ausgegangen, das die Regulierung der Expression des 

EPO-Gens durch den HIF-2 (Hypoxia induced factor) vermittelt wird (Warnecke et al. 

2004; Eckardt und Kurtz 2005). Neuere Studien konnten zeigen, dass im 

Zusammenhang mit  EPO-induzierter Neuroprotektion vor allem die Regulierung der 
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EPO-Genexpression durch HIF-1 entscheidend ist (Bonello et al 2007; Mengozzi et 

al. 2008; Übersicht bei Maurer et al. 2008). 

 

 

 

5.3 Einfluss von Erythropoietin auf die axonale Reg eneration 

retinaler Ganglienzellen in vivo 

 

Frühere Arbeiten konnten für das Läsionsmodell des Nervus opticus zeigen, dass 

das Einbringen von Zellen in den Glaskörper, die neurotrophe Faktoren sezernieren, 

ein deutliches Wachstum von Axonen über die Läsionsstelle hinaus hervorruft (Berry 

et al. 1996; 1999). Nach intracranieller Läsion des Nervus opticus konnte 

demonstriert werden, dass die auswachsenden Axone sogar das Chiasma opticum 

korrekt kreuzen und ihre ursprüngliche Wachstumsrichtung wiederfinden (Berry et al. 

1999). 

Um der Frage nachzugehen, ob die Stimulation des Erythropoietinrezeptors auch in 

vivo die axonale Regeneration retinaler Ganglienzellen fördern kann, wurde nach der 

intraorbitalen Quetschläsion des Nervus opticus Erythropoietin in einem 

Gelschwamm intravitreal appliziert und die Regenerationsfähigkeit der retinalen 

Ganglienzellen über die Läsionsstelle hinaus nach einer und drei Wochen 

Überlebenszeit bestimmt. 

Die Quantifizierung der EPO-induzierten Neuritenaussprossung erfolgte durch 

Färbung der Axone der retinalen Ganglienzellen gegen GAP-43 (growth associated 

protein 43). GAP-43 ist ein Phosphoprotein des Wachstumskegels und identifiziert 

diejenigen Nervenzellen, die zu einer regenerativen Antwort befähigt sind (Schaden 

et al. 1994). Während die Überexpression von GAP-43 das Wachstum neuer 

Neuriten induziert (Aigner et al. 1995), bewirkt die Abwesenheit dieses Proteins eine 

Instabilität des Wachstumskegels und eine schlechte Adhaerenz der gebildeten 

Axone in ihrem Substrat (Aigner und Caroni 1995). Die Stärke der GAP-43-

Expression nach Axotomie ist proportional zur regenerativen Potenz der verletzten 

Nervenzelle (Doster et al. 1991). Die Applikation von Erythropoietin bewirkte eine im 

Vergleich zu kontrolloperierten Tieren deutlich gesteigerte Expression von GAP-43 

im Nervus opticus proximal der Läsion (besonders deutlich nach drei Wochen), was 

auf eine verstärkte regenerative Kapazität der Nervenzellen nach EPO-Behandlung 
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hinweist. Auch ein vermehrtes Überleben/Schutz vor Apoptose (Kretz et al. 2005) 

retinaler Ganglienzellen könnte zusätzlich zu diesem Effekt beitragen. Es war 

allerdings, ebenso wie in der Gruppe der Kontrolltiere, keine über ein abortives 

Wachstum über die Läsionsstelle nach distal hinausgehende Regeneration 

nachzuweisen.  

Ein weiterer Grund für die gesteigerte GAP-43-Expression könnte in einer EPO-

vermittelten verbesserten Angioneogenese liegen. Dies konnte im in vivo-Versuch 

nicht sicher ausgeschlossen werden, erklärt aber nicht das verbesserte axonale 

Wachstum in vitro. Weitere indirekte Effekte könnten auch über die retinale Glia, die 

Müller-Zellen der Netzhaut, vermittelt werden. Bislang fehlen jedoch Studien, die eine 

regenerationsfördernde Wirkung dieser Zellen zum Beispiel durch die Freisetzung 

neurotropher Faktoren wie BDNF auf retinale Ganglienzellen zeigen. In 

Kokulturexperimenten wurde sogar ein eher toxischer Effekt der Müller-Glia 

beschrieben (Kashiwagi et al. 2001). 

Es ist bekannt, dass Verletzungen des vorderen Augenabschnittes, insbesondere der 

Iris, zu einem verbesserten Überleben axotomierter retinaler Ganglienzellen führen 

(Mansour-Robaey et al. 1994). Leon und Mitarbeiter konnten 2000 nachweisen, dass 

bei Verletzungen der Linsenkapsel intravitreal neurotrophe Faktoren freigesetzt 

werden, die eine deutliche Verbesserung der axonalen Regeneration auch über die 

Läsionsstelle hinaus bewirken. In der vorliegenden Arbeit wurde bei den 

Experimenten daher ein Zugang zur Orbita und zum hinteren Corpus vitreum von 

lateral gewählt, in dem eine Verletzung der Linse, Hornhaut oder der 

Regenbogenhaut unwahrscheinlicher ist, da die vorderen Augenabschnitte 

unangetastet bleiben. 

Einflüsse der Trägermatrix (Kollagen) wurden dadurch ausgeschaltet, dass die 

Kontrollgruppe nur das Gelschwämmchen ohne Erythropoietin implantiert bekam. 

 

Eine weitere Erklärung für die neuroprotektive Wirkung von EPO kann darin liegen, 

dass EPO durch Wirkung auf die gliale Umgebung nach einer Läsion ein 

neuroprotektives Milieu schafft. 

Eine anti-inflammatorische Wirkung von Erythropoietin, wie sie von Agnello und 

Mitarbeitern (2002) an einem Tiermodell zur Multiplen Sklerose beschrieben wurde, 

scheint hier keine Rolle zu spielen: in der ED1-Färbung ließ sich keine Steigerung 



38 

oder Verminderung der Rekrutierung von Mikrogliazellen an der Läsionsstelle 

nachweisen. 

Weiterhin zeigen Arbeiten aus unserem Labor (Wilms et al. 2009, in Revision), dass 

Mikrogliazellen zwar den EPO-Rezeptor besitzen, EPO aber keine anti-

inflammatorische Wirkung zeigt. 
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6. Zusammenfassung und Ausblick 

 

Das anfänglich lediglich in der Erythropoese für wichtig erachtete Zytokin 

Erythropoietin zeigte in vielen Studien auch neuroprotektive Wirkungen und wird 

sogar schon in ersten klinischen Studien zur Behandlung von Schlaganfallpatienten 

eingesetzt. Da die Neuroprotektion die unabdingbare Voraussetzung für 

nachfolgende regenerative Prozesse zur Wiederherstellung der Integrität und 

Konnektivität des ZNS ist, sollte in dieser Arbeit die Hypothese geprüft werden, ob 

EPO auch die Regeneration zentraler Neurone in vitro und in vivo begünstigt. 

Während die Hypothese in vitro anhand eines Retina-Stanzen-Bioassays bestätigt 

werden konnte, gelang in vivo anhand des Modells der Quetschläsion des 

Sehnerven keine Bestätigung der in vitro- Ergebnisse, da es den Fasern nicht 

gelang, die sich nach einer Verletzung bildende gliale Narbe zu überwinden. 

Bemerkenswert ist aber, dass EPO die Regeneration im proximalen Stumpf des 

Sehnerven deutlich verbesserte und über einen längeren Zeitraum aufrecht erhielt, 

so dass man schließen kann, dass eine Kombinationstherapie mit anderen Faktoren 

eher als die alleinige EPO-Gabe notwendig sein kann, um die funktionelle 

Regeneration zu fördern. Ansatzpunkte sind dabei einerseits die Verhinderung oder 

Reduktion der Glianarbe, die Beeinflussung inhibierender Moleküle sowie die 

Manipulation intrinsischer Wachstumsprogramme im Neuron selbst. 

Da EPO von Patienten gut toleriert wird und ein sehr gutes Sicherheitsprofil aufweist, 

existieren gute Grundvoraussetzungen, um EPO oder EPO-Derivate in naher Zukunft 

nicht nur als neuroprotektive, sondern auch regenerationsstimulierende Substanz am 

Patienten einzusetzen. 
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