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Das hamatopoietische Hormon Erythropoietin (Epo) wird nicht nur in Niere SpiaelE T

und Leber, sondern auch in weiteren Organen einschlieBlich des photoreceptor PHERragmens 4

Nervensystems exprimiert und vermittelt dort neuroprotektive Wirkung. ST aRgmenis H

Die Expression und Funktion von Epo Im Nervensystem wurde bisher — °,‘:j;”(‘g‘,'j’f)' %3* :Ti,b;

Insbesondere anhand von Modellen pathologischer Zelltodprozesse e ulnr o 2 ON>

beschrieben. m- layer (OPL) a2 B

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von Epo in neuronalen Zellen =4 1y Ppslancal kg i';l ' S

erstmals an einem Modell physiologischer, postnataler Apoptose untersucht, e S | -4

wie sie wahrend der Entwicklung der murinen Retina, einem leicht Pl

erreichbaren Teil des Zwischenhirns, auftritt. ganglion cell 04+

Es sollten der Expressionsort und die Wirkung von Epo in der Retina ks

charakterisiert werden. =l layer (NFL) | Developmental stage

Abb. 1. Anatomie der Retina Abb. 2. Apoptose wahrend der Entwicklung der Retina. Péquinot et al.; 2003
Material und Methoden
—— ‘ Retinale Whole-mount Kultur Immunhistochemie
Retinale Whole-mounts wurden fur 24 h in DME-Medium unter Es wurden Augen von Wildtyp- und GFP-transgenen Mauslinien
Zugabe von Epo kultiviert. Anschlieend wurden die Retinae prapariert, die GFP (Grun-fluoreszierendes Protein) unter der
mechanisch und enzymatisch dissoziiert und fixiert. Die Kontrolle Epo-Gen-regulierender DNS-Regionen exprimieren
Einzelzellsuspension wurde auf Objekttrager aufgebracht und mit (Suzuki et al.; 2007). Die Augen wurden Uber Nacht in 4 %
4',6'-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) gefarbt, um apoptotische Paraformaldehyd / PBS fixiert, mit PBS gewaschen und in 20 %
Zellen zu quantifizieren. Succrose (Uber Nacht inkubiert und dann in Einbettmedium
aufgefroren. Die Gefrierschnitte dieser Augen wurden fur 1 hin 3 %

RNS-Praparation und RT-PCR Wasserstoffperoxid / PBS inkubiert, mit PBS gewaschen und dann
Gesamt-RNS wurde mittels der Guanidinium Thiocyanate / mit Blockierungslésung behandelt. Als Primarantikérper wurde ein
Phenol / Chloroform-Methode extrahiert. 1 ug der Gesamt-RNS polyklonaler Kaninchen-anti-GFP-Antikorper und als
wurde zu cDNS umgeschrieben. Real-time PCR erfolgte mit Sekundéarantikdrper ein  HRP-konjugierter anti-Kaninchen IgG-
SYBR® green. Antikorper verwendet. Die spezifische Farbung wurde mit 3’, 3’

Diaminobenzidin visualisiert und mit Hamatoxylin gegengefarbt..
Hamatokritbestimmung

Zur Hamatokritbestimmung wurde Vollblut in Hamatokritkapillaren

Abb. 3. Praparation von Whole-mount Retinae. far 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
Ergebnisse
A B qEjz. 2.0
0.08 g =
= Retina . ﬁ% 15
— 5z - N
g 0.06 n=3 - % =
N 38 10
Z - QO
S 0.04 S O
= X g 05
6 o L™
® 32
uQ.I' 0.02 5"' 0.0
0.00 .
PO P2 P5 P9 P12 P15 P20 adult PO P2 P5 P9 P12 P15 P20 adult
C 8 D g 2.0
_ S = =
C i | "i‘i a S g
;. | " N3 N 3
R — -l':'l — -
7, ' P9 2E P15 < £
Q- S QO ® O M
by hes ,_‘Q 0 g 8
A 54 x
o X o § @
2T i
8 = o
o o
mm 50um E

-

basal rEpo 0.5 U/ml
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Abb. 5: DAPI gefarbte retinale Zellen (A). Rekombinantes Epo schutzt retinale Zellen wahrend aller drel
Zelltodphasen an den postnatalen Tagen (P) 2 (B), P9 (C) und P15 (D).

An P15 wirkt rekombinantes Epo neuroprotektiv auf Brn3a-positive Ganglien- (E) und Opsin-positive
Photorezeptorzellen (F).

Schlussfolgerung
Epo-exprimierende Zellen konnten in der retinalen Ganglienzellschicht identifiziert

Abb. 4: (A) Retinale Epo-mRNS Expression und (B) Hamatokritwerte von Wildtypmausen wéhrend der postnatalen werden. Dabel verlagert sich wahrend der Entwicklung der EXxpressionsort In
Entwicklung im Vergleich zu adulten Mausen. Abhangigkeit von der retinalen Sauerstoffversorgung vom Zentrum in die Peripherie.

GFP-exprimierende Zellen in der Retina von (C) adulten und (D) friUh postnatalen transgenen Mausen, die GFP unter Epo wirkt wahrend der postnatalen Entwicklung stark anti-apoptotisch auf Ganalien-

der Kontrolle Epo-Gen-regulierender DNS-Regionen exprimieren. _ : J :
und Photorezeptorzellen. Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass Epo auch im
Rahmen physiologischer Zelltodprozesse neuroprotektive Wirkung vermitteln kann.




