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1.0 Einleitung & Fragestellung

Die Friedreich’s Ataxie (FRDA) ist eine autosmatessive, neurodegenerative
Erbkrankheit, deren Funktionsstérung durch eine miusderte Expression des
mitochondrialen Proteins Frataxin verursacht WIRIANESE et al., 2004]

Friedreich’s Ataxie ist die haufigste Form unten dererbbaren Ataxien, mit einer
Pravalenz von 1:50.000. Verantwortlich fur die EBrdung ist zu ca. 95% ein
Gendefekt welcher zu einer Expansion der GAA-TtigRepeats im ersten Intron des
Frataxin-Gens fuhrt, wodurch der Gehalt an Fratatank vermindert wird.

In etwa 5% der Félle kommt es bei Patienten dierkggot fir die GAA-Expansion

sind, aufgrund von Punktmutationen in anderen Afleldes Frataxin Gens zum
Ausbruch dieser Krankheit [CAMPUZANO, 1996].

Bei der FRDA handelt es sich priméar um eine newislthe Erkrankung. Es kommt zu
einer Beeintrachtigung des Kleinhirn-Rickenmarkegrs und somit zu einer starken
Einschrankung der Koordinationsfahigkeit und zu késchwund.

Im Laufe der Erkrankung kommt es zu einer zunehraeridrperlichen Behinderung
und somit zu einer dramatischen Verminderung derbehsqualitat. Die
Lebenserwartung der Patient/innen reduziert sidhnau 40-50 Jahre, hauptsachlich
aufgrund der Folgeerkrankungen welche vor allemitig betreffen. [DURR, 2002]
Die Haupttodesursache ist eine hypertrophe Kardopathie.

Frataxin ist ein Protein, welches vermutlich an getochondrialen Eisenhomdostase
mitwirkt und flr den Einbau von Eisen-Schwefel-G&ra in die Mitochondrien
verantwortlich ist. [ROUAULT, 2005]

Es wird vermutet, dass es aufgrund der gesteigérxgmession von Frataxin zu einer
Eisenakkumulation in den Mitochondrien und in Faligssen zu oxidativem Stress und
Zellschadigung kommt.

Die genaue physiologische Funktion des Frataxifedich noch nicht bekannt.



Einleitung & Fragestellung 15

Derzeit gibt es noch keine Heilungsmoglichkeit fdie Friedreich’s Ataxie. Im
Vordergrund steht somit die Behandlung der Symptome auftretenden Phanomene
dieser Krankheit.

Hierfir werden physikalische MalRnahmen wie aktiveartkengymnastik und
orthopadische Behandlungsmethoden verwendet, umzelam Muskelpartien zu
trainieren und um fehlende Koordination zu kompeiresi.

Derzeit werden auch spezielle Medikamente, wieAlagoxidans Idebenon, getestet,
um die Kardiomyopathie zu behandeln.

Zunehmendes Interesse bekommen neuerdings Medikantha den Frataxin-Gehalt
anheben kdnnen. [VONCKEN et al., 2004]

Erythropoietin ist ein in den Nieren gebildetes rhonelles Protein, welches eine
Schlusselrolle bei der Bildung von roten Blutkdgien (Erythropoiese) und auch bei
der Hamoglobinsynthese hat. Des Weiteren wurderroneund kardioprotektive
Eigenschaften von EPO entdeckt. [SIREN, 2001]

EPO wird gentechnisch hergestellt und wird seit raegm Jahren zur Behandlung von
Anamie, Niereninsuffizienz, Krebs, HIV-Infektion dnillegal im Dopingbereich
verwendet. [BRINES & CERAMI, 2005]

Darlber hinaus konnte in mehreren Studien ein Agsties Frataxin-Levels um das
zwei- bis funffache durch rhuEPO gezeigt werdenflUBM et al. 2005] In einer

klinischen Pilotstudie mit Friedreich’s Ataxie Ratien konnte ein signifikanter Anstieg
der Frataxin Expression durch die Verabreichung vboEPO gezeigt werden.
[BOESCH, 2007] Der genaue Mechanismus hierfurashrunbekannt.

Das eigentliche Ziel dieser Arbeit war neben detelsuchung der Frataxin-erhéhenden
Wirkung des rekombinanten humanen ErythropoietiulPO), auf unterschiedliche
Zelltypen die Erforschung der Rolle des klassisch&#PO Rezeptors fir diesen

Mechanismus.
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Hierfir wurden sowohl K562 Zellen, welche bekannféeise den klassischen EPO
Rezeptor exprimieren, als auch THP-1 Zellen, weldfiesen Rezeptor nicht

exprimieren, verwendet. [WEISS et al., 1997]

EPO wird nicht nur in den Nieren exprimiert, wiespiriinglich angenommen wurde,
sondern auch in anderen Geweben inkl. dem NerveslgeWUDUPA, 2006]

Des Weiteren wurde untersucht ob das nicht-erytiepche EPO-Derivat
carbamyliertes EPO (CEPO), welches nicht an dessldahen EPO Rezeptor binden

kann, ebenfalls die Expression von Frataxin erhddaem.

Es wurde sowohl die Effekte von rhuEPO auf die mRMA Frataxin als auch auf das
Protein selbst in den Zellen untersucht, um zurscften, ob die regulatorischen Effekte
des rhuEPO auf Frataxin pra- oder post-translaiismel.

Ziel war es herauszufinden ob die Verabreichung fmrEPO einen Effekt auf die

transkriptionale oder post-transkriptionale Frataikikpression hat. Es wurden sowohl
die Effekte von verschieden Dosen als auch voncheérdenen Inkubationszeiten mit

rhuEPO auf die mRNA- und Proteinlevels, untersucht.
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2.0 Literaturtuiberblick

2.1 Friedreich's Ataxie

Friedreich’'s Ataxie ist eine autosomal rezessivendyare, neurodegenerative
Erkrankung welche in 98% aller Falle durch eine &hgion von GAA-Triplett-Repeats
in dem Gen STM7/X25 auf Chromosom 9q, verursachit. [SCHOLS et al, 1997]

Benannt wurde die Friedreich’'s Ataxie nach dem sidigin Neurologen Nicolas
Friedreich, der diese Krankheit 1863 zum ersten Machrieben hat. [ALPER et al.,
2003]

2.1.1 Genotyp- und Phanotyp Zusammenhang

Das phanotypische Spektrum der Friedreich's Atastisehr breit und wird signifikant
durch die Lange der GAA-Triplett-Repeats beeinfiussit einer engen Beziehung
zwischen Geno- und Phanotyp. [SCHOLS et al, 1997]

Die Lange der GAA-Repeats korreliert invers mit daiter des Krankheitsausbruchs,
Ausbruch einer Dysarthie und der Verlaufsgeschwgikeit. [SCHOLS et al, 1997]
Ristow et al demonstrierten in einer Studie, dassr &25/frataxin GAA
Polymorphismus mit nicht insulinabhangigem Diabdwdlitus in Verbindung steht,
und zwar mit einer héheren Haufigkeit als anderdatlonen die hierflr beschrieben
wurden. [RISTOW et al., 1998]

Die Klinischen Kriterien, welche von Harding eingleft wurden (autosomal rezessive
Vererbung, Ausbruch vor dem 25igsten Lebensjahhlegrevon Ful3reflexen und die
Beteiligung des pyramidalen Traktes) haben siclsetts spezifisch erwiesen.

Nur wenige Patienten mit diesem typischen Phantyggen keine GAA Expansion im

Frataxin-Gen. Viele Patienten erfullen jedoch dikg&erien von Harding nicht.

Damit verbundene Studien haben gezeigt, dass be#enRa mit Ausbruch der

Krankheit nach dem 25igsten Lebensjahr derselbaut.dieteiligt ist. Zum Ausbruch

der Krankheit kommt es in den meisten Fallen inRlgvertat.
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Die Ublichen Symptome bei Ausbruch sind progres§iamginstabilitdt oder generelle
Schwerfalligkeit. Bei frihem Ausbruch kénnen Sks&ooder Kardiomyopathie der
Gang-Ataxie vorangehen. Es sind auch atypischeaufsformen, spastische Ataxie bei
spatem Ausbruch der FA oder eine rein sensoris¢agi@ maoglich. In einigen Fallen

kommt es auch zu uniblichen Erscheinungen wie @iinttplegia, SchuttelkrAmpfen

oder Chorea. [CHAKRAVARTY et al., 2003]

Wegen der limitierten Patientenzahl mit derselbemik®mutation konnte keine enge
Beziehung zwischen Genotyp und Phenotyp bewiesedeneDie einzige Ausnahme
hierfir ist die G130V Mutation, welche aus einerzggen Stammmutation hervorgeht.
Die meisten Patienten mit dieser G130V Mutatiorgeerieinen frihen Ausbruch der
Friedreich’'s Ataxie mit Beteiligung des Pyramidattes, was zu spastischen
Lahmungen fuhrt. [BIDICHANDANI et al., 1997]

2.1.2 Inzidenz und Prévalenz

Mit einer Pravalenz von 1:30 000 - 1:50 000 unceeifragerrate von ungefahr 1:85 in
der weil3en Bevolkerung ist die Friedreich's Atadie haufigste unter den erblichen
Ataxien. [FOGL & PERLMANN, 2007]

In afrikanischen und asiatischen Landern ist ihfti&ten hingegen nur sehr selten.
Eine Studie welche das FRDA Gen in 178 gesundebaPden priifte, zeigte eine
Tréagerrate von 1:60 — 1:90. [DELATYCKI et al., 2000

2.1.3 Molekulare Genetik

Das humane FRDA Gen, X25 ist am Chromosom 9p13litsée und besteht aus
sieben Exons, welche sich auf 80 kb genomischer @x8recken. [PUCCIO et al.,
2000]

Dieses Gen kodiert fur das Protein Frataxin. Aufigrder erhéhten Anzahl von GAA-
Repeats kommt es zu einer so genannten ,stickygl@xiFormation der DNA Struktur,
welche die Transkription dieses Gens verhindert sodit die Proteinproduktion
limitiert. [FOGL & PERLMANN, 2007]
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Auch Punktmutationen des Frataxin Gens kénnenliarssn Féllen (2 — 4% der FRDA
Patienten) diese Krankheit verursachen. [FOGL & PEERNN, 2007]

Auf Chromosomen von Gesunden finden sich nurs722Bi GAA-Triplett-Repeats , bei
Patienten der Friedreich’s Ataxie hingegen erfa@igie Expansion auf 66 bis 1360
GAA-Triplett-Repeats.

Aktuellen Studien zufolge beeintrachtigt ein Mangal Frataxin den mitochondrialen
Eisentransport und die Funktion der Atmungskettd trigt zu erhohtem oxidativem
Stress und Zellschadigung bei.

Studien mit dem Frataxin-homologen Gen YFH1lp audeplzen zeigen eine
Hemmung der oxidativen Phosphorylierung und ein&ulskulation von Eisen ebenso
wie eine Unfahigkeit der Entgiftung von Eisen, wash in einer Hypersensitivitat
gegeniber oxidativem Stress aul3ert. [FOGL & PERLMIAROO7]

2.1.4 Pathogenese

Der Mangel an Frataxin steht in Verbindung mit aetochondrialen Dysfunktion und

intramitochondrialen Eisenakkumulation. Anhand 8indien mit Frataxin-homologen

Hefepilz-YFH1-Mutanten wurde gezeigt, dass ein Mandjeses Gens zu mehreren
Defekten der mitochondrialen Atmung, einem Verkmt mitochondrialer DNA, sowie

zu intramitochondrialer Eisenakkumulation und zuneei erhdhten Sensitivitat

gegenuber oxidativem Stress fuhrt. [LODI et alQ&0
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Schema 1. Pathophysiologisches Modell

Schematische Darstellung der Mechanismen im Zusadhamg mit einem Frataxin Mangel und
einhergehendem Zelltod in der Friedreich’s Atapf@®NCKEN et al., 2004]

Anhand von Kolokalisationsstudien mit mitochondeialMarkern fand man heraus,
dass es sich bei Frataxin um ein mitochondrialesoteRr handelt.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen bestatigeihokalisation von Frataxin an
der mitochondrialen Membran. [CHAKRAVARTY et alQ0@3]

Roétig et al. fand in Herzbiopsien zweier Patientselektive Mangel der

Atmungskettenkomplexe I, Il und Il und der mitociuialen sowie der cytosolischen
Aconitaseaktivitat (eine Reduktion ca. um das 1c[ROTIG et al., 1997]

Alle mangelhaften Enzyme und Komplexe enthalteref=iSchwefel (Fe-S) Cluster in
ihrem aktiven Zentrum. Fe-S Proteine sind aul3erpelich sensibel gegeniber freien
Radikalen, und ihre Inaktivierung fuhrt zu oxidatm Stress in FRDA-betroffenem
Gewebe. [PUCCIO & KOENIG, 2000]
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Schema 2: Molekulare Pathologie der Friedreich's Asxie

Frataxin reguliert zusammen mit mitochondrialen Ndemmen die Eisen Homeostase in dieser Organelle.
[PUCCIO & KOENIG, 2000]

Ob der Mangel an Fe-S Proteinen eine Folge vonamitodrialer Eisenakkumulation ist, ist derzeit noch

nicht geklart. Jingste Studien mit Hefen weiserogbddarauf hin, dass Frataxin zu mitochondrialem

Eisenabfluss fuhrt. [RADISKY et al., 1999]

Mitochondrialer Aconitasemangel scheint nicht nuinee Konsequenz der

mitochondrialen Dysfunktion zu sein. Dartber hinausist die Inaktivierung der

cytosolischen Aconitase in FRDA Patienten darauf, lilass ein genereller Eisen-
Schwefel-Defekt der verantwortliche Mechanismus[ISAPTAIN et al., 1991]

Der Verlust der cytosolischen Aconitase-AktivititRRDA zeigt auch einen Abfall des
cytosolischen Eisengehaltes, da cytosolische Aasaitls Antwort auf eine niedrige
Eisenkonzentration, in aktives IRP (iron-respongiement-binding protein) umgebaut
wird. [RAUOULT et al, 2006]
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2.1.5 Klinische Symptome

Ein klinisches Charakteristikum der Friedreich’sadé ist der Ausbruch vor dem
Erreichen des zwanzigsten Lebensjahres. Es kommeizer progressiven Ataxie,
Reflexverlust der Sehnen, Gliederschwache und &chel sensorischen Verlusten.
Ein signifikanter Anteil der Patienten entwickeline@ Kardiomyopathie, Diabetes
Mellitus und Skelettabnormalitdten wie etwa Cifusmsis. [FOGL & PERLMAN,
2007]

Weitere Symptome sind Nystagmus und Spastizitat.
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2.2 Frataxin

Aufgrund von Untersuchungen der letzten 6-7 Jahtesich die die Friedreich’s Ataxie
als eine Storung der GAA-Tripletts-Repeat Wiedarhgken des Frataxin Gens etabliert,
was dazu fuhrt, dass das Protein Frataxin nichitommalen Mengen produziert wird.
Friedreich’s Ataxie Patienten haben also zu wenagakin. [CHAKRAVARTY et al.,
2003]

2.2.1 Lokalisation von Frataxin

Frataxin ist ein 17 kDa kleines Protein der mitauihdale Matrix, das aus 210
Aminosauren besteht. Das Vorlauferprotein enthiak &l-terminale Transport-Sequenz
welche den Transport des Frataxin in die Mitoch@rddirigiert. [CONDO et al., 2007]

Beim Menschen wird es hauptsachlich im Kleinhirrd um motorischen Nervenzellen,
im Pankreas, in Zellen des Herzmuskels, Leber-,Kelusund Thymuszellen und im
braunen Fettgewebe exprimiert. Mitochondrialer Impmd Reifung von Frataxin sind
evolutionar hoch konserviert, was durch experimnt®¥ersuche mit Hefepilzen,
Mausen und humanen Frataxin-Homologen dokumentigrde. [CONDO et al., 2007]

2.2.2 Funktionen von Frataxin
Trotz zahlreicher Untersuchungen mit unterschibéiic Modellen (Bakterien,
Hefepilzen, Mausen, humane Zellen) ist bis heu& ekakte Funktion von Frataxin

nicht geklart.

Eine der haufigsten Hypothesen beschaftigt sichdeitRolle des Frataxin Proteins in
der mitochondrialen EisenhomoostasETURM et al. 2005]

2.2.2.1 Frataxin im mitochondrialen Eisenstoffwelckel

In Eukaryoten ist Frataxin notwendig fur die norendunktion der Mitochondrien.
Anhand des Frataxin homologen YFH1 Gen aus dem pHefeSaccharomyces
cerecisiae, welches fir das mitochondriale ProtéiH1p kodiert, konnte gezeigt

werden, dass die Entfernung dieses Gens zu eigeifisanten Eisenakkumulation in
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den Mitochondrien fuhrt was einem Verlust an mitualirialer DNA und -Atmung
fuhrt. In Folge dessen kommt es zur Produktion freren Radikalen, welche bekannt
dafir sind, Fette, Proteine und das mitochond&daom zu schadigen. [BECKER et al
2000]

Anhand mehreremn vitro und in vivo Studien wurde gezeigt, dass das Ausde}
Mangels an Frataxin mRNA von der Lange und Orieatig der Expansion abhéngt
und mit groBer Wahrscheinlichkeit durch eine Stgraer Transkripiton verursacht
wird. [CHAKRAVARTY et al., 2003]

2.2.2.2 Frataxin und Oxidativer Stress

Es wird angenommen, dass Frataxin mit dem mitochaled Oxidationsprozess
interferiert und zu einer erhdhten Eisenanreichgrim den Mitochondrien flhrt.
[CHAKRAVARTY et al., 2003]

Iron ¢ @
Y L]

Abbildung 1: Hypothetische Funktionen von Frataxin

(a) Frataxin, ein Protein welches im mitochondrdigsentransport involviert ist. (b) Frataxin, $p&ne
Rolle beim mitochondrialen Eisentransport. (c) &xat ist am Aufbau der Eisen-Schwefel Cluster
beteiligt. (d) Fratxin schitzt vor freien Radikalgkbkirzungen: aco: Aconitase; Cl, Cll, Clll: Korepl

I, I und 1l der Atmungskette; SOD: Superoxid Distase [ROTIG et al., 2002]
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2.2.2.3 Frataxin und die Synthese von Eisen-Schwefaustern

Frataxin wird fur die Hamsynthese bendtigt und Ispéne wichtige Rolle bei der
Biogenese von Eisen-Schwefel Clustern. Eine Mutatles Frataxin Gens wirkt sich
folglich spezifisch auf diese Eisen—Schwefel Enzymie die mitochondriale Aconitase
und die Ferrochelatase aus, da Frataxin mit delUlS@eragiert. ISCU stellt das
Grundgerdust fur die Bildung der Eisen-Schwefel @sdar. [SHAN et al., 2007]
Eisen-Schwefel Cluster wirken auch als essenti€lidaktoren zahlreicher Proteine,
welche fir Enzymkatalyse, Elektronentransport unidr fdie Regulation der
Genexpression benétigt werden. [STEHLING et alQ40

Derzeit ist jedoch noch nicht geklart ob diese Baddumulation die primar
verantwortliche Ursache fir die Symptome der KraaikiFriedreich’s Ataxie ist.
[CHAKRAVARTY et al., 2003]

Die humane Ferrochelatase ist ein Enzym, welchesenEschwefel Cluster enthalt.
Aufgrund von Mutationen in der Eisen-Schwefel Pirot&ynthese kommt es laut
Stehling et al zu einer substanziellen, reversiblehibition der Ferrochelatase.
[STEHLING et al., 2004]
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2.3 Mogliche Therapieansatze fir die Friedreich’s faxie

Derzeit gibt es noch keine Heilungsmoglichkeit fdie Friedreich’s Ataxie. Im
Vordergrund steht somit die Behandlung der Symptome auftretenden Phanomene

dieser Krankheit.

Der Verlust der mitochondrialen Atmungsfunktion udié Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies sind typische Merkmale der Feieldis Ataxie. In klinischen Studien
wurde vor allem die Wirkung von Antioxidantien urieisenchelatoren auf den
Fortschritt der Krankheit untersuchtYERS et al., 2008]

2.3.1 Antioxidantien

Die Pathologie der Friedreich's Ataxie steht bekanWeise in Zusammenhang mit der
Aktivitat von freien Radikalen. Diese freien Radé&a&onnen durch Antioxidantien
entgiftet werden und stellen somit eine potenti@lkerapieform fir FRDA Patienten
dar. VONCKEN et al., 2004]

Idebenon, ein kurzkettiges, synthetisches AnalagesCoenzym Q10, wird eingesetzt
um das haufige Auftreten von Symptomen der Kardigpaghie zu behandeln. Es wirkt
hemmend auf die Lipidperoxidation, stimuliert dianktion von Mitochondrien und
verbessert den Energiestatus des Herzmuskels Ipeirtigphie[ALPER et al., 2003]

Ein anderes potentielles Antioxidans ist Coenzymw@|ches Uber neuroprotektive

Eigenschaften verfugt. Coenzym Q wird zusammenMitdmin E eingesetzt. In einer

Studie konnte jedoch nach 6 Monaten Therapie kesitiger Effekt mehr festgestellt

werden. VONCKEN et al., 2004]

Um die Effizienz von Coenzym Qlus Vitamin E in der FRDA Therapie zu bewerten,

sind jedoch grof3ere kontrollierte Studien notwenphdPER et al., 2003]



Literaturiiberblick 28

2.3.2 Eisenchelatoren

Oxidativer Stress scheint eine Schllsselrolle inREthogenese der Friedrich's Ataxie
bei primarer oder sekundarer mitochondrialer Eiklemaulation zu spielenALPER et
al., 2003]

Eine Strategie zur Behandlung der Fiedreich's Ataxst der Einsatz von
Eisenchelatoren, welche die Mitochondrienmembraderchdringen kénnen.
Desferrioxamin (DFO) kann jedoch die mitochondrid#embran nicht effizient
passieren und bisherige Studien haben gezeigt, diaser Chelator das Eisen von
eisenuberladenen Mitochondrien nicht effektiv misi@len kann. BECKER et al.,
2000]

Ponka zeigte, dass der Chelator Pyridoxal IsomogtiHydrazon (PHI) Gber eine hohe
Aktivitat beim Mobilisieren von mitochondrialem Eis aufweist. [PONKA, 2004]

In vitro undin vivo Studien zeigten, dass PIH und sein Analoges diefi@otential fur
die Behandlung von Krankheiten aufweisen, welchecldieine Eisenakkumulation
entstehen. BECKER et al., 2000]

Eine weitere, mit dem PIH verwandte Gruppe von &toeén, die 2-
Pyridylcarboxyaldehyd-Isonicotinyl-Hydrazon Analog@CIH) stellen eine effektivere
Alternative zu PIH dar. Und auch der orale Cheldbaferiprone (L1) stellt eine
mogliche Behandlungsoption fir die Patienten dat wurde bereits in einer nicht-
Placebo kontrollierten Pilotstudie getes@ODDAERT et al, 2007].

Es wurde gezeigt, dass FRDA Patienten Uber norrBa&eim-Eisen und Ferritin
Konzentrationen verfugen.

Der Einsatz von Eisenchelatoren in der FRDA Behamgliwird kontrovers diskutiert.
[ALPER et al., 2003]
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2.3.3 Steigerung der Frataxin Expression

Friedreich’s Ataxie beruht auf einer Reduktion deataxin Expression auf einen
kleinen Prozentsatz des normalen Levels. Es bestefiusammenhang zwischen dem
Schweregrad der Krankheit und der Frataxin Expo@ssi

Deshalb gilt das zunehmende Interesse neuerdingikdfeenten, die den Frataxin-
Level um das 5- bis 10-fache anheben konné®NCKEN et al., 2004]
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2.4 Mortalin

Mortalin wurde anfangs als ein Mortalitatsfaktor kigmt, welcher in der
cytoplasmatischen Fraktion von normalen, nicht ¢iddn unsterblichen Maus-
Fibroblasten vorhanden ist. Seine Rolle als hoesging Protein des mitochondrialen
Imports, in der Energiegewinnung und bei der Pnéé#tiung wurde bereits mehrmals
belegt. Neuere Befunde zeigen weiters, dass Morthlrch multiple Bindungspartner
vor Stress schitzt und als Killerprotein fungiegtlehes einerseits zu Karzinogenese

und andererseits zu Funktionsstérungen im hohtar Beitragt. KAUL et al., 2006]

Mortalin/GRP75 Chaperon ist ein durch Stress ingltes mitochondriales Peptid
welches an der Faltung und Insertion von Eisen-8&wCluster in importierte
mitochondriale Proteine mitwirktSHAN et al., 2007]

Lokalisiert ist dieses 679 Aminosauren lange undkbD& schwere Protein in den
Mitochondrien, im Endoplasmatischen Retikulum, iar dPlasmamembran und in
cytoplasmatischen Vesikeln. Mortalin ist ein eswdies Protein mit vielfaltigen
Funktionen in Bezug auf Proliferation, Funktionsgtiing und Stressantwort. Anhand
von humanen erythroiden Vorlauferzellen konnte ggaeerden, dass Mortalin durch
EPO induziert wird.

In einer Studie von Ohtsuka et al. wurde gezeigssddas Wachstum der ECF Zellen
durch EPO beeinflusst wird, indem Suppression ddieerexpression von Mortalin
induziert wird. DPHTSUKA et al., 2007]
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Abbildung 2: Struktur von Mortalin (basierend auf H omologie-Modellen)

Kessel-Model: Die N-terminale ATP Bindungsdoméang ldenkel, Substratbindung Doméne (SBD) als
Kessel und der C-Terminus auf der linken Seite. [KAet al., 2006]

Durch Koimmunoprazipitation und Massenspektrometonanten Shan et al Mortalin
als einen multiplen Interaktor des mitochondrial€nataxin in S&ugetierzellen
identifizieren. Diese Interaktion zwischen flaggad Frataxin und myc-tagged GRP75
konnte mit unterschiedlichen Epitopen der Koimmu#éajpitation bestatigt werden.
Mortalin/GRP75 ist dem ssql Chaperon von Hefepilb@molog, welches Eisen-
Schwefel-Cluster in importierte mitochondriale Rioe integriert. fHAN et al., 2007]

Mortalin gehdrt zur Familie der Hitzeschock-Pro&eir0 (hsp70) der Chaperone. Der
Anteil an Mortalin mRNA in erythroiden kolonie-foenden Zellen (ECFCs) ist
abhangig von der EPO Dosis, und das Wachstum deérZ&len ist abhéngig von der
Menge an Mortalin. QHTSUKA et al., 2007]
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2.5 Erythropoietin (EPO)

Erythropoietin ist ein 30 kDa schweres, korpereaggelykoprotein, das priméar in der
Niere, von den interstitiellen Fibroblasten und geringerem Ausmal3 auch in den
Leberzellen als Antwort auf erniedrigte Sauerstifigung (Hypoxie) des arteriellen
Blutes gebildet wird.

EPO erhoht die Masse an roten Blutzellen durchSdimulierung der Proliferation und
Differenzierung von reifen Vorlaufern der roten &kellen, sowie der kolonie-bildenden
Einheiten. Diese Effekte von EPO auf die Zellen deer durch einen spezifischen
Rezeptor auf der Zelloberflache, den EPO-Rezemonittelt. WEISSet al., 1997]

1906 wurde von Carnot und De Flandre erstmals gezdass diese humorale Substanz
die Produktion von roten Blutzellen reguliedARTI, 2004].

Im Jahre 1989 wurde gentechnisch hergestelltes ERi@efihrt, womit ein
signifikanter Fortschritt in der Behandlung dermeralen Niereninsuffizienz zu
verzeichnen wargMITH et al., 2003]

Erythropietin ist ein Schlissel-Cytokin, welches e diProliferation und die
Differenzierung von erythroiden Vorlauferzellen wégrt. EPO induziert durch
Bindung an seinen Rezeptor die Aktivierung der RemeAssoziierten JAK2
Tyrosinkinase und stimuliert die Phosphorylierungs dRezeptors selbst und von
anderen Proteinen. Darauf hin werden mehrere elttdare Signalwege inklusive der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase, STAT5, p7 Proteinkinase B/Akt, und
Phosphatidylinositol 3-Kinase aktivierhNERI et al., 2001]

Die Eigenschaft von EPO bei der Aktivierung der {RBdung durch IRP (lron

Responsive Protein) mitzuwirken, konnte in den huemamonocytischen THP1 Zellen
nicht beobachtet werden. Im Gegensatz zu erythkélaischen und erythroiden
Vorlauferzellen wie Mel oder K562 Zellen, exprinear humane Makrophagen und
Makrophagen-ahnliche Zelllinien keinen EPO-RezepWEISSet al., 1997]
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Da das Vorhandensein von ausreichendem Eisenanggt®tGrundvoraussetzung fur
die erythroide Proliferation und Hamoglobinsynthesewirkt EPO regulierend auf den
zellularen Eisenmetabolismu¥.QUSSOUFIANet al., 1993]

2.5.1 Rolle von EPO in der Erythropoiese

Anhand von Kulturen von blutbildenden Stammzellen halbfesten Medium wurde
gezeigt, dass das Hauptziel von EPO die spatehrergen Stammzellen, vor allem die
kolonie-bildenden Einheiten — erythroid (CFU-E) &sinDie EPO Stimulierung ist
essentiell fur das Uberleben und die Proliferation CFU-E. LACOMBE et al., 1999]

Hypoxie fuhrt zur Translokation dem-Untereinheit des HIF (Hypoxie-induzierten
Faktors) vom Zytoplasma in den Zellkern von Zellee)che EPO exprimieren. HIié-
bindet an HIFB. [BRINES et al., 2005]

Es entsteht das Heterodimer HIF-1, welches an dRISBC(CAMP response element-
binding protein) und an p300 (ein weiterer Transkonsfaktor) bindet. Der
entstandene Proteinkomplex leitet durch Bindungdas EPO-Gen die Transkription
ein. JELKMANN, 2004]

Bei der Erythropoiese bindet EPO im Knochenmark @&m transmembranen
Erythropoietin-Rezeptor der Vorlauferzellen des §+-U-E (Erythroid Burst Forming
Units), die zunéchst zu den reifen Vorlauferzelies Typs CFU-E (Erythroid Conlony
Forming Units) ausdifferenzieren. Diese wiederumlifarieren zu Erythroblasten und
anschlieBend zu Retikulozyten, die in den periphd&teeislauf Ubertreten und dort zu
Erythrozyten heranreifenLACOMBE et al., 1998]
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2.5.2 Strukturelle Eigenschaften

Das unverzweigte Polypeptid EPO besteht aus 165nésduren und hat eine
Molekilmasse von etwa 30 kDa. Die Tertiarstruktesteht aus vier antiparalellen
Helices mit benachbarten Schleifen. Der Kohlenhyhtzil (etwa 40% der
Molekilmasse) besteht aus einer O-glykosidischiriSauf Position 126) und drei N-
glykosidisch (Asparagin auf Position 24, 38 und §8pundenen Zuckerseitenketten,
welche flr die Stabilitat von EPO wahrend der Ziakion wichtig sind. JELKMANN

et al., 2004]

Mit Hilfe einer von zwei Disulfidbrickenbindungewelche die Aminosaure Cystein an
Position 6 und 161 (und an Position 29 und 33) inet, erhélt EPO jene biologisch-
aktive Form, die an den EPO-Rezeptor bindsdHPIN, 2003]

Abbildung 3: Primarstruktur von humanem Erythropoie tin [LAPPIN, 2003]
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2.6 Erythropoietin Rezeptor

Der Effekt von EPO auf erythroide Zellen wird duddn EPO-Rezeptor vermittelt.
Dieser Rezeptor gehdrt zur Superfamilie der ZytaRezeptoren.YOUSSOUFIAN et
al., 1993] und besteht aus einer extrazellulareneretransmembranen und einer
intrazellularen Domé&ne. Ein einzelnes EPO Molekildbt auf der Zelloberflache an
zwei Rezeptoren. Darauf hin werden Tyrosine in derazellularen Domane
phosphoryliert und initieren eine intrazellulare igitalkaskade welche die
Genexpression im Nukleus reguliert und somit daserlgben, Proliferation und
Differenzierung kontrolliert. LAPPIN, 2003]

Es handelt sich um einen transmembranen (Typ 1)efRez mit einem
Molekulargewicht von ca. 100.000 Dalton. Erythroidellen besitzen zwischen 1000
und 3000 EPO-Rezeptoren pro Zelle. Die Auslosung Aglteilung durch EPO ist
groRtenteils Cd abhangig. Der EPO-Rezeptor wird nicht nur vonteniten Zellen,
sondern auch von normalen Zellen anderer Gewehé@wep. [UDUPA, 2006]

In den erythropoetischen Vorlauferzellen wird dd?Ce Rezeptor in verschiedenen
Formen wie in voller Lange (F-EpoR), in verkirzteorm (T-EpoR) und in einer
l6slichen Form (S-EpoR) exprimierSINCLAIR et al., 2007] und besteht aus 8 Exons
(Exon 1-5: extrazellular, Exon 6: im inneren Memilrareich, und Exon 7 und 8:
intrazellular). EMITH et al,. 2003]
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Abbildung 4: Signalkaskade des EPO Rezeptors
EPO Aktivierung fuihrt zur Dimerisierung des EPO-Betors (1); die pra-assoziierte JAK Kinasen sind

in engem Kontakt und werden durch die Transphogflisoung aktiviert (2). Die Tyrosinreste des EPO-
Rezeptors sind phosphoryliert (3,4), und stellemdakstellen fir intrazellulare Signalproteine mit S
Homologen (SH2) Doméanen zur Verfigung. (5). [LACOKIB999]

Durch EPO kommt es zur Homodimerisierung des EP@Zepters, und in Folge dessen
zur Aktivierung von JAK2 (Janus Tyrosine Kinase Ras fuhrt zur Phosphorylierung
von Tyrosylresten des EPO-Rezeptors, von Signalgebed von Aktivatoren des

Transkriptionsfaktors 5 (Stat5). Einige Proteing 8iH2 Doméane wie die PI3 Kinase
werden ebenfalls aktiviert. Des Weiteren fiihrt itieeraktion zwischen EPO und EPO-
Rezeptor zur Aktivierung des Ras/MAPK Signalweges der nuklearen Faktor-kB

abhangigen Transkription, und zu einer Erhéhungidigazellularen Calcium-Levels.

[SMITH et al., 2003]
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2.7 Carbamyliertes Erythropoietin (CEPO)

Ein bedeutender Nachteil von EPO besteht bei ¢amgzeitigen Anwendung bei nicht
anamischen Patienten in der potentielle Gefahis dasch die im UbermaR gebildeten
Blutkdrperchen die Bildung von Blutgerinnsel bedigtsund somit das Risiko fir die
Entstehung von Thrombosen und Embolien verstanid.wi

Aus diesem Grund wurde von Warren Pharmaceuti¢#®A§ und H. Lundbeck A/S
(Danemark) CEPO entwickelt. CEPO ist ein synthbescEPO-Derivat, welches nicht
an den klassischen EPO Rezeptor bindeRBAYRAKTAR et al., 2006]

Durch die Kopplung samtlicher Lysinmonomere des BRslekils mit Carbamylresten
wurde die Affinitat von CEPO zu spezifischen nealen Rezeptoren erhoht. Diese
EPO Variante besitzt ausschliel3lich zytoprotekiWiekung ohne einen Einfluss auf die
Erythropoiese zu haben. Carbamyliertes EPO fuhmitsau keiner Steigerung des
Hamatokrits mit konsekutivem Hypertonus oder po#fiest Thrombemboliegefahr.
[LEIST et al., 2004]

Die Wirkung von CEPO beruht somit vielmehr auf dmmiapoptotischen Effekten,
wodurch das Absterben von myokardialem und neueom&bewebe unterbunden wird.
Es konnten bereits erste Erfolge in Tierstudien dei Behandlung von Schlaganfall,
Enzephalitis und Herzinfarkt nachgewiesen werdel©RDALISO et al., 2004]

Erst kirzlich wurde ein zweiter Rezeptor fur EPCelalier die Gewebe-schitzende
Wirkung des EPO’s vermittelt, identifiziert. Diedeesteht aus dem EPO Rezeptor und
demp-common (CD131) Rezeptor, welcher im Myocardiunfinden ist. BIRNES et
al., 2005]

Laut Leist et al wird die neuroprotektive Wirkungrv CEPO durch diesen Rezeptor
vermittelt und nicht durch den klassischen homodeméePO RezeptofLEIST et al.,
2004]
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3.0 Material & Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeterellitnien (THP1, K562, und

isolierte Lymphozyten) erfolgte im Brutschrank B&°C und 5%iger COAtmosphare

in sterilen Zellkulturflaschen (Fa. Iwaki). Die Iithte wurde an drei Tagen der
Woche auf 0,5 x 10Zellen/ml eingestellt um eine logarithmische Waghssphase zu

gewahrleisten. Jeder Arbeitsschritt wurde unterrileste Bedingungen, nach
Desinfektion bzw. Sterilisation (Heil3luftsterilisat WTB Binder) aller verwendeten

Materialien, in einer Sterilbank (Laminar Air Fld8vo-11-A: Telstar) durchgefuhrt.

3.1.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich Suspensieliesz verwendet:

Als Modell fur erythroide Zellen wurde die ZelllmiK562 herangezogen. K562 Zellen
exprimieren den klassischen EPO-Rezeptor. Bei d¢R-T Zellen handelt es sich um
humane Monocyten, welche den klassischen EPO-Razeipght exprimieren.

Des Weiteren wurden humane Lymphozyten von gesurierdbanden und von

Friedreich’s Ataxie Patienten, eingesetzt.

3.1.1.1 K562

Die K562 Zellen wurden von Lozzio et al aus deupdden Effusion einer 53 jahrigen
Frau mit chronischer myelogener Leukd&mie in termeinaBlastenkrise, etabiliert
[LOZZIO et al., 1975].

Aufgrund der Expression des wichtigsten Signalgbrkdeins von roten Blutzellen,
dem Glycophorin, auf der Zelloberflache, welche tefst Immunofluoreszenz und
Immunoprezipitation von makierten Membranpraparajereigt werden konnte, wird
diese Zelllinie als eine erythroleukdmische Zedibeschrieben. [ANDERSON et al.,
1979]

Kultiviert wuden diese Zellen in komplettiertem RPM40 Medium, bei 37°C und 5%
CO..
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Die Zellen wurden alle 2-3 Tage gesplittet undeing Zellzahl von 0,5 x f@ellen/ml
eingestellt.

Abbildung 5: K562 Zellen (24h). Quelle:www.pbase.com/bigheadgirl/image
/48101293

3.1.1.2 THP1

THP-1 Zellen wurden aus dem Blut eines einjahrigeaben mit akuter monozytaren
Leukdmie gewonnen. Diese Zelllinie hat Fc und C&zdptoren, es fehlen ihr jedoch
die oberflachen- oder zytoplasmatischen Immunogkbiir die Kultivierung kdnnen

die monozytdren Eigenschaften der THP-1 Zellen fiehr als 14 Monate

aufrechterhalten werden. [TSUCHIYA et al., 1980]

Die Kultivierung von THP-1 Zellen erfolgt wie beed K562 Zellen in komplettiertem
RPMI 1640 Medium, bei 37°C und 5% @O
Die Zellen wurden alle 2-3 Tage gesplittet undeing Zellzahl von 0,5 x f@ellen/ml

eingestellt.
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Abbildung 6: THP-1 Zellen. Quelle: www.atcc.org/Atechments/2001.jpg
1.1.3 Lymphozyten

Humane Lymphozyten wurden von gesunden Probandénvon Friedreich’s Ataxie
Patienten aus frischen Heparin-Blutproben mittel®oca@ll Separating Solution

(Biochrom AG, Berlin) nach den Anweisungen des kdliex's isoliert.

Die isolierten Zellen wurden auf deine Zelldichtenv0,5 x 18 Zellen/ml eingestellt
und ebenfalls in komplettiertem RPMI 1640 Mediurai 87°C und einer Atmosphare
mit 5% CQ, kultiviert.

3.1.1.3 Ethik

Alle menschlichen Proben wurden gemald den Empfgklurder Ethikkomission der
Medizinischen Universitdt ~ Wien entnommen und bekfind Eine
Einverstandniserklarung wurde von den Patientemgetiolt. Die Empfehlungen der
Ethikkommission stimmen mit der Deklaration vonlgiteki Gber ethische Prinzipien

fur medizinische Forschung mit Einbindung von méifisben Individuen tberein.
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3.1.2 Zellkulturmedium

3.1.2.1 RPMI

Als Standardkulturmedium fur die Kultivierung deb®& und THP1 Zellen sowie auch
fur die isolierten Lymphozyten wurde RPMI 1640 (8hwom KG), verwendet. Das
RPMI-Trockenmedium wird in ca. 7 Liter bidestiliem Wasser vollstandig gelost, und
anschlieend werden 20g Natriumhydrogencarbonaggalen. Nach ca. 1 Stunden
rihren am Magnetrihrer (IKA® RCT basic) wird der p¥ert auf 7,2 eingestellt und
auf ein Endvolumen von 10 Liter aufgefullt. Ansefdend wird dieses RPMI
Nullmedium in der Sterilbank durch einen 0.2umri8iker (Sartolab P plus,
Sartorius) zu je 500 ml in sterile Glasflaschenedbillf. Die Lagerung erfolgt bei +4°C.

3.1.2.2 Komplimentieren des RPMI Nullmediums

Vor der Verwendung wird das Medium komplimentienn ein optimales Wachstum
der Zellen zu garantieren und ein eventuelles Waaohson Bakterien zu hemmen.

Zu 450ml Medium werden folgende Zuséatze zugegeben:

50 ml FCS (fetal calf serum,), (GIBCO®)

5 ml L-Glutamin (PAA Laboratoriers GmbH)

5 ml Pen-Strep (Penicillin/Streptomycin), (Sigma)

500 pul Gentamycin (Antibiotikum), (GERBU BioteckrismbH)

3.1.2.2.1 RPMI Medium mit nicht-hitzeinaktiviertem FCS
Fur Zellen, welche fur den Proliferationsassay dad Western Blot inkubiert wurden,
wurde nicht hitzeinaktiviertes FCS (fetal calf sefuGibco) zur Komplimentierung des

RPMI Mediums verwendet.

3.1.2.2.2 RPMI Medium mit hitzeinaktiviertem FCS
Fur die Methoden ECLIA (Electrochemiluminescencemimmoassay) und Real-time
PCR wurde ausschliel3lich mit hitzeinaktiviertem H@®plimentiertes RPMI Medium

verwendet.
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3.1.3 Medium wechseln

In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich Suspensielfesz verwendet. Bevor die
Zellsuspensionen mit den jeweiligen Substanzenhigktiwurden, wurde das Medium
gewechselt.

Hierfur transferiert man die doppelte Menge der dbggeen Zellen in ein 50 ml
Rohrchen (Becton Dickinson Labware) und zentrifdgi0 Minuten bei 25°C und
250g. AnschlieRend wird der Uberstand abgesaugt hanl frisch komplettiertes
RPMI-Medium hinzugegeben. AnschlieRend wird die Idehte auf 0,5 x 10

Zellen/ml eingestellt.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Um eine logarithmische Wachstumsphase zu gewétateigerden die Zellen 2 - 3 mal
wochentlich gesplittet und auf die Zellzahl von & 3@ Zellen/ml eingestellt. Es ist
also notwendig, die Zellen sowohl vor der Verdurmuart neuem Medium (RPMI), als
auch nach der Verdinnung zu zahlen.

Hierfir werden in der Sterilbank (Laminar Air FloBio-1I-A: Telstar) 200ul der zu

zahlenden Zellsuspension entnommen, in ein Zelksvgafal® pipetiert und mit 9,8ml
Counterflissigkeit (Cellpack PK-30, Fa. Sysmex)mvemngt. AnschlieRend erfolgt die
Messung der Zellzahl in der Zellsuspension in einel@ktronischen Zellcounter
(Microcellcounter CC-108, Fa. Sysmex).
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3.1.5 Zellproliferationsassay & Trypanblau-Methode
Unter Zellproliferation versteht man die Vermehrumgn Zellen in Geweben oder in

einer Zellkultur aufgrund von Zellwachstum und teg.

In diesem Versuch war es das Ziel, die Teilungdgesdigkeit von K562 Zellen unter
dem Einfluss diverser Substanzen zu testen. Zigdizbirde die Viabiltdt mit Hilfe des

Farbstoffes Trypanblau (Fluka Chemie AG) bestimmit.

3.1.5.1 Trypanblau-Methode

Man verwendet diesen Vitalitatstest, um den Antedler Zellen nach Inkubation mit
unterschiedlichen Substanzen zu bestimmen. Tryparibt ein saurer Farbstoff, dessen
Anionen an Zellproteine binden. Lebende Zellen nemnmTrypanblau nicht auf,
wahrend tote Zellen aufgrund ihrer defekten Zellhean diesen Farbstoff in das
Cytosol aufnehmen und somit im Mikroskop als blafdgote Zellen gezéahlt werden

kdnnen.

3.1.5.2 Durchfiihrung der Trypanblau Methode

K562 Zellen wurden am Beginn des Experiments aué &onzentration von 0,2 x 10
Zellen/ml eingestellt. Es wurden je 500ul Zellsuspen pro Well in eine 6-Well-Platte
(Greiner) ausgesetzt und mit verschiedenen Koragomien von rhuEPO (Roche),
CEPO (Lundbeck A/S, Danemark), Eisen (Fe-Glucon&errjecit*) und/oder

Chlorophyllin (Mg-Chlorophyllin), fir 2 und 4 Tagmkubiert (37°C, 5% Cg).

Die Zellzahl pro Milliliter wurde mittels Zellcouat (Microcellcounter CC-108, Fa.
Sysmex) bestimmt. Zur Bestimmung der Viabilitdt deir0,4%iges Trypanblau in

isotoner NaCl Losung verwendet.

Nachdem man die Zellsuspension im Mischungsverisalinl mit der Trypanblau-
Loésung vermischt und funf Minuten bei Raumtemperabkubiert hat, werden die
Zellen unter dem Mikroskop mit 10-40fach vergrdfdlm Objektiv und in einer
Burker Z&dhlkammer, ausgezahlt. Es wird sowohl des&@ntanzahl der Zellen sowie die

Anzahl an blau gefarbten (toten) Zellen bestimmit.
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Der Prozentsatz der nicht blau-gefarbten Zellesitht dem Anteil an vitalen Zellen.

3.1.5 Zellen ernten

Nach Ablauf der jeweils vorgesehenen Inkubationisgei nach Versuch mehrere
Stunden bis Tage) wird die Zellsuspension aus deitkuturflaschen in ein 15 mi
Plastikréhrchen (Becton Dickinson Labware) Uberfiimd die Zellkulturflasche mit 1x
PBS Puffer nachgespult, um die restlichen Zellen gawinnen. Anschliel3end
zentrifugiert man 8 Minuten bei 4°C und 250g. Ddyerstand wird abgesaugt und das
Zellpellet mit je 1ml 1x PBS Puffer gewaschen, woldas Pellet in ein 1,5 ml
Eppendorfgefald transferiert wird. Die 15 ml Plastikchen (Becton Dickinson
Labware) werden wiederum mit 1x PBS nachgespitt,die restlichen Zellen auch
noch zu gewinnen. Nachdem 8 Minuten bei 4°C uigdgOzentrifugiert wurde, saugt
man erneut den Uberstand ab.

Alle Arbeitschritte werden auf Eis durchgefuhrt, uden Zellstoffwechsel zu

verlangsamen.

Abhangig von der folgenden Methode wird das Pdiegefroren (-20°C oder -80°C)

oder gleich im Anschluss lysiert.

5x PBS (pH 7,3)

NaCl (Fa. Merk) 80d
KCI (Fa. Merk) 29
KH,PO, (Fa. Merk) 29
NapHPOy x 12 HO 309

H,O destilliert Erganzung auf 2 LiterTabelle 1: Herstellungsanieitung

1 fir den 5x PBS Puffer

pH Wert einstellen 7,8

1x PBS (pH 7,3)
1:5 Verdunnung des 5x PBS (pH 7,3) mit destillierdd/asser.
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3.1.6 Zellen lysieren

Abhangig von der jeweils bendtigten Zellzahl/mltgiban direkt nach dem Ernten der
Zellen oder zu dem gefrorenen Pellet, 50 — 200 gll Culture Lysis Reagent

(Promega) zu dem Zellpellet. Nachdem sich das tPaliech vortexen vom Boden des
Eppis gelost hat, wird das Zellysat noch 5 sek.Utiitaschall behandelt. Es folgt eine
Zentrifugation von 5-7 Minuten bei 4°C und 8000 rpAmschliel3end transferiert man

den Uberstand in ein neues 1,5 ml Eppi und frigtte -20°C oder -80°C ein.

Lysis Puffer

K562, THP1 200 pl Promega Cell Culture Lysis Reagent 5x
800 ul HO destilliert
1 pl/ml ImM PMSF (Stammlésung: 1M in DMSO)

Lymphozyten 200 pl Promega Cell Culture Lysis Reagent 5x
800 ul KO destilliert
1 pl/ml ImM PMSF (Stammlésung: 1M in DMSO)
10 pl/ml Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
10 pl/ml Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
10 pl/ml NaF (Stammlosung: 1M)

Tabelle 2: Verwendeter Lysis-Puffer (Promega) zum ysieren der THP-1, K562-
Zellen und von Lymphozyten.
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3.1.7 Lymphozyten isolieren und kultivieren

Die Separation von Lymphozyten aus humanen Vollblatfolgt mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation. Dadurch werden dymphozyten aufgrund ihrer
Dichte von unerwinschten Erythrozyten und Granulzygetrennt und in einer

Interphase zwischen der Plasmafraktion und demr8epasmedium angereichert.

3.1.7.1 Vorbereitungen fur die Lymphozytenisolierug
Seperationsmedium (Biocoll Separation Solutionhteenpfindlich) und PBS
Dulbecco 1x wird auf Raumtemperatur erwarmt
Man befullt 50ml Leucosep®-Réhrchen (mit integeertTrennscheibe von
Greiner, BioOne) mit 15 ml Biocoll und zentrifugiek Minute bei 25°C und
1000g. Biocoll sollte sich jetzt unterhalb der Twiecheibe befinden.

3.1.7.2 Durchfihrung der Lymphozytenisolierung

EDTA-Blut wird in 50 ml Réhrchen (Becton Dickinsdabware) Gberfihrt und 1:2 mit
PBS verdunnt. 25 ml dieses Gemisches werden ihaiicosep®-Rohrchen Uberflhrt.
Anschlieend wird das Blut 15 Minuten bei 25°C u®®0g ohne Bremse
abzentrifugiert.

Folgende Schichtung ergibt sich nach der Zentrifoggvon unten nach oben):

a. Plasma

d b. Angereicherte Zellfraktion

‘ (Interphase aus Lymphozyten / PBMC's)
Separationsmedium

Trennscheibe

Separationsmedium

=~ ® 2o o

Pellet (Erythrozyten und Granulozyten).

Abbildung 7: Schichtung nach der Zentrifugation. Quelle: Leucosep®

Die Plasmafraktion wird bis auf eine Schichtdickenv5 bis 10 mm mit einer

Pasteurpipette abgesaugt und verworfen, um eindalkonation der Lymphozyten /
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PBMC’s mit Thrombozyten zu verhindern. Die angdneite Zellfraktion

(Lymphozyten / PBMC'’s) wird durch ausgiel3en aus demcosep®-Rdohrchen in ein
frischen Falcon Rohrchen geerntet. Eine Rekontaiomamit den abgereicherten
Erythrozyten und Granulozyten wird durch die Tresivesbe verhindert. Anschlie3end
wascht man mit PBS (ca. im Verhéaltnis 1:2) den Restangereicherten Zellfraktion in
das Falcon R6hrchen. Nach 10 Minuten Zentrifugatiosi 25°C und 250g, wird der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mit 1 ml PB&suspendiert und in ein 15ml
Roéhrchen transferiert. AnschlieRend flllt man dseset PBS auf und zentrifugiert 10
Minuten bei 25°C und 250g. Das Zellpellet kann mmiplettiertem RPMI-Medium

resuspendiert und weiter kultiviert werden.

3.1.8 Inkubation der Zellen

Nachdem man die Zellen mittels Zellcounter gezahtd mit komplettiertem Medium
(RPMI 1640) auf eine Zellzahl von 0,5 x®1Bellen/ml (beim Proliferationsassay auf
0,2 x 16 Zellen/ml) eingestellt hat, werden je 10 ml inriel5 ml Réhrchen (Becton
Dickinson Labware) pipettiert, welche fur die Inktion verwendet wurden.
(Ausnahme: Beim Proliferationsassay wurden jewilis500u| Zellsuspension/Well in
einer 6-Well-Platte (Fa. Iwaki) inkubiert). Je na®tersuch wurden anschlieend
verschiedene Zuséatze zugegeben. Nach Ablauf desilgeworgesehen Inkubationszeit
werden die Zellen wie in Kap. 1.5 beschrieben wedrntet.

Die Inkubation erfolgt im Brutschrank bei 37°C uBélbigen CQ Atmosphare. Alle
notwendigen Arbeitsschritte werden in der Steribghaminar Air Flow Bio-lI-A:

Telstar) unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.
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3.1.9 Verwendete Substanzen

3.1.9.1 RhuEPO (Recombinant human Erythropoietin, oRecormon 1000 IE,

Roche, Basel, Schweiz{onzentration der Stammlésung: 3,3 U/ul

Verwendete Endkonzentrationen: 0,5 U/ml, 1,1 U/&8 U/ml, 6,6 U/ml, 9,9 U/ml,

18,6 U/ml
0,5 U/ml| 0,75ul/5ml Zellsuspension
1,1 U/ml 1,5ul / 5ml Zellsuspension
3,3 U/ml 5ul / 5ml Zellsuspension
6,6 U/ml 10ul/ 5ml Zellsuspension
9,9 U/ml 15ul / 5ml Zellsuspension
18,6 U/mi 30ul / 5ml Zellsuspension

Tabelle 3: Verwendete Konzentrationen rhuEPO

3.1.9.2 CEPO (Carbamoylated Erythropoietin, Lundbek A/S, Danemark)
Konzentration der Stammldsung: 27ug/ml (verdiniREBSE, 0.1% BSA)
Verwendete Endkonzentrationen: 1,1 U/ml, 3,3 UGy, U/ml, 9,9 U/mI18,6 U/ml

0,5 U/ml

0,75ul / 5ml Zellsuspension

1,1 U/ml

=]

1,5ul / 5ml Zellsuspensio

3,3 U/ml

=]

5ul / 5ml Zellsuspensio

6,6 U/ml

=

10ul/ 5ml Zellsuspensio

9,9 U/ml

=)

15ul/ 5ml Zellsuspensio

18,6 U/ml

=)

30ul / 5ml Zellsuspensio

Tabelle 4: Verwendete Konzentrationen CEPO
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3.1.9.3 Eisen (Fe(lll)-Natrium-Gluconat ,Ferrlecit” , Aventis)
Konzentration der Stammloésung: 62,5mg/5mi
Verwendete Stammldsung: 12,5mg/mi

Verwendete Konzentration: 100 nmol/|

100 nmol/l| 0,224ul/ 0,5ml Zellsuspensign

Tabelle 5: Verwendete Konzentrationen Eisen

3.1.9.4 Chlorophyllin (Mg-Chlorophyllin): (M =724,1)
Konzentration der Stammlésung: 1mmol/I

Verwendete Konzentrationen: 5 mol/l, 25 mol/l

5umol/l| 2,5ul/0,5ml Zellsuspension

25 umol/l| 12,5ul/ 0,5ml Zellsuspensign

Tabelle 6: Verwendete Konzentrationen Chlorophyllin

3.1.9.5 Cycloheximid (Sigma)
Stammldsung: 30mg Cycloheximid + 1mj®idest.
Verwendete Konzentration: 15 pg/ml

15pug/ml|  5ul/ 10ml Zellsuspensio

=)

Tabelle 7: Verwendete Konzentrationen Cycloheximid

3.1.9.6 Hygromycin B (Calbiochem)
Stammldésung: 20mg/100ul

Verwendete Konzentration: 1 mg/ml

Img/ml| 50ul/ 10ml Zellsuspensio

=]

Tabelle 8: Verwendete Konzentrationen Hygromycin B



Material & Methoden 50

3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Proteinbestimmung nach BioRad
Die Bestimmung der Proteinkonzentration wassrigésungen erfolgte mit dem
.BioRad Bradford-Reagens" nach der Methode von Bnati(1976).

Diese Methode basiert auf der Bildung eines aus Barbstoff Coomassie-Brillant-
Blau G-250 und freien Aminogruppen von Proteinerstéigenden Komplexes. In
saurem Milieu kommt es als Folge der Komplexbildugeinem Farbumschlag von
braun nach blau, bzw. zu einer messbaren Versamjebes Absorptionsmaximums
von 465 nm nach 595 nm.

Die Proteinkonzentration wurde anhand einer mit B®Astellten Eichkurve
(Konzentrationsbereich von 2ug/ml bis 12ug/ml) ¢eiti Hierzu verdinnt man die
BSA Stammldsung 1:10 mitJ@ (1mg BSA/ml). Als Leerwert wird $#D verwendet.

Die Durchfuhrung erfolgt im Doppelansatz.

BSA L6sung (verdinnt) | H.O dest. Konzentration

20 pl 780 pl 2 pug/ml

40 pl 760 pl 4 ug/ml

60 pl 740 pul 6 pug/ml

80 ul 720 pl 8 nug/ml
100 pl 700 pl 10 pg/mi
120 pl 680 pl 12 pg/mi

Tabelle 9: Pipetierschema fur die Standardgerade

1 pl der Proteinlosung (Probe) wird mit 200 pl Bord-Reagenz versetzt und mit®i
auf 1 ml Endvolumen aufgefullt.
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Nach mindestens 20 min Inkubation bei Raumtempevatuden je 200 ul der Ansétze
in eine 96-Well Platte transferiert und die Absmptbei einer Wellenlange von 595 nm
bestimmt. Die Proteinkonzentration der unbekannterobe wird anhand der
Standardkurve mittels GraphPadPrism, Version 3rédmmet.

3.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Diese diskontinuierliche Gelelektrophorese wird athgiefihrt zur Auftrennung der

Proteingemische.

3.2.2.1 Gel giel3en (Apparatur von BioRad)

Zu Beginn sdubert man die Glasplatten (10,1cm xcM3& 10,1 cm x 8,2 cm), den
1,5mm Spacer und die (10-well-)Kamme mit 70%igernaBbl und trocknet diese
anschlieBend. Nachdem man die Apparatur aufgebait gipettiert man das Gel

zwischen die Glasplatten.

Folgendes Polyacrylamidgel wurde fiir die Proteitranhung verwendet:

12% iges Trenngell 4% iges Sammelge
(fiir 2 Gele) (fur 2 Gele)

H,O dest. 9,8ml 3,75ml

ProSieve 50 gel solutiq@ambrex) | 4,8ml 500ul

1,5M Tris HCI, pH 8,8 5,0ml -

1M Tris HCI, pH 6,8 - 650ul

10% SDS-SolutiorFa. Roth) 200pl 50ul

10% APS (Fa. Pharmacia Biotech) 200ul 50ul

TEMED? (Fa. Pharmacia Biotech) 8,0ul 5,0ul

Tabelle 10: Pipettierschema fur 2 Polyacrylamidgele
Mischung in einem 50ml FalcdRdhrchen (Becton Dickinson Labware)
! Ammonium Persulfat

ZN,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin
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APS als Radikalbildner und TEMED als Katalysatondsifir den Start der
Polymerisation verantwortlich und werden erst dinek dem Pipettieren des Trenngels

zwischen die Glasplatten zugegeben.

Wahrend der 30 bis 60-mindtigen Polymerisation Baiumtemperatur wird das
Trenngel mit Iso-Propanol Uberschichtet, um eig¢tglOberflache zu erhalten.

Nach Entfernung der Iso-Propanolschicht wird eifl@ll-Kamm zwischen die Platten

gesteckt und ein 5%iges Sammelgel gegossen, undlestans 60 Minuten

polymerisiert. Anschlieend wird der Kamm herausgen und die entstandenen
Taschen werden mit Elektrophoresepuffer (Laufpiiffespult.

Das Gel kann bei regelméafiigem wiederauffillen daschien mit Laufpuffer und

umwickelt mit einem feuchten Tuch in einem Plastiktel bis zu einer Woche bei +4°C

gelagert werden

3.2.2.2 Vorbereitung der Proben

Nachdem man die Proben lysiert und eine Proteimbesing (BioRad) durchgefihrt

hat, stellt man einen einheitlichen ProteingehaltZelllysat ein (je nach verwendeter
Zellart zwischen 20 und 50pug/pl) und erganzt métileertem Wasser auf ein Volumen

von 10pl.

Die Proben werden folgend 1:1 mit Denaturing Sarmuiffer (2x) versetzt, welcher das
anionische Detergens SDS (Sodiumdodecylsulfat)amntbadurch werden die Proteine
zu negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen, miterainkonstanten Verhaltnis

zwischen Ladung und Masse. Die denaturierten Pr@taekommen somit eine negative
Ladung, und wandern im elektrischen Feld zur Anadelurch eine Auftrennung der

Proteine nach der Proteingrof3e stattfindet, da Menge an gebundenen SDS

proportional dem Molekulargewicht ist.
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2x Denaturing Sample Puffer

1M Tris™-HCI, pH 6,8 2,5ml
Glycerol (Fa. Merck) 4,0ml
10% SDS 1,09

0,1% (w/v) Bromphenolblagra. Pharmacia Biotech) | 1,0ml

H,O dest. ad 20ml

Tabelle 11: Verwendeter 2x Denaturing Sample Puffer

! Tris(hydromethyl)-aminomethan

20pl (maximal jedoch 40ul pro Geltasche) der stvemiteten Proben werden nun nach

1 Minute Zentrifugation bei Raumtemperatur und 2060 (Zentrifuge 5414C,

Eppendorf) mit speziellen Pipettenspitzen fur dielektrophorese (Biozym) in die

einzelnen Taschen aufgetragen.

Zusatzlich wird in eine der aul3ere Geltaschen gl—\&rgefarbter Proteinmarker (von

BioRad oder Fermentas) aufgetragen.

Abbildung 8: Elektrophoresekammer
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3.2.2.3 Elektrophorese

Folgender Elektrophoresepuffer wird vorzubereitet:

Elektrophoresepuffer

Tris/Tricin Puffer (10x)* 100ml
10% SDS-L6sung 10m|
H,O dest. ad 1 Liter

*Tris/Tricin Puffer (10x)

Tris (Fa. Merck) 1219
Tricin (Fa. Amresco) 1799
H,O dest. ad 1 Liter

Tabelle 12: Verwendeter Elektrophoresepuffer

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer detm Elektrophoresenpuffer geftillten

Elektrophoresekammer (180 Volt, 4°C, 35 Minuten).

Abbildung 9: Gel mit aufgetrennten Proteinen
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3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Western Blot

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wemender Polyacrylamidmatrix auf
eine Nitrozellulose-Membran mit einer Porengrof®un (BioRad) transferiert, wobei
das Muster der elektrophoretischen Auftrennung lemhebleibt. Des Weiteren wird
dadurch das an die Proteine angelagerte SDS ausgesva wodurch die Proteine
renaturieren und teilweise wieder ihre Sekundad Tertiarstruktur einnehmen. Diese
immobilisierten Proteine werden anschlielRend duhetmunodetektion mit Hilfe
spezifischer Antikorper nachgewiesen. Der Protamdfer erfolgte in einem so

genanntem ,Blotsandwich® in einer mit Blotpufferfgidten Apparatur von BioRad.

Filterpapier
Gel
Nitrocellulose

A WO N P

Filterpapier

Abbildung 10: Schichtung eines Blotsandwich. Quellenews.thomasnet.com
/images/large/013/13151.jpg

Die im Sandwich verwendeten Schwamme und das pélpeer missen vor dem
Schichten in Blotpuffer getréankt werden. Fir eiaalsere Durchflihrung trennt man vor
dem Blotten das Sammelgel vom Trenngel ab. Dieeémen Schichten sind fest
anzudricken, um die Bildung von Luftblasen zu vedee. Eventuell zwischen den
Lagen befindliche Luftblasen entfernt man durchstreschen mittels einer Rolle.

Zur Kuhlung wird zusatzlich neben das SandwichBehalter mit Eis in die Apparatur
gegeben. Das Blotten erfolgt bei konstanten 0,5 émapei 4°C wahrend 35 Minuten.
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Blot Puffer

Tris/Glycin (10x)* 100ml

Methanol 200m|
10% SDS-Losung 200pl
H.O dest. ad 1 Liter

*Tris/Glycin Puffer (10x)
Tris (Fa. Merck) 30g

Tricin (Fa. Amresco) 1449
H,O dest. ad 1 Liter

Tabelle 13: Anleitung zur Herstellung des Blot Pufér

Die Proteine auf der Membran werden mit 0,5%igemdeau-Losung (Merck) geféarbt
und anschlielRend mit destilliertem Wasser entfarist,den Transfer der Proteine auf

die Blotmembran sichtbar zu machen.

Abbildung 11: Nitrozellulose-Membran (Porengrof3e @um, BioRad).

Protein-Banden gefarbt mit 0,5%iger Ponceau-Logivwayck).
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Frataxin hat eine Grdl3e von 17 kD. Aul3erdem wurdienKontrolle die Proteine
Mortalin (72 kD), und beta-Actin (50 kD) oder Cakime (ca 70 kD), je nach
verwendeter Zellart, detektiert. Um die Proteinehweeisen zu kénnen inkubiert man
den Blot mit spezifischen Antikorpern nachdem maorher die unspezifischen
Bindungen mit Milchpulver blockiert hat.

Da die untersuchten Proteine unterschiedliches kitdegewicht aufweisen kann der
Blot nach dem Molekulargewichtsmarker (siehe Ahblmg unten) in 3 Teile
geschnitten werden, danach konnen einzelne Teileit den unterschiedlichen

Antikorpern inkubiert werden.

250 kD Mortalin Blot
75 kD «— 75KkD _
beta-Actin Blot
50 kD
: <«— 37kD
24 kD
Frataxin Blot
15 kD

1
Protein-Marker (BioRad)

Abbildung 12: BioRad, Precisions Plus Protein Stanard (Dual Color)

3.3.1.1 Blockieren

In einem 50ml Plastikrohrchen (Becton Dickinson Wwabe) blockiert man unter
standigem Rollen auf einer Walze 1h bei Raumtentpecmer ber Nacht bei 4°C im
Kuhlschrank.
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Blockierlosung (fur 2 Blots)
PBS/Tween* Ordl
5% Milchpulver 29

*PBS/Tween (Waschpuffer)
PBS (1x) 11
0,05% Tween 20 (Pharmacia Bio Teclh) 500|p|

Tabelle 14: Verwendete Blockierlosung. MengenangaheAusreichend fir die

Blockierung von 2 Blots.

Nach dem Blockieren wascht man die Blots 3 mal 10#15ml Waschpuffer fur je 2

Minuten.

3.3.1.2 Inkubation mit dem 1. Antikérper

Die 3 Teile der Nitrocellulosemembran (Mortalin,tdé\ctin, Frataxin) werden Uber
Nacht bei 4°C (Kidhlschrank) mit dem je spezifisclertikbrper in einem 50ml Falcon
unter standigem Rollen inkubiert. Hierbei binder dintikérper spezifisch an das

Epitop des gesuchten Proteins.

1. Antikorper (je 2ml pro Falcon) Angaben fir Stocklosung:

10ml PBS/Tween + 1% Milchpulver

+ 10ul Mortalin AK (Abcam)

10ml PBS/Tween + 1% Milchpulver

+ 0,5ul beta-Actin AK (Abcam)

10ml PBS/Tween + 1% Milchpulver

+ 5ul AK (Rabbit) (SantaCruz Biotechn.)

Mortalin (1:1000)

beta-Actin (1:20.000)

Frataxin (1:2000)

Tabelle 15: Im Western Blot verwendete 1. Antikdrpe

1. AK kann man mehrere Wochen lang verwenden!
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2. AK muss immer frisch herstellen werden!
Nach der Inkubation mit dem ersten Antikrper undr \Zugabe des zweiten
Antikérpers mussen drei Waschschritte mit je 10mb Waschpuffer durchgefuhrt
werden, um Uberschissigen, nicht gebundenen ekstétdrper zu entfernen:

-2X 5min

-1 x15min

-2 X 5min

3.3.1.3 Inkubation mit dem 2. Antikorper
Die Inkubation mit dem 2. Antikporper erfolgt fuh lam Bellydancer oder in 50ml
Falcons unter stdndigem Rollen im Kuihlschrank. RerAntikérper richtet sich

spezifisch gegen die Klasse des ersten Antikorpsiem er an diese bindet.

2. Antikorper (je 10ml pro Falcon)

10ml PBS/Tween + 1% Milchpulver
+ 0,333ul AntiRabbit

10 ml PBS/Tween + 1% Milchpulver
+ 0,666ul AntiMouse

10ml PBS/Tween + 1% Milchpulver
+ 0,333ul AntiRabbit

Mortalin (1:30.000)

beta-Actin (1:15.000)

Frataxin (1:30.000)

Tabelle 16: Im Western Blot verwendete 2. Antikorpe

Anschlieend sind wiederum drei Waschschritte nat J0-15ml Waschpuffer
notwendig, um Uberschussigen Antikorper zu entferne -2 X 5min

-1 x15min

-2 X 5min
3.3.1.4 Detektion — Chemilumineszenz
Mit Hilfe der Enzym-Antikorper-Konjugate wird durchdas Enzym eine
Chemilumineszenzreaktion katalysiert. Das verwendBhzym HRP (horseradish

peroxidase, eine Peroxidase aus dem Meerrettidijesmlas Substrat Luminol in eine
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metastabile Verbindung, welche unter Lichtemissmariter zerfallt und mittels

Chemilumineszenz-Detektion gemessen werden kann.

Kurz vor der Belichtung der Blots werden die beidedsungen von Biozym
Chemiglow, im Verhaltnis 1:1 gemischt.

Biozym Chemiglow

Luminol/Enhancer Solution 500
Stable Peroxide Solution 500u

Tabelle 17: Western Blot Chemiluminescenz Reagenz

Anschlie3end schwenkt man die Nitrocellulosememifiia® min in dieser Lésung und
detektiert unmittelbar danach die Lichtemission @hemiluminescenz-Detektor
(Chemilmager 4400 von Alpha Innotech). Die Belictgszeit richtet sich nach den

verwendeten Antikorpern.

Belichtungszeit | Intervall

Mortalin 15-30 sec ca. 5 min
beta-Actin | 1 min ca. 10 min
Frataxin 1 min ca. 30 min

Tabelle 18: Belichtungszeiten im ChemiluminescenDetektor

3.3.1.5 Auswertung
Nach der Detektion des Gels mittels Imager erfalgg Auswertung mittels der

Auswertesoftware AlphaEaseFC Software von Alphatech.
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3.3.2 Verwendete Antikdrper

3.3.2.1 Mortalin (GRP75, abcam)

Der monoklonale Antikérper Mortalin (Rabbit) wurdés Positivkontrolle im Western
Blot eingesetzt. Hierbei handelt es sich um einesagntes Hitzeschock- oder
Stressprotein der Familie Hsp 70. Grp75 ist inMegochondrien-Matrix lokalisiert, wo
es an der Auffaltung von Proteinen und an der Tokasion in diese Organelle,
beteiligt ist. [HAAS, 1995]

Laut Shan et al interagiert GRP75/Mortalin mit raftondialem Frataxin. Mortalin ist
dem Protein ssql von Hefen, welches Eisen-Schwéfeister in importierte
mitochondriale Proteine einbaut, homolog. [SHANQ?ZD

Ohtsuka et al zeigten dass das Protein GRP75/NModalch die Zugabe von rhuEPO
stimuliert wird. [OHTSUKA, 2007]

3.3.2.2 beta-Actin (abcam)

Der primare, polykolonale Antikorper Beta-Actin (M&e) wurde als Ladekontrolle bei
K562 Zellen verwendet. Beta-Actin ist eine von sederschiedenen identifizierten
Isoformen des Actins. Actin Proteine sind hochkoviegte Proteine, welche in die
Zellbeweglichkeit, - struktur, und — integritat oiviert sind. Bei den Versuchen mit
THP-1-Zellen und Lymphozyten konnten keine ident#ibaren Banden beim Westen
Blot erhalten werden. Deswegen wurde fur diese éroBGalnexin als Kontrollgen

verwendet.

3.3.2.3 Calnexin (abcam)

Der primére, polyklonale Antikérper Calnexin (Rabhvurde als Kontrollgen bei THP-
1 Zellen und Lymphozyten verwendet. Es handelt dmbdrbei um einen ER-
(Endoplasmatische Retikulum) Membran-Marker.

Calnexin ist ein ~90 kDa schweres, integrales Mempwotein des ER. Es wurde in
einigen Studien gezeigt, dass sich Calnexin mit od=hweren Ketten des
Haupthistokompatibilitatskomplex | (MHC 1), mit defeilkomplexen der T-Zell

Rezeptoren und B-Zell Membran Immunoglobulin, ab@cht mit kompletten

Rezeptorkomplexen, assoziiert.



Material & Methoden 62

Weiters wurde gezeigt dass Calnexin ein Protein vielches unvollstandig oder
unsachgemal gefaltete Proteine im ER fixiert. Ganenthalt eine grof3e luminale ER
Domane (461 AS), ein Transmembransegment (22 A8)aimen zytoplasmatischen
Auslaufer (89 AS). [www.abcam.com]

Durch diese Eigenschften unterscheidet sich Cainesin I6sliche Proteine des ER,
welche nicht mit der Transmembran und den

/

zytosolischen  Domanen  der integralen Z\

SR,

Membranproteine, interagieren kdnnen.

[www.abcam.com]

Abb.: Calnexin. Quelle: http://en.wikipedia.org
/wiki/Image:Calnexin_1JHN.png
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3.3.3 Strippen der Nitrocellulose-Membran

Durch diese Methode kénnen die im Western Blot esetzten Antikdrper nahezu
vollstandig von der Nitrocellulose-Membran entfen@rden.

Hierfir wird die Nitrocellulose-Membran Gber Naamit 10 ml Stripping-Buffer in
einem Gefall mit Deckel bei Raumtemperatur inkubiert

Am néachsten Tag folgen zwei Waschschritte von jéMatuten mit PBS/Tween. Nach
erneutem Blockieren mit Blockierloésung und dreigain Waschen (2 x 5 min, 1 x 15
min, 2 X 5 min) kann erneut mit dem ersten unddotyy mit dem zweiten Antikdrper

inkubiert werden.

Stripping Puffer

Glycin (2 M, pH 2,2) 159
SDS 10% 10 ml
Tween 20 10 mi

mit destilliertem Wasser auf einen Liter aufgefullt
und pH Wert von 2,2 mit 5 N HCI eingestellt

Tabelle 19: Anleitung fir die Herstellung des Striping Puffers
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3.3.4 ECLIA (Electrochemiluminescence Immunoassay)

Der MSD-ECLIA (Meso Scale Discovery — Electrochaminescence Immunoassay)
wurde flr die Frataxinbestimmung verwendet. Diesthdde beruht auf der Messung
der Affinitdit von Protein-Protein Wechselbeziehumgend ist weniger zeit- und

arbeitsintensiv als der traditionelle ELISA.

Es wurde eine nicht-kodierte 96-Well Platte (MULARRAY ™ Plates, MA2400 96
High Binding Plate), mit einer Kohleelektrode am dBa, fur den Sandwich-
Immunoassay verwendet.

Des Weiteren wird ein Beschichtungsantikorper (foe antibody”), welcher auf der
Kohlenstoff Oberflache der Multi-Array Platte nickpezifisch adsorbiert wird und ein
Detektionsantikorper (,detecting antibody“), welchenit MSD SULFO-Tag"
Reagenz (eine Elektrochemilunineszenzmakierungkierarist, bendtigt. Diese beiden
Antikorper sollten nicht die gleichen Epitope dastigens erkennen.

Als erster Schritt wurde die nicht-kodierte MSD4a mit dem
Beschichtungsantikérper von Chemicon (MsFx), welcher sich gegen das Protein
Frataxin richtet, beschichtet. Anschliel3end gibinniige Probe und eine LOosung des
markierten Detektionsantikérpers von Santa Cruatéxin, pc)zu.

Nachdem das Frataxin in den Proben sich an denhiB&sengsantikrper gebunden
hat, vervollstandigt der markierte Detektionsantia durch seine Bindung an Frataxin
das Sandwich. Als nachsten Schritt figt man den MR&2ad Buffer in die einzelnen
Wells hinzu, welcher die fiir die Messung mittels MSECTORM Gerat am besten
geeigneten chemischen Bedingungen schafft. Einktrislehe Spannung wird im
SECTOR Gerat an die Elektroden der Platte angelea, dazu fuhrt, dass die an die
Oberflache der Elektrode gebundene Markierung Leshtttiert. Die durch das Geréat
gemessene Intensitat des emittierten Lichtstraimgiglicht eine quantitative Messung

der in der Probe enthaltenen Frataxinmenge.

Die Durchfihrung des ECLIA erfolgte nach Anleitungd unter Verwendung des
MesoSacleDiscovery MULTI-ARRAY.
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Abbildung 13: Sandwich Immunoassay mittels MSD MUITI-ARRAY Platte.
Quelle: www.mesoscale.com

3.3.4.1 Verwendet Reagenzien

1%iges BSA

1g MSD Blocker A in 100ml 1x PBS

Lysis Buffer

200ul Lysis Buffer Promega in 800ul H20Odest. undAMSF

3%iges BSA
Blockierlésung

450mg MSD Blocker A in 15 ml 1x PBS (=3g BSA/100ml)

Waschlésung

500ml 1x PBS + 250ul Tween

Lysis-SDS
Puffer

97,5ul Lysis Buffer (Promega mit PMSF) + 2,5ul 166 SDS
(=8% Lysis und 0.02%SDS pro Ansatz)

BSA-SDS Puffer

3991ul 1%iges BSA + 8.idl 10%igen SDS

Tabelle 20: Fur den ECLIA bendtigte Reagenzien
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3.3.4.2 Durchfuhrung ECLIA

Am ersten Tag wird eine Beschichtungsantikorperagiure antibody*) Losung
hergestellt und mit dieser eine 96-Well-Platte (MBIghBinding-Platte), mit je 30ul
pro Well durch ,Reverse Pipetting“, beschichtet.sénlieRend erfolgt eine Inkubation

dieser mit einer Klebefolie abgedeckten Multiwelkte bei 4°C tUber Nacht.

Als Beschichtungsantikérper wurde ein anti-frataimtikorper von Chemicon (M&
Fx), 1:50.000 mit 1x PBS verdunnt, verwendet.

Am zweiten Tag erfolgt anschlieRend an die Inkuati mit dem

Beschichtungsantikérper die Blockierung der Plaitié je 125ul 3%igem BSA pro
Well. Eine gute Verteilung der Reagenzien in denll§\Met essentiell fir das Erhalten
von aussagekraftigen Daten. Es folgt eine Inkubation 1 Stunde und 30 Minuten bei
Raumtemperatur am Belly Dancer. Nachdem dreimaljenit50ul Waschlésung pro
Well gewaschen wurde, beginnt man mit der Auftraguon je 25ul/Well der Frataxin
Standardlésung in die ersten beiden Spalten dexedi6Platte im Doppelansatz und

tragt anschlie3end je 25ul Probe pro Well, ebenfall Doppelansatz, auf.

3.3.4.2.1 Standardreihe

Standard 1| (1ng/Well) 125l Stamm* 105ul 1%iges BSA

Standard 2| (0,5ng/Well) 115pul Standard 115pl E%HIBSA

Standard 3| (0,25ng/Well) 115l Standard 115plgE%BSA

Standard 4| (0,125ng/Well) 115l Standard 1151ib2%BSA

Standard 6 | (0,03125ng/Wel 115ul Standard 115fibes BSA

p—

1
2
3
Standard 5| (0,0625ng/Well)| 115ul Standard 4  115fibés BSA
5
6

Standard 7| (0,0156ng/Well)| 115ul Standard 115pibes BSA

Standard 8| Leerwert - 115ul 1%iges BSA

Tabelle 21: Pipettierschema fur die Standardreihe

* Frataxin Standard Stammloésung: 0,08ng/ul Frataxin
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Zu jedem Standard und Leewert werden folgend nechOul Lysis-SDS Puffer (8%
Lysis Reagent und 0,02% SDS) zugesetzt.

3.3.4.2.2 Probenvorbereitungen.

Abhangig von der jeweiligen Zellinie und in der Peoenthalten Proteinmenge werden
unterschiedliche Mengen an Zelllysat benotigt. iesdr Versuchsreihe wurden fur alle
4 verschiedene Zellinien je 3,5ug Protein/Ansatzweadet. Jeder Ansatz wird
anschlieBend auf 10ul mit Lysis Buffer (Promega/PMSrganzt und auf das
gewinschte Endvolumen von 125ul mit BSA-SDS Puéefgefillt. Die Versuche
wurden im 3-fach Ansatz durchgefuhrt.

Nachdem die Proben und der Standard auf die Phaitiels Reverse Pipetting
aufgetragen wurden und die Platte mit einer Kleleefeerschlossen wurde, folgt eine
Inkubation fUr eine Stunde bei Raumtemperatur arhy BEzancer. Anschliel3end nach
drei Waschschritten mit je 150ul Waschlésung prdlWed der 2. Antikorper (je 30ul
pro Well) aufgetragen.

3.3.4.2.3 2. Antikdrper (Santa Cruz, polyclonal, 1.000 mit 1x PBS verdunnt)

Nun wird die Platte wiederum mit Klebefolie versatden und 1 Stunde am Belly
Dancer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf @e&ubationszeit wird der
Detektionsantikorper (30ul pro Well) aufgetragen enneut 1 Stunde am Belly Dancer

inkubiert.

Als zweite Beschichtungsantikorper wurde der Anfigi MSD Goato Rabbit,

0,75mg/ml, verdinnt mit 1%igen BSA, verwendet.

AnschlieRend kann, nach erneutem dreimaligem Wasdes Platte mit je 150ul

Waschlosung, der Reading Buffer aufgetragen werBem.Well werden 150ul des 1x
MSD Reading Buffer aufgetragen und durch leichtéspten an die Rander der Platte
gleichmalig verteilt. Die Messung erfolgt unmitellwlanach im SECTOR Geréat von
MSD.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Real-time PCR (TagMan)

Bei dieser Methode handelt es sich um eine Weiteieklung der PCR. Sie wurde
eingesetzt um das Expressionsniveau der RNA irPdeben zu bestimmen.

Vor der eigentlichen PCR muss die mRNA in ein geeigs Template (cDNA) mit
Hilfe einer Reversen Transkriptase (RT) umgesclenelierden.

Die relative quantitative Real Time PCR zur Bestumgy der Expression von Frataxin

erfolgte mittels der TagMan Sonde.

Polymerisation R=Reporer
Foward Q=0Cuencher
Primer 2 9 Probe e 5
: . 5
¥
4]
Revarse
Verdrangung der Probe a F.
& 3
¥ 5
5 3
L 2
Abspaltung des _f_ \_
Reportermolekils | \
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Abbildung 14: TagMan-Prinzip

Erst nach Abspaltung vom QuencherMolekil (Q) wirel Erequenz des Reporter (R) messbar und zeigt

die Zielstrangsynthese in der PCR an. Quehlew.medizinische-genetik.de/index.php?id=2001
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3.4.1.1 RNA Isolierung

Die Isolierung der gesamten RNA erfolgte in diegebeit nach Anleitung des
Protokolls fir TRl Reagent® Solution (Applied Bissgms). Fir 5-10 Millionen Zellen
wurde 1ml TRI Reagenz eingesetzt. Zu den dadurskertgn und homogenierten
Proben wurde 200ul Chloroform (Merck) zugegebene Broben wurden fur 15
Sekunden am Vortex geschittelt und anschlieBend 5 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Praeei2000g und 4°C 15 Minuten
zentrifugiert. Hierbei kommt es zur Auftrennung denzelnen Phasen und es ergibt

sich folgende Schichtung.

1. Phase (farblos)
2. Phase (weild)
3. Phase (rosa)

N\

Abbildung 15: Die Schichtung wahrend der RNA Isolieung
In Phase 1 (farblos) befindet sich die RNA.

Anschliel3end wird die obere Phase, in welcher dighRNA befindet, in ein neues

Eppi transferiert und 500ul Isopropanol zu gegelench Isopropanol kommt es nach
kurzem vortexen und Inkubation fur 5-10 Minuten Raumtemperatur zur Fallung der
RNA. Es folgt eine Zentrifugation fur 10 MinuteniB¥C und 12000g. Im Anschluss
pipettiert man den Uberstand ab und wéascht das Rilket mit 1ml 75% Ethanol und

zentrifugiert erneut 5 Minuten bei 4°C und 7600@cN Entfernung des Ethanols wird
das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und aegemd in 25u1 DEPC-behandeltem
Wasser (Roth GmbH & Co) resuspendiert.

Alle Schritte nach der Zugabe von 75%igem Ethanefden in einen RNAse-freien
Laminar (PCR-Workstion) durchgefiihrt, und es werdarsschlie3lich RNase-freie
Eppis und speziellen PCR Pipetten und Pipetterapioth GmbH & Co) verwendet.
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34.1.2 Bestimmung der RNA-Konzentration (ug/ul)

Die Messung erfolgt mithilfe eines UV-Spektrophotdars (Ultrospec®2100,
UV/Visible Spectrophotometer, Amersham Biosciendes) 260 nm in einer 10mm-
Glas Kuivette, mit DEPC-behandeltem Wasser als LesrwHierfir ist eine

Verdinnung der RNA-Probe von 1:100 mit DEPC-behki@naeWasser notwendig. In
Anschluss an die Bestimmung der RNA-Konzentratiarrden die Proben bei -20°C

eingefroren.

3.4.1.3 Reverse Transkription (RT)

Fur die Umschreibung der RNA auf cDNA wurde jewdilsgy RNA eingesetzt und der
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit derrka Applied Biosystems GmbH

verwendet. Als Startprimer wurden unspezifisch btk Primer verwendet.

Pipetierschema des RT-Mastermixes / Probe:
Reverse Transkriptase 0,5 ul
25xdNTP-Mix” (100mM) 0,8 ul

Multi Scribe Reverse Transc. 1l
10xRT Puffer 2 ul

10xRT Random Primers 2 ul
DEPC-behandeltem Wasser 4,2 ul
Summe 10 pl

Tabelle 22: Pipettierschema fur dem RT-MastermixMengen flr je eine Probe)
Y Desoxyribonukleotidtriphosphat-Mix

In RNase freien Eppis werden jeweils 10ul desdegeémischten RT Master Mix und
10ul der RNA-Probe piptettiert. Nach kurzer Zenigétion werden die Ansatze

wahrend ca. 2,5 Stunden im Thermocycler (Primus,®ABiotechn) umgeschrieben.

Die Reaktionsbedingungen im Thermocycler sind dabeifolgt: 8 Minuten 21°C, 15
Minuten 42°C, 5 Minuten 99°C, 5 Minuten 42°C.

Anschliel3end wird die erhaltene cDNA bei -20°C gela
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3.4.1.4 TagMan PCR (Quantitation — Comparative CT)

Fur die Ampifikation wird ein Primerpaar und einigdinukleotid (TagMan-Sonde)
welches am 5’Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoffkiaet ist und am 3’Ende Uber
einen sogenannten Quencher (Fluoreszenz |6schesrtbn®ung) verfugt, verwendet.
Gibt der Rezeptor (Fluoreszenzfarbstoff) aufgruadAhregung durch eine Lichtquelle
einen Teil seiner Energie an den Quencher ab, smgert sich der Abstand zwischen
Akzeptor (Quencher) und Donator, wodurch das Feeeezsignal des Quenchers ab-
und das des Donators zunimmt. Dieses Fluoreszevadigrreliert direkt mit der PCR-

Produktzunahme
Die TagMan PCR wurde mit Hilfe eines mit der StepCBoftware 2:0 (Step One
Instrument 48 Well) jeweils fur die spezifischen rstechsbedingungen erstellten

Pipettierschemas durchgefuhrt.

3.4.1.4.1 Bendtigte Reagenzien (TagMan)

Master Mix 7,5 ul
Assay Mix 0,756 ul
DEPC-behandeltes Wasser 4,25 ul
Summe/Well (ohne Probe) 12,5 pl

Tabelle 23: Benotigte Reagenzien (TagMar(Mengen pro Probe und Primer Paar)

Master Mix 7,5 ul
Assay Mix 0,756 ul
DEPC-behandeltes Wasser 6,75 pl
Summe (pro Well) 15 pl

Tabelle 24: Benotigte Mengen an Reagenzien fur didegativkontrollen (ohne
Probe)
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Nachdem die bendétigten Reagenzien im Doppelansatizei Wells der 48 Well Platte
pipettiert wurden, gibt man jeweils, mit Ausnahnex tlegativkontrollen, 2,5ul Probe
hinzu.Mit einer Klebefolie wird die Platte verschlossand durch kurze Zentrifugation
fur 1 Minute bei 21°C und 1500 rpm l6st man evelhtbeim Pipettieren entstandene
Luftblasen vom Boden der Wells.

Anschlie3end erfolgt die Messung in einem autorolaéa Fluorometer ABI

PRISM™ 5700 Sequence Detection System (AppliedyBiesns, Darmstadt) direkt in
den 48-well Platten (Applied Biosystems).

3.4.1.4.2 Reaktionsbedinungen der Ampifikation

Programm Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95°C 10 Minuten
Denaturierung* 95°C 15 Sekunden
Annealing* 60°C 1 Minute

Tabelle 25: Reatktionsbedinungen bei der Amplifikaiton
* x 40 Wiederholungen

3.4.1.5 Verwendete Primer

GAPDH (human) a 5'GGA GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC'3
GAPDH (human) b 5'GTC ATG AGT CCT TCC ACG ATACC’3
Frataxin (human) a 5TCTCCTTTG GGA GTG GTG TC’3
Frataxin (human) b 5TAA TGA AGC TGG GGT CTT GG’3

beta Actin (ACTB) (human) a ’AGC CTC GCC TTT GCC GA'3
beta Actin (ACTP) (human) b| 5CTG GTG CCT GGG GCG’3

Tabelle 26: Primer, welche bei der RT PCR verwendeatvurden
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3.4.1.6 Auswertung: Bestimmung der relativen Expreson
Die relative Expression wird mit Hilfe des sogenamn delta-delta-Ct-Wertes

berechnet. Hierflr werden die drei folgenden Fomvelrwendet:

ACt= ACt zielgerr ACt GaPDH

Mit dieser Formel wird der Unterschied an Threshgkden fur die Zielsequenz und das
Referenzgen berechnet. Es wird auf die endogeng&réllen(House-keeping Gene) zB.
GAPDH, normalisiert.

AACt= ACr zieigerr ACrt Kalibrator

Als nachsten Schritt wird dekC; Wert des Kalibrators von deACt Werten aller
Proben abgezogen. Unter ,Kalibrator* versteht nmearejProbe, bei der die Expression

am niedrigsten war, das heisst jene Probe mit dishdterACt Wert.

(AACT)
RGE =2

Nachdem man demAC: Wert berechnet hat, kann man nun die relative Gen
Expression (RGE) mit dieser Formel berechnen.

RGE = Die n-fache Uberexpression eines Gens iml¥ietgzum Kalibrator.
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4.0 Ergebnisse & Diskussion

4.1 Der Einfluss von rekombinantem humanem Erythropietin auf die

Frataxin-Expression in K562 Zellen

Es wurde schon mehrmals gezeigt, dass verschiegebstanzen, welche die Zellen
unter oxidativen Stress setzen, zu einer Erhohumg Fatataxin-Expression fuhren.
[MYERS et al., 2007]. Radikalbildner kdnnen jedoubht zur Behandlung der FRDA
eingesetzt werden [VONCKEN et al., 2004].

RhuEPO ist wichtig fir die Signaltransduktion ber dProliferation von Erythrozyten
im Knochenmark.

Es ist bereits aus einigen Studien bekannt, dasER® sowohl neuro- als auch
kardioprotektiv wirkt [SMITH et al., 2003]. Aufgrehder Ergebnisse dieser Studien
zieht man rhuEPO als Therapie fur verschiedene l@iten heran.

Folgende Versuche sollen nun den Einfluss von riuBBf die Frataxin-Expression in

den Lymphozyten von FRDA Patienten zeigen.

Des Weiteren wurden die Experimente auch an Lymyteozvon gesunden Probanden
und zur Kontrolle auch mit den Zelllinien K562, wieé EPO-Rezeptoren besitzen und
THP-1, welche keine EPO-Rezeptoren besitzen, defihg.

Diese 4 unterschiedlichen Zelltypen wurden verstdnene Konzentrationen an
rhuEPO jeweils fir 24 und 48 Stunden inkubiert uWdranderungen in der

Proteinexpression anschlieRend mittels WesternBltgrsucht.
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4.1.1 Der Einfluss von rhuEPO auf die Expression deFrataxin Proteins in K562
Zellen nach 24h

K562 Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzembragn rhuEPO fir 24h inkubiert.
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Abbildung 16: Einfluss von rhuEPO auf die Expressio von Frataxin (A) und
Mortalin (B) in K562 Zellen, nach 24h Inkubation

K562 Zellen wurden in RPMI Medium supplementiert fdtalem Kéalberserum (nicht-hitzeinaktiviert)
fur 24h mit rhuEPO inkubiert. Die Zelllysate wurdenittels 12% SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetremd auf eine Nitrocellulosemembran geblottet.
Mortalin und Frataxin-Protein wurde mit polyklonaleRabbit Antimortalin- bzw. Antifrataxin-
Antikdrpern sichtbar gemacht und die entstandenamdBn semiquantitativ ausgewertet. Dabei wurden
die Kontrollen 100% gleichgesetzt. Die einzelnenlkBa zeigen Mittelwerte +/- SEM aus 2
unabhéngigen Versuchen welche im Dreifach-Ansatztdefihrt wurden. 1: Kontrolle; 2: 1,1 U/ml
EPO; 3: 6,6 U/ml EPO; 4: 9,9 U/ml EPO; 5:18,6 UERO.
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Wie aus der Abbildung 16 (A) und (B) sichtbar wifdhrt die Inkubation der K562
Zellen mit den unterschiedlichen KonzentrationenERO zu einem leichten Anstieg
der Expression des Frataxin-Proteins und bei delngtén Konzentration an rhuEPO zu

einem signifikanten Anstieg der Expression von ldiomt

Aus der Literatur ist bekannt dass fotales Kalberseanstelle von Erythropoietin-
Zusatz zur Zelldifferenzierung von K562 Zellen edngtzt werden kann, dh. fotales
Kalberserum noch biologisch aktives Erythropoiaitihélt. In den hier beschriebenen
Experimenten wurden die Zellen in Zellkultur-Medidltiviert, welches mit fotalem
Kalberserum supplementiert war. Zusatz von rhuER®@t¢ in diesen Experimenten nur
zu einer geringen Erhéhung der Frataxin-Expresdas. diesem Grund wurden daher
die Experimente spater in RPMI Medium, dessen dgtaKalberserum vorher
hitzeinaktiviert war, wiederholt. [SAKATA et al, 89]
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4.1.2. Der Einfluss von rhuEPO und carbamyliertem PO (CEPO) auf die
Expression des Frataxin Proteins in K562 Zellen

K562 Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzemraén rhuEPO und CEPO fir 24h
inkubiert.
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Abbildung 17: Einfluss von rhuEPO und CEPO auf dieExpression von Frataxin
(A) und Mortalin (B) in K562 Zellen, nach 24h Inkubation. (C) p-Actin Bande
(Kontrollprotein) bei ca. 50 kDa

Sieht Legende Abbildung 16.
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Aus den erhaltenen Werten nach einer Inkubation k62 Zellen mit dem EPO-
Derivat, CEPO fur 24h, kann eine konzentrationsaglye Steigerung der Frataxin
Expression durch CEPO abgelesen werden.

Die Mortalin-Expression stieg ebenfalls nach 24diger Inkubation mit CEPO

signifikant an.

Wie auch in den vorhergegangenen Versuchen wurakesen Experimenten RPMI
Medium mit nicht hitzeinaktiviertem fotalem Kallserum verwendet. Wie bereits in
Abschnitt 4.1.1. diskutiert, wurden die Experimewni@her spater in RPMI-Medium,

supplementiert mit hitzeinaktiviertem fétalem Kakeerum wiederholt.
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4.1.3. Der Einfluss von rhuEPO auf die Expressionek Frataxin Proteins in K562
Zellen nach 48h

In folgenden Experimenten wurden die K562 Zellent mden unterschiedlichen

Konzentrationen an rhuEPO fir 48h inkubiert.
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Abbildung 18: Einfluss von rhuEPO auf die Expressio von Frataxin (A) und
Mortalin (B) in K562 Zellen, nach 48h Inkubation

Sieht Legende Abbildung 16.

Im Gegensatz zur 24 stindigen Inkubation von K5@#eA mit rhuEPO (Abb. 16)
konnte nach 48h keine signifikante Erhdhung dertabra-Expression beobachtet

werden. Mortalin wurde durch Inkubation mit rhruER€@mehrt exprimiert.

Auch diese Experimente wurden unter Verwendung R&tMI-Medium supplementiert
mit nicht hitzeinaktiviertem FCS durchgefiihrt. mAseren Untersuchungen wurden wie
in 1.4.1.1 diskutiert diese Experimente unter Verdeeng von mit hitzeinaktiviertem

FCS supplementiertem RPMI Medium wiederholt.
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4.1.4. Der Einfluss von rhuEPO auf die Expressionek Frataxin Proteins in K562
Zellen nach 72h
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Abbildung 19: Einfluss von rhuEPO auf die Expressia von Frataxin (A) und
Mortalin (B) in K562 Zellen, nach 72h Inkubation

Siehe Legende Abbildung 16.

Wie in Abbildung 19 gezeigt wird, nimmt mit l[&ngermkubationszeit von 72h das

Ausmald der Stimulierung der Expression des Frataaim In Folge dessen kann man
von einer zeitabhangigen Wirkung von rhuEPO in dBG2 Zellen ausgehen.

Die konzentrationsabhéngige Steigerung des Morta¢ioh 72h ist vergleichbar mit

jener nach 24h (Abb. 17) und 48h (Abb. 18), es kerkeine Zeitabhangigkeit der

Stimulierung gezeigt werden.
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4.2 Der Einfluss von rekombinantem humanem Erythropietin auf die
Frataxin-Expression in THP-1 Zellen

4.2.1 Der Einfluss von rhuEPO auf die Expression deFrataxin Proteins und
Mortalin in THP-1 Zellen nach 12h
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Abbildung 20: Einfluss von rhuEPO auf die Expressio von Frataxin (A) und
Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 12h Inkubation

Die THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium supplemeritimit 10% nicht-hitzeinaktiviertem FCS fir
12h mit rhuEPO inkubiert. Die Zelllysate wurdentelgs 12% SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese unter
nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und eing Nitrocellulosemembran geblottet. Das
Mortalin- und Frataxin-Protein wurde mit polykloeal Rabbit Antifrataxin- bzw. Antimortalin-
Antikdrpern sichtbar gemacht und die entstandenamdBn semiquantitativ ausgewertet. Die Werte der
Kontrollbanden werden mit 100% gleichgesetzt. Dizelnen Balken zeigen Mittelwerte +/- SEM aus 2

unabhéngigen Versuchen welche im Dreifach-Ansatehdyefihrt wurden

Bei THP-1 Zellen, welche den klassischen EPO Rezeptht exprimieren, konnte
nach 12 h Inkubation mit rhuEPO keine Stimulierutey Expression des Frataxin
Proteins gezeigt werden. Die Untersuchung auf Siraulierung von Mortalin fuhrte

ebenfalls zu keiner signifikanten Anderung der Mt Expression. Auch hier wurde
(wie in 1.4.1.1 diskutiert) in den weiteren Versech die Inkubation der Zellen mit
rhuEPO in RPMI-Medium supplementiert mit hitzeinaldrtem FCS wiederholt.
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4.2.2 Der Einfluss von CEPO auf die Expression deBrataxin Proteins und
Mortalin in THP-1 Zellen nach 12h

In diesem Experiment wurden THP-1 Zellen mit ein@®@warivat des EPO, dem
carbamylierten EPO (CEPO) fur 12h inkubiert. THPZ&llen exprimieren den
klassischen EPO-Rezeptor nicht. Es wurden diesdfloezentrationen verwendet wie
bei den Versuchen mit rhuEPO.
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Abbildung 21: Einfluss von CEPO auf die Expressionvon Frataxin (A) und
Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 12h Inkubation

Siehte Legende Abbildung 20.

Bis zur Konzentration von 6,6 U/ml CEPO wird eimkentrationsabhéangiger Anstieg
der Mortalin Expression sichtbar. Aus den erhalteDaten in Bezug auf die Frataxin-
Expression kann keine reprasentative Informatidn@nmen werden, auch hier ist eine

erneute Durchflihrung des Versuchs mit hitzeinagtitem FCS notwendig.
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4.2.3 Der Einfluss von rhuEPO auf die Expression deFrataxin Proteins und

Mortalin in THP-1 Zellen nach 24h

In den folgenden Versuchen wurden die THP-1 ZaigirhuEPO 24h inkubiert.
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Abbildung 22: Einfluss von rhuEPO (Charge A) auf de Expression von Frataxin
(A) und Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 24h Inkubation

Die THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium supplemeritimit 10% nicht-hitzeinaktiviertem FCS fir
24h  mit rhuEPO (Charge A) Die 12% SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese unter nicht-redeziden Bedingungen aufgetrennt und auf eine

inkubiert. Zelllysatavurden  mittels

Nitrocellulosemembran geblottet. Mortalin- und Bsah wurden mit polyklonalen Rabbit Antifrataxin-
bzw. Antimortalin-Antikérpern sichtbar gemacht undie entstandenen Banden semiquantitativ
ausgewertet. Die Werte der Kontrollen wurden mi0%0gleichgesetzt. Die einzelnen Balken zeigen

Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Versuchelthesim Dreifach-Ansatz durchgefihrt wurden

Eine 24stindige Inkubation mit den unterschiediicKenzentrationen an rhuEPO flhrt
unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen andgder Verwendung von nicht-
FCS zu

Versuchswiederholungen in Medium mit hitzeinaktiteen FCS wurden daher zu

hitzeinaktiviertem keinen interpretierfalmge Daten.  Weitere

einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt.
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4.2.4 Der Einfluss von verschiedener Chargen eindsommerziell erhaltlichem
rhuEPO auf die Expression des Frataxin Proteins undMortalin in THP-1 Zellen
nach 24h

In dem folgenden Versuch sollen mdgliche Untersitdider Frataxin- und Mortalin
stimulierenden Wirkung vom rekombinantem EPO lLias&tz der gleichen Anzahl an
Units EPO/mI in den Versuchsanséatzen unter Verwegoerschiedener Chargen des

gleichen kommerziell erhaltlichen Produktes untelnsuverden.
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Abbildung 23: Einfluss von rhuEPO (Charge B) auf de Expression von Frataxin
(A) und Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 24h Inkubation

Die THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium supplemerttimit 10% nicht-hitzeinaktiviertem FCS fur
24h  mit rhuEPO (Charge B) inkubiert. Die Zelllysatevurden mittels 12% SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese unter nicht-red@riden Bedingungen aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Mortalin- und Brsah wurden mit polyklonalen Rabbit Antifrataxin-
bzw. Antimortalin-Antikdérpern sichtbar gemacht undie entstandenen Banden semiquantitativ
ausgewertet. Die Werte der Kontrollen wurden mi0%0gleichgesetzt. Die einzelnen Balken zeigen

Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Versuchelehigeim Dreifach-Ansatz durchgefiihrt wurddn
Kontrolle. 2: 0,5 U/ml EPO; 3: 1,1 U/ml EPO; 4: 3Jnl EPO; 5: 6,6 U/ml EPO; 6: 9,9 U/ml EPO
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In dieser Abbildung (Nr. 23) wird durch Vergleichitmder vorhergegangenen
Abbildung (Nr. 22) deutlich, dass es zwischen dezednen Chargen an rhuEPO von
Roche (Charge A und B) erhebliche UnterschiedalegufFrataxin Expression gibt.

Eine zuséatzliche Beeinflussung der erhaltenen Weueh den Einsatz von nicht-
hitzeinaktiviertem Serum kann jedoch auch in diegersuchen nicht ausgeschlossen

werden.
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4.2.5 Der Einfluss von carbamyliertem EPO (CEPO) audie Expression des

Frataxin Proteins und Mortalin in THP-1 Zellen nach 24h

THP-1 Zellen wurden ebenso wie mit EPO (Abb. 22 @83 auch mit carbamyliertem

EPO (Abb. 24) fur 24h inkubiert.
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Abbildung 24: Einfluss von CEPO auf die Expressionvon Frataxin (A) und
Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 48h Inkubation. (C) Calnexin Bande

(Kontrollprotein) bei ca. 70 kDa

Siehe Legende Abbildung 23.
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In Folge der Inkubation von THP-1 Zellen mit dertarachiedlichen Konzentrationen
an CEPO kann nach 24 Stunden nur eine geringe BBessung der Expression des

Frataxin und Mortalin Proteins beobachtet werden.

Zu anderen Ergebnissen kann es jedoch durch Vemmgneon hitzeinaktiviertem FCS
im Medium kommen, deshalb ist eine Versuchswiedarunter diesen Bedingungen

notwendig.
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4.2.6 Der Einfluss von rhuEPO auf die Expression de Frataxin Proteins und
Mortalin in THP-1 Zellen nach 48h
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Abbildung 25: Einfluss von rhuEPO auf die Expressia von Frataxin (A) und
Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 24h Inkubation. (C) Calnexin Banden bei ca.70
kDa

Die THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium supplemerttiait 10% nicht-hitzeinaktiviertem FCS fur
24h mit rhuePO inkubiert. Die Zelllysate wurdenteld 12% SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese unter
nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt undeié Nitrocellulosemembran geblottet. Mortalin-
und Frataxin wurden mit polyklonalen Rabbit Antifein- bzw. Antimortalin-Antikérpern sichtbar
gemacht und die entstandenen Banden semiquantiatiyewertet. Die Werte der Kontrollen wurden mit
100% gleichgesetzt. Die einzelnen Balken zeigerntdWierte +/- SEM aus 2 unabhangigen Versuchen
welche im Dreifach-Ansatz durchgefihrt wurdénKontrolle. 2: 0,5 U/ml EPO; 3: 1,1 U/ml EPO;313
U/ml EPO; 5: 6,6 U/ml EPO; 6: 9,9 U/ml EPO. Calmexvurde als Kontrollprotein eingesetzt. Das

Calnexin-Protein wurde mit dem polyklonalen Ral#hiticalnexin Antikdrper sichtbar gemacht.
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In Abbildung 25 (A) wird, wie auch in spateren Marken (Kapitel 4.4) ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der Frataxin Esgo® durch Inkubation mit
rhuEPO deutlich.
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4.2.7 Der Einfluss von carbamyliertem EPO (CEPO) audie Expression des
Frataxin Proteins und Mortalin in THP-1 Zellen nach 48h
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Abbildung 26: Einfluss von CEPO auf die Expressionvon Frataxin (A) und
Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 48h Inkubation

Siehe Legende Abbildung 25.

Eine 48stundige Inkubation mit 3,3 U/ml carbamyéen EPO fuhrt, wie in Abb. 26 zu
sehen ist, zu einer Verdoppelung der Frataxin-Esgio@, nicht jedioch die anderen
Konzentrationen. Auch die Expression von Mortalinree bei dieser Konzentration

nach 48 stundiger Inkubation stimuliert.

Eine Beinflussung der Ergebnisse durch die Verwagdson nicht-hitzeinaktiviertem
FCS im Medium kann nicht ausgeschlossen werdenirusgéateren Versuchen wurde
daher wie in 1.4.1.1. diskutiert fur die Experimeenhitzeinaktiviertes FCS als
Mediumzusatz verwendet.
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4.2.8 Der Einfluss von rhuEPO auf die Expression deFrataxin Proteins und
Mortalin in THP-1 Zellen nach 72h

Der nachfolgende Versuch in Abbildung 27 zeigt,sdas nach einer 72stiindigen
Inkubation mit rhuEPO bereits bei einer Zugabe vgh U/ml zu mehr als einer
Verdoppelung der Frataxin-Expression kommt. Es keime konzentrationsabhangige
Steigerung der Frataxin-Expression bis hin zu e#erachtfachung bei der Zugabe von
18,6 U EPO /ml, beobachtet werden.
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Abbildung 27: Einfluss von rhuEPO auf die Expressio von Frataxin (A) und
Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 72h Inkubation. (C) Calnexin Bande
(Kontrollprotein) bei ca. 70 kDa

Siehe Legende Abbildung 25.

Fur aussagekraftige Daten ist jedoch eine spéateeesu¢hswiederholung unter

Verwendung von hitzeinaktiviertem FCS als Mediersaa notwendig gewesen.
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4.2.9 Der Einfluss von carbamyliertem EPO (CEPO) audie Expression des

Frataxin Proteins und Mortalin in THP-1 Zellen nach 72h
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Abbildung 28: Einfluss von CEPO auf die Expressionvon Frataxin (A) und
Mortalin (B) in THP-1 Zellen, nach 72h Inkubation. (C) Kontrollprotein far

Frataxin: Calnexin bei ca. 70 kDa

Siehe Legende Abbildung 25.

Im Gegensatz zur 72stindigen Inkubation der THRelled mit rhuEPO (Abb. 28),
konnte durch die Inkubation mit den verschiedeldenzentrationen an CEPO nur eine

geringe Beeinflussung der Frataxin-Expression ggxetrden.

Es konnte keine eindeutige Tendenz in der Beeistfing der Mortalin-Expression

durch CEPO nach dieser langen Inkubationszeit gewn&rden.

Dass die erhaltenen Werte durch das verwendetet-mizieinaktivierte FCS als

Medien-Zusatz beeinflusst

wurden ist jedoch

anzomen.
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4.3 Signifikante Erhohung der Frataxin Protein-Expression durch

rhuEPO in primaren Lymphozyten von Patienten mit FRDA

Wie bereits Sturm et al. zeigte, kam es auch inldengezeigten Versuchen zu einer
Erh6hung der Expression des Frataxin Proteins ddiehnkubation mit rhuEPO. Des

Weiteren wird auch eine Abh&ngigkeit der erhohteatdxin Expression von der

zugegebenen Menge an rhuEPO deutlich. [STURM 2@05]

Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus mit Wwein rhuEPO und CEPO auf die
Frataxin mRNA und Protein Levels einwirken, zu estihen.

In einem spéateren Abschnitt dieser Studie (siehgchAbitt 4.5.) konnte gezeigt werden
dass rhuEPO den Anteil an Frataxin Protein, niedbgh an frataxin m-RNA erhdht,
was somit auf einen post-translationellen MechausssthlieRen Iasst.

Man kann daher annehmen das Frataxin einem Stahiligsprozess ausgesetzt ist,
welcher sich in einem Anstieg der intrazellulareallivertszeit aul3ert. Der hierfir
verantwortliche Signalweg ist noch unbekannt.

Die EPO/EPOR Signalwirkung ist gut erforscht. Dexudteffektor der EPO Aktivitat
ist der Jak/STAT5 Signalweg, aber auch einige an@gnalwege werden nach der
Bindung von EPO an den Rezeptor, darunter der RIRIKMAPK, und cAMP/pkA,
aktiviert. [ACQUAVIVA et al., 2008]

Weitere Studien sind notwendig um die Mechanismerchd welche rhuEPO auf die

Stabilisierung und Erh6hung des Frataxin Proteimktywzu erforschen
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4.3.1. Der Einfluss von rhuEPO und carbamyliertem PO (CEPO) auf die
Expression des Frataxin Proteins in Lymphozyten idert, von einem FRDA

Patienten
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Abbildung 29: Einfluss von rhuEPO und CEPO auf dieExpression von Frataxin
in Lymphozyten eines FRDA Patient, nach 48h Inkubabn

Die Lymphozyten des Patienten wurden in RPMI Mediuarit 10% nicht-hitzeinaktivierte Serum fur 48h
mit rhuEPO und CEPO inkubiert. Die Zelllysate wurde mittels 12% SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese unter nicht-redwiden Bedingungen aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Das Frataxin-Rroteurde mit dem polyklonalen Antikérper Rabbit
Antifrataxin sichtbar gemacht und die entstandeB@nden semiquantitativ ausgewertet. Als Kontrollgen
wurde Calnexin (Rabbit) verwendet. Die Werte dentollbanden werden mit 100% gleichgesetzt. Die
einzelnen Balken zeigen Mittelwerte +/- SEM ausmahhangigen Versuchen welche im Dreifach-Ansatz

durchgefiihrt wurden.

Wie in der Abb. 29 deutlich wird steigt die FrataExpression
konzentrationsabhangig durch die Inkubation mi&R0 auf mehr als das Doppelte bei
einer Konzentration von 9,9 U EPO /ml an.
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Durch Inkubation der Patienten Lymphozyten mit CER@nhnte kein Anstieg der
Frataxin-Expression sichtbar gemacht werden.

Aufgrund spater durchgefuhrten Versuche unter Vaduaeg von RPMI-Medium mit
hitzeinaktiviertem FCS (siehe Kapitel 4.4.2) mulfloeh eine Beeinflussung der

erhaltenen Werte hier im Western Blot, durch dierwéndung von nicht-

hitzeinaktiviertem FCS als RPMI Medium Zusatz araygemen werden.
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Abbildung 30: Einfluss von rhuEPO und CEPO auf dieExpression von Mortalin
in Lymphozyten eines FRDA Patient, nach 48h Inkubaon

Siehe Legende Abbildung 29.

Die Abb. 30 zeigt &hnliche Ergebnisse wie Abb. ES. wird verdeutlicht, dass die
Expression des Protein Mortalin ebenso wie Fratd&adnzentrationsabhéngig durch
rhuEPO stimuliert wird. Ein Einfluss des EPO Detjwearbamyliertem EPO (CEPO)
kann hingegen nicht erkannt werden.

Auch hier méchte ich auf die Ergebnisse mit deridde ECLIA zur Inkubation von
Patienten-Lymphozyten mit EPO und CEPO (siehe Iagid) und auf eine mogliche

Beeinflussung durch das verwendete Medium, vernmeise
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4.3.2. Der Einfluss von rhuEPO auf die Expression s Frataxin Proteins in

Lymphozyten von einem gesunden Probanden.
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Abbildung 31: Einfluss von rhuEPO auf die Expressia von Frataxin in

Lymphozyten eines gesunden Probanden, nach 24h Inkation

Siehe Legende Abbildung 29.
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Abbildung 32: Einfluss von rhuEPO auf die Expressia von Mortalin in

Lymphozyten eines gesunden Probanden, nach 24h Inkation

Siehe Legende Abbildung 29.

Wie in Abbildung 31 und 32 veranschaulicht wird, nkte auch bei aus
Frischblutproben eines gesunden Probanden isalierieymphozyten eine

konzentrationsabhangige Stimulierung der Frataxipr&ssion durch rhuEPO gezeigt
werden.

Fur eine Verifizierung dieser Daten sind jedoch sdéehswiederholungen unter

Verwendung eines RPMI Mediums mit hitzeinaktivient&erum notwendig.
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4.4 Die Bedeutung des klassischen Erythropoietin-Reptors bei der
Frataxin-erhbhenden Wirkung von rekombinantem humanem

Erythropoietin und carbamyliertem Erythropoietin

Sturm et al. und Boesch et al. konnten bereits elneren Studien eine Erhdéhung der
Expression des Frataxin Proteins in primaren Lynzgtem von FRDA Patienten, durch
rhuEPO zeigen. Es wurde in diesen Studien eine Adibkeit der erhdhten Frataxin
Expression von der zugegebenen Menge an rhuEPQicleySTURM et al., 2005;
BOESCH et al, 2007]

Der verantwortliche Mechanismus fir die Frataxinddrende Eigenschaft von rhuEPO
ist derzeit noch nicht bekannt. In dieser Arbeitrdeu deshalb die Essentialitdt des
klassischen EPO-Rezeptors fur die Vermittlung degain erhdhenden Effektes von
rhuEPO untersucht.

Des Weiteren wurde das nicht-erythropoetische Reértes EPO (CEPO) als eine

Alternative fiur die Behandlung von Friedreich’s YAtagetestet.

Es wurden zwei Zelllinien als Modelle in den Verseo eingesetzt, die
erythroleukamischen K562 Zellen, welche den klabsin EPO-Rezeptor exprimieren

und die humanen monozytaren THP1 Zellen, welcheedi®ezeptor nicht exprimieren.

In diesem Teil der Arbeit wurde die Frataxinbestiomg mittels einer Messmethode
durchgefuhrt, die auf dem Prinzip der Elektrochemiheszenz basiert (ECLIA,
electochemical luminescence assay, siehe Matenidl Methoden Abschnitt 3.3.4).
Durch ein SULFO-Tall' Reagenz wird nach elektrochemischer StimulationhtLic
emittiert und im MSD Sektor Imager 6000 (von Mestal8 Discovery, Maryland,
USA) ein Signal in Abhangigkeit von der Frataxinkentration in der Probe gemessen.
In diesem System wurde ein monoklonaler Mouse Aattaikin Antikorper (von
Chemicon, USA) zur Fixierung auf der Multi-Arrayate und ein polyklonaler Rabbit
Antikdrper gegen humanes Frataxin als zweiter Ampkr, verwendet.

Als Detektionsantikérper wurde ein SULFO-THgmarkierter Antikorper, gerichtet

gegen den zweiten Antikorper, eingesetzt. Der knagghalt der Proben wurde auf
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den Proteingehalt der Proben normalisiert (Bioradtdhbestimmung, BIORAD,
Autstria)

Die Statistische Auswertung erfolgte mittelsGragdhPrism Software. Zur Prifung der
statistischen Signifikanz der erhaltenen Werte wurder t-Test angewendet.
Signifikante Unterschiede vs. Kontrollen wurdenden Graphiken mit * (p<0,05), **
(p<0,01) und *** (p<0,001) gekennzeichnet.
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4.4.1 Der Effekt von rhuEPO und carbamyliertem EPO(CEPOQO) auf die Frataxin-
Expression in K562 und THP-1 Zellen
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Abbildung 33: Einfluss von rhuEPO und carbamylierten EPO (CEPO) auf die
Expression von Frataxin in K562 Zellen, nach 24h lkubation

K562 Zellen wurden in RPMI Medium mit 10% hitzeitialertem Serum fur 24h mit unterschiedlichen
Konzentrationen rhuEPO und CEPO inkubiert (Kon&rol ohne rhuEPO). Die Frataxin-Expression
wurde durch einen ECLIA (electochemical lumineseerassay) (siehe Material und Methoden)
bestimmt. Die Werte der Kontrolle werden mit 100%iachgesetzt. Die einzelnen Balken zeigen

Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Versucheleleeim Dreifach-Ansatz durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 34: Einfluss von rhuEPO und carbamylierten EPO (CEPO) auf die

Expression von Frataxin in THP-1 Zellen, nach 24hrkubation

THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium mit 10% hitzeftigiertem Serum fur 24h mit unterschiedlichen
Konzentrationen rhuEPO und CEPO inkubiert (Kon&ro ohne rhuEPO). Die Frataxin-Expression
wurde durch einen ECLIA (electochemical lumineseerassay) (siehe Material und Methoden)
bestimmt. Die Werte der Kontrollen werden mit 10@¥eichgesetzt. Die einzelnen Balken zeigen

Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Versuchelthesim Dreifach-Ansatz durchgefiihrt wurden.

In diesen Experimenten erfolgte eine Inkubation Yamanen erythroleukamischen
Zellen K562, welche den klassischen EPO-Rezeptoririeren, mit unterschiedlichen
Konzentrationen rhuEPO und dem carbamylierten Reri€CEPO. CEPO hat als
carbamyliertes Derivat des rhuEPO die klassischktian des EPO, die Steuerung der
Erythropoiese verloren und ware somit eine attvaki\lternative fur rhuEPO fir die
Behandlung von neurodegenerativen und kardiovaskulErankheiten, besonders bei

nicht-anamischen Patienten.

Als Zelllinie, welche den klassischen EPO-Rezepiicht exprimiert, wurden THP-1
Zellen mit denselben Konzentrationen rhuEPO und @E®wie die K562 Zellen
inkubiert. In beiden Fallen erfolgte die Inkubatidir 24 Stunden. Die Frataxin-
Expression wurde durch einen ECLIA (basierend aeimdPrinzip eines ELISA)

bestimmt.
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Es konnte gezeigt werden dass rhuEPO die FrataxpmeBEsion in beiden Zelllinien
erhoht, was darauf hindeutet, dass der Effekt YaEPO auf die Frataxin Expression

nicht auf Zellen, welche den klassischen EPO-Rezdysitzen, limitiert ist.

Aufgrund dieser Ergebnisse war es nun von Intereesguszufinden ob es auch durch
das nicht-erythropoetische EPO-Derivat carbam@geEPO (CEPO), welches nicht an
den klassischen EPO Rezeptor binden kann, die Esiprevon Frataxin in den beiden
Zelllinien (K562, THP-1) erhéhen kann.

Wie in Abbildungen 33 wund 34 deutlich wird, kam egu einer
konzentrationsabhangigen Steigerung, welche vetgbar ist mit jener Steigerung der
Frataxin-Expression durch rhuePO.

Wie die Abbildungen zeigen, kam es durch InkubatiohCEPO, welches nicht an den
klassischen EPO-Rezeptor bindet, zu einer konzemsabhangigen Steigerung der
Frataxin-Expression, vergleichbar mit jener Stirulng durch das klassische rhuEPO.
Zu diesen Ergebnissen kam man sowohl in VersucherkKs62 Zellen als auch mit
THP-1 Zellen.

Diese Ergebnissse deuten darauf hin, dass eineuBin@n den klassischen EPO-
Rezeptor fur die Frataxin-erh6hende Wirkung dulalf&PO nicht notwendig ist.

Folglich war es von Interesse herauszufinden ob @ERch in Lymphozyten von
FRDA-Patienten zu einem effektiven Anstieg der &xat Expression fuhrt, siehe
folgende Abbildungen (Abb. 35 und 36).
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4.4.2 Der Effekt von rhuEPO und carbamyliertem EPO(CEPO) auf die Frataxin-
Expression in primadren Lymphozyten von gesunden Ptmanden und von

Friedreich’s Ataxie Patienten
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Abbildung 35: Einfluss von rhuEPO und carbamylierten EPO (CEPO) auf die
Expression von Frataxin in primaren Lymphozyten eires gesunden Probanden,
nach 24h Inkubation

Primére Lymphozyten eines gesunden Probanden wundeRPMI Medium mit 10% hitzeinaktiviertem
Serum fur 24h mit unterschiedlichen KonzentrationemEPO und CEPO inkubiert (Kontrolle = ohne
rhuEPO). Die Frataxin-Expression wurde durch eiB@hlA (electochemical luminescence assay) (siehe
Material und Methoden) bestimmt. Die Werte der Kolfen (ohne Zusatz von rhuEPO) werden mit
100% gleichgesetzt. Die einzelnen Balken zeigertdilierte +/- SEM aus 2 unabhangigen Versuchen
welche im Dreifach-Ansatz durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 36: Einfluss von rhuEPO und carbamylierten EPO (CEPO) auf die
Expression von Frataxin in primarem Lymphozyten eires FRDA Patienten, nach
24h Inkubation

Primare Lymphozyten eines FRDA Patienten wurderRPMI Medium mit 10% hitzeinaktiviertem
Serum fir 24h mit unterschiedlichen KonzentrationenEPO und CEPO inkubiert (Kontrolle = ohne
rhuEPOQ). Die Frataxin-Expression wurde durch eiB@wIA (electochemical luminescence assay) (siehe
Material und Methoden) bestimmt. Die Werte der Kol (ohne Zugabe von rhuEPO bzw CEPO)
werden mit 100% gleichgesetzt. Die einzelnen Balkeigen Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen

Versuchen welche im Dreifach-Ansatz durchgefiihntden.

Um das Potential von CEPO fiir eine Behandlung diedFeich’s Ataxie Patienten zu
bewerten, wurden primare Lymphozyten von einem m@so Probanden und einem
Friedreich’s Ataxie Patienten mit unterschiedlichEonzentrationen CEPO und
rhuEPO fiir 24 Stunden inkubiert.

Wie die Abbildungen 35 und 36 zeigen, konnte in geimaren Lymphozyten von
FRDA-Patient und gesundem Probanden eine ahnlladwzentrationsabhangige
Erhbéhung der Frataxin-Expression mit rhuEPO unchesri carbamylierten Derivat

CEPO, wie in den Zelllinien K562 und THP-1, nach@g=s&n werden.
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Somit weisen auch diese Ergebnisse darauf hin, @lassBehandlung mit dem nicht-
erythropoetischen EPO Derivat (CEPO) eine mdgliéliternative zum klassischen
EPO fur eine Erh6hung der Frataxin-Expression iredfeich’s Ataxie Patienten

darstellen konnte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass rhuEPO die Frataxpregsion durch einen
Mechanismus stimuliert, welcher nicht vom klasseésthEPO-Rezeptor abhangig ist.
Auch anhand des nicht-erythropoetischen EPO Deri@&PO, welches nicht an diesen
Rezeptor bindet, konnte der gleiche Frataxin erh@beEffekt in vitro veranschaulicht

werden.

Mit diesen Daten wurde somit eine neue wissendatfadt Basis fUr weitere
Untersuchungen zur Prifung der Effektivitat diesesuen Wirkstoffs flr die

Behandlung der Friedreich’s Ataxie geschaffen.

Boesch et al. konnten in einer klinischen Pilotsucthit FRDA-Patienten enorme
Veranderungen im Eisenstoffwechsel wahrend eingeE© Behandlung feststellen.
[BOESCH et al, 2007]

Bezuglich des nicht-erythropoetischen CEPO liegerzeit noch keine Informationen
Uber mogliche Effekte auf den Eisenstoffwechsel ¥& sind deshalb weitere Studien
notwendig, welche sich mit dem Vergleich von kor@rellen zu nicht-

hematopoetischen EPO Verbindungen bezlglich pagtsogbgischer Mechanismen

der Friedreich's Ataxie befassen.
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4.5 Der Einfluss von rekombinantem humanem Erythropietin auf die

Expression der Frataxin mRNA

Wie in dem Kapitel 4.4 veranschaulicht wird, fudré Inkubation, von Zelllinien mit
und ohne EPO-Rezeptor und auch primaren Lymphozyten FRDA-Patienten, mit
rhuEPO und CEPO zu einer Erh6hung der FrataxirePr&xpression.

In den folgenden Versuchen werden nun die Effekte shuEPO auf die Expression
von Frataxin mRNA, in denselben Zelltypen untersueim weitere Einsicht in die
regulatorischen Effekte des rhuEPO auf die Frat@xenexpression erhalten. Diese
Ergebnisse kénnen bei der Beurteilung von rhuERpatentiellesT herapeutikunfur
FRDA Patienten hilfreich sein. [ACQUAVIVA et al.0R8]

Folgende Versuche wurden sowohl mit den den Klelssis rhuEPO Rezeptor
exprimierenden K562 als auch mit THP-1 Zellen, \welcdiesen Rezeptor nicht
exprimieren, durchgefuhrt. Weiters wurden primargmphozyten von gesunden

Probanden und von FRDA Patienten eingesetzt.

Die Inkubationszeit betrug unabhangig von dem jégen Zelltyp 3 Stunden.
Nachdem die Zellsuspensionen auf eine Zellzahl @@nx 18 Zellen/ml eingestellt
wurden, startete die Inkubation durch Zugabe vonERO bzw. CEPO mit den
Konzentrationen: 1,1; 3,3 und 9,9 U/ml. Fiur diedb&bn der Frataxin Expression auf
MRNA Ebene wurde eine Real time PCR durchgefulgtwhrde die gesamte mRNA
von den Lymphozytemittels TRI Reage® Solution (Applied Biosystems) extrahiert
und je 1ug RNA in cDNA umgeschrieben, welche ansfBleind mittels Real-time PCR
amplifiziert wurde. Es wurden Primer fur das Frataxsen und fir weitere zwel
Kontrollgene (GAPDH und human@sActin) verwendet. Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe der 24" Methode.
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4.5.1 Der Einfluss von rhuEPO und carbamyliertem E® (CEPO) auf die
Expression der Frataxin mRNA, in K562 und THP-1 Zelen
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Abbildung 37: Einfluss von rhuEPO auf die Expressia von Frataxin mRNA in
K562 Zellen, nach 3h Inkubation

K562 Zellen wurden in RPMI Medium mit 10% hitzeitiaiertem Serum fur 3h mit unterschiedlichen
Konzentrationen rhuEPO inkubiert (Kontrolle = olmiEPQO). Es wurde die gesamte mRNA von den
Lymphozyten mittels TRl Reagent® Solution (AppliBisystems) extrahiert und je 1ug RNA in cDNA
umgeschrieben, welche anschlieend mittels Rea-BPCR amplifiziert wurde. Es wurden Primer flr
das Frataxin Gen und als Kontrollgen humapigsctin verwendet. Fur jede Reaktion wurden pro rob
15ul Reaktionsgemisch eingesetzt. Die Auswerturfglgte mit Hilfe der £**D Methode. Die
berechneten RQ Werte zeigen Mittelwerte +/- SEM Zusabhangigen Versuchen welche im Dreifach-

Ansatz durchgefuhrt wurden.

K562 Zellen wurden als Modell fir humane erythrdkamische Zellen welche den

klassischen EPO Rezeptor exprimieren, verwendet.

Wie in der Abb. 37 deutlich wird, hat eine Inkuloatimit rhuEPO in den K562-Zellen

zu keiner Erh6hung der Expression von Frataxin mRysgfihrt.
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Abbildung 38: Einfluss von CEPO auf die Expressionvon Frataxin mRNA in
K562 Zellen, nach 3h Inkubation

Siehe Legende Abbildung 37.

Auch durch Inkubation der K562 Zellen mit der camysierten Form des rhuEPO kam
es nach 3-stundiger Inkubation zu keiner signifieanErhéhung der Expression der
Frataxin mRNA.

In den beiden folgenden Abbildungen (Nr. 39 und Wil gezeigt, dass es auch bei
den THP-1 Zellen zu keiner Erhéhung der mRNA-Exgigas durch Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen an EPO und caybartem EPO (CEPO) kam.
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Abbildung 39: Einfluss von EPO auf die Expression on Frataxin mRNA in THP-1

Zellen, nach 3h Inkubation

THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium mit 10% hitzetimiertem Serum fur 3h mit unterschiedlichen
Konzentrationen CEPO inkubiert (Kontrolle = ohnelEfO). Es wurde die gesamte mRNA von den
Lymphozyten mittels TRl Reagent® Solution (AppliBmsystems) extrahiert und je 1ug RNA in cDNA
umgeschrieben, welche anschlieRend mittels Re&-B@R amplifiziert wurde. Es wurden Primer fur
das Frataxin Gen und fir weitere zwei KontrollgéBAPDH und humane-Actin) verwendet. Fir jede
Reaktion wurden pro Probe 15pl Reaktionsgemischesietzt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe dér 2
AACT Methode. Die berechneten RQ Werte zeigen Mittelever- SEM aus 2 unabhangigen Versuchen

welche im Dreifach-Ansatz durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 40: Einfluss von CEPO auf die Expressionvon Frataxin mRNA in
THP-1 Zellen, nach 3h Inkubation

Siehe Legende Abbildung 39.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dassdliaatorischen Effekte von rhuEPO

und CEPO auf das Frataxin Protein post-translaiistegtfinden.
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4.5.2 Der Einfluss von rhuEPO und carbamyliertem E® (CEPO) auf die
Expression der Frataxin mRNA, in Lymphozyten von Fiedreich’s Ataxie

Patienten und gesunden Probanden
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Abbildung 41: Einfluss von EPO auf die Expression on Frataxin mRNA in

Lymphozyten von gesunden Probanden, nach 3h Inkubiin

Die Lymphozyten von gesunden Probanden wurden MIR®Pedium mit 10% hitzeinaktiviertem Serum
fur 3h mit unterschiedlichen Konzentrationen rhuBERKubiert (Kontrolle = ohne rhuEPQO). Es wurde die
gesamte mRNA von den Lymphozyten mittels TRl Re#®e3olution (Applied Biosystems) extrahiert
und je 1pg RNA in cDNA umgeschrieben, welche arisBleind mittels Real-time PCR amplifiziert
wurde. Es wurden Primer fir das Frataxin Gen unddié Endogene Kontrolle human@sActin
verwendet. Fir jede Reaktion wurden pro Probe Fgdktionsgemisch eingesetzt. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der £**°" Methode. Die berechneten RQ Werte zeigen Mittetver- SEM aus 2

unabhéngigen Versuchen welche im Dreifach-Ansatehdyefihrt wurden.
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Abbildung 42: Einfluss von CEPO auf die Expressionvon Frataxin mRNA in
Lymphozyten von gesunden Probanden, nach 3h Inkubemn

Siehe Legende Abbildung 41.

Es konnte auf der mRNA Ebene keine signifikanten8lierung der Expression von

Frataxin in den Lymphozyten von gesunden Probagéerigt werden.
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Abbildung 43: Einfluss von EPO auf die Expression on Frataxin mRNA in
Lymphozyten von Friedreich’s Ataxie Patienten, nact8h Inkubation

Siehe Legende Abbildung 41.
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Abbildung 44: Einfluss von CEPO auf die Expressiorvon Frataxin mRNA in

Lymphozyten von Friedreich’s Ataxie Patienten, nact8h Inkubation

Siehe Legende Abbildung 41.

Wahrend sich die Expression des Frataxin Proteiohdinkubation der Zellen (THP-1,
K562-Zellen und Lymphozyten von Patienten und gdeanProbanden) mit EPO und
CEPO deutlich stimulieren lasst (siehe Kapitel AZbigt sich keine Variation der

Expression der Frataxin mRNA.

Bezogen auf die endogene Kontrolle humafgesctin konnte nach Inkubation von 3

Stunden mit 1,1; 3,3; oder 9,9 U/ml rhuEPO oder OEeine Erh6hung des Frataxin

MRNA Levels bei den unterschiedlichen Zelltypendestellt werden.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich somit schlieffess rhuEPO ausschlie3lich auf der

Ebene der Translation auf die Frataxin Expressiawwiekt.

Aufgrund der unterschiedlichen Komplimentierung dé&PMI Medium (mit
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum in den Vetsswiederholungen und mit nicht
hitzeinaktiviertem FCS bei den anfanglich durclkigeten Experimenten ) unter

Verwendung verschiedenen Methoden um Anderungen Beataxin-Expression zu
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messen, konnen die daraus erhaltenen Daten nicbktdiniteinander verglichen
werden.

Den Ergebnissen mit den Methoden in welchen miehiktiviertem Serum gearbeitet
wurde, wird jedoch mehr Gewichtung gegeben.

Die Ergebnisse von Zellversuchen mit nicht-hitzktnaertem Serum bedurfen einer
erneuten Durchfihrung mit hitzeinaktiviertem Serwm interpretierbare Daten auch

Uber die Mortalin-Expression zu erhalten.



Ergebnisse & Diskussion 115

4.6 Inhibierung der cytosolischen und  mitochondriagén
Proteinsynthese und deren Einfluss auf die Expressn des Frataxin

Proteins

4.6.1 Inhibierung der cytosolischen und mitochiondalen Proteinsynthese in
K562- und THP-1 Zellen

Um herauszufinden ob die Stimulierung der Expressles Frataxin Proteins durch
rhuEPO und CEPO im Cytosol (eukaryotische Prot@ith®se) oder mitochondrial
(prokaryotische Proteinsynthese) stattfindet, wanrdé62- und THP-1 Zellen mit
Hygromycin B inkubiert.

Hygromycin B (Calbiochem) inhibiert die Proteindyase auf der Stufe der
Tanslokation an der groBen Untereinheit der Rib@&omund verursacht
Translationsfehler der mMRNA Vorlage. [DEAN, 1994]

Den K562- und THP-1 Zellen wurden je 1 mg/ml Hygyamm B (Calbiochem)
zugesetzt. Um den Einfluss von rhuEPO zu verddngicwurden die Zellen auch mit

rhuEPO und mit rhuEPO in Kombination mit Hygromy@&nnkubiert.
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Abbildung 45: Inhibition der cytosolischen und mitbchondrialen Proteinsynthese
Proteinsynthese und deren Auswirkung auf die Fratai-Expression in THP-1

Zellen, nach 24h Inkubation

THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium mit 10% hitzditigiertem Serum 24h mit rhuEPO und/oder
Hygromycin B (1mg/ml) inkubiert (Kontrolle = ohnéhuEPO und Hygromycin B). Die Frataxin-

Expression wurde durch einen ECLIA (electochemitahinescence assay) (siehe Material und
Methoden) gemessen. Die Werte der Kontrolle wurohéin100% gleichgesetzt. Die einzelnen Balken
zeigen Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Vermsn welche im Dreifach-Ansatz durchgefuhrt

wurden.
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Abbildung 46: Inhibition der cytosolischen und mitbchondrialen Proteinsynthese
Proteinsynthese und deren Auswirkung auf die Fratam-Expression in K562
Zellen, nach 24h Inkubation

K562 Zellen wurden in RPMI Medium mit hitzeinakéwiem Serum 24h mit rhuEPO und/oder
Hygromycin B (1mg/ml) inkubiert (Kontrolle = ohnehtEPO und Hygromycin B). Die Frataxin-
Expression wurde durch einen ECLIA (electochemitahinescence assay) (siehe Material und
Methoden) gemessen. Die Werte der Kontrolle wundéin100% gleichgesetzt. Die einzelnen Balken
zeigen Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Ve@ea welche im Dreifach-Ansatz durchgefihrt

wurden.

Die Ergebnisse mit den THP-1 Zellen, wie sie in Ading 45 dargestellt werden,
zeigen dass es trotz der Inhibierung der mitochalmr und cytosolischen

Proteinsynthese zu einer Stimulierung der FratBxipression kommt.

Bei den K562 Zellen (Abbildung 46) hingegen, kamaesgrund der Inhibierung der
Proteinsynthese auf cytosolischer und mitochorelrigbene durch Hygromycin B zu
keiner Erh6hung der Frataxin Expression. Diese lirgse weisen darauf hin, dass die

Proteinsynthese auf mitochondrialer und/oder cyiedwer Ebene fur den
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Mechanismus des rhuEPO notwendig ist. Zur genaulrelyse wurden die Zellen

auch mit Cycloheximid, mit und ohne rhuEPO inkub(srehe Kapitel 4.6.1).

4.6.1 Inhibierung der cytosolischen Proteinsynthesa K562- und THP-1 Zellen

In diesem Versuch wurden die Zelllinien K562 undPFH mit 15pg/ml Cycloheximid
fur 24h inkubiert. Cycloheximid inhibiert die eulatischen Proteinsynthese und somit

die cytosolischen Proteinsynthese in den verwendé&gdinien.

Cycloheximid (Sigma) ist ein fungizides Antibiotikiy welches von dem Bakterium
Streptomyces griseus gebildet wird und bei euk@gbén Lebewesen als
Translationshemmer fungiert indem es die Aktivitét Peptidyltransferase an der 60S
Untereinheit der Ribosomen hemmt. Aufgrund sein@xisthen Nebenwirkungen
(Schadigung der DNA) und seiner teratogenen Wirkumgl Cycloheximid jedoch

nicht beim Menschen eingesetzt, sondern nur in.vitr
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Abbildung 47: Inhibition der eukaryotischen Proteinsynthese und deren

Auswirkung auf die Frataxin-Expression in THP-1 Zelen, nach 24h Inkubation
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THP-1 Zellen wurden in RPMI Medium mit hitzeinakévtem Serum 24h mit rhuEPO und/oder
Cycloheximid (15ug/ml) inkubiert (Kontrolle = ohnehuEPO und Cycloheximid). Die Frataxin-
Expression wurde durch einen ECLIA (electochemitahinescence assay) (siehe Material und
Methoden) gemessen. Die Werte der Kontrolle wunthéin100% gleichgesetzt. Die einzelnen Balken
zeigen Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Velien welche im Dreifach-Ansatz durchgefihrt

wurden.
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Abbildung 48: Inhibition der eukaryotischen Proteinsynthese und deren

Auswirkung auf die Frataxin-Expression in K562 Zelken, nach 24h Inkubation

K562 Zellen wurden in RPMI Medium mit hitzeinakévtem Serum 24h mit rhuEPO und/oder
Cycloheximid (15pg/ml) inkubiert (Kontrolle = ohnehuEPO und Cycloheximid). Die Frataxin-
Expression wurde durch einen ECLIA (electochemitahinescence assay) (siehe Material und
Methoden) gemessen. Die Werte der Kontrolle wundhéin100% gleichgesetzt. Die einzelnen Balken
zeigen Mittelwerte +/- SEM aus 2 unabhangigen Velien welche im Dreifach-Ansatz durchgefuhrt

wurden.

Ahnlich wie beim Einsatz von Hygromycin B, kommtasch durch Cycloheximid bei
den THP-1 Zellen zu einem deutlichen Anstieg deatdxin-Expression, trotz der

Inhibierung der eukaryotischen Proteinsynthese.
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Bei den K562 Zellen hingegen kommt es durch diebiehung der eukaryotischen
Proteinsynthese zu keiner Stimulierung der Frata&upression. Daraus lasst sich
schlieBen, dass fur die Frataxin Expression in #&62 Zellen die cytosolische
Proteinsynthese notwendig ist. Allerdings zeigtdigser Versuchsreihe rhuEPO alleine

auch nicht den erwarteten Effekt auf die Frat@&ihéhung.

Da es bei den THP-1 Zellen trotz der Inhibierung d@ikaryotischen (durch
Cycloheximid und Hygromycin B) und prokaryotischd?roteinsynthese (durch
Hygromycin B) zu einem Anstieg der Expression deddxin Proteins kommt, ist keine

eindeutige Interpretation maglich.
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4.7 Der Einfluss von rhuEPO, CEPO und Eisen auf die
Zellproliferation von K562 Zellen

Anhand eines Zellproliferationsassay und anschfid8e Trypanblau-Methode wurde

die Viabilitat von K562 Zellen nach Inkubation mituEPO (Roche), CEPO und Eisen
(Fe-Gluconat ,Ferrlecit”) nach 2 und 4 Tagen, bastt.

Ziel dieser Untersuchung war es zu Uberprifen,iebedSubstanzen einen Einfluss auf
die Zellproliferation haben und es dadurch zu elBdrhung der Frataxin-Expression

kommt und es zu einer Steigerung des Wachstumskrebszellen kommt.

Die Inkubation der K562 Zellen mit den unterschigutn Substanzen erfolgte in einer
6-Well-Platte mit jeweils 500ul einer Zellsuspemsionit jeweils 0,2 Millionen
Zellen/ml in RPMI-Medium, supplementiert mit 10%hi hitzeinaktiviertem FCS.

Die Inkubationszeit startete nach Zugabe verschigd&onzentrationen von rhuEPO
(1,1; 3,3; 6,6; und 9,9 U/ml). Es wurde jeweils &iund 4 Tage, bei 37°C und 5% £0
inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen mittels Zellcounggzahlt und die Viabilitat der
Zellen anhand des Prozentsatzes an nicht-Trypagafubten Zellen, mittels
0,4%igem Trypanblau in isotoner NaCl L6sung in déhlkammer des Mikroskops,

bestimmt.

Die Auswertung der erhaltenen Werte erfolgte nsti@raphPad Prism*“ Software.
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Abbildung 49: Einfluss von rhuEPO, CEPO, Eisen unddder Chlorophyllin (2
Tage Inkubation) auf die Zellproliferation von K562 Zellen

Pro Well wurden 0,1 mill Zellen ausgesetzt und miterschiedlichen Konzentrationen an rhuEPO,
CEPO und Fe fir 48 Stunden inkubiert. Anschliesndde die Zellzahl (Zellcounter) und die Viabilitat
der Zellen (Trypanblau-Methode) bestimmt. Die Abbilg zeigt die Mittelwerte +/- SEM. Signifikante
Unterschiede bezogen auf die Kontrolle wurden inAdgbildung mit * (P < 0,05), ** (P < 0,01), ** (R
0,001) gekennzeichnet.
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Abbildung 50: Einfluss von rhuEPO, CEPO, Eisen unddder Chlophyllin (4 Tage
Inkubation) auf die Zellproliferation von K562 Zell en

Pro Well wurden 0,1 mill Zellen ausgesetzt und miterschiedlichen Konzentrationen an rhuEPO,
CEPO, Fe und/oder Chlorophyllin fir 96 Stunden Miku. AnschlieBend wurde die Zellzahl

(Zellcounter) und die Viabilitat der Zellen (Tryddau-Methode) bestimmt. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte +/- SEM. Signifikante Unterschiede bgea auf die Kontrolle wurden in der Abbildung mit

* (P <0,05), * (P <0,01), * (P < 0,001) gekezxgichnet.

Die Abbildungen 49 und 50 zeigen dass die Inkubatinit rhuEPO zu keiner
signifikanten Erhéhung der Zellproliferation fuhremeder nach 2 noch nach 4 Tagen
Inkubation. Eine Abhangigkeit der gesteigerten dtat-Expression durch rhuEPO von
der Zellproliferation bzw der Erhdéhung der zellgevation durch die erhéhte Frataxin-

Expression konnte daher nicht gezeigt werden.

Lediglich die Inkubation mit 9,9 U/ml CEPO fiihrtaah 2 Tagen zu einer signifikanten

Erh6hung der Proliferationsrate der K562 Zellen.
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Ein Zusammenhang zwischen der erhdohten FrataximeSgmn durch die Zugabe von
CEPO und einer erhdhten Zellproliferation kann gamtht ausgeschlossen werden.
Fur konkrete Aussagen sind hierfir jedoch noch ewmeit Untersuchungen mit
hitzeinaktiviertem Medium notwendig.

Durch die Inkubation mit Eisen und Chlorophyllinnkas bei beiden Inkubationszeiten

zu keiner Erh6hung der Proliferation der K562 Zelle

Hinsichtlich der Viabilitdt konnten keine signifikien Unterschiede aufgrund der
unterschiedlichen Versuchsbedingungen, unabhamgigder Inkubationszeit und der
zugesetzten Substanzen, festgestellt werden.

In allen Zellsuspensionen waren einheitlich 97+\dtdle Zellen enthalten.
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5.0 Schlussbetrachtung

Friedreich’s Ataxie (FA) ist eine progressive, degative Krankheit fir welche es
derzeit noch keine effektive Heilbehandlung giMYERS et al., 2008]

Verursacht wird diese Krankheit durch eine vermitel&ynthese des mitochondrialen
Proteins Frataxin. Das Frataxin Protein betragbetroffenen Individuen nur ca. 4 —
29% vom normalen Level, wohingegen asymptomatisClamkheitstrager tber 50%
des normalen Levels verfligen. Die genaue FunktmmnRrataxin ist derzeit noch nicht
bekannt. [CHAKRAVARTY et al., 2003]

Eine der haufigsten Hypothesen beschaftigt sichderitRolle des Frataxin Proteins in
der mitochondialen EisenhomdéostasET URM et al. 2005]

Aktuelle Behandlungsmethoden zielen lediglich aief dnterdriickung der Symptome
in Folge des Frataxin-Mangels. Ein neuer therapelér Ansatz liegt in der
Verabreichung von Medikamenten, welche den FrataRnotein Level erhdhen.
[VONCKEN et al., 2004]

In einer Studie von Sturm et al wurde gezeigt, dhs&PO in primaren Lymphozyten
von FRDA Patienten sowie auch in Herz- und neuemaellen zu einer signifikanten
Erh6hung der Frataxin-Expression fuhrt. [STURMIet2005]

Erythropoietin, ein koérpereigenes Glykoprotein, dvipriméar in der Niere, von den
interstitiellen Fibroblasten und in geringerem Aafmnauch in den Leberzellen als
Antwort auf Hypoxie des Gewebes gebildet. [WEISSIgt1997]

EPO wirkt regulierend auf den zellularen Eisenmeliamus und als Regulator der
Proliferation und Differenzierung der erythropoetisn Stammzellen des
Knochenmarks. [YOUSSOUFIAN et al., 1993]
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EPO ist ein kommerziell erhaltliches Medikamentlokes als sicher bewertet wurde
und sich bereits bei Patienten mit nephrologischieth hematologischen Krankheiten
bewahrt hat. [ACQUAVIVA et al., 2008]

Bisher ist der verantwortliche Mechanismus fir liataxin erhéhende Eigenschaft von
rhuEPO nicht bekannt.

In dieser Arbeit wurde deshalb untersucht ob deataxin erhohende Effekt von

rhuEPO durch den klassischen EPO Rezeptor vertmitiel.

Um zu testen ob die Bindung von EPO an den klassiscEPO Rezeptor einen
essentiellen Schritt fur die Vermittlung des Efe=ktvon EPO auf die Frataxin-
Expression darstellt, wurden zwei verschiedenekidkiir-Modelle verwendet: Eine
Zelllinie, welche den klassischen EPO Rezeptor iexprt, die erythroleukéamischen
K562 Zellen und eine Zelllinie welche diesen Reaepticht exprimiert, humane
monozytar THP1-Zellen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dasEPO die Expression von
Frataxin in humanen erythroleukdmischen K562 Zellelche den EPO Rezeptor
exprimieren, ebenso wie in den humanen monozytdi¢R1 Zellen, welche diesen

Rezeptor nicht exprimieren, steigert.

Aufgrund dieser Ergebnisse, welche zeigen, dassHiekt von rhuEPO auf die
Frataxin Expression nicht auf Zellen die den kisdsen EPO Rezeptor exprimieren,
limitiert ist, war es interessant herauszufindendab nicht-erythropoetische wirksame
EPO Derivat carbamyliertes EPO (CEPO), welchestr@inidiesen Rezeptor bindet, die
Frataxin Expression in den beiden Zelllinien audibben kann.

Und auch hier zeigte sich eine konzentrationsabbanderhéhung der Frataxin

Expression, vergleichbar mit jener durch das kéxss rhuEPO.
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Somit bestatigen diese Ergebnisse, dass der BftekEPO auf die Frataxin-Expression

nicht durch den klassischen EPO Rezeptor vermittiedt.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass CEPO genaisorhuEPO die Frataxin
Expression in primédren Lymphozyten von gesundersdden und von Friedreich’s
Ataxie Patienten signifikant erhoht. Es besteht is@mm starker Hinweis darauf, dass
das nicht-erythropoetische Derivat von ErythropoiegfCEPQO) ein neues Frataxin

erhohendes Medikament fur Patienten der Friedreidkaxie in vivo darstellen kdnnte.

Wahrend das Protein Frataxin durch rhuEPO anstegten die mRNA Levels von
Frataxin keine signifikanten Anderungen. Es kanmisalarauf geschlossen werden,
dass der Effekt von rhuEPO auf die Frataxin Expoespost-translationell reguliert

wird.

Diese Ergebnisse stellen eine wissenschaftlichésBas weitere Studien zur Prifung
der Effektivitat von nicht-erythropoetischen Detea des Erythropoietins fur die

Behandlung von FRDA Patienten, dar.
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6.0 Zusammenfassung

Friedreich’s Ataxie (FRDA) ist eine neuro-degeneeatErkrankung, welche durch
verminderte Expression des mitochondrialen Protéiretaxin hervorgerufen wird.
Frataxin wird als ein Eisen-Chaperon fir die EiSetwefel-Cluster-Synthese in den
Mitochondrien benétigt, ein Mangel verursacht Eisétkkumulation in den
Mitochondrien, oxidativen Stress und ZellschAde@AMPUZANO et al.,, 1997]
Rekombinantes humanes Eryhtropoietin (rhuEPO)Gsitokin, erhoht signifikant die
Frataxin-Expression durch einen derzeit noch untetean MechanismusS[TURM et
al., 2005]

Das Ziel dieser Arbeit war es die Rolle des klasss Erythropoietin Rezeptors (EPO-
R) bei der Frataxin erhéhendem Wirkung von rhuER@bszufinden.

Die Experimente wurden mit den EPO-R exprimierendehumanen
erythroleukamischen K562 Zellen, humanen MonozykeliPl Zellen, einer Zelllinie
welche den klassischen EPO-R nicht exprimiert undpmmaren Lymphozyten von
Gesunden und von Patienten der Friedreich’s Atdurehgefuhrt. Die Zellen wurden
mit unterschiedlichen Konzentrationen an rhuEPO uwledn erythropoetisch nicht
wirksamen EPO Derivat carbamyliertes EPO (CEPOIhes nicht an den klassischen
EPO-R bindet, inkubiertDie Frataxin Expression wurde mit den Methoden \&fest
Blot und ECLIA (electrochemical luminescence assmgierend auf dem Prinzip eines
ELISA, bestimmt, und fur die Messung der FrataxiRMA wurde die Real time PCR
verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dass rhuEPO die Fratamession in den K562 Zellen,
welche den EPO-R exprimieren genau so wie in deIIellen, welche diesen
Rezeptor nicht exprimieren und in primaren Lymphemyvon Gesunden und FRDA
Patienten, erhoht. Carbamyliertes ErythropoietinERO), welches nicht an den
klassischen EPO-R bindet erhoht ebenfalls die FKraExpression in allen
verwendeten Zellmodellen. Diese Ergebnisse besttidass die Wirkung von EPO auf
die Frataxin-Expression nicht durch den klassisdee@® Rezeptor vermittelt wird, und
stellen eine wissenschaftliche Basis fur weitergd®n zur Bewertung der Effektivitat
von EPO Derivaten, welche nicht an den klassisdBB® Rezeptor binden, in der

Behandlung der Friedreich’s Ataxie dar.
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7.0Summary

Friedreich’s ataxia (FRDA) is a neurodegenerativeordler caused by decreased
expression of the mitochondrial protein frataxiescribed to be an iron chaperone for
the assembly of iron-sulphur clusters in the mitoadria, causing iron accumulation in
mitochondria, oxidative stress and cell damag@ANIPUZANO et al., 1997] The
cytokine recombinant human erythropoietin (rhuERB@pificantly increases frataxin-
expression by a still unknown mechanis®TURM et al., 2005]

The aim of thign vitro study was to investigate the role of the classegihropoietin
receptor (EPO-R) in the frataxin increasing effgfathuEPO.

In the experiments EPO-R expressing human erythkakemic K562 cells, human
monocytes THP-1 cells, a cell line which does nmgpress EPO-R and primary
lymphocytes from control and Friedreich's ataxiggrdas were incubated with different
concentrations of rhuEPO and the non-erythropoiERO-derivative carbamoylated
erythropoietin (CEPO), which cannot bind to the EROFrataxin-expression was
detected by western blot and an electrochemicainescence assay (based on the
principle of an ELISA) and real time RT-PCR fortaain-mRNA.

We show that rhuEPO increases frataxin-expressiddbb2 cells expressing EPO-R as
well as in the cell line THP1, which does not egsrdePO-R and in the primary
lymphocytes from control and FRDA patients. Carbgliated Erythropoietin (CEPO)

which cannot bind to this receptor increases fiataxpression in all cell models used

in this study.

These findings confirm that the effect of EPO aatdxin-expression is not mediated by
the classical EPO-R.

Our results provide a scientific basis for furtistudies examining the effectiveness of
erythropoietin derivatives which do not bind to ttiassical EPO-R for the treatment of
FRDA patients.
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