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1 ZUSAMMENFASSUNG

Der Granulozyten Kolonie-stimulierende Faktor (GKI &t allgemein als h&dmatopoetischer
Wachstumsfaktor bekannt. Vor einigen Jahren wunde meben dieser bekannten Rolle ein
zusatzliches, neues Wirkungsspektrum als neurons@chstumsfaktor im Zentralen
Nervensystem (ZNS) zugeschrieben. Da chronischeyolagische Erkrankungen eine
lebenslange, medikamentdse Behandlung erfordemkemisich die méafige Halbwertszeit
und die erheblichen Produktionskosten im Fall ve@&F nachteilig aus. Pharmakologische
Weiterentwicklungen von Proteinen stellen agorgstisPeptidliganden dar, wie sie fur eine
Vielzahl von Wachstumsfaktor-Rezeptoren identifizigurden. Aus diesem Grund wurde ein
Screening fur agonistisch wirkende G-CSF-Peptitigekeitet von der Sequenz des humanen
G-CSF, durchgefihrt. Trotz der hohen Sensitivités @ellbasierten Assays konnte keine
agonistische Aktivitat der 20 mer Peptide alleireroth einem Multiplex-Ansatz detektiert
werden. Moglicherweise sind groRere, zusammenhdegeneile des Proteins oder
dimerisierende Peptide noétig, um eine Aktivierureg &ezeptors zu erreichen.

Neben seinen neuroprotektiven und pro-regeneratisfégkten wurde untersucht, ob diese
Wirkung von G-CSF auch auf Schwannzellen und perptemyelinisierungen tbertragbar
ist. Als Modell fur periphere Neuropathien wurde dCharcot-Marie-Tooth 1A (CMT1A)
Krankheit ausgewahlt. Bei dieser Erkrankung handsltsich um eine der am haufigsten
auftretenden hereditaren Neuropathien, fur diei€zlm heutigen Zeitpunkt keine effektive
Behandlung gibt. Der G-CSF Rezeptor wurde von dgmw@nnzelllinie RSC96 exprimiert
und G-CSF aktivierte in der selbigen anti-apopbbigs Signalwege. Trembler-J Mause, ein
Tiermodell fur CMT1A, wurden daher mit G-CSF (30/kgfTag mit Hilfe von osmotischen
Pumpen abgegeben) fir drei Monate behandelt unckrlighén einer Anzahl von
Verhaltenstests. Trotz der Aktivierung anti-apostdier Signalwegén vitro konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen der behandelteh unbehandelten Tiergruppevivo
beobachtet werden. G-CSF veranderte bei Konzemteati die in anderen Modellen far
neurologische Erkrankungen verwendet wurden, rdeint Krankheitsverlauf der Trembler-J
Tiere, weswegen angenommen werden muss, dass Ge€isoffenkundiger Kandidat fir

die Behandlung von CMT1A und mdglicherweise auch peripheren Neuropathien ist.



SUMMARY

Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) isrooonly known as hematopoetic growth
factor. Some years ago an additional, novel impacheuronal growth factor in the central
nervous system (CNS) was put down to its known. ie¢echronic diseases require a lifelong,
medicinal care, the moderate plasma half-life tene the considerable production costs in
the case of G-CSF do affect adversely. Pharmaaadbdurther developments of proteins
display agonistic peptide ligands like described &number of growth factor receptors.
Because of this reason a screen for peptide agode&sived from the sequence of human
G-CSF was conducted. Despite the high sensitivitthe cell based assay no agonistic
activity of 20 mer peptides alone or in multipleepaoaches could be detected. One concludes
that larger coherent parts of the protein or disieg peptides may be needed to achieve
activation of the receptor.

Besides its neuroprotective and pro-regeneratiecef it was analysed, if this impact of
G-CSF could be conferred on Schwann cells and Iperg demyelinisations. As a model for
peripheral neuropathies Charcot-Marie-Tooth 1A (AMY disease was chosen. This disease
is one of the most common hereditary neuropathids mo effective treatment available yet.
The G-CSF receptor was expressed by the RSC96 &ohvedl line, and G-CSF evoked anti-
apoptotic pathways in the cell line. Trembler-J enian animal model for CMT1A, were
therefore treated with G-CSF (30 mg/kg/day delideby subcutaneous pumps) for three
months and followed by a number of behaviouralstebt spite of the activation of anti-
apoptotic pathways vitro, no significant differences between treated anmeated animal
groups could be observed vivo. One concludes that G-CSF at concentrations thaé h
shown effects in other models of chronic neurolalgioonditions did not alter the disease
course of the Trembler-J model, and therefore acmesappear as an evident drug candidate

for CMT1A and potentially peripheral neuropathies.



2 EINLEITUNG
2.1 Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF)

Der Granulozyten-Kolonie Stimulierende Faktor (GFC&ranulocyte Colony Stimulating

Factor) ist ein pleiotrop wirkendes Peptidhormon und pian Rahmen dieser Doktorarbeit
eine zentrale Rolle. In den folgenden Kapiteln wdid Struktur von G-CSF, der spezifische
Rezeptor, die Signalgebung durch den Rezeptor imdMikungsweise von G-CSF nédher
beschrieben.

2.1.1 Struktur von G-CSF

Bei G-CSF handelt es sich um ein 19,6 kDa schwretein, das Mitglied einer Familie von
Hormon-ahnlichen Glykoproteinen ist [1]. Das Prmotewurde als Serumfaktor im
Zusammenhang mit der Differenzierung der murinenelotponozytisch leukamischen
Zelllinie WEHI-3B entdeckt [2, 3]. Der Wachstumsfak wird von einer Vielzahl von
unterschiedlichen Geweben exprimiert. Dazu gehoremter anderem Fibroblasten,
Endothelzellen, Monozyten, Makrophagen, Knochenmelldtn und Neuronen [4-7].
Humanes G-CSF (huG-CSF) ist 207 Aminosauren larigemer 29 Aminosauren langen
hydrophoben Signalsequenz (siehe Abbildung 1) [1].

10 20 30 an 50 &0
MAGPATQSPM KLMALQLLLY HSALWTVQEA TPLGPASSLP QSFLLKCLEQ VRKIQGDGALZ

70 &0 a0 100 110 1z0
LOEKLVSECA TYKLCHPEEL VLLGHSLGIP WAPLSSCPSQ ALQLAGCLSQ LHSGLFLYQG

130 140 150 160 170 180
LLOALEGISP ELGPTLDTL] LDVADFATTI WQQMEELGMA PALQPTQGAM PAFASAFQRR

190 200
AGGVLVASHL QSFLEVSYRV LEHLAQP

Abbildung 1 Proteinsequenz von humanem G-C&wiss-ProtP0991)



Die Struktur von huG-CSF wurde Anfang der 90er daturch Rontgenstrukturanalyse und
NMR Spektroskopie entschlisselt. Die Faltung degdirs ahnelte dabei der Faltung anderer
humaner Wachstumsfaktoren: G-CSF besteht aus @m@inglelten Helixstrukturen, wobei die
Helices A und B parallel zueinander und antipataieden Helices C und D verlaufempt
up-down-downVerknipfung). Eine zusatzliche kurze Helix verkfiigie beiden Helices A
und B miteinander. Untereinander sind die Helidesr sogenannteopsverbunden [8, 9]. In
Abbildung 2 [9] ist die Struktur von huG-CSF in Roeines Bandermodells dargestellt:

Abbildung 2 Bandermodell von humanem G-CSHumanes G-CSF besteht aus vier Helices, wobei
Helix A und B parallel und Helix C und D anitpardlizu den anderen beiden Helices verlaufen.
Untereinander sind die Helices tiber sogenanntedoarbunden.

2.1.2 G-CSF Rezeptor
Der humane G-CSF Rezeptor (G-CSF-R) gehdrt zursélagier Zytokinrezeptorfamilie. Er

besteht aus 812 Aminosduren und setzt sich aus extrazellularen, einer transmembranen
und einer zytoplasmatischen Doméne zusammen. Diazedulare Domane besteht aus einer
Ig-ahnlichen Doméne, einer Zytokinrezeptor-homofogeytokine receptorhomologous,
CRH) Doméne und drei Fibronectin Typ Il &hnlicHeaméanen. Die CRH Domane ist weiter
unterteilt in eine cysteinreiche N-terminale (BNhduC-terminale (BC) Domaéane (siehe
Abbildung 3) [10-12].



lg ahnliche CRH Fibronectin zytoplasmatische
Domane 5 Typlll i Domane
Domane Doyrir?éne Bomine

Abbildung 3 Sekundarstruktur des G-CSF-RDer G-CSF-R besteht aus einer extrazellularen,
transmembranen und zytoplasmatischen Doméne. Diazeluldre Domane setzt sich aus der Ig
ahnlichen Doméne, der CRH Domane und drei Fibranedtyp Ill Domanen zusammen. BN
(N-terminale cysteinreiche Doméane) und BC (C-teal@ncysteinreiche Doméne) sind die beiden
Bestandteile der CRH Domane.

Die Erkennung des Rezeptors durch G-CSF erfolgthddie sogenannte groRemagjor site,
site 1) und kleinere rhinor site, site I} Bindungsstelle des Rezeptors. Die Bindung von
humanem G-CSF (huG-CSF) an den humanen G-CSF-R-Q8FsR) erfolgt, indem ein
Komplex mit einer 2:2 Stochiometrie gebildet wiidlabei Gberkreuzen sich die beiden Ig
ahnlichen Doméanen des huG-CSF-R und binden zweekiité huG-CSF [13]. Diese Form
der Komplexbildung ist ahnlich der des IL-6:gp136rkplexes. Die ,cross-over* Struktur der
Ig-ahnlichen Domanen ist dabei entscheidend firAksvierung des humanen Rezeptors
(siehe Abbildung 4) [13].



site 11 site 111

Abbildung 4 Ubersicht des 2:2 huG-CSF:huG-CSF-R Keptax (Ig-CRH Doméane). Der
G-CSF: G-CSF-R Komplex wird durch Uberkreuzung é&eig-ahnlichen Doménen des Rezeptors
mit humanem G-CSF gebildet. Die beiden humanen B-88lekile sind in rot und orange
dargestellt, wohingegen die beiden Molekile desameém G-CSF-R in griin und tirkis dargestellt
sind. CRH=cytokine receptor homologous domain, B@efninale Doméane der CRH-Domane,
BN=N-terminale Domane der CRH-Domane, site Il=majite, site Ill=minor site [13]

2.1.3 Signalwege

Durch die Bindung von G-CSF an die extrazelluldig@hnlichen und CRH-Domanen des
G-CSF-R kommt es zur Homodimerisierung mit eineniteven G-CSF-R: G-CSF Komplex
[13]. Die Tyrosinreste in der zytoplasmatischen [EBom des aktivierten Rezeptors besitzen
wie viele Rezeptoren der Familie der Wachstumsfakideine intrinsische enzymatische
Funktion und werden von Proteintyrosinkinasen (PPKpsphoryliert [14, 15]. Nach der
Phosphorylierung des G-CSF-R phosphorylieren sigh RITKs selbst und I6sen dann
zahlreiche Signalkaskaden aus, wie beispielsweisevaon STAT1 und 3, PI3K/Akt und
Ras/Mek/Erk1/2 (siehe Abbildung 5) [16-19]. Dieségrfalwege haben unter anderem
Einfluss auf den Zellzyklus, den Metabolismus, Eieliferation, die Differenzierung und das
Uberleben der Zelle.

Eine dieser PTKs ist JAK2 (Januskinase 2). Dieseake interagiert direkt mit dem
G-CSF-R, phosphoryliert diesen, und danach siclbstelEinerseits kann JAK2 den
Transkriptionsfaktor STAT3sfgnal transducer and activator of transcription 8ktivieren

[20, 21], der die Expression anti-apoptotischertéine wie beispielsweise Bcl-xLB{cell
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lymphoma-extra largereguliert, andererseits kann JAK2 aber auch HBKosphoinositid 3-
Kinase) phosphorylieren und damit auch Akt akteref22, 23].

Ein weiterer direkter Interaktionspartner des G-&8ist die PTK Lyn Ick/ yes related novel
tyrosine kinasg Sie gehort wie HckHemopoietic cell kinagezu einer Familie von Src
Kinasen und phosphoryliert das Protein GAEBzZRB2-associated binding protein. ZZAB2
ist ein Adaptorprotein, das wiederum den PI3K/ Blgnalweg aktivieren kani24-26].

Ein weiterer Signalweg, der Uber den G-CSF-R adgsgelwerden kann, ist der
Ras/MEK/ERK1/2 Signalweg. Ras bindet dabei an ddapforprotein Grb2, das direkt mit
dem Rezeptor interagiert, und wird dadurch auclbesebktiviert. Ras gehért zu einer
Proteinunterfamilie von kleinen GTPasen, die die R2K1/ 2 (itogen-activated protein
kinase kinasg die auch als MEK1/ 2 bezeichnet wird, aktiviek@ann. MEK1/2 wiederum
kann ERK1/2 éxtracellular signal-regulated kinasesktivieren. Die Kinase ist auch als
MAPK (mitogen-activated protein kingséekannt, kann wiederum Transkriptionsfaktoren
aktivieren und hat unter anderem Einfluss auf delfeyklus [27-30].
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Abbildung 5 Signalwege von G-CSFRlachAktivierung des G-CSF-R binden sogenannte PTKs an
die zytoplasmatische Doméne des Rezeptors und Iptrysipren die dortigen Tyrosinreste und im
Anschluss daran sich selbst. Die PTKs kdnnen eigleahl unterschiedlicher Signalwege in der Zelle
auslosen, die Einfluss auf den Stoffwechsel, daslélen, die Proliferation, die Differenzierung und
den Zellzyklus hat.

2.1.4 Wirkungsweise

G-CSF wurde urspringlich als hdmatopoetischer Waotsfaktor beschrieben, der an der
Regulierung der hdmatopoetischen Zellproliferatiod insbesondere an der Differenzierung
von Granulozyten beteiligt ist [1]. Bei der Hamatepe entstehen alle zellularen Bestandteile
des Blutes aus einer pluripotenten Stammzelle. iAugehen zunéchst die lymphoiden und
myeloiden Vorlauferzellen hervor und ausgehenddiesen bilden sich einerseits die B- und
T-Lympozyten sowie die natirlichen T-Killerzellenndi andererseits die sogenannten
Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen, Erythrozyted Thrombozyten. Die Granulozyten
werden auch als polymorphkernige Leukozyten bepei;idie an der Immunabwehr beteiligt
sind (siehe Abbildung 6) [31].
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Aufgrund seiner Wirking auf die Granulopoese wird-CSF in der Klinik eingesetzt, u
einer Neutropenie belPatiente vorzubeugen, die sich einer Chemotherapie untezai
missengpder eine solche zu behand[32]. Weitere Anwendungsgebieten C-CSF sind die
Gewinnungvon Stammzellerfir autologe Transplantationen und diewendung als anti-

inflammatorischer Immunmodulator | Infektionen [33, 34].

Pluripotente
Stammzelle
I
I |

Myeloide Lymphoide
Vorlduferzelle Vorlauferzelle

Erythrozyt Mastzelle .D !
Myeloblast Natiirliche Lymphoblast

| Killerzelle '—'—|

Megakaryozyt | | | Q
ah @ @ @ T-Lymphozyt B-Lymphozyt
A ab Basophil Neutrophil Eosinophil Monozyt

Thrombozyten I i
Plasmazelle
Makrophage

Abbildung 6 HamatopoeseAlle zellularen Bestandteile des Blt gehen au einer pluripotenten
Stammzelle hervor. Durch Teilung der pluripotent8tammzelle entstehen die myeloide
lymphoide Vorlauferzellen Aus der lymphoiden Vorlauferde entstehen dann die - und
T-Lynphozyten, die fir die erworbene Immunitat veranthebr sind. Aus der myeloide
Vorlauferzelle gehen die Erythzyten, der Megakaryozyt und die Leukozyten hefier Leukozyte
umfassen die Monozyt und die Basophilen, Neutrophilen und Eosinop, die auch Granulozyten
genannt werden.
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Vor kurzem wurde ein neues Wirkungsspektrum von $+0Gm Zentralen Nervensystem
(ZNS) aufgedeckt. Der Wachstumsfaktor wird dort azumen mit seinem Rezeptor in
zahlreichen Gehirnregionen von Nervenzellen ex@itn{5-CSF stimuliert unter anderem die
Neurogenese von adulten Stammzellen im Hippocam@lksiviert anti-apoptotische
Signalwege in Nervenzellen und verstarkt den Auswsugon Neuriten [35, 36]. Die
therapeutische Wirksamkeit von G-CSF wurde in zatien Tiermodellen fur neurologische
Erkrankungen nachgewiesen. In Tiermodellen fur 8ehlaganfall verkleinerte G-CSF das
Infarktvolumen, und verbesserte den funktionalen tc@me [37, 38]. Ahnliche
Beobachtungen wurden in einem Tiermodell fir Vetdagen des Rickenmarksp{nal cord
injury, SCI) gemacht. Hier verbesserte G-CSF die Konnedtivides geschadigten
Ruckenmarks und die motorischen Fahigkeiten dereTi@5]. Bei der Amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) konnte mit Hilfe von G-CSFsdgortschreiten der Krankheit im
Tiermodell verzdgert werden, sowie die motorisckahigkeiten verbessert und die Anzahl
an Motorneuronen erhéht werden [39, 40]. Momentandl wie Wirksamkeit von G-CSF in
einer Vielzahl von Klinischen Studien am Menscheie beispielsweise fiur Schlaganfall,
untersucht [41].

2.1.5 G-CSF Peptide

Angesichts der pleiotropen Wirkungsweise, der Nowhgkeit der parenteralen Applikation
und der relativ kurzen Plasmahalbwertszeit von fétgevier Stunden [42] sind alternative
Agonisten des G-CSF-Rs attraktiv. Im Jahr 1998rgekss Tian et al. das kleine Molekul SB
247464 mit Hilfe eines zellbasierten ScreeningsHathdurchsatzverfahren als Ligand des
murinen G-CSF-R zu identifizieren. Das Molekul imgarte ahnlich wie das G-CSF Molekadl
den JAK/ STAT Signalweg. Leider zeigte die synthaie Substanz eine niedrigere Potenz
im Vergleich zu murinem G-CSF. Darlber hinaus birfsB 247464 ausschliel3lich an den
murinen und nicht den humanen G-CSFR [43].
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2.2 Mimetische Peptide

Die Verlangerung der Plasmahalbwertszeit, die \s=dee Bindungskapazitat und die
Reduzierung der Herstellungskosten sind die weasheti Griinde, weswegen mimetische
Peptide fur die Pharmaindustrie pharmakologiscar@ssant sind. Peptide werden entweder
mithilfe desphage displaygescreent oder werden direkt von der Aminosauteser des
Ausgangsproteins abgeleitet und im Anschluss daren einem zellbasierten
Hochdurchsatzverfahren getestet. Neben den geendéerstellungskosten kénnen mit Hilfe
von mimetischen Peptiden beispielsweise eine veatente Immunogenitat, eine hdhere
Selektivitat und/ oder eine verbesserte Darreichforg durch orale Applikation anstelle von
Injektionen erzielt werden [44].

Das Protein NCAM tfeural cell adhesion molecylevon dessen Sequenz eine Reihe von
Peptiden abgeleitet wurde, ist ein Beispiel fur @enerierung pharmakologisch verbesserter
Nachfolgersubstanzen. NCAM ist ein Glykoprotein feBuperfamilie und wirkt agonistisch
auf den FGF f(broblast growth factoy Rezeptor [45-47]. Das Molekul ist an der Bildung
neuronaler Verbindungen wahrend der Entwicklungeibgt und moduliert die synaptische
Plastizitat [48-50].

Beispiele fur von NCAM abgeleitete Peptide sind @8s durch kombinatorische Chemie
vom Igl Modul des Proteins hergestellt wurde [8ths BCL Motiv, das vom zweiten NCAM
Fibronectin Typ 1l Modul abgeleitet wurde [52], difP2, eine zwdlf Aminosauren lange
Sequenz, die dem F{dop des zweiten Ig Moduls von NCAM entstammt [53]. Alesse
Peptide sind wirksame mimetische Peptide und stedas diesem Grund vorteilhafte
pharmakologische Weiterentwicklungen dar.

Ein weiteres Beispiel ist der EPO Rezeptor (EPOdR),dem G-CSF-R vom Aufbau her sehr
ahnlich ist. Ausgehend von seinem Ligand EPO wurdeptide direkt von dessen Sequenz
abgeleitet [54] oder komplett neu synthetisiert, [55]. Eines dieser agonistischen Peptide hat
sogar den Sprung in die klinische Entwicklung ge$it57]. Bei diesem Peptid handelt es
sich um EMP-1, ein zyklisches Peptid bestehend2@usminosauren, das mithilfe dphage
displaysentdeckt wurde. EMP-1 kann ebenso wie EPO im miktaren Bereich als Dimer
an die extrazellulare Domane des EPO-R binden isskd durch Dimerisierung aktivieren.
Desweiteren wies das Peptid in zwei TiermodellerEitythropoese Aktivitat auf [56, 58]. In
einem weiteren Entwicklungsschritt wurde EMP-1 d@uohiemische Modifikation mit PEG

kovalent verkniipft, so dass das Dipeptid Hematldmtstand [56]. Hematid¥ besitzt eine
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langere Halbwertszeit als EPO und erhéhte die Hémbogverte [59]. Eine Studie zu diesem
Peptid wurde Ende 2010 beendet [60].

2.3 Split TEV Assay

Der sogenannte Split-TEV Assay beruht auf dem Rrirder Komplementierung eines
N-terminalen Fragments mit einem C-terminalen Fragimder Nla Proteaseniyclear
inclusion a proteagedes Tabakmosaik-Virudagbacco etch virusTEV). Die Bezeichnung
Split-TEV bezieht sich dabei auf die beiden inagtivN- und C-terminalen Fragmente der
TEV-Protease, die nach ihrer Komplementierung durégbmliche Annaherung wieder
Proteaseaktivitat aufweisen.

Mit Hilfe dieses Assays konnen sowohl phosphorgtagabhangige als auch transiente
Protein-Protein-Interaktionen (PPI) in lebenden lefelnaher untersucht werden, indem
putative Interaktionspartner mit TEV-Fragmenternidogert werden. Die PPIs kbénnen an der
Zellmembran oder im Zytosol von immortalisiertenduprimaren Zelllinien gemessen
werden. Aufgrund seiner hohen Sensitivitat und 8ipéizkann der Split-TEV basierte Assay
in einem Hochdurchsatzverfahren angewendet wengenpeispielsweise pharmakologisch

aktive Substanzen zu testen [61, 62].

2.3.1 TEV-Protease

Die 49kD schwere Nla-Protease des Tabakmosaik-Vigekort zu den am besten
charakterisierten viralen Proteasen und wird imadusenhang mit dem Split-TEV basierten
Assay als TEV Protease oder kurz TEV bezeichnet]. [6Bre hauptséchliche
molekularbiologische Anwendung besteht in der Albspg von sogenannten Tags
aufgereinigter Proteine, um stérende EinflisseSeikturanalysen oder Aktivitditsmessungen
zu beseitigen [64]. Diese Cysteinprotease ist Tinygknlich [64, 65].

Wehr et al. identifizierten in einem Screening ehiedener N-terminaler (N-TEV) und
C-terminaler (C-TEV) Fragmente der TEV-Protease,aihi dimerisierende Proteine gebunden
waren, ein Fragmentpaar, das durch Transkompleerang eine Wiederherstellung seiner
Proteaseaktivitdit von 43 % im Vergleich zum intaktrotein aufwies [61]. Bei dem
identifizierten Fragmentpaar handelte es sich um Mderminalen Teil der TEV Protease
(N-TEV 1-118) bestehend aus 119 Aminosauren inkkusier zwei Aminosauren H46 und
D81 der katalytischen Triade und dem C-terminalesgfent (C-TEV 119-242), das 124
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Aminosauren lang ist und die dritte Aminosaure Ciet katalytischen Triade beinhaltet
(siehe Abbildung 7).

TEV-Protease (1-242)

His46  Asp8l Cysl151

N-TEV(1-118) C-TEV (119-242)
h

Abbildung 7 Schematische Darstellung der TEV-Proggaund ihres komplementaren, inaktiven
Paares N-TEV (1-118)/ C-TEV (119-242pie 242 mer lange TEV Protease besitzt eine kasalys
Triade bestehend aus Histidin, Aspartat und Cysteli® hier in grin dargestellt sind. Die
transkomplementierenden Proteasenfragmente N-TEVGHIEV sind 119 bzw. 124 mer lang und
besitzen alleine keine Proteaseaktivitat.

Beide Fragmente kénnen C-terminal an putative dktesnspartner fusioniert werden (siehe
Abbildung 8). Sie wirken nicht toxisch, behinderie dProteinfaltung wahrscheinlich nicht,
und scheinen die intrazellularen Prozesse nicliverminflussen [61].

NElEV

Abbildung 8 Schematische Darstellung des grundleden Prinzips des Split-TEV SystenBurch
die Interaktion der beiden Fusionsproteine X unkb¥imt es zur raumlichen Anndherung der beiden
inaktiven Fragmente N-TEV und C-TEV, wodurch ihret€aseaktivitat wiederhergestellt wird.
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Die TEV Protease erkennt mit hoher Spezifitat dietéinsequenz ENLYFQG/S, wobei die
Spaltung zwischen den Aminosauren Glutamin und i@lySerin erfolgt [66]. Diese

Aminosaurenabfolge wird im Rahmen des Split-TEVidrasn Assays als tevS (TEV-Site)
bezeichnet, und als hochspezifische Schnittstedle TEV-Protease verwendet [61]. Die
Aminosaurenabfolge ENLYFQG/L wird als tevSmut (meath TEV-Site) bezeichnet, wobei

es zu einem Austausch von Serin gegen Leucin kommt.

2.3.2 Transkriptionsfaktor Gal4-VP16 (GV)

Bei Gal4-VP16 (GV) handelt es sich um einen aigflen Transkriptionsfaktor, der aus der
GAL4 DNA-bindenden Doméne der Hefe wund der starkurea VP16
Transaktivierungsdoméne desrpes simpleXirus besteht. Mit Hilfe einer derartigen Fusion

kann die DNA Bindungsspezifitat beibehalten, urel @enexpression verstarkt werden [67].

2.3.3 Luciferasen

Biolumineszenz ist ein natirlich auftretendes Ph@o und wird durch sogenannte
Luciferasen hervorgerufen. Die Luciferasen Genedemrausgehend von Bakterien, Kafern
wie dem Gluhwirmchen oder der Seefeder gewonnersymithetisiert [68, 69]. Sowohl die
Firefly- als auch die Renilla-Luciferase werden Rahmen des Split-TEV basierten Assays
eingesetzt. lhre Funktionsweise wird in den nachzteei Abschnitten naher erlautert.

2.3.3.1 Firefly-Luciferase

Das monomere, 61 kDa schwere Enzymefly Luciferase ist eines der am haufigsten
verwendeten biolumineszenten Reporter. Sie katalysiie Oxidation von Luciferin unter
Hilfe von ATP und Sauerstoff Gber ihr reaktiveseimediat zu Oxyluciferin und GODabei

gibt das Oxyluciferin Licht mit einer Wellenlangerv550-570 nm ab.

Luciferase

LH, + O, + ATP . oxy-L + CO, +AMP + PP, + hv
ATP
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Ihre Sensitivitdt und Einfachheit machen die nafinefly Luciferase zu einem beliebten
Reporter. Sie wird nicht posttranslational moddiziund besitzt eine kurze Halbwertszeit von
ungefahr drei Stunden [70-72].

2.3.3.2 Renilla Luciferase

Bei der Renilla Luciferase handelt es sich um eonomeres 36 kDa schweres Enzym, das
die Reaktion von Coelenterazin zu Coelenteramidalysiert und dabei Licht mit einer
Wellenlange von 480 nm emittiert.

Luciferase

N

&, a0,

Y

> Coelenteramid

Coelenterazin

Als Reporter liefert die Renilla Luciferase ahnkckorteile wie die Firefly Luciferase. Das
frihere Problem der Autolumineszenz wurde mittléleveerbessert, indem das Substrat

Coelenterazin modifiziert wurde [73-75].

2.3.4 Das grundlegende Prinzip des Split-TEV Assays

Das grundlegende Prinzip des Split-TEV basiertersafs besteht in der raumlichen
Annaherung zweier putativer Interaktionspartnere ¢eweils mit einem N-TEV- bzw.

C-TEV-Fragment fusioniert sind. Der Transkripticadgbr GV ist dabei Uber die

hochspezifische Erkennungssequenz der TEV-Protedisesogenannte TEV-Site (tevsS;
ENLYFQG/S), mit dem N-terminalen Fragment der TEMtRase (N-TEV) verbunden.

Durch die raumliche Anndherung kommt es zur Komgletierung beider TEV-Fragmente
und damit zur Wiederherstellung der proteolytisch&ktivitdt der TEV-Protease. Der

Transkriptionsfaktor GV wird daraufhin abgespaltemd transloziert in den Zellkern. Dort
induziert er die Reportergenexpression via der Gagponsiven Elemente (G5-Elemente)
[61].
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2.4 Charcot-Marie-Tooth Krankheit

Die Charcot-Marie-Tooth (CMT) Krankheit gehort zandh&aufigsten Erberkrankungen des
peripheren Nervensystems (PNS) mit einer Pravakmz 36: 100 000 [76]. Seit der
Erstbeschreibung Ende des 19. Jahrhunderts duesiMartin Charcot, Pierre Marie und
Howard Tooth wurden fast 40 verschiedene gentiddnéationen dieses Krankheitsbilds
beschrieben [77]. In den folgenden Abschnitten wiéher auf diese Erkrankung mit ihren
verschiedenen Subtypen, der Symptomatik, den geiygigen Behandlungsmaoglichkeiten

und dem im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendetermbdell eingegangen.

2.4.1 Symptome und Diagnose

Obwohl die genetischen Ursachen dieser Erkrankugléaltig sind, ist ihr Erscheinungsbild
dennoch recht homogen. Allen Subtypen der CMT HHikwag ist ein langsames
Fortschreiten der Muskelatrophie ausgehend von distalen Extremitaten gemein. Diese
Atrophie kann unterschiedlich stark ausgepragt ,seiobei die Bandbreite von einem
abnormalen Gangbild (Storchengang) bis hin zu eAtgmangigkeit von einem Rollstuhl
reicht. Das Greifen von Gegenstanden fallt zunelirsaiwerer. Im Laufe der Erkrankung
kommt es zu Deformierungen der Hande und FuRe l@ftznd,Pes cavuss Hohlful3,
Hammerzeh) und die Patienten verlieren sukzesses&ensibilitat in den Extremitaten, was
auch zu neuropathischen Schmerzen fiuhren kann. Sym@mptome konnen bereits im
Kindesalter oder auch erst ab dem 20. Lebensjdinetan, wobei der Verlauf auch innerhalb
einer genetisch belasteten Familie von mild bisvechverlaufen kann. Insgesamt verlauft die
Erkrankung jedoch recht langsam Uber Jahrzehntelase viele Patienten erst im hdheren
Lebensalter auf den Rollstuhl angewiesen sind [78].

Durch eine Nervenbiopsie und Nervenleitgeschwingiigknessungen kann genauer zwischen
den beiden Haupttypen der CMT Erkrankung untersigimeverden. Beim axonalen Typ liegt
die durchschnittliche Nervenleitgeschwindigkeit B)Lbei >38 m/ s, da die Myelinschicht
bei diesem Erkrankungstyp nicht betroffen ist uend die saltatorische Erregungsleitung
erst in einem sehr spaten Stadium in Mitleidenschaftogen wird. Die durchschnittliche
NLG liegt bei einem gesunden Menschen bei etwa 56. lBBei dem demyelinisierenden Typ
werden NLGs von < 38 m/s gemessen, da primar diew&nzellen und damit die

Myelinisierung der Axone betroffen sind. Um die gaan genetischen Ursachen und damit
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den spezifischen Subtyp der Erkrankung festzustellebnnen die Patienten auch
molekulardiagnostisch untersucht werden. Allerdiggschieht das in den wenigsten Fallen
[79].

2.4.2 Klassifizierung

Die Charcot-Marie-Tooth (CMT) Erkrankung wird audis hereditare motorisch und
sensorische Neuropathie (HMSN) bezeichnet. Sie ngehd den am weitest verbreiteten
neurogenetischen Erkrankungen des peripheren Ngystms (PNS) und wird meist
autosomal dominant vererbt. Daher ist eine HaufdergErkrankung innerhalb von Familien
sehr verbreitet. Mutationen treten in Genen aud, fiir Axone oder die fur Schwannzellen
codieren, deswegen wird zwischen dem axonalen @ml demyelinisierenden Typen der
Erkrankung unterschieden.

Der Subtyp CMT1 wird vorwiegend autosomal dominamgrerbt und gehort dem
demyelinisierenden Typ an. Das gleiche gilt fir &typ CMT4, der jedoch im Gegensatz
zu CMT1 autosomal rezessiv vererbt wird. CMT2, aeonale Typ, kann sowohl autosomal
rezessiv als auch autosomal dominant vererbt wei@dbT3 wird auch als Déjérine-Sottas
Krankheit bezeichnet, die eine besonders schwena rat einem frihen Krankheitsbeginn
des demyelinisierenden Typs darstellt. Eine Somelarag nimmt der Subtyp CMTX ein. Er
wird X-chromosomal vererbt und weist Merkmale demgelinisierenden und des axonalen
Typs auf. Die Klassifizierung der Subtypen CMT5 UWMT6 gestaltet sich schwieriger, da
bei CMT5 auch die Pyramidenbahnen und bei CMT6agische Nerv in Mitleidenschaft
gezogen sind [80, 81].

Eine weitere Unterteilung der Subtypen wird dureh genetischen Ursachen vorgenommen,
wobei die haufigste Mutation die Verdopplung eirigS Mb grof3en Teils des Peripheren
Myelinprotein 22 (Pmp22) auf Chromosom 17 ist. E&@a50% aller Falle werden durch die
Uberexpression des Pmp22 Gens in CMT1A verursétiva 1% der CMT1A Falle werden
durch eine Punktmutation in Pmp22 hervorgerufen, [82]. CMT1B wird durch eine
Punktmutation in Myelinprotein zero (MPZ) ausgeltéistd macht etwa bis zu 5% der CMT
Erkrankungen aus [84]. Etwa 10% der Patienten temie CMTX. Dieser Subtyp ist durch
eine Mutation im Gergap juction B1(GJB1) verursacht [85]. CMT2 weist eine Vielzahl
unterschiedlicher Genmutationen auf, wobei die swiml rezessiven Formen einen

schwereren Verlauf mit einem friheren Krankheitglregeigen [86].
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2.4.3 CMT1A

Der Subtyp CMT1A gehort zu der am haufigsten atdtrden Form der neurogenetischen
Erkrankung CMT und wird durch eine 1,5 Mb Dupliketiim kurzen Arm des Chromosoms
17 hervorgerufen, wodurch es zu einer Uberexprasss Proteins Pmp22 kommt [82].
Pmp22 macht ungeféahr 2-5 % der gesamten Myelinjpp@ties PNS aus, reguliert vermutlich
die Myelinbildung und dessen Aufrechterhaltung widl als 22 kDa schweres Glykoprotein
hauptséachlich von Schwannzellen exprimiert [87, 88]

Wahrend der Grofdteil von etwa 80 % des neu sysibggn und maoglicherweise
fehlgefalteten Pmp22 rasch im Proteasom abgebaudt, Wwommt es bei CMT1A zu einer
Uberexpression des Proteins und dadurch zu eineckBirung des Proteasoms und zur
Akkumulierung der Proteine im perinukledren Zytapta (Aggresom) [89]. Die Bildung
dieser Aggresome fuhrt wahrscheinlich zur Apoptdee Schwannzelle durch intrinsischen
Zellstress, und damit zur Demyelinisierung des Axobie genauen Mechanismen der
Dysmyelinisierung und Demyelinisierung sind nurlvweise verstanden und héngen
vermutlich mit der gestdrten Stabilitat der Protetieraktion unter den Myelinproteinen, mit
der fehlerhaften Wechselwirkung der Schwannzellgeneinander, sowie mit verschiedenen
intrazellularen Signalwege zusammen [81, 90, 91dghthweise spielt auch die Expression
desmonocyte chemoattractant proteind®CP-1/ CCL2) als Regulator der Makrophagen des
Nervs eine wichtige Rolle. MCP-1 wurde in Zusamnamhmit der neuronalen Schadigung
einschlief3lich der Axonopathie und der Demyelinisig beobachtet [92].

Trembler-J Mause besitzen wie 1 % der CMT1A Faitee é?unktmutation in Pmp22 und
sollten im Rahmen dieser Doktorarbeit als Tiermbderwendet werden. Aufgrund der
Punktmutation an Nukleotidposition 47 kommt es mem Basenaustausch von T gegen C
und dadurch zu einem Aminosaurentausch von Lewsgerg Prolin [93, 94]. Da homozygote
Tiere bereits im Alter von 18 Tagen sterben, werdén Studien heterozygote Tiere
verwendet. Die Neuropathologie dieser Tiere weethem dem auffallenden Tremor dinn
myelinisierte bis demyelinisierte Axone und eindddte Anzahl an Schwannzellen mit
abnormaler Morphologie auf [88, 95, 96]. Tremblévtduse zeigen ein abnormales Gangbild
mit abgespreizten Hinterlaufen und eine gestorterdioation wie Tests auf dem Rotarod
bewiesen [88, 97].
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2.4.4 Behandlung und Therapieansatze

Far CMT Patienten stehen bis heute nur eine betwenAuswahl an
Behandlungsmaoglichkeiten zur Verfigung, um die Symne der Erkrankung und die dabei
auftretenden Schmerzen zu lindern. RegelméRige i®thgsapie mit einem moderaten
Training der Muskulatur [98] und Balancelbungen [@&hnen sehr effektiv fur die Patienten
sein, indem sie das Gangbild und die unteren Extééenm starken. Exzessives Training sollte
allerdings vermieden werden [100]. Orthopadischéshiittel werden eingesetzt, um den Ful3
und das FulRgelenk zu stabilisieren und verhindemmtsein Umknicken und andere mdégliche
Verletzungen [101]. Wenn es zu besonders schweirgstiirankungen und Deformierungen
beispielsweise im Ful3bereich (Hohlful3, Hammerzetnrkt, werden operative Eingriffe
vorgenommen [102]. Viele Patienten leiden auch aeuropathischen und nicht-
neuropathischen Schmerzen und erhalten dagegerkateeinte zur Linderung [101, 103].
Allerdings sind bis zum heutigen Zeitpunkt keine ezfischen medikamentdsen
Behandlungen gegen die Ursachen der Erkrankun{otesf.

Mit zunehmendem Verstandnis fir die Ursachen undhdeismen der Erkrankung mit ihren
verschiedenen Subtypen gibt es einige TherapiesnsdEines dieser potentiellen
Medikamente ist Vitamin C, das signifikante Effekteeinem Tiermodell fir CMT1A zeigte,
indem es die Expression des mutierten Pmp22 redezi®adurch kam es zu einer
verbesserten Beweglichkeit und zur Remyelinisierdag Ischiasnervs [104]. Es konnte aber
keine Wirksamkeit in einer kirzlich durchgefuhrtdmischen Studie gezeigt werden, was
maoglicherweise an der zu geringen Patientenzaptikonnte [105].

Eine weitere Substanz, didie Regenerierung der Nerven und die Sensibilitdeinem
Tiermodell fur CMT1A verbesserte, ist der Wachsttaktor Neurotrophin-3 (NT-3). NT-3
ist ein wichtiger Bestandteil des autokringurvival loopsder Schwannzelle, untersttitzt die
Differenzierung von Neuronen, und moduliert diesBfatat des Nervensystems [106, 107].
Mit seiner kurzen Plasmahalbwertszeit ist NT-3 kigieales Therapeutikum [107]. Mit der
Weiterentwicklung therapeutischer, agonistischetil®mper, die gegen den neurotrophen
Rezeptor gerichtet sind, kann dieses Problem niigiweise umgangen werden. Die beiden
agonistischen Antikérper gegen TrkB und TrkC veseeten die motorische Funktion sowie
die elektrophysiologischen und morphologischen Meste in Trembler-J Mausen, einem
Tiermodell fir CMT1A[108, 109].

Mutierte Proteine wie das Myelinprotein zero (MP#) CMT1B und das Periphere
Myelinprotein 22 (Pmp22) in CMT1A werden nicht \&tlindig Uber das Proteasom abgebaut

und akkumulieren daher innerhalb des endoplasnhatmsReticulums (ER) der Schwannzelle,
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wodurch sie Apoptose ausldsen. Curcumin, eine Saobstlie in Curry enthalten ist, bewirkte
in Tiermodellen fiur CMT1A und CMTI1B eine signifiken Abnahme apoptotischer
Schwannzellen, was in einer erhdhten Anzahl undR3&rdnyelinisierter Axone des
Ischiasnervs und damit zu einer verbesserten nsotwen Beweglichkeit resultierte.
Curcumin stellt daher eine weitere Substanz darzdr Behandlung in CMT1A und CMT1B
klinisch gepruft werden kdnnte [97, 110].

2.5 Ziele der Doktorarbeit

Der hamatopoetische Wachstumsfaktor G-CSF besgaem neuroprotektiven Effekten [5]
weitere Eigenschaften, wie beispielweise die Rrddifion und Differenzierung der myeloiden
Linie und die Aktivierung von anti-apoptotischeng&alwegen [38]. Die relativ kurze
Plasmahalbwertszeit von etwa 4 Stunden [42] undEdmhung der Zahl der Leukozyten [1]
sind nicht zu vernachlassigende Nachteile des gehrvertraglichen Wachstumsfaktors.
Aufgrund der relativen pharmakologischen Nachtdids gegenwartig verwendeten G-CSF,
insbesondere in Hinblick auf die Behandlung chrcmés Erkrankungen, stellen agonistisch
wirkende, kurzere Peptide, wie beispielsweise Hepfiir den EPO-Rezeptor [54], eine
Weiterentwicklung des pharmakologisch wirksamen &®roteins dar.

Aus diesem Grund war eine Zielsetzung dieser Dakbmit agonistisch wirkende
Peptidfragmente des pleiotropen Wachstumsfaktor€SE- mithilfe zweier alternativer
Screeningmethoden zu identifizieren. Die Verbessgruseiner pharmakologischen
Eigenschaften wirde zu einem grol3en Fortschritt der Behandlung chronischer,
neurologischer Erkrankungen darstellen. Das Sangesollte dabei zum einen mit einem
zellbasierten Assay mit Hilfe der G-CSF abhangigehlinie NFS-60 durchgeftihrt werden,
zum anderen sollte der komplexere Split-TEV Assagn Z£insatz kommen. Mit Hilfe des
sogenannten Split TEV basierten Assays konnen sogfasphorylationsabhangige als auch
transiente Protein-Protein-Interaktionen (PPI) dovito immortalisierten als auch in primaren
Zelllinien gemessen werden. Aufgrund seiner hohensHivitat und Spezifitat kann der
Readout des Split-TEV basierten Assays in einem hHoxchsatzverfahren angewendet
werden, um pharmakologisch aktive Substanzen wispletsweise G-CSF Peptidfragmente
Zu testen [61, 62].

In einem zweiten Teil dieser Doktorarbeit solltea thoglichen therapeutischen Effekte des
Wachstumsfaktors G-CSF in der hereditdren ErkragkGMT als Modell fir periphere

Neuropathien naher untersucht werden. Die CMT Hikuag stellt eine der am haufigsten
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auftretenden Erberkrankungen des PNS dar. Trotzdeshmenden Verstandnisses fur die
Ursachen und die komplexen Vorgange, die diese Keih letztendlich auslésen, sind ihre
Behandlungsmaoglichkeiten sehr eingeschrankt. Einedikamentdse, zielgerichtete
Behandlung ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht &dlich. Da G-CSF bereits in
Erkrankungen wie ALS [39], Morbus Parkinson[111l]dudMerletzungen des Ruckenmarks
[35] neuroprotektive Effekte gezeigt hat, solltenndie méogliche Wirkung von G-CSF in
Schwannzellen und in demyelinisierten Neuronen PRS aufgezeigt werden. Zu diesem
Zweck sollte der Wachstumsfaktor in einer Zellkuluon immortalisierten Schwannzellen
und in einem Tiermodell fir CMT1A, stellvertretefidk den am héaufigsten auftretenden
Subtyp dieser Erkrankung, getestet werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Agarose Gelelektrophorese Kammer
Beckman D 640 Spectrophotometer
Biofuge freso

Dual Intensity Ultraviolet Transilluminator
FluoStar

GeneAmpy PCR System 9700
Gene Pulsérll

Grip Strength Meter

iBlot™ Dry Blotting System
IKAMA ®' RH Magnetriihrer

Leica EG 1150H Einbettungsstation
Leica HI 1210 Wasserbad

Leica RM 2255 Microtom

Leica TP 1020 Automatische
Gewebeinfilitration

Light Cycler 480

Liquidator®

Maus Rota-Rod
Mithras LB 940

Multiprobe Il EX Robotic Handling System
Multitron 2 Schuttler

Neubauer Zahlkammer
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Thermo ScienRockford, IL, USA
Beckman Coulter, Brea, CA4 US
Heraeus Instruments, Hanau, Deutsdhla
UVP, md, CA, USA
BMG Labtech GmbH, Offenburg,
Deutschland
Applied Biosystems, Carlsbad, C3AU
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland
FMI Instruments, Seeheim-ObeeBach,
Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutsciul
IKA Werke GmbH & Co KG, Staufen,
Deutschland
Leica Biosystawussloch, Deutschland
Leica Biosystems, Nusslbeltschland
Leica Biosystems, Nusslddkutschland
Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland
Steinbrenner Laborsysteme GmbH,
Wiesenbach, Deutschland
Ugo Basile Srl, Comerio VA, Italien
Berthold Technologies GmbH & Co Ki&ad
Wildbad, Deutschland
Perkin EBmWaltham, MA, USA
Infors HAT, Bottmingen, Schize
Laboroptik GmbH, Bad Homburg,



Netzgerat

Nucleofactof™ Il
Olympus CK2

Olympus 1X 81

pH-Elektrode
Polymax 1040

Schttler GFL 3005

Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ, USA
Lonza AG, Koln, Deutschland

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Schott Instruments, Mainz, Deutschland
Heidolph, Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach, Deutschland

GFL Gesellschatft fur Laborte&mbH,
Burgwedel, Deutschland

SDS-PAGE-Gelelektrophoresekammer SE25Bharmacia Biotech Inc, Piscataway, NJ, USA

10A-75

Thermomixer Comfort
Tischzentrifuge Biofuge pico
Ultra Turrax IKA T10 basic

Varifuge 3 OR
Vortexter Genie 2
Waage

Wasserbad

ZUA-82-GME Gasmisch Einheit

3.1.2 Chemikalien

ATP

BCA™ Protein Assay Kit

Beetle Juice (Puffer mit darin enthaltenem
Substrat deFirefly Luciferase)

Bovines Serumalbumin (BSA)
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Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus Instrumentsn&l, Deutschland
IKA Werke GmbH & Co K&taufen,
Deutschland
Hereaus Instruments, Hanau, Deutadhla
Scientific Industries, Bohemi&;,NUSA
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland
FMI Instruments, Seemn€@ber Beerbach,
Deutschland

P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf, Deutschland
Pierce, Rockford, IL, USA
P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland



Cell Titer Blue Cell Viability Assay Promega, Mannheim, Deutschland

Coelenterazin P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf, Deutschland

Coenzym A P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf, Deutschland

Complete Protease Inhibitor Cocktalil Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

DAPI Nucleic Acid Stain Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

D-Luciferin P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf, Deutsetmd

DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth GmbH & Co KG, Karuhe,
Deutschland

DTT (Dithiothreitol) Invitrogen, Karlsruhe, Deutdeind

Ethidiumbromid Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Isofluran Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden,

Deutschland
LightCyclef® FastStart DNA Master SYBR ~ Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Green |

B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim, Deulsict
MultiTox-Glo Multiplex Cytotoxicity Assay Promeg&Jannheim, Deutschland

5 x Passive Lysis Buffer Promega, Mannheim, Deldsch
DirectPCR Lysis Reagent Viagen Biotech Inc., Logéles, CA, USA
Renilla Juice P.J.K GmbH, Kleinblittersdorf, Deutsnd
RNAsIn Promega, Mannheim, Deutschland
Roti®-Histofix Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,

Deutschland
SuperScript lll Reverse Transcriptase (SSlII) Irogen, Karlsruhe, Deutschland
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Pierce, Rockford, IL, USA

Substrate

Trypanblau Gibco, Darmstadt, Deutschland
Ultra Puré™ Agarose Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Ultra Pure DNase/ RNase free distillegH Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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3.1.3 Puffer und Lésungen

Beetle-Juic® Puffer

Blockpuffer fir Western Blots:

Complete (Proteinase-Inhibitor)
10 x DNA-Ladepuffer

G-CSF Puffer

100 mM Glycin
Lysispuffer

4 % PFA (Parafomaldehyd)
PBS Phosphate buffered saline)

PBST Phosphate buffered saline0,2 %
Tween 20):

PhosSTOP (Phosphatase Inhibitor)

Proteinase K (10 mg/ ml)

Renilla Juice Puffer

10 % SDS
10 x SDS-PAGE-Laufpuffer :

20 mM Tricine, 1,07 mM (MgCg4*Mg(OH) -
H.0, 2,67 mM MgS@, 0,1 mM EDTA,

33,3 mM DTT, 270 M Coenzym A, 470 uM D-
Luciferin (free acid), 530 uM ATP

pH 7,8, Lagerung bei -70°C

PBST + 5 % Magermilchpulver

7 fach konzentriert (in 2 ml di® gelost)

250 pg/ml Xylencanolblau, 50 mM EDTA,
80 % Glycerin auf 50 ml ddi®

10 mM Essigséaure, 250 mM Sorbitol, 0,004 %
Tween 80

In 1 x PBS gel6st und sterilfiltriert

150 mM NacCl, 50 mM TrisHCI, 2 mM EDTA,
1%NP-40 pH7.4

4 % PFA in ddHO gelost

8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g NdPO,, 0,24 g
KH,PQO, auf 1 | ddHO pH 7,4

8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g NdPQy, 0,24 g
KH,PO, 2 ml Tween 20 auf 1 | ddi@

pH 7.4

10 fach konzentriert (in 2 ml ¢ gelost)

In 10 mM Tris, 15 mM NacCl

bei 37°C vorverdaue» bei -20°C wegfrieren
1,1 M NaCl, 2,2 mM Na-EDTA, 0,22 M
KH,PO, (pH 5,1), 0,44 mg/ml BSA, 1,3 mM
NaNs, 1,43 mM Coelenterazin (in EtOH gelost)
pH 5,0

In ddHO gel6st

121 g Tris, 283 g HEPES, 10 g SDS auf 1 |
ddH,O pH 8,3

4 x_SDS-Auftragepuffer (Laemmli-Puffer)250 mM Tris HCI, pH 6,8, 4% Glycerin,

(reduzierend)

8 % SDS, 0,004 % Bromphenolblau,
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1 x TAE (Tris-Acetat-EDTA), pH 8 :

20 % Mercaptoethanol auf 100 ml mit dgM
40 mM Tris Acetat, 1 mM Eisessig, 1 mM

1M Tris pH 6,8

10 mM Tris pH 8,3

1M Tris/HCL pH 7.6

0,1 % Triton X 100

EDTA
In ddHO geldst

In ddHO gelést

In ddHO gel6st, pH wird mit konzentrierter
HCI eingestellt
In ddHO gelést

3.1.4 Medien und Reagenzien

3.1.4.1 Zellkultur-Medien und —Zusatze

AX200

DMEM

FCS Fetal Calf Serum)
G418

Glutamin
Lipofectaminé™ 2000
MEM
B-Mercatpoethanol
OptiMEM

Penicillin/ Streptomycin
(P/'S)

Puromycin

RPMI 1640
Staurosporin
Trypsin — EDTA Solution

Dr. Reddy’s Laboratories, Hyderabad, Indien

PAA The Cell Culture Company, Pasching, Osiitn

PAA The Cell Culture Company, Pasching, Osterreich
PAA The Cell Culture Company, Pasching, Osieing

(HEK293 Medium + 1 mg/ml G418)

PAA The Cell Culture Company, Paschinge@sich
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

PAA The Cell Culture Company, Pasching, Ostietre
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutaaohl

Gibco, Darmstadt, Deutschland

PAA The Cell Culture Company, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland;

(HEK293 Medium + 400 ng/ml Puromycin)

PAA The Cell Culture Company, Paschingte@eich
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheideutschland
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3.1.4.2 Medien fur Bakterien

LB-Medium 20 g LB Broth Base auf 1 1 ddB pH 7,0
autoklavieren, Antibiotikum 1:1000 verdiinnen

LB/Ampicillin Platte 1 | LB-Medium, 15 g Agar-Agar, Zugabe von 1 ml Aroiin
(200 mg/ml) nach dem Autoklavieren

LB/Gentamycin Platten 1| LB-Medium, 15 g Agar-Agar, Zugabe von 1 ml
Gentamycin (100 mg/ml) nach dem Autoklavieren

LB/Kanamycin Platten 1| LB-Medium, 15 g Agar-Agar, Zugabe von 1 ml Kangin
(200 mg/ml) nach dem Autoklavieren

LB/Zeocin Platten 1 | LB-Medium, 15 g Agar-Agar, Zugabe von 300 pbzm

(200 mg/ml) nach dem Autoklavieren

3.1.4.3 Prokaryotische Zellen

Bakterienstamm | Genotyp Hersteller
E.coliDH10B F—mcrA A(mrr-hsdRMSmcrBC) Invitrogen, Karlsruhe,
d80lacZAM15 AlacX74recAl endAl Deutschland
araD1394(ara ley 7697galU gakK rps.
nupG A—

3.1.4.4 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Ursprung Kultivierungsmedium
RSC96 spontan immortalisierte Schwannzelllini®-MEM + 10 % FCS + 1 %
aus der Ratte P/S
HEK293 Humane embryonale Nierenzellen MEM + 10 9%8HCL %
P/S
NFS-60 murine myoblastische Zelllinie RPMI 1640+%0-CS +

1 % P/S + 200 mM
Glutamin + 10 pMVB-
Mercaptoethanol + 2 ng/ml
G-CSF
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3.1.5 Vektoren

3.1.5.1 Klonierungsvektoren

pDONR™ 207: Gateway System BP-Reaktion, Gentamycin Resistenatrpgen,

Karlsruhe, Deutschland)

pDONR™ 221: Gateway System BP-Reaktion, Kanamycin Resistenitidgen,

Karlsruhe, Deutschland)

3.1.5.2 Dest-Vektoren

pDest NTEV_tevS_GV: Gateway System, LR-Reaktion phuifiin und Neomycin
Resistenz (SYGNIS Bioscience GmbH & Co. KG, Heiéelh Deutschland)

pDEST_NTEV_tevS_GV (AmpR)

8568 bp

Cch
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pDest NTEV_tevSmut_GV: Gateway System, LR-Reak#anpicillin und
Neomycin Resistenz (SYGNIS Bioscience GmbH & Co., K@idelberg,

Deutschland)

pDEST NTEV tevSmut GV (AmpR)

8568 bp

Cecag

pDest CTEV: Gateway System, LR-Reaktion, Kanamyaid Neomycin Resistenz
(SYGNIS Bioscience GmbH & Co. KG, Heidelberg, Detitand)

pDEST_CTEV (KanaR)

6388 bp

C-TEy119-22) -
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pDest_fullTEV: Gateway System, LR-Reaktion, Kanamymd Neomycin Resistenz
(SYGNIS Bioscience GmbH & Co. KG, Heidelberg, Detitand)

pDEST _fullTEV (KanaR)

5778 bo

full TEVA-243-
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3.1.6 Antikorper

Name Ursprung Hersteller

Actin MAB 1501 Maus Millipore, Billerica, USA

Bcl-xL # 2762 Kaninchen Cell Signaling Technolo®anvers, MA,
USA

G-CSF receptor Kaninchen Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

antiserum, sc-694 USA

Phospho-Akt #4060 Kaninchen Cell Signaling Techggl®anvers, MA,
USA

anti-rabbit-FITC Ziege Dianova, Hamburg, Deutsolla

anti-rabbit-HRP Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland

Anti-mouse-HRP Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland

3.1.7 Enzyme

Alle Enzyme, die in dieser Arbeit verwendet wurdemyden entweder von der Firma Roche

Diagnostics (Mannheim, Deutschland), von der Fidlmatrogen (Karlsruhe, Deutschland)

oder von der Firma New England Biolabs (Ipswich, MASA) bezogen und bei -20°C

gelagert.

3.1.8 DNA- und Proteinmarker

SeeBlu&™” Pre-Stained

GeneRulet™ 1 kb DNA ladder
GeneRulef™ 100 bp Plus DNA ladder

34

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutsuhla
Fermentas, St. Leon-Rout&dhland



3.1.9 Oligonucleotide

(von der Firma Biomers, Ulm, Deutschland)

J7

G

Primer Spezies| Anneal | Grol3e | Zyklen | Sequenz
T[°C] |[bp]
Cyclophilin cyc5 5-ACC CCACCG TGT TCT TCG
mm 60 ~300 |45 AG-3’
Cyclophilin 5-CAT TTG CCA TGG ACA AGA
acyc300 TG-3'
G-CSF-R- 5-CCATTG TCC ATC TTG GGG
frag32s rat 66 233 50 ATC-3
G-CSF-R- 5-CCT GGA AGC TGT TGT TCG
frag265as ATG-3
G-CSFR-2582s 5-TGT GCC CCA ACC TCC AAA
mm 64 235 45 CCA-3
G-CSFR-2817ag 5-GCTAGG GGC CAG AGA CA(Q
AGA CAC-3’
huGCSFR_B1 5-GGGG ACAAGT TTG TAC
AAA AAA GCA GGC TCT acc AT|
human | 60 ~2500 | * GCA AGG CTG GGA AAC TGC
AG-3’
huGCSFR_S B2 5-GGGG AC CAC TTT GTA CAA
GAA AGC TGG GTC GAA GCT
CCC CAG CGC CTC CA-3
huJAK2_B1 5-GGGG ACA AGT TTG TAC
AAA AAA GCA GGC TCT acc AT|
GGA ATG GCC TGC CTT ACG
human | 56 ~3400 | * ATG A-3
huJAK2_B2 5-GGGG AC CACTTT GTA CA4
GAA AGC TGG GTC TCATCC
AGC CAT GTT ATC CCT TAT TT
ATC-3’
huJAK2_S B2 5-GGGG AC CACTTT GTA CA4

G

G

GAA AGC TGG GTC TCC AGC
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CAT GTT ATC CCT TAT TTG AT
CA-3’

-

muPmp22_for2

muPmp22_rev2

mm

64

300

35

5-CAG GCACCG CTC CTC TGA
TCC C-3

5'-CTG AAA AGA AGT GGG TG(
CAA AGA AGT GCA-3'

J7

Socs3 _h_B1l

Socs3_h_B2

Socs3 h S B2

human

58

678

5-GGGG ACAAGT TTG TAC
AAA AAA GCA GGC TCT acc AT]
GTC ACC CACAGCAAGTTT
CCC-2

G

5'-GGGG AC CAC TTT GTA CAA
GAA AGC TGG GTC TTA AAG
CGG GGC ATC GTACTG GTC-3

5'-GGGG AC CAC TTT GTA CAA
GAA AGC TGG GTC AAG CGG
GGC ATC GTACTG GTC C-3'

* PCR auf cDNA Libraries bzw. auf ENTRY-Klon zur Kellung von Klonen ohne

Stopcodon
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3.1.10Tiere

Mause

B6.D2-Pmp22™J (Trembler-J, Tr-J)

Urspringlich gekauft béihe Jackson

Laboratory;eigene Weiterzucht durch

x Wildtyp Mannchens; spontane
Punktmutation in Pmp22 fihrt zum
Aminosaurenaustausch von Prolin gegen

Leucin

Verpaarung eines heterozygoten Weibche

ns

C57/BL6

Inzuchtstamm; Kontrolltiere; Wildtyptiere
der eigenen B6.D2-PmpZ2/J Zucht
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3.2Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Techniken

3.2.1.1 Transformation

Fur die Transformation des Rekombinationsansatzesdem je ein Aliquot von 2,5 ul

kompetente DH10B Zellen in 22,5 pl 15 % Glycerirf Bis aufgetaut und dann vorsichtig
zusammen mit 2 pul des BP-Ansatzes in eine eisgekitiektroporationskivette mit 1 mm
Elektrodenabstand (PEQLAB Biotechnologie GmbH, kgkn, Deutschland) pipettiert. Die
Zellen wurden elektroporiert (1,8 kV, 200 25 uF), danach rasch in 1 ml LB-Medium
aufgenommen und 1 h bei 37°C bei 350 rpm geschidittel

3.2.2 Molekularbiologische Techniken
3.2.2.1 DNA

3.2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Mini-Prgp

Um die Plasmid-DNA aus Bakterien mittels Schnefialerens (Mini Prep) zu isolieren,
wurden zunachst Kolonien von den LB/ Gent- bzw. K&h-Agarplatten gepickt und tber
Nacht bei 37°C in jeweils 3 ml sterilem LB/ Gentzwh LB/ Kan-Medium bei 160 rpm
geschiittelt. Fir die Mini-Prep wurde das QIAStSpin Miniprep Kit von QIAGEN (Hilden,

Deutschland) verwendet. Die Isolierung erfolgtemAaweisung des Herstellers.

3.2.2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien in grol3emalstab (Maxi-Prep)

Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus positiven Klonemrden 100ml steriles LB/ Kan-
Medium angeimpft und Gber Nacht bei 37°C bei 166 kultiviert. Die Plasmid-Isolierung

im groRen MaRstab erfolgte mit dem NucleoBbdiXdra Midi EF/ Maxi EF Kit von Machery-

Nagel (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutsclll) nach Anweisungen des
Herstellers. Die Konzentration der erhaltenen DNAirde photometrisch bei einer
Wellenlange von=260 nm nach der Formel
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¢ =50 pg/ml x ORsonmX V
(c = Konzentration in pg/ml, OD = gemessener OD4MWér= Verdlinnungsfaktor)

bestimmt und auf 1 pg/pl mit IXTAE eingestellt.

3.2.2.1.3 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzen

Fiur die Genotypisierung der Mauslinie B6.D2-Pmp22) wurden die Schwanzspitzen (etwa
3-6 mm lang) der vier Wochen alten Mause mit jesv@00 pldirect PCR lysis buffeund
40 ul einer 10 mg/ml Proteinase K—Stammlosung fiin ®ei 56°C verdaut. Nach
Inaktivierung der Proteinase K durch Aufkochen Beoben fur 45 min bei 85°C, wurden

diese kurz abzentrifugiert und ihr Uberstand inreemes Eppendorf Tube tberfiihrt.

3.2.2.1.4 DNA-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der einzelnen Klonierungsschritte,r ®CR bzw. der Restriktionsanalyse
erfolgte  die  Auftrennung der DNA-Fragmente nach deGroRe  mittels
Agarosegelelektrophorese. Je nach prozentualenil Antéd\garose im Gel wurde Agarose in
1 x TAE-Puffer eingewogen und das Agarosegel dugchitzen hergestellt. Nach dem
Abkuhlen der Agarose wurden je 6 ul Ethidiumbromide 100 ml Agarose gegeben und das
Gel in die entsprechenden Gelschlitten gegossem.abizutragenden Ansatze wurden mit
10 x DNA-Auftragspuffer versetzt und die Geltasclums polymerisierten Gels beflllt. Die
Gelelektrophorese wurde in 1 x TAE-Laufpuffer bai 80 V je nach Grad der Auftrennung
20-60 min durchgefihrt. Die DNA-Fragmente konntesch der Auftrennung durch das

interkalierende Ethidiumbromid mittels eines UV-isdluminators sichtbar gemacht werden.

3.2.2.1.5 PCR (Polymerasekettenreaktion)
Mit Hilfe der PCR (Polymerasekettenreaktidiplymerase Chain Reactipkdnnen DNA

Fragmente in vitro enzymatisch vervielfaltigt werden [112], indem =Afische
Oligonukleotidprimer an die aufgetrennten, komplatdeen Strange des zu
vervielfaltigenden DNA Fragments binden (Denatuny und Annealing). Die Elongation
findet mit der hitzestabilen DNA PolymeraseTatPolymerase) statt. Durch die
Wiederholung von Denaturierung, Annealing und Eb&dian kann so eine exponentielle
Vervielfaltigung des DNA Fragments erreicht werden.
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Allgemeiner PCR-Ansatz (25 pl)

2,5 pul 10 x PCR Puffer
1l MgCh

0,5 pl 10 mM dNTP

0,5 ul 10 uM Primer 1

0,5 ul 10 uM Primer 2

0,2 ul Polymerase

1-2 pul genomische DNA/ cDNA
X i ddHO

Allgemeines PCR-Programm

94°C 3 min

94°C 30s

>56°C 30s

72°C XS (1kb/ 1 min)
72°C 7 min

Die Annealing-Temperatur richtete sich nach denejggen Oligonucleotiden, die unter
3.1.9. aufgefuhrt ist. Die Dauer der Elongationsprach der LaAnge des zu amplifizierenden
Fragments. Nach Ablauf der PCR wurden die PCR-Rtedunit Hilfe der DNA-
Gelelektrophorese (siehe 3.7.1.2.4.) aufgetrennt.

3.2.2.1.6 Genotypisierung des Stammes B6.D2-PmpZ2)

Die transgene Mauslinie Trembler-J (B6.D2-Pmp2d) enthalt eine Punktmutation im
peripheren Myelinprotein 22 (Pmp22). Durch einenkldatidaustausch von T zu C an
Position 47 de®pen reading framekommt es zu einem Aminosaureaustausch von Leucin
gegen Prolin. Zur Uberpriifung dieser Punktmutatiarrde zunachst eine PCR mit 1,5 pl
isolierter genomischer DNA (siehe 3.2.2.1.3.) n@hdPrimern Pmp22_for2 und Pmp22_rev2
(siehe 3.1.9.) durchgefihrt, die ein PCR-Fragmeahemer Lange von 300 bp lieferte.

Im Anschluss an die PCR wurden die PCR Proben em @QIAgen Purification Kit nach
Anweisung des Herstellers aufgereinigt und in 207l eluiert. Danach wurden 5 pl des
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Eluats mit dem Enzym Bfal fir 3 h bei 37°C verdadd, Wildtyptiere im Gegensatz zu
Trembler-J Tieren an Position 47 dgsen reading framesine Schnittstelle fir das Enzym
Bfal besitzen. Nach dem Verdau wurden die Ansatitkilfe einer Agarosegelelektrophorese
(sieht Abbildung 9) aufgetrennt. Die erwartetengrnante fur Wildtyptiere beliefen sich auf
eine Grol3e von 211 und 89 bp. Die heterozygotemibter-J Tiere wiesen sowohl eine
Bande in der Hohe von 300 bp auf, die dem mutieftégl entsprach als auch zwei Banden
in der H6he von 211 und 89 bp, die dem Wildtypadietisprach.

#101
#103
#104
#105

300bp

Abbildung 9 Genotypisierungsbeispiebuf dem Gelbild sind exemplarisch die mit Bfal aeiteén
PCR-Produkte der Tiere #101- #107 zu sehen, wdbeTidre #102, #106 und #107 Wildtypen sind.
Sie besitzen im Gegensatz zu den anderen Tierdnauddoeiden Allelen die Bfal Schnittstelle. Die
heterozygoten Trembler-J Tiere besitzen nur noé¢leimem Allel eine Schnittstelle fir Bfal.

3.2.2.1.7 Gateway Klonierung

Alle im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Klonerdan mit Hilfe des Gateway Systems
von Invitrogen nach Anweisung des Herstellers ldaniMit Hilfe der Gateway Technologie

wird eine schnelle, gerichtete Klonierung von Gemneil Genfragmenten unabhangig von
Restriktionsschnittstellen ermdglicht. Diese Tedbge macht sich das Lambda
Rekombinationssystem zunutze, indem sie den Transie DNA-Sequenzen, die von att-
Bereichen flankiert werden, zwischen Vektoren vegaht.

In einem ersten Schritt wurden die spezifischen BRtAgmente bzw. Gene mittels der B1-
und B2-Oligonucleotide (siehe 3.1.9.) amplifizefie attB-PCR-Produkte wurden im

Anschluss daran in einen sogenannten ENTRY-Kloegiért. Ausgehend von diesem
ENTRY-Klon konnte das DNA-Fragment wahlweise in sghiedene DEST-Vektoren

eingebracht werden.
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3.2.2.1.7.1Erzeugung eines ENTRY Klons

Die attB-PCR-Produkte wurden in einer ersten Rekoatlmnsreaktion, der sogenannten BP-
Reaktion, in den ENTRY-Klon integriert.

Reaktionsansatz BP-Rekombination:

2 ul attB-PCR-Produkt (50 ng/ml)
1l BP Reaktionspuffer

1ul pDONRM207 (200 ng/ml)
1l BP-Clonase Enzyme Mix

Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur UksehtNinkubiert. Die erhaltenen
Plasmide wurden dann wie unter 3.2.1.1. beschrigbsmsformiert und auf Gentamycin

enthaltenden Selektionsagarplatten ausgestrichen.

3.2.2.1.7.2Erzeugung eines Expressionsvektors

Die gewonnenen ENTRY Klone wurden in einer zweit@akombinationsreaktion, der
sogenannten LR-Reaktion, in ExpressionvektorenCriérminalen Fusionsproteinen (siehe
3.1.5.2.) Uberfuhrt (Excision).

Reaktionsansatz LR-Rekombination

1l pDest Vektor (100 ng/ml)
1l PENTRY Klon (100 ng/ml)
0,5 ul LR-Clonase Il

Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur UksghtNinkubiert. Die erhaltenen
Expressionsplasmide wurden dann wie unter 3.2.hekchrieben transformiert und auf
Selektionsagarplatten mit entsprechender Resistesgestrichen.
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3.2.2.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegeldalgte mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kits der Firma QIAGEN (Hilden, Deutschtég nach Anweisungen des Herstellers.

3.2.2.1.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse wurde nach der Dideoxytaatitnsmethode nach Sanger
durchgefuhrt [113]. Die Sequenzierungen wurden wmr Firma GATC in Konstanz

vorgenommen.

3.2.2.2 RNA

3.2.2.2.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus der Zelllinie RSC96 erfolgtethilfe des RNeasy Mini Kits der
Firma QlAagen (Hamburg, Deutschland), indem dieflkemten 6 cm Zellkulturschalen
(Greiner, Frickenhausen, Deutschland) mit je 600RIT Puffer (inklusive 60 pl
B-Mercaptoethanol) geerntet und lysiert wurden. BRast des Protokolls erfolgte nach
Anweisung des Herstellers.

Fur die RNA-Isolierung aus einem einzelnen Iscleagreiner Maus wurde der praparierte
Nerv sofort auf Trockeneis gelegt, um den RNA-Abdauwch RNasen zu verhindern. Danach
wurde das Gewebe mit dem Ultra Turrax in 350 ul RPTUffer (inklusive 35 pl
B-Mercaptoethanol) fur 30 s zerkleinert und homogeni. Die weiteren Schritte erfolgten

nach Anweisung des Herstellers.

3.2.2.2.2 Herstellung Erststrang cDNA

Die Konzentration der aus RSC96 Zellen isoliertéWARvurde zunachst photometrisch bei
einer Extinktion von 260 nm vermessen. Daraufhinrdena bis zu 2 ug RNA mit 2 pl
Oligo(dT)-Primern (10 pmol/ pl) und DNase und RN&sges HO in einem Volumen von
10 ul auf Eis zusammen pipettiert und danach fimr2bei 70°C inkubiert. Der Mix wurde
im Anschluss daran wieder auf Eis gestellt und ea@nder 4 pl 5 x First Strand buffer, 2 pl
0,AM DTT, 1 pl 20mM dNTP, 1 pul RNAsin (RNAse Inhiti), 1 pl DNase und RNase freies

H,O und 1 pl Super Script 3 (reverse Transkriptaseg@inem Endvolumen von 20 pul bei
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50°C fir 60 min in cDNA umgeschrieben. Die Probemrden bei -25°C fir ihre weitere
Verwendung aufbewahrt.

Da die gewonnene RNA-Konzentration aus einem Iscleiev zu gering war, konnte sie
leider nicht photometrisch vermessen werden. Aasaih Grund wurden 4,5 ul des Eluats fur
die Synthese verwendet und 0,5 pl Oligo (dT)-Primg&O pmol/ ul) hinzu pipettiert. Im
Anschluss daran wurde wie weiter oben beschriebéiatren.

3.2.2.2.3 Real-Time PCR (quantitative PCR, gPCR)

Die Real-Time PCR beruht auf dem Prinzip der henkdichen Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) und bietet zusatzlich die Méglichkeit der Qlifzierung. Die Quantifizierung wird
mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw.hred eines PCR-Zyklus
durchgefuhrt. Dabei nimmt die Fluoreszenz propadlamit der Menge der PCR-Produkte
zu, da der Fluoreszenfarbstoff z.B. SYBRreen | in die DNA interkaliert und somit eine
Quantifizierung ermoéglicht. Der &Wert (Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus™)
bezeichnet den Beginn des exponentiellen Kurveaués]

Fur die relative Quantifizierung wird ein Refere@Ben {(ouse keeping gephewie
beispielsweise Cyclophilin mitgemessen, um eindativen Mengenvergleich durchzufuhren
zu konnen, indem ders&Nert der gemessenen Probe durch detWert des Referenz Gens
geteilt wird.

Fur die Real-Time PCR wurde der LightCy€léfastStart DNA Master SYBR Green |, die
unter 3.1.9. aufgefiihrten Oligonucleotide G-CSFR22;, G-CSFR-2817as, Cyclophilin cyc5
und Cyclophilin acyc300, die aus einem einzelneshisnerv hergestellte cDNA (siehe
3.2.2.2.2.), und als Negativkontrolle RNase und 8Né&eies HO verwendet. Der PCR-
Ansatz sah dabei wie folgt aus:

4 ul Mastermix*
1l 10 uM Primer 1
1l 10 uM Primer 2
12 ul Ultra Pure DNase/ RNase freiegoH

(*14 pl aus LightCyclét FastStart Enzyme + 64 pl LightCycleFastStart Reaction Mix
SYBR Green 1)
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In eine weil3e 9&vell-Platte wurden jeweils 18 pl des PCR Ansatzes VegfieDaraufhin
wurden jeweils 2 pl cDNA in drei Verdinnungen (urdiennt, 1:3, 1:9) hinzupipettiert. Als
Negativkontrolle wurde DNase/ RNase freieOH/erwendet. Die Platte wurde versiegelt und
die PCR-Reaktion gestartet. Die Annealing-Tempeeatuund die Zyklenzahl fir die
jeweiligen Oligonukleotide kdnnen der Tabelle 3.leithommen werden. Die Auswertung
erfolgte anhand der ermittelter-@/erte in EXCEL 2003.

3.2.2.2.4 Reverse Transcription (RT) PCR

Mit Hilfe der sogenannten RT PCR kann die Genexgioesvon verschiedenen Genen
nachgewiesen werden, indem die umgeschriebene cDdNkch eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt wird.

Die RNA-Isolierung aus RSC96 Zellen und die Umsitheg in cDNA erfolgte wie unter
3.2.2.2.1. und 3.2.2.2.2. beschrieben. Fur die RRRuf den G-CSF-R der Ratte wurden die
Primer G-CSF-R-frag32s und G-CSF-R-frag265as, digeru 3.1.9. aufgelistet sind,
verwendet. Die GroRRe des erwarteten Fragmentsg288bp. Die Negativkontrolle der RT-
PCR enthielt keine DNA. Im Anschluss an die PCRdeur die PCR-Proben mit Hilfe der

Agarosegel-elektrophorese, wie unter 3.2.2.1.4chrésben, aufgetragen und aufgetrennt.

3.2.3 Zellbiologische Techniken

3.2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden unter Standadibgungen im Inkubator bei 37°C, 5 %
C(O, und wassergesattigter Luft in Zellkulturmedium nii@ % hitzeinaktiviertem FCS
(Hitzeinaktivierung bei 56°C fur 30 min) in 10 cmcl&len (Greiner, Frickenhausen,
Germany) gehalten. Angaben Uber das passende Heltkedium fir die verwendeten
Zelllinien und die Zusétze sind unter 3.1.4.1.indén.

Die Zelllinie RSC96 wurde je nach Zelldichte alle8 Z'rage passagiert. Dabei wurde zuerst
das Medium abgesaugt, die adhéarierten Zellen netilet 1 x PBS gewaschen und
anschlie3end die Zellen in 2 ml Trypsin/EDTA bef@G7m Inkubator inkubiert , bis sie sich
vom Boden der Schale l6sten. Die abgelésten ZeNenden in 8 ml Zellkulturmedium
dberfuhrt. Durch das im Medium enthaltene FCS wudds Trypsin inaktiviert. Die
Zellsuspension wurde danach bei 800 g fur 5 minREiabzentrifugiert und das Pellet in

frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurdem @lie weitere Kultivierung im
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Verhéltnis 1:10 bis 1:20 in 15 ml frischem Mediurardtinnt. Da es sich bei der Zelllinie
NFS-60 um Suspensionszellen handelte, wurden diellenZze mitsamt ihrem
Kultivierungsmedium bei 800 g fir 5 min bei RT abizdugiert und danach wie die Zelllinie
RSC96 behandelt.

3.2.3.2 Ernte der Zellen und Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden wie unter 3.2.3.1 beschriebenrmgee und abzentrifugiert. Nach
Resuspension des Pellets wurde die Zellzahl mietdiher Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Dafur wurde die Zellsuspension 1:10 mit Trypanblardinnt und in die Zahlkammer
gegeben. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, de8sgon an zellulare Proteine toter Zellen,
deren Plasmamembran permeabel geworden ist, bittiger dem Mikroskop konnten
dadurch die lebenden, farblosen Zellen in den @esliquadraten gezahlt und daraus der
Mittelwert gebildet werden. Das Volumen (ber ein@mRquadrat betragt 1 x tocn?,

sodass sich die Zellzahl pro Millimeter Zellsuspengolgendermalien berechnen lasst:
c [Zellen/ml]= (V x N/Q x 16ml)

(c = Konzentration, N =Anzahl der gezahlten Zellenz Anzahl der ausgezéhlten Quadrate

(hier = 4), V = Verdunnungsfaktor)

Die fur das jeweilige Experiment bendtigte Zellzahirde im entsprechenden Volumen an

Zellkulturmedium resuspendiert und ausplattiert.

3.2.3.3 Herstellung stabiler eukaryotischer Zelllinien

Zur Erzeugung stabiler Zelllinien, also der pernmder Integration von eingebrachter DNA
in chromosomale DNA, wurden 3 x%(HEK293 Zellen/ 300 pl zusammen mit dem
linearisierten Plasmid bzw. der TransfektionskadigropUT EGF111 mit Hilfe des
Nucleofactof Il Systems von Lonza elektroporiert (U=250V, C898, R=o) und
anschlieBend in ihrem Kulturmedium auf 15 cm Pratiesgesat. Am folgenden Tag wurde
dem Kulturmedium das entsprechende Selektionsatikbhm zugefiigt, dessen optimale
Konzentration mit einer sogenanntdfilling Curve zuvor ermittelt worden war. Die
Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der Kontmlermittelt. Die Selektion erstreckte sich

Uber 10-14 Tagewobei das Selektionsmedium alle drei Tage ernewartle. Nach dieser
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Zeit hatten sich einzelne Kolonien gebildet, dig Hilfe einer Spitze einer Mikropipette
isoliert und in einWell einer 96-well-Platte tGberfihrt und kultiviert wurd®ie nachfolgende
Kultivierung der Zellklone erfolgte in Kulturmediyrmdas das Selektionsantibiotikum enthielt.
Die Analyse der selektionierten Klone erfolgte dudie Messung der Aktivitat des Reporters

der Firefly Luciferase.

3.2.3.4 Cytotoxizitatsassay
Am Vorabend wurden 2 x 1&RSC96 Zellen/ well in einer 98fell Zellkultur-Flachboden-

Mikrotiter-Platte (Greiner Bio-one, Frickenhaus&wgutschland) in je 100 pl Kulturmedium
ausgesat und bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tagde das Kulturmedium vollstandig
abgenommen und eine Verdinnung von Staurosporigebl, die jeweils in acht
Replikaten auf die Zellen gegeben wurde. Danachdemurentweder 50 ng/ml humanes,
rekombinantes G-CSF oder der korrespondierende EGRi&er in der gleichen Verdinnung
den Zellen hinzugefugt und fur 48 h bei 37°C inlanbiDie Viabilitat wurde mit Hilfe des
Cell Titer-Blué€® Cell Viability Assay (Promega, Mannheim, Deutscldpbei 570 nm im
Fluostar gemessen und danach in EXCEL ausgewertet.

3.2.3.5 Stimulationsversuche mit G-CSF

Am Vorabend wurden 0,7 x {®SC96 Zellen/ well in einer B¢ell Platte (Greiner Bio-one,
Frickenhausen, Deutschland) in je 3 ml Kulturmediamsgesat und bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden verschiedene Verdinnungen uomatem, rekombinanten G-CSF
hergestellt und diese fur 24 h bei 37°C auf derneBeinkubiert. Danach wurden die Zellen
mit eiskaltem 1xPBS gewaschen und dann mit je 2@0skaltem Lysispuffer + 1xComplete
+ 1 x ,Phosphostop* (Roche, Mannheim, Deutschlanal fir 2 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden im Anschluss daran abgeschabt, idrsiche Eppendorf Tubes uberfuhrt und
weitere 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden Zédllysate mehrmals durch eine Spritze
mit 17 gauge gezogen und bei 13000 rpm fiir 5 midb@ abzentrifugiert. Die Uberstande
wurde in neue Eppendorf Tubes Uberfuhrt und bissnalyse bei -20°C weggefroren.

3.2.3.6 G-CSF abhangiger Viabilitdtsassay

Die G-CSF abhangige Suspensionszelllinie NFS-6de/wor Beginn des Assays zweimal
mit Kulturmedium ohne G-CSF (Assaymedium) gewascli#zamach wurden die Zellen in
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einer Zelldichte von 2 x ffwell in eine schwarze 9&ell- Flachboden-Mikrotiter-Platte mit
durchsichtigem Boden (Greiner, Frickenhausen, @éidaad) in 50 pl Kulturmedium ohne
G-CSF ausgesat. Auf einer 9&ll Rundbodenplatte wurde eine Verdinnungsreihe mit
humanem, rekombinanten G-CSF (AX200) angesetzt,owgeweils 50 pl zu den Zellen
gegeben wurden. Die Zellen wurden fur 48 h bei 3#iKubiert. Fur die Detektion der
Viabilitdt wurde der MultiTox-Fluor MultiplexicityAssay von Promega nach Anweisungen
des Herstellers angewendet. Die Fluoreszenz wumdeFLUOstar bei 390 nm/ 520 nm

gemessen.

3.2.3.7 Split TEV Assay

2 x 10* HEK293 Zellen/ well wurden 6 h vor Assaybeginn imee schwarze 96vell
Flachbodenplatte (Bio-one, Greiner, Frickenhaugeihrem Kulturmedium ausgeséat und bei
37°C inkubiert. Etwa eine Stunde vor Assaybeginndeuwler Transfektionsansatz zusammen
mit dem Renilla-Mix angesetzt. Dabei wurden pro #&ns10 ng Renilla und je 10 ng DNA
verwendet. Die verschiedenen DNAs wurde zusammedndem Renilla Mix in je 15 pl
OptiMEM/ Ansatz und 0,2 pl Lipofectamiffé 2000 in je 15 pl OptiMEM/ Ansatz pipettiert
und fur 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde depdfectamin/ OptiMEM Mix mit dem
DNA/ OptiMEM Mix vereint und 20 min bei RT inkubierDas Kulturmedium der Zellen
wurde komplett abgenommen und 30 pl Transfektioseszh well hinzupipettiert und fur 2 h
bei 37°C inkubiert. Nach 2 h wurden 60 pl Kulturmed mit 5 %HS hinzugefigt und die
Platte fur weitere 20 h bei 37°C inkubiert. Am nsteim Tag wurde die Halfte der Anséatze mit
je 50 ng/ ml G-CSF/ well fiir 48 h bei 37°C stimuliend im Anschluss daran mit je 30 pl
Passive Lysis Buffer/ well fir 30min auf dem Sclhaittlysiert. Die Fluoreszenzmessung
erfolgte im Mithras LB 940.

Als Reporter wurden die Firefly Luciferase, und zuNormalisierung und
Transfektionskontrolle die Renilla Luciferase vendet. Die normalisierten Messwerte

werden in RLUs (relative luminescence units) daejks

3.2.4 Proteine

3.2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zeltgtismde aus 3.2.3.5. erfolgte

colormetrisch mit einem BCA Protein-Detektions-Ki¢ér Firma Thermo Scientific. Dabei

wird eine Farbreaktion durch Bicinchinon-Saure B&°C ausgeltst. Die Farbreaktion
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resultiert aus der Reduktion von Kupferionen, dieee Komplex mit den Peptidbindungen
der Proteine bilden. Die reduzierten Kupferioneagreren ihrerseits mit der Bicinchinon-
Saure. Es kommt zu einem violetten Farbumschlag. Berechnung des Proteingehaltes
erfolgte mit Hilfe einer Eichreihe aus RinderserAtbumin (BSA). Dabei wurden zuerst je
25 ul der Verdinnungen des Albuminstandards in Bgmé Tubespipettiert sowie die je
1:25 verdiinnten Proben. Danach wurden je 500 piGimisches aus der BEA Reagent
A-Lésung und der 1:50 darin verdiinnten B&MReagent B —Lésung hinzupipettiert und bei
37°C fur 30 min inkubiert. Die Proben wurden inesim Photometer bei einer Extinktion von
565 nm gemessen. Die weitere Auswertung der eillteitteKonzentrationswerte erfolgte
durch EXCEL, wobei die Verdinnungen der gemesseémeben bericksichtigt wurden.

Um im Western Blot gut detektierbare Banden zu leghawurde bei Proteinlysaten 100 pg

Protein eingesetzt.

3.2.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese: SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresst) ein Verfahren, um Proteine
anhand ihres Molekulargewichts in einem elektrischéeld aufzutrennen. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im elekigac-eld ist von deren Groél3e, Form und
Ladung abhangig. Durch Inkubation der Proteine ammmli-Puffer, der das Detergenz SDS
und Thiole, die die Disulfidbriicken innerhalb deoteine zerstéren, enthalt, werden diese
Proteine vollstandig bei 95°C innerhalb von 5 m@maturiert und in ihre Monomere zerlegt.
SDS verleiht Proteinen eine stark negative Ladundem es an entfaltete hydrophobe
Peptidketten der Proteine bindet. Somit kann méorimationen tber das Molekulargewicht
von Proteinmonomeren erhalten [114]. Fir die SDEdeoylamid-Gelelektrophorese
wurden fertige 12 % ProteingeléPrecise Protein Ge)sder Firma Thermo Scientific
verwendet. Die Proben wurden volumenangepasst ediizierendem 5 x SDS-Ladepuffer
versetzt und 5 min bei 95 °C aufgekocht, abzem@d und anschlieBend auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1 x SD&Huaffer bei einem konstanten
Stromfluss von 25 mA fir ungefahr 1 h 30 min duefagrt.

3.2.4.3 Western Blot

Nach der Gelelektrophorese wurden die im Gel atdgaten Proteine durch das iBlddry
Blotting Sytem (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschlamdeiner horizontalen Elektroblotkammer

auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Ansteth@ Filterpapieren oder Puffertanks
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enthalten der obere und der untere Teil der Auéhtbihg die notwendigen Puffer sowie die
integrierte Kupferkathode und -anode. Der unter# der Aufschichtung enthalt zusatzlich
die 0,2 um dicke Nitrocellulosemembran.

Der Blotvorgang erfolgte mit dem Programm P3 ina#shvon 7 min. Nach dem Blotten
wurde die Membran fur 60 min in 1 x PBST + 5% Magéchpulver geblockt, um
unspezifische Interaktionen zwischen Antikorper Wrdtein zu verhindern. Anschlie3end
wurde die Membran mit dem priméaren Antikorper, adrenfalls in 1 x PBST mit 5%
Magermilchpulver geldst war, inkubiert. Zur Detektider jeweiligen Proteine wurde die
Membran mit einem primaren Antikorper (Phospho-A4060, Bcl-xL # 2762) bei 4°C Uber
Nacht inkubiert. Als Ladekontrolle diente Actin (t MAB 1501). Nach der Inkubation
Uber Nacht wurde die Membran am darauffolgenden di@gmal je 5 min in 1 x PBST
gewaschen. Als Sekundarantikorper dienten entspneleh HRP-konjugierte 1gGs aus der
Ziege (Dianova, Hamburg, Deutschland, 1:4 000 ynTBST). Die Membran wurde 60 min
bei RT mit dem Sekundarantikérper inkubiert undchhsl3end dreimal je 5 min in 1 x PBST
gewaschen. Zur Detektion wurde SuperSignal West Elemiluminescent Substrate (ECL =
enhancecchemiluminescengeson Pierce laut Anweisung des Herstellers venggnddem
die Membran mit einer &quivalenten Menge beiderktanslosungen fir 2 bis 5 Minuten
inkubiert wurde. Der Réntgenfilm (CL-XPosuteFilm, Thermo Scientific, Rockford, USA)
wurde daraufhin bis zur gewtlinschten Intensitat Sgmals auf die Membran gelegt und

anschlie3end in einer Fotoentwicklungsmaschine iekél.

3.2.4.4 Immuncytochemie (ICC)

RSC96 Zellen wurden mit einer Dichte von 8 X/2ell auf Deckglaschen in einer 2vell
Platte ausplattiert. Nach 16 h wurden die Zelleh 37°C warmen 1 x PBS gewaschen und
mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fir 15 min bei Raumperatur fixiert. Danach wurden die
Zellen zweimal mit eiskaltem 1 x PBS gewaschen mitd50 mM Glycin in PBS flr 10 min
auf Eis inkubiert. Die Permeabilisierung erfolgeech einem erneuten Waschschritt mit 0,2 %
TritonX-100 in PBS fir 5 min auf Eis. Vor dem Blaegschritt wurden die Zellen mit TBS
gewaschen und dann fur eine Stunde mit Blockingpuff % BSA in TBS) auf dem Taumler
inkubiert. Der gegen den G-CSF-R gerichtete Primtd@rper Sc-694 von Santa Cruz wurde
1:100 in 1% BSA/ TBS verdinnt und GUber Nacht b¥®C 4nkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Zellen zweimal mit Waschpuffer (0,1 %M 3$BS) gewaschen und im Anschluss
daran mit dem spezifischen Sekundarantikorper kawiinchen-FITC (1:200 in 0,1 % BSA/
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TBS) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubkgit. die Kernfarbung wurden die Zellen
fur 10 min bei Raumtemperatur mit 1: 10000 in TBSdéinntem DAPI inkubiert und danach
kurz mit 10 mM Tris/ HCI gewaschen bevor die Zellait Aqua Poly Mount eingebettet

wurden.

3.2.4.5 Peptidbibliothek von humanem G-CSF

Fur die Erstellung der Peptidbibliothek wurde dimtPinsequenz von humanen G-CSF
(NCBI:NP_000750) verwendet. Die ersten 29 Aminosiuder Sequenz wurden bei der
Erstellung der Bibliothek nicht mit einbezogen, sia der Signalpeptidsequenz des Proteins
entsprechen. Die Lange der einzelnen Peptide wanfl€0 Aminosauren festgelegt, wobei
sich die Peptide um jeweils 18 Aminosauren UbetkppBei einer Aminosaurenlange von
insgesamt 178 Aminosauren ergaben sich daraus @d@eDie Bibliothek wurde mithilfe
des Programms ,Pepscreen Library Design Tool* dend& Sima-Aldrich, einem Programm
zur Erstellung von Peptidbibliotheken, entworfeme Peptide wurden synthetisiert und durch
HPLC und Massenspektroskopie von der Herstelledir®enscript analysiert, wobei ein
Minimum von 30 % intaktem Protein gewahrleistet eeair Aufgrund der hohen
Hydrophobizitatswerte wurden alle Peptide in DMS&5gt und in mehreren Aliquots sofort
bei -80°C weggefroren, um mdgliche Oxidationen Beptide durch das Lésungsmittel zu
verhindern. Die Konzentration der Peptide wurde &@mM eingestellt, um DMSO
ausreichend im Kulturmedium zu verdiinnen und somiigliche unerwiinschte Nebeneffekte

beim Assay vermeiden zu kénnen.

3.2.4.6 Screening von einzelnen G-CSF Peptiden

Vor Beginn des Versuchs wurden die NFS-60 Zelleie, sechon unter 3.2.3.6. beschrieben,
zweimal mit Assaymedium gewaschen. Danach wurded @ NFS-60/well in eine schwarze
96-well-Flachboden-Mikrotiter-Platte mit durchsichtigem Bod (Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) in je 50 pl Assaymedium ausplattiad biei 37°C inkubiert.

Parallel dazu wurden zehn 9l Rundbodenplatten mit je acht Peptiden aufsteigende
Nummerierung, zwei Negativkontrollen (G-CSF Puffeng zwei Positivkontrollen zu je acht
Replikaten vorbereitet. Das diagonale Pipettiensehést Abbildung 10 zu entnehmen: Die
beiden Positivkontrollen waren zuvor mit Hilfe d&itrationskurve von G-CSF ermittelt
worden. Die erste Positivkontrolle (rot) spiegadtee 100 %ige Viabilitat der NFS-60 Zellen

wider. Die zweite Positivkontrolle (orange) zeidtetz ihrer geringen Molaritat stets eine
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signifikante Viabilitat gegentber den Negativkofiao (weil3). Alle Proben einer Platte
wurden in jeweils 8 Wiederholungen in diagonaleroAinung auf die 96-well Platte
aufgebracht. Mithilfe dieses Schemas sollten ewlglRandwelleffekte vermieden werden

bzw. die gleichen Bedingungen fur die jeweils 8 lkepe auf der Platte herrschen. Das

Pipettieren erfolgte automatisch mit Hilfe des NMribbell EX von Packard.

Abbildung 10 Pipettierschema des G-CSF Peptidscreenin@se Peptide, zwei Negativkontrollen
(wei8) und die beiden Positivkontrollen (rot, orapgwurden in jeweils 8 Wiederholungen in
diagonaler Anordnung auf eine 96-well Platte aufgebt, um mdgliche Positionseffekte zu
vermeiden.

Nach Fertigstellung der Platten wurden je 50wl mit dem Liquidatot® auf die schwarze
96-well Flachboden-Mikrotiter-Platte mit mit den NFS-60I2e tranferiert. Das Endvolumen
der zehn fertig beschickten Platten betrug 1000ué¢ Platten wurden fur 48 h bei 37°C
inkubiert. Die Viabilitatsmessung wurde mit dem MDbx-Fluor Multiplexicity Assay von
Promega nach Anweisungen des Herstellers durchgefttobei die Messung der
Fluoreszenz bei 390 nm/ 520 nm im FLUOstar erfolgte

Das Screening der Peptide wurde bei einer Molavitét 1 uM bzw. 10 uM durchgefihrt,
wodurch die finale DMSO Konzentration 0,2 % bzwo2betrug. Alle Kontrollen wurden
demzufolge mit DMSO angeglichen. Fir das 10 uM &uregg wurde die zweite
Positivkontrolle aufgrund der angestiegenen DMS@#&mtration von 2 % erhoht.

3.2.4.7 Screening von Peptidblocken

In einem Multiplex-Ansatz mit bis zu 20 verschiederPeptiden pravell sollten mégliche
notige kooperative Effekte unterschiedlicher Progpitope getestet werden. Fir diesen
Zweck wurden die 80 Peptide der Bibliothek in 8 (Gren zu je 10 Peptiden mit
aufsteigender Nummerierung eingeteilt. Ein Peptidbimit je 10 Peptiden wurde jeweils mit
den verbliebenen 7 Peptidbloécken getestet, so diesserdenklichen Kombinationen zur

Testung ausgeschopft werden konnten. Die Versuctisfilnrung entsprach dabei dem unter
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3.2.4.6. aufgefuhrten Vorgehen. Die finale DMSO Kemiration betrug, wie bei 10 uM
Screening, 2 %, wodurch die zweite Positivkontrellebht werden musste.

3.2.5 Tierexperimente

Fur die Tierstudie wurden Trembler-J Mause mit G&® Hintergrund, die eine spontane
Punktmutation innerhalb des Pmp22 Genes besitzewendet (B6.D2-Pmp227J Stamm;

Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME, USA). Aufgrudetr Mutation an Nukleotidposition
47 kommt es zu einem Aminosaurenaustausch von heegen Prolin. Die Erhaltungszucht
der heterozygoten Linie erfolgte durch Verpaarungandgener Weibchen mit
Wildtypmannchen. Fur alle Experimente wurden trangg Mannchen und Weibchen im
gleichen Alter verwendet, die gleichmé&Rig in BeHangs- und Kontrollgruppe eingeteilt

wurden. Alle Tierexperimente wurden vom Regierumgsiolium in Karlsruhe genehmigt.

3.2.5.1 Behandlungsprotokoll

Humanes, rekombinantes G-CSF (AX200, Dr. Reddy'bokatories, Hyderabad, Indien;
30 mg/kg/day) wurde kontinuierlich mit Hilfe eineosmotischen Minipumpe (Alzet
minipump, Modell 2002 und 2004; ALZET Osmotic PumpSupertino, CA, USA)
abgegeben, die den Tieren subkutan implantiert &ordvar. Das hierfir verwendete
Losungsmittel bzw. das Vehikel setzte sich aus 380 Sorbitol, 0,004 % Tween-80 und
10 mM Natriumacetatpuffer (pH 4) zusammen. Behamgbeginn der Mause war im Alter
von 6 Wochen, die Behandlungsdauer betrug insget@nwochen. Zu Beginn wurde das
Minipump Modell 2002 aufgrund der geringen Grof3e @ere verwendet und wurde alle
zwei Wochen gewechselt. Im Alter von zehn Wochendeudas Minipump Modell 2004
implantiert und alle vier Wochen ausgetauscht.

3.2.5.2 Motorische Verhaltenstests

3.2.5.2.1 Griffstarke Test(Grip Strength test)

Mithilfe des Grip StrengthTests kann die muskulare Kraft der Vorderlaufeegiiieres und
somit sein Krankheitsverlauf verfolgt werden. Dieiskulare Kraft wurde wdchentlich mit
Hilfe eines sogenannte@rip StrengthMeters gemessen. Dieses Gerat besteht aus einer
beweglichen, trapezformigen Stange (Krafttransduacke mit einem Verstarker verbunden
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ist. Der Krafttransducer zeigt die maximale Gréige des Tieres im Moment des Loslassens
an. Die Messwerte werden in mN wiedergegeben. Dd#eMert von drei Messungen wurde

notiert. Eine Woche vor Beginn der Studie wurdedheit Tieren einmalig trainiert.

Abbildung 11Grip Strength TestMithilfe des Grip Strength Tests kann die motoresélnaft
des Tieres Uber die ,Griffstarke” der Vorderlaufemessen werden, indem das Tier sanft an
seiner Schwanzspitze nach hinten gezogen wird.

3.2.5.2.2 Rotarod

Mithilfe des Rotarods, einer Drehstab-Apparatumrnén Koordinationsstérungen sowie die
gesamtmotorische Leistung von Tieren festgestekirden. Die Tiere wurden einmal
waochentlich getestet, indem sie auf einen sich eamesLangsachse drehenden zylindrischen
Stab gesetzt wurden, der sich innerhalb von 47hs3WUPM bis 30 UPM beschleunigte. Die
Zeit wurde automatisch festgehalten, sobald ein Aeeuntergefallen war. Der Mittelwert von
drei Messungen wurde notiert. Eine Woche vor Begien Studie wurde mit den Tieren

einmalig trainiert.
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Abbildung 12 Maus RotarodBeim Rotarod handelt es sich um einen sukzessivelbeh um die
Langsachse rotierenden Stab, mit dem die motonsdf@#higkeiten sowie die Ausdauer der Tiere
bestimmt werden kdnnen.

3.2.5.2.3 Neuroscore

Beim Neuroscore handelt es sich um eine Bewertliagss die den zeitlichen
Krankheitsverlauf dokumentieren soll. Firr die Ustehung des Stammes B6.D2-Pm}52/a
wurde der Neuroscore eigenstéandig durch vorherigiensive Beobachtung der Tiere
entwickelt, wobei die Parameter Ful3stellung deddreiHinterlaufe, Gangbild, Tremor und
das typische Klammern der Hinterlaufendlimb clasping mit einbezogen wurden.

FuR3stellung (linker Hinterlauf; | 0 = wie Wildtyp

rechter Hinterlauf) zur 1 = Hinterlaufe zeigen < 90° vom Korper weg
Korperachse 2 = Hinterlaufe zeigen 90° vom Kdrper weg
Gangbild 0 = wie Wildtyp: gleichméaRiger Gang auhge

1 = gleichméaRiger Gang auf gesamtem Ful3, Hinterleib
leicht abgesenkt

55



2 = ungleichmaRiger Gang auf gesamtem Ful3, Hirterle

leicht abgesenkt, reversible Spastiken

Tremor (aktiv) 0 = kein Tremor
1 = leichter Tremor
2 = starker Tremor

Klammern der Hinterlaufe 0 = kein Klammern der ldnféufe
1 = verdrehte Hinterlaufe um 180° und Ansetzen zum
Klammern
2= Klammern der Hinterlaufe, mitunter Einbezug der
Vorderlaufe

Die maximale Punktzahl betrug 10, wobei ein hohdrenktewert fir ein schlechteres
Abschneiden beim Test steht. Der Test wurde eimmahentlich durchgefihrt.

| > A AR ALY
Abbildung 13Neuroscore Beide Bilder zeigen Mause des Stammes B6.D2-PHifi22In Bild A ist
das typische hindlimb clasping zu erkennen, wolgiegen Bild B ein deutliches Verdrehen der
Hinterlaufe um 180° erkennbar ist.

3.2.5.3 Gewicht

Die Tiere wurden einmal wo6chentlich morgens gewogem ein Verfalschen der
Messergebnisse durch das natirliche Variieren dewidhts innerhalb eines Tages zu

verhindern.

56



3.2.6 Statistik

Alle Tierexperimente wurden verblindet durchgefi&owohl die Einteilung der Gruppen als
auch die Vergabe der Medikamente fand mit Hilfe eeinComputer gestitzten

Randomisierungssystems statt. Die Verblindung wuedg nach Beendigung der Studie
aufgehoben. Alle Messergebnisse wurden in EXCEL320@ Hilfe des t-Tests ausgewertet.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant betrachtétle Daten werden als Mittelwerte

+ /- SEM dargestellt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Screening einer Peptidbibliothek des hamatopoetisem
Wachstumsfaktors G-CSF

Um agonistisch wirkende Peptide des Wachstumsfak@rCSF ¢ranulocyte colony
stimulating factoy identifizieren zu kdénnen, wurden im Rahmen dieBektorarbeit zwei
voneinander unabhangige Methoden angewandt (siehreekung auf S.98).

Eine der verwendeten Methoden war der sogenannieTHY Assay mit dessen Hilfe das
Screening im 96-well Format durchgefiihrt werdertesoDer Split TEV Assay stellt ein
neuartiges Messverfahren in lebenden Zellen darkand neben der Untersuchung von PPIs
auch zur Untersuchung von pharmakologischen Substaverwendet werden [61]. Als eine
alternative und einfachere Methode wurde die G-G@GBRangige Zelllinie NFS-60 [115]
herangezogen, um ein Zelltyp-abh&ngiges Screemhgio die Peptidbibliothek neben dem

Split-TEV basierten Assay zur Verfiigung zu stellen.
4.1.1 Etablierung eines Split-TEV basierten Assays

4.1.1.1 Klonierung direkter Interaktionspartner des G-CSF Rezeptors und Generie-

rung verschiedener Split-TEV Varianten

In einem ersten Schritt zur Etablierung eines SV basierten Assays wurden der humane
G-CSF Rezeptor (huG-CSF-R) und seine direkten dktemspartner humanes Socs3
(Suppressor of cytokine signaling 8nd humanes JAK2Jénuskinase 2als sogenannte
ENTRY-Klone kloniert. ENTRY-Klone dienen als Bibtleeksklone des GATEWAY
Systems von Invitrogen und sind nicht exprimierbar.

Ausgehend von diesen drei ENTRY-Klonen konnten ins&hluss verschiedene Split-TEV
Varianten durch Rekombination, der sogenannten EBkRon, generiert werden. In
Abbildung 14 ist als Beispiel fur diese Interakspartner eine schematische Darstellung der
humane JAK2 in all ihren Split-TEV Varianten darigis
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Abbildung 14 Schematische Darstellung der verschiedenen SplitvTE/arianten der JAK2.
Abbildung 14 a und b zeigen die JAK2 (Januskinasaidem N-terminalen Teil der TEV-Protease,
der kurzen tevSite bzw. der mutierten tevSite ai&el, sowie dem Transkriptionsfaktor GV. In
Abbildung 14 c ist die Variante mit dem C-termimal@eil der TEV-Protease dargestellt und
Abbildung 14 d zeigt die JAK2 mit der vollstandiJétV-Protease.

4.1.1.2 Etablierung und Optimierung des Split-TEV basierten Assays auf transienter
Ebene

In anfanglichen Kontrollexperimenten wurden diezeinen, komplementaren Split-TEV-
Komponenten und die spezifischen Reporter der Iftafciferase und der Renilla-
Luciferase in verschiedenen Zellsystemen, wie elspeise HEK293, SH-SY5Y und PC12,
transfiziert. Wie der schematischen Abbildung 15s aBeispiel fir solch ein
Kontrollexperiment zu entnehmen ist, kann nach Eepression der Plasmide der G-CSF
Rezeptor zugefligtes G-CSF binden. Nach dessen Biareng rekrutiert er den direkten
Interaktionspartner JAK2 [116]. Durch ihre raumkcAnndherung wird die proteolytische
Aktivitat der TEV-Protease wieder hergestellt undr diranskriptionsfaktor GV wird
abgespalten. Dieser transloziert in den Zellkerd bindet dort an das G5-Element des
Firefly- bzw. Renilla-Reporters und aktiviert derBranskription [61].
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Abbildung 15 Schematische Darstellung eines SplEM Assaysam Beispiel des huG-CSF-

Rezeptors, der durch Bindung von G-CSF aktiviertlwind als Folge davon dimerisiert und huJAK2
rekrutiert. Dadurch kommt es zur Wiederherstelludgr Proteaseaktivitdt der TEV. Durch

anschlieBende proteolytische Freisetzung des sgd®h Transkriptionsfaktors kann dieser in den
Kern translozieren und den transkriptionsgekoppeReporter aktivieren.

Aufgrund der schlechten Expression des Fusionskakistdes humanen G-CSF-Rezeptors
konnte zuné&chst kein robustes Signal des LucifdrRegmrters gemessen werden. Aus diesem
Grund wurde zur Optimierung der Expression des pere die Leadersequenz des
ursprunglichen Expressionsvektors gegen die Leadaenz des pHOOK Vektors
ausgetauscht (pEXPR_HOOK-GCSKR AnschlieRend wurden die Experimente mit dem
verbesserten Rezeptorkonstrukt auf transienter sBagiederholt. Bei dieser zweiten
Generation von Expressionskonstrukten war eine ach& TEV-abhangige Aktivierung des
Reporters messbar. Diese Aktivierung geschah jedooch unter Verwendung einer
vollstandigen TEV-Protease, weswegen ein Screeni@ig G-CSF Peptide im grol3eren

Malfl3stab unter diesen Bedingungen noch nicht moglah
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4.1.1.3 Etablierung und Optimierung des Split-TEV basierten Assays in stabilen

Zelllinien

Aufgrund der ungenltgenden Aktivierung des TEV-algigen Reporters in den
vorangegangenen Versuchen wurde mit der Herstebimgy stabilen Zelllinie begonnen, da
diese ein robusteres zellulares Signal erzeugen, kdas flr das Screening einer G-CSF
Peptidbibliothek notig ist.

Fir dieses Vorhaben wurde die Zelllinie HEK293 musegn mit dem linearisierten Plasmid
der Firefly Luciferase (FR-luc) elektroporiert unoh Anschluss daran mit Puromycin
selektioniert. In einem Primarscreen selektionradEK293 Zellen fielen 48 Klone auf. Zehn
von diesen HEK293 FR-luc_puro Klonen wurden danauftiher charakterisiert, indem sie
entweder mit dem Transkriptionsfaktor GV oder net dNegativkontrolle, dem Leervektor
pcDNAZ3, transfiziert wurden. Die Herstellung undr d&imarscreen dieser stabilen Klone
erfolgten durch Dr. Tobias Fischer im Rahmen desBBMProjektes Braunschweig/
Gottingen/ Hannover (siehe Anmerkung auf S. 98).

In Abbildung 16 sind die Ergebnisse dieser zehmKlaufgefuhrt. Bei der Negativkontrolle
war durchweg eine sehr geringe Expression des Rggens nachweisbar. Im Gegensatz
dazu zeigte der Klon #20 eine bis zu 1000 fache&sgion seines Reporters nach Zugabe des
Transkriptionsfaktors. Es handelte sich daher lBn dargestellten Messwerten um eine
spezifische Induktion des Reportergens durch selmanskriptionsfaktor GV. Aufgrund der
hohen Expression der Firefly-Luciferase wurde demk#20 fur eine Weiterentwicklung der

stabilen Zelllinie verwendet.
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Abbildung 16 Testung der stabilen GV sensitiven HE3 Klone.Von den 48 HEK293 Zellklonen
eines Primarscreens wurden zehn naher charakterisigiese zehn Klone zeigten alle eine GV-
abhéangige Aktivitat, wobei der Klon #20 eine 1008fa Expression der Firefly-Luciferase aufwies
und daher als ,working clone* weiterverwendet wurdé&sV=Gal4-VP16, RLU= relative
luminescence units

Um den Klon HEK293 FR-luc_puro #20 néher zu chandsieren, wurde er in einem
anschlieenden Split-TEV basierten Assay geteskélr diesen Zweck wurde der
GV-sensitive Klon neben der Renilla Luciferase am modifizierte G-CSF-R (HOOK-
GCSFR1A\) in verschiedenen Split-TEV Varianten und mit déazu komplementaren
Split-TEV Interaktionspartnern transient transfizid6 Stunden nach der Transfektion wurde
ein Teil der Zellen dann fir 48 h mit G-CSF behdindem eine G-CSF abhéngige
Rezeptoraktivierung mit nachgeschalteter Reporteitit zu zeigen. Die Renilla-Luciferase
diente als Normalisierung und als Transfektionstall® Als Negativkontrolle diente der
modifizierte G-CSF-R mit N-terminaler, inaktiver VEProtease zusammen mit G-CSF
(HOOK-G-CSFR1A_NTEV_tevS_GV).

In Abbildung 17 sind die RLU Werte mit dem ZellklgdEK293 FRIluc puro #20" zu sehen.
Bei allen Kombinationen dieses Versuchsansatzesdsamu keiner spezifischen Aktivierung
des Rezeptors und des nachgeschalteten Fireflfdrase Reporters durch G-CSF. Offenbar
kam es bei keiner der Kombinationen von Rezeptad Gocs3 bzw. JAK2 zu einer
Interaktion, die stabil und langfristig genug wam ein robustes Signal des Reporters zu

erhalten. Selbst bei den Ansatzen mit aktiver TEBYhkes zu keiner stabilen Interaktion, was
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fur eine inkorrekte Prozessierung des bereits nmeliten G-CSF-R bzw. fir generelle

Probleme bei der Interaktion der komplementaretmBasprechen wirde.
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Abbildung 17 Split-TEV Assay mit der stabilen Zelllinie HEK293_FRluc puro #20. Der
modifizierte huG-CSF-R in seinen verschiedenent-SpNV Varianten wurde zusammen mit den dazu
komplementéaren Interaktionspartnern huJAK2 und kaSajetestet. Als Negativkontrolle fungierte
der Ansatz mit dem modifizierten G-C3HR _NTEV_tevS_GV Konstrukt. Keiner der
Versuchsansatze zeigte unter Zugabe von G-CSF @imdeutige Aktivierung des Reporters.
NTEV=NTEV_tevS_GV; NTEVmM=NTEV_tevSmut_GV ; CTE\érihales, inaktives Fragment der
TEV; fullTEV=aktive TEV-Protease; GV=Gal4-VP16; HiR=Firefly-Luciferase, RLU=relative
luminescence units

Aus diesem Grund wurde in einem zweiten Schritt @enerierung stabiler Zellklone der
Klon HEK293 FRIuc puro #20 erweitert, indem er gdtabit dem Fusionskonstrukt des
modifizierten humanen G-CSF-Rezeptors transfiziearde. Moglicherweise wirde eine
stabile Expression des Rezeptors eine korrektgaktien erlauben, die fur den Split-TEV
basierten Assay essentiell ist. Der HEK293-Klon deudafiir mit dem linearisierten Plasmid
des modifizierten Rezeptors pEXPR_HOOK-GC3FRTEV_tevS_ GV elektroporiert und
nach anfanglicher Selektionierung von 40 Klonen agfine Funktionalitdt in vier
verschiedenen Ansatzen getestet. Der LeervektorNA&D diente als Negativkontrolle,
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transmembranes TEV (TM-TEV) als Positivkontrolledém sie bei korrekter Expression des
Rezeptors den Transkriptionsfaktor GV abspaltet,isleAnschluss daran die Transkription
des Reporters initilert. Da, wie in der Literatwsbhrieben, eine Dimerisierung des G-CSF-
Rezeptors unter Bindung von zwei G-CSF Molekulem6]1stattfindet, wurde in einem
doppelten Ansatz das Fusionskonstrukt des G-CSEgRez mit der C-terminalen TEV
(PEXPR_HOOK-GCSFR_CTEV) transfiziert. Ein Ansatz wurde dann mit GKS
stimuliert, der andere blieb als Kontrolle unstiraril

Die Ergebnisse der getesteten HEK293 FRIuc puro HEIDK-GCSFR\_NTEV_tevS GV
Klone sind Abbildung 18 zu entnehmen. Alle Klone Auf eine Ausnahme zeigten weder bei
der Positivkontrolle mit TM-TEV noch bei der Konllieomit dem direkten Interaktionspartner
HOOK-GCSFR\_CTEV unter Zugabe von G-CSF nennenswert erhdhte-Rierte, was fur
eine ungenugende Expression des fusionierten Rezegpricht. Dahingegen wies der Klon
G5 sowohl eine GCSF-abhangige als auch eine TM-8BRangige Aktivitdt des Firefly-
Luciferase Reporters auf. Diese gemessene Repdnaié ausgeldost durch die
Proteininteraktion bzw. durch Zugabe von TM-TEV waait einer 20 fachen Aktivierung der
Firefly Luciferase nicht sehr hoch. Sie lag weittarnder 1000 fachen Aktivierung des
Luciferase Reporters nach Zugabe des Transkrigékttss GV bei dem zuvor getesteten
HEK293_FRIluc puro #20 Klon. Fir ein Screening ei@@CSF Bibliothek im grof3en

Mal3stab war daher auch dieser Klon aufgrund seieerigen Aktivitat nicht geeignet.
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Abbildung 18 Screening der HEK293_FRIuc puro #20:30K-GCSFRI_NTEV_tevS__ GV Klone.
Die meisten Klone, die fur eine nédhere Charakterigig herangezogen wurden, zeigten bis auf Klon
G5 keine eindeutige TM-TEV und G-CSF abhangigeviééti des Firefly-Luciferase Reporters.
pcDNA3 = Leervektor (Negativkontrolle), TM-TEV = mieranstandige und aktive TEV-Protease
(Positivkontrolle), RLU= relative luminescence @nit

4.1.1.4Klonierung von Scaffold-Proteinen zur weiteren Etalierung und
Optimierung des Split-TEV basierten Assays

Neben der Generierung stabiler Zelllinien wurdempé&kmente zur weiteren Optimierung des
Assays auf transienter Ebene durchgefihrt. Zur il&ti@bung der Wechselwirkung des
Rezeptors und seinem direkten Interaktionspartd&k2, und der damit verbundenen
Verbesserung der Reporteraktivitdt wurde mit demidrung von gp130, einem sogenannten
Scaffold-Protein, begonnen.

Das Protein gp130, auch IL6-Signal-Transducer getast ein kleines Protein, das an eine
Vielzahl von Zytokinrezeptoren als Untereinheit d@n kann. Indem die Untereinheit als
Dimer an den Rezeptor bindet, werden Tyrosinkinagendie Januskinasen in einem ersten
Schritt der Signaltransduktion rekrutiert [13, 18].

In Abbildung 19 ist das Modell des optimierten $pEV Assays mit den direkten
Interaktionspartnern G-CSF Rezeptor, JAK2 sowie 3@pHargestellt, wobei gp130 die
Bindung von JAK2 an den GCSF-Rezeptor stabilisietemd damit ein robustes Signal der
Firefly-Luciferase erzeugen soll.
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Fir die Klonierung des Scaffold Proteins wurdersekiedene Splicevarianten verwendet, die
aber nicht exprimiert werden konnten. Eine ausexde Stabilisierung der direkten
Interaktionspartner JAK2 bzw. Socs3 mit dem G-C®Zdptor war daher nicht méglich und
somit auch keine Verbesserung des ReportersigiaisScreening unserer Peptidbibliothek

war deswegen mit dem Split-TEV basierten Assaytniahmsetzbar.

G-CSF GCSF

Abbildung 19 Schematische Darstellung des optimegertSplit-TEV basierten AssaySchematische
Darstellung eines Split-TEV basierten Assays ansai des modifizierten G-CSF-Rezeptors, der
JAK2 und dem Scaffold-Protein gp130. Das ,Hilfsgiot soll bei der Interaktion der beiden
Fusionskonstrukte behilflich sein und sie ausraichstabilisieren, damit ein robustes Signal des
Reporters durch den Transkriptionsfaktor GV erzeuigti.
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4.1.2 Peptidscreening mit der G-CSF abhangigen ZelllinidNFS-60

Aufgrund der Schwierigkeiten, ein robustes Screggyatem mit Hilfe des Split-TEV Assays
zu etablieren, wurde ein einfacheres System gewadlas nur ein Zelltyp-abhangiges
Screening erlaubte. Bei dieser Zelllinie handeiesieh um die Linie NFS-60, eine murine
myeloische Leukamiezelllinie, deren Wachstum undbiitdt von G-CSF bzw. IL-3
abhéangig ist [115]. Nachdem dieser alternative &trgassay erfolgreich etabliert worden
war, wurden weitere Optimierungsversuche des JEN- basierten Assays eingestellt und
das Screening der G-CSF Peptidbibliothek mit de€$¥~ abhangigen Zelllinie NFS-60
durchgefuhrt.

4.1.2.1 Entwicklung eines Screening Assays basierend aufda&bhangigkeit von

G-CSF
Zunachst wurde diese Suspensionszelllinie mit bergedliinntem G-CSF stimuliert, und die
Anzahl lebender Zellen in Kultur photometrisch rdgm MultiTox Glo Assay (Promega)
bestimmt. Fir diesen Zweck wurden die NFS-60 Zdlteihrem Kulturmedium ohne G-CSF
ausgesat und mit seriell verdinntem G-CSF fur 48eh 37°C stimuliert, um eine
konzentrationsabhangige Viabilitat in Abhangigkaih G-CSF zeigen zu kénnen.
In Abbildung 20 ist die Viabilitatskurve der Zeilie NFS-60 dargestellt. Bei einer
Konzentration von 2 ng/ml G-CSF, was einer Molantén etwa 0,1 nM entspricht, zeigten
die Zellen 100 %ige Viabilitat. Dagegen wiesen diellen bei einer Konzentration von
lediglich 2,7 pg/ml G-CSF eine stark geminderte bilitat auf, die jedoch gegentber den
nicht behandelten Zellen noch signifikant erhohtr.wine Konzentration von 2,7 pg/mi
entspricht dabei einer Molaritat von 0,1 pM. Didsgden G-CSF-Konzentrationen wurden
fur das Screening einer Peptidbibliothek von G-G&# Positivkontrollen verwendet. Als
Negativkontrollen diente DMSO zusammen mit demGUESF verwendeten Puffer (AX-200
Puffer). Diese beiden gewéhlten Konzentrationen &elgisten zum einen eine hohe
Sensitivitat des Assays, und zum anderen die Maigdit der Aktivitatsabschatzung
potenzieller Hits.
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Abbildung 20 Viabilitatsassay auf NFS-60 Zellen méiner Konzentrationsreihe von G-CSBie
Suspensionszellinie NFS-60 wurde nach dem Ausséisemell verdiinntem G-CSF stimuliert und bei
37°C fur 48 h inkubiert. Zwei der Messwerte inndibhader Viabilitatskurve wurden als
Positivkontrollen fir das Peptidscreening verwendebbei eine Konzentration von 0,1 nM G-CSF
(roter Kreis) einer 100 %igen Viabilitat und eineozentration von 0,1 pM G-CSF (roter,
gestrichelter Kreis) der niedrigsten signifikantéiabilitat entspricht.

4.1.2.2 Screening von einzelnen Peptiden

Fur die Erstellung der Peptidbibliothek wurden de¥sten 29 Aminosauren der
Aminosauresequenz von G-CSF entfernt, da diesegligldian der Prozessierung innerhalb
der Zelle beteiligt sind. Die Lange der einzelnemptitle der Bibliothek betrug
20 Aminosauren, wobei die Peptide um jeweils 18 Wonauren lUberlappen. Bei einer Lange
von insgesamt 178 Aminosduren ergaben sich darQu®eptide (siehe Abbildung 21).
Aufgrund ihres sehr hohen Hydrophobizitatswertesden alle Peptide in DMSO geldst.
Demzufolge mussten sowohl die Positiv- als auchMkgativkontrollen mit dem gleichen
prozentualen Anteil an DMSO angeglichen werden.
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Abbildung 21 Design der PeptidlibraryAusgehend von der G-CSF Sequenz wurde eine sich
Uberlappende Peptidbibliothek angefertigt. Die Ript besitzen eine Lange von 20 mer und
Uberlappen sich jeweils um 18 Aminoséauren. Der BgHobiziatswert in den eckigen Klammern gibt

die Ladung des Peptids an.

FUr das Screening wurden zwei Negativkontrollere beiden Positivkontrollen (0,1 nM
G-CSF und 0,1 pM G-CSF) und acht Peptide mit j& &sdplikaten diagonal auf die Platte

mit den darin enthaltenen Suspensionszellen auwdghbr Dieses Pipettierschema sollte

eventuelle Positionseffekte vermeiden (siehe Ahiigd10).

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse des gesamtgniddereenings mit einer Molaritat von

1 uM, also einer Tfach héheren Molaritat als die der niedrigerenitRésntrolle, zu sehen.

Die Mittelwerte aller Positivkontrollen sind alsteoLinien in der Abbildung dargestellt

(gepunktete zweite Positivkontrolle, gestrichelteste Positivkontrolle). Die Negativ-

kontrollen entsprechen den grauen Balken innerhddy Abbildung. Die mittlere
Standardabweichung von acht Replikaten der Negativ&lle betrug +/- 6,37 % und die der
gescreenten Peptide +/- 5,81 %. Keines der getesteeptide der Bibliothek bewirkte bei

einer Molaritdt von 1 uM eine signifikante Erhohurdger Viabilitit gegeniber den

Negativkontrollen.
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Abbildung 22 Ergebnisse des 1 uM Peptidscreenindggede 96-well Platte (eine Balkenreihe)
beinhaltete zwei Negativkontrollen ohne G-CSF (gr&alken) und zwei Positivkontrollen mit einer
Molaritat von 0,1 nM und 0,1 pM G-CSF. Die Mitteheealler Positivkontrollen sind als rote Linien
in der Grafik dargestellt (rote gepunktete Linieerste Positivkontrolle, rote gestrichelte Linie =
zweite Positivkontrolle). Keines der 80 gescreereptide bewirkte eine signifikante Erhohung der
Viabilitat im Vergleich zu den Negativkontrollen.

Im Anschluss an das 1 uM Peptidscreening wurdewaiter Screen mit einer Molaritat von
jeweils 10 uM pro Peptid durchgefiihrt, was einerstlay des DMSO-Gehalts von 0,2 auf
2 % bedeutete. Wahrend dieser DMSO Gehalt keinefluss auf die erste Positivkontrolle
von 0,1 nM G-CSF hatte, musste die zweite Posihtkdle aufgrund der Sensitivitat der
verwendeten Zelllinie gegenuber htheren DMSO Kotradon von 0,1 auf 3,4 pM G-CSF

erhoht werden.

Die Ergebnisse dieses Screens sind der Abbildung@3entnehmen. Aufgrund der
zehnfachen Erhéhung des DMSO-Gehalts waren diendcinaittlichen Viabilitdtswerte der

Negativkontrollen im Vergleich zum vorangegangeregoing deutlich reduziert. Die beiden

Positivkontrollen zeigten eine signifikante Erhobuder Viabilitdt in allen gemessenen
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96-well Platten gegentber den Negativkontrollen (Mitteteeals rote Linien dargestellt).
Keines der 80 getesteten Peptide bewirkte bei étwdaritat von je 10 uM eine signifikante
Erh6hung der Viabilitat im Vergleich zu den beidéagativkontrollen.

2500
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Abbildung 23 Ergebnisse des 10 uM Peptidscreeningede 96-well Platte (eine Balkenreihe)
beinhaltete zwei Negativkontrollen ohne G-CSF undi 2ositivkontrollen mit einer Molaritat von
0,2 nM und 3,4 pM G-CSF. Die Mittelwerte der zwesiBvkontrollen sind als rote Linien in der
Grafik dargestellt (rote gepunktete Linie = erstesRivkontrolle, rote gestrichelte Linie = zweite
Positivkontrolle). Keines der 80 gescreenten Peptlmbwirkte eine signifikante Erhdhung der
Viabilitat im Vergleich zu den Negativkontrollerrgge Balken).
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4.1.2.3 Screening von Peptiden in einem Multiplex-Ansatz

Da beide Screeningansatze mit einer Molaritat varMLlund 10 uM keine positiven Hits
ergaben, wurde in einem letzten Versuch ein M#iipAnsatz angewendet. Dieser Multiplex
Ansatz basiert auf der Vorstellung méglicher notdigar kooperativer Effekte verschiedener
Proteinepitope, um den G-CSF-R vollstandig aktemezu konnen. Fur diesen Zweck wurden
die 80 Peptide der Bibliothek in acht Gruppen zuzghn Peptiden mit aufsteigender
Nummerierung eingeteilt. Solch ein Peptidblock jaizehn Peptiden wurde jeweils mit den
verbliebenen sieben Peptidblocken getestet, so alsskombinatorischen Moglichkeiten
ausgeschopft wurden.

Da die Zellline NFS-60 in den vorangegangenen Teisks gesteigerte Sensitivitat gegeniber
erhohten DMSO Konzentrationen gezeigt hatte, kanmbeeinem Ansatz bis maximal 20
Peptide mit einer Molaritat von insgesamt 10 uMb (@M je Peptid) getestet werden. Wie
zuvor schon beschrieben, musste der DMSO-Gehalipetthend auf 2 % angeglichen
werden und die zweite Positivkontrolle von 0,1 pi 3,4 pM erhéht werden.

Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse dieses Multipfmxsatzes, wobei die Negativkontrollen
als graue Balken und die Mittelwerte aller Positintcollen als rote Linien in der Abbildung
dargestellt sind. Die Negativkontrollen zeigten léimniedrige Viabilitadtswerte wie in den
vorangegangenen Messungen des 10 uM Peptidscreening obwohl jede mdgliche
Kombination an Peptiden der Bibliothek getestet deurergab dieses Screening keine
signifikanten Treffer. Einige der Peptidkombinagonzeigten eine leichte Erhéhung in ihrer

Viabilitét, die aber nie signifikant war und nie ilessbereich der zweiten Positivkontrolle

lag.
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Abbildung 24 Ergebnisse des Multiplex Screening Atees. NFS-60 Zellen wurden mit vier

Kontrollen und acht Peptidblocken inkubiert, wolg@ Kontrollen je zwei Negativkontrollen ohne
G-CSF und zwei Positivkontrollen mit einer Molatitéon 0,1 nM und 3,4 pM G-CSF enthielten. Ein
Peptidblock bestand aus zehn Peptiden mit aufstdgre Nummerierung und wurde mit den
verbliebenen sieben Peptidblécken nacheinanderstgtteKeine der Kombinationen bewirkte eine
Erhéhung der Viabilitat im Vergleich zu den Negadintrollen.
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4.2 Untersuchung zur Wirkung von G-CSF in einem
Mausmodell fir CMT1A

4.2.1 Expression des G-CSF-Rn vitro und in vivo

Um eine madgliche protektive Wirkung des Wachstukisias G-CSF in einem Tiermodell flr
CMT1A untersuchen zu kénnen, wurde zunachst dierdsgion des G-CSF Rezeptors
(G-CSF-R) in der Schwannzelllinie RSC96 uberprBéi dieser Zelllinie handelt es sich um
adharente Schwannzellen aus der Ratte, die spontaartalisiert sind [117]. RSC96 Zellen
wurden im Rahmen dieser Arbeit fur altevitro Tests verwendet.

Der Nachweis des G-CSF-R erfolgte auf verschiedesdinlaren Ebenen mittels RT-PCR
und Immunocytochemie. Mit Hilfe eineReverse TranscriptiofRT) PCR wurde der
Rezeptor auf RNA Ebene detektiert. Mit den beidéiga@dukleotiden G-CSF-R-frag32s und
G-CSF-R-frag265s fur den G-CSF-R konnte ein sphies PCR-Produkt in der erwarteten
Grol3e von 233 bp im Agarosegel detektiert werdetésAbbildung 25).

233bp —

cDNA Kontrolle
RSCY96 H,O

Abbildung 25 Detektion des G-CSF-R auf RNA-Eberit Hilfe von spezifischen Oligonukleotiden
konnte der G-CSF-R in einer RT-PCR nachgewiesedemeDas PCR-Produkt wurde mittels einer
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und liefeite spezifisches Fragment in der erwarteten
Bandenhdhe von 233 bp. Als Negativkontrolle digvisser.
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In einem weiteren Schritt wurde der G-CSF-R autéinebene detektiert. Hierflir wurden die
RSC96 Zellen mit 4%-iger Paraformaldehyd-Losung APFixiert, um sie in einer
Immunfluoreszenzfarbung weiter analysieren und ekussage Uber die Expression des
Rezeptors treffen zu konnen. Die Farbung des G-RSEffolgte dabei mit dem
Primarantikorper sc-694, die Farbung der Zellkame DAPI. Als Negativkontrolle diente
der FITC-markierte Sekundarantikdrper aus dem Kamen.

Abbildung 26 a zeigt die spezifische ImmunfluoresZérbung einer RSC96 Kultur gegen
den G-CSF-R. Jede der abgebildeten Schwannzellatenm gezeigten Bildausschnitt der
Zellkultur  exprimiert den Rezeptor. Dagegen ist imAbbildung26b die
Immunfluoreszenzfarbung der Negativkontrolle mind8ekundarantikdrper zu sehen.

anti-G-CSFR

anti-rb-FITC

Abbildung 26 Immunfluoreszenzfarbung der immortailesten Schwannzelllinie RSC96.Die
ausgesaten Schwannzellen wurden am nachsten T&f#ifixiert, die Zellmembran permeabilisiert
und unspezifische Bindestellen mit BSA geblocktildng 26 a zeigt die Immunfluoreszenzfarbung
gegen den G-CSF-R, wohingegen die Abbildung 2é bldgativkontrolle zeigt.
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Neben dem Nachweis des G-CSF-R in der immortaiesieschwannzelllinie RSC96 sowohl
auf RNA- als auch auf Proteinebene wurde der Rerepichin vivo detektiert.

In Abbildung 27 sind die normalisierten Ergebnisser relativen G-CSF-R-Expression
dargestellt. Es besteht ein signifikanter Untersdhin der Rezeptorexpression zwischen
Wildtyp und Trembler-J Tieren. Im Gegensatz zu dafildtyptieren exprimieren die
Trembler-J Tiere 70 % weniger G-CSF-R im Alter &hWochen.

2,5

OWwWT

B Trembler-J
2,0 1

*%

rel. G-CSF-R Expression

0.0 -

Abbildung 27 Ergebnisse der G-CSF-R Expression elitReal Time PCREUr die RNA Isolierung
wurde jeweils funf Tieren pro Gruppe ein Ischiasnentnommen. Danach wurde die RNA in cDNA
umgeschrieben und diese mit spezifischen Primeeinir Real-Time PCR analysiert.( p=0,0006)

4.2.2 G-CSF aktiviert anti-apoptotische Signalwege in de6Gchwannzelllinie
RSC-96

Fur die Aktivierung anti-apoptotischer Signalwegeis® zunachst die Dimerisierung des
G-CSF-R durch Bindung von G-CSF ausgelost werdéd®][1Dieser rekrutiert dann seine
direkten Interaktionspartner wie beispielsweise 2AKd STAT3 [20, 21]. JAK2 wiederum
kann Uber die PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) ARtateinkinase B) aktivieren (PI3K/Akt-
Signalweg) und STAT3 das anti-apoptotische Pro®ahxL [19, 119]. Mit Hilfe von
Western Blots sollten die Signalwege des G-CSF-Rere in der Zelllinie RSC96 unter
Einfluss von zunehmenden Konzentrationen an G-CG8femuntersucht werden. Zu diesem
Zweck wurden RSC96 Zellen mit verschiedenen Koma@nhen von G-CSF fir 24 h
stimuliert. FUr den Nachweis der Aktivierung deti-a@poptotischen Signalwegiwnstream
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des G-CSF-R wurden Antikoérper gegen phosphorybeftet (P-Akt) und Bcl-xL verwendet.

Als Ladekontrolle wurde ein Antikdrper gegen thasisekeeping gerfectin verwendet.

In Abbildung 28 ist die konzentrationsabhangige iiktung des Akt-Signalweges

dargestellt. Mit zunehmender Konzentration an G-Gkgt der Phosphorylierungsgrad von
Akt. Die Expression des antiapoptotischen Proteldsl-xL nahm mit steigender

Konzentration an G-CSF ebenfalls zu. Actin als lLadérolle zeigte eine regelmalige

Proteinverteilung der Banden.

it e e—— — p'Akt

0 2 5 10 20 50 ng/ml G-CSF

Abbildung 28 Konzentrationsabhangige Stimulationgseche mit huG-CSF auf der Schwann-
zelllinie RSC96.RSC96 Zellen wurden am Vortag ausgesat und amsteiciTag mit 0-50 ng/ml
huG-CSF stimuliert. Nach der Lyse der Zellen wudie Proteinkonzentration der Uberstande
bestimmt und im Western Blot analysiert. Die Dédekerfolgte mit Primarantikérpern gegen p-Akt,
Bcl-xL und Actin, sowie den HRP-konjugierten Sekuaatikorpern gegen Kaninchen und Maus IgG.

Bei dem Alkaloid Staurosporin handelt es sich uneeriBreitspektrum-Kinase Inhibitor, der
in vielen Zelllinien Apoptose induzieren kann [1A®1]. Urspringlich wurde Staurosporin
im Jahr 1977 zum ersten Mal aBeptomyces staurosporeigsliert [122] und kann durch
Aktivierung der Procaspase-3 Apoptose auslosen][IR2i@ genaueren zugrundeliegenden
Mechanismen sind allerdings immer noch unklar. U protektiven Eigenschaften von
G-CSF néher zu untersuchen, wurde die immortaiesi&chwannzelllinie RSC96 mit
unterschiedlichen Molaritdten des Alkaloids Stapowsy behandelt. Auf diese Weise konnte
in den Zellen Apoptose induziert werden.

Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse der StimulatiabhGyb nM, 10 nM, 100 nM und 1000 nM
Staurosporin auf RSC96 Zellen. Alle Ansatze wurdetweder mit 50 ng/ml G-CSF oder mit
dem korrespondierenden Puffer behandelt. Mit zuregtdar Molaritdt an Staurosporin nahm
die Viabilitat der Zellen stark ab. RSC96 Zelleire chit G-CSF behandelt wurden, zeigten
einen moderaten aber signifikanten Anstieg der Nidb im Bereich gemaligter
Konzentrationen Staurosporin bis zu 10 nM. Bei héheKonzentrationen von 100 bzw.
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1000 nM waren keine signifikanten Unterschiede zhes G-CSF- und Puffer-behandelten
Zellen messbar.

100
[l- G-CSF
B+ G-CSF
75
B._El
o
£ 50
=
i
]
25
n.s.
1
0 l_{
0.5nM 10nM 100nM 1000nM

Staurosporin [Molaritat]

Abbildung 29 Versuche zur Steigerung der Viabilitétit Hilfe von G-CSF in apoptotischen Zellen.
Am Vortag wurden RSC96 Zellen in einer 96-well tBlausgesat, um sie am darauf folgenden Tag
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Staurdgspzu behandeln. Unmittelbar nach Zugabe des
Staurosporins wurde 50 ng/ml huG-CSF bzw. der lspoedierende Puffer zu den Zellen gegeben.
Die Analyse erfolgte nach 48h mit Hilfe der Reag@altTiter-Blue bei 560nm/590nm.

4.2.3 Effekte einer G-CSF Behandlung in Trembler-J Mausen

Nachdem der G-CSF-R in Schwannzellen nachgewiesesh die Aktivierung anti-
apoptotischer Signalwege durch G-CSF Uber dengaibaufgezeigt werden konnte, sollten
im Anschluss daran die therapeutischen Effekte f@natopoetischen Wachstumsfaktors
G-CSF auf den Phanotyp von Trembler-J Mausen, eiNadell fir CMT1A, untersucht
werden. Zu diesem Zweck wurde zunachst eine almneit grol3e Kohorte des Stammes
B6.D2-Pmp22"7J im Alter von fiinf Wochen genotypisiert. Eine Gruppekdma AX200
(G-CSF) als Medikament, wohingegen die andere Gxudfer erhielt. Eine Gruppe bestand
aus jeweils 27 Tieren beiderlei Geschlechts. Alsntkalle wurden sechs Wildtyptiere

mitgefuhrt. Fur die Darreichung der Medikamente dreur den Tieren in einem Alter von
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sechs Wochen unter Gasnarkose osmotische Pumpg&ntaubmplantiert und regelméanig

ausgetauscht. Mithilfe dieser Pumpen wurde eineclyledRige Abgabe von AX200 bzw.

Puffer gewahrleistet. Die Behandlung der Tiereumetn Anlehnung an bereits durchgefiihrte
Studien mit Trembler-J Mausen drei Monate [97, 10rh Laufe der dreimonatigen

Behandlung wurden wdchentliche Verhaltenstests berpriifung der motorischen und
sensorischen Fahigkeiten durchgefuhrt (siehe Abbgdd30).

[ 30 mg/ kg/ Tag AX200/ Puffer]

Ende
— C D [ II
[T!'T o o Jo [ el o sl [ i)

Gewicht, GripStrength, Neuroscore, Rotarod

Abbildung 30 BehandlungsprotokollDie Behandlung fur die Tiere mit AX200 bzw. mit
dessen Puffer startete im Alter von sechs Wochdrdauerte 12 Wochen an, wobei die Tiere
in diesem Zeitrahmen wdchentlichen motorischensTasterzogen wurden. Die kleinen
Pumpen in der Abbildung entsprechen dem Modell 2@@2grol3eren dem Modell 2004.

Neben den Verhaltenstests wurde auch das GewichTidee regelméaRig tberprift Dafir
wurden die Tiere einmal wdchentlich morgens gewogén Abbildung 31la ist die
Entwicklung des gemittelten Gewichts der behandeltmd unbehandelten mannlichen
Trembler-J Tiere dargestellt, in Abbildung 31b desnittelte Gewicht der weiblichen Tiere.
Im Verlauf der Studie nahmen beide Behandlungsgmppeiderlei Geschlechts sukzessive
an Gewicht zu, wobei die ménnlichen Tiere gemitigftd 3 g mehr wogen als die weiblichen
Tiere. Signifikante Unterschiede konnten zwischesn ceinzelnen Behandlungsgruppen
allerdings nicht festgestellt werden. Im Gegensatz den Wildtyptieren (nicht in der
Abbildung gezeigt) wogen die Trembler-J Tiere inttelirund 2 g weniger.
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Abbildung 31 Entwicklung des Gewichts in behandetend unbehandelten Trembler-J Tieren.
Fur die Bestimmung des Koérpergewichts wurden digldme Tiergruppen jeweils morgens zur
ungefahr gleichen Zeit gewogen. Sowohl die manetigla) als auch die weiblichen (b) Tiere beider
Behandlungsgruppen nahmen an Gewicht zu, wobeie ksignifikanten Unterschiede auftraten.
Gezeigt ist der Mittelwert +/- SEM.(blau= mannliais23; rot=weiblich, n=31)

FUr die Beschreibung der Entwicklung der Kranklsgisptome im Verlauf der Zeit wurde

ein sogenannter Neuroscore verwendet. Mit Hilfe Nesiroscores kdnnen die typischen
Symptome einer Krankheit besser eingeschatzt werden

Bei der Evaluierung des Neuroscores uber einerradeit von 14 Wochen konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Beluagsgruppen sowohl mannlichen
(Abbildung 32 a) als auch weiblichen (Abbildungl82 Geschlechts beobachtet werden.
Allerdings kam es im Laufe der Studie in beiden fgpen und Geschlechtern zu einer
Verminderung des Neuroscores, also zu einer Vesb@sg der phénotypischen Symptome
der Trembler-J Tiere. Im Vergleich mit den Tremhblefieren beider Gruppen erzielten die
mitgefuhrten Wildtyptiere (nicht in der Abbildungezrigt) durchgangig einen Neuroscore
von 0 Punkten.
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Abbildung 32 Darstellung des Neuroscores von behalten und unbehandelten Trembler-J Tieren.
Ein sogenannter Neuroscore stellt eine géngige W atlonshilfe zur Darstellung eines
Krankheitsverlaufes dar. Innerhalb der 14 wochigeriassung des Krankheitsverlaufs kam es zu
einer sichtbaren Verbesserung in beiden Tiergrupbeiderlei Geschlechts. Dennoch waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden i#bagsgruppen zu beobachten. Gezeigt ist der
Mittelwert +/- SEM. (blau= ménnlich, n=23; rot=welich, n=31)

Mit Hilfe des Grip Strength Tests konnte die Kraftden Vorderlaufen der Mause bestimmt
und somit eine Aussage Uber ihren Krankheitsvedgtifoffen werden. Abbildung 33 a zeigt
die gemittelten Werte des Grip Strength Tests da@mmiichen Tiere lGber einen Zeitraum von
14 Wochen. Im Verlauf der Studie wiesen beide Bdhargsgruppen eine geringflgige
Erh6hung ihrer Muskelkraft von ~600 mN auf ~650 niN den Vorderlaufen auf. Der

Kurvenverlauf beider Tiergruppen verlief nahezuwntikeh ohne signifikante Unterschiede. In
Abbildung 33 b sind die Werte der weiblichen Tieresehen. Auch hier zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Beéluagsgruppen. Allerdings erhéhte
sich die Muskelkraft in der Vorderlaufen der weihien Tiere in einem gréRerem MalRe im
Vergleich zu den mannlichen Tieren von ~550 mN a®50 mN. Die mitgefiihrten

Wildtyptiere erzielten bei dieser Ubung >800 mN winttl nicht in der Abbildung dargestellt.
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Abbildung 33 Darstellung der Muskelkraft der Vordgwufe von behandelten und unbehandelten
Trembler-J Tieren.Die Muskelkraft der Vorderlaufe wurde im RahmerseieStudie mit Hilfe eines
sogenannten Grip Strength Meters analysiert. Digebnisse dieses Tests zeigten die reduzierte Kraft
der beiden Tiergruppen beiderlei Geschlechts. Ailggs kam es dabei zu keinen signifikanten
Unterschieden in den beiden Behandlungsgruppenei@esst der Mittelwert +/- SEM. (blau=
mannlich, n=23; rot=weiblich, n=31)

Ein letzter motorischer Test, der wochentlich nendlieren durchgefuhrt wurde, beschrieb
die sogenannte Overall Motor Performance der beiehandlungsgruppen. Die Overall
Motor Performance wurde mithilfe des Rotarods dwltit Der Mittelwert von drei
Messungen wurde notiert. Um die Tiere an das Gardgewohnen wurde auch hier eine
Woche vor Beginn der Studie mit ihnen einmaligrtieit.

In Abbildung 34 a ist der Verlauf der motorischeres@mtleistung beider mannlicher
Tiergruppen Uber einen Zeitrahmen von 14 Wochegesdellt. Bis auf nicht signifikanten
Abweichungen der mit Vehikel behandelten Gruppestihsich auch in diesem motorischen
Test beide Kurvenverlaufe. Die Zeit, die die Tiew&® dem Rotarod verblieben, nahm bei
beiden Behandlungsgruppen im Verlauf der dreiemi&bnate von durchschnittlich ~116 s
auf ~190 s stetig zu. Abbildung 34 b zeigt die baitkurvenverlaufe der weiblichen Tiere. In
beiden Behandlungsgruppen nahm die Zeit auf denarBdtim Verlauf der Studie von
~110 s auf ~225 s zu. Es kam in diesem Zeitraukkemen signifikanten Unterschieden. Die
mitgefuhrten Wildtyptiere erreichten beim RotarcesTmuihelos die maximale Zeit von 470 s

und sind in dieser Abbildung nicht aufgefiuhrt.
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Abbildung 34 Darstellung der motorischen Gesamtteisg von behandelten und unbehandelten
Trembler-J Tieren.Mit Hilfe des Rotarods wurde die motorische Geseaistting der Trembler-J
Mause Uber einen Zeitraum von 14 Wochen bestimertRDtarod Test zeigte ein klares Defizit der
motorischen Gesamtleistung bei beiden Tiergruppeitldolei Geschlechter, wobei es zu keinen
signifikanten Unterschieden kam. Gezeigt ist dettdWiert +/- SEM. (blau= mannlich, n=23;
rot=weiblich, n=31)
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5 DISKUSSION

5.1 Screening einer Peptidbibliothek des hamatopoetisem
Wachstumsfaktors G-CSF

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war, agonistisch wikle Peptidfragmente des
Wachstumsfaktors G-CSF zu identifizieren. Fir diedaliegen wurden zwei alternative
Strategien entwickelt, um die Durchfuhrbarkeit d&®jekts zu gewahrleisten. Eine dieser
Methoden war der sogenannte Split-TEV basierte Y$64, 62], mit dem die spezifische
Rezeptoraktivierung mit nachgeschalteter Reportetiakung durch einzelne G-CSF-Peptide
nachgewiesen werden sollten. Bei der anderen Methioandelte es sich um einen
zellbasierten Assay.

Bei der Peptidbibliothek handelte es sich um 20 #oséauren lange Peptide, die direkt von
der Sequenz des humanen G-CSF abgeleitet wordeanwiare Entdeckung eines solchen
Peptids dieser Peptidbibliothek, das agonistisath gieichzeitig spezifisch wirkt, wéare im
Gegensatz zu dem G-CSF Protein eine vorteilhafeampakologische Weiterentwicklung.
Denn neurodegenerative Erkrankungen wie die CMThkhmait erfordern eine lebenslange,
medikamentdse Versorgung, die mit Hilfe von neueasdisch wirkenden Peptiden besser
gewahrleistet werden konnte. Die Entdeckung eirmshen G-CSF Peptids konnte die
Produktionskosten reduzieren, die Plasmahalbwettszéglicherweise verlangern und zu
weniger unerwinschten Wirkungen fithren, wie diedBtng der Leukozyten.

Bei der Etablierung und Optimierung des Split-TE¥sAys kam es jedoch zu unerwarteten
Schwierigkeiten, ein verlassliches Reportersigral Birefly-Luciferase zu erhalten. Ohne
dieses robuste Signal war es leider nicht moglieh Reptidbibliothek zu screenen. Nach
Rucksprache mit dem Erfinder des Split-TEV Assay3 Br. Moritz Rossner ist die
Durchfuhrbarkeit des Split-TEV Assays nicht in all@ellsystemen und nicht fur alle
Signalwege garantiert.

Aufgrund dieser Schwierigkeiten bei der Etablieraleg Screenings mit Hilfe des Split-TEV
Assays wurde die G-CSF abhéngige SuspensionsiellS-60 flr dieses Vorhaben
herangezogen. Die Etablierung dieses Assays veradflemlos. Obwohl dieser hoch sensitiv
war und eine Detektion von Peptiden mit einer bi8z x 10- fach niedrigeren Aktivitat als
das Volllange Protein erlaubt hatte, konnten keiosgitiven Treffer verzeichnet werden. Eine
Post-Hoc Power-Analyse des Screenings zeigte, €iags Erhéhung in der Viabilitat der

Zellen um 10 % mit einer Power von 80 % hatte detdkwerden konnen.
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Grunde fur das Scheitern des Projekts koénnten el@wéechnische Probleme oder der
zellbasierte Screening Assay selbst sein. Durch dieh Uberlappende G-CSF
Peptidbibliothek wurde die gesamte kodierende Retguenz des Peptidhormons
abgedeckt. Der Reinheitsgrad der Peptide mit miede30 % intaktem Peptid war sinnvoll
gewahlt.

Es ist mdglich, dass die Lange der einzelnen Peptidht ausreichend war, den G-CSF
Rezeptor vollstandig zu aktivieren. Allerdings sindder Literatur auch andere agonistische
Peptide wie fur den Erythropoietin (EPO) RezeptderoNCAM (eural cell adhesion
moleculg beschrieben worden, die eine Ladnge von 20 Amun@saund weniger besitzen.

Ein weiterer interessanter Punkt ist die Tatsadhses der G-CSF Rezeptor nur durch Bindung
eines G-CSF Dimers selbst dimerisieren und dadimaiziert werden kann [18]. Auch das
kleine Molekll SB 247464 wirkt moglicherweise duséine zweifache Rotationssymmetrie
als Ausloser fur die Dimerisierung des G-CSF Remsdid3]. Es konnte daher fur zukinftige
Anséatze von Vorteil sein langere Peptide bzw. Bleptiit einer Fahigkeit zu dimerisieren fur

ein solches Vorhaben zu entwickeln.
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5.2 Untersuchung zur Wirkung von G-CSF in einem
Mausmodell fir CMT1A

Im zweiten Teil dieser Doktorarbeit sollte die Wingsweise des Wachstumsfaktors G-CSF
auf die hereditare Neuropathie CMT1A untersuchtdeer Dieser Subtyp ist eine der am
haufigsten auftretenden Formen dieser Erkrankuignurde aufgrund dessen als Modell fur
diese Untersuchungen ausgewahlt. Da kirzlich euesi&Virkungsspektrum von G-CSF im
ZNS nachgewiesen wurde [5, 35, 37, 39], sollten dignEffekte des Wachstumsfaktors auf

das PNS untersucht werden.

5.2.1 Effekte von G-CSF in der Schwannzelllinie RSC96

Die erste Frage, die im Zusammenhang mit diesattiSmufkommt, ist, ob die von G-CSF
aktivierten Zielmechanismen irrelevant im Zusamnagghmit dem Fortschreiten der CMT
Erkrankung sind bzw. ob G-CSF die fur diese Kraitkhelevanten Mechanismen nicht
aktiviert. In der Schwannzelllinie RSC96 konnte dezeptorexpression des G-CSF-R
nachgewiesen werden, sowie die Aktivierung von-aptiptotischen Signalwegen durch den
selbigen. G-CSF fuhrte in dieser Zelllinie zu eimapderaten Protektion gegen einen
Staurosporin-induzierten Zelltod. Allerdings wurd#abei nicht die Auswirkung des
Wachstumsfaktors auf den Zelltod im Zusammenhartgdern Gberexprimierten Pmp22 in
Schwannzellen untersucht. Es ist moglich, dass emdentielle Mechanismen wie die
Expression von Pmp22 gezielt werden muss, damitMadikament seine Wirksamkeit
zeigen kann. Kaya et al. konnten ihrer Studie zeigass durch die Gabe von Vitamin C die
Genexpression von Pmp22 unterdriickt werden kommdem die Ascorbinsaure als negativer
Regulator auf den Promotor von Pmp22 wirkt [104¢liB et al. schrieben Vitamin C anti-
proliferative Aktivitdt zu, die wahrscheinlich ined Inhibierung von Genen, die an der

Proteinsynthese beteiligt sind, begrindet ist [123]

5.2.2 Effekte einer G-CSF Behandlung in Trembler-J Mausen

Es konnten keine Effekte unter der dreimonatigerbeGaon G-CSF in dem dafir

verwendeten Tiermodell Trembler-J beobachtet werBeer kam die Frage auf, ob Fehler
im Design der Studie oder technische Probleme, dige Observierung eines Effektes
schwierig machten, die Ursache fur das ScheiternStiedie waren. Die Dosierung und die
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Verabreichung durch osmotische Pumpen wurde bereitsr in ALS Modellen angewendet,
in denen sie eindeutige Effekte wie beispielswéiserlebende Motoneuronen, funktionale
Aspekte und das Uberleben der Tiere zeigten [4@dem lagen die gewahlten 30 ug G-CSF/
kg/ Tag innerhalb der therapeutischen Bandbreéesiel in einer Reihe von anderen Modellen
protektive oder stimulierende Effekte aufwiesen ,[390]. Die Stabilitat und die
kontinuierliche Freisetzung von G-CSF in den veretan Pumpen wurde ebenfalls bereits
gezeigt [40], obwohl die G-CSF Konzentration im (@erder Tiere dieser Studie nicht
Uberprift wurde.

Auch die Behandlungsdauer von drei Monaten satit&/ergleich zu anderen therapeutischen
Studien ausreichend fur die Detektion eines Effekésn. Khajavi et al. behandelten
Trembler-J Mause beispielsweise fur drei Monate @uircumin, das taglich verabreicht
wurde [97]. Sahenk et al. injizierten dreimal praoéde NT-3 (Neurotrophin-3) Uber einen
Zeitraum von 12 Wochen [107].

Man koénnte auch den ausgewahlten Therapiebeginmedien, da andere Studien bereits im
Alter von P8 gestartet wurden [109], einem Zeitgurdki dem die Myelinisierung gerade
eingesetzt hat [124]. Jedoch erscheint der in diStedie gewahlte Behandlungsbeginn im
Alter von sechs Wochen als angemessen. Wenn ma#éeaigunkt mit der Curcumin Studie
von Khajavi et al. vergleicht, konnten sowohl béeTapiebeginn im Alter von zwei Wochen
als auch im Alter von drei Monaten eine Verbessgrdar Symptome beobachtet werden.
Allerdings waren die Effekte der Behandlung bei ¢lexgeren Trembler-J Tieren gréf3er als
bei den alteren Tieren [97]. Aufgrund der oben afifgrten Grinde sollte das gewéahlite
Behandlungsschema als adequat betrachtet werdentel@vante Behandlungseffekte in
diesem Tiermodell zu detektieren.

Eine zweite Frage, die sich stellt, ist, ob der W&iemsfaktor die fir die CMT Erkrankung
relevanten Mechanismen anspricht. Es ist durchauglioh, dass ein essentieller
Mechanismus die Beeinflussung der Expression dgg2Prhevels ist. Studien in Trembler-J
Tieren mit Vitamin C zeigten eine Reduzierung deprieierten Pmp22 unterhalb des
Wertes, der fir das Auslésen des Phanotyps dieseartkung notig ist [104, 125]. Eine
Langzeittherapie mit Onapristone, einem Progestekotagonisten reduzierte ebenso die
erhohten Pmp22 Level und verbesserte den Phanatgpaiteren Tieren [126, 127]. Ein
Punkt, der gegen diese Argumentation sprichtdests Curcumin keinen direkten Einfluss auf
die Expression von Pmp22 hat. Dennoch kann es cleveswiegende Neuropathie in
Trembler-J Tieren abmildern, indem es der Aggregatnutierter Proteine und der damit

verbundenen Apoptose entgegenwirken kann [97, 110].
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Ein auffallender Unterschied im Vergleich zu eirmtrachtlichen Anzahl von anderen
neurologischen Krankheitsmodellen, die im Zusamraagh mit Effekten von G-CSF

untersucht wurden, ist die Herabregulierung im @Geg& zur bisher beobachteten
Hochregulierung des G-CSF-R im Ischiasnerv von TilemJ Mausen. In allen anderen
Modellen, die untersucht wurden, wurde eine Hodhlieging des Rezeptors in kranken
Zellen vermutlich als endogene protektive Antwagbbachtet [36, 39]. Aus diesem Grund ist
es mdoglich, dass sich Schwannzellen anders alsisher untersuchten Zellen verhalten, und
dass aufgrund der Herabregulierung des Rezeptarspuditektive Aktivitat von exogen

zugefugtem G-CSF limitiert ist.
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6 SCHLUSSFOLGERUNG

Das urspringliche Ziel, fur chronische Erkrankungeie die CMT Krankheit besser
geeignete Peptidagonisten des G-CSF Rezeptordzusteilen, konnte nicht erfullt werden.
Im Vergleich zu anderen Studien kdnnte es in Zukuah Vorteil sein, langere Peptide bzw.
Peptide mit einer Fahigkeit zu dimerisieren fur gatches Vorhaben zu entwickeln.

Auch im zweiten Projekt dieser Doktorarbeit konntene Effekte von G-CSF in einem
Modell fur hereditdre Neuropathien beobachtet werdde im ZNS demonstrierten Effekte
konnten nicht im PNS wiederholt werden.
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