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EDITORIAL

Erythropoietin: ein Hormon der Blutbildung lenkt den Blick

in viele Richtungen
M. Freund*

Warum halten Sie bei Rot an der Ampel und fahren bei
Griin? Haben Sie sich dariiber einmal Gedanken ge-
macht?

»Blut, ein ganz besonderer Saft”, ldsst Goethe den Me-
phisto zu Faust sagen. Seine Farbe ist rot. Im Uberle-
benskampf unserer Vorfahren signalisierte das rote
Blut Gefahr, Verletzung und Tod. Das griine Laub der
Wiilder hingegen war gleichbedeutend mit der Mog-
lichkeit zum Versteck, signalisierte Geborgenheit und
Sicherheit. Der Einfluss der Farben auf unsere Emotio-
nen wird durch diese archaischen Verhaltensmuster
stark beeinflusst (1).

Vielleicht ist es nicht ganz zuféllig, dass uns das fiir die
Regulation der Erythropoese entscheidend bedeutsame
Erythropoietin mit vielen komplexen Facetten iiber-
rascht. Die vorliegende Ausgabe des Focus MUL der
Universitit zu Liibeck gibt in diesem Sinne einen her-
vorragenden Einblick.

Die Wissenschaft ist nicht frei von Modeerscheinun-
gen. In der Hdmatologie stand in den 60er Jahren die
Erforschung der Anémien im Zentrum der Aufmerk-
samkeit. Grundlage waren die damals verfiigbaren bio-
chemischen Techniken. Zahlreiche Erythrozyten-En-
zymdefekte und Anomalien des Himoglobins wurden
in dieser Zeit entdeckt. Mit der Entwicklung der mo-
dernen Zytostatika wurden die malignen hédmatologi-
schen Systemerkrankungen und spiter die soliden Tu-
more besser behandelbar. Das Interesse wandelte sich,
und die malignen Erkrankungen traten in den Licht-
kreis der Forschung.

Erythropoietin wurde im Jahre 1987 als das erste Hé-
matopoese-stimulierende Zytokin zugelassen. Dabei
war die renale Andmie die erste Indikation. Es hingt
mit der einseitigen Fokussierung der Hdmatologie auf
die malignen Erkrankungen zusammen, dass das Inter-
esse fiir Erythropoietin ungleich geringer war als z. B.
fiir den Granulozyten Kolonie-stimulierenden Faktor
(G-CSF), Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimu-

* Prof. Dr. Mathias Freund, Abteilung Himatologie und Onkologie
in der Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin der Universitiit Ro-
stock, ist Sekretiir der Deutschen Gesellschaft fiir Himatologie und
Onkologie (DGHO).
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lierenden Faktor (GM-CSF) oder Interleukin-3 und
Thrombopoietin. Anders als die scheinbar leicht durch
Transfusionen zu behebende Anédmie, sind Granulope-
nie und Thrombopenie bedeutsame Barrieren fiir die
Intensivierung der Chemotherapie.

Dabei ist die pathophysiologische Beziehung zwischen
Tumorerkrankung und Anidmie seit langem bekannt
(2). Ahnlich wie bei der Anéimie der chronisch ent-
ziindlichen Erkrankungen spielt bei einem erheblichen
Teil der Patienten eine relative Verminderung des Ery-
thropoietin-Spiegels eine Rolle. Uber die Mechanis-
men der Andmie der chronisch entziindlichen Erkran-
kung gibt der Artikel von Hellwig-Biirgel et al. in die-
sem Heft einen guten Abriss. Die Anéimie der chroni-
schen Tumorerkrankung ist weniger spektakuldr und
sichtbar wie die septische Infektion infolge der Granu-
lopenie (3) oder gar die thrombopenische Blutung.

Die Indikation fiir die Gabe von Erythrozyten-Transfu-
sionen ist durch das Auftreten von organischen Kom-
plikationen der Anidmie bestimmt: Belastungsinsuffizi-
enz, vermehrtes Schlafbediirfnis, wahrgenommene
Schwiche oder Auftreten von Erscheinungen der Ko-
ronarinsuffizienz u. a. Die relativ enge Indikationsstel-
lung ist notwendigerweise durch die begrenzte Verfiig-
barkeit von Blutkonserven, die Infektionsrisiken, die
besonders fiir &ltere Patienten problematische Volu-
menbelastung und die Gefahr der Eiseniiberladung bei
Polytransfusion bedingt und sinnvoll. De facto bestim-
men aber diese Uberlegungen nicht nur das Transfusi-
onsverhalten der Arzte, sondern die gesamte Anschau-
ung und Wertung der Anéimie.

Im krassen Gegensatz hierzu stehen Ergebnisse zur
Korrelation von Lebensqualitidt und Andmie. Leitgeb
merkte 1994 in einer Verdffentlichung an, dass zu die-
sem Zeitpunkt die Verbesserung der Lebensqualitit
von Patienten mit renaler Andmie bei steigenden Hé-
moglobinwerten bereits relativ bekannt war (4), dass es
erstaunlicherweise jedoch nur wenig Untersuchungen
zum gleichen Problem bei Tumorpatienten gab. Er
konnte zeigen, dass Parameter der Lebensqualitit in ei-
ner linearen Korrelation mit dem Hémoglobinwert kor-
relieren. Das Neue dabei war, dass die Korrelation sich
nicht nur auf den Bereich erstreckte, in dem eine Trans-
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fusionsindikation im klassischen Sinne gestellt wird.
Die Verbesserung der Lebensqualitiit hielt bis zum Er-
reichen eines normalen Himoglobinwerts an.
Erythropoietin hatte sich bereits frith bei Tumorpatien-
ten als effektiv erwiesen (6-7)(5), (6), (7). In einer Rei-
he von Studien konnte gezeigt werden, dass die Verbes-
serung der Lebensqualitit gemessen am Hdmoglobin-
Anstieg in einem Bereich zwischen 10 und 12 g/dl
(6,2-7,5 mmol/l) sogar ausgeprigter ist als bei niedri-
geren Werten (8-9(8), (9)). Weitere Untersuchungen
zeigen, dass die hiufig von Tumorpatienten beklagte
Abgeschlagenheit am stirksten mit der Schwere der
Aniémie korreliert ist (10). Zudem gibt es Hinweise,
dass Abgeschlagenheit sowohl in der Hiufigkeit als
auch in ihrer Bedeutung fiir die Einschréinkung der tig-
lichen Aktivititen eines der bedeutendsten Symptome
von Patienten mit Tumorerkrankung unter Chemothe-
rapie ist (11).

Vor diesem Hintergrund ist verstdndlich, warum die
Verbesserung der Lebensqualitit einer der deutlichsten
Effekte zahlreicher randomisierter Studien zur Thera-
pie der tumorbedingten Andmie mit Erythropoietin ist
(12-19(12), (13), (14), (15), (16), (17), (18), (19)). Nur
durch eine Therapie mit Erythropoietin kann der Hi-
moglobingehalt nahezu normalisiert werden, wenn der
Patient auf die Therapie anspricht. Transfusionen sind
durch die o. g. Restriktionen begrenzt und daher kein
geeignetes Mittel zur Normalisierung des Hb.
Trotzdem sind diese Moglichkeiten bisher wenig in das
Bewusstsein der behandelnden Arzte in Deutschland
eingegangen. Was sind die mdglichen Ursachen?
Sicherlich fiihrt der auf den auf den Kliniken und Pra-
xen lastende Kostendruck dazu, dass eine Therapie mit
kostentriachtigen neuen Medikamenten besonders kri-
tisch betrachtet wird. Doch scheint dies nicht das
Hauptproblem zu sein. :

Man muss den Verdacht haben, dass die Arzte Abge-
schlagenheit und Beeintrichtigung der tdglichen Akti-
vititen ihrer Patienten wihrend der kurzen und recht
formalisiert ablaufenden Gespriéiche bei Visite und Pra-
xisbesuch nicht wahrnehmen. In dieser Situation wer-
den ,harte* organische Beschwerden wie Belastungs-
dyspnoe oder pectangindse Beschwerden mehr wahr-
genommen als die Klage des Patienten tiber Abge-
schlagenheit. Kernproblem ist, dass eine Evaluation
von Lebensqualititsparametern nur mit validierten
Messinstrumenten stattfinden kann. Solche Instrumen-
te stehen seit langem zur Verfiigung (20-22)(20), (21),
(22), werden jedoch praktisch ausschlieBlich im Rah-
men von Studien genutzt. Was nicht gemessen wird,
wird auch nicht wahrgenommen. Insofern besteht die-
sem Lebens- und Leidensbereich der Patienten eine re-
lative Unverstindnis von Seiten der Arzte gegeniiber.
Die Fortschritte in der Anidmietherapie werfen ein
Schlaglicht auf diese Defizite. Es wird notwendig sein,
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neue Pfade zu beschreiten. Was hindert uns, ebénso wie
wir eine Objektivierung mit Hilfe von Laborwerten
und bildgebenden Verfahren durchfiihren, auch die Le-
bensqualitidt mit geeigneten Instrumenten zu evaluie-
ren und zu objektivieren? Eine ganz #hnliche Proble-
matik besteht {ibrigens auch bei der Messung von
Schmerz oder beim geriatrischen Assessment.

Unversehens lenkt ein Hormon der Blutbildung den
Blick auf #rztliche Verhaltensweisen. Doch damit er-
schopft sich die Vielfalt an Befunden und Phénomenen
nicht, die mit dieser Substanz verbunden sind.

Relativ lange gibt es bereits experimentelle Hinweise
auf einen moglichen Zusammenhang zwischen Tu-
moroxygenierung und Prognose (23). Eindeutig ist mit
einem verminderten Himoglobingehalt des Blutes eine
Verschlechterung des Sauerstoffpartialdrucks im Tu-
mor verbunden. In zahlreichen klinischen Untersu-
chungen bei Tumorerkrankungen finden sich Hinweise
auf eine negative Korrelation von Anémie und Progno-
se (24). Besondere Aufmerksamkeit haben in diesem
Zusammenhang Daten zum Zervixkarzinom erregt
(25). Trotz zahlreicher Untersuchungen muss das klini-
sche Datenmaterial kritisch gesehen werden, da retros-
pektiv der ursiichliche Zusammenhang nicht eindeutig
bewiesen werden kann. Dies kann nur durch die in ran-
domisierten Studien durchgefiihrte therapeutische In-
tervention gezeigt werden. Immerhin fand sich in einer
klinischen Studie zur Behandlung der Tumoranimie
eine Tendenz zur Verbesserung der Prognose bei den
Patienten, die eine Behandlung mit Erythropoietin er-
halten hatten (14). Kiirzlich wurde in einer weiteren
randomisierten Studie eine Prognoseverbesserung von
Patientinnen mit Zervixkarzinom bei adjuvanter Che-
motherapie plus Bestrahlung dann berichtet, wenn sie
eine Anéimietherapie mit Erythropoietin erhalten hatten
(26). Die Ergebnisse sind allerdings bisher nur als Abs-
trakt veroffentlicht und priliminér. Weitere Studien bei
Tumoren im Hals-Nasen-Ohrenbereich und bei Mor-
bus Hodgkin sind auf dem Weg. Sie werden zur Kl4-
rung dieser Fragen beitragen.

Eine weitere Facette im Wirkungsspektrum von Eryth-
ropoietin wird im vorliegenden Heft durch den Beitrag
von W, Bachmann et al. beleuchtet. Tierexperimentelle
Befunde legen nahe, dass Erythropoietin einen protek-
tiven Effekt bei cerebraler Ischimie ausiiben konnte.
Ob die beobachteten Phinomene allerdings {iber rein
wissenschaftliche Betrachtungen hinaus zu einer klini-
schen Anwendung fiihren werden, ist heute noch aus
vielen Griinden unklar.

Erythropoietin ist nicht nur ein Hormon der Blutbil-
dung mit vielen Wirkungen, sondern auch die weitere
Entwicklung des Medikamentes Erythropoietin nimmt
eine interessante Richtung: Hatte man sich bisher be-
miiht, rekombinante Proteine méglichst naturidentisch
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oder zumindest naturihnlich zu gestalten, ist jetzt mit
Darbepoetin erstmalig ein biochemisch wesentlich mo-
difiziertes Zytokin auf den Markt gekommen. In meh-
reren Beitrigen des vorliegenden Heftes wird auf diese
Entwicklung eingegangen. Durch die Einfithrung
zweier neuer Glycolysierungsstellen wurde eine giins-
tigere Pharmakokinetik und eine bessere Wirkung er-
reicht.

Auf den ersten Blick scheint Erythropoietin ein Thema
fiir Spezialisten zu sein. Bei niherem Hinsehen offen-
baren sich vielfiltige Aspekte, die Ihr Interesse beim
Lesen dieses Heftes sicherlich stimulieren werden.
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THEMA: ERYTHROPOIETIN

Aus dem Institut fiir Physiologie der Universitit zu Liibeck (Direktor: Prof. Dr. W. Jelkmann)

Dickes und diinnes Blut: Die Geschichte der

Erythropoietinforschung
W. Jelkmann

Zusammenfassung

Angesichts der herausragenden Bedeutung, die das
gentechnisch gewonnene Erythropoietin (Epo) in den
vergangenen 15 Jahren als Anti-Andmikum erlangt hat,
wird an die frithen Tage der Epo-Forschung erinnert.
Die Rolle der Erythrozyten als O,-Triger wurde in der
zweiten Hilfte des 19. Jahrhunderts erkannt. Die Hy-
pothese der hormonellen Regulation der Erythropoiese
datiert aus dem Jahr 1906. Der Name ,,Erythropoietin®
wurde 1948 eingefiihrt. Das menschliche Hormon wur-
de 1977 und sein Gen 1985 isoliert. Die Epo-Therapie
ist fiir chronisch Niereninsuffiziente, Tumorkranke und
chirurgische Patienten hilfreich.

Summary

In the light of 15 years’ success of the therapy with re-
combinant human erythropoietin (Epo), the history of
early Epo research is recalled. The role of red blood
cells in O, transport was recognized late in the 19th
century. The concept of the humoral regulation of he-
matopoiesis was published in 1906. The name ,,eryth-
ropoietin® was introduced in 1948. Human Epo was
isolated in 1977 and its gene cloned in 1985. Epo thera-
py is most useful in the anemias of chronic renal failure
or malignancies and in surgical settings.

Einleitung

Im Alten Testament steht geschrieben: ,,.Denn das Le-
ben des Leibes ist im Blut*“ (4. Buch Mose 17, 11). Bis
in die frilhe Neuzeit wurde die Ursache somatischer
oder psychischer Erkrankungen in einer verdnderten
Zusammensetzung des Blutes gesucht, und die drztli-
che Kunst bestand darin, dem Patienten sein ,,gesundes
Blut*“ zu erhalten oder zu ersetzen, Am 15. Juli 1667
fithrten Denis und Emmerz in Frankreich die erste
Bluttransfusion am Menschen durch. Der fiebrige Pati-
ent, ein junger Mann von etwa 16 Jahren, litt nach 20
Aderlissen, die ihm die Arzte nach und nach verordnet
hatten, unter Symptomen einer Andmie. Angeblich
besserte die Transfusion von Lammsblut sichtbar sei-
nen Zustand. Bemerkenswerterweise waren es v.a.
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ethische Argumente, die kurz darauf zu einem Verbot
xenogener Bluttransfusionen fithrten (Abb. 1). Nach
der Entdeckung der menschlichen Blutgruppen ist die
allogene Transfusion im vergangenen Jahrhundert eine
lebensrettende Behandlungsmethode geworden. Uner-
wiinschte Wirkungen sind febrile nicht-hdmolytische
Transfusionsreaktionen, Graft-versus-Host-Reaktio-
nen, akute oder verzdgerte hidmolytische Reaktionen
und die Ubertragung von Krankheitserregern wie Vi-
ren, Protozoen oder Bakterien, Die Indikation zur An-
wendung von Blutkomponenten und Plasmaderivaten
ist streng zu stellen (57).

Biotechnologische Methoden ermdglichen es seit 20
Jahren, in kultivierten tierischen Zellen, Hefen und
Bakterien menschliche Eiweifie herzustellen, die als
Arzneimittel genutzt werden. Mehr als 20 verschiede-
ne blutzellmodulierende Proteine werden bereits gen-
technisch gewonnen. Einige von diesen wirken als spe-

Abb. 1: Bluttransfusion vom Lamm mit gleichzeitigem
Aderlass. Auf der linken Seite des Patienten das Lamm,
dessen Blut aus der A. carotis mittels zweier durch ein
Stiick Darm verbundener Réhrchen in das erdffnete
Gefdf am linken Arm des Patienten geleitet wird. Am
rechten Arm ist ebenfalls ein Gefdfl erdffnet, aus dem
Blut abgelassen wird. Aus Johann Scultet: Appendix ad
armamentarium chirurgicum, Amsterdam 1671 (mit
Erlaubnis reproduziert aus (48)).

FOCUS MUL 19, Heft 4 (2002)



zifische himatopoietische Wachstumsfaktoren (Tabel-
le 1), andere beeinflussen liberwiegend das Immunsys-
tem. Die himatopoietischen Faktoren kontrollieren die
Knochenmarksaktivitit. Sie verhindern den program-
mierten Zelltod (Apoptose) der myeloischen Starmnm-
und Vorlduferzellen und gewihtleisten damit das kon-
tinuierliche Heranwachsen junger Blutzellen. Zur Pro-
duktion von Erythrozyten ist das Hormon Erythropoie-
tin notwendig, ein Glykoprotein, das v.a. in den Nieren
synthetisiert wird. Erythropoietinmangel ist Hauptur-
sache renaler Andmien. Frither benétigten etwa 25 %
der Dialysepatienten regelmifiig Erythrozytentransfu-
sionen, Heute ertibrigt sich die Gabe von Fremdblut, da
die renale An@imie durch Substitution mit gentechnisch
hergestelltem, sog. rekombinanten humanen Erythro-
poietin (thEPO) verhindert wird. Andere Anwendungs-
gebiete fiir hEPO umfassen nicht-renal bedingte trans-
fusionsbediirftige Andmien, wie sie bei malignen Er-
krankungen, chronischen Infektionen, Autoimmuner-
krankungen oder bestimmten chirurgischen Eingriffen
vorkommen.

In Anbetracht des Enthusiasmus tiber die Méglichkeit
der Substitutionstherapie mit thEPO sollte nicht ver-
gessen werden, dass die heutigen Erfolge in 100 Jahren
miithsamer Erforschung der Grundlagen der Erythro-
poiese vorbereitet worden sind.

Gewebshypoxie und Erythropoiese

Die wichtige Rolle der Erythrozyten als O,-Transporter
im Organismus wurde in der zweiten Hilfte des 19.
Jahrhunderts erkannt (Tabelle 2). Der Pariser At-
mungsphysiologe (und spétere Politiker) Paul Bert und
sein Mentor Dennis Jourdanet beobachteten wihrend
ihrer Hochgebirgsexkursionen, dass die Konzentration
der Erythrozyten im Blut von der Sauerstoffversorgung
des Organismus abhingt. Den kolonialistischen Be-
strebungen Napoleons III folgend war Jourdanet nach

1840 Blutgasanalysen H. Gustav Magnus
(O,,N,, CO)

1860 Struktur- und Felix Hoppe-Seyler
Funktionsanalyse

des Hédmoglobins

1870 Gewebeatmung Alexander Schmidt,
Eduard F.W., Pfliiger
1870 Himatopoiese Ernst Neumann,

Guilio Bizzozero
im Knochenmark

1880
1890

Paul Bert
Christian Bohr

Hohenatmung
Himoglobin-O,-
Dissoziationskurve

Tabelle 2. Friihe wegbereitende Untersuchungen zur
Atmungsfunktion des Blutes

Mexiko gezogen, wo er als Arzt auf dem Hochland
praktizierte. Er veroffentlichte 1861-1876 grundlegen-
de Arbeiten iiber die Symptomatik der chronischen
Bergkrankheit (Monge-Krankheit). Die Hohenkranken
hatten dickfliissiges Blut, zeigten jedoch Beschwerden
wie andmische Patienten. Sie waren kurzatmig, hatten
einen schnellen Puls und neigten za Ohnmachtsanfil-
len. Jourdanet prigte den Begriff ,,Anoxyhémie® fiir
den O,-Mangel im arteriellen Blut. Paul Bert fand, dass
das Blut von Tieren, die oberhalb von La Paz in 4000 m
Hohe leben, eine hohere Himoglobinkonzentration
und somit groBere O,-Transportkapazitiit aufweist als
das Blut verwandter Tiere, die im Flachland leben (3).
Im Gegensatz zu unserer heutigen Kenntnis glaubten
Bert und Jourdanet, dass die Polyglobulie, das ,,dicke
Blut” der Hohenbewohner, ererbt war. Auch Gustav v.
Hiifner (HUFNERsche Zahl: 1 g Himoglobin bindet
1,34 ml O,), schrieb 1890, dass ein groBerer Reichtum

monomeres Glykoprotein, 165 Aminoséuren, 2 Bisulfidbriicken, 3 N- und { O-verankerte

Erythropoietin:
Kohlenhydratseitenketten, Molekiilmasse 30 kDa (40 % Zucker)
Thrombopoietin: monomeres Glykoprotein aus 332 Aminoséuren, 2 Bisulfidbriicken,
6 Kohlenhydratseitenketten, Molekiilmasse 60 kDa (37 % Zucker)
Granulozyten/ monomeres Glykoprotein aus 127 Aminosduren,
Monozyten- 2 Kohlenhydratseitenketten, Molekiilmasse 14-35 kDa je nach
Kolonienstimu- Glykosylierung
lierender Faktor
(GM-CSF)
Granulozyten- monomeres Glykoprotein aus 174 (177) Aminos#uren,
Kolonienstimu- 2 Bisulfidbriicken, 1 O-verankerte Kohlenhydratseitenkette,
lierender Faktor Molekiilmasse 19,6 kDa (5 % Zucker)
(G-CSF)

Tabelle 1. Physiologisch-chemischer Aufbau auch therapeutisch eingesetzter himopoietischer Wachstumsfakto-

ren
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des Blutes an Hémoglobin ,,durch Generationen hin-
durch stetig fortgehende Ziichtung sich allméhlich vom
Genus erwerben‘ lisst (27).

Diese Vorstellung wurde jedoch noch im selben Jahr
von dem franzosischen Anatomen Viault widerlegt. Vi-
ault war aus seiner Heimatstadt Bordeaux in das Hoch-
land von Peru gereist. Nachdem er 23 Tage in der 4392
m hoch gelegenen Stadt Morococha gelebt hatte, war
die Zahl seiner Erythrozyten im Blut von 5 auf 8§ Milli-
onen/Ul Blut angestiegen. Ebenso reagierten die ihn
Begleitenden (Dr. Mayorga, einige Bergleute, 1 Hund,
1 Hahn und ein Lama). Viault schloss hieraus, dass die
Erythropoiese bei einem erniedrigten O,-Gehait des
Blutes akut ansteigt (52). Miintz (42) hatte 1883 auf
dem Pic du Midi (2877 m) in den Pyrenéen eine Herde

Abb. 2: Paul Carnot (1869-1957), Professor der klini-
schen Medizin an der Sarbonne. Er postulierte als ers-
ter die Existenz eines hdmopoietischen Hormons:
»Nous avons précédemment constaté, dans le sérum
des animaux préalablement saignés et en pleine crise
de rénovation sanguine, la présence d’une substance
capable d activer I'hémopoiése (hémopoiétine) et de
provoquer les animaux neufs, une hyperglobulie rapi-
de, considérable et constante.” (5). Mit Erlaubnis re-
produziert aus Annals of the New York Academy of Sci-
ences, Vol. 149, 8.6, 1968.
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Kaninchen ausgesetzt. Die Nachkommen dieser Tiere
zeigten 7 Jahre spiter einen um 75 % erhohten Eisen-
gehalt des Blutes. Friedrich Miescher hielt 1893 einen
Vortrag, in dem er Daten des niedergelassenen Kolle-
gen Dr. F. Egger aus Basel vorstellte, die zeigten, dass
bei andmischen Tuberkulosepatienten, die zur Kur in
einem alpinen Sanatorium weilten, die Erythrozyten-
zahlen deutlich zugenommen hatten. Miescher (40) er-
klirte die gesteigerte Erythropoiese mit einem vermin-
derten O,-Partialdruck im Knochenmark.

Die Idee einer hormonellen Regulation der Erythropoi-
ese wurde erstmals 1906 von Paul Carnot formuliert
(Abb. 2). Carnot und seine Mitarbeiterin Deflandre un-
terzogen Kaninchen einem leichten Aderlass (30 mi).
Tags darauf wurde erneut eine Blutprobe der Tiere ge-
wonnen und das Serum (5-9 ml) normalen Kaninchen
injiziert, Daraufhin stieg deren Erythrozytenzahl im
Blut innerhalb von 1-2 Tagen um 20-40 % an. Carnot
und Deflandre schlossen hieraus, dass das Serum einen
Stoff enthielt, der die Blutbildung stimulierte. Sie
nannten den Stoff ,,Hemopoiétine‘ (5; 6). Die spezifi-
schere Bezeichnung ,,Erythropoietin® wurde 1948 von
Bonsdorff und Jalavisto eingefiihrt (4).

-Die Suche des Hormons

Wenn Erythropoietin exogen verabreicht wird, kommt
es im Laufe von 3-4 Tagen zur Retikulozytose. Ein An-
stieg der Erythrozytenkonzentration ist noch spiiter
und nur nach mehrtdgiger Gabe des Wachstumsfaktors
zu registrieren. Deshalb sind die Ergebnisse von Car-
not und Deflandre (5) in der beschriebenen Form nicht
reproduzierbar. Auflerdem berichtete Carnot, dass das
Serum nach Erwdrmung auf 56° C inaktiv war, wih-
rend Erythropoietin ein hitzestabiles Glykoprotein ist,
das mehrminiitiges Kochen ohne nennenswerten Wir-
kungsverlust vertrdgt. Vermutlich beruhten Carnots
Befunde auf einem Zufall (z. B. einer Himokonzentra-
tion in den Empfingertieren). Retrospektiv zeigt diese
Geschichte jedoch auch, dass manchmal eine innovati-
ve Idee zum wissenschaftlichen Fortschritt fithren
kann, obwohl sie aus einem Fehlbefund abgeleitet wur-
de. Wahrscheinlich war es kein Zufall, dass die Carnot-
schen Untersuchungen in die Zeit der Entdeckung in-
nersekretorischer Driisen und der ersten Hormonisolie-
rungen fielen (C. E. Brown-Séquard: Testosteron,
1889; J. Takamine: Adrenalin, 1901; G. L. Zuelzer: In-
sulin, 1908; E. C. Kendall, Thyroxin, 1915). Carnot
untersuchte selbst auch die Wirkung anderer humoraler
Wachstumsfaktoren (,,Cytopoiétines®). Er entdeckte u.
a. einen nephropoietischen Faktor (7).

In den Jahren 1910 bis 1930 wurde wiederholt berich-
tet, dass die Injektion von Serum andmischer oder hyp-
oxdmischer Tiere in Empféngertieren die Erythrozy-
tenzahl erhoht (u. a, von C. Gibelli in Genua, P. Miiller
in Graz, G. Mansfeld und J. Forster in Budapest, A. Zih
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in Debrecen; Referenzen in (4; 32)). Dennoch wurde
die Existenz eines Hamopoietins zunichst angezwei-
felt (15; 23).

Gerhard Ruhenstroth-Bauer in Tiibingen (47) und Kurt
Reissmann vom Luftfahrtmedizinischen In-stitut in
Randolph Field (46) weckten 1950 mit ihren Untersu-
chungen an parabiotischen Tieren erneut Interesse an
dem postulierten humoralen erythropoietischen Stoff.
Als diese Untersucher ein normales und ein hypoxi-
sches Tier iiber eine Gewebebriicke verbanden, kam es
in beiden Tieren zu einer Steigerung der Erythropoiese.
Allgemein wird dem in Philadelphia titigen Hdmatolo-
gen Allan Erslev zugesprochen, 1953 den eigentlichen
Beweis fiir die Existenz des himopoietischen Hormons
geliefert zu haben. Erslev, ein gebiirtiger Dine, verab-
reichte normalen Kaninchen mehrmals groBe Volumi-
na (50-200 ml) Blutplasma anfimisierter Artgenossen
(Hdmatokrit < 0,2). Die Empféngertiere antworteten
mit einer Retikulozytose und léngerfristig einer Hama-
tokriterhthung (Abb. 3). Die damals von Erslev be-
schriebenen Effekte gleichen denen, die heute bei der
Behandlung mit thEPO erzielt werden. Exslev sagte
schon vor 50 Jahren den moglichen therapeutischen
Nutzen des erythropoietischen Serumfaktors voraus:
,»Conceivably isolation and purification of this factor
would provide an agent useful in the treatment of con-
ditions associated with erythropoietic depression, such
as chronic infection and chronic renal disease® (11).
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2024 einer norwegischen Zeit-
schrift publiziert sind (26).
Hjort hatte wie Erslev eine ausgepriigte Retikulozytose
in Kaninchen beobachtet, denen Plasma andmischer
Tiere verabreicht worden war. Ahnliche Untersuchun-
gen von Krumdieck aus dem Jahre 1943 (36) und Gun-
ther et al. 1951 (24) sind ebenfalls allgemein in Verges-
senheit geraten.

Identifizierung der erythropoietinproduzierenden
Organe

Studien an Patienten mit offenem Ductus Botalli hatten
in den 50er Jahren ergeben, dass ein O,-Mangel in der
unteren Korperhilfte allein zur Polyglobulie fiihren
kann (49; 50). Wenig spiiter wurde die wichtige Rolle
der Niere bei der Erythropoietinsynthese erkannt. Leon
Jacobson und seine Kollegen berichteten 1957, dass
beidseitig nephrektomierte Ratten auf eine Cobaltbe-
handlung oder einen hypoxischen Reiz nicht mit dem
normalen Anstieg des Plasmaerythropoietin reagieren
(29). Bald darauf folgten Berichte tiber niedrige Eryth-
ropoietinspiegel bei andmischen Patienten mit chroni-
scher Niereninsuffizienz (19; 25). Kuratowska und
Mitarbeiter (37) und Fisher und Birdwell (17) wiesen
1961 erstmals erythropoietische Aktivitidt im Blutper-
fusat isolierter Nieren nach.

Trotz dieser Befunde war lange Zeit umstritten, ob das
Hormon Erythropoietin direkt in der Niere entsteht. Es
gelang ndmlich nicht, das Protein aus der Niere zu ex-
trahieren. Auf der Basis von Inkubationsversuchen mit

195



Nierenextrakten und Blutplasma stellten Albert Gor-
don und Mitarbeiter Ende der 60er Jahre die sog. Ery-
throgenin-Hypothese auf. Diese besagte, dass die Niere
— analog zum Renin-Angiotensinogen-System — bei
O,-Mangel ein Enzym freisetzt (,,Erythrogenin®), wel-
ches aus einem PlasmaciweiB Erythropoietin abspaltet
(22). Die Erythrogenin-Hypothese fand damals Ein-
gang in zahlreiche Lehrbiicher. Heute gilt das Konzept
als widerlegt. Ein Enzym mit Erythrogenin-Aktivitit
wurde niemals identifiziert.

Zweifel an der Erythrogenin-Hypothese kamen
erstmals 1974 auf, als Erslev isolierte Kaninchennieren
serumfrei perfundierte. Nach mehreren Stunden war
im Perfusionsmedium erythropoietische Aktivitit
nachweisbar (12). 1981 gelang die Extraktion grofer
Mengen Erythropoietin aus der Niere hypoxischer Rat-
ten (35). Das Hormon wurde v.a, im Gewebe der Nie-
renrinde und kaum im Nierenmark lokalisiert. Lange
Zeit war strittig, ob glomeruldre oder tubulire Zellen
das Hormon synthetisieren (Ubersicht in (33)). Spitere
in-situ Hybridisierungexperimente haben eine ganz an-
dere Losung gegeben. Demnach produzieren spezielle
Fibroblasten, die proximalen Tubuluszellen benachbart
sind, das Hormon (2). Abgesehen von den peritubuld-
ren Zellen der Niere kdnnen auch andere Gewebe das
Erythropoietingen exprimieren (v. a. Zellen in Leber,
Milz, Lunge, Knochenmark und Gehirn). Beim Er-
wachsenen stammt 10-20 % des Plasmaerythropoietins
aus der Leber. Vor der Geburt ist die Leber das wich-
tigste erythropoietinbildende Organ des Menschen (9).
Das im Gehirn produzierte Erythropoietin gelangt ver-
mutlich nicht in die Blutbahn, sondern wirkt parakrin
als neuronaler Wachstumsfaktor (39).

Isolierung und chemische Charakterisierung

Der langsame Fortschritt der friihen Erythropoietinfor-
schung beruhte z. T. auf den unbefriedigenden Mess-
methoden fiir das Hormon. Seine Konzentration im
Blut ist sehr niedrig. Beim Gesunden enthlt 1 1 Blut-
plasma etwa 100 ng Erythropoietin. Zum Nachweis des
»Brythropoiese stimulierenden Faktors” (ESF) waren
anfénglich ausschliefilich biologische Methoden ver-
figbar. Das Probenmaterial wurde Versuchstieren par-
enteral verabreicht. Dann wurden Erythrozytenzahlen,
Hémoglobinkonzentration und Hématokrit verfolgt,
Ein empfindlicheres Verfahren wurde 1955 von Plzak
und Mitarbeitern entwickelt (45). Zur Quantifizierung
der Erythropojeserate wurde Ratten radioaktiv mar-
kiertes Eisen injiziert und der Eiseneinbau ins Himog-
lobin des Blutes ermittelt. Die Methode lieB sich noch
verfeinern, indem die endogene Erythropoiese der Tie-
re durch Nahrungskarenz unterdriickt wurde (18). Spi-
ter wurde die — noch heute zum Nachweis der Wirk-
samkeit von thEPO genutzte — biologische ,,in vivo
Bestimmung in polyzythdmischen Miusen® entwi-
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ckelt. Vor der Verabreichung der Erythropoietinproben
und des radioaktiven Eisens erhielten die Tiere Blut-
transfusionen (30) oder wurden einem simulierten Ho-
henaufenthalt ausgesetzt (8). Die traditionelle Angabe
von Erythropoietinkonzentrationen in Internationalen
Einheiten (IE) basiert auf der biologischen in vivo Be-
stimmung (1). Da bekannt war, dass Cobalt die Eryth-
ropoiese stimuliert (54), wurde 1 IE Erythropoietin der
Wirkung von 5 umol Cobalt gleichgesetzt (1). Biologi-
sche in vitro Bestimmungsmethoden in Zelikulturen
haben sich als weniger spezifisch zur Quantifizierung
des Hormons in biologischen Materialien erwiesen
(33). Fir die routinem#fige Bestimmung von Erythro-
poietin im Blutplasma sind heute mehrere kommerziel-
le immunologische Testbestecke erhiltlich. Seit 1992
gibt es eine WHO-akkreditierte thEPO-Priparation,
die als Standard zur Erythropoietinbestimmung einge-
setzt werden sollte (51).

Verschiedene Arbeitsgruppen versuchten jahrelang,
Erythropoietin aus tierischem Blutplasma zu isolieren.
Basierend auf seinen Erfahrungen mit der Erythropoie-
tinanreicherung aus Schafplasma kalkulierte der ame-
rikanische Biochemiker Eugene Goldwasser 1968,
dass 3250 1 Urin andmischer Patienten nétig wiren, um
10 mg reines menschliches Erythropoietin zu gewin-
nen: ,, This would represent about three years’ daily collec-
tion from a single patient, or one month’s collection
from 36 patients, which does not seem to be an impos-
sible goal” (21). Es dauerte 9 Jahre, bis Goldwasser
und seine Mitarbeiter ihr Ziel erreicht hatten. Aus 2550
1 Urin von Patienten mit aplastischer Animie wurden
10 mg reines Erythropoietin gewonnen (41). Damit
konnte die Aminosiuresequenz des Hormons partiell
aufgeklirt und das menschliche Erythropoietingen iso-
liert werden (28; 38). Eugene Goldwasser hat in einem
lesenswerten sehr persdnlichen Riickblick die Proble-
me, die ein Grundlagenwissenschaftler bei der Zusam-
menarbeit mit pharmazeutischen Firmen, aber auch mit
Drittmittelgebern und konkurrierenden Kollegen, erle-
ben kann, wiedergegeben (20).

Menschliches Erythropoietin ist ein saures Glykopro-
tein mit einer molekularen Masse von 30 kDa. Der Pro-
teinanteil besteht aus einer einzelnen Peptidkette von
165 Aminosturen, wobei 4 Cysteinreste 2 Bisulfidbrii-
cken ausbilden. Die Zuckerreste, 40 % der gesamten
Molekiilmasse, bestehen aus 4 antennenartig verzweig-
ten Polysaccharidkomplexen. Drei davon sind an As-
paraginsiureresten in den Aminosiurepositionen 24,
38 und 83 befestigt (N-verankert). Die vierte Kette ist
an Serin in Position 126 gebunden (O-verankert). Die
N-verankerten Polysaccharide weisen strukturelle Un-
terschiede auf. U. a. variieren sie in der Anzahl der ter-
minalen Sialinsgurereste. Diese Unterschiede bedingen
eine Mikroheterogenitit des Hormons, die sich als
Bandenmuster in der isoelektrischen Fokussierung
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zeigt. Die Anzahl der terminalen Sialinsdurereste be-
stimmen die Lebenszeit des Hormons im Organismus.
Durch die Desialinisierung werden Galaktosereste der
Zuckerketten frei, die an spezifische Rezeptoren der
Zellmembran von Hepatozyten binden, wodurch das
Hormon internalisiert wird.

Die molekularen Mechanismen, die die Erythropoie-
tingenexpression steuern, konnten in den vergangenen
Jahren weitgehend aufgeklirt werden. Der Arbeits-
gruppe von Gregg Semenza in Baltimore gelang es, ei-
nen Transkriptionsfaktor zu charakterisieren, der das
Erythropoietingen unter hypoxischen Bedingungen ak-
tiviert (53). Dieser ,,Hypoxie-induzierbare Faktor 1
(HIF-1) bindet an die 3’ gelegenen Verstirkerelemente
des Erythropoietingens. HIF-1 ist ein dimeres Protein,
das aus zwei Untereinheiten — dem O,-kontrollierten
HIF-10. und dem konstitutiv vorhandenen HIF-1f —
zusammengesetzt ist. Unter normoxischen Bedingun-
gen wird die HIF-1o Untereinheit ubiquitiniert und in
Proteasomen proteolytisch abgebaut. Der HIF-1 Kom-
plex ist nicht nur fiir die hypoxische Erythropoietinge-
nexpression verantwortlich. Er steuert auch die Ex-
pression einer Vielzahl anderer Gene, die Proteine ko-
dieren, welche den Organismus vor Sauerstoffmangel
schiitzen (55).

Gentechnische Herstellung von rhEPO

Forschergruppen im Genetics Institute, Boston (28),
und bei Amgen, Thousand Oaks (38), gelang 1985 un-
abhingig voneinander die Klonierung des Erythropoie-
tingens. Die genomische DNA ist 5,4 Kilobasenpaare
(kb) lang und enthilt 4 Introns und 5 Exons. Die Isolie-
rung des Erythropoietingens ermdglichte das Einbrin-
gen der Erythropoietin
cDNA in Wirtszellen. Zur
pharmazeutischen Gewin-
nung von rhEPO dienen
Zellkulturen aus dem Ovar

L. Urin - Epo
des chinesischen Hamsters
(CHO-Zellen). Da das Ery- £
thropoietingen zur Trans- c?o%ﬁ?’g%
. . . 1
fektion mit anderem geneti- Oc?oc{i%:%“

schen Material (Plasmid und
Antibiotikaresistenzgen)
kombiniert wurde, wird das
Produkt rekombinantes hu-
manes Erythropoietin (thE-
PO) genannt (Abb. 4). RhE-

Antibiotika-
Abb. 4: Schritte der Isolie-  resistenzgen
rung und Charakterisierung
des Erythropoietingens und
der gentechnischen Herstel-

lung von rhEPO.
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Isolierung von
Epo - mRNA aus
Gewebe - od. Kulturzelien

Epo - Gen (¢cDNA) in
Expressionsplasmid

PO verhilt sich in Bezug auf seine chemische Struktur
und seine immunologischen Eigenschaften wie das na-
tive menschliche Hormon.

Kiirzlich wurde ein neues rhEPO-#hnliches Medika-
ment zur Andmiebehandlung zugelassen (,,Novel Ery-
thropoiesis Stimulating Protein, NESP). Mittels mole-
kularbiologischer Manipulation (,,site-directed muta-
genesis®) wurden zwei zusitzliche Kohlenhydratbin-
dungsstellen in die durch 5§ Aminos4ureaustausche ver-
anderte Peptidsequenz eingefiigt (10). Das hyperglyko-
sylierte NESP hat eine lingere Halbwertszeit im Orga-
nismus als thEPO. Somit ist ein ldngeres Dosierungsin-
tervall moglich. Anti-NESP Antikérper sind bislang
nicht beschrieben, jedoch sollte die Antigenitéit des
Produktes langfristig gepriift werden.

Therapeutische Anwendung

Die Wirksamkeit von exogenem Erythropoietin beim
Menschen wurde vor 50 Jahren erstmals von Oliva und
Mitarbeitern in Perugia beschrieben (43). Diese Unter-
sucher beobachteten nach der Infusion von Plasma an-
dmischer Patienten in Normalpersonen einen Anstieg
der Retikulozytenzahlen. Ursula Essers und Mitarbei-
ter aus Aachen berichteten 25 Jahre spéter, dass Plasma
von Patienten mit aplastischer Andmie in chronisch
Niereninsuffizienten eine Retikulozytose hervorruft
(14). Erste Erfahrungen der Behandlung der renalen
Andmie mit thEPO wurden vor 15 Jahren in London
(56) und Seattle (13) gesammelt, Eschbach und Mitar-
beiter (13) erzielten eine Korrektur der Anédmie in allen
Patienten, denen der rekombinante Wirkstoff in einer
Dosis von mindestens 50 E/kg Korpergewicht 3 x pro
‘Woche intravends verabreicht wurde. Das Ausmal} des

Sequenzierung synthetische

Epo - DNA - Sonden

Epo - DNA - positiver
Phagen - Klon

Isolierung
Isolierung genomische
Epo - DNA - Sonden
reverse

Epo - cDNA

Transkription

Transfektion

CHO - Zelle

mit rekombinanten

Plasmiden Epo
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Hématokritanstiegs war dosisabhiingig. Inzwischen
wird thEPO routinemiBig zur Korrektur der Animie
hidmodialysierter oder chronisch peritonealdialysierter
Patienten sowie Niereninsuffizienter im Prédialysesta-
dium eingesetzt. Das sehr seltene ungeniigende An-
sprechen kann folgende Griinde haben: zu niedrige
Dosis, Eisenmangel, Aluminiumiiberladung, chroni-
sche Entziindungen oder Blutverluste. Da thEPO das
Grundleiden der Patienten nicht beseitigt, muss die
Substitution zeitlebens fortgesetzt werden, wenn nicht
spéter eine Nierentransplantation durchgefiihrt wird. In
den vergangenen Jahren wurde der Wert der thEPO-
Therapie unter medizinischen und 6konomischen Ge-
sichtspunkten bei verschiedenen anderen Animiefor-
men gepriift. Behandlungserfolge ergaben sich bei der
Aniimie frilhgeborener Babies und der postpartalen
Aniimie von Miittern. In einigen europiischen Lindern
ist das Medikament zur Behandlung der Animie bei
AIDS, soliden Tumoren, myelodysplastischen Syndro-
men und Autoimmunerkrankungen zugelassen. In
Deutschland wird es bei Tumorpatienten, die sich einer
Chemotherapie unterziehen, eingesetzt. AuBerdem
kann rhEPO zur Unterstiitzung der autologen Blutge-
winnung bei Patienten verwendet werden, die an einem
Spendenprogramm zur Fremdblutvermeidung teilneh-
men. Durch den perioperativen Einsatz von rhEPO
konnen postoperative Animien gelindert werden (31;
34).
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Aus dem Institut fiir Physiologie der Universitiit zu Liibeck (Direktor: Prof. Dr. W. Jelkmann)

15 Jahre Erythropoietin in Klinik und Praxis: Eine

Erfolgsstory
H. Pagel

Der Grundstein fiir die ,,Karriere” von Erythropoietin
als Therapeutikum wurde im Jahre 1977 gelegt, als Ta-
kaji Miyake aus dem Labor von Fugene Goldwasser in
Chicago seine Arbeit zur Reindarstellung von huma-
nem Erythropoietin publizierte (Miyake et al. 1977).
Dies war die Voraussetzung fiir die Klonierung des
Erythropoietingens (Jacobs et al. 1985; Lin et al. 1985)
und damit fiir die Herstellung des rekombinanten hu-
manen Erythropoietins (thuEpo; Lin et al. 1985; Wiec-
zorek et al. 1989). Die ersten Ergebnisse der klinischen
Anwendung von Erythropoietin wurden bereits kurz
darauf, nimlich Ende 1986 bzw. Anfang 1987 publi-
ziert (Winearls et al. 1986; Eschbach et al. 1987), wo-
mit erstmals ein gentechnisch hergestelltes Produkt als
Medikament angewendet wurde und der bisher 15jdh-
rige ,,Siegeszug® von thuEpo begann. Schnell hat sich
thuEpo zu dem Medikament mit den weltweit héchsten
Umsatzzahlen entwickelt. Indikation, fiir die rhuEpo
zuniichst zugelassen wurde, war die renale Anéimie in-
folge einer chronischen Niereninsuffizienz, an der al-
lein in Deutschland 40 bis 50.000 Patienten leiden.

Renale Andmie

Im Verlauf chronisch progredienter Nierenerkrankun-
gen kommt es zu vielfiltigen FunktionsstSrungen, von
denen fast alle Organsysteme betroffen sind (Magen-
Darm-Trakt, zentrales und peripheres Nervensystem,
Muskulatur, Gelenke und Knochen, Herz- und Kreis-
laufsystem, Haut, Lunge, Immunsystem). Parallel zur
Einschriinkung der exkretorischen Nierenfunktion ent-
wickelt sich i.d.R. eine renale Andmie. Behandlungs-
bediirftig wird die Anéimie spétestens, wenn die glome-
ruldire Filtrationsrate der Niere auf unter 30 % der
Norm abgefallen ist (GFR < 40 ml/min). Sofern nicht
weitere Komplikationen hinzu kommen, ist die Ani-
mie hyporegenerativ, normozytir und normochrom
und verschlimmert sich mit weiter abnehmender Nie-
renfunktion. Unbehandelt fillt der Hdmatokrit im Sta-
dium der terminalen Niereninsuffizienz haufig bis auf
0,18-0,30, entsprechend einer Himoglobin-Konzentra-
tion im Blut von 6-10 g/dl. Die relative (in %o) oder
absolute (in Mio/mm?®) Retikulozytenzahl im Blut ist
im unteren Normbereich oder vermindert. Trotz ausge-
prigter Andmie ist der histologische Knochenmarksbe-
fund zunéchst unauffillig. Die Patienten sind kurzat-
mig, tachykard, kiltesensitiv und psychisch und phy-
sisch nur - wenig belastbar.
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Hauptursache der renalen Anémie ist der relative oder
absolute Erythropoietinmangel (Adamson und Esch-
bach 1990). Unklar ist nach wie vor, was der Grund fiir
diese mangelhafte renale Erythropoietinbildung ist.
Verminderte Empfindlichkeit der erythropoietinbilden-
den Zellen auf einen hypoxischen Reiz (,,Hypoxiere-
sistenz*) oder irreversible Zerstérung eines mehr oder
weniger grofen Teiles dieser Zellpopulation wurden
diskutiert (Chandra et al. 1988). Unklar ist weiterhin,
weshalb der Erythropoietinmangel niereninsuffizienter
Patienten nicht durch eine gesteigerte hepatische Ery-
thropoietinbildung kompensiert werden kann, obgleich
die Fdhigkeit der Leber zur Erythropoietinsynthese le-
benslang persistiert (Chandra et al. 1985).

Eine Reihe von Faktoren konnen die Andmie nieren-
kranker Patienten aggravieren. Durch Destabilisierung
der Zellmembran ist die Lebenszeit der Erythrozyten
im urdmischen Milieu verkiirzt, oft sogar halbiert (~ 60
statt normalerweise 100-120 Tage). Werden Erythrozy-
ten von einem urimischen Patienten einem Nierenge-
sunden injiziert, so weisen diese Zellen eine normale
Uberlebenszeit auf.

Durch Ankopplung urimischer Toxine (,,uremic midd-
le molecules®) an Erythropoietinrezeptoren der hima-
topoietischen Stammzellen wird eine relative Resis-
tenz gegen Erythropoietin erzeugt, was zur Hemmung
der Erythropoiese im Knochenmark fiihrt. Aulerdem
inhibieren die Toxine den Eiseneinbau in das Himmo-
Tekdil.

Die Beteiligung der Folséiurecoenzyme an der Biosyn-
these von Purinen und Pyrimidinen zeigt ihre funda-
mentale Bedeutung fiir die Zellteilung. Da die hdmato-
poietischen Zellen des Knochenmarks eine besonders
hohe Teilungsrate haben, sind Stérungen des Blutbil-
des (megaloblastische Animie) ein frithes und
besonders gravierendes Zeichen eines erndhrungsbe-
dingten Folsduremangels. Eine gleichartige Sympto-
matik zeigt sich auch beim Cobalaminmangel (Vitamin
B, pernizidse Aniimie).

Mit zunehmender Niereninsuffizienz wird in den Nie-
ren immer weniger biologisch wirksames Cholecalci-
ferol (1,25-(OH),-Vitamin D,) gebildet. Der Serum-
phosphatwert steigt an, die Konzentration an ionisier-
tem Kalzium sinkt. Die resultierende Hypokalzdmie
stimuliert die Nebenschilddriise zur vermehrten Frei-
setzung von Parathormon. Dieser sekundire Hyperpa-
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rathyreoidismus fiihrt zur fibrésen Umwandlung des
Knochenmarks und hat so einen suppressiven Effekt
auf die Hiamatopoiese.

Die urdmischen Patienten verlieren Blut infolge ihrer
gesteigerten Blutungsneigung (okkulte Blutungen im
Gastrointestinaltrakt, gynikologische Blutungen) und
durch therapeutische MaBnahmen (Dialyse, Diagnos-
tik, etc.; 500 bis 1500 ml pro Jahr). Diese Blutverluste
werden von einem Gesunden problemlos kompensiert;
bei eingeschriinkter Erythropoiese konnen sie jedoch
eine erhebliche zusitzliche Belastung darstellen.

In der Zeit, bevor rhuEpo als Medikament verfiigbar
war, bendtigte ein groBer Teil der urdmischen Patienten
regelmiBig Transfusionen von Erythrozytenkonzentra-
ten. Obgleich das Risiko einer Krankheitstibertragung
durch Blutkonserven #uflerst gering ist, konnen Virus-
infektionen (vor allem mit Hepatitiserregern) nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden. Zudem koénnen
hiufige Erythrozytentransfusionen zur Himochroma-
tose mit konsekutiver Splenomegalie und Leberzirrho-
se fithren. SchlieBlich kann eine mogliche Sensibilisie-
rung gegen fremde Histokompatibilitdtsantigene den
Eifolg einer spiteren Nierentransplantation beein-
triichtigen.

Die ,,rhuEpo-Ara*

Die Transfusionsbediirftigkeit niereninsuffizienter Pa-
tienten entfillt fast génzlich, seit das gentechnisch her-
gestellte Erythropoietin zur Behandlung der renalen
Andmie zur Verfiigung steht. Nahezu alle Patienten
antworten von Behandlungsbeginn an mit dem erwar-
teten Anstieg der Retikulozyten- bzw. Erythrozyten-
zahl. Innerhalb von 10 bis 12 Wochen kommt es zur
deutlichen Erhohung der korperlichen Leistungsfihig-
keit und des subjektiven Wohlbefindens. Mit der Kor-
rektur der Andmie nimmt die Lebensqualitit der Pati-
enten zu (Wiedererlangung der Arbeitsfihigkeit, Appe-
titzunahme, Riickkehr sexueller Libido und Potenz,
psychisches Wohlsein, Abnahme der Schlafstérungen,
Verschwinden von Depressionen etc.). Bei weiblichen
Patienten kann es unter thuEpo zum Wiedereinsetzen
der Menstruation kommen, was den #rztlichen Hinweis
auf eine mogliche Schwangerschaft notwendig macht.

Echokardiographische Untersuchungen haben gezeigt,
dass die animieinduzierte Hyperdynamik des Herzens
nachlisst. Linksventrikuldrer Durchmesser, enddiasto-
lisches Fiilllungsvolumen und Herzindex nehmen ab.
EEG-Analysen evozierter Potentiale weisen darauf
hin, dass die Hirnfunktionen sich verbessern.

RhuEpo beseitigt allerdings nicht das Grundleiden der
niereninsuffizienten Patienten, sondern muss als Palli-
ativum betrachtet werden. Einzige zur Zeit mogliche
kausale Therapie einer terminalen Niereninsuffizienz
ist die Nierentransplantation. Ansonsten muss die Ery-
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thropoietin-Substitution lebenslang fortgesetzt wer-
den.

Selten kommt es zum ungeniigenden Ansprechen auf
die thuEpo-Therapie (bei 2-3 % aller Patienten). Hiu-
figster Grund hierfiir ist ein funktioneller Eisenmangel.
Spitestens wenn die Serumferritinwerte auf unter 100
pg/l gefallen sind und/oder die Transferrinséttigung <
20 % betrigt, muss die rhuEpo-Therapie von einer add-
quaten Eisensupplementation begleitet werden. Chro-
nische Entziindungen oder dialysebedingte Alumini-
umintoxikationen kénnen ebenfalls den Erfolg der rhu-
Epo-Therapie einschrinken.

Einige alte (Rand-)Probleme

Gravierendste Nebenwirkung einer rhuEpo-Therapie
ist ein Anstieg des Blutdruckes, der bei 10 bis 20 % der
Patienten vorkommen kann. In erster Linie sind Patien-
ten betroffen, die anamnestisch eine Hochdrucknei-
gung aufweisen. Dieser Komplikation kann leicht be-
gegnet werden durch engmaschige Blutdruckkontrol-
len, konsequente medikamentdse Einstellung des Blut-
druckes und ,,Einschleichen in die rhuEpo-Therapie
mit einer eher moderaten Anfangsdosis.

Die Ursache fiir den rhuEpo-induzierten Blutdruckan-
stieg konnte bisher nicht restlos gekldrt werden.
Zumindest in Konzentrationen, die therapeutisch er-
reicht werden, wirken rhuEpo-Priparate nicht direkt
vasokonstriktiv (Pagel et al. 1989). Der Blutdruckan-
stieg beruht zum Teil auf der Anhebung des Hdmato-
krits und der damit verbundenen Zunahme der Voll-
blutviskositit. Zudem nimmt die hypoxieinduzierte
Dilatation der Widerstandsgefifie ab. Die Entwicklung
oder Aggravierung eines Hypertonus hédngt von der
Steilheit des Hidmatokritanstieges ab. Gerade letzteres
ist das wesentliche Argument fiir die Empfehlung, die
rhuEpo-Therapie mit einer niedrigen initialen Dosis zu
beginnen.

Unter der thuEpo-Therapie kommt es héufig zur Ver-
kiirzung der Blutungszeit. Die Zahl der Thrombozyten
im Blut steigt leicht an, iiberschreitet jedoch i.d.R.
nicht den Normalbereich. Dieser Nebeneffekt ist hiu-
fig glinstig, da urdmische Patienten nicht selten unter
einer gesteigerten Blutungsneigung leiden. Anderer-
seits kann es v. a. bei Himodialyse-Patienten erforder-
lich werden, die Thrombozytenaggregation und die
Plasmagerinnung medikamentos zu senken, um einen
Verschliss des Dialyse-Shunts zu verhindern.

Die Kalium- bzw. Phosphatkonzentration im Plasma
kann unter der thuEpo-Therapie zunehmen. Ursache
hierfiir ist wahrscheinlich eine erhohte orale Zufuhr
bedingt durch den gesteigerten Appetit der Patienten.
Kontrollen der diesbeziiglichen Plasmaspiegel sowie
diditetische Hinweise an den Patienten sind daher ange-
bracht.
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SchlieBlich kann rhuEpo, wie andere gentechnisch her-
gestellte Proteine, leichte und passagere grippedhnli-
che Symptome hervorrufen (Kopf- und Gelenkschmer-
zen, Hitzewallungen, Mattigkeit).

Ein neues (Rand-)Problem

RhuEpo ist mit dem endogen gebildeten Hormon wei-
testgehend identisch. Die Primérstruktur des Protein-
riickgrates des Molekiils von 165 Aminosduren wird
durch das humane Erythropoietingen vorgegeben, so-
dass der Proteinanteil von rhuEpo identisch ist mit dem
des nativen Erythropoietins. Der aus vier Seitenketten
bestehende Kohlenhydratanteil ist dem des endogenen
Hormons sehr dhnlich. Allerdings lassen sich Mikrohe-
terogenititen in der Glykosilierung sowohl zwischen
endogenem und rekombinantem Erythropoietin als
auch zwischen den Priparaten zweier Hersteller (Epoe-
tin alfa/Janssen-Cilag; Epoetin beta/Roche) nachwei-
sen. Ein weiteres Priiparat, bei dem durch Modifizie-
rung der Proteinstruktur zwei zusitzliche Bindungs-
stellen fiir Zuckerseitenketten zwecks Verldngerung
der biologischen Halbwertszeit geschaffen wurden
(Darbepoetin alfa/Amgen), wurde kiirzlich zugelassen.
Alle Priparate haben sich bisher als kaum immunogen
erwiesen. Trotz der Behandlung von weltweit einigen
Millionen Patienten ist bis vor etwa zwei Jahren
lediglich iiber eine Handvoll von Féllen mit ,,absoluter
rhuEpo-Therapieresistenz* berichtet worden — Thera-
pieresistenz, die vermutlich auf die Bildung von neu-
tralisierenden Antikorpern unter der rhuEpo-Therapie
zuriickzufiihren war. Diese Fille scheinen sich in
jlingster Zeit zu hiufen.

In einer kiirzlich erschienenen Publikation (Casadevall
et al. 2002) wird iiber 13 Patienten berichtet, bei denen
Antikorper gegen Erythropoietin im Plasma nachge-
wiesen und charakterisiert werden konnten. Nach inof-
fiziellen Verlautbarungen sind den européischen Be-
hérden inzwischen rund 140 entsprechende Fille ge-
meldet worden, wobei bei rund der Hélfte der Fille der
Antikdrpernachweis gesichert ist. Bei allen {ibrigen
Patienten muss bisher von einer Verdachtsdiagnose ge-
sprochen werden (Eckardt, pers. Mitteilung).

Alle bisher publizierten Fille von Antikorperbildung
unter einer rhuEpo-Therapie beziehen sich auf Patien-
ten mit Niereninsuffizienz. Neueste Untersuchungen,
die allerdings noch einer Bestitigung bediirfen, berich-
ten von bis dato drei Antikérper-positiven onkologi-
schen Patienten.

Die Antik6rper neutralisieren nicht nur das applizierte,
sondern fatalerweise auch das residuale endogene Ery-
thropoietin, was zur schweren aplastischen Animie
(PRCA, ,pure red cell anemia®) mit zwingendem
Transfusionsbedarf von  Erythrozytenkonzentraten
fiihrt.
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Die Griinde fiir das scheinbar zunehmende Auftreten
der Antikorper gegen Erythropoietin sind unklar. Die
Antikorper richten sich offenbar gegen den Proteinan-
teil, was allerdings nicht ausschliefit, dass die Unter-
schiede im Kohlenhydratanteil die Immunisierung her-
vorgerufen haben. In den bisher beschriebenen Fillen
von Antikorperbildung haben die Patienten rhuEpo
ausnahmslos subkutan erhalten, sodass es nahe liegt,
dass die Interaktion von lokal deponiertem rhuEpo mit
antigenprisentierenden Zellen der Haut die Antikor-
perbildung férdert. Die Antikérper sind kreuzreaktiv
mit Epoetin alfa und beta sowie Darbepoetin, sodass
ein Wechsel des Préparates bei Verdacht auf Antikor-
perbildung nicht angezeigt ist. Immunsuppressive bzw,
zytostatische Therapieversuche (Steroide, Ciclosporin
A, Cyclophosphamid) hatten insgesamt nicht den er-
wiinschten Erfolg, fiihrten jedoch zum allméhlichen
Abfall der Antikorpertiter.

Insgesamt wurden bisher weltweit schitzungsweise 4
Millionen Patienten wegen ihrer renalen Andmie mit
rhuEpo behandelt. Gemessen an der Gesamtzahl der
behandelten Patienten ist also die Zahl derer mit — gesi-
cherter oder vermuteter — Antikérperbildung nach wie
vor sehr niedrig. Dennoch scheint es ratsam, die dies-
beziigliche weitere Entwicklung genau zu beobachten
(Maier-Lenz 2002) ~ insbesondere vor dem Hinter-
grund, dass, wie erwihnt, seit einiger Zeit ein Priiparat
mit verindertem EiweiBanteil auf dem Markt ist.

Weitere Indikationen

Bei der Behandlung der renalen Andmie niereninsuffi-
zienter Patienten hat sich thuEpo rasch und eindrucks-
voll als wirksdm erwiesen und gehort seit geraumer
Zeit zur Standardtherapie fiir Dialysepatienten, Gern
wurde der therapeutische Fortschritt durch die Einfiih-
rung von rhuEpo in Klinik und Praxis mit dem, wie er
durch die Binfithrung der Antibiotika in der Mitte des
letzten Jahrhunderts erzielt wurde, gleichgesetzt.
Dadurch hat rhuEpo bereits friih Beachtung auch au-
Berhalb der Nephrologie gefunden. Ein Uberblick tiber
die Indikationen, fiir die die verschiedenen rhuEpo-
Priiparate zur Zeit zugelassen sind, ist aus Tabelle ler
sichtlich.

RhuEpo wird nunmehr auch zur Therapie von Anémien
im Pradialysestadium eingesetzt. Die Korrektur det
Aniimie hat keine negativen Auswirkungen beziiglich
der Progredienz der Nierenerkrankung (Lim et al.
1990).
Eine Reihe von tumorassoziierten Anémien sprechen
gut auf thuEpo an, Bestimmte, v.a. platinhaltige Zyto-
statika (Cisplatin, Carboplatin), scheinen die Erythro-
poietinsekretion zu hemmen. Hier kann durch rhuEpo
die chemotherapieinduzierte Hemmung der Erythro-
poiese iiberwunden werden. .
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renale Anédmie bei himodialysierten Kindern und Erwachsenen

—  Aniimie bei Erwachsenen mit soliden Tumoren, malignen Lymphomen und multiplem

—  Steigerung der autologen Blutgewinnung vor elektiven operativen Eingriffen
—  ,Boosterung* der Erythropoiese vor groferen chirurgischen Eingriffen

renale Anéimie bei Patienten im Dialyse- und Priidialysestadium
—  Aniimie bei Erwachsenen mit soliden Tumoren unter Chemotherapie mit platinhaltigen

—  Animie bei Erwachsenen mit multiplem Myelom, Non-Hodgkin-Lymphom und
—  Steigerung der autologen Blutgewinnung vor gréBeren operativen Eingriffen

- Vorbeugung der Friihgeborenenanidmie bei Kindern mit einem Geburtsgewicht zwischen
750 u. 1500 g, Geburt vor der 34, Schwangerschaftswoche

renale Andmie bei chronischer Niereninsuffizienz bei Erwachsenen und Kindern ab 11 J.

Priparat Indikation
Epoetin alfa  —

sowie peritonealdialysierten Erwachsenen

— renale Andmie bei Erwachsenen im Pridialysestadium

Myelom
Epoetin beta  —
Zytostatika

chronisch lymphatischer Leukidmie
Darbepoetin =~ —

—  Animien bei Erwachsenen mit soliden Tumoren unter Chemotherapie

Fiir alle Préparate gilt eine strenge Indikationsstellung wéhrend Schwangerschaft und Stillperiode.

Tabelle 1: Indikationen fiir rekombinantes humanes Erythropoietin (rhuEpo)

Obgleich zugelassen, ist der Wert von rhuEpo-Gaben
bei transfusionsbediirftigen Frithgeborenen strittig.
Zwar kann die Frithgeborenen-Andmie mit rhuEpo
korrigiert werden; die Inzidenz von Apnoe und Brady-
kardie ist jedoch unabhingig vom Schweregrad der
Anémie.

Fiir die operative Medizin ist thuEpo hingegen ein
besonders interessantes Medikament. Bei lingerfristig
planbaren chirurgischen Eingriffen kann die Erythro-
poiese prdoperativ aktiviert werden, um vermehrt eige-
ne Blutkonserven zur autologen Transfusion kollektio-
nieren zu konnen. Das Infektionsrisiko mit Fremdblut
kann so umgangen werden. Die rhuEpo-Therapie kann
auBerdem einige Tage vor chirurgischen Eingriffen be-
gonnen werden, um die Erythropoiese frithzeitig zu ak-
tivieren. Die Behandlung mit rhuEpo kann postopera-
tiv fortgesetzt werden, sodass intraoperative Blutver-
luste moglichst rasch ausgeglichen werden.

Wie weiter oben bereits erwéhnt, ist neben Epoetin alfa
und beta vor Kurzem ein weiteres Préaparat zur Behand-
lung der Andmie urdmischer Patienten zugelassen wor-
den: das Darbepoetin, auch bekannt unter dem Akro-
nym NESP (= Novel Erythropoiesis Stimulating Prote-
in). Darbepoetin wurde dieser Tage auch zur Behand-
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lung von Patienten mit soliden Tumoren unter Chemo-
therapie zugelassen.

Zur Produktion von Darbepoetin wurden Mutationen
in das Erythropoietingen eingefiihrt, sodass zwei der
165 Aminosiéuren des Erythropietinmolekiils ausge-
tauscht sind. Diese stellen zwei zusitzliche Bindungs-
stellen fiir Zuckerseitenketten dar. Im Vergleich zum
nativen Erythropoietin bzw. zum rhuEpo besitzt Dar-
bepoetin — neben der O-Glykosilierung — fiinf statt drei
N-glykosidisch gebundene  Zuckerseitenketten.
Dadurch wird die biologische Halbwertszeit von etwa
8 auf iiber 25 Stunden verlidngert (Macdougall et al.
1999). Dies erlaubt ldngere Applikationsintervalle:
Wihrend thuEpo 2- bis 3mal pro Woche gegeben wer-
den muss, reicht fiir Darbepoetin wichentlich eine ein-
malige Gabe (Sunder-Plassmann und Hérl 2001). Ob
und inwieweit der Patient davon auch langfristig Vor-
teile hat, muss die Zukunft zeigen. Auf die Moglichkeit
einer gesteigerten Immunogenitit von Darbepoetin
durch die Verdnderungen seines Proteinanteiles wurde
bereits hingewiesen. Dass Darbepoetin die chronisch
iiberstrapazierten Krankenkassenbudgets entlasten
wird, darf angezweifelt werden, zumal Darbepoetin,
bezogen auf eine Gewichtseinheit, knapp doppelt so
teuer ist wie Epoetin alfa bzw. beta.

203




Und was bringt die Zukunft ...?

Obgleich zur Behandlung der Andmie im Préddialyse-
stadium zugelassen, erhilt gemifl einer europaweit
durchgefiihrten Studie (Valderrabano et al. 2000) bis
dato nur etwa jeder zehnte Patient rhuEpo bereits vor
Beginn der Hémodialyse. Die Himoglobin-Konzentra-
tion im Blut betrigt dann im Mittel nur 8,7 g/dl. Auf
der anderen Seite konnte durch eine retrospektive Stu-
die eindriicklich gezeigt werden, dass eine inverse Kor-
relation zwischen dem Himatokrit und der Uberle-
benszeit niereninsuffizienter Patienten besteht (Ma et
al. 1999). Die wahrscheinlichste Erklarung fiir die Ver-
bindung zwischen dem Ausmall der Andmie und der
Prognose fiir den Patienten ist, dass es durch die Ané-
mie zur linksventrikuldren Hypertrophie kommt, u. zw.
sowohl im Dialyse- (Foley et al. 1996) wie auch im
Pridialysestadium (Levin et al. 1999). Zur Vermeidung
dieser Komplikationen scheint es angebracht, die rhu-
Epo-Therapie deutlich frither als heute tiblich zu begin-
nen. Dabei sollte der Hdmatokrit auf einen Wert von
0,33 bis 0,36 eingestellt werden (Himoglobin-Konzen-
tration im Blut 11 bis 12 g/dl; European Best Practice
Guidelines 1999),

Andmien nicht-renaler Genese sind bereits in das Indi-
kationsspektrum von rhuEpo aufgenommen worden
(tumorassoziierte Anidmien, Frithgeborenen-Anidmie,
»Andmien” durch grofiere operative Eingriffe). Ein Pa-
tientenkollektiv, das diesbeziiglich noch weitgehend
unberticksichtigt geblieben ist, ist das der Diabetiker.
Bereits vor Eintritt der Dialysepflichtigkeit entwickeln
diese Patienten hdufig Gefiflschiden und linksventri-
kulédre Dysfunktionen (Chantrel et al. 1999). Obgleich
bisher keine systematischen Analysen vorliegen,
scheint die Andmie dieser Patienten eine wichtige
Komponente bei der Entstehung der diabetischen Ne-
phropathie zu sein (Dikow et al. 2002). Wenn es auch
bislang durch klinische Studien nicht hinreichend be-
legt ist, so ist es doch vorstellbar, dass die frithzeitige
Behandlung der Anfimie zu einer Verminderung der
kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitit diabeti-
scher Patienten beitragen kann. Ein Abfall der Himog-
lobin-Konzentration auf unter 11 g/dl sollte in jedem
Fall vermieden werden.

Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz leiden gele-
gentlich an einer Andmie. Es konnte gezeigt werden,
dass rhuEpo die Symptome der Herzinsuffizienz ver-
bessert und eine Progression der Erkrankung ab-
schwicht (Silverberg et al. 2000). Es gibt allerdings
auch gegenteilige Befunde (Besarab et al. 1998), so
dass weitere Studien hierzu erforderlich sind.

Rund 90 % aller Patienten, die mehr als 3 Tage inten-
siv-medizinisch betreut werden miissen, haben eine
Himoglobin-Konzentration im Blut unterhalb der
Norm. latrogene und gastrointestinale Blutverluste

204

verursachen einen erheblichen Transfusionsbedarf,
Auflerdem haben Intensivpatienten im Verhéltnis zu
ibrer jeweiligen Hémoglobin-Konzentration einen zu
niedrigen Erythropoietinspiegel (Ahsen et al. 1999),
verursacht vermutlich durch den inhibitorischen Effekt
inflammatorischer Zytokine (Jelkmann et al. 1991).
Durch Gaben hoher Dosen von rthuEpo kann dieser in-
flammatorische ,Erythropoiese-Block® {iberwunden
und der Transfusionsbedarf um rund 50 % gesenkt wer-
den (Corwin et al. 1999).

Erythropoietin und sein Rezeptor werden auch im Ge-
hirn produziert (Marti et al. 1996). Das Erythropoietin
aus dem Gehirn erscheint jedoch nicht systemisch, da
es die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden kann.
Ebenso wie in der Niere ist auch die zerebrale Erythro-
poietingen-Expression bei Hypoxie gesteigert, was zur
verbesserten Protektion neuronaler Zellen vor Hypo-
xieschiden flihrt (Morishita et al. 1997). Erste Tierver-
suche deuten darauf hin, dass intradural verabreichtes
rhuEpo hypoxieinduzierte Gehirnschidden vermindert
(Marti et al. 2000). Allerdings ist die Verabreichung
von thuEpo direkt in die Ventrikel des Gehirns kein kli-
nisch nutzbarer Applikationsweg. Durch weitere Studi-
en muss also eine Moglichkeit erarbeitet werden, dass
zirkulierendes Erythropoietin in das Gehirn aufgenom-
men werden kann. RhuEpo kénnte so vom reinen Anti-
anamikum zum Notfall-Medikament avancieren, das
auch bei Patienten mit einem Schlaganfall oder trau-
matischen Hirnschdden angewendet werden kann (né-
here Informationen hierzu im Artikel von Bachmann in
dieser Ausgabe).

Es steht zu erwarten, dass der Bedarf an rthuEpo in na-
her Zukunft erheblich steigen wird, zumal die benétig-
ten Dosen bei einigen der erwihnten potentiellen Indi-
kationen deutlich hoher sind als bei der Behandlung
der renalen Andmie. Die Zukunft von rhuEpo wird
demnach auch stark von seinem Preis abhdngen. Dieser
wird sicherlich fallen, wenn in absehbarer Zeit einzel-
ne Patente auslaufen werden. Daneben gibt es aber
auch Bemiihungen, kostengiinstigere Erythropoietin-
Generika oder Applikationsmethoden fiir Erythropoie-
tin zu entwickeln.

Die zur Zeit auf dem Markt befindlichen Erythropoie-
tin-Préparate werden produziert, indem das humane
Erythropoietingen in eine Nagetier-Zelllinie eingefiihrt
wird (Chinese Hamster Ovary Cells [CHO-Cells]; né-
here Informationen hierzu im Artikel von Jelkmann in
dieser Ausgabe). Derzeit gibt es Bemiihungen, Eryth-
ropoietin durch den Prozess der Genaktivierung zu
produzieren (,,Gene Activation”, gaEpo). Dabei soll
das endogene - eigentlich ,,stumm* geschaltete — Ery-
thropoietingen menschlicher Zellen aktiviert werden
(Tsuchiya et al. 2002). Noch scheitert dieses Verfahren
in erster Linie an patentrechtlichen Unklarheiten.
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Ein weiterer Ansatz, thuEpo zu ersetzen, ist die Ent-
wicklung der sogenannten ,,Epo-Mimetika®. Hierbei
handelt es sich um kleine Proteine mit weniger als 20
Aminosduren ohne jegliche Sequenzhomologie zum
nativen Erythropoietin. Sie binden aber ebenfalls an
den Erythropoietin-Rezeptor und aktivieren ihn (Liv-
nah et al. 1996). Inzwischen wurden nicht-peptidische
Epo-Mimetika entwickelt (Qureshi et al. 1999), die
vielleicht sogar bei oraler Applikation erythropoietisch
aktiv sind.

Schlielich wird derzeit — parallel zur tiberaus wichti-
gen Diskussion zu deren ethischer Problematik — die
prinzipielle Machbarkeit einer Erythropoietin-Genthe-
rapie untersucht (Hamamori et al. 1995; Svensson et al.
1997).
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Aus der Klinik fiir Neurologie' (Direktor Prof. Dr. D. Kémpf) und dem Institut fiir Physiologic? (Direktor Prof,

Dr. W. Jelkmann) der Universitiit zu Liibeck

Erythropoietin und Gehirn

T. Bachmann!, W. Jelkmann? und G. Seidel

Zusammenfassung

Erythropoietin (Epo) ist aufler im Nierengewebe auch
in Leber, Lunge und vor allem im Gehirn nachweisbar.
Tierversuche haben gezeigt, dass cerebrale Hypoxie
die Epo mRNA Expression in neuronalen Zellen und
Astrozyten steigert. Epo-Rezeptoren sind sowohl auf
Neuronen als auch endothelialen Zellen und Astrozy-
ten nachweisbar. In vitro verhindert die Priikonditio-
nierung mit Epo dosisabhiéngig den Glutamat- und
NMDA-induzierten Zelltod. Ebenso schiitzt Epo in vit-
ro vor einer Hypoxie-induzierten Apoptose und dem
Zelltod durch NO. Epo reduziert im Tierversuch das
Infarktvolumen bei fokalen Ischéimien, verhindert cor-
ticale Ischdmien und Ischdmie-induzierte Lernschwi-
chen und fordert den Erhalt von Neuronen und Synap-
sen. Ob die neuroprotektiven Effekte von Epo aus-
schlieBlich {iber einen direkten anti-apoptotischen oder
auch einen indirekten angiogenen Effekt vermittelt
werden, ist wunklar. Therapeutisch konnte Epo
moglicherweise bei cerebralen Ischimien, Schidel-
Hirntraumata und entziindlichen oder neurodegenerati-
ven ZNS-Erkrankungen eingesetzt werden. Eine erste
klinische Studie zur neuroprotektiven Wirksamkeit bei
Hirninfarkten wird andernorts bereits durchgefiihrt,

Abstract

Erythropoietin (Epo) is not only produced in the kid-
neys but also in liver, lung and brain. Cerebral hypoxia
stimulates Epo mRNA expression in astrocytes and
neuronal cells. Epo-receptors have been demonstrated
on neurons, endothelial cells and astrocytes. In vitro
Epo protects against glutamate- and NMDA-induced
cell death in a dose-dependent way, but preconditio-
ning of the cells with the growth factor appears to be
necessary. Epo protects also against hypoxia-induced
apoptosis and NO-induced cell death. In animal models
it reduces volumes of brain ischemia, protects the cor-
tex from hypoxic damage and leads to survival of neu-
rons and synapses. Epo is also effective in trauma and
inflammatory diseases of the brain. In addition to its
neuroprotectivity Epo exhibits neurotrophic and angio-
genic activity. Whether Epo acts exclusively by inhibi-
ting apoptosis or by stimulating angiogenesis is unc-
lear. It is hoped that in the near future Epo can be used
clinically in cerebral ischemia, brain trauma, inflamm-
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atory diseases and neurodegenerative diseases. A clini-
cal study of neuroprotective effectiveness of Epo in ce-
rebral ischemia has been initiated recently.

Einleitung

Erythropoietin (Epo), ein 30 kDa groBes Glykoprotein,
ist das wesentliche Hormon der O,-geregelten Homéo-
stase der Erythropoiese. Epo wirkt {iber Bindung an ei-
nen spezifischen transmembraniren Rezeptor. Zusiitz-
lich zu seiner Funktion als Wachstumsfaktor kann Epo
den apoptotischen Zelltod unreifer Proerythroblasten
aufhalten und somit deren Differenzierung zu Erythro-
zyten fordern (22, 46, 47).

Beim Erwachsenen wird Epo hauptsichlich in den Nie-
ren und in der Leber produziert (25). Bereits 1992
konnten Tan et al. jedoch zeigen, dass Epo mRNA bei
der Ratte auch in anderen Organen nachweisbar ist
(53), so in Lunge, Milz, Hoden und im Gehirn. Nach
Stimulation der Tiere durch eine andmische oder arteri-
elle Hypoxie war im Gehirn eine signifikante Vermeh-
rung von Epo mRNA nachweisbar. Diesen Beobach-
tungen folgte die Entdeckung des sog. ,,hypoxia-indu-
cible transcription factor* (HIF-1), der —in allen bisher
untersuchten Koérperzellen vorkommend — ein Korrelat
des ,,biologischen” ,,Oxygen Sensing* darstellt. HIF-1
kontrolliert die O,-abhiingige Expression einer Viel-
zahl von Genen, einschlieBlich derer fiir Epo und den
»vascular endothelial growth factor” (VEGF) (55). Hy-
poxische Hirnzellen akkumulieren HIF-1 (3, 29). Inter-
essanterweise persistiert die gesteigerte Epo Genex-
pression im Gehirn bei langdauernder hypoxischer
Reizung, wihrend sie in der Niere bereits nach 4 h
wieder abnimmt (14). Weiterhin warf der Befund, dass
Epo im Gehirn gebildet wird, die Frage auf, ob und -
wenn ja - welche physiologische Funktion der erythro-
poietische Wachstumsfaktor im Gehirn spielt. Da das
Hormon aufgrund seiner GréBe und Struktur die Blut-
Hirn Schranke normalerweise nicht {iberwinden kann,
tritt systemisch gebildetes Epo nicht ins Gehirn tiber
und umgekehrt (27, 33). Insofern liegt die Hypothese
nahe, dass das im Gehirn gebildete Epo eine spezifi-
sche lokale Funktion wahrnimmt. In diesem Uber-
sichtsartikel wird der augenblickliche Stand der For-
schung hinsichtlich ,,Epo und Gehirn* und seiner Rolle
im zentralen Nervensystem (ZNS) dargestellt.
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Bildungs- und Wirkort

Epo mRNA konnte bei mehreren Tierspezies im Gehirn
nachgewiesen werden, so neben der Maus und Rhesus-
affen auch beim Menschen in Cortex, Hippocampus
und anderen Hirnregionen (17, 35). Versuche mit Méu-
sen und Affen haben gezeigt, dass nach Reizung der
Tiere durch inspiratorische Hypoxie (8 % O,) oder
Kohlenmonoxidexposition die Epo mRNA Konzentra-
tion im Gehirn je nach Reizstérke bis 20-fach gegenii-
ber dem Ausgangswert ansteigt (35). Als Hauptbil-
dungsort von cerebralem Epo sind hauptséchlich As-
trozyten und in geringerem Ausmaf neuronale Zellen
identifiziert worden (4, 24, 35, 39). In Zellkulturen zei-
gen Astrozyten unter Hypoxiebedingungen 100-fach
erhthte Epo mRNA Konzentrationen und sezernieren
vermehrt Epo (35). Neuroblastomzelllinien zeigen da-
gegen nur eine Verdopplung der Epo mRNA Konzent-
ration unter Hypoxie (26). Nicht nur direkt im Hirnge-
webe, sondern auch im Liquor cerebropinalis des Men-
schen kann Epo nachgewiesen werden (34). Beim Ver-
gleich des elektrophoretischen Verhalten im SDS-Po-
lyacrylamid-Gradientengel erscheint das cerebrale Epo
kleiner (scheinbare molekulare Masse 33 kDa) als das
systemische Epo (35 kDa). Dies ist moglicherweise
durch den geringeren Sialinsduregehalt der cerebralen
Form bedingt (39). Menschliche Mikroglia und Oligo-
dendrocyten exprimieren in der Zellkultur kein Epo
(42).

Der Epo Rezeptor und seine mRNA sind beim Séuge-
tier v. a. im Hippocampus, der Capsula interna, Cortex
und Mittelhirn nachweisbar (19). Untersuchungen an
Epo-Rezeptor defizienten Méiusen haben gezeigt, dass
die Epo-Wirkung fiir die fetale Hirnentwicklung essen-
tiell ist (58). Zellkulturstudien deuten an, dass die Epo-
Rezeptor-Molekiile exprimierenden Zellen im Gehirn
iberwiegend Neuronen sind (26, 38). Unter hypoxi-
schen Bedingungen nimmt die neuronale Epo-Rezep-
tor mRNA-Expression zu (15). Daneben besitzen auch
endotheliale Zellen und Astrozyten den Epo-Rezeptor
(26, 38). Daher ist es wahrscheinlich, dass Epo mehre-
re Funktionen im ZNS ausiibt, ndmlich sowohl auf
neuronaler als auch auf glialer und endothelialer Ebe-
ne.

Die Rolle von Epo im Gehirn

Effekte von Epo in vivo

Es ist zu vermuten, dass Epo beim Menschen bei unter-
schiedlichen Gehirnerkrankungen eine funktionelle
Rolle spielt. Die Bindung von Epo an seinen neurona-
len Rezeptor verursacht an der Zielzelle einen Calci-
umioneneinstrom und erhdht den intrazelluldren Anteil
von Monoaminen (38). Epo vermehrt in embryonalen
Neuronen der Maus die Acetylcholintransferaseaktivi-
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tdt, und es unterstiitzt das Uberleben cholinerger Neu-
ronen der erwachsenen Ratte (30). Im Tierversuch mit
Miusen konnte gezeigt werden, dass sich wihrend ce-
rebraler Ischidmien das zelluldre Expressionsmuster
von Epo und seines Rezeptors in Neuronen, Endothel-
und Gliazellen in Abhingigkeit von der Dauer der cere-
bralen Ischiimie dndert (5). Unter anderem findet in der
ischdmischen Penumbra eine Hochregulierung des
Epo-Rezeptors statt (5, 44). Untersuchungen an trans-
genen Miusen, die vermehrt Epo im Gehirn produzie-
ren, haben jedoch ergeben, dass die Tiere nach einem
Verschluss der A. cerebri media Hirninfarkte von glei-
cher GroBe entwickelten wie nicht Epo-transgene Kon-
trolltiere (56).

Im murinen Tiermodell konnte fiir exogen zugefiihrtes
Epo bei fokalen cerebralen Ischdmien eine interessante
Wirkung belegt werden: 24 Stunden vor Okklusion der
A. cerebri media mittels Elektrokoagulation wurden
die Tiere mit intracerebroventrikuldrer Injektion von
0.4 pg/kg rekombinantem menschlichen Epo behandelt
(th-Epo; 1 pg = 33 pmol = 130 E). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe war das Infarktvolumen in der mit Epo
behandelten Gruppe um 47 % reduziert (5). Wenn Epo
zum Zeitpunkt der Okklusion verabreicht wurde, blieb
es ohne Effekt, was fiir einen prikonditionierenden
Mechanismus spricht (5, 33). In Mongolischen Renn-
miusen verhinderte die Injektion von Epo direkt in den
lateralen Hirnventrikel neuronale Schidden jedoch
auch, wenn das Medikament erst nach der Ischdmie-
phase (3-miniitige Okklusion beider Aa. carotidae) ap-
pliziert wurde (11). Untersuchungen an Kaninchen ha-
ben gezeigt, dass die systemische Epo-Gabe (1000 E/
kg ip.) nach Subarachnoidalblutung den Ischimi-
Schaden begrenzt (1) und die Uberlebenswahrschein-
lichkeit der Tiere erhoht (8). Sirén und Mitarbeiter fan-
den bei intraperitonealer Epo - Gabe (5000 E/kg Kor-
pergewicht) in Ratten sogar eine 75%ige Reduktion
des Hirninfarktvolumens (50). Im gleichen Versuchs-
tier konnten mittels 28-tigiger kontinuierlicher intra-
ventrikuldrer Infusion von Epo eine Ischédmie-induzier-
te Lernschwiche und corticale Infarkte verhindert und
das Uberleben von Thalamusneuronen geférdert wer-
den (44). Nach einer globalen cerebralen Hypoxie
durch bilaterales Abklemmen beider Aa. carotides in-
ternae verhindert die intraventrikulire Epo-Gabe den
Zelltod hippocampaler Neurone und erhdht die Anzahl
intakter Synapsen in dieser Region (45). Dieselbe Ar-
beitsgruppe konnte im Tierversuch zeigen, dass das en-
dogene cerebrale Epo essentiell fiir das Uberleben ce-
rebraler Neurone ist: Wihrend méBiger Ischdmien, die
an sich nicht zum Zelltod fiihren, fithrte die Infusion
16slichen Epo-Rezeptors, der das endogene Epo bindet
und neutralisiert, zum Absterben der neuronalen Zellen
(45).
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In jiingster Zeit wurde berichtet, dass systemisch (in-
traperitoneal) appliziertes Epo im Tiermodell auch
beim Hirntrauma und der experimentellen autoimmu-
nen Enzephalitis (EAE) als Aquivalent der multiplen
Sklerose wirksam ist (6). Die Kontusionen der mit Epo
behandelten Tiere waren signifikant schwicher als die
unbehandelter Tiere, und sowohl eine 24-stiindige Vor-
behandlung als auch eine 3-6 Stunden nach Hirntrauma
begonnene Behandlung erzielten gleiche Effekte (6).
Eine 3 Tage nach EAE Induktion begonnene und iiber
die folgenden 5 Tage fortgesetzte Therapie mit rh-Epo
(5000 E/kg) verzogerte den Beginn der Erkrankung
und verminderte die Schwere der Symptomatik (6). Im
Tierversuch konnte auBerdem gezeigt werden, dass
Epo, abgesehen von seinen neuroprotektiven Effekten,
auch die Angiogenese stimuliert (43).

Seit Jahren ist bekannt, dass einzelne groBe Proteine
selektiv in das ZNS transportiert werden, nachdem sie
an das Kapillarendothel gebunden worden sind (7).
Mittlerweile konnte experimentell gezeigt werden,
dass systemisch appliziertes Epo die Blut-Hirn-
Schranke iiberwinden kann, wenn extrem hohe Dosen
eingesetzt werden (6).

Effekte von Epo in vitro

Hirnschédigungen durch Hypoxdmie oder Ischdmien
fiihren zu einer iberméBigen lokalen Freisetzung exzi-
tatorischer Aminosduren wie z. B. Glutamat. Neurona-
le Schiden bei derartigen Stérungen werden iiber die
sog. Glutamat-Neurotoxizitét erkldrt (16). Eine anhal-
tende Uberschreitung der Glutamatkonzentration im
Extrazelluldrraum (um ca. einen Faktor 500 im Ver-
gleich zum Normalwert) fithrt zum Zelluntergang. Die
Glutamat-Neurotoxizitit wird tiber Bindung von Glut-
amat u. a. an den NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Re-
zeptor vermittelt (40). Dabei kommt es zu einem ver-
mehrten Einstrom von Calcium- und Natriumionen.
Storung der mitochondrialen Funktion, Produktion von
freien Radikalen und Zellschwellung fithren dann zum
Zelltod. In vitro lieB sich dieser Glutamat-induzierte
Zelltod bei hippocampalen und corticalen Neuronen
verhindern, indem die entsprechenden Zellen mit Epo
vorbehandelt wurden (41). Dieser protektive Effekt
war dosisabhéingig und maximal, wenn die Epo Kon-
zentration zwischen 30 und 300 pM lag. Gleichzeitig
fiihrte der Zusatz von 16slichem Epo-Rezeptor (und so-
mit Neutralisation des Wachstumsfaktors) zu einer
kompletten Aufhebung der Epo-Wirkung, und die Zel-
len starben ab (41). Der neuroprotektive Effekt wurde
nur beobachtet, wenn die Zellen mindestens 8 Stunden
vor der Glutamat Zugabe mit Epo behandelt wurden,
was fiir einen prikonditionierenden Mechanismus
spricht. Allerdings reichte auch schon eine S-miniitige
Inkubation mit 30 pM Epo 24 Stunden vor Glutamat
Gabe aus, den gleichen Effekt zu erreichen wie eine
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kontinuierliche Inkubation der Neurone mit der glei-
chen Dosis Epo iiber 24 Stunden (41).

Bislang ist unklar, ob Epo seinen neuroprotektiven Ef-
fekt tiber eine Hemmung der Glutamat Freisetzung,
eine vermehrte Glutamat Wiederaufnahme oder eine
Desensitivierung des Glutamat Rezeptors erzielt (28).
Bernaudin und Mitarbeiter haben gezeigt, dass eine 24-
stiindige Vorbehandlung corticaler Neurone der Maus
mit 300 pM Epo einen Zellschaden durch Zugabe von
NMDA verhindert (5). Wenn Epo und NMDA gleich-
zeitig gegeben werden, bleibt der neuroprotektive Ef-
fekt aus (5). Auch dies deutet auf einen prikonditionie-
renden Mechanismus. Exogenes Epo (100 pM) verhin-
dert das Absterben hypoxischer hippocampaler Zellen
in Prim#rkulturen aus dem Rattenhirn (31). Ebenso
konnen in vitro hohe Dosen Epo (3 nM) Neuroblastom-
zellen vor einer Hypoxie-induzierten Apoptose schiit-
zen (26). Auflerdem schiitzt Epo neuronale Zellkultu-
ren vor einem NO-induzierten Zelltod (45). Diese Re-
sultate deuten darauf hin, dass Epo seinen neuroprotek-
tiven Effekt iiber eine Reduktion der NO-vermittelten
Bildung von freien Radikalen entfaltet oder deren To-
xizitdt mindert (9). Sirén und Mitarbeiter konnten
kiirzlich zeigen, dass Epo neben einer Hemmung der
Apoptose in Neuronenkulturen nicht nur neuroprotek-
tive, sondern auch neurotrophe Einfliisse auf spinale
Motoneurone von Ratten hat (50). Bereits friiher ist
eine neurotrophe Peptidsequenz im Epo-Molekiil iden-
tifiziert worden (10). Epo wirkt selektiv auf neuronale
Zellen und verhindert nicht Hypoxieschdden an kulti-
vierten Astrozyten (48).

Steuerung der cerebralen Epo Produktion

Neben der hypoxischen Induktion der Epo Produktion
im Gehirn ist an Astrozytenkulturen eine dosisabhéingi-
ge Stimulierung der Epo Produktion durch Insulin und
Insulin-like growth factors (IGF) demonstriert worden
(36). Dieser Effekt war nicht von der Sauerstoffkon-
zentration der Zellkultur beeinflusst. Die Insulin/IGF-
induzierte Konzentrationserhdhung von Epo mRNA in
Astrozyten wird wahrscheinlich {iber eine Aktivierung
bestimmter Tyrosinkinasen vermittelt. Der stimulie-
rende Effekt von Insulin und IGF ist offenbar spezi-
fisch fiir die Epo Produktion im Gehirn, da die genann-
ten Faktoren in anderen Zelllinien oder Gewebekultu-
ren die Epo Synthese nicht beeinflussen (36, 37, 52).

Mechanismen der neuroprotektiven
Wirkung von Epo

Die Arbeitsgruppe um Marti (33) postuliert zwei Me-
chanismen, iiber die Epo seinen neuroprotektiven Ef-
fekt entwickeln konnte: einen direkten mit Hemmung
der hypoxie- bzw. ischdmieabhingigen Apoptose so-
wie einen indirekten Mechanismus, der iiber das proan-
giogene Potential von Epo wirksam wird.
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Neben der bereits erwdhnten Wirkung auf Glutamat
bzw. seinen Rezeptor kinnte Epo in Analogie zum anti-
apoptotischen Effekt auf erythrozytire Vorldufer im
Knochenmark (47) die neuronale Apoptose tiber eine
Aufrechterhaltung der Expression von Bcl-2 und Bel-
X, aufhalten (54). Digicaylioglu und Lipton zeigten
kiirzlich, dass die Epo-assoziierte neuroprotektive Wir-
kung wahrscheinlich iiber Jak2 und NF-kB Signalkas-
kaden vermittelt wird (20). Daneben kann eine Inakti-
vierung oder Antagonisierung von Caspasen nicht aus-
geschlossen werden (32). Auflerdem erhoht Epo das
zytosolische Calcium in Neuronen (2, 51).

Epo konnte auch iiber eine Hochregulierung von Enzy-
men, die Sauerstoffradikale spalten (59), oder iiber
eine Inhibierung von Enzymen, die ATP verbrauchen,
so z. B. Polyadenosin-Ribose-Polymerase (PARP)
(33), neuroprotektiv wirken (32). In diesem Zusam-
menhang ist es interessant, dass M#use, die homozygot
defizient fiir das PARP Gen sind, besonders gut vor
hypoxischen und ischdmischen cerebralen Ereignissen
geschiitzt sind (32).

Die indirekte Neuroprotektion durch Hypoxie/
Ischdmie-induziertes Epo kdnnte tiber eine Stimulie-
rung der Angiogenese im Gehirn vermittelt werden. Da
endotheliale Zellen und hdmatopoietische Zellen wahr-
scheinlich vom gleichen entwicklungsgeschichtlichen
mesenchymalen Vorldufer (Himangioblasten) abstam-
men, ist es plausibel, dass endotheliale Zellen Triger
des Epo-Rezeptors sind und durch Epo stimuliert wer-
den konnen (33). Ahnliche molekulare Mechanismen
wie bei der Erythropoiese konnten auch bei der endo-
thelialen Neoangiogenese eine Rolle spielen. Tatséich-
lich hemmt Epo auch die Apoptose endothelialer Zel-
len (33). Eine Hypothese dazu besagt, dass Epo iiber
eine Aktivierung des VEGF (vascular endothelial
growth factor)/VEGF-Rezeptor Systems wirkt. VEGF
ist der wichtigste Regulator endothelialen Zellwachs-
tums und der embryonalen Vaskulogenese, aber auch
der pathologischen Angiogenese bei Tumorwachstum
oder Tschdmien (21). Auflerdem unterstiitzt VEGF das
Uberleben endothelialer Zellen (21). VEGF wird im
gesunden Gehirn gebildet. Durch Hirnischdmien wird
es verstirkt induziert. VEGF kann im Stadium der
Post-Ischdmie nach topischer Aufbringung auf die
Hirnoberfldche des reperfundierten Gehirns den Isché-
mie-Schaden reduzieren (23).

Ausblick

Trotz der dargestellten regulativen Prozesse reicht bei
vielen Individuen das Ausmall der physiologischen
Epo Produktion im Gehirn nicht aus, suffizient einem
akuten hypoxischen oder ischimischen Ereignis wie
beim Schlaganfall, Schidel-Hirn-Trauma oder epilep-
tischen Anfall entgegenzuwirken. Die genannten expe-
rimentellen Arbeiten zeigen, dass das cerebrale Epo
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— Hirninfarkt, Hirnblutung

— Schédel-Hirn-Trauma

— Epilepsie

— Neurodegenerative Erkrankungen

(M. Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose,
M. Alzheimer, andere Demenzen)

— Entziindliche ZNS - Erkrankungen
(Encephalomyelitis disseminata,
AIDS-assoziierte Encephalomyelytis
modifiziert nach (12)

Tabelle 1. Innovative neuroprotektive Anwendungs-
mdoglichkeiten fiir rh-Epo

durch Hypoxie und Ischimie hochreguliert wird und
die Expression von Epo und seines Rezeptors durch Is-
chiéimien moduliert werden kann. Bei der Betrachtung
der Zellkulturbefunde ist zu beachten, dass in der Re-
gel sehr hohe Epo-Konzentrationen eingesetzt wurden
(30 pM —> 3 nM), die deutlich iiber der normalen Kon-
zentration im menschlichen Plasma (ca. 3 pM) lagen.
Epo ist tierexperimentell in der Lage, das Infarktvolu-
men zu verkleinern, ob durch direkten neuroprotekti-
ven Effekt oder indirekte Effekte wie Angiogenese
oder beides muss offen bleiben. Die bisherigen Daten
deuten an, dass das cerebrale Epo einen physiologi-
schen Schutzmechanismus des Sdugetiergehirns dar-
stellt. Die Ubertragbarkeit der experimentellen Arbei-
ten in die klinische Praxis ist noch schwierig, obwohl
Epo auch therapeutisch vielversprechende Ansétze
birgt (13, 51). Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die
moglichen neuen Anwendungsmdglichkeiten des Pri-
parates beim Menschen.

Kiirzlich wurde eine neuroprotektive klinische Studie
mit rh-Epo bei Schlaganfallpatienten begonnen (The
Géttingen EPO-Stroke Trial) (49). Die initiale Sicher-
heitspriifung ergab, dass intravends appliziertes rh-Epo
bei akuten Schlaganfallpatienten die Blut-Hirn Schran-
ke tiberwindet (49). Es bleibt aber die Frage offen, ob
und inwieweit auch beim Menschen eine Prikonditio-
nierung vor einem pathologischen Ereignis stattfinden
muss, damit der neuroprotektive Effekt eintreten kann.
Weiterhin ist vollig unklar, in welchen Dosen und in
welchem Zeitfenster rh-Epo systemisch gegeben wer-
den muss und welche Nebenwirkungen zu beachten
sind (Polyglobulie). V. a bleibt zu priifen, ob die erwar-
tete neuroprotektive Wirkung durch himodynamische
Nachteile (Hyperviskositit) eingeschriankt wird. Eine
zukunftsweisende Strategie haben Dame et al. vorge-
schlagen (18). Da rh-Epo normalerweise die Blut-
Hirnschranke kaum passieren kann, miissen syste-
misch sehr hohe Dosen appliziert werden. Dame et al.
haben daher vorgeschlagen, statt th-Epo kleine Epo-
mimetische Peptide (57) zu verabreichen, die klein

FOCUS MUL 19, Heft 4 (2002)



i
4
i

sind (2 kDa), aber den Epo-Rezeptor in gleicher Weise
aktivieren wie der natiirliche Ligand.
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Hypoxie-induzierte Expression des Erythropoietingens: Der
Transkriptionsfaktor HIF-1o wird in Normoxie abgebaut, in

Hypoxie aktiviert
E. Metzen

Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 spielt eine zentrale
Rolle bei der Anpassung von Zellen an Sauerstoffman-
gelzustinde. Die o-Untereinheit von HIF-1 wird in
Normoxie an Prolin564 hydroxyliert und dadurch fiir
den schnellen, proteasomalen Abbau markiert. Bei
Sauerstoffmangel unterbleibt diese Verdinderung und
die Expression von Zielgenen wird induziert. Die Hy-
droxylierung von HIF-1o erfolgt in humanen Zellen
durch 3 Enzyme, die als PHD1, PHD2 und PHD3 be-
zeichnet werden. Unsere Untersuchungen zeigen, dass
jedes einzelne dieser Enzyme die hypoxische Stabili-
sierung von HIF-1o unterdriickt, PHD1, PHD2 und
PHD3 fungieren daher als Sauerstoffsensoren in vivo.

Summary

The transcription factor HIF-1 is essential for the cellu-
lar adaptation to reduced oxygen availability. The o-
subunit of HIF-1 is hydroxylated on Proline564 in nor-
moxia and thus targeted for almost instantaneous pro-
teasomal degradation. In hypoxia HIF-10 remains un-
modified and subsequently induces target gene expres-
sion. In human cells 3 enzymes termed PHD1, PHD2,
and PHD3 hydroxylate HIF-10.. We show that each of
these enzymes suppresses the stabilization of HIF-1o.
in hypoxia. Therefore, PHD1, PHD2, and PHD3 func-
tion as oxygen sensors in vivo.

Das Hormon Erythropoietin (EPO) dient der Anpas-
sung des Organismus an Sauerstoffmangelzustinde.
Bei normaler O,-Versorgung der Gewebe ist nur wenig
EPO im Blut nachweisbar. Tritt jedoch ein O,-Mangel
auf, z. B. durch Aufenthalt in gréBerer Hohe, dann
kann die EPO-Konzentration im Blut um ein Vielfa-
ches zunehmen, was zur vermehrten Bildung von Ery-
throzyten fiihrt. Weitere, eher gewebespezifische An-
passungsreaktionen an O,-Mangel sind die Bildung
neuer Blutgefidfle (Angiogenese) und die vermehrte
Transkription der Gene glycolytischer Enzyme. Alle
diese Vorginge werden mafgeblich durch einen Trans-
kriptionsfaktor gesteuert, der als Hypoxie Induzierba-
rer Faktor 1 (HIF-1) bezeichnet wird (11), HIF-1 bindet
an regulatorische Abschnitte hypoxie-induzierbarer
Gene, rekrutiert fiir die Transkription notwendige Co-
faktoren und aktiviert dadurch die Transkription der
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Zielgene (2). Zur Zeit ist von ca. 50 Genen bekannt,
dass sie durch HIF-1 induziert werden kénnen. Dieser
Weg der hypoxischen Genregulation ist in allen Gewe-
ben vorhanden. Daher ist HIF-1 von zentraler Bedeu-
tung fiir die Anpassung an O,-Mangelzustinde (14).
Die Struktur des aktiven HIF-1 Komplexes konnte
1995 aufgeklért werden (13), HIF-1 besteht aus 2 Pro-
tein-Untereinheiten, die beide kontinuierlich gebildet

oY oY o

N N o Abb. 1: Anreiche-
‘\? oo rung von HIF-1o
: : in hypoxischen (3
% bzw. I % O, )
humanen cerebra-
len Zellen (Linie
HCN-1a, HIF-1o
Western Blot).

g8 — HIF-10

4h Inkubation

werden. Die B-Untereinheit, die auch als ARNT be-
zeichnet wird (Arylhydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator), ist stindig im Zellkern vorhanden. Hin-
gegen ist die o-Untereinheit nur bei O,-Mangel nach-
weisbar (Abb. 1). Dies bedeutet, dass ein aktiver HIF-1
Komplex, der ja aus beiden Untereinheiten bestehen
muss, nur in Hypoxie zustandekommt. Daher werden
Hypoxie-induzierbare Gene in Normoxie kaum, in Hy-
poxie jedoch vermehrt exprimiert. Es stellte sich nun
die Frage, wie die sauerstoffabhingige Regulation der
o~Untereinheit von HIF-1 bewerkstelligt wird.

Abbildung 2 gibt einen Uberblick iiber die verschiede-
nen regulatorischen Doménen des HIF-1o Molekiils.
Wihrend die N-terminale Hilfte des Proteins fiir die
Dimerisierung mit HIF-1p und die DNA-Bindung er-
forderlich ist, enthilt die C-terminale Hilfte zwei Ab-
schnitte, die Zielgene aktivieren (Transaktivierungsdo-
ménen) und eine sauerstoffabhidngige Degradationsdo-
mine (O-DDD: Oxygen-dependent degradation do-
main). Wenn man die O-DDD isoliert und mit gentech-
nischen Methoden in das Gen eines anderen Proteins
einbaut, dann wird dieses Protein sauerstofflabil (9).
Der Abbau von HIF- 1o erfolgt durch Bindung des Tu-
morsuppressor-Proteins pVHL (von-Hippel-Lindau-
Protein) (8) und anschliefende Polyubiquitynierung.
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Abb. 2: Aufbau des HIF-1 He-
terodimers (bHLH : ,,Basic he-

5 R 8 8
v = ®  [ix loop helix“-Domdne, PAS:
HIF-1u PAS TAD-N TAD-C PER, ARNT, SIM-gleiche Do-
mdne, TAD: Transaktivie-
- Dimerlsierung + DNA-Bindungp  @—— Transaktivierung + Stabifitit seefp rungsdomdne, O-DDD: ,,Oxy-
i gen-dependent  degradation
(’;‘g}% PAS domain®). Vereinfacht nach:
(12)

Das polyubiquitynierte HIF-1o, wird dann innerhalb
weniger Minuten in Proteasomen abgebaut (5; 10). Es
blieb lange unklar, warum HIF-1o., das aus normoxi-
schen Zellen gewonnen worden war, pVHL bindet,
withrend HIF-1or aus hypoxischen Zellen dies nicht
tut. Erst mehrere Jahre nach der Identifizierung von
HIF-1 konnte von zwei unabhiingigen Arbeitsgruppen
(6; 7) geklirt werden, wie der sauerstoffabhéingige, in-
itiale Schritt des normoxischen HIF-10 Abbaus erfolgt.
Dazu wurden Zellextrakte mit synthetisch hergestellter
O-DDD inkubiert und daraufhin untersucht, unter wel-
chen Bedingungen sie die O-DDD so modifizieren
konnen, dass sie rekombinant hergestelltes VHL bin-
det. Dabei wurde festgestellt, dass sowohl normoxi-
sche als auch hypoxische Zellen diese Fahigkeit besit-
zen, dass Abkiihlung auf 4° C die Aktivitit deutlich
hemmt und dass Erhitzen auf 60° C die Aktivitdt zer-
stort, Zusammen sprachen diese Befunde dafiir, dass
die Extrakte ein Enzym oder mehrere Enzyme enthiel-
ten, die HIF-loo oxidativ modifizieren ko&nnen,
Weiterhin wurden O-DDD-Versionen synthetisiert, die
verschiedene oxidative Verdnderungen enthielten. Nur
eine einzige Veriinderung fithrte dazu, dass die synthe-
tische O-DDD unabhingig von einer Behandlung mit
Zellextrakt VHL band: die Hydroxylierung eines Pro-
lylrestes, der im nativen HIF-1al in Position 564 steht.
Wurde dieser Prolylrest durch Alanin ersetzt, dann
konnte die O-DDD unter keinen Umstéinden pVHL
binden. Massenspektrometrisch konnte zudem gezeigt
werden, dass synthetische O-DDD nach Behandlung
mit Zellextrakt eine um 16D vergrofierte Masse besitzt,
d. h. ein Sauerstoffatom hinzugewonnen hat. All diese
Befunde beweisen, dass HIF-10, in Anwesenheit von
O, durch enzymatische Prolylhydroxylierung des Pro
564 destabilisiert wird (Abb. 3).

Nach der Veroffentlichung dieser Befunde lag es nahe,
nach Enzymen zu suchen, die die beschriebene Prolyl-
hydroxylierung von HIF-10. ausfiihren koénnen.
Wiederum identifizierten zwei Arbeitsgruppen die hu-
manen HIF-1o Prolylhydroxylasen gleichzeitig (1; 3).
Die Identifikation dieser Enzyme gelang innerhalb we-
niger Monate, weil sie Ahnlichkeit mit bekannten Pro-
lylhydroxylasen besitzen. So enthélt Kollagen-Prolyl-
hydroxylase, die HIF-1lo. nicht hydroxylieren kann,
eine 2-Histidin-1-Carboxylat-Gruppe von Aminoséu-
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ren, die ein Fe**-Ton im katalytischen Zentrum des En-
zyms bindet (4). Durch Suche dieses Motivs in Genda-
tenbanken wurden bisher 3 humane Enzyme cloniert
und charakterisiert, die den Abbau des humanen HIF-
la einleiten konnen. Diese HIF-1a-Prolylhydroxyla-
sen wurden als PHD1, PHD2 und PHD3 (prolyl hydro-
xylase domain containing protein, (3)) bezeichnet.
Nach unseren eigenen Untersuchungen ist jede einzel-
ne dieser Prolylhydroxylasen in der Lage, die Indukti-
on eines cotransfizierten, hypoxie-induzierbaren Re-
portergens zu unterdriicken (Abb. 4). Wir haben aufler-
dem Fusionsproteine, die aus einem PHD und einem
griin fluoreszierenden Protein bestehen, in humanen
Osteosarkomzellen der Linie U20S exprimiert. Unse-
ren Untersuchungen zufolge ist PHD1 ausschlieBlich
im Zellkern lokalisiert, PHD2 ist ein cytosolisches Pro-
tein und PHD3 verteilt sich homogen in Zellkern und
Cytoplasma. Nach hypoxischer Inkubation versuchten
wir weiterhin, endogenes HIF-10 mittels Immunhisto-

Hypoxie

Normoxie

Zellkern

Abb. 3: Destabilisierung des HIF-1o durch enzymati-
sche Prolylhydroxylierung (pVHL: von Hippel-Lindau-
Tumorsuppressorprotein, UL: Ubiquitin-Ligase). Mo-
difiziert nach: (15)
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Abb. 4: Effekt einer transienten Uberexpression von
HIF-1o-Prolylhydroxylasen auf ein hypoxie-induzier-
bares Luciferase-Reportergen in Normoxie und Hypo-
xie in U20S Zellen.

chemie nachzuweisen (Abb. 5). Wir fanden, dass alle
PHD-GFP Fusionsproteine die Induktion von HIF-1¢;
unterdriicken, wobei dieser Effekt bei PHD2 und
PHD3 deutlicher ausgepriigt war als bei PHD1. Dies
bedeutet, dass die Aktivierung von HIF-lo in vivo
durch diese Enzyme verhindert wird. Aufgrund dieser
Eigenschaft sind die humanen HIF-1a-Prolylhydroxy-
lasen Sauerstoffsensoren in vivo.

Die Kenntnis der HIF-lo. Regulation wird es
moglicherweise erlauben, therapeutisch in Vorgénge
wie die Tumorangiogenese einzugreifen, und ist daher
von hoher medizinischer Relevanz.
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Die Balance der Transkriptionsfaktoren: Entschliisselung der
molekularen Ursache der Anidmie chronischer Entziindungen

T. Hellwig-Biirgel, K. La Ferla-Briihl, C. Reimann, J. Krajewski und W. Jelkmann

Zusammenfassung

Die Aniimie chronisch entziindlicher Erkrankungen be-
ruht partiell auf einem Erythropoietin (Epo) Mangel.
Die proentziindlichen Zytokine Interleukin (IL-1) und
Tumornekrosefaktor o (TNF-0) hemmen die Epo-Ex-
pression. Um den Mechanismus dieser Hemmung zu
ergriinden, haben wir eine Zellkulturstudie zum Ein-
filuss von IL-1 und TNF-o auf Transkriptionsfaktoren
durchgefiihrt, welche das Epo-Gen kontrollieren. Mo-
lekularbiologische Analysen (Westernblot, DNA-Bin-
dung, Reportergene, Oligo-Decoy) an Epo produzie-
renden menschlichen Hepatomzellen (HepG2) zeigten,
dass die Zytokine zwei Transkriptionsfaktoren aktivie-
ren, welche die Epo-Expression unterdriicken, ndmlich
NF-xB und GATA-2. Die Befunde geben eine mecha-
nistische Erkléirung fiir den Epo Mangel bei entziindli-
chen Prozessen. Dariiber hinaus wird deutlich, dass die
Epo-Expression nicht nur durch aktivierende, sondern
auch durch inhibierende Transkriptionsfaktoren kon-
trolliert wird.

Summary

The anemia of chronic diseases (ACD) is associated
with inappropriately low levels of circulating erythro-
poietin (Epo). The proinflammatory cytokines interleu-
kin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor o. (TNF-o)) inhi-
bit Epo gene expression. In a study of the molecular
mechanisms of this inhibition the effects of IL-1 and
TNF-¢, on transcription factors in control of the Epo
gene in human hepatoma cell cultures (HepG2) were
investigated. Results by Western blotting, electropho-
retic mobility shift assays, reporter gene assays and oli-
go decoy approaches indicated that the cytokines acti-
vate two transcription factors that suppress the Epo
gene, namely NF-xB and GATA-2. The present fin-
dings do not only provide an explanation for the im-
paired Epo synthesis in inflammation but add further
evidence in favour of the concept that Epo gene expres-
sion is balanced by positive and negative trans-acting
factors.

Einleitung

Die Aufrechterhaltung einer konstanten Anzahl roter
Blutkérperchen im Kdorper ist eine fulminante Leis-
tung. Pro Sekunde werden ungefihr 2,3 Millionen Re-
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tikulozyten gebildet und in die Zirkulation entlassen,
die gealterte und vom mononukledren Phagozytensys-
tem aussortierte Erythrozyten ersetzen. Die Erythro-
poiese wird durch das Hormon Erythropoietin (Epo)
geregelt. Die Hauptursache der Andmie bei entziindli-
chen und malignen Erkrankungen (,,Anemia of chronic
diseases”, ACD) ist ein relativer Epo-Mangel (7).
Durch Gabe von rekombinantem humanen Epo ist eine
ACD korrigierbar (9; 11). Die proinflammatorischen
Zytokine Interleukin 1 (IL-1) und Tumor Nekrose Fak-
tor ¢, (TNF-o)) unterdriicken die Epo-Genexpression
sowohl in vitro (2; 3) als auch in vivo (4). Unserer Ar-
beitsgruppe gelang es kiirzlich, die molekularen Me-
chanismen dieses Effektes teilweise aufzukliren.

Biochemische Grundlagen

Die Transkription von Strukturgenen erfolgt im We-
sentlichen durch die DNA-abhingige RNA-Polymer-
ase 2 (RNA-Pol 2). Die Menge einer bestimmten
mRNA in einer Zelle hiingt iiberwiegend davon ab, wie
oft dieses Enzym mit den Promotorsequenzen eines
Gens in Wechselwirkung tritt und nachfolgend eine
Transkription initiiert. Die Interaktion zwischen der
RNA-Pol 2 und den Promotorsequenzen ist ein sto-
chastischer Vorgang. Um die Bindungswahrscheinlich-
keit zu erhthen, gibt es sogenannte Transkriptionsfak-
toren (TFs). Diese helfen der RNA-Pol 2 bei der Erken-
nung und Bindung der regulatorischen DNA-Abschnit-
te. Neben positiv regulierenden TFs gibt es auch nega-
tiv regulierende, deren Dissoziation von der DNA eine
effiziente Transkription erst ermdglicht. TFs haben
spezifische Erkennungssequenzen in den Promotor-
und Enhancer-Bereichen der jeweiligen Gene. Das
Vorhandensein oder Fehlen verschiedener Bindungs-
stellen ist dabei u.a. fiir die gewebsspezifische Expres-
sion eines Gens verantwortlich.

Das Epo-Gen besitzt sowohl im 5’-Promotorbereich
als auch im 3’-gelegenen Enhancer mehrere Bindungs-
stellen fiir TFs (Abb. 1). Der wichtigste positiv regulie-
rende TF fiir die hypoxisch gesteigerte Epo-Transkrip-
tion ist der Hypoxie Induzierbare Faktor 1 (HIF-1), der
eine Bindungsstelle im 3’-Enhancer hat (1; 12; 14).
Unter normoxischen Bedingungen ist dieser TF in Zel-
len und im Gewebe nicht nachweisbar. Erst unter Sau-
erstoffmangelbedingungen wird die o-Untereinheit
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Abb. 1: Schema des Erythropoietin-Gens (EPO-Gen)
mit den 5" und 3’ gelegenen regulatorischen Abschnit-
ten und den potenziellen Bindungsstellen fiir relevante
Transkriptionsfaktoren. Die Wirkungen der Zytokine
IL-10. und TNF-o sind durch die Pfeile mit den ent-
sprechenden Effekten auf den jeweiligen Transkripti-
onsfaktor symbolisiert. NF-xB: Nukledrer Faktor kap-
pa B, GATA-2: GATA-bindender Transkriptionsfaktor
2, HIF-1: Hypoxie-Induzierbarer Faktor 1, HNF-4:
Hepatocyten Nukledirer Faktor 4, COUP-TF: ,,chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor”.

des dimeren HIF-1 stabilisiert und damit einer Analyse
zuginglich (10).

Fragestellung

Unsere Untersuchungen zielten darauf ab, die moleku-
laren Mechanismen aufzukliren, durch die die proin-
flammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-o, die Epo-
Produktion unterdriicken. Da HIF-1 als wichtigster TF
fiir die Epo-Genexpression beschrieben war, wurde die
Arbeitshypothese aufgestellt, dass IL.-1 und TNF-o. die
Menge oder die Funktion von HIF-1 reduzieren kénn-
ten. Zur Priiffung dieser Hypothese wurden Untersu-
chungen an der menschlichen Epo produzierenden He-
patom-Zelllinie HepG2 durchgefiihrt.

Ergebnisse

Als wir den Einfluss von IL-1 und TNF-o. auf HIF-1 im
Zellkulturmodell mit HepG2-Zellen untersuchten,
machten wir eine aufregende Beobachtung. Entgegen
unserer Hypothese fiihite die Stimulation der Zellen
mit IL.-1 zu einer Stabilisierung und Aktivierung von
HIF-1 unter normoxischen Bedingungen (TNF-q. stei-
gerte nur die Aktivitdt) (Abb. 2, A und B). Demnach
konnte HIF-1 nicht der Vermittler der verminderten
Epo-Transkription sein (5).
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lieren, Dafiir transfizierten wir HepG2-Zellen mit zwei
unterschiedlichen Expressionsplasmiden (8). Das erste
codierte fiir Ix-Bat, ein Protein, das eine Untereinheit
(p65) von NF-kB solange im Zytoplasma zuriickhlt,

< HNF-4u

B~ W B i W

37—

freies
Oligo
Abb.2: A: HIF-] o Westernblot mit Kernextrakten (KE)
von HepG2 Zellen, die unter normoxischen (5% CO, ,
Rest Raumluft) oder hypoxischen Bedingungen (3%
0,,5% CO, , Rest N,) 4 Stunden mit oder ohne Zytoki-
ne inkubiert wurden (10 ng/ml TNF-a; 300 pg/ml IL-
1B). Der Grad der Schwéirzung ist proportional der
Menge des HIF-1 o, Proteins. B: HIF-1 EMSA (Electro-
phoretic mobility shift assay) der Zellextrakte. In die-
sem Ansatz wird ein kurzes, radioaktiv markiertes, syn-
thetisches Oligonukleotid mit der Bindungssequenz fiir
den zu untersuchenden Transkriptionsfaktor (TF) zu-
sammen mit einem KE inkubiert. Ist der entsprechende
TF aktiviert worden, bindet er an das Oligonukleotid
und kann durch Elektrophorese von dem ungebunde-
nen Oligonukleotid (freies Oligo) getrennt werden. Der
Grad der Schwdrzung ist proportional der DNA-Bin-
dung von HIF-1. C: HNF-4¢ Westernblot. Die IL-1[
Dosis-Wirkungsbeziehung wurde mit normoxischen
HepG2 Zellen gewonnen (4 Stunden Inkubation). D:
HNF-4 EMSA der Zellen. Kontrolle: kein KE in der Re-
aktion, Anti-HNF : Reaktion inkubiert mit einem Anti-
korper gegen HNF-4 o, der die Bindung von HNF-4 an
die DNA verhindert.
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Es war bekannt, dass fiir
eine maximale hypoxische
Induktion des Epo-Gens
die Bindungsstelle fiir den

Hepatozyten  Nukledren
Faktor 4 (HNF-4) essenti-
ell ist (1). Nach Literatur-
angaben bildet HNF-4 iiber
das p300/CBP (ein Adap-
torprotein) einen groflen
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Komplex mit HIF-1, wel-
cher seinerseits die RNA-
Pol 2 bindet, dirigiert und
fordert (Abb. 1). Also un-
tersuchten wir den Einfluss
der Zytokine auf HNF-4.
Unser Vorhaben gestaltete
sich  schwieriger, als
zun#chst angenommen, da
an die Bindungssequenz
von HNF-4 auch andere
TFs wie z.B. COUP-Tf
und RXR binden, welche
die HNF-Wirkungen anta-
gonisieren konnen. Tat-
sdchlich bekamen wir ei-
nen ersten Hinweis darauf,
dass die Modulation eines
TFs moglicherweise die
Ursache fiir eine vermin-
derte  Epo-Transkription
sein konnte, denn IL-1 re-
duzierte sowohl die HNF-
4 Menge im Zellkern als
auch die DNA-Bindungs-
fahigkeit (Abb. 2, C und
D). Daraus konnten wir
den Schluss ziehen, dass,
obwohl die HIF-1 Menge
fiir sich allein erhdht ist, der Komplex aus HIF-1,
p300/CBP und HNF-4 nur in verringertem Mafle zur
Verfiigung steht.

freies

Oligo

Der 5’-Promotorbereich des Epo-Gens ist durch das
Fehlen einer typischen TATA-Box gekennzeichnet.
Die entsprechende Sequenz ist durch einen Basenaus-
tausch in GATA verdndert (Abb. 1). An diese Sequenz
binden die sogenannten GATA-TFs (hdmopoietische
TFs). Aus der Literatur war bekannt, dass GATA-2 ein
negativ regulierender Faktor fiir das Epo-Gen ist (6;
13). Das bedeutet, unter normoxischen Bedingungen
ist GATA-2 an die DNA gebunden und verhindert eine
Anlagerung der RNA-Pol 2. Unter hypoxischen Be-
dingungen dissoziiert GATA-2 von der DNA und er-
mdoglicht auf diese Weise die Transkription. Wir fan-
den heraus, dass IL-1p und TNF-¢, die GATA-2 DNA-
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Abb. 3: A: GATA-2 EMSA mit KE aus HepG2 Zellen, die 4 Stunden den experi-
mentellen Bedingungen ausgesetzt waren. B: Relative Aktivitdt eines Luziferase-
Reportergenkonstruktes unter der Kontrolle eines GATA-Elementes (pGATA-wt)
oder eines in TATA verdnderten Elementes (pGATA-mut). C: Oligo-Decoy Ver-
such. Hier wird die zelluldre Funktion eines TFs in vivo gehemmt. Anschlieflend
bestimmt man die Expressionsrate geeigneter Zielgene. Wird GATA-2 unter hypo-
xischen Bedingungen gehemmt, ist die Epo Produktion im Vergleich zur Wasser-
kontrolle leicht gesteigert. IL-1Bwirkt bei gehemmter GATA-2 Funktion kaum. Im
Kontrollexperiment mit einem Oligonukleotid mit verdnderter GATA-2 Bindungs-
stelle (und damit keiner GATA-2 Hemmung) fithrt IL-1 3 Stimulation zu einer deut-
lichen Reduktion der Epo Produktion.

Bindung erhhen (Abb. 3 A) und, da GATA-2 ein nega-
tiv regulierender TF ist, die Expression eines GATA-2
abhingigen Reportergens vermindern (Abb. 3 B) (8).
Desweiteren konnten wir mit einem Oligo-Decoy An-
satz zeigen, dass die durch die Zytokine induzierte Re-
duktion der Epo-Proteinmenge aufgehoben wurde,
wenn wir die Funktion von GATA-2 verminderten
(Abb. 3 C).

Weiter 5’-gelegen von der GATA-2 Bindungsstelle fin-
den sich mehrere Bindungsstellen fiir NF-xkB (Abb. 1).
NF-B ist der vermutlich wichtigste TF fiir die Vermitt-
lung von Entziindungsreaktionen. Ein vereinfachtes
Schema zur NF-xB Aktivierung ist in Abb. 4 gezeigt.
Im allgemeinen werden durch NF-kB Aktivierung die
entsprechenden Zielgene vermehrt abgelesen. Hier galt
es nun, einen negativen Effekt mit diesem TF zu korre-
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Abb. 4: Schema zur Aktivierung von NF-xB. Im Ruhe-
zustand liegen die beiden Untereinheiten von NF-xB
(p65 und p50) getrennt voneinander im Zytoplasma
vor. Inhibitorische Proteine (Ix-B Proteine) sind mit
den Untereinheiten assoziiert und halten diese im Zyto-
plasma. Wird durch eine Zytokin-Rezeptor-Interaktion
eine intrazellulare Signalkaskade gestartet, werden die
inhibitorischen Proteine phosphoryliert und damit
funktionslos. Daraufhin dimerisieren die p65 und p50
Untereinheiten, translozieren in den Zellkern und bin-
den an ilre Zielsequenzen.

bis durch Zytokinstimulation Ix-Bo. phosphoryliert
wird. Das zweite codierte fiir eine mutierte Form von
Ix-Bo, die nicht mehr phosphoryliert werden kann,
wohl aber die p65 Untereinheit von NF-kB binden
kann. Stimulierten wir diese Zellen mit Zytokinen, so
blieb die Reduktion sowohl von Epo-mRNA als auch
sezerniertem Epo in den mit dem mutierten Ix-Bol
transfizierten Zellen aus (Abb. 5, A und B). Auch die-
ses Ergebnis konnten wir mit einem Oligo-Decoy Ex-
periment, bei dem wir die NF-xB Funktion einschrink-
ten, bestétigen (Abb. 5 C).

Schlussfolgerungen

Unter normoxischen Bedingungen halten sich die Akti-
vitdten der vier fiir die Epo-Transkription wichtigen
TFs die Waage (Abb. 6). Auffillig ist dabei, dass die
zwel positiv regulierenden Abschnitte 3’ des Gens lo-
kalisiert und die negativ regulierenden Abschnitte im
5’ Promotor zu finden sind. Gewebshypoxie verschiebt
das Gleichgewicht der TFs in Richtung vermehrter
Epo-Produktion (durch vermehrte HIF-1 Aktivitit und
verminderte GATA-2 Aktivitdt, HNF-4 und NF-xB
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Abb.5:A: Einfluss einer Zytokinbehandlung auf den Epo
mRNA Gehalt Iypoxischer genmanipulierter Hepaton-
zellen. HepG2: Ausgangszelllinie, in der Zytokine die
Epo mRNA reduzieren. Ix-Bo: HepG2 Zellen, die Ix-Bo
iiberexprimieren. Auch hier reduzieren die Zytokine die
Epo mRNA. Ik-Bo-M: HepG2 Zellen, die eine mutierte
Form von Ik-Ba iiberexprimieren. Diese Form von Ik-
Bockann nicht phosphoryliert werden, NF-«B kann somit
nicht aktiviert werden. Hier zeigen die Zytokine nur eine
schwache Reduktion der Epo mRNA. B: Sezerniertes Epo
im Zellkulturitberstand. Ix-Bo-M iiberexprimierende
Zellen zeigen unter allen Versuchsbedingungen eine ver-
mehrte Epo Produktion im Vergleich zu Ix-Battiberexpri-
mierenden HepG2 Zellen. C: NF-xB Oligo-Decoy Ver-
such. Die invivo Hemmung von NF-xB (NF-xB-wt) fiihrt
auchunter IL-1 BStimulation zu einer deutlich gesteiger-
ten Epo Produktion im Vergleich zur Kontrolle (Wasser).
Ein Oligonukleotid mit verdnderter NF-xB Bindungs-
stelle (NF-xB-mut)istnichtinder Lage, die NF-xB Funk-
tion in vivo zu hemmen, und somit produzieren diese Zel-
len unter IL-10 Stimulation nur wenig Epo.
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bleiben dabei unverdndert). Entziindungsmediatoren
storen dieses Gleichgewicht in gegensinniger Rich-
tung, da GATA-2 und NF-xB Aktivititen gesteigert
werden. Die erhohte HIF-1 Aktivitdt kann die negati-
ven Effekte von GATA-2 und NF-«B alleine nicht aus-
gleichen, da der Kooperationspartner HNF-4 vermin-
dert wird. Durch das Studium der einzelnen TFs kon-
nen wir nun die Entstehung einer ACD, zumindest im
Modell, erstmals kausal erkldren. Ferner lassen sich
durch das Verstiindnis der molekularen Ursachen einer
verminderten Epo-Produktion prospektiv auch neue
Konzepte fiir die Behandlung von Patienten mit chro-
nisch entziindlichen oder malignen Erkrankungen ab-
leiten.

Danksagung

Die Untersuchungen wurden von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft unterstiitzt (SFB 367-C8). Der
Bericht fasst Befunde zusammen, die im Rahmen der
Promotionsvorhaben von Katia La Ferla-Briihl, Chris-
tian Reimann und Jochen Krajewski gewonnen worden
sind.

Literatur

I.  Bunn HF, Poyton RO (1996) Oxygen sensing and molecular
adaptation to hypoxia. Physiol Rev 76 : 839-885

2. Fandrey J, Huwiler A, Frede S, Pfeilschifter J, Jelkmann W
(1994) Distinct signaling pathways mediate phorbol-ester-
induced and cytokine-induced inhibition of erythropoietin gene
expression, Eur J Biochem 226 : 335-340

3. Faquin WC, Schneider TJ, Goldberg MA (1992) Effect of
inflammatory cytokines on hypoxia-induced erythropoietin
production. Blood 79 : 1987-1994

220

1.

13.

Abb. 6: Schema des Gleich-
gewichtes der Transkripti-
onsfaktoren. Im Ausgangs-
zustand halten sich positive
und negative Effekte die
Waage. Hypoxie oder pro-
inflammatorische Zytokine
bringen die Waage zur ei-
nen oder anderen Seite aus

Proinflammatorische :IT:F:(‘? dem Gleichgewicht. Die
Zytokine : Folge ist eine gesteigerte
oder verminderte Epo Pro-
duktion.
GATA-2 4
NF-xB %

Epo *

Frede S, Fandrey J, Pagel H, Hellwig T, Jelkmann W (1997)
Erythropoietin  gene  expression is  suppressed  after
lipopolysaccharide or interleukin-1 beta injections in rats. Am J
Physiol 273 : R1067-R1071

Hellwig-Biirgel T., Rutkowski K, Metzen E, Fandrey J, Jelkmann
W (1999) Interleukin-1f and tumor necrosis factor-o, stimulate
DNA binding of hypoxia-inducible factor-1. Blood 94 : 1561-
1567

Imagawa S, Yamamoto M, Ueda M, Miura Y (1996)
Erythropoietin gene expression by hydrogen peroxide. Int J
Hematol 64 : 189-195

Jelkmann W (1998) Proinflammatory cytokines lowering
erythropoietin production. J Interferon Cytokine Res 18 : 555~
559

La Ferla K, Reimann C, Jelkmann W, Hellwig-Biirgel T (2002)
Inhibition of erythropoietin gene expression signaling involves
the transcription factors GATA-2 and NF-xB. FASEB J 10.1096 :
fj 02-0168fje

Pincus T, Olsen NJ, Russell 1), Wolfe F, Harris ER, Schnitzer TJ,
Boccagno JA, Krantz SB (1990) Multicenter study of
recombinant human erythropoietin in correction of anemia in
rheumatoid arthritis, Am J Med 89 : 161-168

. Salceda S, Caro J (1997) Hypoxia-inducible factor 1o (HIF-1¢1)

protein is rapidly degraded by the ubiquitin-proteasome system
under normoxic conditions. Its stabilization by hypoxia depends
on redox-induced changes. J Biol Chem 272 : 22642-22647

Schreiber S, Howaldt S, Schnoor M, Nikolaus S, Bauditz J,
Gasche C, Lochs H, Raedler A (1996) Recombinant
erythropoietin for the treatment of anemia in inflammatory
bowel disease. N Engl J Med 334 : 619-623

. Semenza GL (1994) Regulation of erythropoietin production.

New insights into molecular mechanisms of oxygen homeostasis.
Hematol Oncol Clin North Am 8 : 863-884

Tsuchiya T, Okada M, Ueda M, Yasukochi Y (1997) Activation of
the erythropoietin promoter by a point mutation from GATA to
TATA in the -30 region. J Biochem (Tokyo) 121 : 193-196

. Wenger RH (2000) Mammalian oxygen sensing, signalling and

gene regulation. J Exp Biol 203 ; 1253-1263

FOCUS MUL 19, Heft 4 (2002)




Aus dem Institut fiir Inmunologie und Transfusionsmedizin der Universitit zu Liibeck (Direktor: Prof. Dr. med.

H. Kirchner)

Transfusionsmedizinische Aspekte der
Erythrozytensubstitution und alternativer

Therapiestrategien
P. Schlenke und H. Kirchner

Einleitung

,Wo damals die Grenzen der Wissenschaft waren, da
ist jetzt die Mitte*

G. C. Lichtenberg

Dieser Aphorismus gilt im besonderen Mafle fiir die
medizingeschichtliche Betrachtung von Blut und Blut-
transfusion. Hippokrates iiberlieferte seine Uberzeu-
gung, dass Blut dem Menschen das Bewusstsein verlei-
he und Epilepsie als Bewusstseinsstérung durch Blut-
leere im Gehirn entstiinde (14). Die mystische Inter-
pretation, Blut sei ,,Sitz des Lebens® oder ,,Lebenssaft
hat sich bis in den Sprachgebrauch der Gegenwart er-
halten.

Die allmihliche naturwissenschaftliche Aufkldrung
der vielfiltigen physiologischen Funktionen von Blut-
bestandteilen und das Verstindnis fiir pathologisch ver-
inderte Krankheitszustinde hat im wesentlichen im
letzten Jahrhundert stattgefunden. Seit der ersten {iber-
lieferten Bluttransfusion (1666) von Hund zu Hund
durch den Physiologen R. Lower in Oxford im Auftrag
der ,,Royal Society* musste iiber ein Vierteljahrtausend
vergehen, um die durch unvermeidliche Fehlschlige
fiir tot erklirte ,,Chirurgia transfusoria® zu einer ,,Me-
dicina transfusoria® zu entwickeln (24). Mit dem Be-
ginn der serologischen Ara gelang der Durchbruch der
Transfusionsmedizin, deren Stellenwert in Diagnostik
und Therapie heute unumstritten ist. Im Jahr 1901 ent-
deckte Karl Landsteiner (Abb. 1) die individuellen Ei-
genschaften des Blutes durch Nachweis von drei Isoag-
glutininen und erkannte den Zusammenhang zu den
historischen Erfolgen und Misserfolgen therapeuti-
scher Menschenbluttransfusionen (20). Von Decastello
beschrieb ein Jahr spiter die 4. Blutgruppe mit Fehlen
der Isoagglutinine und Unempfindlichkeit gegeniiber
einer Agglutination (45). Somit war die Grundlage der
antigenen ABO-Blutgruppeneigenschaften gelegt und
eine gefahrlose Transfusion prinzipiell erméglicht. R.
Ottenberg und W. Schultz sind zirka 10 Jahre spiiter die
Vorreiter, eine Vorpriifung von Blutkérperchen und Se-
rum mithilfe eines in-vitro Agglutinationstestes zu ver-
langen (8, 33). Der Hamburger F. Oehlecker postulierte
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Abb. 1. Karl Landsteiner (1868-1943 ) erhielt 1930 den
Nobelpreis fiir Medizin fiir seine Entdeckung der AB0O-
Blutgruppen.

dariiber hinaus eine biologische Vorprobe (in vivo)
zum Nachweis von Unvertriglichkeitsreaktionen (29).
Anfang der zwanziger Jahre wurde in den Vereinigten
Staaten von Amerika am Rockefeller-Institut das erste
Blutdepot auf der Basis von durch Natriumzitrat unge-
rinnbar gemachten Vollblut eingerichtet, wihrend man
in Deutschland an der Ubertragung von Frischblut fest-
hielt und erst Anfang der fiinfziger Jahre systematisch
wissenschaftlich ausgerichtete blutgruppenserologische
Laboratorien und Blutspendezentralen einrichtete.
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Gewinnung und Lagerung von
Erythrozytenkonzentraten

Die kostbarste Ressource der Transfusionsmedizin ist
das von freiwilligen Blutspendern gespendete Blut, Im
Vorwort zu den Richtlinien zur Gewinnung von Blut
und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blut-
produkten (Himotherapie) wird der Dank der Arzte-
schaft und die Anerkennung fiir diese uneigenniitzige
Hilfestellung 6ffentlich ausgesprochen (31). Der Spen-
de ausreichender Mengen Vollblut zur Herstellung von
Blutkomponenten kommt daher nicht nur eine medizi-
nische, sondern auch eine gesundheitspolitische Be-
deutung zu (Abb. 2).

Entwicklung der Vollblutspenden am UKL
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Abb. 2: Die Vollblutspenden konnten in einem Zeit-
raum von zirka 10 Jahren um 75 % gesteigert werden,
wdéhrend der anteilige Zukauf von 31 % auf 6 % ab-
nahm.

Durch die Fortschreibung der Richtlinien (Neufassung
2000) soll dem schnellen wissenschaftlichen Fort-
schritt der Himotherapie Rechnung getragen werden
und eine kontinuierliche Anpassung an den neuesten
Stand der Wissenschaft und Technik erfolgen (31). Un-
ter Berticksichtigung des im Juli 1998 in Kraft getrete-
nen Transfusionsgesetzes wurde besonderes Augen-
merk auf die Qualitétssicherung bei Gewinnung und
Anwendung von Blutprodukten gerichtet (43). Nur ge-
sunde Personen, die keinen permanenten oder zeitlich
begrenzten Ausschlussgrund gemiB den aktuell giilti-
gen Richtlinien aufweisen, werden nach drztlicher Be-
urteilung zur Spende zugelassen, Vor Freigabe der aus
der Spende hergesteliten Blutkomponenten miissen die
in Tab. 1 aufgefiihrten Laboruntersuchungen durchge-
fithrt und unbedenklich sein. Trotzdem bleibt fiir den
Empfénger ein nicht ginzlich auszuschlieBendes mini-
males Restinfektionsrisiko z. B. infolge des diagnosti-
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Parameter Anforderung
ABO, Rhesus Bestimmt
Anti-HIV1/2-Antikorper Negativ
Anti-HCV-Antikérper Negativ
HBs-Antigen Negativ
HCV-Genom (NAT) Negativ
Antikorper gegen Negativ
Treponema pallidum
ALT (25°C) Frauen <45U/1,
Miénner <68U/1

Tab. 1: Laboruntersuchungen vor Freigabe der Spende

schen Fensters oder durch noch nicht identifizierte Er-
reger (,,unknown virus*) (Tab. 2).

Nach #rztlicher Priifung der Spendetauglichkeit erfolgt
eine Vollblutspende von 450 bzw. 500 ml innerhalb
von 10-12 Minuten. Nach modernem Standard werden
heute geschlossene Vierbeutelsysteme mit integriertem
Leukozytenfilter und vorgefiillten Stabilisatorldsungen
zur Vollblutspende verwendet (Abb. 3). Als Kunststoff
fir die Blutbeutelsysteme wird Polyvinylchlorid
(PVC) und Weichmacher wie z. B. Di-2-ethylhexylph-
thalat (DEHP) verwendet (11). Alle Stablisatorldsun-
gen miissen chemisch rein, pyrogenfrei und steril sein.
Durch eine Zweistufen-Methode zur Konservierung
der Erythrozyten konnte eine Himolyserate unter 1 %
bei sechswochiger Lagerung gewihrleistet werden
(40). Ein Beispiel hierfiir ist das CPD/SAGM-System
(15). Im Primérbeutel, der zur Antikoagulation 63 bzw.
70 ml CPD- oder CPD-A1 enthilt, erfolgt die Durch-
mischung mit Vollblut (Tab. 3). Der zugesetzte Phos-
phatpuffer dient der Stabilisierung des pH-Wertes, die
Dextrose als Energielieferant. Adenin kann hinzuge-
filgt werden, um die ADP-Bildung in Erythrozyten zu
fordern.

Nach Zwischenlagerung des Vollblutes iiber
mindestens zwei Stunden (zur Phagozytose von poten-
ziell vorhandenen Bakterien) erfolgt durch Zentrifuga-
tion eine Auftrennung der einzelnen Blutbestandteile

Restrisiko
< 1:250.000
< 1: 300.000 / < 1:

Parameter
Hepatitis B

Hepatitis C
1.Million*

HIV (Aids) ~1:1-3 Millionen
Fehltransfusion (fatal) ~1:300.000
* nach Einfithrung der HCV-PCR

Tab. 2: Geschitzte Restinfektionsrisiken in der BRD
(36, 37)
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Abb. 3: A: Schema eines sterilen, vorgefiillten Vierbeu-
telsystems mit integriertem Leukozytenfilter (1) Voll-
blutbeutel (Antikoagulanz), (2) Erythrozytentransfer-
beutel (Stabilisator), (3) Plasmalagerungsbeutel, (4)
Erythrozytenlagerungsbeutel nach Filtration

gemiB ihres spezifischen Gewichtes und nachfolgende
Fraktionierung an vollautomatisierten und durch opti-
sche Sensoren gesteuerte Gerite (16). Hierbei entsteht
aus einer Vollblutspende ein gefrorenes Frischplasma,
ein Erythrozytenkonzentrat und der sogenannte ,,buffy
coat”, der Leukozyten und Thrombozyten enthilt
(ADbb. 4). ,Buffy coat” freie Erythrozytenkonzentrate
zeigen eine geringere Tendenz zur Mikroaggregatbil-
dung, haben eine geringere Leukozytenkontamination
(< 1x10°) und erlauben die simultane Herstellung von
gepoolten Thrombozytenkonzentraten aus ,buffy
coats“ (11, 18).

Die Erythrozyten werden in einer additiven Konservie-
rungslosung (100 ml SAG-M) resuspendiert und verfii-
gen iiber einen mittleren Hamatokrit von zirka 60 %,
gute FlieBeigenschaften und einen sehr geringen Anteil

Abb. 4: Zentrifugation und Auftrennung von Vollblut in
Erythrozytenkonzentrat, gefrorenes Frischplasma und
,Buffy Coat* mittels Optipress 11
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an isoagglutininhaltigem Restplasma (Tab. 3). Matini-
tol dient der Stabilisierung der Eythrozytenmembran
Durch die Verwendung solcher Additivissungen kann
die Lagerzeit von Erythrozytenkonzentraten von 35 auf
42 Tage verldngert werden. Zur Beurteilung der Lage-
rungsfihigkeit werden einerseits in-vitro Parameter
des  Erythrozytenstoffwechsels  bestimmt  und
andererseits in-vivo eine Wiederfindungsrate von >70
% 24 Stunden nach Transfusion gefordert. Erythrozy-
tenkonzentrate werden in speziellen erschiitterungs-
freien und temperaturiiberwachten Kiihlschrinken bei
4+2°C aufbewahrt, Nach einmonatiger Lagerungszeit
ist der ADP-Gehalt der Erythrozyten weitgehend nor-
mal und die morphologische Verinderungen und Ha-
molyserate sind gering. Im Anschluss steigt jedoch der
Nachweis von freien Himoglobin, so dass tiblicher-
weise die Haltbarkeit auf 35 Tage beschrinkt bleibt
(15). Ein aktuelles Beispiel fiir die Validation der Her-
stellung und Lagerung von Erythrozytenkonzentraten,
die fiir die Zulassung eines Fertigarzneimittels beim
Paul-Ehrlich-Institut erforderlich ist, ist in Tab. 4 wie-
dergegeben (27).

Voliblutentnahme 450mi
CPD-Antikoagulation 63ml

Erythrozytenkonservierung
SAGM-Stabilisator 100ml

3,27 g Zitronensiure 8,8 g Natrumchlorid
26,3 g Tri-Natriumzitrat 0,169 g Adenin
25,5 g Dextrose 9,0 g Dextrose

2,51 g Natrinmdihydrogen- 5,25 g Mannitol
phosphat

Tab. 3: Zweistufen-Methode zur Konservierung von
Erythrozyten: Zusammensetzung des CPDISAGM-Sys-
tems

Eine Kryokonservierung von Erythrozyten in der Gas-
phase tiber fliissigem Stickstoff auf der Basis von Gly-
zerinzusatz hat sich als Standardverfahren nicht durch-
gesetzt. Das automatisierte Einfrieren, Wiederauftau-
en, die notwendige Entfernung des Kryoprotektivums
verursachen einen zu hohen Zeitaufwand und erhebli-
che Mehrkosten (26). Die In-vivo Anwendung ist ge-
genwiirtig nur bei der Versorgung von Patienten mit
seltenen Antigenmustern (Bombay-Typ, Rhesus-Null)
oder mit Antikdrpern gegen hiufige und damit schwer
zu umgehende Antigene (anti-Cellano, anti-Lutheran®,
anti-Colton®) indiziert. Dariiber hinaus ist die Langzeit-
lagerung von Erythrozytenkonzentraten der Blutgrup-
pe 0 Rhesus negativ fiir zivile oder militdrische Kata-
strophen von Bedeutung.

Kontaminierende Leukozyten in Blutkomponenten
konnen unerwiinschte Reaktionen im Empfingerorga-
nismus ausldsen (30). Hierzu zdhlen die febrile, nicht
hamolytische Transfusionsreaktion, die Alloimmuni-
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Leukozyten (x10°) WBClog,,
Reduktion
n=12 vor nach
450 ml Filtration Filtration

Gruppe 1 1144 435 0.01 £0.09 5103
Baxter (496-1891) (0.005-0.014) (4.6-5.5)
Gruppe 2 781 240 0.06 £ 0.07 44£0.6

(429-1403) (0.008-0.091) (3.3-5.2)

Himoglobin (g/Einheit) Erythrozyten-
wiederfindungs

vor nach rate nach

Filtration Filtration Filtration

63.0+3.1 44.7+3.0 71.0+£3.0
(60.1-69.7) (40.8-51.7)  (66.1-76.7)
60.9+4.2 412133 683133
(53.5-67.4) (34.6-45.4)  (65.7-78.3)

Tab. 4: Leukozytenreduktion und Hdmoglobinkonzentration nach Leukofiltration des Erythrozytenkonzentrates
(Validierung fiir Paul Ehrlich Institut, Zulassungsantrag) (27)

sierung gegen Merkmale des Gewebehistokompatibili-
titssystems (HLA-Antigene), die Transmission leuko-
zytenassoziierter Viren (CMV, EBV, HTLV) und Bak-
terien (Yersinia enterocolitica), die Spender-gegen-
Wirt-Reaktion (Graft-versus-Host Disease) in immun-
supprimierten Patienten und die Suppression von Im-
munreaktionen bei dem Prozess der Wundheilung oder
Auseinandersetzung mit Tumorzellen. In vielen Lin-
dern Europas, jedoch noch nicht in den USA, wurde
die generelle Leukozytendepletion eingefiihrt. Seit
Mai 2001 werden in Deutschland ausschlieBlich Eryth-
rozytenkonzentrate in Verkehr gebracht, die mit
<1x10° Leukozyten belastet sind. Es finden Leukozy-
tenfilter Anwendung, die bereits steril im Beutelsystem
integriert geliefert werden und aufgrund ihres Faser-
materials, der Anzahl an ,layer und der Faserschicht-
dicke in der Regel eine Leukozytenreduktion um 4-
Slog Stufen gewihrleisten (27). Mechanische Siebef-
fekte und die Adhidsion an Fasern oder festgehaltenen
Thrombozyten sind fiir die Effizienz von zentraler Be-
deutung. Es herrscht ein breiter Konsens, dass eine
deutliche Reduktion der oben aufgefiihrten uner-
wiinschten Nebenwirkungen, insbeson-dere der HLA-
Alloimmunisierungen als Hauptursache febriler, nicht
hémolytischer Transfusionsreaktionen zu erwarten ist
(41). Strittig war jedoch die Einfithrung einer generel-
len Leukozytendepletion - also ungeachtet des Patien-
tengutes (einmaliger vs. chronischer Transfusionsbe-
darf) — unter Beriicksichtigung erheblicher Zusatzkos-
ten. Auf die Bestrahlung kann auch bei Verwendung
leukozytendepletierter Erythrozytenkonzentrate nicht
verzichtet werden, da eine transfusionsassoziierte
GvHD auch bei sehr geringer Leukozytenrestzahl auf-
treten kann.

Therapie mit homologen
Erythrozytenkonzentraten

Die Behandlung von Anéimien oder akutem Blutverlust
erfolgt, wenn eine kausale Therapie nicht oder nur ein-
geschrinkt moglich ist, gegenwiirtig ausschlieBlich
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durch die Substitution mit Erythrozytenkonzentraten
(10). Als Animie gelten Himoglobinwerte < 125 g/l
beim Mann und < 115 g/l bei der Frau. Grundsétzlich
werden Bildungsstorungen der Erythropoese im Kno-
chenmark oder Himoglobinsynthesestérungen einer-
seits von Umsatzstérungen durch Destruktion oder
Verlust von Erythrozyten unterschieden. Hierbei sind
Blutausstriche, Erythrozytenindizes, Retikulozyten-
ziéhlungen und Knochenmarkpunktionen wichtige dif-
ferentialdiagnostische Werkzeuge (3).

Der Nachweis einer Andmie ist keine Diagnose. Die
bei einer Andmie auftretende Verminderung der 0,-
Transportkapazitidt kann zunichst durch verschiedene
Mechanismen (Atmung, Kreislauf, Erythropoetinre-
gelkreis) kompensiert werden, Eine Transfusion sollte
— mit Ausnahme der akuten Lebensgefahr — nicht ge-
geben werden, bevor die Ursache der Aniimie geklért
und die diagnostischen Untersuchungen initiiert wur-
den. Dariiber hinaus ist in der Regel zu fordern, dass
die Anéimie therapierefraktir gegeniiber Eisen, Vitamin
B12, Folsdure und EPO ist. Mit Einschriinkung kann
auch eine zusitzliche Therapie durch Transfusion indi-
ziert sein, insbesondere um ein rasches diagnostisches
oder therapeutisches Vorgehen zu erméglichen.
Darliber hinaus ist die Verbesserung der Lebensqualitiit
(sowohl durch Steigerung der kirperlichen als auch der
kognitiven Leistungsfihigkeit) ein hiufig verwendetes
und nachvollziehbares Argument, die transfusionsme-
dizinische Intervention, insbesondere bei Tumorpati-
enten, die infolge ihrer Grunderkrankung oder durch
Chemo- und Strahlentherapie andmisch geworden
sind, freiziigiger zu gestalten (6, 10).

Ein optimaler und generell anwendbarer Transfusions-
trigger fiir die Gabe von Erythrozytenkonzentraten ist
nicht bekannt. Zur Orientierung hat sich im Standard
eine Transfusionsnotwendigkeit bei Unterschreitung
des Himoglobinwertes unter 80 g/l durchgesetzt, Wih-
rend jiingere, kardiopulmonal gesunde Individuen auch
Hémoglobinkonzentrationen unter 80 g/l tolerieren,
sollten bei dlteren Patienten mit koronarer Herzerkran-
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kung Himoglobinkonzentrationen gréfer 100 g/l ange-
strebt werden (1, 13). Eine Kanadische Studie zeigte
eine vergleichbare 30 Tage Mortalitdt von 18.7 % ver-
sus 23.3 % fiir intensivpflichtige Patienten, die bei Un-
terschreitung von 70 g/l bzw. 100 g/l Himoglobin
trannsfundiert wurden. Dariiber hinaus ist zu beachten,
dass der Transfusionsbediirftige — soweit es sein klini-
scher Zustand zuldsst — ein moglichst normales, seiner
Aktivitit zugeschnittenes Leben weiterfiihren kann. Im
Gegensatz hierzu kann die Erkrankung selbst, z. B.
wenn eine allogene Knochenmarktransplantation ange-
strebt wird, eine restriktivere Transfusionsstrategie na-
helegen, um eine Alloimmunisierung gegen erythro-,
leuko- oder thrombozytiire Antigene zu vermeiden.

Ein leukozytendepletiertes Erythrozytenkonzentrat
enthilt zirka 50-60 g Hdmoglobin und fiihrt zu einem
Hiimoglobinanstieg um 10 g/l (27). Die durchschnittli-
che Uberlebenszeit der transfundierten Erythrozyten
betragt maximal 60 Tage. Eine wichtige Voraussetzung
fiir die korrekte und risikoarme Transfusion von Eryth-
rozytenkonzentraten ist die Beachtung der Blutgrup-
penserologie (ABQ, Rhesusfaktor D, Antikorpersuch-
test und Kreuzprobe) und aller notwendigen Mafinah-
men bei Einleitung der Transfusion durch den Arzt
(Identifikation, ,Bedside-Test“, Patientenbeobach-
tung).

Die Bedeutung der autologen Blutspende

Die autologe Bluttransfusion ist definiert als Gabe von
patienteneigenen Blutbestandteilen zum Ausgleich ei-
nes Blutverlustes wihrend eines operativen Eingriffes.
Hierunter subsummieren sich prinzipiell drei verschie-
dene Verfahren, die prdoperative Eigenblutspende bei
elektiven Eingriffen, die perioperative Himodilution
und die intraoperative maschinelle Gewinnung und
Aufbereitung von Wund- und Drainageblut. Nachfol-
gend wird nur auf die Bedeutung des erstgenannten
Verfahrens eingegangen. Das gespendete Vollblut wird
analog zu homologen Blutspenden zu Einzelprodukten
weiterverarbeitet. Die Transfusion von Vollblutkonser-
ven ist wegen Mikroaggregatbildung, Verlust an Gerin-
nungsfaktoren und Akkumulation von Leukozytenzer-
fallsprodukten als nicht optimal anzusehen und bei ldn-
gerer Lagerung als obsolet zu bezeichnen.

Das erklérte Ziel der autologen Bluttransfusion ist die
generelle Vermeidung der Restrisiken einer homologen
Bluttransfusion und sekundér die Einsparung von ho-
molog gewonnenen Blutkomponenten (44). Neben der
autologen Bluttransfusion gehoren die Etablierung
blutsparender Operationstechniken und die Tolerie-
rung niedriger postoperativer Himatokritwerte zu ei-
nem fremdblut-sparenden Gesamtkonzept (2). Nach
dem BGH-Urteil von 1991 und den aktuellen Richtlini-
en zur Himotherapie miissen Patienten {iber die Risi-
ken der Fremdblutiibertragung aufgeklirt werden, so-

FOCUS MUL 19, Heft 4 (2002)

weit eine Bluttransfusion ,ernsthaft in Betracht
kommt“ (10 % Wahrscheinlichkeit) (4). Auf die Alter-
native einer Eigenblutspende ist dann hinzuweisen,
wenn sie in ihrer Durchfiihrung prinzipiell méglich ist.
Hervorgerufen durch das unerwartete Auftreten von
HIV und dem Nachweis, dass eine Transmission vom
Spender zum Empfinger durch Bluttransfusion auftre-
ten kann, gewann die autologe Blutspende Ende der
achtziger und Anfang der neunziger Jahre an Bedeu-
tung. Obwohl die Virus-Screening-Teste kontinuierlich
an Sensitivitdt und Spezifitdt zugenommen haben als
auch die Spenderauswahl nach immer restriktiveren
Kriterien erfolgte und derzeitig ein HIV-Ubertragungs-
risiko in der Bundesrepublik Deutschland von > 1 : 1
Million angenommen wird, ist die Bevolkerung skep-
tisch gegeniiber der Sicherheit von Blutprodukten (36,
37). Hieraus kann nur gefolgert werden, dass eine ge-
sundheitspolitisch verantwortlich gefiihrte Offentlich-
keitsarbeit den gegenwirtigen Stand von Wissenschaft
und Technik widerspiegeln solite und die Bevélkerung
tiber die derzeitigen Risiken der HIV-, Hepatitis- und
BSE-Ubertragung aufklit.

Die prioperative Eigenblutspende kann nur bei chirur-
gischen Elektiveingriffen Anwendung finden. In der
Regel werden mindestens zwei bis maximal vier Voll-
blutentnahmen durchgefiihrt. Eine starre Altersgrenze
existiert nicht. Der Patient sollte jedoch kreislaufstabil
sein und tiber einen ausreichenden Hidmoglobinwert
verfiigen, Absolute Kontraindikationen sind u. a. Ané-
mien, himatogene Infektionen z. B. durch Yersinia en-
terocolitica, die bei Konservenverkeimung zu einem
gefiirchteten Endotoxinschock fiihren und hamodyna-
misch wirksame kardiale Erkrankungen (frischer Herz-
infarkt, instabile Angina pectoris etc.). Schwanger-
schaft oder Tumorleiden stellen keine absoluten Kon-
traindikationen dar, miissen jedoch bei einer Risiko-
Nutzen-Analyse zuriickhaltend beurteilt werden,
zumal die Unbedenklichkeit einer Eigenblutspende
schwer fassbar ist.

Der Patient und entnehmende Arzt miissen zusammen
das Fiir-und-Wider einer Eigenblutspende abwiégen.
Das kumulative Risiko sollte hierbei nicht groBer sein
als bei Fremdblutiibertragung. Von entscheidender Be-
deutung fiir den klinischen Erfolg einer Eigenblutspen-
de ist die weitgehende Nachbildung der Erythrozyten
vor Beginn der Operation unter Beachtung der maxi-
malen Lagerungszeit der Erstspende (47). Eine frith-
zeitige orale Eisensubstitution ist empfehlenswert, da
mit jeder Spende dem Kérper 250 mg Eisen verloren
gehen. Ein Hdmoglobinwert von 110 g/l sollte in der
Regel im Verlauf der Eigenblutspenden nicht unter-
schritten werden. Die erythrozytire Rekonstitution in-
nerhalb eines 4 Wochen-Intervalls erfolgt in der Regel
nur zur Hilfte, Fiir viele Patienten bedeutet die Eigen-
blutspende einige Wochen vor Operation in praxi eine
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chronische Hémodilution (10). Bei Mitbeachtung
strenger Transfusionstrigger kann unter Umstiinden bei
Nichtgabe des Eigenblutes ein niedriger Himoglobin-
wert postoperativ resultieren als vor Erstspende. Die
Erfahrung lehst jedoch, dass bei deponiertem Eigenblut
die Transfusionsstrategie freiziigiger gehandhabt wird.
In Hinblick auf das gegenwiirtig geschitzte Risiko ei-
ner tédlich verlaufenden Himolyse nach ABO-inkom-
patibler Transfusion (Fehltransfusion durch Administ-
rationsfehler) und des verbleibenden Risikos einer
bakteriellen Kontamination miisten Eigenblutempfin-
ger eher eine erhohte, denn erniedrigte transfusionsbe-
dingte Mortalitdt aufweisen (12, 22). Ebenso sollte zu-
kiinftig gesundheitspolitisch beriicksichtigt werden,
dass der Verwurf von nicht benétigtem Eigenblut bei
Erythrozytenkonzentraten bis zu 50 %, bei gefrorenem
Frischplasma bis zu 75 % betragen kann. Auf diesen
Erkenntnissen basierend sind in England Richtlinien
publiziert worden, die eine autologe prioperative Ei-
genblutspende nur bei einer Transfusionswahrschein-
lichkeit von 50 % empfehlen (42).

Zahlreiche Kosten-Nutzen-Analysen sind zu diesem
Thema in Abhédngigkeit zum operativen Verfahren er-
schienen. Als effektives MaB fiir eine sinnvolle medizi-
nische MaBnahme werden 50.000 $ oder weniger fiir
ein sogenanntes ,,quality-adjusted life year* (QALY)
angesehen. Die Kosten der Eigenblutspenden liegen
bei orthopédischen, herzchirurgischen, urologischen
und gynikologischen Eingriffen bei $ 235.000 bis £
23.643.000 per ,,QALY* (2). Die Einftihrung der Nuk-
leinsdureamplifikationstechnik (NAT oder PCR) fiir
den Nachweis des HCV-Genoms ist hierbei nicht be-
rticksichtigt. Eine Erythropoietingabe zur Forderung
der Eigenblutspendetauglichkeit ist nur in Ausnahme-
fdllen sinnvoll. Zweifelsohne erlaubt die Gabe von
Erythropoietin in den meisten Fillen eine Proliferati-
onsinduktion der Erythropoese, diese kann jedoch in
der iiberwiegenden Zahl auch durch Eisengabe allein
erreicht werden (5, 10). Dagegen ist die Anwendung
von Erythropoetin allein bei himatologisch/onkologi-
schen Patienten zur Reduktion der Transfusionsfre-
quenz als auch zur Verbesserung der Lebensqualitit zu
erwigen (23, 35).

Universale Erythrozyten

Mit der Entdeckung der ABO-Blutgruppen-Antigene
auf Erythrozyten und den assoziierten Isoaglutininen
im Serum durch Karl Landsteiner am Anfang des 20.
Jahrhunderts war der Hauptgrund der Immunreaktion
erkannt und der Weg fiir eine erfolgreiche Blutiibertra-
gung geebnet. Die gesamte Logistik der Blutgewin-
nung, Konservendistribution und Transfusion ein-
schlieBlich der Ph#notypisierung von Spender und
Empfinger basiert auf der Beachtung der ABO-Regel.
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Die Elimination der ABO-Eigenschaften auf Erythro-
zyten wiirde einer Revolution in der Transfusionsmedi-
zin gleichkommen. Dem Begriff der ,,universalen Ery-
throzyten™ kénnen unterschiedliche Bedeutungen zu-
kommen, Herkémmlich wird die Blutgruppe 0 als Uni-
versalspenderblut in Hinsicht auf Erythrozyten be-
trachtet, weil diese die ABO-Eigenschaften nicht tragen
und Empfingern mit ABO-Antikérpern transfundiert
werden konnen. Bei der Bereitstellung kompatibler
Erythrozytenkonzentrate wird jedoch auch das Rhesus-
Merkmal D und mit Einschrinkung weitere Rhesus-
merkmale und das Kell-Antigen beriicksichtigt.
Dariiber hinaus verfiigen Patienten zum Teil iiber pri-
formierte Alloantikérper, die gegen weit mehr als hun-
dert weitere Blutgruppenantigene gerichtet sein kén-
nen. Wahrhaft ,universale Erythrozyten“ wiirden fiir
alle diese Antigensysteme negativ sein.

Zwei grundsitzlich verschiedene Ansitze werden ge-
genwirtig international verfolgt; einerseits die dauer-
hafte Entfernung von Antigenen auf der Oberfliche
von Erythrozyten und andererseits die Maskierung im-
munogener Strukturen, so dass deren Erkennung durch
das Immunsystem ausbleibt (25).

Die ABO-Blutgruppen unterscheiden sich nur durch ein
endstiindiges Monosaccharid an dem Vorlduferoligo-
saccharid: N-acetylgalaktosamin fiir Blutgruppe A,
Galaktose fiir Blutgruppe B und kein zusétzliches Mo-
nosaccharid fiir Blutgruppe 0 (H-Antigen). Die in der
New Yorker Arbeitsgruppe um Jack Goldstein Anfang
der achtziger Jahre durchgefithrten Studien gelten als
Pionierleistungen auf dem Gebiet der enzymatischen
Konversion von ABO-Blutgruppen (9). Es konnte
durch Verwendung einer alpha-Galaktosidase aus der
Kaffeebohne die erfolgreiche Modifikation von Eryth-
rozyten der Blutgruppe B zu 0 demonstriert werden.
Ebenso waren die modifizierten Erythrozyten physika-
lisch und funktionell intakt. Erst kiirzlich wurden neue
Daten aus einer Phase II Studie publiziert, die belegen,
dass die Transfusion von enzymatisch konvertierten B-
zu-0-Erythrozyten auf Empfinger mit der Blutgruppe
A oder 0 sicher und effektiv war (19). Weder akute
Transfusionsreaktionen noch Himolysen wurden be-
richtet. Auffillig waren jedoch serologische Besonder-
heiten, so einerseits steigende anti-B-Titer und Positi-
vitdt in der Vertriglichkeitsprobe. Fiir diese Phéinome-
ne kann eine Immunisierung gegen restliche B-Epitope
und gegen Neoantigene verantwortlich sein.

Aus der Sichtweise klinisch orientierter Transfusions-
medizin ist die praktische Relevanz einer B-zu-0-Kon-
vertierung als gering einzustufen, weil nur wenige In-
dividuen die Blutgruppe B besitzen und diese nachfol-
gend auch durch enzymatisch behandelte Erythrozyten
mitversorgt werden miissten. Dagegen ist die Konver-
sion der Blutgruppe A-zu-0 e¢ine Herausforderung, die
einen wesentlichen Einfluss auf die Versorgung der
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Bevélkerung haben konnte. Bei diesem Szenario wire
eine Bedarfsdeckung durch Erythrozyten der Blutgrup-
pe 0 und A-zu-0 méglich, die ABO-Serologie nur noch
mit Einschrinkung erforderlich und die ABO-Fehl-
transfusionen ~ noch heute die gefiirchtesten und le-
bensbedrohlichsten  Transfusionsreaktionen (1
30.000, todlich > 1 : 300.000) wiirden nicht mehr auf-
treten (21, 25). Bedauerlicherweise ist aufgrund der bi-
ochemischen Komplexizitit des A-Antigens eine voll-
stindige enzymatische Degradation bis heute nicht
mdoglich (17, 19). Wihrend endstidndige Epitope der
Exoglykosidase zuginglich sind, sind Zuckerreste an
inneren Positionen enzymresistent. Nur wenn es der
Forschung geldnge dieses Problem zu lésen, werden
Luniversale Erythrozyten“ eine transfusionsmedizi-
nisch relevante Zukunft haben.

Neuere Ansitze versuchen Antigene auf Erythrozyten
zu maskieren, Diese sogenannten ,stealth red blood
cells konnen nicht vom Immunsystem erkannt werden,
so dass sowohl eine Alloimmunisierung als auch eine
Antigen-Antikorperreaktion bei vorbestehendem Anti-
korper ausbleibt. Die Oberfliche der Erythrozyten wird
bei dieser Methode mit Polyether-Polymeren (PEG)
L2umhiillt (34), Unterschiedliche Molekulargewichte,
kovalente Bindungen zu Proteinen und ,,Linker*‘-Mole-
kiile werden zur Zeit erprobt (25). PEG-behandelte Ery-
throzyten sollen im Idealfall eine Protektion gegeniiber
groferen Molekiilen, wie z. B. Antikérpern aufweisen,
wihrend eine Interaktion zwischen Erythrozyten und

kleineren Molekiilen wie z. B. Glukose und Sauerstoff
aufrecht erhalten wird. Studien belegen die Reduktion
der Antigenitdt und Immunogenitdt von Antigenen des
ABO-, Rhesus-, Kell-, Duffy- und Kidd-Systems auf
PEG-modifizierten Erythrozyten. Bei Anwendung nied-
riger PEG-Konzentrationen konnte keine signifikante
Beeintriichtigung der Erythrozytenverformbarkeit und
der Sauerstoftbindungs- und -transportkapazitiit nach-
gewiesen werden (28). Daten zur vollstdndigen PEG-
Blockade und klinische Ergebnisse am Menschen liegen
zur Zeit noch nicht vor. Sollte diese noch junge For-
schungsdisziplin erfolgreich sein, hitte sie eine hohe
Relevanz in der Versorgung sowohl von Patienten mit
Antikorpern gegen hochfrequente Antigene, multiplen
Antikérpern und Autoantikorpern als auch fiir Patienten
mit chronischem Transfusionsbedarf und hohem Risiko
einer Alloimmunisierung. Die Etablierung ,universa-
ler* Erythrozyten wiirde den Prozess beginnend bei
spenderseitigen Vollblutentnahme bis zur empfingersei-
tigen Transfusion revolutionieren.

Kiinstliche Sauerstofftriger

In dem letzten Jahrzehnt wurden erhebliche Fortschrit-
te auf dem Gebiet der kiinstlichen Sauerstofftriger
(,,red blood cell substitutes*) gemacht, Einige Pharma-
zeutika sind von der vorklinischen Priifung bis zu kli-
nischen Phase III Studien gereift (39). Grundsitzlich
werden zwei Strategien, die Verwendung von Perfluor-
carbonemulsionen einerseits und die Himoglobin-De-

Produktname Produkt

Oxygent 60% Perfluoroctylbromid
(Alliance)

Hemassist Humanes Himoglobin,
(Baxter) Vernetzt

Hemopure Bovines Hdmoglobin,
(Biopure) Glutaraldehyd-vernetzt
Hemolink Humanes Hdmoglobin,
(Hemosol) o-Raffinose vernetzt
PolyHeme Humanes Hdmoglobin,
(Northfield) Glutaraldehyd-vernetzt
VTR-PHP Humanes Hamoglobin
(Apex Bioscience) Polyoxyethylen-konjugiert
Optro Rekombinant
(Somatogen-Baxter)

Plasma-HWZ, MG KI1. Phase / Indikation

4-15h Phase III

< 0,2 um Grofe Gestoppt 1/2001

2-11h Phase IIT

64 kD Gestoppt 9/1998

9-24 h Phase III Europa, USA

~250 kD Elektive OP, periop.

14-20h Phase 111

~120-180 kD Zulass.antrag Kanada
Herzchir.,perioperativ

24 h Phase III

~150 kD (64 -500) Zulass.antrag USA

Trauma, perioperativ

~40 h Phase III
~106 kD Septischer Schock
64 kD Phase 11

gestoppt

Tab.5: Kiinstliche Sauerstoffirdger: Stand klinischer Priifungen Anfang 2002 (modifiziert nach Dinkelmann &

Northoff (7))

FOCUS MUL 19, Heft 4 (2002)

227




rivate an-dererseits, unterschieden. Eine Ubersicht ist
in Tabelle 5 abgebildet (7).

Intrazelluldres Himoglobin von Erythrozyten ist weit-
gehend vor Degradation oder Oxidation zu Methidmog-
lobin geschiitzt und hat keinen direkten Kontakt zu
Geweben, Die lange Uberlebenszeit von Himoglobin
in Erythrozyten kann nicht auf kiinstliche Sauerstoff-
triiger libertragen werden. Perfluorcarbon-Emulsions-
partikel im Plasma werden durch das retikuloendothe-
liale System innerhalb von mehreren Tagen aus der Zir-
kulation abgebaut. Thr Vorteil gegeniiber Himoglobin-
derivaten liegt in ihrer synthetischen Herstellung, d. h.
der fehlenden Kontamination mit Pathogenen und der
Mbglichkeit einer ,large-scale* Produktion. Zur Zeit
ist das Pharmazeutikum Oxygent (Alliance Phar-
maceutical), eine Emulsion aus Perfluoroktylbromid
und Phospholipiden, in Phase IT und III Studien zur kli-
nischen Erprobung. Aufgrund der kurzen Halbwerts-
zeit wird das Produkt zur akuten normovoldmischen
Himodilution und bei akutem Blutverlust zur Vermei-
dung oder Uberbriickung herkémmlicher Erythrozy-
tentransfusionen eingesetzt (38, 46).

Sauerstofftriger auf Basis von Hémoglobinderivaten
verfiigen {iber den Vorteil, dass der Prozess der Sauer-
stoff- und Kohlendioxidbeladung und -freisetzung
bereits gut verstanden ist. Dartiber hinaus ist die Lage-
rung bei 4°C oder Raumtemperatur bis zu zwei Jahren
moglich. Hdmoglobin humanen oder tierischen Ur-
sprungs wird aufgereinigt, sterilisiert und virusinakti-
viert. Trotzdem sind Bedenken im Rahmen Prionen-
mediierter Erkrankungen, insbesondere die Moglich-
keit die neue Variante der Jacob-Creutzfeldt Erkran-
kung zu tibertragen, geduflert worden.

Einige Probleme sind mit der Gabe von freien Himog-
lobinen verbunden. Freies, natives Himoglobin in
Plasma ist ein Tetramer, welches schnell zu Dimeren
dissoziiert und potentiell nephrotoxisch wirkt. Gegen-
wirtige Hdmoglobinderivate werden durch Crosslin-
king z. B. durch Glutaraldehyd, Polymerisation und
Oberfldchenkonjugation mit PEG so modifiziert, dass
ein schneller Abbau aus der Zirkulation verhindert
werden kann (39). Die Halbwertszeit solcher Produkte
betrigt gegenwirtig 1 bis 2 Tage. Die Ergebnisse vor-
klinischer pharmokologischer und toxikologischer
Studien sind nicht fiir alle Produkte abgeschlossen,
dariiber hinaus fehlen Auswertungen klinischer Studi-
en. Ein grundsitzliches Problem sind hypertensive Ef-
fekte infolge von Vasokonstriktion, die sowohl im
Menschen als auch im Tier durch freies Himoglobin
verursacht werden kénnen (32). Die Bildung von Hi-
moglobinmetaboliten, die Immunogenitit von modifi-
zierten Hdmoglobinen und die negative Beeinflussung
bakterieller Sepsis sind Gegenstand derzeitiger Studi-
en. Eine endgiiltige Beurteilung der Aussichten, Himo-
globinderivate in die klinische Transfusionsmedizin er-

228

folgreich einzubringen, kann heute noch nicht getrof-
fen werden. Es werden derzeit Priparate aus abgelaufe-
nen humanen Erythrozytenkonzentraten, Rinderhdmo-
globine und rekombinant hergestellte Himoglobine
entwickelt (39). In weiterer Zukunft mag es méglich
werden, dass transgene Kiihe humanes Hidmoglobin
synthetisieren und in ihre Milch sezernieren.

GemiB den Anforderungen der nationalen, européi-
schen oder amerikanischen Aufsichtsbehdrden muss
fiir jedes neue Therapeutikum auf diesem Gebiet aus-
reichend sicher der Nachweis der Sicherheit und Effek-
tivitdt erbracht werden. Insbesondere klinische Studien
mit den Endpunkten Patientenmortalitit und Redukti-
on der Transfusion konventioneller Erythrozytenkon-
zentrate stehen noch aus. Trotz einiger Riickschlige in
jlingster Zeit ist die Idee nicht-zelluliirer ,,ved blood
cell substitutes” weiterhin aufregend; hierbei steht
nicht die generelle Ablésung der homologen Erythro-
zytentransfusion im Vordergrund, sondern die Ergin-
zung konventioneller Transfusionsstrategien im Not-
fall, zur perioperativen Hamodilution, bei Versor-
gungsengpéssen, immunhédmatologischen Problempa-
tienten oder im Katastrophenfall.
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Dr. H.-L. Fehm)

Regulationsmechanismen himatopoetischer Stammzellen

K. Terres und S. O, Peters

Einleitung

In der folgenden Ubersicht gehen wir anf einige biolo-
gische Besonderheiten von Blutstammzellen ein. Dabei
werden wir zundchst die ontogenetische Entwicklung
beschreiben und anschlieend die fiir die klinische
Transplantation wichtigen Zusammenhinge des Zellzy-
klus und die Regulation hiimatopoetischer Stammzellen
mittels Wachstumsfaktoren erldutern, Ein gréBerer Ab-
schnitt dieser Ubersicht beschreibt einige der fiir die
Anhaftung der Blutstammzellen im Knochenmark und
Blutgefdll wichtigen Oberflichenmolekiile.

Die Grundlage aller Blutzellen bildet ein kleiner Pool
pluripotenter Stammzellen. Eine Stammzelle ist defi-
niert als Zelle, die sowohl zur Selbsterneuerung als
auch zur Differenzierung fihig ist. Diese beiden Vor-
giinge halten sich die Waage, so dass die Stammzellpo-
pulation wihrend des gesamten Lebens ungefihr
gleich grof bleibt. Die fiir eine bestimmte Zelllinie de-
terminierten Vorlduferzellen koénnen sich unter norma-
len Umstédnden nicht mehr selbst erneuern. Sie haben
die Aufgabe, die verloren gegangenen und durch natiir-
liche Mechanismen zerstorten reifen Zellen fortlaufend
zu ersetzen. Im Durchschnitt miissen im Knochenmark
allein fiir den Ersatz verbrauchter Zellen tiglich etwa 2
x 10" Erythrozyten und 10'® Granulozyten produziert
werden. Menschliche Stammzellen kénnen im Rahmen
der Selbsterneuerung etwa 50 Zellteilungen durchlau-
fen und reichen somit dank einer bemerkenswerten nu-
merischen Expansion wihrend der Differenzierung zu
reiferen Zellen aus, um das hidmatopoetische System
eines erwachsenen Menschen fiir seine gesamte Le-
bensdauer aufrechtzuerhalten.

In den letzten zwei Jahrzehnten sind viele Wachstums-
faktoren identifiziert worden, die als essenzielle extra-
zelluldre Faktoren bei der Zellproliferation und -diffe-
renzierung gelten. Einige, z. B. stem cell factor (SCF),
Interleukin 3 (IL-3) und granulocyte-macrophage colo-
ny stimulating factor (GM-CSF), spielen dabei fiir vie-
le verschiedene Vorlduferzellen des Blutes eine Rolle.
Andere, wie beispielsweise Erythropoietin (EPO), gra-
nulocyte-stimulating colony factor (G-CSF) und
Thrombopoietin (TPO), tiben ihre Wirkung auf Vorliu-
ferzellen einer ganz bestimmten Zelllinie aus.

Eine bedeutende Rolle kommt dem Knochenmarkstro-
ma, auch microenvironment genannt, zu. Es produziert
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zum einen viele Regulationsfaktoren, zum anderen er-
mdglicht es zelluldre Interaktionen, die fiir das Uberle-
ben und die Funktion des Stammzellkompartiments
wichtig sind.

Dieses himatopoetische microenvironment des Kno-
chenmarks besteht aus vielen verschiedenen Zelltypen,
die als extrazelluldre Matrix zusammengefasst werden.
Zu ihnen gehdren Makrophagen, Fibroblasten, Adipo-
zyten, Endothelzellen und Osteoblasten. Zudem expri-
mieren Stammzellen Integrine, sog. Adhésionsmolekii-
le, die mit ihren jeweiligen Rezeptoren und auch extra-
zelluldren Matrixmolekiilen, wie z. B. Fibronektin, in-
nerhalb des Knochenmarkstromas interagieren.

Embryonalphase

Stammzellen entstehen im Verlauf der embryonalen
Entwicklung. Bei Séugetieren erscheinen im extraem-
bryonalen Dottersack erste Blutzellen, die sog. embry-
onalen, kernhaltigen Erythrozyten. Sie exprimieren be-
stimmte Transkriptionsfaktoren und bestimmen somit
das hdmatopoetische Schicksal aller nachfolgenden
Zellen. Im Embryo wandern die vom Mesoderm ab-
stammenden Vorlduferzellen z. B. in die Aorta, die Go-
naden und die Mesonephrosregion (29). Wenn die Ent-
wicklung fortschreitet, wandern hidmatopoetische
Stammzellen (HSZ) in die fetale Leber. Wihrend die-
ses Aufenthalts kdnnen einige HSZ in die jeweiligen
Vorlduferzellen fiir die myeloische und lymphatische
Zellreihe differenzieren. Kurz vor der Geburt siedeln
sich die HSZ im Knochenmark an, dem Ort, an dem die
Blutbildung wiihrend der gesamten Lebenszeit stattfin-
det.

Anders als epitheliale und embryonale Stammzellen
liegen HSZ nicht eng beieinander. Das mag erkléren,
warum es ein langer Weg ist, bis sie ihre eigene Nische
gefunden haben. Sogar im erwachsenen Organismus
werden Stammzellpopulationen und deren Vorldufer-
zellen mit einem limitierteren Potenzial in peripherem
Blut, der Milz, Leber und Knochenmark gefunden.

Die Entdeckung der Stammzelle

1949 und 1951 zeigten Jacobsen et al. und Lorenz et al.
erstmals, dass intravends injiziertes Knochenmark letal
bestrahlte Tiere vor dem Tod infolge himatopoetischer
Insuffizienz retten konnte (23, 27). 1961 zeigten Till
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und McCulloch, dass dies auch mit HSZ, die aus der
Milz stammen, méglich ist (46). Sie injizierten be-
strahlten Miusen hidmatopoetisches Gewebe, das mul-
tipotente Vorlduferzellen enthielt, die sie colony-for-
ming unit-spleen nannten (CFU-S). Diese Vorldufer-
zellen reicherten sich an der Milzoberfldche an und bil-
deten in den darauf folgenden Wochen Kolonien aus,
die sowohl ausdifferenzierte Blutzellen als auch eine
kleine Anzahl undifferenzierter CFU-S-Zellen enthiel-
ten. Die beiden Forscher folgerten, dass die CFU-S
aufgrund von Selbsterneuerungsprozessen entstanden
sein mussten. Das Auszihlen dieser von Stammzellen
abgeleiteten Kolonien auf der Milzoberfliche ldsst
dabei einen Riickschluss auf die Menge der transplan-
tierten Stammzellen zu.

Wie aus Abbildung 1 hervorgeht, konnen HSZ einge-
teilt werden in Longterm-HSZ (LT-HSZ), die aufgrund
ihres hohen Potenzials zur Selbsterneuerung die héma-
topoetische Rekonstruktion wihrend des gesamten Le-
bens gewihrleisten, und Shortterm-HSZ (ST-HSZ), die
nur in einer begrenzten Zeitspanne zur Rekonstruktion
beitragen (51). Diese ST-HSZ werden im CFU-S-Ver-
such erfasst. Aus ihnen konnen keine LT-HSZ hervor-
gehen; sie erneuern sich jedoch selbst oder differenzie-
ren in multipotent progenitors (MPP, Vorlduferzellen).
Jedes Differenzierungsstadium stellt dabei einen funk-
tionell irreversiblen Reifungsschritt dar.

Aufgrund dieser ersten Stammzellversuche definierte
man Anfang der 60er Jahre eine HSZ als eine Zelle, die
zum einen radioprotektiv, zum anderen in der Lage ist,
in Zellen aller hdmatopoetischen Reihen auszudiffe-
renzieren, und dariiber hinaus die Moglichkeit zur
Selbsterneuerung aufweist. Nach Grofie, Dichte und
Expression bestimmter Zelloberflichenmarker (Abb.
2) wurden die HSZ schlieBlich unterteilt (43). Die HSZ
wurden zundchst bei Médusen iiber die Expression des
stem cell antigen (SCA-1%), die geringe Expression des

Langzeit- Kurzzeit-
repopulierende | | repopulierende / n yt
Stammzellen Stammzellen
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Abb. 1: Hierarchischer Stammbaum der Blutbildung.
Aus der friihen langzeitrepopulierenden Stammzelle
(verantwortlich fiir langzeitrepopulation nach Trans-
plantation) mit uneingeschrdnktem Selbsterneuerungs-
potenzial —entwickeln sich kurzzeitrepopulierende
Stammzellen mit eingeschrdnktem Selbsterneuerungs-
potential, die in alle Zelltypen der Blutbildung ausrei-

fen.
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Abb. 2: Charakteristische Oberfldchenmolekiile hdma-
topoetischer Stammzellen der Maus und des Menschen

Thy-1-Markers (Thy-1"*) und iiber das v6llige Fehlen
eines hématopoetischen linienspezifischen Markers
(lin) definiert. Diese SCA*Thy-1"%lin-Zellen machen
circa 0,05 % der Knochenmarkzellen aus (43, 48).
Beim Menschen entspricht diese Population von HSZ
in etwa CD34*HLADR lin-Zellen. Diese Zellen spie-
len in der klinischen Stammzelltransplantation eine
entscheidende Rolle. CD34 ist ein transmembrandses
Zelloberflichensialomucin, das von frithen himatopo-
etischen Zellen und auf Endothelzellen exprimiert wird
(5).

Das Auftreten des MHC-Klasse-I1I-Molekiils (MHC:
major histocompatibility complex) HLADR an der
Oberfliche von HSZ gilt als einer der ersten Schritte
im Zuge der hidmatopoetischen Differenzierung (38).
Ob die friiheste HSZ HLADR* oder HLADR- ist, wird
nach wie vor kontrovers diskutiert. Huang und Verstap-
pen konnten zeigen, dass aus einer pluripotenten
CD34*HLADR-Stammzelle eine Population hervor-
ging, die zum einen CD34*HLADR*lin-HSZ, zum an- -
deren CD34*HLADR*in-HSZ und HLADR™-Stroma-
zellen enthielt (16). Da diese HLADR"-Zelle ebenfalls
Ausgang aller Zellen der Himatopoese ist, wird sie als
echte Stammzelle angesehen (17) und konnte somit der
ST-HSZ entsprechen. Ein méglicher Grund fiir die Ex-
pression von MHC-Klasse-II-Molekiilen auf frithen
hidmatopoetischen Vorlduferzellen ist die Selbsttole-
ranz wihrend der Ontogenese.

Bislang ging man davon aus, dass sich die meisten
HSZ normalerweise in einem Ruhezustand (G,-Phase
des Zellzyklus) befinden. Nur 3—4 % der LT-HSZ aus-
gewachsener Méuse befinden sich in S/G,/M-Phasen
des Zellzyklus (32). Vermutlich durchlaufen die meis-
ten Vorlduferzellen und ein Teil der LT-HSZ — wenn
auch langsam — regelmifBig den Zellzyklus (36). Bei
Sdugetieren, deren HSZ mittels Wachstumsfaktoren
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aus dem Knochenmark in das Blut mobilisiert wurden,
befanden sich die HSZ innerhalb des Knochenmarks
und der Milz zunichst im Zellzyklus. Die aus dem peri-
pheren Blut isolierten HSZ waren jedoch in der G /G-
Phase (49).

Die Differenzierung einer Stammzelle bis hin zu einer
reifen Blutzelle ist abhidngig von ihrer Antwort auf eine
Vielzahl von Wachstumsfaktoren. SCF (stem cell fac-
tor, c-kit ligand) nimmt dabei eine auflerordentliche
Rolle ein und wird hauptséchlich von Stromazellen des
Knochenmarks gebildet (55, 19). HSZ exprimieren den
SCF-Rezeptor c-kit, eine Tyrosinkinase (55, 22). SCF
ist beteiligt an der Selbsterneuerung der HSZ und an
der Ausschleusung von Zellen aus dem HSZ-Pool.
Dabei reagieren HSZ nicht auf einen Wachstumsfaktor
allein, sondern auf einen Cocktail verschiedener Fakto-
ren. So wird beispielsweise durch die Kombination von
SCF mit IL-1, IL-3 und IL-6 die Proliferation entlang
der myeloischen und erythrozytdren Linie initijert,
wihrend die Zugabe von G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor) oder GM-CSF (granulocyte-macro-
phage colony stimulating factor) die Differenzierung
der HSZ zu myeloischen Vorlduferzellen begiinstigt
(6). Eine wirkungsvolle Kombination zur In-vitro-Be-
handlung von HSZ besteht aus IL-3, IL-6, IL-11 und
SCF (35).

Kit ist der Ligand fiir SCF. Die Mehrzahl CD34*-hdama-
topoetischer Zellen sind kit*. Die unreifsten Untergrup-
pierungen von CD34*Zellen exprimieren CD33,
CD38, HLADR und c-kit (45). Im Verlauf ihrer weite-
ren Differenzierung in die reifen Zelllinien bilden ha-
matopoetische Stammzellen sequenziell spezifische
Rezeptoren fiir weitere Wachstumsfaktoren (z. B. Epo,
GM-CSF) aus (28). Wihrend der Differenzierung in
erythrozytire Zellen verlieren die unreifen CD34**kit*-
Zellen allméhlich ihre CD34-Expression. Gleichzeitig
wird der Erythropoietin-Rezeptor (EPO-R) hochregu-
liert (8). Reifere Normoblasten behalten den EPO-Re-
zeptor wihrend des Ausreifens sefbst nach Verlust des
Transferrinrezeptors und c-kit.

Stromazellen werden als Hauptbildungsort fiir Wachs-
tumsfaktoren angesehen. HSZ und Stromazelien leiten
sich beide vom Mesoderm ab und wurden bislang als
unterschiedliche Entitdten angesehen. Singer et al. be-
schrieben jedoch gemeinsame Vorlduferzellen fiir Stro-
ma- und himatopoetische Zellen (40).

CD34*-HSZ sind zur hdmatopoetischen Rekonstitution
befihigt. Stromazellen sind CD34-, Von Knochenmark-
stroma abgeleitete fibroblastenihnliche CD34--Zellen
kénnten Ausgangspunkt sein fiir CD34%-Zellen, von
denen sich himatopoetische Kolonien ableiten lassen
und die fiir eine Langzeitkultivierung geeignet sind
(20). Wichtige Wachstumsfaktoren der CD34-Diffe-
renzierung in Richtung himatopoetischer Vorlduferzel-
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len sind SCF und IL-6. Unter besonderen Umstinden
kann IL-6 diese Progression in eine CD34*-HSZ um-
kehren. Diese Eigenschaft kann man sich im Rahmen
der klinischen Stammzelltransplantation zunutze ma-
chen (21).

Immerhin konnte fiir menschliche CD34- fibroblasten-
dhnliche Zellen gezeigt werden, dass sich HSZ aus ih-
nen entwickeln kénnen. Sie exprimieren c-kit und mes-
enchymale Marker wie z. B. Osteocalcin.

Die Rolle von Adhésionsmolekiilen bei der
Mobilisierung und dem Homing von CD34*-Zellen

Adhiasionsmechanismen zwischen HSZ und dem Kno-
chenmarkstroma spielen eine zentrale Rolle bei Migra-
tion, Zirkulation und Proliferation von HSZ, sowohl
wihrend der Embryogenese als auch postnatal (50).
Die beteiligten Molekiile zidhlen zu den 81- und B2-In-
tegrinen, zu den Selektin- und Superimmunglobulinfa-
milien und wurden erstmmals im Kontext mit Leukozy-
ten bei Entziindungsprozessen beschrieben (42, 44,
25). Die jeweils entsprechenden Liganden werden auf
Endothelzellen und akzessorischen Knochenmarkzel-
len exprimiert oder sind Teil der extrazelluldren Matrix
des Knochenmarkstromas. L-Selektin z. B., das den in-
itialen Kontakt zwischen Leukozyten und dem Endo-
thel vermittelt, wird stark auf zirkulierenden CD34*-
Vorlduferzellen exprimiert. Man nimmt daher an, dass
es eine Rolle bei dem Homing — dem Einnisten — von
Stammzellen nach Transplantation spielt (30).

Die Bl-Integrine very late antigen 4 (VLA-4, CD29/
CD49d) und VILA-5 (CD29/CD49¢) scheinen ebenfalls
eine entscheidende Rolle bei der Adhésion himatopoe-
tischer Vorlduferzellen an das Knochenmarkstroma zu
spielen. Bei VLA-4 gilt dies sowohl fiir die Mobilisie-
rung als auch fiir das Homing von CD34*-Zellen (37,
53, 14). VLA-4 wird auf der Mehrzahl mononukledrer
himatopoetischer Zellen exprimiert und bindet an vas-
cular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und das ex-
trazelluldre Matrixprotein Fibronektin. Der Beginn der
VLA-1-vermittelten Mobilisierung héngt von einem
aktiven SCF-c-kit-Signalisierungsweg ab (34). Zirku-
lierende CD34+-Zellen exprimieren weniger VLA-4 als
knochenmarkstindige CD34*-Zellen. Studien mit
Miusen und Primaten haben gezeigt, dass die Anzahl
zirkulierender hdmatopoetischer Vorlduferzellen nach
systemischer Behandlung mit monoklonalen Antikér-
pern gegen VLA-4 signifikant erhoht ist. Es ldsst sich
daher folgern, dass das Festhalten der Stammzellen in
der Knochenmarknische bzw. das Freisetzen von
CD34*-Zellen und deren Zirkulation im Organismus an
das Vorhandensein von VLLA-4 gekniipft ist (30, 37, 34,
52,26, 9).

Weitere Studien konnten eine funktionelle Verdnde-
rung des VLA-4-Rezeptors auf mobilisierten CD34*-
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Zellen zeigen. Dabei verhielt sich die Anzahl zirkulie-
render CD34*-Zellen invers zu dem Aktivierungs-,
nicht jedoch zu dem Expressionsgrad von VLA-4 (26).
Der funktionelle Status eines Rezeptors kann schneller
verindert werden als der Gehalt der Proteinexpression
an der Zelloberfldche. Die Mechanismen, die bei der
Inaktivierung von VLA-4 auf zirkulierenden CD34*-
Zellen mitwirken, sind nicht eindeutig geklirt. Es gibt
jedoch Hinweise, dass z. B. Magnesiumionen eine Ak-
tivierung des VLA-4-Rezeptors bewirken (26).

Neben VLA-4 ist das 82-Integrin leukocyte function-
associated molecule-1 (LFA-1, CD18/CD11a) an der
Interaktion von hidmatopoetischen CD34*-Vorldufer-
zellen und Knochenmarkstroma beteiligt. Intercellular
adhesion molecule-1 und -2 (ICAM-1 und ICAM-2)
sind Liganden fiir LFA-1 und gehoren zur Superim-
munglobulinfamilie. Auf zirkulierenden CD34*-Zellen
ist die LFA-1-Expression niedriger als auf jenen im
Knochenmark (30). Adhésion an und Migration durch
das Endothel kann durch monoklonale Antikérper ge-
gen LFA-1 gehemmt werden (30, 31).

Weitere Adhiésionsmolekiile, die eine Rolle spielen,
sind platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PE-
CAM-1), CD18 und CD44. Die Liganden fiir CD44,
Hyaluronsdure und Fibronektin, werden von Stroma-
zellen sezerniert. Antikorper gegen CD44 verhindern
die Adhision im Knochenmark und mobilisieren Vor-
ldauferzellen (24, 33). Antikorper gegen PECAM-1 und
CD18 verhindern die Migration humaner primitiver
Zellen durch das Endothel (54). Neben dem engen Zu-
sammenspiel von Rezeptoren und Gegenrezeptoren
auf HSZ und Stromazellen gibt es Hinweise dafiir, dass
gap junctions zwischen einzelnen Stromazellen sowie
zwischen hidmatopoetischen Zellen und Stromazellen
bestehen (38).

Stromazellen produzieren stroma cell derived factor-1
(SDF-1), ein Chemokin, das eine grofie Rolle bei der
Stammzellmigration spielt (1). CXCR-4 ist der zelluld-
re Rezeptor fiir SDF-1 und wird in Abhiingigkeit vom
Differenzierungsstatus von CD34*-Zellen exprimiert.
CXCR-4 dient als Korezeptor fiir T-Zell-trope HIV-1-
Stimme (7). SDE-1 wirkt chemotaktisch auf Stamm-
zellen und Vorlduferzellen und unterstiitzt wihrend der
embryonalen Entwicklung die Wanderung der Stamm-
zellen von der Leber ins Knochenmark. Es ist denkbar,
dass ein vom Knochenmark ausgehender Gradient die-
ses Chemokins die Stammzellen aus dem peripheren
Blut in das Knochenmark und letztendlich in jhre Ni-
sche leitet (Abb. 3). Miuse, die nicht zur Produktion
von SDF-1 bzw. CXCR-4 fihig sind, sterben perinatal
u, a. an einer extremen Knochenmarkinsuffizienz. Stu-
dien mit Embryonen in einem frithen Entwicklungssta-
dium solcher defizienten Tiere haben gezeigt, dass die
Myelopoese davon unberiihrt bleibt. Daher wird ange-
nommen, dass der beobachtete Defekt der Myelopoese
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Abb. 3: Homing-Vorgdnge transplantierter Blutstamm-
zellen. Die HSZ findet ihren Weg nach der Transplan-
tation aus dem Blutgefifs SDF-1-vermittelt durch das
Endothel in das Knochenmark.

im neonatalen Knochenmark eine Konsequenz der ver-
schlechterten Migration der Stammzellen ist. Studien
haben gezeigt, dass myelopoetische Vorlduferzellen
bei o. g. defizienten Tieren in normaler Anzahl in der
Leber gefunden werden, was dafiir spricht, dass diese
Zellen aus anderen Regionen ihren Weg in die Leber
bereits gefunden haben (2).

Neben Zytokinen und Wachstumsfaktoren sind eine
Reihe von Transkriptionsregulatoren fiir die Aufrech-
terhaltung der Hématopoese bekannt. Transkriptions-
faktoren spielen in der Feinregulation der Genexpressi-
on auf DNA-Ebene eine entscheidende Rolle. So ist
der Transkriptionsfaktor GATA-2 essenziell fiir die
Proliferation und das Uberleben himatopoetischer Vor-
lauferzellen (47). Die Expression eines weiteren Trans-
kriptionsfaktors, PU.1, scheint die Differenzierung von
HSZ zu bewirken (11).

Studien mit transgenen und Knockout-M#usen lassen
allerdings den Schluss zu, dass es sich nicht um ein ge-
radliniges Modell handelt, in dem z. B. ein Transkripti-
onsfaktor fiir die Ausbildung einer Zellreihe verant-
wortlich ist. Es scheint, dass HSZ viele der vermeint-
lich auf spezielle Zelllinien beschrankten Transkripti-
onsfaktoren koexprimieren (15).

Des Weiteren sind noch keine Kandidatenproteine be-
kannt, die als differenzierungsspezifische Signale die-
nen konnten. So aktiviert EPO-R u. a. JAK2, STATS,
Grb2, SHC, ras, raf, Mitogen-aktivierte Proteinkinase,
die Phosphatasen SHP1 und SHP2, Proteinkinase C,
PIP-3-Kinase und Phospholipase C-y (PLC-y). Diese
Signalkaskade ist jedoch nicht EPO-R-spezifisch, son-
dern kann durch eine Vielzahl anderer Wachstumsfak-
torrezeptoren aktiviert werden (40, 12). In einer Studie
wurde ein nativer Zytokinrezeptor durch einen hetero-
logen Rezeptor ersetzt, Erythrozytire Vorlduferzellen
wurden mit retroviralen Konstrukten infiziert, die den
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Prolaktinrezeptor, einen nicht hidmatopoetischen Re-
zeptor, kodierten. Diese Zellen wurden in vitro mit
Prolaktin, jedoch ohne Zugabe von EPO kultiviert,
Uberraschenderweise wurde eine Differenzierung zu
Erythrozyten beobachtet. Goldsmith et al. konnten zei-
gen, dass die zytoplasmatische Domiéine von drei weite-
ren Rezeptoren derselben Subfamilie in dhnlicher Wei-
se die EPO-R-vermittelte erythrozytidre Differenzie-
rung in vitro ersetzt (growth-hormone receptor, G-CSF
receptor, c-mpl) (12).

Alternative Differenzierung

Neuartige Studienergebnisse revolutionieren die
Stammzellforschung im Verlauf der letzten Jahre.
Wihrend man bislang davon ausging, dass Knochen-
markstammzellen im Erwachsenenalter lediglich der
Blutbildung dienen, zeigte sich, dass sich aus HSZ
moglicherweise andere Gewebe ableiten lassen. Trans-
plantationsstudien an Nagetieren zeigten, dass Stamm-
zellen aus dem Knochenmark nicht nur Blutzellen,
sondern auch Leber-, Muskel- und andere Gewebe bil-
den kénnten (13, 10, 18). Umgekehrt kénnen Zellen
aus Muskelgewebe zur Blutbildung beitragen (Abb. 4),
wobei bislang unklar ist, ob die Stammzelle mesenchy-

Abb. 4: Im Tiermodell lassen sich 12 Wochen nach

Transplantation von mdnnlichem Knochenmark im
Herzen der weiblichen Empféingertiere ménnliche Zel-
len nachweisen. Das Bild zeigt das im Original griin
markierte mdnnliche Y-Chromosom inmitten negativer
weiblicher Zellen (FISH-Technik/Fluoreszenz in-situ-
Hybridisierung).

malen oder hdmatopoetischen Ursprungs ist (3, 4). So-
lange fritheste Stammzellen nicht eindeutig einer Zell-
linie zugeordnet werden kénnen, wird die Moglichkeit
der alternativen Differenzierung spekulativ bleiben.

Schlusswort

Die Moglichkeit der Isolierung von Stammzellen und
eine Fiille neuartiger Erkenntnisse iiber die embryonale
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Stammzellentwicklung er6ffnet dem medizinischen
Feld der Transplantationsmedizin enorme Méglichkei-
ten. Bei der Einfithrung in die klinische Medizin muss
dullerste Sorgfalt gelten, um neben vermeintlichem
Nutzen die Risiken der Verfahren rechtzeitig zu entde-
cken. So ist denkbar, dass sich aus manipulierten em-
bryonalen Stammzellen bgsartige Tumoren entwi-
ckeln. Die Stammzellbiologie wirft eine Reihe ethi-
scher Fragen auf. In besondere Kuritik ist die Verwen-
dung embryonaler Stammzellen geraten, die nur zum
Zwecke der medizinischen Verwendung gewonnen
werden. Derzeitige Forschungsbemiihungen zielen
darauf hin, somatische (d. h. korpereigene) Stammzell-
quellen zu ergriinden, die den Gebrauch embryonaler
Stammzellen ersetzen. Adulte Stammzellen bieten im
Vergleich zu embryonalen Stammzellen moglicher-
weise eingeschriinkte therapeutische Anwendbarkeit,
besitzen jedoch den Vorteil, dass ethische Bedenken
gering sind.

Die Moglichkeit der genetischen Manipulation embry-
onaler Stammzellen (therapeutisches Klonen) stellt ei-
nen derzeit nicht iiberschaubaren Eingriff in die Natur
dar. Hier miissen strenge gesetzliche Regulativen die
Menschheit vor Missbrauch schiitzen.
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ak) der Universitit zu Liibeck

Hypoxie induziert HIF-3o auf transkriptioneller Ebene
F. Frohlich, M. Heidbreder, A. Dendorfer, O. Johren, F. Qadri, P. Dominiak

Zusammenfassung

Die Rolle des Hypoxie-induzierbaren Faktors-(HIF)-
1ot bzw. -1P ist hinsichtlich seiner Zellantwort auf Hy-
poxie gut dokumentiert. Im Gegensatz dazu ist fiir die
Faktoren HIF-20, und HIF-30 beziiglich ihrer Organ-
verteilung und Synthese-Regulation bisher nur sehr
wenig bekannt.

Wir analysierten daher mittels der ,,real-time“-RT-PCR
die mRNA-Expression aller bislang bekannten HIF-
Untereinheiten, sowie die mRNAs ihrer Zielgene Ery-
thropoietin (EPO) und Glukosetransporter 1 (GLUT1)
an Ratten, die einer moderaten systemischen Hypoxie
(65 mmHg) fiir eine Zeitspanne von 30 oder 120 Minu-
ten ausgesetzt waren.

Bereits unter Normoxie waren fiir HIF-1q, -1B, -2
und -3¢, hohe mRNA-Mengen im zerebralen Cortex,
im Hippocampus und in der Lunge nachweisbar. Myo-
kardiales und Lebergewebe enthielten dagegen nur re-
lativ geringe Mengen an HIF-spezifischen mRNAs.
Die Expression von HIF-1¢, -1p und -2¢ blieb auf
mRNA-Ebene durch die moderate Hypoxie unbeein-
flusst. Im Gegensatz dazu fithrten die gewihlten Ver-
suchsbedingungen in allen Organen — mit Ausnahme
der Leber — zu einem signifikanten Anstieg der HIF-
30-mRNA.,

Als Indikator fiir die Aktivierung des HIF-Systems
wurden die HIF-Zielgene EPO und GLUT1 herangezo-
gen. Nach zwei Stunden Hypoxie konnte ein signifi-
kanter Anstieg dieser Zielgene im zerebralen Cortex,
Hippocampus, Herz, Leber und Niere gemessen wer-
den.

Im Westernblot zeigte sich im zerebralen Cortex eine
Zunahme der Proteinspiegel der verschiedenen HIF-
Untereinheiten, die mit der zunehmenden Dauer der
Hypoxie korrespondierte.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass nur HIF-30
auf transkriptioneller Ebene reguliert wird, und dieser
Untereinheit moglicherweise eine Bedeutung als
schnell reagierende Komponente des HIF-Systems
zum Schutz vor hypoxischen Schidden zukommt.

Summary

The role of the hypoxia-inducible factor (HIF) subunits
lo.and 1P in response to cellular hypoxia is well estab-
lished, whereas only little is known about HIF-2¢; and
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HIF-3a with respect to their organ distribution and
transcriptional regulation by hypoxia. Therefore, we
investigated mRNA levels of all HIF subunits, and of
their target genes encoding for erythropoietin (EPO)
and glucose-transporter 1 (GLUT1) in rats undergoing
a moderate systemic hypoxia (65 mmHg) for 30 or 120
min by real-time RT-PCR. Under normoxia, persistent-
ly high mRNA levels of all HIF subunits were detec-
table in cerebral cortex, hippocampus and lung, the
heart contained the lowest amounts. In all organs ana-
lyzed, hypoxia did not affect mRNA levels encoding
for HIF-1a, -1 and -20.. HIF-30. mRNA levels increa-
sed in all organs examined after hypoxia was termina-
ted. A significant rise of EPO and GLUT1 mRNA le-
vels, indicating the activation of the HIF system, occu-
red in cortex, hippocampus, heart, liver and kidney af-
ter 2 h of hypoxia. Protein levels of all HIF subunits,
determined in the cortex by immunoblotting, showed a
marked increase corresponding to the duration of hyp-
oxia. We suggest that induction on transcriptional level
is a unique feature of HIF-30., which therefore may re-
present a rapidly reacting component of the HIF system
in protection against hypoxic damage.

Einleitung

Die Aufrechterhaltung der O,-Homdostase ist essenzi-
ell fiir die Existenz aller hoher entwickelten Organis-
men. Auf zelluldirer Ebene nimmt die Familie der Hyp-
oxie-induzierbaren Faktoren (HIF) eine zentrale Funk-
tion in der Adaption auf Hypoxie ein [1]. Diese Anpas-
sung beruht vor allem auf der Aktivierung des Energie-
stoffwechsels, der Angiogenese und der Erythropoiese
[2]. Erméglicht wird dies durch Hochregulierung HIF-
abhingiger Zielgene, was wiederum zur vermehrten
Bildung von verschiedenen Glukosetransportern
(GLUT) [3], glykolytisch wirksamen Enzymen [4],
vaskuldrem endothelialen Wachstumfaktor (VEGF) [5]
und Erythropoietin (EPO) [6] fiihrt.

Das wissenschaftliche Augenmerk liegt momentan
besonders auf HIF-1, einem Heterodimer, das sich aus
einer redoxsensitiven o-Untereinheit und einer konsti-
tutiv exprimierten B-Untereinheit zusammensetzt [7].
Unter physiologischen Bedingungen wird HIF-1o
durch Proteolyse schnell abgebaut. Erst seit kurzer Zeit
ist bekannt, dass dieser Abbau durch Prolyl-Hydroxyl-
asen initiiert wird [8]. An der ,,Oxygen-Dependent-De-
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gradation“-(ODD)-Doméne [9] des HIF-1o-Proteins
werden Prolyl-Reste hydroxyliert. Diese Hydroxylie-
rung wiederum ist O,-abhiingig [10]. An die hydroxy-
lierte ODD-Doméne bindet dann das ,,von Hippel-Lin-
dau Tumor Suppressor Protein“ (pVHL) [11] und fiihrt
schlieBlich zum Abbau des HIF-10-Proteins durch das
Ubiquitin-Proteasomen-System [12]. Aufgrund dieses
Regulationsmechanismus werden die Prolyl-Hydro-
xylasen mittlerweile funktionell als intrazelluldre
»Sauverstoffsensoren” angesehen.

Tritt eine Hypoxie ein, unterbleibt die Hydroxylierung;
das HIF-1o-Protein bleibt ,,stabilisiert und translo-
ziert in den Zellkern. Hier bildet es mit der HIF-1j-
Untereinheit ein Heterodimer, welches wiederum unter
Rekrutierung von Koaktivatoren [13,14] an das ,,Hyp-
oxia Responsive Element” (HRE) des entsprechenden
Zielgens bindet [15].

Nach HIF-1¢, dessen Funktion und Regulation
mittlerweile gut etabliert sind, wurden noch weitere
zwei HIF-o, Klassen entdeckt, das HIF-20. und das
HIF-30.

HIF-20, weist funktionell Ahnlichkeiten mit HIF-1o
beziiglich der Proteinstabilisierung unter Hypoxie und
der Dimerisation mit HIF-1P auf [16, 17]. Studien an
murinen Stammzellen ergaben, dass HIF-2¢ jedoch
mehr eine Rolle in der Adaption auf Hypoglykimie zu-
zukommen scheint [18]. Uber HIF-3¢ ist kaum etwas
bekannt. Méglicherweise ist auch diese HIF-Unterein-
heit in die Adaption auf Hypoxie involviert, wird wie
HIF-20 aber restriktiver exprimiert [19].

Die vorliegende Studie soll dazu beitragen, Veridnde-
rungen der momentan bekannten HIF-Untereinheiten
wihrend einer moderaten Hypoxie auf mRNA- und
Proteinebene zu analysieren, besonders die Bedeutung
von HIF-30. Zu diesem Zweck untersuchten wir die
Expressionsmuster von HIF-1a, -20, -3 und -1B so-
wie der HIF-Zielgene GLUT1 und EPO mittels ,,real-
time*“-RT-PCR und Westernblot, wobei besonders frii-
he Phasen der Adaption auf Hypoxie erfasst werden
sollten.

Material und Methoden

Versuchstiere

Minnliche Wistar-Ratten (280-300g) wurden drei
Gruppen von je 5 Tieren randomisiert zugeordnet und
fiir einen Zeitraum von O h, 0,5 h oder 2 h einer syste-
mischen normobaren Hypoxie in einer geschlossenen
Kammer ausgesetzt, in welcher der Sauerstoffpartial-
druck von 130 mm Hg durch Substitution von Stick-
stoff auf 65 mm Hg gesenkt wurde. Unmittelbar nach
Ende der Hypoxie wurden die Versuchstiere getotet,
die Organe entnommen und in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren.
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RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die Gewebe wurden in Guanidinisothiocyanat- und
Mercaptoithanol-haltigen Puffern lysiert und homoge-
nisiert [20]. Die Gesamt-RNA wurde anschlieBend
iiber Silicagelmatrix-Siulen gereinigt und mit DNase I
behandelt (RNeasy Kit, Qiagen, Hilden). Erst-Strang-
cDNA wurde aus 1 g RNA in Anwesenheit von Deso-
xyribonukleotiden (dNTPs), RNAse-Inhibitor, Oligo-
(Desoxythymidin) .-Primern und AMV-Reverse-Tran-
skriptase synthetisiert (Promega, Mannheim).

Quantitative ,real-time* polymerase chain reaction
(PCR)

Wie beschrieben [21], wurde die ,,real-time“-RT-PCR
auf einem Gene-Amp 5700 Sequence Detection Sys-
tem (PE Applied Biosystems, Langen) unter Verwen-
dung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green I durch-
gefiihrt, welcher unspezifisch in Doppelstrang-DNA
interkaliert und somit in der PCR-Reaktion zu einem
Anstieg des Fluoreszenzsignals fithrt, Die Uberprii-
fung der PCR-Produkt-Spezifitit erfolgt nach Ab-
schluss der PCR-Reaktion mittels Agarose- und
Schmelzkurven-Analyse. Die PCR wurde in Anwesen-
heit der entsprechenden Sense- und Antisense-Primer,
100 ng cDNA und 1,25 E HotGoldStar DNA-Polymer-
ase (Eurogentec, Seraing, Belgien) mit 40 der folgen-
den Zyklen durchgefiihrt: 30 s Denaturierung bei 95°C,
Primer-Hybridisierung und Elongation 1 min bei 60°C.
Die Quantifizierung der initialen mRINA-Kopienan-
zahl erfolgte mit der Zyklus-Schwellenwert-Methode
[22]. Mittels Verdiinnung bekannter Mengen der amp-
lifizierten cDNA-Fragmente wurden Standardkurven
erstellt. Fiir jede Probe wurde die Schwellen-Wert-Zy-
kluszahl (C) bei einem Fluoreszenz-Schwellenwert
von 0,3 (R ) bestimmt und die entsprechende Zahl der
mRNA-Kopien berechnet. Als interner Standard wurde
die Anzahl der Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydroge-
nase-(GAPDH)-mRNA-Kopien bestimmt [23].

Proteinextraktion und Westernblotting

Wie schon beschrieben [24], wurden die Proteine aus
den verschiedenen Gewebeproben extrahiert und die
Proteinkonzentrationen mit der Lowry-Methode be-
stimmt. Gleiche Mengen an Protein wurden in einem
7,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und auf
eine Polyvinyliden-Difluorid-(PVDF)-Membran trans-
feriert. Die Retention im Gel wurde durch Coomassie-
Blau-Firbungen kontrolliert.

Fiir die Detektion der Zielproteine wurden Antikdrper
verwendet, die spezifisch mit HIF-10, HIF-3¢, Aktin
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg), HIF-1B (Bec-
ton Dickinson, Heidelberg) und HIF-20. (Abcam, Bad
Nauheim) reagieren. Diese Immunkomplexe wurden
dann mit Peroxidase konjugierten anti-Maus- oder

239



anti-Kaninchen-Antikdrpern markiert und durch Che-
milumineszenz detektiert. Resultierende Banden wur-
den mit einer CCD-Kamera (ChemiDoc System, Quan-
tity One Software, Bio-Rad, Miinchen) quantifiziert.

Ergebnisse

Expression von HIF-1¢, HIF-15, HIF-2o und HIF-3 o
unter Normoxie

Die mRNA-Mengen der HIF-10:-, HIF-1B-, HIF-20- und
HIF-30-Untereinheiten wurden mittels ,,real-time*-RT-
PCR analysiert. Das Amplifikationsprodukt der GAPDH
war in allen Proben nachweisbar, ein Beleg fiir die Inte-
gritit der mRNA. Die Expression der HIF-mRNA unter
Normoxie istin Abb. 1 als mittlere Kopienanzahl pro 100
ng cDNA zusammengefasst. Da das zentrale Nervensys-
tem als besonders empfindlich gegeniiber Hypoxie gilt
[25], entschieden wir uns, zwei funktionell unterschied-
liche Regionen im Gehirn, den zerebralen Cortex und den
Hippocampus zu untersuchen.

In allen Geweben war bereits unter Normoxie eine
deutliche basale Expression aller HIF-Untereinheiten
nachweisbar, ein Hinweis auf deren konstitutive Ex-
pression in diesen Geweben. Die Hohe der mRNA-Ex-
pression schien von der Art des Gewebes abhingig zu
sein. Die hichste basale Expression trat im zerebralen
Cortex, im Hippocampus und in der Lunge auf, was auf
alle HIF-Untereinheiten zutraf. Vor allem in der Lunge
war eine besonders hohe mRNA-Kopienanzahl zu beo-
bachten, insbesondere im Fall von HIF-2o.. Die ermit-
telten Kopienzahlen lagen hier im Vergleich zum Her-
zen mehr als 100fach hoher. Die Verteilungsmuster der
verschiedenen HIF-o~Untereinheiten waren — auf ein-
zelne Organe bezogen — dhnlich.

Verdinderung der EPO und GLUT1 mRNA Mengen un-
ter Hypoxie

Der Sauerstoffpartialdruck, der in dieser Studie ver-
wandt wurde, entspricht einer Hohe von etwa 5100 m.
Diese Hohe wird normalerweise vom Sdugetierorga-
nismus fiir einige Stunden ohne Folgen toleriert {26].
Um die Aktivierung des HIE-Systems unter dieser mo-
deraten Hypoxie nachzuweisen, wurden die HIF-Ziel-
gene GLUT1 [3] und EPO [6] analysiert. In allen unter-
suchten Organen war unter Normoxie EPO-mRNA
ausnahmslos nicht nachweisbar. Wie erwartet, trat nach
120 min Hypoxie ein ausgeprigter Anstieg der EPO-
mRNA in der Niere auf, wihrend in allen anderen Or-
ganen die EPO-mRNA-Expression weiter unter der
Nachweisgrenze blieb.

Im Gegensatz zu EPO waren schon unter Normoxie
vergleichsweise hohe GLUT1-mRNA-Mengen im ze-
rebralen Cortex, Hippocampus und der Lunge nach-
weisbar. Eine 120miniitige Hypoxie bewirkte signifi-
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Abb. 1: HIF-lo-, HIF-13-, HIF-20- und HIF-30-
MRNA-Gehalt im zerebralen Cortex, Hippocampus
(Hippo), Lunge, Herz, Leber und Niere bei ménnlichen
Wistar-Ratten in der ,real-time"“-RT-PCR unter nor-
moxischen Bedingungen. Die ermittelten mRNA-Spie-
gel sind als Mittelwerte + SEM in einer halblogarith-
mischen Skalierung dargestellt.
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kante Anstiege der GLUT1-mRNA-Mengen im zereb-
ralen Cortex, im Hippocampus und in der Leber, Dem
nach war die moderate Hypoxie ausreichend, um das
HIF-System inklusive seiner Zielgene GLUTI. und
EPO zu aktivieren.

HIF-1q-, HIF-1B-, HIF-2 0 und HIF-3 o-mRNA-Spie-
gel unter Hypoxie

Um mégliche Anderungen auf transkriptioneller Ebene
aufzudecken, untersuchten wir die mRNA-Konzentra-
tionen von HIE-1a, HIF-1B, HIF-2¢. und HIF-30 wih-
rend eines 30- und 120miniitigen Hypoxie-Intervalls.
In allen Geweben zeigte sich, dass moderate Hypoxie
zu keinen signifikanten Verdnderungen der mRNA-
Mengen von HIF-10, HIF-1B3 und HIF-20. fiihrte.

Uberraschenderweise stiegen jedoch die HIF-30i-
mRNA-Spiegel signifikant mit zunehmender Dauer
der Hypoxie an. Dieses Phdnomen war nicht auf ein-
zelne Organe beschriinkt, sondern trat mit Ausnahme
der Leber in allen Organen auf (Abb. 2). Der halbnor-
male Sauerstoffpartialdruck war somit zwar nicht aus-
reichend, um signifikante Veriinderungen der mRNA-
Mengen von HIF-1c, HIF-13 und HIF-20. herbeizu-
fiihren, wohl aber suffizient, um die Transkription von
HIF-30, zu aktivieren.

Proteinspiegel von HIF-1a, HIF-18, HIF-2 ocund HIF -
3o wdhrend Normoxie und Hypoxie

Aus dem Westernblot resultierten spezifische Banden
mit den erwarteten Molekulargewichten von 120 kDa
fiir HIF-10:, 92 kDa fiir HIF-1, 118 kDa fiir HIF-20.
und 73 kDa fiir HIF-3a. (Abb. 3). In Organproben aus
dem zentralen Nervensystem waren alle HIF-Unterein-
heiten bereits unter normalen Bedingungen detektier-
bar. Mit Ausnahme von HIF-1 trat bei allen anderen
o~-Proteinen nach 30 min systemischer Hypoxie ein
gradueller Anstieg der Proteinspiegel auf, der sich nach
2 h Hypoxie weiter verstiirkte, ein Indiz fiir die Stabili-
sierung der HIF-Proteine. In peripheren Organen wur-
den nur in der Lunge HIF-spezifische Signale gefun-
den, in den tibrigen Organen lagen die Proteinspiegel
auch nach 2 h Hypoxie unter dem Detektionslimit.

Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Expressi-
on von HIF-1¢, HIF-1B, HIF-20. und HIF-3¢. unter
physiologischen Bedingungen und unter moderater
Hypoxie untersucht, mit Augenmerk auf frithe Phasen
der Adaption an Gewebshypoxie. In der ,real-time*-
RT-PCR wurde unter Normoxie eine konstitutive Ex-
pression aller HIF-Untereinheiten nachgewiesen, die
organspezifisch ausgeprigt zu sein schien.

Besonders hohe basale Expressionsraten traten bei un-
seren Untersuchungen im Gehirn und der Lunge auf.
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Im Falle des zentralen Nervensystems stiitzt digser Be-
fund frithere Ergebnisse, dass HIF-1o und HIF-18 im
ZNS bei der Protektion vor hypoxischen Folgeschiden
eine wichtige Rolle spielen [27].

Unsere Ergebnisse bestitigten auch vorangegangene
Studien, in denen im Lungengewebe von adulten Miu-
sen sehr hohe Mengen an HIF-20.-spezifischer mRNA
gefunden wurde [16]. Fiir diese o-Untereinheit wird
eine wichtige Rolle fiir die Gewebshoméostase in der
reifenden und adulten Lunge angenommen [17].
Aufgrund der sehr unterschiedlichen mRNA-Mengen
der verschiedenen HIF-Untereinheiten in den von uns
untersuchten Geweben kann spekuliert werden, dass
das HIF-System organbezogene Bedeutung hat, wobei
dem ZNS und moglicherweise der Lunge eine héhere
Prioritdt zukommen. Im Gegensatz dazu stehen das
Herz und die Leber. In diesen Organen erbrachte die
wreal-time“-PCR durchweg sehr niedrige HIF-mRNA-
Mengen. Es ist denkbar, dass in diesen Organen unter
moderater Hypoxie andere beziehungsweise zusitzli-
che Mechanismen fiir die Protektion gegen Gewebshy-
poxie aktiv sind. Diese Annahme unterstiitzen Untersu-
chungen, die zeigten, dass sich das Expressionsmuster
von HIF-1o und HIF-1B nach der Geburt veriindert
[28]. In der genannten Studie wurde beispielsweise im
Falle des Herzens eine massive Herabregulierung die-
ser beiden Untereinheiten bei adulten Mdusen im Ver-
gleich zu fetalem Gewebe beobachtet,

Beziiglich HIF-3a liegen nur wenige Befunde zum Ex-
pressionsmuster vor. In fritheren Northern-Blot-Analy-
sen bei Miusen wurde HIF-30-mRNA vorwiegend im
Thymus und in niedrigeren Mengen in Lunge, Gehirn,
Herz und Niere nachgewiesen [19]. Mittels ,real-
time“-RT-PCR beobachteten wir die hochsten Mengen
an HIF-30-mRNA in der Lunge, dem zerebralen Cor-
tex und dem Hippocampus, wihrend Herz und Leber
die geringsten Mengen an HIF-30-mRNA enthielten.
Das in unserer Studie verwendete Modell der modera-
ten Hypoxie war auf der anderen Seite jedoch suffizi-
ent, um die Zielgene EPO und GLUT1 in einigen,
wenn auch nicht allen Organen zu aktivieren. Nach
Beendigung der 2stiindigen Hypoxie lieB sich nur in
der Niere ein Anstieg der EPO-mRNA konstatieren;
das bedeutet, dass auch durch die moderate Hypoxie
das HIF-System aktiviert werden konnte. Jedoch war
die Hypoxie nicht stark oder lange genug, um in ande-
ren Organen —beispielsweise dem Gehirn — die Bildung
von EPO zu induzieren. Mehrere Studien konnten bele-
gen, dass EPO im Falle einer Ischdmie im ZNS eine
wichtige Rolle beim Uberleben von Neuronen nach
Hypoxie zukommen konnte [29]. Unter moderater Hy-
poxie, beziehungsweise in einer frithen Phase der Hyp-
oxie scheinen andere Faktoren ausschlaggebend zu
sein fiir die Protektion gegen Hypoxie. Hierfiir konnte
GLUTI in Betracht kommen, denn schon basal fand
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Abb. 2: Prozentuale Verinderungen der HIF-3a-mRNA-Mengen unter systemischer Hypoxie (65 mmig, 0,5 bzw.
2 h) im Vergleich zu normoxischen Kontrollbedingungen in verschiedenen Organen von Ratten in der ,,real-time -
RT-PCR. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte = SEM aufgetragen; *: p<0,05 gegen die Kontrolle, #: p<0,05 gegen
0,5 h Hypoxie.

sich sowohl im zerebralen Cortex als auch im Hippo-  und lagen nach Beendigung der Hypoxie doppelt so

campus ein hoher Gehalt an GLUTI1-mRNA. Die  hoch wie unter Kontrollbedingungen. Diese Annahme
mRNA-Spiegel stiegen nach 30miniitiger Hypoxie an  wird zusiitzlich untermauert durch die im Westernblot
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Abb. 3. Analyse der HIF-1a-, HIF-1[-, HIF-20- und HIF-3a-Proteinspiegel wihrend Normoxie (n) und unter
Hypoxie (65 mmHg, 0,5 bzw. 2 h) mittels Westernblotting. Die linke Seite der Abbildung zeigt reprdsentative
Immunoblots aus dem zerebralen Cortex, die rechte Seite die Signale aus Lungengewebe. Zum zerebralen Cortex
vergleichbare Proteinspiegel wurden im Hippocampus gefunden (nicht dargestellt). In den iibrigen Organen ver-
blieben die Proteinmengen auch nach 2 h Hypoxie unter dem Detektionslimit.

beobachtete Proteinstabilisierung, die fiir die Aktivie-
rung von HIF spricht.

Die mRNA-Expression von HIF-1¢, HIF-1p und HIF-
20, dagegen wurde durch moderate Hypoxie weder im
ZNS noch in peripheren Organen beeinflusst, Dieser
Befund deckt sich mit fritheren Studien, in denen ge-
zeigt wurde, dass eine Steigerung der HIF-1-Proteins-
piegel in hypoxischem Gewebe im Northern Blot nicht
mit einem Anstieg der mRNA einherging [30]. Dies
scheint auch fiir HIF-20, zuzutreffen, da hier in der
,JTeal-time“-RT-PCR ebenfalls keine Verinderungen
auf mRNA-Ebene nachzuweisen waren.

Uberraschenderweise bildete HIF-3¢; hierbei die Aus-
nahme. Bis auf das Lebergewebe war die moderate
Hypoxie ausreichend, in allen anderen Geweben einen
signifikanten Anstieg der HIF-30-kodierenden mRNA
herbeizufiihren. Der Anstieg ging im Westernblot mit

FOCUS MUL 19, Heft 4 (2002)

einer Erhohung der Proteinspiegel einher, so dass
ebenfalls von einer hypoxischen Stabilisierung des
HIF-30. ausgegangen werden kann. Dies ist wiederum
ein Indiz fiir die Beteiligung von HIF-30, hinsichtlich
der zelluldren Antwort auf Gewebehypoxie. Kietz-
mann und Kollegen [31] wiesen nach, dass HIF-30.-
mRNA vorwiegend in der perivendsen Zone des Lebe-
razinus exprimiert wird, was die Autoren darauf zu-
rlickfiihrten, dass in diesem Teil des Azinus aufgrund
des physiologischen Sauerstoffgefilles der niedrigste
O,-Partialdruck vorherrscht. In diesem Zusammen-
hang ist auch interessant, dass in Méiusen der HIF-30.-
Locus unter massiver Hypoxie alternativ gespleisst zu
werden scheint [32]. Die Studie zeigte, dass diese Vari-
ante wiedernm identisch ist mit einem inhibitorischen
Per/ARNT/Sim-Protein (IPAS), das als natiirlicher An-
tagonist des HIF-Systems fungiert [33]. IPAS wird in
Geweben besonders stark exprimiert, in denen trotz
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permanenter hypoxischer Konditionen eine Neovasku-
larisation unterbleibt, wie zum Beispiel im Epithel der
Cornea [34]. Die genauen Zusammenhinge zwischen
den verschiedenen HIF-Untereinheiten und IPAS,
insbesondere bei Hypoxie, miissen jedoch noch weiter
aufgeklirt werden.
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Aus der Medizinischen Klinik I (Direktor Prof. Dr. H.-L. Fehm) und dem Institut fiir Neuroendokrinologie (Di-

rektor Prof, Dr. J. Born) der Universitit zu Liibeck

Akute Hypoxie vermindert die Glukosetoleranz bei

gesunden Probanden
K. M. Oltmanns

Erkrankungen des Respirationstraktes, die zu akuter
oder chronischer Hypoxie fiihren, wie z. B. das
Schlafapnoesyndrom (SAS) oder chronisch hypoxische
Lungenerkrankungen, sind héufig mit verminderter
Glukosetoleranz assoziiert und damit einer Vorstufe des
Diabetes mellitus. Beim SAS fiihit eine Therapie mit
Continous Positive Airway Pressure (CPAP) zur Aufhe-
bung der nichtlichen Hypoxien und verbessert damit die
Glukosetoleranz signifikant. Kiirzlich publizierte Studi-
energebnisse zeigen, dass die Adipositas zwar der
Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung eines Diabetes
mellitus ist, eine schwere SAS-Erkrankung aber unab-
hingig vom Ké&rpergewicht zu diesem Risiko beitrigt,
d. h. das SAS ist unabhéingig vom Body Mass Index mit
Glukoseintoleranz assoziiert. Allgemein sind Erkran-
kungen des Respirationstraktes sowohl durch chronisch
rezidivierende oder persistierende Hypoxien als auch
durch gestorte Schlafarchitektur und verschiedene Be-
gleiterkrankungen charakterisiert. Ein kausaler Zusam-
menhang zwischen Hypoxie und Glukoseintoleranz
wurde zwar seit langem vermutet, konnte durch diese
Einflussfaktoren bisher aber nicht nachgewiesen wer-
den, Das Ziel unserer Studie war daher, die Auswirkun-
gen akuter Hypoxie auf den Glukosemetabolismus ge-
sunder Probanden zu untersuchen.

Zu diesem Zweck fiihrten wir im Crossover-Design eu-
glykdmische Glukoseclamp-Untersuchungen mit 14 ge-
sunden minnlichen Probanden iiber 6 Stunden mit
jeweils einer Interventionsphase von Hypoxie bzw. Nor-
moxie durch. 3 Stunden nach Beginn der Clamp-Unter-
suchung wurde eine akute Hypoxie iiber einen Zeitraum
von 30 Minuten durch ein Absenken der Sauerstoffsétti-
gung auf 75 % induziert oder unter der Kontrollbedin-
gung im normalen Bereich von 96 % belassen. Insulin
wurde kontinuierlich in einer Rate von 1,5 mU min-1
kg-1 infundiert und die Plasma-Glukose durch Dextro-
seinfusionen konstant zwischen 80 und 100 mg/dl ge-
halten. Die Dextroseinfusionsraten gaben anschlieBend
Aufschluss tiber die Glukosetoleranz im Verlauf der Un-
tersuchungen: Je weniger Dextrose infundiert werden
musste, um die Plasma-Glukose konstant zu halten, des-
to niedriger war die Glukosetoleranz. Eine Aktivierung
der Stresssysteme wie der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenachse und des Sympathischen Nervensys-
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tems untersuchten wir anhand von Katecholamin- und
Cortisolspiegeln, Pulsrate, Blutdruck sowie Fragebdgen
zu Angstsymptomen,

Bis zur Intervention nach 3 Stunden blieben die Dextrose-
infusionsraten unter beiden Bedingungen gleich. Nach In-
duktion der Hypoxie war die infundierte Dextrosemenge
im Vergleich zur Kontrollbedingung vermindert (P<0.01).
Dieser signifikante Unterschied hielt auch iiber die Inter-
vention hinaus an und war erst 2 Stunden spiiter wieder
aufgehoben. Die Adrenalinkonzentration (P<0.01), die
Pulsrate (P<0.01) sowie die Angstsymptome (P<0.05)
stiegen unter Hypoxie signifikant an, wihrend Noradre-
nalin, Cortisol und systolischer/diastolischer Blutdruck in
beiden Bedingungen gleich waren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass akute Hypoxie die Gluko-
setoleranz bei gesunden Probanden vermindert. Wir fol-
gern daraus, dass Hypoxie eine Rolle bei der Entstehung
und Progression von Glukoseintoleranz in chronisch
hypoxischen Erkrankungen spielt. Dieser Effekt ist ver-
mutlich tiber eine sympathische Aktivierung vermittelt.
Da es der Skelettmuskulatur méglich ist, selbst iiber
ATP-sensitive Kaliumkanéle einen ATP-Abfall zu regis-
trieren, wiire es aber auch denkbar, dass ein solcher Ab-
fall durch Sauverstoffmangel im Citratzyklus ausgeldst
wird. Dies fithrt zu einer Offnung der ATP-sensitiven
Kaliumkanile und damit analog wie bei einer Hypogly-
kémie zu einem Absinken der Glukoseaufnahme in den
Muskel. Unsere Daten erklidren aber nicht den Mecha-
nismus der nachgewiesenen Glukoseintolanz. Daher
bleiben diese Erklérungen nur Spekulation. Offen bleibt
ebenfalls, ob unsere Ergebnisse, die unter einer akuten
Hypoxie gewonnen wurden, ohne weiteres auf rezidi-
vierende oder chronisch persistierende Krankheitszu-
stande tibertragbar sind. Trotzdem sind unsere Ergeb-
nisse von klinischer Bedeutung, denn sie sollten den
Arzt veranlassen, Patienten mit chronisch hypoxischen
Erkrankungen engmaschig im Hinblick auf ihren Glu-
kosestoffwechsel zu iiberwachen, damit ein neu auf-
tretender Diabetes so frithzeitig wie moglich behandelt
werden kann. Umgekehrt empfehlen wir bei Patienten
mit Typ 2 Diabetes, insbesondere in schwer einstellba-
ren Fillen, immer auch an ein Schlafapnoesyndrom als
aggravierenden Faktor zu denken und entsprechende
Diagnostik bei Verdacht durchzufiihren.
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Aus dem Institut fiir Anatomie (Direktor Prof. Dr. J. Westermann) der Universitiit zu Liibeck

Wenn der Darm die Nerven verliert...

T. Wedel

Was ergibt die Verbindung von Gastroenterologie und
Neurologie? Das Fachgebiet der sog. Neurogastroente-
rologie. Obwohl man schon seit iiber 100 Jahren weil3,
dass sich die groBte Ansammlung von Nervenzellen
(ca. 150 Millionen) im Gastrointestinaltrakt befindet,
hat das ,,little brain within the gut” erst in den letzten
10 Jahren eine wissenschaftliche Renaissance erfah-
ren. Griinde dafiir sind u. a. die verbesserten Nachweis-
und Untersuchungsmethoden sowie die Erkenntnis,
dass sich zahlreiche Erkrankungen des Gastrointesti-
naltraktes auf Stérungen des enterischen Nervensys-
tems zuriickfithren lassen — wie z. B. die Achalasie,
Gastroparese, Pylorusstenose, intestinale Pseudoobst-
ruktion, das Megakolon oder die sog. Slow-transit
Constipation.

Die interdisziplinidre Arbeitsgruppe ,Neurogastroente-
rologie* (Institut fiir Anatomie, Klinik fiir Chirurgie,
Klinik fiir Kinderchirurgie, Abteilung fiir Neuropatho-
logie des Instituts flir Pathologie sowie externe Koope-
rationspartner) beschiftigt sich mit der strukturellen
Organisation und den elektrophysiologischen Eigen-
schaften des menschlichen enterischen Nervensys-
tems. Die Untersuchungen konzentrieren sich dabei
insbesondere auf das Kolon, da dieser Abschnitt des
Gastrointestinaltraktes eine Pridilektionsstelle sowohl
fiir angeborene als auch erworbene Innervationsstérun-
gen ist. Die klinisch daraus resultierenden Passagesto-
rungen erweisen sich unter konservativen Mafinahmen
h#ufig als therapieresistent und erfordern in schweren
Fillen eine Kolonteilresektion.

Mit Hilfe spezieller Préiparationstechniken, bei denen
die Darmwand in ihre einzelnen Schichten zerlegt
wird, und standardisierter morphometrischer Analysen
werden die intramural gelegenen Nervengeflechte hin-
sichtlich ihrer Architektur, Gangliendichte, Nerven-
zellverteilung und ihres Neurotransmittergehaltes un-
tersucht. So konnte bei der bisher als idiopathisch be-
zeichneten Slow-transit Constipation eine signifikante
Abnahme der Nervenzellanzahl und der Gangliendich-
te nachgewiesen werden. Dieses neuronale Defizit
spiegelt sich u. a. in einem entsprechend veréinderten
Kontraktilititsverhalten der betroffenen Kolonseg-
mente unter Organbadbedingungen wieder: Eine elek-
trische und pharmakologische Stimulation der enteri-
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schen Nervengeflechte fithrt zu unzureichenden glatt-
muskuléiren Antworten — eine Beobachtung; mit der
sich die Konsequenzen einer morphologischen Textur-
storung des enterischen Nervensystems auf funktionel:
ler Ebene belegen lassen.

Als ,,physiologischer Partner® des enterischen Nerven-
systems ist in neuerer Zeit eine weitere Zellpopulation
in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses geriickt —
die sog. interstitiellen Cajal-Zellen. Sie gelten als in-
testinale Schrittmacher und fungieren wie ein Relais
zwischen Nervenfasern und glatten Muskelzellen, in-
dem sie neuronale Stimuli amplifizieren und die rhyth-
mischen Slow-wave-Aktivititen der Darmwand gene-
rieren. Ausgehend von tierexperimentellen Befunden
konnte die Arbeitsgruppe die Schrittmacherzellen auch
an menschlichem Darmgewebe identifizieren und mor-
phometrisch untersuchen. Dabei zeigte sich, dass es bei
kolorektalen Motilititsstbrungen zu einer Abnahme
von Cajal-Zellen kommt — sowohl bei Patienten mit der
oben erwihnten Slow-transit Constipation als auch bei
Patienten mit Megakolon.

Die erhobenen Befunde legen nahe, beide morphologi-
sche Entitdten — enterische Nervenzellen und intestina-
le Schrittmacherzellen — bei Patienten mit chronischen
Passagestorungen des Kolorektums in den diagnosti-
schen Algorithmus miteinzubeziehen. Zur Zeit wird
deshalb gepriift, inwieweit bereits vor einem gréferen
operativen Eingriff durch die Entnahme von Ganz-
wandbiopsien eine aussagekriftige histopathologische
Diagnostik durchgefiihrt werden kann. Ziel ist es, auf-
grund der klinischen, funktionellen und neuropatholo-
gischen Befundkonstellation solche Patienten zu selek-
tionieren, die von einer operativen Therapie dauerhaft
profitieren.

Die Klinik fiir Chirurgie verfiigt tiber eine langjihrige
Expertise zur Diagnose und Behandlung gastrointesti-
naler Motilititsstérungen und ist zur {iberregionalen
Anlaufstelle fiir das betroffene Patientenklientel ge-
worden. Damit sind optimale Voraussetzungen gege-
ben, um die Erkenntnisse der neurogastoenterologi-
schen Grundlagenforschung in klinisch orientierte Stu-
dien umzusetzen. Bleibt zu hoffen, dass der Darm der
einzige bleibt, der die Nerven verliert ...
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AUS DER HOCHSCHULE I

Investition in die Zukunft der Wissenschaft

Forderprogramm der Universitit zu Liibeck und des Forschungszentrums
Borstel fiir junge Wissenschaftler wird fiir weitere drei Jahre von der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft mit 835.000 Euro finanziert

B. Brand

. Human capital® ist mittlerweile das Schlagwort in den
Strategien von Wirtschaft und Wissenschaft zur Ent-
wicklung neuer Technologien. Gemeinsam haben die
Universitit zu Liibeck und das Forschungszentrum
Borste! dieses Schlagwort in ein anspruchvolles Forder-
programm fiir besonders qualifizierte und talentierte
Nachwuchswissenschaftler umgesetzt. Dieses internati-
onal ausgerichtete Programm mit der Bezeichnung
,,Graduiertenkolleg 288 (Strukturen und Mediatoren der
Zellinteraktion)” wurde erstmals 1997 der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) zur Finanzierung vor-
geschlagen. Es ermdglicht Studenten der Medizin und
der Naturwissenschaften innerhalb von drei Jahren so-
wohl ihre Doktorarbeit anzufertigen als auch ein fiir sie
speziell zusammengestelltes Fortbildungsprogramm zu
nutzen. ,,Bs geht uns nicht nur darum den jungen Wis-
senschaftlern technisches Kénnen zu vermitteln, son-
dern auch ihre wissenschaftliche Kreativitét zu férdern
und ihr ethisches Verantwortungsbewusstsein zu schir-
fen®, erkldrt Prof. Dr. med. Wolfgang Jelkmann, Spre-
cher des Graduiertenkollegs und Leiter des Instituts fiir
Physiologie an der Universitiit zu Liibeck. ,,Der Erfolg
des Graduiertenkollegs in den letzten 6 Jahren basiert in

erster Linie auf den hervorragenden Leistungen der Sti-
pendiaten und zeigt, dass unsere Initiative den richtigen
Weg gewihlt hat, Nachwuchswissenschaftler langfristig
fiir die Forschung zu begeistern®, so Prof. Jelkmann,
Den Blick iiber den Tellerrand des eigenen Fachberei-
ches zu werfen, Grenzen medizinischer und naturwis-
senschaftlicher Forschung abzubauen und die interdiszi-
plinére Zusammenarbeit in der Wissenschaft zu pflegen,
sind heute Voraussetzungen fiir den Erfolg.

Zu Beginn des Jahres werden 13 neue Stipendiaten in
das immunologisch ausgerichtete Programm des Gra-
duiertenkollegs aufgenommen, das sich schwerpunkt-
mibBig der Analyse entziindlicher und reparativer Ge-
webereaktionen widmet. Besonderes Interesse gilt den
Strukturen und Mechanismen der Wechselwirkung von
bakteriellen Organismen mit ihren Wirtszellen, die
mittels molekularbiologischer, zellbiologischer und
immunologischer Methoden untersucht werden. Ziel
dieser Arbeiten ist, ein besseres Verstindnis fiir die
komplexen Zusammenhinge derjenigen Prozesse zu
entwickeln, die zu infektiosen und entziindlichen Er-
krankungen fithren und gegebenenfalls neue Therapie-
ansiitze aufzuzeigen.

Personalia

Fachgesellschaften

Prof. Dr. rer. nat. Ewald K onecny, Universititsin-
stitut fiir Medizintechnik Liibeck, wurde von der Deut-
schen Gesellschaft fiir Biomedizinische Technik fiir
die Jahre 2003 bis 2006 in den Ausschuss fiir die Ver-
leihung des Ehrenrings des Vereins Deutscher Elektro-
techniker (VDE) berufen. Prof. Konecny war von 1993
bis: 2002 . Kuratoriumsvorsitzender des Instituts fiir
Systemtechnik und Innovationsforschung der Fraunho-
fergesellschaft,
Prof, Dr. med. Hans-Felix Piper; friherer Direktor
_der Universitdtsaugenklinik Liibeck, wurde die Ehren-
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mitgliedschaft der Bielschowsky-Gesellschaft fiir
Schielforschung verliehen, Damit wurden seine beson-
deren Verdienste auf dem Gebiet der Schielforschung
und Neuroophthalmologie anerkannt.

Preise

Prof. Dr. med. Dieter J o ¢ h am, Direktor der Uni-
versititsklinik fiir Urologie Liibeck, wurde mit Prof.
Helmut Wassermann von der Fachhochschule Miin-
chen fiir das gemeinsame Projekt zur Kunstharnbla-
se der Innovationspreis des Bundesministeriums fiir
Bildung und Forschung zur Férderung der Medizin-
technik verliehen. Der mit 200.000 Euro dotierte
Preis wurde auf der Medica 2002 in Diisseldorf {iber-
reicht.
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Dipl.-Phys. Ralf Brinkmann, Medizinisches La-
serzentrum Liibeck, wurde fiir die Entwicklung eines
schonenderen Laserverfahrens fiir die Augenheilkunde
der Innovationspreis des Bundesministeriums fiir Bil-
dung und Forschung zur Forderung der Medizintech-
nik verliehen, Der mit 200.000 Euro dotierte Preis wur-
de auf der Medica 2002 in Diisseldorf {iberreicht,

Priv.-Doz. Dr, rer. nat, Andrea K ru s e, Universitits-
institut fiir Inmunologie und Transfusionsmedizin Lii~
beck, wurde mit dem ,,Award for the best oral presenta-
tion at the 8th Congress of the Alps Adria Society for
Immunology of Reproduction in Weimar ausgezeich-
net. Die Arbeitsgruppe von Dr. Kruse untersucht die
Regulation der Leukozyten-Einwanderung in den
schwangeren Uterus der Maus und insbesondere die
Bedeutung ausgewihlter vaskuldrer Adhisionsmole-
kiile fiir die Rekrutierung von Leukozyten-Subpopula-
tionen. Das Forschungsprojekt geschieht in Zusam-
menarbeit mit der Stanford University (USA) und in
Drittmittelférderung  durch das  Graduiertenkolleg
GRK 288 C5.

Dr. med. dent. Samer H a ki m, Universititsklinik fiir
Kiefer- und Gesichtschirurgie Liibeck, wurde fiir seine
Arbeit ,,Anatomische und szintigraphische Studie zur
3-dimensionalen Lokalisation der Kopfspeichel- und
Trénendriisen und deren szintigraphische Darstellung
beim Hauskaninchen® mit dem Wissenschaftspreis der
Schleswig-Holsteinischen Gesellschaft fiir Zahn-,
Mund- und Kieferheilkunde ausgezeichnet.

Drei Mitarbeiter der Universititsfrauenklinik Liibeck
haben auf dem diesjahrigen Kongress der Deutschen
Gesellschaft fiir Gynékologie und Geburtshilfe in Diis-
seldorf herausragende Preise gewonnen. Es handelt
sich um den hoch angesehenen Walter-Hohlweg-Preis
2002, der mit 8.000 Euro dotiert ist, fiir Dr. Oliver Tre
e ¢ k. Dr. Treeck hat eine wichtige experimentelle Ar-
beit tiber die Wachstumsbeeinflussung von Karzinom-
zellen aus der Gebdrmutter geschrieben. Jeweils mit
3.000 Euro dotierte Forschungsstipendien der Firma
Noripharma erhielten Dr. Jérg En gel und Dr. Andre-
as Schroer. D Engel, der zo GnRH-Analoga
forscht, nutzt das Stipendium fiir einen Studienaufent-
halt bei Prof. Schally in Tucson (USA), Nobelpreistri-
ger fiir Medizin. Dr. Schroer tritt einen Forschungsauf-
enthalt bei Prof. Schlegel an der Conell University in
New York (USA) an und wird seine Arbeiten zur vor-
zeitigen Ovarialinsuffizienz fortfiihren.

Forschungsforderung

Prof. Dr. rer. soc. Rolf Verleger, Priv.-Doz, Dr.
med. Ferdinand Binkofski, beide Universititskli-
nik fiir Neurologie Liibeck, und Dr. med. Christian B ii
chel, Klinik fiir Neurologie am Universititsklinikum
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Eppendorf, Hamburg, wurde von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft eine zweijidhrige Sachbeihilfe im
Wert von ca. 110.000 Euro fiir das Projekt ,,fMRT-Stu-
dien zur Bahnung durch unidentifizierbare Reize* be-
willigt. Der Antrag baut auf dem gemeinsamen Projekt
»Neurolmage Nord“ der Universititen Hamburg, Lii-
beck und Kiel auf. Aufgrund gemeinsamer Antriige
wurde der hier verwendete Hochleistungs-Magnetreso-
nanztomograph am UKE von der DFG finanziert Die
Stelle von Herrn Binkofski wird aufgrund eines ge-
meinsamen Antrags vom Bundesministerium fiir Bil-
dung finanziert.

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) hat ein
gemeinsames Projekt der Universititen Liibeck und
Toulouse (Frankreich) bewilligt und iibernimmt die Fi-
nanzierung fiir Personal und Sachmittel fiir zunédchst
zwei Jahre. Das Thema des Forschungsvorhabens lau-
tet ,,Optisch und thermisch schaltbarer Spin-Zustand in
Eisenkomplexen®. Projektleiter sind Prof. Dr. Alfred X.
Trautwein, Direktor des Instituts fiir Physik der
Universitit zu Liibeck, und sein franzosischer Fachkol-
lege Prof. Dr. Jean-Pierre Tuchagues.

Priv.-Doz. Dr, med. Christine K 1e in , Universitits-
klinik fiir Neurologie Liibeck, wurde von der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft ein Heisenberg-Stipen-
dium bewilligt. Dr. Klein arbeitet auf dem Gebiet der
molekulargenetischen Untersuchungen verschiedener
Dystonie und Parkinson-Syndrome. Kooperationen be-
stehen mit den Universititen Kiel und Hamburg sowie
mit der Harvard University, Boston (USA), dem Al-
bert-Einstein-College aus Madison und dem Toronto-
Western-Hospital (Kanada). Sie wird wihrend der Sti-
pendiumszeit jeweils halbjihrige Forschungsaufent-
halte in Toronto und Boston verbringen.

Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Volker Schiinemann,
Universitétsinstitut fiir Physik Liibeck, wurde von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft im Rahmen des
DFG-Schwerpunktprogramms ,,Hochfeld-EPR in Bio-
logie, Chemie und Physik* fiir sein Projekt ,,High-field
EPR studies in reaction intermediates of NO synthase®
Sachmittel fiir zwei Jahre bewilligt.

Gastwissenschaftler und Gastwissenschaftlerinnen

Prof. Dr. Francis Ann W alker, Department of Che-
mistry, University of Arizona in Tucson (USA), ist in
den Jahren 2003/2004 wihrend eines halbjdhrigen For-
schungsaufenthalts am Universititsinstitut fiir Physik
Liibeck titig. Damit soll die wissenschaftliche Koope-
ration der beiden Institute in Liibeck und Tucson gefor-
dert werden. Der Aufenthalt wird mit dem Preisgeld
des Humboldt Research Award for Senior U.S. Scien-
tists finanziert, der Frau Prof. Walker von der Alexan-
der von Humboldt-Stiftung verliehen wurde.
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Medizinische Gesellschaft zu Liibeck

Sitzung am Donnerstag, 27. Juni 2002

Forschung an embryonalen Stammzellen

Aktuelle Aspekte der bioethischen Debatte zur For-
schung an menschlichen embryonalen Stammzellen
und Embryonen in Deutschland

Die gegenwirtige wissenschaftliche, gesellschaftliche
und politische Auseinandersetzung mit aktuellen und
in die Zukunft weisenden Fragen der Biotechnologie
basiert auf jiingsten wissenschaftshistorischen Meilen-
steinen bzw. Entdeckungen der Reproduktionsbiolo-
gie, Embryologie, Zellbiologie und Genetik. Aus die-
sen Erkenntnissen werden von Wissenschaftlern,
Laien, Politikern und Journalisten vollig divergierende
Gegenwarts- und Zukunftsszenarien gezeichnet. Von
den einen werden diese Erkenntnisse mit grofien Hoff-
nungen betrachtet, von den anderen mit grofiter Be-
sorgnis. Die Biotechnologie und Forschung an
menschlichen Stammzellen und Embryonen stellt uns
vor grundlegende Fragen: Wann beginnt menschliches
Leben? Wann wird der potentielle Mensch zum Grund-
rechtstriger? Sind grundgesetzlich zugesichertes
Recht und der Schutz der Menschenwiirde in Gefahr?
Wird durch genetische Diagnostik und Manipulation in
den Schopfungsplan eingegriffen? Wird das Recht auf
medizinische therapeutische Hilfe kranker Menschen
verletzt? Wird die Freiheit der Forschung begrenzt?
Diirfen verwaiste (liberzihlige) in vitro entstandene
Embryonen fiir hochrangige Forschung gespendet wer-
den?

Embryonale Stammzellen sind pluripotente Zellen, die
aus jiingsten Embryonalstadien (aus Blastomeren einer
Morula oder aus Embryoblastzellen einer Blastozyste)
isoliert und unter besonderen Bedingungen in vitro un-
begrenzt kultiviert werden konnen. Diese ,,besonde-
ren* Bedingungen beinhalten z. B. bei der Maus die
Effekte des Wachstumsfaktors LIF, der auf eine in vit-
ro-Differenzierung dieser Zellen hemmend wirkt. Zur
Definition embryonaler Stammzellen (ES) gehort ihr
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weitgehend noch nicht differenzierter Zustand, d. h.
ihre Pluripotenz. Bei ES-Zellen der Maus gelingt es.
routinemiRig, diese in Blastozysten zu injizieren, so
dass zum Beweis ihrer Pluripotenz eine Integration in
die vorhandenen Embryoblastzellen nachgewiesen
werden kann. Es gelingt indessen nicht, aus einer ein-
zelnen isolierten ES-Zelle einen ganzen, individuellen
»geklonten Embryo* herzustellen.

Die Moglichkeit, pluripotente menschliche Stammzel-
len in Kultur zu halten, erdffnet eine neue Dimension
medizinischer Forschung. Erstmals wird es mdglich,
die weitgehend unverstandenen, komplexen Prozesse
der menschlichen Morphogenese und Organentwick-
lung in vitro zu untersuchen und die Grundlagen der
embryonalen Differenzierung bis zur molekular-gene-
tischen Ebene zu studieren. Im Speziellen bedeutet das,
Markermolekiile fiir die Unterscheidung von differen- .
zierten und undifferenzierten Zellen zu identifizieren.
Ferner werden die Unterschiede zwischen embryona-
len Stammzellen (embryonic stem cells) und embryo-
nalen Keimzellen (embryonic germ cells) wissen-
schaftlich definiert sowie Methoden fiir eine kontrol-
lierte In-vitro-Induktion embryonaler Zelldifferenzie-
rung entwickelt.

Am 25.4.2002 hat der Gesetzgeber fiir Deutschland im
neuen Stammzell-Import-Gesetz entschieden, dass
hochrangige Forschung und therapeutische Entwick-
Iungen in der Biotechnologie und Medizin unter Ver-
wendung von importierten embryonalen Stammzellen,
die aus verwaisten in vitro entstandenen menschlichen
Blastozysten hergestellt wurden, erfolgen darf. Solche
,verwaisten Embryonen wurden von ihren geneti-
schen Eltern (im Ausland) nicht mehr zur Erzeugung
einer Schwangerschaft beansprucht und kénnen nun
fiir hochrangige wissenschaftliche Arbeiten gespendet
werden. Ungeachtet dessen gilt, dass keinesfalls Zell-
Linien verwendet bzw. importiert werden diirfen, wel-
che aus Embryonen stammen, die eigens fiir die For-
schung in vitro gezeugt wurden.

M. Beier, Aachen
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PRIMULA ROSSO

FEin altes Weinland wird wiederent-
deckt: Sizilien. PRIMULA ROSSO, die
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VINA HERMINIA

Der ,Aufsteiger des Jabres” in der
Zeitschrift ,Alles iiber Wein”: Ein
Rioja der Extraklasse. Crianza 98,
ein Jabr Fass- und ein Jabr Flaschen-
lagerung.

TR

7/1/1(2 7f

BEI UNS NUR ‘ \(‘Owa‘(‘ :
)@EL(H){ 4 oleben

<5 WEINFORUM

“ ‘ 0 Weinf. Wilbelm Ulex
Osterweide 16
‘ “ 23562 Liibeck
‘ Tel. 0451 -50 11 00

BEI UNS NUR Fax 0451 - 50 11 01

[ EUR‘:I wiww.weinforum-wilhelm-ulex.de - info@ueinforum-wilhelm-ulex.de




www.draeger-medical.com

Steigende Forderungen nach Kosteneffizienz und Behandlungsqualitdt im Gesundheitswesen stellen
Klinikpersonal und Krankenhaus-Management vor neue Herausforderungen. Im Mittelpunkt Ihres
Interesses stehen transparente Prozesse, integrierte Losungen, Qualitit und Wirtschaftlichkeit. Wir
kalkulieren dabei alle Bereiche der Patientenprozesskette mit ein: vom Notfall iiber die Anésthesie,
den OP und die Intensivmedizin bis zum Home-Care-Bereich.

Unser Wissen und unsere Erfahrung sind das Ergebnis von tiber 100 Jahren Zusammenarbeit - mit
Partnern wie Thnen auf der ganzen Welt. Darum bieten wir Thnen individuelle Lésungen, vom Ein-
zelgerat bis zu integrierten Systemlosungen mit Patienten-Daten-Management. Plus technischer
Dienstleistungen, Prozessmanagement, Training, Personalentwicklung und Versorgungsmanage-
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