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Übersichtsarbeit

Sauerstoffmangel und Erythropoietin

M. Gassmann1

Physiologisches Institut der Universität Zurich

Zusammenfassung

Sauerstoffmangel aktiviert gezielt die Expression

von Erythropoietin (EPO) und anderen

Hypoxie-regulierten Genen Die zellulare Antwort

wird über den Hypoxie-induzierbaren
Faktor-1 (HIF-1) gesteuert Unkontrollierte

Ueberexpression von EPO fuhrt zu einem
Hämatokritwert von 80%, transgene Mause

können sich an diese Polyglobulie anpassen

Schlüsselwörter: Hypoxie - Erythropietin (EPO)

- HIF-1 - Polyglobulie

Reduced oxygenation and erythropoietin

Reduced oxygenation activates specific expression

of erythropoietin (EPO) and other hypo-

xia-regulated genes The cellular response to

hypoxia is mediated by the hypoxia-inducible
factor-1 (HIF-1) Unregulated overexpression

of EPO results m a hematocrit value of about

80%, transgenic mice were shown to adapt to

this polyglobulia

Key words: hypoxia - erythropoietin (EPO) -
HIF-1 - polyglobulia

Sauerstoffmangel führt zur
Neubildung von roten Blutkörperchen

Der m der eingeatmeten Luft vorhandene Sauerstoff

ist eine Grundvoraussetzung fur die

Bereitstellung von Energie in allen Zellen unseres Korpers

Tritt ein Sauerstofimangelzustand ein,
beispielsweise durch das Einatmen sauerstoffarmer

Luft im Hochgebirge oder durch unfallbedingten

Blutverlust, so ist unser Korper gewappnet
bestimmte Zellen in den Nieren produzieren grosse

Mengen des Hormons Erythropoietin (EPO), das

Sauerstoffmangel

Abgabe von roten
Blutkörperchen
ins Blut

Hämatokrit
steigt

ms Blut abgegeben wird Via Blutbahn gelangt EPO

ins Knochenmaik, der Produktionsstatte von

Erythrozyten, und kurbelt dort die Reifung der loten

Blutkörperchen (Erythropoiese) an (Abb 1)

Die Funktion des m den Erythrozyten vorhandenen

Hämoglobins besteht darin, die eingeatmeten
Sauerstofffnolekule zu binden und via Blutstrom

im Korper zu verteilen Aufdiese Weise werden die

Zellen im Korper letztlich mit Sauerstoff versorgt
Dieser EPO-gesteuerte Mechanismus reguliert
den Hämatokritwert, der beim Saugetier und

Mensch im Durchschnitt etwa 40—45% betragt

Dank Hohentraimng kann ein Sportlei kurz vor
dem Wettkampf seinen Hämatokritwert (legaler-

weise) erhohen, was zu einer höheren Sauerstoff-

transportkapazitat des Blutes fuhrt Der gleiche

Mechanismus funktioniert auch bei Kühen, Ziegen

und Schafen, die wahrend der Sommermonate

gealpt werden In der Klinik wird EPO, eines der

ersten gentechnologisch hergestellten Medikamente,

häufig bei Patienten mit Blutverlust oder bei

solchen, die an Niereninsuffizienzen leiden (eigene

EPO-Produktion stark vermindert) eingesetzt

Eisentransport, Blutdruck und
Gefässneubildung

Abbildung l Hypoxische Induktion von Erythropoietin (EPO) fuhrt zu einer
erhöhten Erythropoiese Fur weitere Einzelheiten stehe Text

Weniger bekannt ist die Tatsache, dass EPO nur

eine von vielen möglichen Faktoren darstellt, die

1 Nach einemVortrag gehalten am 21 Dezember 2000 anlasslich derVerleihung des Georg-Friedrich-Gotz-Forschungs-
preises der Medizinischen Fakultat der Umversitat Zurich
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Sauerstoffmangel und Erythropoietin

Sauerstoffmangel

Hochgebirge Unfall Tumor

HIF-1

EPO

Neubildung von
roten Blutkörperchen

I

• Sauerstofftransport
• sportliche Leistung

Transferrin Endothelin-1 vaskulärer endothelialer
Wachstumsfaktor

Eisentransport Gefässkontraktion Neubildung von
Blutgefässen

\

• Blutbildung »Blutdruck • Wundheilung
• Tumorwachstum

Abbildung 2 Sauerstoffmangel bewirkt einen erhöhten Gehalt an HIF-1, einem Transkriptionsfaktor, der die Synthese von beispielsweise

EPO, Transferrin, Endothelm-1 und vaskulärem endothelialem Wachstumsfaktor kontrolliert Eine ausführliche Auflistung der HIF-1-
reguherten Genefindet sich in Wenger und Gassmann (1997) und Camemsch et al (2001)

der Korper als unmittelbare Antwort auf Hypoxie
einsetzen kann (Bunn and Poyton, 1996; Wenger
and Gassmann, 1997, Wenger, 2000) Erwähnt sei

zum Beispiel das Transferrin (Abb 2), das Eisen im
Blut transportiert Eisen ist ein wichtiger Bestandteil

des Hämoglobins und muss daher bei der
Produktion von neuen Erythrozyten zur Verfugung

gestellt werden. Es macht also Sinn, dass bei

Sauerstoffmangel die Eisentransportkapazitat, d h die

Transfernnmenge, ebenfalls erhöht ist (Rolfs et al.,

1997) Em weiterer Faktor, der durch Sauerstoffmangel

erhöht wird, ist das Endothelin-1 (Abb. 2),
das den Blutdruck reguliert, indem es die Kontraktion

von Blutgefässen steuert (Camemsch et al

2001) So bewirkt eine erhöhte Produktion von
Endothelin-1 eine Erhöhung des peripheren
Widerstandes, was zu einem Anstieg des

Blutdruckes fuhrt Ebenfalls unter Sauerstoffmangel

wird der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor

VEGF (vascular endothehal growth factor)

reguliert, der in Endothelzellen produziert wird

(Ferrara, 1999) Tritt eine Hypoxie auffuhrt dieser

Wachstumsfaktor zur Entstehung von neuen
Blutgefässen (Angiogenese) Dies ist wahrend des

ganzen Lebens von grosser Bedeutung, zum
Beispiel wahrend der embryonalen Entwicklung
(Blutgefassbildung m entstehenden Organen), bei

der Wundheilung (Ersatz der verletzten Blutgefässe)

oder beim Wachstum von Tumoren Em
sohder Tumor durchlauft wahrend semes Wachstums

einen Sauerstoffmangelzustand, der vor allem

im Zentrum des Tumors offensichtlich wird (Abb

3) Um diesen Sauerstoffmangel auszugleichen,

wird VEGF von Tumorzellen hergestellt, was zu

einerVaskularisierung des Tumors fuhrt und somit
dessen Versorgung nut Sauerstoff und Nährstoffen

gewährleistet (Garayoa et al, 2000) Mit anderen

Worten, der Tumor benutzt die körpereigene

Strategie der Angiogenese zur Aufrechterhaltung
der eigenen Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr und

bewirkt damit sein Wachstum

HIF-1: Der Dirigent der zellulären
Antwort auf Sauerstoffmangel

Wie weiss eine Zelle, dass sie einem Sauerstoffmangel

ausgesetzt ist? Alle Zellen unseres Korpers
besitzen einen noch unbekannten Sensor fur

Sauerstoff, der das Signal «Hypoxie» in das Innere

der Zelle (Signaltransduktion) weiterleitet (Bunn
and Poyton, 1996, Wenger and Gassmann, 1997,

Proliferation Ruhe Nekrose

Abbildung 3 Sauerstoffgradient tn einem soliden Tumor Der Sauerstoffpartial-
druck nimmt im Innern des Tumors ab
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o2|

\_
Sauerstoffsensor

(Hämprotein

EPO mRNA +

Abbildung 4'HIF-1 aktiviert spezifisch die Transkription der

Sauerstojf-reguherten Gene Das Paradebeispiel eines solchen

Gens ist das Erythropoietin (EPO)

Wenger, 2000). Gegenwartig wird postuliert, dass es

sich beim Sauerstoffsensor um ein Hämprotein
handeln könnte (Wanner et al., 2000). In der Zelle

bewirkt das Signal «Hypoxie» die Aktivierung des

sog. Hypoxie-induzierbaren Faktors-1 (HIF-l),der
in der Folge in den Zellkern transportiert wird
(Abb. 4). Einmal im Nukleus angelangt (Abb. 5),

bindet HIF-1 an eine spezifische Sequenz der

Hypoxie-regulierten Gene, an das sog. hypoxia-

response element (HRE). Die entsprechende

Basenpaarsequenz des HRE lautet: a/gCGTG
(Wenger and Gassmann, 1997; Camemsch et al.,

2001). Seit wenigen Jahren ist nun bekannt, dass

Sauerstoff-reguherte Gene ein oder mehrere

HREs besitzen. Die Bindung von HIF-1 an das

HRE fuhrt zur gezielten Ueberproduktion von
EPO, VEGF,Transferrin, Endothebn-1 und weiteren

Faktoren (siehe Wenger and Gassmann, 1997;

Camenisch et al., 2001), oder anders ausgedruckt:

HIF-1 ist der Dirigent, der das Zusammenspiel der

sauerstoffabhängigen Faktoren koordiniert, sobald

eine Hypoxie eintritt.

Charakterisierung von HIF-1

HIF-1 besteht aus den zwei Untereinheiten a und

ß, wobei die sauerstoffabhängige Expression sich

auf HIF-la beschränkt (Abb. 5). Die Klomerung

von HIF-lß zeigte, dass diese Untereinheit bereits

bekannt war und zwar als Heterodimerisierungs-

partner aryl hydrocarbon receptor nuclear translo-

cator (ARNT) des Dioxmrezeptors, auch als aryl

hydrocarbon receptor (AhR) bekannt (Wang et al.,

1995; Gassmann et al., 1997). Beide HIF-1
Untereinheiten gehören zur Familie der basic-hehx-

loop-helix (bHLH) Proteine, die eine sog. PAS-

Domäne besitzen.Werden nun Zellen einer Hypoxie

ausgesetzt (z. B. menschliche HeLa-Zellen bei

0.5% 02 für vier Stunden), so wandern beide

Untereinheiten einzeln in den Zellkern hinein,
heterodimerisieren dort (Chilov et al., 1999) und

binden als HIF-l-Komplex an das HRE. HRE ist,

wie oben erwähnt, die Sauerstoff- regulierende

Sequenz, die sich m unmittelbarer Nähe unserer

Zielgene EPO undVEGF befindet. Überrascht hat

die Tatsache, dass HIF-1 bei eintretendem

Sauerstoffmangel sofort, d.h. innert Sekunden, den

betreffenden Zellen zurVerfügung steht (Jewell et al.,

2001). Normalisiert sich die Sauerstoffzuführ,

verschwindet HIF-1 innerhalb von wenigen Minuten
wieder. Mehrere Untersuchungen haben gezeigt,
dass HIF-la nicht aufTranskriptionsebene reguliert

wird, sondern via Protemstabihsierung unter

hypoxischen Bedingungen. Dies bedeutet, dass

HIF-la konstitutiv exprimiert und unter nor-
moxischen Bedingungen gleich wieder abgebaut

wird (Huang et al, 1998; Salceda and Caro, 1997).

Ganz offensichtlich hat die Natur im Laufe der

Evolution einen energetisch aufwändigen Mechanismus

entwickelt, der eine sofortige Anpassung an

eine verminderte Sauerstoffzufuhr unserer Zellen

erlaubt.

HIF-1 a-defiziente Mausfeten sind
nicht lebensfähig

Wir haben das Mausgen, das für HIF-la kodiert,

kloniert (Wenger et al., 1997) und mit Hilfe der

gewonnenen Sequenzinformation eine sog.

Erhöhte Transkription
von:

• Erythropoietin
• Endothelin-1

-*•

HRE
A/GCGTG

Abbildung 5. HIF-1 besteht aus den Untereinheiten HIF-ltx und HIF-lß
ARNT. Die Heterodimerisierungfuhrt zur DNA-Bindung an die

HRE-Sequenz von Hypoxie-mduzierten Genen ARNT aryl hydrocarbon

receptor nuclear translocator, bHLH basic-helix-loop-helix
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knock-out Mauslime hergestellt. Die resultierten

homozygot HIF-la-defizienten Feten sind nicht

entwicklungsfähig und sterben intrauterin ab (Car-
meliet et al., 1998; Iyer et al., 1998; Ryan et al.,

1998). Diese Feten zeigen gravierende Herz- und

Hirnmissbildungen sowie ein fehlendes Blutgefass-

netz. Offensichtlich ist HIF-la ein nicht
redundanter, lebenswichtiger Faktor, der nicht durch

HIF-2a oder HIF-3a ersetzt werden kann. Diese

letzteren Faktoren werden, im Gegensatz zu HIF-

la, nicht ubiquitär exprinnert (Erna et al., 1997;

Gu et al., 1998). Zusammenfassend kann gesagt

werden, dass HIF-1 und indirekt der Sauerstoffpar-

tialdruck eine äusserst wichtige Funktion im sich

entwickelnden Fetus haben (Gassmann et al., 1996;

Bichet et al., 1999; Camggia et al. 2000).

Eine EPO-überexprimierende Maus
mit einem Hämatokrit von 80%

Abgesehen von der HIF-l-gesteuerten EPO-

Expression interessierte uns die Auswirkung

einer hohen EPO-Plasmakonzentration auf den

Gesamtorganismus. Zur Untersuchung der

Wirkung einer erhöhten Anzahl von Erythrozyten auf

die Blutgefässe diente eine transgene Maus, die

EPO uberexprinnerte. Das gewählte Transgen
enthielt die humane EPO cDNA, die konstitutiv vom
platelet-derived growth factor (PDGF) Promotor

exprimiert wurde (Ruschitzka et al., 2000).

Die transgenen Mause hatten im Vergleich zu

den normalen Kontrolltieren einen etwa 20-mal

erhöhten EPO-Gehalt im Blut. Dieser erhöhte

Gehalt führte zu einer massiv gesteigerten Produktion

von Erythrozyten, zu einerVerdoppelung des

Blutvolumens und zu einem Anstieg des Hämatokrits

von rund 42% auf etwa 80%. Trotz einer

Verdoppelung der Erythrozytenzahl und einem
Hämatokritwert von 80% verhielten sich diese

Mause die ersten neun Monaten unauffällig und

zeigten, trotz der hohen Blutviskositat, keine Erhöhung

des Blutdruckes und der Herzfrequenz (Wagner

et al., 2001). Offensichtlich ist die Maus in der

Lage, mit dieser extremen Blutviskositat zu leben.

Weitere Untersuchungen dieser Mäuse, die in enger

Zusammenarbeit mit der Kardiologie des Uni-
versitätsspitals Zurich erfolgte,ergabenjedoch, dass

die Blutgefässe stark diktiert und die Produktion
des körpereigenen, vasodilatierenden Gases

Stickstoffmonoxid (NO) m den endothelialen Zellen

stark erhöht waren (Ruschitzka et al., 2000). Nach

Behandlung dieser Mause mit L-NAME, einem

Inhibitor der NO-Synthase, stellte sich eine baldige

Hypertonie ein, die gefolgt war von einer kardialen

Dekompensation und demTod derTiere. Insgesamt

lieferten diese Beobachtungen den ersten Beweis,
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Abbildung 6 Schwimmleistungstest in EPO-uberexprmuerenden Mausen mit
hohem Hämatokrit im Vergleich zu wildtyp Geschwistertieren

dass NO eine schutzende Rolle im lebenden

Organismus ausübt. Weitere Experimente stehen

nun an, wie zum Beispiel das Testen verschiedener

blutdruckreguherender Medikamente, die

Quantifizierung der Endothehn-1 -Produktion, die

Untersuchung der Blutgerinnung sowie die Bestimmung

der Sauerstofftransportkapazität des Blutes.

Trotz hohem Hämatokrit schlechte
Leistung

Es lag auf der Hand, die «sportliche Leistung» der

transgenen Maus mit einem Hämatokrit von 80%

zu bestimmen. So wurde in Zusammenarbeit mit
dem Anatomischen Institut der Universität Zürich
die Schwimmgeschwindigkeit der Tiere zwei

Minuten lang mit Hilfe einer Digitalkamera auf-

genommmen. Im Vergleich zu den Wildtyp-Kon-
trollgeschwistern konnten die transgenen Tiere

wahrend 40 Sekunden die Schwimmgeschwindigkeit

aufrecht erhalten. Danach aber nahm die

Schwimmleistung rapide ab (Abb. 6), da - so

unsere Vermutungen — durch die Blutviskositat der

Transport in den Blutgefässen stark beeinträchtigt
wurde. Trotz der hohen Sauerstofftransportkapa-

zitat ist also die «sporthche Leistung» der Tiere

massiv eingeschränkt.

Was bedeutet diese
Grundlagenforschung für den Patienten?

Ein Herzinfarkt oder ein Hirnschlag entsteht, wenn
kleinere oder grossere Regionen der Herzmuskulatur

bzw. des Gehirns für eine bestimmte Zeit

ungenügend mit Sauerstoff versorgt werden

(Ischämie). Es wird versucht, bei Patienten nach

Herzinfarkt bzw. Hirnschlag die naturhche Reaktion

auf Sauerstoffmangel zu intensivieren, m dem

HIF-1 in die geschadigte Region eingebracht
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wird. Als Alternative zu HIF-1 werden andere

sauerstoffabhangige Faktoren eingesetzt wie
beispielsweise VEGF, das die Gefassneubildung

beschleunigt, oder EPO, das gemäss unseren

Forschungsdaten eine schutzende Funktion auf die

Gehirnzellen haben konnte (Digicaylioglu et al.,

1995, Marti et al., 1996, Wiessner et al 2001)

Therapeutische Ansätze aus der Grundlagenforschung

ergeben sich ebenfalls bei der Wund-

heilung Blutgefässe sind in der unmittelbaren

Umgebung der Wundrander beschädigt Zugabe

von HIF-1 oder VEGF konnte den Heilungspro-
zess beschleunigen. Dies ist bei schweren

Verletzungen, wie beispielsweise schweren Verbrennungen,

sehr wichtig Anders steht es mit kleineren

Wunden, bei denen das kosmetische Resultat im
Vordergrund steht Hier ware eher eine Verlangsamung

des Wundverschlusses erwünscht In einer
Zusammenarbeit mit dem Kmderspital Zurich

gehen wir gegenwartig der Frage nach, warum
Wunden bei einem Fetus narbenfrei verheilen, d. h

regenerieren, wahrend beim Erwachsenen diese

Regenerationsfahigkeit nicht mehr vorhanden ist

und es sonnt zur Narbenbildung konnnt Erste

Experimente lassen vermuten, dass die sauerstoff¬

arme Umgebung, m welcher sich der frühe Fetus

normalerweise entwickelt, eine wichtige Rolle

spielen konnte (Scheid et al, 2000). Gelingt es, diesen

Mechanismus zu entschlüsseln, oönen sich ganz

neue Ansätze zurWundbehandlung

Bei derTumorentstehung wird zur Zeit die Hypothese

getestet, ob die gezielte Zerstörung von HIF-
1 dasTumorwachstum verlangsamen oder gar stoppen

kann. Im Mausmodell konnte beobachtet werden,

dass Tumore, die kein HIF-1 produzieren,

markant langsamer wachsen als solche, die HIF-1
besitzen (Ryan et al., 1998; 2000).
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