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Ubersichtsarbeit

Sauerstoffmangel und Erythropoietin

M. Gassmann’

Physiologisches Institut der Universitat Zirich

Zusammenfassung

Sauerstoffmangel aktiviert gezielt die Expres-
sion von Erythropoietin (EPO) und anderen
Hypoxie-regulierten Genen. Die zellulire Ant-
wort wird {iber den Hypoxie-induzierbaren
Faktor-1 (HIF-1) gesteuert. Unkontrollierte
Ueberexpression von EPO fiihrt zu einem
Himatokritwert von 80%; transgene Maiuse
konnen sich an diese Polyglobulie anpassen.

Schliisselworter: Hypoxie — Erythropletm (EPO)
-HIF1 Polyglobuhe '

Sauerstoffmangel fiihrt zur Neu-
bildung von roten Blutkérperchen

Der in der eingeatmeten Luft vorhandene Sauer-
stoff ist eine Grundvoraussetzung flir die Bereit-
stellung von Energie in allen Zellen unseres Kor-
pers. Tritt ein Sauerstoffmangelzustand ein, bei-
spielsweise durch das Einatmen sauerstoffarmer
Luft im Hochgebirge oder durch unfallbedingten
Blutverlust, so ist unser Korper gewappnet: be-
stimmte Zellen in den Nieren produzieren grosse
Mengen des Hormons Erythropoietin (EPO), das
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Abbildung 1: Hypoxische Induktion von Erythropoietin (EPO) fiihrt zu einer
erhohten Erythropoiese. Fiir weitere Einzelheiten siche Text.

Reduced oxygenation va‘nd erythropoietin

Reduced oxygenation activates specific expreﬁ-
sion of erythropoietin (EPO) and other hypo-
xia-regulated genes. The cellular response to
hypoxia is mediated by the hypoxia-inducible
factor-1 (HIE-1). Unregulated overexpressio‘n
of EPO results in a hematocrit value of about
80%; transgenic m1ce were shown to adapt to
this. polyglobuha ‘ i

Key words: hypoxia — erythropmetm (EPO) -
HIF-1 - polyglobuha : i

ins Blut abgegeben wird.Via Blutbahn gelangt EPO
ins Knochenmark, der Produktionsstitte von Er-
ythrozyten, und kurbelt dort die Reifung der roten
Blutkérperchen (Erythropoiese) an (Abb. 1).

Die Funktion des in den Erythrozyten vorhande-
nen Himoglobins besteht darin, die eingeatmeten
Sauerstoffmolekiile zu binden und via Blutstrom
im Korper zu verteilen. Auf diese Weise werden die
Zellen im Korper letztlich mit Sauerstoff versorgt.
Dieser EPO-gesteuerte Mechanismus reguliert
den Himatokritwert, der beim Siugetier und
Mensch im Durchschnitt etwa 40-45% betrigt.
Dank Hohentraining kann ein Sportler kurz vor
dem Wettkampf seinen Hamatokritwert (legaler-
weise) erhohen, was zu einer hoheren Sauerstoff-
transportkapazitit des Blutes fithrt. Der gleiche
Mechanismus funktioniert auch bei Kiihen, Ziegen
und Schafen, die wihrend der Sommermonate
gealpt werden. In der Klinik wird EPO, eines der
ersten gentechnologisch hergestellten Medika-
mente, hiufig bei Patienten mit Blutverlust oder bei
solchen, die an Niereninsuffizienzen leiden (eigene
EPO-Produktion stark vermindert) eingesetzt.

Eisentransport, Blutdruck und
Gefassneubildung

Weniger bekannt ist die Tatsache, dass EPO nur
eine von vielen moglichen Faktoren darstellt, die

! Nach einem Vortrag gehalten am 21. Dezember 2000 anlisslich der Verleihung des Georg-Friedrich-G&tz-Forschungs-

preises der Medizinischen Fakultit der Universitit Ziirich.
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Abbildung 2: Sauerstoffmangel bewirkt einen erhéhten Gehalt an HIF-1, einem Transkriptionsfaktor, der die Synthese von beispielsweise
EPO, Tiansferrin, Endothelin-1 und vaskuldrem endothelialem Wachstumsfaktor kontrolliert. Eine ausfiihrliche Auflistung der HIF-1-
regulierten Gene findet sich in Wenger und Gassmann (1997) und Camenisch et al. (2001).

der Korper als unmittelbare Antwort auf Hypoxie
einsetzen kann (Bunn and Poyton, 1996; Wenger
and Gassmann, 1997; Wenger, 2000). Erwihnt sei
zum Beispiel das Transferrin (Abb. 2), das Eisen im
Blut transportiert. Eisen ist ein wichtiger Bestand-
teil des Himoglobins und muss daher bei der Pro-
duktion von neuen Erythrozyten zur Verfligung
gestellt werden. Es macht also Sinn, dass bei Sauer-
stoffmangel die Eisentransportkapazitit, d.h. die
Transferrinmenge, ebenfalls erhoht ist (Rolfs et al.,
1997). Ein weiterer Faktor, der durch Sauerstoff-
mangel erhoht wird, ist das Endothelin-1 (Abb. 2),
das den Blutdruck reguliert,indem es die Kontrak-
tion von Blutgefissen steuert (Camenisch et al.,
2001). So bewirkt eine erhohte Produktion von
Endothelin-1 eine Erhdhung des peripheren
Widerstandes, was zu einem Anstieg des Blut-
druckes flihrt. Ebenfalls unter Sauerstoffmangel
wird der vaskulire endotheliale Wachstumsfaktor
VEGF (vascular endothelial growth factor) re-
guliert, der in Endothelzellen produziert wird
(Ferrara, 1999).Tritt eine Hypoxie auf, fiihrt dieser
‘Wachstumsfaktor zur Entstehung von neuen Blut-
gefissen (Angiogenese). Dies ist wihrend des
ganzen Lebens von grosser Bedeutung, zum Bei-
spiel wihrend der embryonalen Entwicklung
(Blutgefissbildung in entstehenden Organen), bei
der Wundheilung (Ersatz der verletzten Blutge-
fisse) oder beim Wachstum von Tumoren. Ein
solider Tumor durchliuft wihrend seines Wachs-
tums einen Sauerstoffmangelzustand, der vor allem
im Zentrum des Tumors offensichtlich wird (Abb.
3). Um diesen Sauerstoffmangel auszugleichen,

wird VEGF von Tumorzellen hergestellt, was zu
einer Vaskularisierung des Tumors fiihrt und somit
dessen Versorgung mit Sauerstoft und Nihrstoffen
gewihrleistet (Garayoa et al., 2000). Mit anderen
Worten, der Tumor beniitzt die korpereigene
Strategie der Angiogenese zur Aufrechterhaltung
der eigenen Sauerstoff- und Nihrstoffzufuhr und
bewirkt damit sein Wachstum.

HIF-1: Der Dirigent der zelluldren
Antwort auf Sauerstoffmangel

Wie weiss eine Zelle, dass sie einem Sauerstoff-
mangel ausgesetzt ist? Alle Zellen unseres Korpers
besitzen einen noch unbekannten Sensor fiir
Sauerstoft, 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 in einem soliden Tumor. Der Sauerstoffpartial-

druck nimmt im Innern des Tumors ab.
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Abbildung 4: HIF-1 aktiviert spezifisch die Transkription der
Sauerstoff-regulierten Gene. Das Paradebeispiel eines solchen
Gens ist das Erythropoietin (EPO).

Wenger,2000). Gegenwirtig wird postuliert, dass es
sich beim Sauerstoffsensor um ein Himprotein
handeln kénnte (Wanner et al., 2000). In der Zelle
bewirkt das Signal «<Hypoxie» die Aktivierung des
sog. Hypoxie-induzierbaren Faktors-1 (HIF-1),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: 4/ ,CGTG
(Wenger and Gassmann, 1997; Camenisch et al.,
2001). Seit wenigen Jahren ist nun bekannt, dass
Sauerstoff-regulierte Gene ein oder mehrere
HREs besitzen. Die Bindung von HIF-1 an das
HRE fiihrt zur gezielten Ueberproduktion von
EPO, VEGE Transferrin, Endothelin-1 und weite-
ren Faktoren (siehe Wenger and Gassmann, 1997;
Camenisch et al., 2001), oder anders ausgedriickt:
HIF-1 ist der Dirigent, der das Zusammenspiel der
sauerstoffabhingigen Faktoren koordiniert, sobald

eine Hypoxie eintritt.

Charakterisierung von HIF-1

HIF-1 besteht aus den zwei Untereinheiten o und
B3, wobei die sauerstoffabhingige Expression sich
auf HIF-1a beschrinkt (Abb. 5). Die Klonierung
von HIF-1f zeigte, dass diese Untereinheit bereits
bekannt war und zwar als Heterodimerisierungs-
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partner aryl hydrocarbon receptor nuclear translo-
cator (ARNT) des Dioxinrezeptors, auch als aryl
hydrocarbon receptor (AhR) bekannt (Wang et al.,
1995; Gassmann et al., 1997). Beide HIF-1 Unter-
einheiten gehoren zur Familie der basic-helix-
loop-helix (bHLH) Proteine, die eine sog. PAS-
Domine besitzen. Werden nun Zellen einer Hypo-
xie ausgesetzt (z.B. menschliche HeLa-Zellen bei
0.5% O, fiir vier Stunden), so wandern beide
Untereinheiten einzeln in den Zellkern hinein,
heterodimerisieren dort (Chilov et al., 1999) und
binden als HIF-1-Komplex an das HRE. HRE ist,
wie oben erwihnt, die Sauerstoff- regulierende
Sequenz, die sich in unmittelbarer Nihe unserer
Zielgene EPO und VEGF befindet. Uberrascht hat
die Tatsache, dass HIF-1 bei eintretendem Sauer-
stoffmangel sofort, d.h. innert Sekunden, den be-
treffenden Zellen zurVerfligung steht (Jewell et al.,
2001). Normalisiert sich die Sauerstoffzufuhr, ver-
schwindet HIF-1 innerhalb von wenigen Minuten
wieder. Mehrere Untersuchungen haben gezeigt,
dass HIF-1a nicht auf Transkriptionsebene regu-
liert wird, sondern via Proteinstabilisierung unter
hypoxischen Bedingungen. Dies bedeutet, dass
HIF-1a 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 aufwindigen Mecha-
nismus entwickelt, der eine sofortige Anpassung an
eine verminderte Sauerstoffzufuhr unserer Zellen

erlaubt.

HIF-1«-defiziente Mausfeten sind
nicht lebensfahig

Wir haben das Mausgen, das fiir HIF-1a kodiert,
kloniert (Wenger et al., 1997) und mit Hilfe der

gewonnenen Sequenzinformation eine  sog.

Erhohte Transkription
von:

* Erythropoietin

* Endothelin-1

<
@0

HRE
A/GCGTG Nukleus

Abblldung 5

Abbildung 5: HIF-1 besteht aus den Untereinheiten HIF-1ce und HIF-13
= ARNT. Die Heterodimerisierung fiihrt zur DNA-Bindung an die
HRE-Sequenz von Hypoxie-induzierten Genen. ARNT aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator, LHLH basic-helix-loop-helix.
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knock-out Mauslinie hergestellt. Die resultierten
homozygot HIF-1a-defizienten Feten sind nicht
entwicklungsfihig 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 Blutgefiss-
netz. Offensichtlich ist HIF-1a ein nicht redun-
danter, lebenswichtiger Faktor, der nicht durch
HIF-2a oder HIF-3a ersetzt werden kann. Diese
letzteren Faktoren werden, im Gegensatz zu HIF-
1o, nicht ubiquitir exprimiert (Ema et al., 1997;
Gu et al., 1998). Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass HIF-1 und indirekt der Sauerstoffpar-
tialdruck eine dusserst wichtige Funktion im sich
entwickelnden Fetus haben (Gassmann et al., 1996;
Bichet et al., 1999; Caniggia et al. 2000).

Eine EPO-iiberexprimierende Maus
mit einem Hamatokrit von 80%

Abgesehen von der HIF-1-gesteuerten EPO-
Expression interessierte uns die Auswirkung
einer hohen EPO-Plasmakonzentration auf den
Gesamtorganismus. Zur Untersuchung der Wir-
kung einer erhéhten Anzahl von Erythrozyten auf
die Blutgefisse diente eine transgene Maus, die
EPO iiberexprimierte. Das gewihlte Transgen ent-
hielt die humane EPO cDNA, die konstitutiv vom
platelet-derived growth factor (PDGF) Promotor
exprimiert wurde (Ruschitzka et al., 2000).

Die transgenen Miuse hatten im Vergleich zu
den normalen Kontrolltieren einen etwa 20-mal
erhohten EPO-Gehalt im Blut. Dieser erhdhte
Gehalt fiihrte zu einer massiv gesteigerten Produk-
tion von Erythrozyten, zu einer Verdoppelung des
Blutvolumens und zu einem Anstieg des Himato-
krits von rund 42% auf etwa 80%. Trotz einer
Verdoppelung der Erythrozytenzahl und einem
Himatokritwert von 80% (!) verhielten sich diese
Miuse die ersten neun Monaten unauffillig und
zeigten, trotz der hohen Blutviskositit, keine Erho-
hung des Blutdruckes und der Herzfrequenz (Wag-
ner et al., 2001). Offensichtlich ist die Maus in der
Lage, mit dieser extremen Blutviskositit zu leben.
Weitere Untersuchungen dieser Miuse, die in en-
ger Zusammenarbeit mit der Kardiologie des Uni-
versititsspitals Ziirich erfolgte, ergaben jedoch, dass
die Blutgefisse stark dilatiert und die Produktion
des korpereigenen, vasodilatierenden Gases Stick-
stoffmonoxid (NO) in den endothelialen Zellen
stark erhoht waren (Ruschitzka et al., 2000). Nach
Behandlung dieser Miuse 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-iiberexprimierenden Mausen mit
hohem Himatokrit im Vergleich zu wildtyp Geschwistertieren.

dass NO eine schiitzende Rolle im lebenden
Organismus ausiibt. Weitere Experimente stehen
nun an, wie zum Beispiel das Testen verschiedener
blutdruckregulierender Medikamente, die Quan-
tifizierung der Endothelin-1-Produktion, die Un-
tersuchung der Blutgerinnung sowie die Bestim-
mung der Sauerstofftransportkapazitit des Blutes.

Trotz hohem Hamatokrit schlechte
Leistung

Es lag auf der Hand, die «sportliche Leistung» der
transgenen Maus mit einem Hamatokrit von 80%
zu bestimmen. So wurde in Zusammenarbeit mit
dem Anatomischen Institut der Universitit Ziirich
die Schwimmgeschwindigkeit der Tiere zwei
Minuten lang mit Hilfe einer Digitalkamera auf-
genommmen. Im Vergleich zu den Wildtyp-Kon-
trollgeschwistern konnten die transgenen Tiere
wihrend 40 Sekunden die Schwimmgeschwindig-
keit aufrecht erhalten. Danach aber nahm die
Schwimmleistung rapide ab (Abb. 6), da — so un-
sere Vermutungen — durch die Blutviskositit der
Transport in den Blutgefissen stark beeintrichtigt
wurde. Trotz der hohen Sauerstofttransportkapa-
zitit ist also die «sportliche Leistung» der Tiere

massiv eingeschrinkt.

Was bedeutet diese Grund-
lagenforschung fiir den Patienten?

Ein Herzinfarkt oder ein Hirnschlag entsteht, wenn
kleinere oder grossere Regionen der Herzmusku-
latur bzw. des Gehirns fiir eine bestimmte Zeit
ungentigend mit Sauerstoff versorgt werden
(Ischimie). Es wird versucht, bei Patienten nach
Herzinfarkt bzw. Hirnschlag die natiirliche Reak-
tion auf Sauerstoffmangel zu intensivieren, in dem
HIF-1 in die geschidigte Region eingebracht

Schweiz.Arch. Tierheilk. ©Verlag Hans Huber, Bern 2001
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wird. Als Alternative zu HIF-1 werden andere
sauerstoffabhingige Faktoren eingesetzt wie bei-
spielsweise VEGE das die Gefissneubildung be-
schleunigt, oder EPO, das gemiss unseren For-
schungsdaten eine schiitzende Funktion auf die
Gehirnzellen haben konnte (Digicaylioglu et al.,
1995; Marti et al., 1996; Wiessner et al. 2001).

Therapeutische Ansitze aus der Grundlagen-
forschung ergeben sich ebenfalls bei der Wund-
heilung. Blutgefisse sind in der unmittelbaren
Umgebung der Wundrinder beschidigt. Zugabe
von HIF-1 oder VEGF konnte den Heilungspro-
zess beschleunigen. Dies ist bei schweren Verlet-
zungen, wie beispielsweise schweren Verbrennun-
gen, sehr wichtig. Anders steht es mit kleineren
Wunden, bei denen das kosmetische Resultat im
Vordergrund steht. Hier wire eher eine Verlangsa-
mung des Wundverschlusses erwiinscht. In einer
Zusammenarbeit mit dem Kinderspital Ziirich
gehen wir gegenwirtig der Frage nach, warum
‘Wunden bei einem Fetus narbenfrei verheilen, d. h.
regenerieren, wahrend beim Erwachsenen diese
Regenerationsfihigkeit nicht mehr vorhanden ist
und es somit zur Narbenbildung kommt. Erste
Experimente lassen vermuten, dass die sauerstoft-

Literatur

Bichet S.,Wenger, R.H., Camenisch G., Rolfs A., Ehleben W., Por-
wol T., Acker H., Fandrey J., Bauer C., Gassmann M.: Oxygen
tension modulates (-globin switching in embryoid bodies.
FASEB J. 1999, 13: 285-295.

Bunn H.E, Poyton R.O.: Oxygen sensing and molecular
adaptation to hypoxia. Physiol. Rev. 1996, 76: 839-885.

Camenisch G., Stroka D.M., Gassmann M.,Wenger R.H. Atten-
uation of HIF-1 DNA-binding activity limits hypoxia-
inducible endothelin-1 expression. Eur. J. Physiol. 2001 (in
press).

Caniggia I., Mostachfi H., Winter J., Gassmann M., Lye S. J., Ku-
liszewski M., Post M.: Hypoxia-inducible factor-1 mediates
the biological effects of oxygen on human trophoblast diffe-
rentiation via TGF;.]. Clin. Invest 2000, 105: 577-587.

Carmeliet P, DorY., Herbert ]. M., Fukumura D., Brusselmans K.
Dewerchin M., Neeman M., Bono E, Abramovitch R., Maxwell
P, Koch C.J., Ratcliffe P, Moons L., Jain R.K., Collen D., Keshet
E.: Role of HIF-1( in hypoxia-mediated apoptosis, cell
proliferation and tumour angiogenesis. Nature 1998, 394:
485-490.

Chilov D., Camenisch G., Kvietikova 1., Ziegler U., Gassmann
M., Wenger R.H.: Induction and nuclear translocation of
hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1): heterodimerization with
ARNT is not necessary for nuclear accumulation of HIF-1a.
J- Cell Sci. 1999, 112: 1203-1212.

Digicaylioglu M., Bichet S., Marti H.H., Wenger R.H., Rivas
L.A., Bauer C., Gassmann M.: Localization of specific ery-
thropoietin binding sites at defined areas of the mouse brain.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 93: 2867—-2872.

Ema M., Taya S., Yokotani N., Sogawa K., Matsuda Y., Fujii-
KuriyamaY.: A novel bHLH-PAS factor with close sequence
similarity to hypoxia-inducible factor 1a regulates theVEGF

459

M. Gassmann, Band 143, Heft 9, September 2001, 455-460

arme Umgebung, in welcher sich der frithe Fetus
normalerweise entwickelt, eine wichtige Rolle
spielen konnte (Scheid et al., 2000). Gelingt es, die-
sen Mechanismus zu entschliisseln, 6ffnen sich ganz
neue Ansitze zur Wundbehandlung.

Bei der Tumorentstehung wird zur Zeit die Hypo-
these getestet, ob die gezielte Zerstérung von HIF-
1 das Tumorwachstum verlangsamen oder gar stop-
pen kann. Im Mausmodell konnte beobachtet wer-
den, 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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