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Missbrauch der physiologischen Antwort
auf Sauerstoffmangel im Gewebe —
Gefahr durch Gen-Doping mit
dem Hypoxie-induzierbaren Faktor 1 (HIF-1)?

Joachim Fandrey

Fast 100 Jahre sind seit der Erstbeschreibung einer Substanz vergangen, die im Serum von
Tieren nach einer starken Blutung gefunden wurde, und die in der Lage war, die Himato-
poese zu aktivieren (CARNOT/DEFLANDRE 1906). Diese ersten Untersuchungen, publi-
ziert 1906 in den Comptes rendus de I'Académie des Sciences Paris, begriindeten die For-
schung iiber die Struktur, die Bildung und die Funktion des Hormons Erythropoietin
(JELKMANN 1992). Zwar hat die Erfolgsgeschichte der Erforschung des Erythropoietins
durch die Identifikation und Klonierung des Gens 1985 durch LIN et al. (1985) und die
unmittelbar danach einsetzende gentechnische Herstellung und Zulassung des rekombi-
nanten Hormons als Therapeutikum zunéchst der renalen Andmie ihren Hohepunkt erreicht
(SPIVAK 2001; GOODNOUGH 2001), jedoch liegt vieles zur Physiologie der Regulation
immer noch im Dunkeln. Die Bildung von Erythropoietin steigt exponentiell, wenn die
Sauerstoftkapazitit des Blutes abnimmt (JELKMANN 1992; FANDREY/BUNN 1993).
Jedoch gibt es keine Struktur, die die Sauerstoffkapazitit oder gar die Erythrozytenzahl
bestimmt, sondern die Oxygenierung der Gewebe, damit der Gewebs-pO,, ist der entschei-
dende Faktor in der Kontrolle der Expression des Erythropoietingens. Bei Absinken des
Gewebs-pO, wird die Expression des Gens fiir Erythropoietin — beim Erwachsenen zum
groBten Teil in den Nieren und zum geringeren Teil in der Leber — gesteigert und das Pro-
tein vermehrt in Zirkulation abgegeben. Weil der pO, die entscheidende SteuergrdBe ist,
wird sowohl in vitro bei vermindertem pO, im Inkubationsgas als auch beim Menschen bei
Verminderung des inspiratorischen pO,, etwa bei Hohenaufent-halt, die Erythropoietinbil-
dung ebenfalls gesteigert JELKMANN 1992).

Erythropoietin ist das Schliisselhormon in der Vermehrung und Reifung erythrozytir
determinierter Vorlduferzellen im Knochenmark. Unter der Wirkung von Erythropoietin
steigen die Erythrozytenzahl und die Hdmoglobinkonzentration des Blutes (SPIVAK
2001). In diesem Sinne sorgt Erythropoietin bei Andmie fiir eine Wiederherstellung der
verminderten Sauerstoftkapazitdt bzw. erhoht kompensatorisch dieselbe bei einem Absin-
ken des inspiratorischen pO,. Diese physiologische Zunahme der Sauerstoffkapazitét bei
Hohenaufenthalt wird u.a. beim Hohentraining fiir Athleten genutzt. So war es zu ver-
muten, dass unmittelbar nach Aufkldrung des Mechanismus und Verfiigbarkeit des rekom-
binanten Hormons auch der Missbrauch in Form des Dopings von Bedeutung sein wiirde
(SPIVAK 2001).
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Neben diesem unmittelbar verbesserten Verstindnis der Kontrolle der Erythrozytenbildung
ist Erythropoietin aber das Paradigma fiir Hypoxie-induzierbare Gene geworden (BUNN et
al. 1998). Die Aufklirung des Mechanismus, durch den unter Sauerstoffmangel im
Gewebe, wo normalerweise die Gesamtsynthese an Proteinen um 60-75% abnimmt, die
Bildung von Erythropoietin dagegen jedoch mehrere 100-fach gesteigert wird, hat iiber die
letzten fast 15 Jahre die Forschung zur Hypoxie-induzierbaren Genexpression allgemein
stimuliert (SEMENZA 1999). Zunichst war es notwendig, das komplexe System des
Gesamtorganismus auf ein zelluldres Modell zu reduzieren. Dies gelang mit der Isolation
von zwei Hepatomzelllinien (GOLDBERG et al. 1987), deren Antwortverhalten auf
Hypoxie mit einer Steigerung des sezernierten Erythropoietins in idealer Weise der in
vivo-Situation gleich kam (Abbildung 1).
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Abb. 1:  Steigerung der Bildung von Erythropoietin in Ratten, die fiir sechs Stunden
Atemgasen mit vermindertem pO, ausgesetzt waren und eine exponentielle Zu-
nahme der Expression des Erythropoietingens in den Nieren (Daten nicht
gezeigt) und nachfolgend des Proteins im Serum zeigten (linke Bildhilfte). Die
humanen Hepatomzellen HepG2 zeigen ein sehr dhnliches Verhalten (rechter
Bildabschnitt), wenn der pO, perizelluldr abgesenkt wird. Auch hier geht der
gesteigerten Sekretion von Erythropoietin in den Kulturiiberstand eine exponen-
tielle Zunahme der Expresson des Gens voraus (Daten nicht gezeigt)
(FANDREY/BUNN 1993).

Voraussetzung fiir derartige Untersuchungen war allerdings eine genaue Kenntnis der Sau-
erstoffversorgungsbedingungen in der Zellkultur, die initial zunédchst vernachldssigt wur-
den. Messungen des perizelluldren pO, erlaubten dann jedoch die exakte Kontrolle der
Versuchsbedingungen und die Etablierung von zelluldren Modellen zur Untersuchung der
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molekularen Mechanismen (WOLFF, FANDREY und JELKMANN 1993; METZEN,
WOLFF, FANDREY und JELKMANN 1995 ). In einer iiberzeugenden Serie von Unter-
suchungen an verschieden groBen DNA-Abschnitten aus den regulatorischen Bereichen
des Erythropoietingens gelang es Gregg Semenza (Johns Hopkins University, Baltimore)
die regulatorischen DNA-Abschnitte, die fiir die Hypoxie-induzierbare Induktion des
Erythropoietingens verantwortlich waren, einzugrenzen (SEMENZA et al. 1991;
SEMENZA/WANG 1992). Daraufhin lief3 sich ein 120-Basen-Paar langer Abschnitt hinter
dem Erythropoietingen als Hypoxie-induzierbarer Enhancer identifizieren, der mit dem vor
dem Erythropoietingen liegenden Promotor interagierte und so eine bis zu mehrere 100-
fach gesteigerte Expression unter Sauerstoffmangelbedingungen erlaubte (BLANCHARD
et al. 1992; WANG/SEMENZA 1993). Von groBem Interesse — und bisher nicht endgiiltig
geklart — sind zusidtzliche DNA-Abschnitte, die eine gewebespezifische Expression des
Erythropoietingens erlauben (EBERT/BUNN 1999). Denn wéhrend der Fetalzeit wird
beim Menschen Erythropoietin zu mehr als 80% in der Leber exprimiert, und erst nach der
Geburt wird die Bildung in die Nieren verlagert (DAME et al. 1998). Obwohl die DNA-
Abschnitte, die fiir die gewebespezifische Expression des Erythropoietingens bisher nicht
restlos identifiziert werden konnten, gelang es mit Kenntnis der regulatorischen DNA-Ab-
schnitte die daran bindenden Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die unter Hypoxie
die gesteigerte Expression des Erythropoietingens bewirken. 1995 gelang SEMENZA und
Mitarbeitern die Identifizierung des Hypoxie-induzierbaren Faktor-1 (HIF-1), der an die
DNA im Bereich des Enhancers des Erythropoietingens bindet und verantwortlich ist fiir
die Hypoxie-induzierbare Expression (SEMANZA et al. 1991; WANG et al. 1995). Sehr
schnell wurde gefunden, dass HIF-1 eine Vielzahl Hypoxie-induzierbarer Gene reguliert
und dabei an eine auch liber Speziesgrenzen hinweg gut konservierte Abfolge von Nukle-
otiden in der DNA der entsprechenden regulatorischen Einheiten dieser Gene bindet
(MAXWELL/PUGH/RATCLIFFE 1993). Ein spannender Wettlauf entwickelte sich um
die Identifizierung der Mechanismen, die zu einer vermehrten Verfligbarkeit des
Transkriptionsfaktor-Komplexes HIF-1 unter Hypoxie flihren. Zunichst wurde gefunden,
dass die a-Untereinheit von HIF-1 sauerstoffsensibel ist, wihrend die B-Untereinheit kon-
stitutiv im Kern vorhanden ist. Es stellte sich heraus, dass unter Sauerstoffmangel die
Untereinheit HIF-1 o stabilisiert wird und nicht, wie unter hohem pO, {iblich, iiber das
Proteasomen-System abgebaut wird (SALCEDA/CARO 1997; HUANG et al. 1998). Eine
posttranslationale Modifizierung durch Hydroxylierung von Prolinresten in der o-Unter-
einheit an den Positionen 402 und 564 durch Prolylhydroxylasen markiert das Protein fiir
eine Erkennung durch das von Hippel-Lindau-Protein, das eine Ubiquitinierung der o-
Untereinheit initiiert und damit die Degradation durch die Proteasomen einleitet (LANDO
et al. 2002; EPSTEIN et al. 2001). Unter Sauerstoffmangel sistiert die Aktivitét der Pro-
lylhydroxylasen und erméglicht auf diesem Wege, dass HIF-1a in der Zelle akkumuliert, in
den Kern zu transloziert wird und mit HIF-1 als aktiver Komplex die Expression Hypo-
xie-induzierbarer Gene steigert. Neben dieser Regulation der Verfiigbarkeit der o-
Untereinheit von HIF-1 fiihrt ein weiterer Hypoxie-abhingiger Schritt zur Kontrolle der
Funktion dieses wichtigen Transkriptionsfaktors. Am C-terminalen Ende des HIF-1a-Pro-
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teins an der Position 803 wird die Aminosdure Asparagin ebenfalls in Abhdngigkeit von
pO; hydroxyliert (LANDO et al. 2002). Auch dieses Enzym ist pO,-abhingig und hydro-
xyliert nur bei ausreichend verfiigbarem Sauerstoff die Aminosdure Asparagin an dieser
Position. Hydroxyliertes Asparagin ist jedoch nicht in der Lage, weitere Koaktivatoren der
Genexpression zu binden und damit fiir den Transkriptionskomplex zu rekrutieren. Wih-
rend derzeit die molekularen Feinheiten der pO,-abhingigen Aktivierung und
Akkumulation von HIF-1a untersucht werden, ist die Bedeutung von HIF-1a fiir das Ver-
stindnis der normalen Hypoxie-Adaptation, aber auch der Tumorbiologie, von eminenter
Wichtigkeit geworden (SEMENZA 2000). Dariiber hinaus spielt HIF-1 eine Rolle im
Training des menschlichen Skelettmuskels. In einer Arbeitsgruppe vom Karolinska Institut
in Stockholm wurde berichtet, dass gesunde ménnliche Versuchspersonen nach einer 45-
miniitigen Ubung, in der die Kniestrecker aktiviert wurden, in Biopsaten aus dem Muskel-
gewebe vermehrt HIF-1a-Protein aufwiesen. Dieses HIF-1a war im Kern der isolierten
Zellen zu finden, war biologisch aktiv und erhohte die mRNA des GefaBBwachstumstaktors
VEGF (= Vascular Endothelial Growth Factor), eines klassischen Ziel-Gens unter der
Kontrolle von HIF-1. Daraus léasst sich schlieen, dass bereits beim physiologischen Trai-
ning der Transkriptionsfaktor-Komplex HIF-1 im Muskel des gesunden Sportlers aktiviert
wird. Dieser ,,normalen Aktivierung” steht der pathologische Sauerstoffmangel bei ischa-
mischer Gefalerkrankung gegeniiber. Auch hier wird vermehrt HIF-1 exprimiert, jedoch
scheint sich die Vermutung zu bestitigen, dass die HIF-1-abhingigen Gene nicht in ausrei-
chendem MaBe aktiviert werden, um beispielsweise durch Neoangiogenese im ischami-
schen Gewebe eine Minderversorgung zu verhindern. Aus diesem Grund hat man einen
gentherapeutischen Ansatz unternommen, indem ein konstitutiv aktives HIF-1a-Protein,
das durch Fusion mit einem viralen Aktivator (VP16) entstanden ist, als nackte DNA in
das Gewebe eingebracht wird und dort vermehrt zur Expression eines HIF-1o/VP16-
Hybrids fiihrt (VINCENT et al. 2000). Diese von VINCENT et al. (2000) durchgefiihrten
Experimente zeigten, dass der vermehrte und konstitutiv nachweisbare HIF-1o/VP16-
Gehalt zu einer Zunahme der VEGF-Expression in Glioblastomzellen und zu einer ver-
mehrten Erythropoietinexpression in Hepatomzellen fithrte. Wurde dieses Genkonstrukt in
vivo im Kaninchen eingesetzt, so zeigte sich eine Zunahme der Gefadichte, die ver-
gleichbar war mit der gentherapeutischen Behandlung mit einem Plasmid mit humanem
VEGF. Sehr eindrucksvoll konnten die Untersucher in der mitttels Kontrastmittel ver-
stairkten Darstellung der Gefdfle in einem experimentell ischdmischen Hinterlauf des
Kaninchens zeigen, dass sowohl die Therapie mit VEGF DNA als auch mit dem HIF-
la/VP16-Hybrid zu einer signifikanten Erhéhung der Revaskularisation in vivo fiihrte
(Abbildung 2). Mit diesen Experimenten lie sich zeigen, dass zumindest im Tierexperi-
ment im kiinstlich erzeugten ischdmischen Hinterlauf durch das Einbringen von nackter
HIF-1a/VP16-Hybrid DNA eine vermehrte Vaskularisierung erreicht werden kann. Dieser
Ansatz, primdr zur therapeutischen Verwendung bei ischidmischer Mangelversorgung bei
Patienten mit GefaBerkrankungen gedacht, muss sicherlich in nichster Zukunft beriick-
sichtigt werden, wenn es um den Missbrauch von gentherapeutischen Ansétzen im Sinne
eines Gen-Dopings gehen wird.
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Die Detektion solcher Methoden wird sehr schwierig sein, da im Prinzip nur eine Auf-
arbeitung des Gewebes von in diesem Gebiet hochst kompetenten Wissenschaftlern mogli-
cherweise den Nachweis eines derartigen Gen-Konstrukts erlaubt. Zudem wird sich die
Suche als sehr komplex erweisen, wenn nicht exakt bekannt ist, um welche DNA-
Abschnitte es sich handelt. Selbst bei deren Kenntnis wird der Nachweis von Gen-Doping
ausschlieBlich invasiv moglich sein und die Mitarbeit hoch spezialisierter Labors erfor-
dern. Der Nachweis wird zeitlich und finanziell extrem aufwindig und nur in Gewebepro-
ben, nicht aber in Blutproben mdglich sein. Allerdings ist der Nachweis nicht unmdoglich,
da die Expression eines HIF-1/Hybrides immer grundsétzlich von der physiologischen
Antwort der Gewebe auf Sauerstoffmangel abweichen wird. Gerade das Vorhandensein
verschiedener natiirlich vorkommender Spleiflvarianten von HIF-1a, was manche experi-
mentelle Untersuchungen erschwert, konnte in diesem Falle sehr hilfreich sein. Denn nur
das Gesamtbild der Expression verschiedener Isoformen ist charakteristisch fiir eine durch
Hypoxie induzierte physiologische Antwort, wihrend selektive Uberexpression einzelner
HIF-1a-Formen eher den Missbrauch im Sinne eines Gen-Dopings nahe legt.
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