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Einleitung

Erythropoietin (EPO) ist der hauptsichliche humo-
rale Regulator der Erythropoiese. Seine Wirkung beruht
auf der Stimulierung von Proliferation und Differenzie-
rung der erythroiden Vorlduferzellen im Knochenmark.
Seit der Entdeckung eines die Erythropoiese stimulie-
renden humoralen Faktors durch Carnot und Deflandre
im Jahr 1906 [I] war EPO etwa 70 Jahre lang ein schwer zu
erfassendes Hormon. Nicht nur die Molekularstruktur,
sondern auch die Regulierung und Art seiner Biogenese
waren Gegenstand von Mutmassungen. Um die Entste-
hung von EPO zu erkliren, wurden bisher drei Theorien
aufgestellt: Erstens, ein Plasmaenzym setzt EPO aus ei-
nem Vorldufermolekiil frei, das in der Niere gebildet wird
[2]: zweitens, ein renales Enzym spaltet EPO von einem
im Plasma vorhandenen Vorlidufer ab; drittens, EPO
wird direkt synthetisiert. Derzeit kennen wir die Moleku-
larstruktur des EPO [4-6], die Sequenz seiner mRNA
[6-8] sowie die Organe, welche mRNA fiir EPO enthalten
[9, 10]. Aufgrund dieser Informationen kann geschlossen
werden, dass die hauptsidchliche Produktionsstelle wiih-
rend der fetalen Periode die Leber ist [11] und dass die
Nieren beim Erwachsenen fast 90% des EPO produzieren
[12, 13]. Die physiologischen Mechanismen der EPO-Bil-
dung wihrend der Fetalzeit sind noch weitgehend unbe-
kannt. Deshalb wollen wir uns auf die renale EPO-Pro-
duktion konzentrieren und vor dem Hintergrund des
derzeit vorhandenen Wissens unsere eigenen Ergebnisse
darstellen und diskutieren.

' Deutsche Ubersetzung des Artikels von A. Kurtz, K.U. Eckardt,
L. Tannahill und C. Bauer. Regulation of Erythropoietin Produc-
tion. Contrib Nephrol 1988:66:1-16.

Material und Methoden

Versuchstiere

Miinnliche SIV-Ratten (250-280 g) oder ménnliche ICR-Méuse
(28-32 g) wurden fiir alle Versuche verwendet, ausser fiir die Unter-
suchungen des Einflusses der Polyzythiamie auf die EPO-Reaktion;
fiir diese Experimente wurden weibliche ICR-Miuse verwendet.

Normobare Hypoxie und funktionelle Andmie

Die Tiere wurden einer sauerstoffarmen (13,5: 10,5 oder 8% O,)
oder kohlenmonoxidhaltigen (0,1% CO) Atmosphéire ausgesetzt;
hierzu wurden Inkubatoren verwendet, die mit einer Mischung aus
normaler Luft und Stickstoff oder Kohlenmonoxid gefullt waren.

Versuche mit polvzythdmischen Tieren

Die Miuse wurden withrend einer 15tigigen Periode intermittie-
render (20-22 h/Tag) normobarer Hypoxie (7-8% O,) ausgesetzt
und auf diese Weise polyzythiimisch gemacht. Vier und zwolf Tage
spiter wurden Gruppen von je 5 polyzythimischen Tieren zusam-
men mit normozythimischen Kontrolltieren folgendermassen be-
handelt: (1) hypoxische Hypoxie (8% O,) wihrend 3 h oder (2)
Kohlenmonoxid (0,1%) wihrend 3 h oder (3) Kobaltchlorid (60 mg/
kg, s.c.) withrend 12 h. Danach wurden Blutproben zur Bestimmung
des Hiimatokrits und der EPO-Serumkonzentration entnommen.

Versuche mit Diuretika

Eines der folgenden vier Diuretika wurde den Méausen vorhypo-
xischer Belastung injiziert: Azetazolamid (25 mg/kg), Furosemid
(20 mg/kg), Hydrochlorthiazid (6 mg/kg) oder Amilorid (2 mg/kg).
Die natriuretische Wirkung dieser Substanzen wurde abgeschitzt,
indem der von je S Tieren innerhalb von 3 h ausgeschiedene Harn
gesammelt und die Na-Konzentration des Urins durch Flammen-
photometrie bestimmt wurde.

Hypobare Hypoxie bei Menschen

Sechs gesunde minnliche Freiwillige wurden S h lang einer
simulierten Hohe von 4000 m (0,61 atm) in einer Unterdruckkammer
ausgesetzt.

Bestimmung der EPO-Konzentration

Der Radioimmunotest (RIA) fiir EPO wurde wie beschrieben
durchgefiihrt [14], wobei Kaninchenantiserum gegen rekombinan-
tes humanes EPO (r-HuEPO) und jodiniertes rekombinantes EPO
als Tracer (Amersham Lab., England) eingesetzt wurden. Insgesamt
100 ul Probenvolumen plus 20 pl Rinderserumalbumin (30%) wur-
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den mit 100 ul Antiserum (1:90000) 24 h lang inkubiert. Danach
wurden 100 pl Tracer (8 x 10"mol/1'** I-EPO) beigegeben: nach
zusiitzlicher 24-stiindiger Inkubationszeit wurden die freien und
gebundenen Liganden mit Hilfe eines zweiten, prézipitierenden
Antikorpers getrennt.

Wegen der unterschiedlichen Immunoreaktivitidt von humanem
EPO einerseits und Miuse- bzw. Ratten-EPO andererseits mit dem
Antiserum wurden interne Standards von EPO fiir Méuse und
Ratten hergestellt: (1) das 2. Internationale Referenzpridparat (IRP)
von menschlichem EPO (WHO-Standard), und (2) EPO-reicher
Serumpool von Miusen bzw. Ratten (Abb. I). Der Serumpool wurde
von Tieren gewonnen, indem die Tiere 18 h lang normobarer Hypo-
xie ausgesetzt wurden. Die EPO-Konzentration dieser Serumpools
wurde anschliessend mit Hilfe des In-vivo-Bioassays mit polyzythi-
mischen Miusen (14, 15] unter Verwendung des 2. IRP geeicht.

Northern-Blot-Analyse

Die Gesamt-RNA wurde aus Nierenhomogenaten unter Ver-
wendung der Guanidin-Césiumchlorid-Methode extrahiert[16] und
mRNA wurde durch Oligo-(dT)-Zellulose-Chromatographie an-
gereichert [17]. Die mRNA-Proben (20 pug) wurden in Formamid/
Formaldehyd denaturiert und in 1,0% Agarose/Formaldehyd-Gel
elektrophoretisch getrennt.

Die mRNA wurde danach auf Nitrozellulose transferiert[18],2 h
lang im Heizkasten behandelt und mit humanem EPO-cDNA (1,2
Kilobasen) hybridisiert, welche mit o-**P-dCTP markiert worden
war. Die Nitrozellulose wurde dann gewaschen und autoradiogra-
phiert. Um allfillige Variationen in den Mengen des mRNA zu
erfassen, wurde die Nitrozellulose erneut mit einer markierten -
Tubulin-cDNA-Kontrolle rehybridisiert. Die Autoradiogramme
wurden mittels Densitometrie analysiert und die Ergebnisse als das
Verhiiltnis von EPO-mRNA/Tubulin-mRNA ausgedriickt.

Faktoren, welche die zirkulierenden
EPO-Konzentrationen beeinflussen

Es ist schon lange bekannt, dass die zirkulierenden
EPO-Konzentrationen im Serum unter verschiedenen
Bedingungen fallen oder steigen kénnen. Viele dieser
Bedingungen sind durch veridnderte Sauerstoffzufuhr in
die Gewebe charakterisiert. Andmie infolge von Blutver-
lust oder eine Unterfunktion des Knochenmarks ist der
starkste Stimulus fiir einen Anstieg des Serum-EPO [19],
mit einer exponentiellen Beziehung zwischen dem EPO-
Titer und dem Absinken des Hamatokrits [13]. Die Inha-
lation von Kohlenmonoxid, die eine funktionelle Ver-
minderung der Sauerstofftransportkapazitit bewirkt,
geht ebenfalls mit einem starken Anstieg der Serum-
EPO-Konzentration einher[20, 21]. Ferner beeinflusst die
Sauerstoffaffinitit des Hamoglobins die Serum-EPO-
konzentrationen, indem der Anstieg der Sauerstoffaffini-
tat zu einer Erh6hung des EPO-Titer fiihrt [22]. Ein weite-
rer wichtiger Stimulus fiir erhéhte EPO-Produktion ist
das Absinken der arteriellen Sauerstoffspannung, die
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Abb. 1. Die Kurven beim EPO-RIA zeigen Kreuzreaktivitit von
EPO mit Serum von Méusen und Ratten gegen ein Antiserum von
r-HuEPO. Die Gesamtmenge des durch Antikoérper ausfillbaren
1SI_.EPQ, in Abwesenheit von nichtmarkiertem EPO (B,), betrug
durchschnittlich 45% der zugesetzten Radioaktivitat. Das 2. IRP
entspricht der zweiten Internationalen Referenzpreparation fiir
menschliches EPO (WHO-Standard). Die gepoolten Serumproben
wurden ihrerseits im exhypoxischen Maus-assay gemessen.

entweder durch kardiopulmonale Storungen oder durch
eine Verminderung der Sauerstoffspannung im inspira-
torischen Gas verursacht wird. Umgekehrt geht ein An-
stieg in der Masse der roten Blutkorperchen - wie bei der
Polycythaemia vera — mit niedrigen EPO-Konzentratio-
nen einher [23, 24].

Neben den Veridnderungen der Sauerstoffzufuhr wird
die Produktion von EPO auch durch metabolische Fak-
toren beeinflusst. Hypophysektomie [25, 26] und Hunger
[13] fithren zu einer Verminderung der EPO-Bildung,
wihrend die Schilddriisenhormone [27] die EPO-Kon-
zentration im Serum erhohen. Schliesslich konnen zirku-
lierende EPO-Titer auch durch die Verabreichung von
Kobalt [28] erh6ht werden. Wihrend diese Stimulierung
durch Kobalt kein generelles regulatorisches Prinzip
(siehe unten) widerzuspiegeln scheint, konnen alle tbri-
gen Beobachtungen in dem Sinne zusammengefasst wer-
den, dass Zustinde mit verringerter Sauerstoffzufuhr
und Zustinde mit gesteigertem Sauerstoffbedarf mit er-
hohten Konzentrationen von zirkulierendem EPO ein-
hergehen, wihrend niedrigere EPO-Konzentrationen ty-
pisch sind fiir Zustinde mit héherer Sauerstoffzufuhr
oder geringerem Sauerstoffbedarf.

Es scheint also, dass die physiologische Rolle von
EPO darin besteht, die Bildung der roten Blutkdrperchen
dem Sauerstoffbedarf der Gewebe anzupassen.
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Tabelle I. Wirkung von Diuretika auf die durch Hypoxie induzierte Produktion von EPO

Acetazolamid

Furosemid Thiazid Amilorid

Angriffspunkt

proxtmaler Tubulus

Henle-Schleife distaler Tubulus Sammelrohr

Na*-Absorption im entsprechéhden Segment, ) 60 30 8 |

% der gefilterten Menge
Na*-Ausscheidung bei Behandlung mit Diuretika, 3 23 5 5

% der gefilterten Menge

K B K B K B K B

Serum-EPO als Reaktion auf 3 h 8% O,, mU/ml 309+17 348+26 265+18 317+23 314+60 300x27 23733 233+23
n o 20 1S 8 3% s s s 1S
Serum-EPO als Reaktion auf 3 h 0,1% CO, mU/ml 727+£92 58684 727+£92 702+£92 625+36 532+50 625+36 643+40
n 5 5 S 5 5 5 5 5

Die Anwendung diuretischer Substanzen ergab keine signifikante Verminderung der EPO-Reaktion. Die Wirkung von Azetazolamid
auf die Natriumabsorption im proximalen Tubulus ist jedoch wahrscheinlich zu schwach, um den Sauerstoffverbrauch in diesem
Tubulusabschnitt signifikant reduzieren zu kénnen. Die Natriumausscheidung unter Diuretika ist ausgedriickt in Relation zu der
Natriumausscheidung bei Kontrolltieren (46 umol/5 Tiere innerhalb von 3h). Dieser Wert entspricht zirka 1% des filtrierten Natriumange-

bots («Na load»). K= Kontrolle; B= Behandlung.

Der renale Sauerstoffsensor

Bis jetzt gibt es keinen Hinweis dafiir, dass die Halb-
wertszeit von EPO einer physiologischen Regulation un-
terliegt. Es kann daher angenommen werden, dass die
EPO-Konzentrationen im Plasma direkt die renale Se-
kretionsrate reflektieren, welche offenbar durch einen
Sauerstoffsensor kontrolliert wird, der seinerseits auf das
Verhiltnis zwischen Sauerstoffzufuhr und Sauerstoffbe-
darf anspricht. Es war zunéchst nicht klar, ob sich dieser
Sauerstoffsensor in der Niere selbst befindet; daher lag
es auf der Hand, die Rolle der klassischen Chemorezep-
toren in der Regulation der EPO-Produktion zu untersu-
chen. Es scheint jedoch, dass weder die Funktion der
Karotiskorperchen noch irgendein anderer neuraler In-
putin die Niere erforderlich ist, um die EPO-Synthese als
Reaktion auf Hypoxie zu steigern [29, 30]. Andererseits
kann die selektive Reduktion des renalen Blutstroms die
EPO-Bildung erhéhen [31-33]. Auch die isolierte perfun-
dierte Niere setzt nach Reduktion der Sauerstoffspan-
nung im Perfusat mehr EPO frei [34, 35]; renale Gewebe-
kulturen produzieren ebenfalls mehr EPO, nachdem sie
niedrigen Sauerstoffspannungen ausgesetzt wurden [36,
37]. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass der Sauerstoff-
sensor, welcher die EPO-Synthese kontrolliert, seinen
Sitz tatsdachlich in der Niere selbst hat.

Die Lokalisation dieses Sauerstoffsensors innerhalb
der Niere ist jedoch noch nicht bekannt. Aufgrund seiner

Funktion, d.h. der Ansprechbarkeit auf das Verhaltnis
zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf, sollte
der Sensor an Strukturen mit hohem Energiebedarf und
infolgedessen mit hohem Sauerstoffverbrauch gekoppelt
sein. Der Sauerstoffverbrauch der Niere wird vor allem
durch die Menge des pro Zeiteinheit resorbierten Na-
triums bestimmt [38]. Um die mogliche Lokalisierung des
Sauerstoffsensors einzuengen, untersuchten wir die Wir-
kung einer spezifischen Hemmung der Na-Reabsorption
auf die EPO-Produktion in verschiedenen Abschnitten
des Tubulussystems.

Zu diesem Zweck wurden Miuse vor Hypoxie mit
Diuretika mit unterschiedlichen tubuldren Angriffsorten
behandelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergege-
gen und zeigen, dass die wirksame Hemmung der Na-Re-
absorption im Sammelrohr, im distalen Tubulus, im Be-
reich der Macula densa und in der Henle-Schleife den
Einfluss der Hypoxie auf die EPO-Bildung nicht beein-
flusst. Bei diesen Versuchen war es jedoch nicht méglich,
die Na-Reabsorption im proximalen Tubulus in ausrei-
chendem Mass zu hemmen. Per exclusionem kann aus
diesem Ergebnis der Schluss gezogen werden, dass sich
der renale Sauerstoffsensor im Bereich des proximalen
Tubulus befinden muss. Neben der zellularen Lokalisie-
rung des sauerstoffempfindlichen Mechanismus wurde
auch der Zelltyp, welcher EPO produziert, noch nicht
einwandfrei identifiziert. Da EPO in den Zellen nicht
gespeichert wird, konnen diese nicht mit Hilfe von im-
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Abb. 2. Umgekehrte Korrelation zwischen Hamatokrit und Se-
rum-EPO-Konzentrationen als Reaktion auf ) Inhalation von Koh-
lenmonoxid wihrend 3 h, und 2) hypoxische Hypoxie wihrend 3 h.
Die Abbildung bezieht sich auf normale Tiere (Hdmatokrit: 53%)
sowie Tiere, die nach 4 oder 12 Tagen nach vorhergegangener
normobare 15tigiger Hypoxie untersucht wurden (Hidmatokrit:
748+ 1,5und 67,7+1,4%: X £SEM, n=12 bzw. ().

munhistochemischen Methoden identifiziert werden,
sondern nur durch den Nachweis von mRNA fiir EPO
mit der [n-situ-Hybridisierung sichtbar gemacht werden.
Neue Erkenntnisse deuten darauf hin, dass mRNA fiir
EPO in den Zellen der Nierenrinde in niachster Nihe des
proximalen Tubulus vorhanden ist (siehe nichstes Kapi-
tel). Diese Lokalisierung der EPO-produzierenden Zel-
len wiirde gut in das Konzept passen, dass dem proxima-
len Tubulus bei der «Erkennung» des Signals Sauer-
stoffmangel eine wichtige Rolle zukommt.

Bevor die Moglichkeiten diskutiert werden, auf wel-
che Weise der proximale Tubulus bei dieser Rezeptor-
funktion beteiligt sein konnte, miissen wir die Parameter
betrachten, die durch den Sauerstoffsensor erfasst wer-
den. Aus den obigen Darlegungen geht hervor, dass der
Sauerstoffsensor empfindlich ist auf 1) Zustinde, welche
sowohl den arteriellen als auch den vendsen pO, beein-
flussen (z.B. hypoxische Hypoxie) und 2) Zustinde mit
normalem arteriellem pO, und erniedrigtem venésem
pO>, z.B. bei der Anédmie. Es stellt sich daher die Frage,
ob der Sauerstoffsensor auch imstande ist, den arteriel-

len pO- zu registrieren. Abbildung 2 zeigt jedoch, dass
die Stimulierung der EPO-Produktion sowohl durch ar-
terielle Hypoxie als auch durch funktionelle Andmie
(Inhalation von Kohlenmonoxid) umgekehrt proportio-
nal zur Sauerstofftransportkapazitat des Blutes ist. Dies
deutet darauf hin, dass in beiden Zustinden eher der
vendse als der arterielle pO, die Bildung von EPO beein-
flusst.

Derzeit wissen wir nicht, ob die EPO-produzierenden
Zellen selbst die Funktion eines Sauerstoffsensors ha-
ben. Wenn dies der Fall ist, kbnnte die Funktion der
proximalen Tubuluszellen darin bestehen, den pO,inder
Umgebung der EPO-produzierenden Zellen auf vendse
Werte zu bringen. Dies wiirde eine passive Funktion der
proximalen Tubuluszellen bei der Sauerstoffregistrie-
rung darstellen. Wenn andererseits die EPO-produzie-
renden Zellen selbst keine Funktion als Sauerstoffsensor
haben, wire es wahrscheinlich, dass die proximalen tu-
buldren Zellen ein biochemisches Signal fiir Hypoxie
bilden, welches die Produktion von EPO in den nahege-
legenen Zellen auslost.

Zelluliire Regulation der EPO-Produktion
Es ist bekannt, dass die Nieren keine Speicher fiir

EPO enthalten [39, 40]. Uberdies zeigt ein Vergleich der
Nukleotidsequenz des EPO-Gens mit der Aminoséuren-
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Abb. 4. Zeitabhidngiger Anstieg der Serum-EPO-Konzentratio-
nen bei Menschen, Ratten und Miusen, als Reaktion auf verschie-
dene hypoxische Stimuli.

sequenz des Molekiils, dass EPO nicht als aktivierbarer
Vorldufer synthetisiert wird [5, 6]. Es gibt weitere Hin-
weise dafiir, dass EPO auf seinem Weg von der Synthese
zur Sekretion nicht in spezifische sekretorische Granula
sequestriert wird [R. Taugner, personl. Mitteilung]. Man
kann daher annehmen, dass die Sekretion von EPO
durch die Syntheserate reguliert wird. Diese wird wie-
derum bestimmt durch den Gehaltan EPO-mRNA in der
Niere und kann zusdtzlich durch Verdnderungen der
Translationsrate von EPO-mRNA moduliert werden.
Um festzustellen, ob Anderungen des Gehaltes an EPO-
mRNA eine signifikante Rolle fiir die Serumkonzentra-
tionen des Hormons spielen, wurde der Gehalt an EPO-
mRNA in der Rattenniere wihrend Hypoxie mit den
Serum-EPO-Konzentrationen verglichen (Abb. 3). Die
verwendete « Northern-Blot»-Technik ist nicht empfind-
lich genug, um die niedrigen mRNA-Spiegel zu erfassen,
welche bei normoxischen oder leicht hypoxischen Tieren
vorhanden sind. Bei schwerer Hypoxie wurde jedoch ein
linearer Anstieg des EPO-mRNA, parallel mit dem An-
stieg des Serum-EPO, beobachtet. Dies deutet darauf
hin, dass unter den von uns gewihlten Versuchsbedin-
gungen die Produktion von EPO direkt durch Verdnde-
rungen des EPO-mRNA-Gehalts reguliert wird.

Bevor wir die Mechanismen diskutieren, die zu einer
Aktivierung des EPO-Gens fithren kénnten, muss man
die Kinetik der EPO-Bildung nach Einsetzen des hypo-
xischen Stimulus in Betracht ziehen. In Ubereinstim-
mung mit fritheren Beobachtungen [41, 42] fanden wir,
dass die Zeit zwischen dem Einsetzen des hypoxischen
Stimulus und dem Anstieg des Serum-EPO zwischen 1|
und 1.5 hbetrug, und zwar unabhingig von der betrachte-
ten Spezies und der Art des hypoxischen Reizes (Abb. 4).
Diese Zeitspanne beinhaltet folgende Teilphasen: 1) Ver-
minderung der Sauerstoffspeicher im Korper; 2) Erken-
nung des Signals und Transduktion am Sauerstoffsensor;
3) Transkription des EPO-Gens und Translation von
EPO-mRNA, und 5) Translokation von EPO und Equili-
brierung des EPO-Verteilungsraums. Um den Zeitbedarf
fur die Aktivierung des Sauerstoffsensors abzuschitzen,
wurden Méuse fiir 5,15 oder 30 min einem hypoxischen
Stimulus ausgesetzt. Nach Absetzen des hypoxischen
Stimulus wurden die Tiere fiir weitere 3 h in normoxi-
scher Atmosphare belassen, bevor die Serum-EPO-Kon-
zentrationen bestimmt wurden. Die EPO-Konzentratio-
nen dnderten sich nach 5 und 15 min Hypoxie nicht,
stiegen jedoch signifikant nach 30 min (34,149 vs.
20,9 +£2,7mU/ml; p<0.001). Dies zeigte, dass die fiir die
Aktivierung des Sauerstoffsensors erforderliche Zeit-
spanne maximal 30 min betragt. Es ist derzeit noch nicht
bekannt, ob der Beginn der Gentranskription bereits in
dieser Zeitspanne enthalten ist; jedoch wurde 60 min
nach dem Einsetzen der Hypoxie ein deutlicher Anstieg
des EPO-mRNA nachgewiesen [43]. Somit scheinen fiir
die Synthese, die Freisetzung und die Verteilung von
EPO mindestens 30 min erforderlich zu sein.

Im folgenden werden die Mechanismen diskutiert,
durch welche ein pO»,-Abfall zu einer verstirkten Tran-
skription des EPO-Gens fithren konnen. Die Kenntnisse
iiber diesen Prozess sind immer noch sehr liickenhaft, da
die verfligbaren Zellkulturmodelle [36, 37, 44, 45] viel
geringere EPO-Mengen produzieren als eine intakte
Niere und es dariiber hinaus nicht sicher ist, ob diese
Zellkulturen auch von Zellen abstammen, welche unter
In-vivo-Bedingungen EPO produzieren.

Es kann jedoch angenommen werden, das der pO, die
Transkription des EPO-Gens nicht direkt reguliert, was
wiederum eine Signaltransduktion mit nachfolgender
Bildung von metabolischen « Botenmolekiilen» erforder-
lich macht. So kénnte z.B. eine Verdnderung des pO,
durch den Reduktionsgrad der sauerstoffabhéngigen
Enzyme, wie z.B. den Oxidasen, gemessen werden. Es
konnte aber auch sein, dass der pO, durch den Umsatz
energiereicher Nukleotide wie ATP erfasst wird. Wir
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Abb. 5. Serum-EPO-Konzentration 12 h nach subkutaner Be-
handlung normaler (Hdmatokrit: 49 +1%) und polyzythdmischer
(Hdmatokrit: 68 +2%) Mduse mit Kobaltchlorid. Die Tiere waren
zuvor 15 Tage lang normobarischer Hypoxie ausgesetzt worden
(X £SEM).

haben kiirzlich den Nachweis erbracht, dass ein Anstieg
des Energieverbrauchs in tubuldren Nierenzellen zum
Anstieg des Quotienten ADP/ATP an denjenigen Plas-
mamembranen fiihrt, an denen die Na/K-ATPase lokali-
siert ist [46]). Als Ergebnis dieses lokalen Abfalls der
ATP-Konzentration wird die Reazylierung der Arachi-
donsdure vermindert, was zu einer verstirkten Freiset-
zung von Prostaglandinen fithrt. Ferner wurden unter
diesen Versuchsbedingungen die Schliisselenzyme der
Glykolyse stimuliert und somit die Laktatbildung gestei-
gert. So werden im Falle eines Missverhiltnisses zwi-
schen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf zwei ver-
schiedene Substanzen - Prostaglandin und Laktat - frei-
gesetzt, die Botenmolekiile fiir Sauerstoffmangel darstel-
len konnten. Unter denjenigen biochemischen Pa-
rametern, die eine Hypoxiereaktion vermitteln kénnten,
werden die Prostaglandine als ernsthafte Kandidaten
betrachtet. Dies beruht auf folgenden Erkenntnissen: 1)
verschiedene Gewebe, einschliesslich der Nieren, setzen
auf Hypoxie hin mehr Prostaglandine frei [47, 48]; 2) die
Prestaglandine konnen die Bildung von EPO in der Nie-
re [49, 50] und in Zellkulturen [51] stimulieren, und 3) die
Hemmung der Prostaglandinbildung hemmt die durch
O,-Mangel induzierte Bildung von EPO in vivo [21, 52,
53]

Wie konnten die Prostaglandine die verstdrkte Tran-
skription des EPO-Gens zustande bringen? Ein zweiter
«Botenstoff», der bei der Signaliibermittlung beteiligt
sein konnte, ist cAMP, da gezeigt wurde, dass Aktivato-
ren der Adenylatzyklase, einschliesslich der Prostaglan-

dine, die Produktion von EPO in vivo und in vitro stimu-
lieren [44, 51, 54].

Ein weiterer, gut bekannter - wenn auch geheimnis-
voller — Stimulator der EPO-Produktion ist Kobalt. Es
wurde nachgewiesen, dass Kobaltbehandlung zu einem
signifikanten Anstieg der renalen EPO-mRNA fiihrt [10,
43]. Wie Abbildung § zeigt, wird die stimulierende Wir-

x
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\

kung von Kobalt durch die erhéhte Transportkapazitit

des Blutes fiir Sauerstoff nicht vermindert, was darauf
hindeutet, dass Kobalt an einer Stelle wirkt, welche «di-
stal» zum Sauerstoffsensor liegt. Im Gegensatz zur hyp-
oxieinduzierten EPO-Produktion wird die durch Kobalt
stimulierte EPO-Produktion durch Hemmung der Pro-
staglandinsynthese nicht abgeschwécht [21]; dies unter-
stlitzt die Annahme, dass Kobalt keine Wirkung auf die
frithen Phasen dersauerstoffabhingigen Reaktionen hat.
In allen bisher untersuchten Geweben erwies sich Kobalt
als Hemmer des Kalziumeinstroms in die Zelle [S5). Man
kann deshalb annehmen, dass Kobalt seine Wirkung
ausiibt, indem es das Einfliessen von Kalzium in die
EPO-produzierenden Zelien blockiert. Tatsdchlich erho-
hen die Kalziumblocker Verapamil und Diltiazem sowie
ein Medium mit niedrigem Kalziumgehalt die Sekretion
von EPO in einer Kultur von renalen Krebszellen [45].
Diese Aussage wird gestitzt durch In-vivo-Studien, in

.denen nachgewiesen wurde, dass Verapamil die Wirkung

von Hypoxie auf die EPO-Produktion beschleunigt [56,
sowie eigene unverdffentl. Daten]. In diesem Zusammen-
hang ist von Interesse, dass ein Anstieg der cAMP-Kon-
zentration zu einem Abfall der intrazelluldren Kalzium-
konzentration in verschiedenen Geweben fiithrt: der Ein-
tritt von Kalzium durch die Zellmembran wird gehemmt.
Dies legt die Annahme nahe, dass das EPO-Gen norma-
lerweise unter dem hemmenden Einfluss eines Prozesses
steht, der von Kalziumcalmodulin abhingt. Eine Sen-
kung der intrazelluliren Kalziumkonzentration durch
physiologische oder pharmakologische Mittel (Verapa-
mil, Kobalt) wédre dann das stimulierende Signal fiir die
Produktion von EPO.

Zusammenfassung

Die renale Ausscheidung von EPO wird durch einen Sauerstoff-
sensor kontrolliert, der imstande ist, Verdnderungen im Verhiltnis
zwischen Sauerstoffzufuhr und Sauerstoffbedarf in der Niere fest-
zustellen. Der Sensormechanismus hingt wahrscheinlich mit der
proximalen tubulidren Funktion zusammen und ist von Verdnde-
rungen im vendsen pO- abhidngig. Die Aktivierung des Sauerstoff-
sensors durch akute Hypoxie erfordert ungefihr 30 min Zeit und
fiihrt zum Anstieg der Serum-EPO-Konzentrationen innerhalb von
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60-90 min nach dem Einsetzen der Hypoxie. Dieser Anstieg der
EPO-Gehalte scheint direkt proportional zu sein zu der Anreiche-
rung von EPO-mRNA inden Nieren. Einzelheiten iiber den Mecha-
nismus, der das Absinken des p0, mit gesteigerter EPO-Genaktivi-
tit verbindet, sind noch unklar. Indirekte Hinweise deuten darauf
hin, dass eine Verminderung des intrazelluliren Kalziums, die
durch Pharmaka (Kobalt, Ca-Antagonisten) oder durch erhohte
cAMP-Spiegel hervorgerufen wird, eine wichtige Rolle spielen
kdnnte.

Regulation of Erythropoietin

The main regulatory hormone for the control of erythropoiesis is
erythropoietin (EPO). This glycoprotein has a molecular weight of
34,000 daltons, about 40% of which is represented by carbohydrates.
EPO leads to an enhanced mitosis and differentiation of erythroid
precursors (colony-forming unit erythroid) in the bone marrow by
binding to specific receptors. The major stimulus for EPO formation
in the kidney is hypoxia. The tubular parts that are intimately
involved in this O,-sensing mechanism are the proximal tubular
cells as can be inferred from the use of site-specific transport
inhibitors. The minimal time necessary for a hypoxic signal to
induce EPO formation was found to be 30 min, including wash out
of oxygen stores. activation of the EPO gene and equilibration of the
EPO distribution space. About [.5 h after the onset of hypoxia, EPO
mRNA was found to accumulate in the kidney, thus pointing toward
the possibility of an oxygen-regulated transcription or oxygen-de-
pendent regulation of the stability of EPO mRNA. Possibly, a
decrease in the intracellular calcium concentration is involved in
this signalling process.
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