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Wie sich Hirnzellen gegen Sauerstoffmangel wehren
Herrn Professor Samuel Mitja Rapoport in memoriam
Vortrag vor dem Plenum der Leibniz-Sozietät am 16.9.2004

Patienten, die an einem chronischen Nierenversagen leiden und deshalb dialysepflichtig sind, leiden
oft an einer schweren Anämie und müssen deshalb mit rekombinantem, humanem Erythropoietin
(rHuEpo) behandelt werden. Nun haben die Kliniker, welche diese Patientengruppe behandelt haben,
oftmals eine signifikante geistige Aufhellung ihrer Patienten beobachtet, ohne dass man genau wus-
ste, ob diese Verbesserung der geistigen Leistungsfähigkeit auf eine Erhöhung der Erythrozytenzahl
(und damit der Sauerstofftransportkapazität im Blut) oder auf eine direkte Wirkung von rHuEpo im
Gehirn zurückzuführen sei.

Was hat es mit dem Epo auf sich?

Zunächst zur Ausgangslage: Erythropoietin (Epo) ist ein Glykoproteinhormon, das von interstitiellen
Zellen in der Niere beim Erwachsenen gebildet wird und im Knochenmark die Bildung von erythro-
iden Vorläuferzellen „befeuert“. Die erythroiden Vorläuferzellen bestehen aus zwei zellulären Ein-
heiten, den „Burst Forming Units - Erythroid“ (BFU-E) sowie den „Colony Forming Units-Erythroid
(CFU-E). Diese beiden zellulären Einheiten unterscheiden sich bezüglich ihrer „Ansprechbarkeit“ be-
züglich Epo: die BFU-Es stellen eine zelluläre Frühform in der erythroiden Differenzierung dar. Sie
tragen nur eine geringe Anzahl von Rezeptoren für Epo (Epo-R) auf ihrer zellulären Oberfläche und
die Rezeptoren sind auch bezüglich ihrer intrazellulären Signalübermittlung viel unempfindlicher als
diejenigen der CFU-Es (Koury and Bondurant, 2002; De Maria et al., 1999). Die CFU-Es wiederum
sind mit Epo-Rezeptoren bestens ausgestattet und freuen sich nur darauf, mit Epo zu reagieren. Was
geschieht in diesen erythroiden Vorläuferzellen, wenn sie mit ihren Rezeptoren die von der Niere ge-
lieferten Epo-Moleküle einfangen? In diesem Moment wird innerhalb der CFU-Es ein Programm in
Gang gesetzt, das den programmierten Zelltod, die so genannte „Apoptose“ hemmt (Gregory et al,
1999). 

Was muss man sich unter dem Begriff „Apoptose“ genauer vorstellen? Der Begriff wurde 1972
von Kerr, Wyllie und Currie geprägt und bedeutet so viel wie „Abfallen“ (vom Präfix „apo“ mit der
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Bedeutung von: „weg“, „ab“ und „ptosis“, das Fallen). In der Zellbiologie wird dieser Begriff des „Ab-
fallens“ auch mit „programmiertem Zelltod“ beschrieben, der für die Entwicklung und Erhaltung viel-
zelliger Organismen wichtig ist. Die Apoptose stellt ein genau kontrolliertes Ereignis dar, wo in
Zellen, welche planmässig entfernt werden sollen, die DNA im Zellkern in Bruchstücke zerlegt wird
und die betroffenen Zellen danach absterben.

Die Apoptose ist ein Energie verbrauchender Prozess, der durch spezifische Gene kontrolliert und
durch „Überlebenssignale“ wie Epo aufrecht erhalten wird (Strasser et al., 2000).

Solche apoptotischen Ereignisse finden in unserem Körper ständig statt und erlauben zum Beispiel
eine ständige Erneuerung der Darmschleimhaut, der immunkompetenten Zellen oder der erythroiden
Zellen im Knochenmark. Welche Zellen fallen also weg, wie welkes Laub? Diejenigen, die nicht durch
biochemische Signale, wie z.B. Epo, am Leben gehalten werden und sich somit unter der Schutzwir-
kung von Epo vermehren und differenzieren können (Koury and Bondurant, 2002). Interessanterweise
sind diejenigen Vorgänge, die eine zelluläre Apoptose entweder verhindern oder auslösen können, in
den meisten Zellen sehr ähnlich und unterscheiden sich z.B. in erythroiden Knochenmarkszellen und
Hirnzellen nicht nennenswert voneinander (Digicaylioglu and Lipton, 2001; De Maria, 1999). 

Steigt also die Epo-Konzentration im Blut an, so werden weniger erythroide Knochenmarkszellen
dem programmierten Zelltod unterliegen und es kommt mit einer Zeitverzögerung von etwa einer Wo-
che zu einer Zunahme der Erythrozytenzahl im Blut. Damit steigt auch die Sauerstoff-Transportkapa-
zität des Blutes an, wodurch die Epo-Bildung wieder gedrosselt wird. Auf diesen interessanten
Rückkopplungsmechanismus wird gleich in den nächsten Abschnitten eingegangen.

Wo wird Epo gebildet?

Das im Blut zirkulierende Epo stammt beim Erwachsenen zu 80 – 90% aus der Niere, wo es von einer
morphologisch unscheinbaren Zellpopulation, den peritubulären Fibroblasten (interstitielle Zellen)
gebildet wird. Diese sitzen rundherum verteilt um die Harnkanälchen (Tubuli) in der Nierenrinde. In
diesem Nierenabschnitt herrschen auch grosse Gradienten für den Sauerstoff-Partialdruck (pO2), also
derjenigen Grösse, welche die Sauerstoffdiffusion entlang von pO2-Gradienten bewirkt. Für die Epo-
bildenden Fibroblasten heisst dies, dass sie auf nur geringe Änderungen des pO2 sehr empfindlich mit
einer „Epo-Antwort“ reagieren können. Beim chronischen Nierenversagen sind auch diese Zellen in
ihrer Zahl und ihrer Funktion massiv beeinträchtigt, mit dem Resultat, dass sie keine ausreichenden
Mengen von Epo bilden können: es kommt zu schweren (renalen) Anämien, die erfolgreich mit re-
kombinantem, humanem Epo (rHuEpo) behandelt werden können. 

Jedoch ist die Niere keineswegs der einzige Bildungsort von Epo im Körper. Vor allem im Gehirn
(Marti, 2004) und im Herz (Semenza, 2004) wurde das „Epo-System“ nachgewiesen, das aus Epo und
dem zugehörigen Rezeptor besteht. Im Gehirn sind es vor allem die Neurone und eine Untergruppe
der neuronalen Gliazellen, den Astrozyten, die das „Epo-System“ aufweisen. In diesen Organen wird
Epo durch eine Gewebshypoxie nach oben reguliert, aber wie „merkt“ eine Zelle, dass ein Sauerstoff-
mangel herrscht? Damit kommen wir zum O2-Sensor, der viele O2-abhängige Reaktionen steuert und
eben auch die Epo-Bildung.

Wie wird der pO2 im Körper gemessen?

Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktoren (HIF) spielen eine zentrale Rolle bei der lokalen und
systemischen Anpassung an eine verminderte Sauerstoffversorgung. HIF aktiviert Gene, die massge-
blich an Anpassungsprozessen wie beispielsweise der Gefässneubildung (VEGF), der Modulation des
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Gefässtonus (NO-Synthase, Endothelin), dem zellulären Glukose-Einwärtstransport (GLUT 1 und 3),
der Glykolyse (glykolytische Enzyme) und der Erythropoiese (Epo) beteiligt sind (Schofield and
Ratcliffe, 2004; Semenza, 2004).

HIF ist ein Protein, das aus zwei Untereinheiten besteht (Heterodimer). Die β-Untereinheit wird
konstitutiv gebildet, während die α-Untereinheit sauerstoffabhängig reguliert wird. Mehrere Isofor-
men der HIFα Untereinheit sind beschrieben worden, von denen HIF-1α und HIF-2α von entschei-
dender funktioneller Bedeutung sind. Die Regulation der α-Untereinheiten erfolgt durch
sauerstoffabhängige proteosomale Degradation (Abb.1; Tabelle 1). Grundlage dieser Regulation ist
die sauerstoffabhängige Hydroxylierung zweier Prolinreste der HIFα Untereinheiten (Schofield and
Ratcliffe, 2004; Semenza, 2004). Nur in dieser hydroxylierten Form können die HIFα-Untereinheiten
das von Hippel-Lindau Protein (pVHL) als Bestandteil einer E3-Ubiquitin Ligase binden, wodurch
der Abbau von HIFα eingeleitet wird. Die Hydroxylierungsreaktion wird durch die so genannten Pro-
lylhydroxylasen vermittelt, von denen vier Isoformen identifiziert werden konnten. Neben den Pro-
lylhydroxylasen wurde auch eine Asparaginyl-Hydroxylase geortet, die HIFα an einem
Asparaginylrest hydroxyliert, welcher seinerseits für die Wechselwirkung mit weiter helfenden Tran-
skriptionsfaktoren (CBP/p300) zuständig ist. 

Die Zusammenfassung ist, dass die Hydroxylierung der Prolylreste 402 und 564 bei HIF-1α (Pro-
405 und Pro-531 bei HIF-2α) zu einem Abbau von HIFα in Minutenschnelle führt (Jewell et al. ,2001),
während die Hydroxylierung von Asn-803 bei HIF-1α und Asn-851 bei HIF-2α eine verminderte
Wechselwirkung mit den die Genexpression „verstärkenden“ Transkriptionsfaktoren (CBP, p300) be-
wirkt. Diese letztgenannte Form der Wechselwirkung ist eher chronischer Natur, womit das „Aspara-
ginyl-System“ eine physiologisch sinnvolle Ergänzung zur schnellen Anpassung über das „Prolyl-
System“ bildet (Wiesener et al., 2003). 

Unabdingbares Substrat für beide Systeme sind molekularer Sauerstoff und Fe2+. Da beide Systeme
eine O2-Abhängigkeit im physiologischen Bereich zeigen, kann man mit Fug und Recht von einer bio-
logischen O2-Sonde, bzw. von einer biologischen pO2- Elektrode sprechen. Noch ist nicht ganz klar,
welche funktionelle Bedeutung die verschiedenen Isoformen der Prolyl-Hydroxylasen genau besitzen,
jedoch wurde klar gezeigt, dass sie durch unterschiedliche pO2-Werte aktiviert werden, wobei der Pro-
lyly-Hydroxylase 2 (PHD2) eine führende Rolle für die schnelle Regulation von HIF zukommt (Berra
et. al. 2003, William et al., 2002). 

Alles zusammen genommen, erfüllt das „HIF-Hydroxylase-System“ die Voraussetzungen, welche
man an einen physiologischen O2-Sensor zu stellen hat und zwar sowohl bezüglich der direkten An-
sprechbarkeit im physiologischen pO2 Bereich (Hydroxylasen) und der Aktivierung von O2-abhängi-
gen Genen durch HIF. Diese Aussage trifft glasklar auch für das Gehirn zu (Sharp and Bernaudin,
2004) und Epo ist eines der Paradebeispiele für ein solches O2-abhängiges Gen, dessen Rolle bei der
Blutbildung oben beschrieben wurde. Nun wollen wir betrachten, was dieses Hormon besonders im
Gehirn zu tun hat.
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Abbildung 1: Komponenten der HIF-Regulation, die die Komplexität des Systems bestimmen.

Welche physiologische Rolle hat das „Epo-System“ im Gehirn?

Obschon Epo ausserhalb der Niere auch nachgewiesen wurde, wie z.B. im Hirn, Herz und im Pankre-
as (Jelkmann and Wagner, 2004), ist doch sein Vorkommen im ZNS besonders interessant, da das
ZNS den Geist gestaltet und dazu hin noch besonders empfindlich ist gegen heftigen Lebensunge-
mach, wie etwa apoplektische Krisen. Die physiologische Bedeutung von Epo im ZNS ist systema-
tisch noch wenig erforscht, aber folgende Befunde sind doch klar erhoben worden:

Epo und sein Rezeptor (Epo-R) kommen im ZNS vor, und dieses lokale „Epo-System“ (Epo / Epo-
R) konnte im ZNS von verschiedenen Säugetieren, inklusive des Menschen klar nachgewiesen wer-
den. (Marti, 2004; Genc et al., 2004). Was hat es dort für eine physiologische Rolle? 

Wichtig ist die Beteiligung des „Epo-Systems“ an der Regulation der Glutamat-Konzentration in
der interstitiellen Flüssigkeit im ZNS. Glutamat ist der wichtigste „anregende“ Überträger (Transmit-
ter) im ZNS, der auch bei der Bildung von Gedächtnisinhalten eine bedeutende Rolle spielt. Bei der
Konstanthaltung der physiologischen Konzenteration von Glutamat spielt Epo eine wichtige Rolle,
und dient damit auch bei der Verfestigung (Konsolidierung) von Gedächtnisinhalten (Tang et al.,
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1999; Miu et al., 2004). Eine solche Konsolidierung des Gedächtnisses durch Epo wurde auch in Ori-
entierungsexperimenten bei Ratten im Schwimmtest nachgewiesen (Sadamoto et al., 1998) und wurde
bestätigt durch die verbesserte synaptische Übertragung, die durch Epo im ZNS bewirkt wird (Weber
et al., 2002). Beim Menschen haben sich ähnliche Befunde ergeben, die alle zeigen, dass rHuEpo wenn
es Patienten mit chronischem Nierenversagen verabreicht wird, zu einer Verbesserung aller gemesse-
nen kognitiven Funktionen führt, bevor die Erythrozytenzahl und damit die O2-Kapazität des Blutes
ansteigt (Ehrenreich and Sirén, 2001). 

Aber Epo hat auch noch andere Funktionen: Es „befeuert“ nämlich die zerebrale Durchblutung im
Akutversuch (Springborg et al., 2002) und führt in chronischen Experimenten zu einer gesteigerten
Angiogenese und Arteriogenese, indem es die Proliferation von Endothelzellen (Buschmann and Sc-
haper, 1999; Marti, 2004) und von glatten Gefässmuskelzellen (Smith et al., 2003) anregt und so zu
einer Durchblutungsverbesserung im Gehirn beiträgt. Diese angiogenetische Wirkung von Epo hat
auch direkt zu tun hat mit dem therapeutischen Einsatz von Epo beim Schlaganfall. 

Welche pathophysiologische Rolle hat das „Epo-System“ im Gehirn?

Um es gleich vorwegzunehmen: Eine erstaunlich grosse Menge von in sich konsistenten Daten haben
klar gezeigt, dass das „Epo-System“ im ZNS durch verschiedene Formen des Sauerstoffmangels wie
Verminderung der Blutversorgung (ischämische Hypoxie) oder der O2- Konzentration im Blut (an-
ämische Hypoxie) aktiviert wird (Marti, 2004). Die Aktivierung des „Epo-Systems“ führt zu einem
Schutz der O2-empfindlichen Neurone gegenüber der toxischen Wirkung von NO-Radikalen sowie
überschiessenden Mengen von Calcium, die als Folge einer ca.1000-fach erhöhten Konzentration von
Glutamat im Gehirn als Folge einer zerebralen Minderdurchblutung entstehen. Diese riesige Anhäu-
fung von Glutamat im Zwischenzellraum des Gehirns als Folge einer zerebralen Minderdurchblutung
führt zu der so genannten „Glutamat-Toxizität“, die als eine der wichtigsten Ursachen des ischämi-
schen Hirnschadens angesehen wird (Dirnagl et al., 2003). Die Calcium-induzierte Verminderung des
mitochondrialen Membranpotentials führt zu einer Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochon-
drien, wodurch die neuronale Apoptose eingeleitet wird (Vannucci and Hagberg, 2004). Epo verhin-
dert diese „Glutamat-Toxizität“ in verschiedenen in vitro Modellen von Hirnzell-Kulturen, indem es
die Glutamat-Freisetzung hemmt und gleichzeitig die Glutamat-Rezeporen auf den Neuronen unemp-
findlicher macht (Buemi et al., 2003).

Die überzeugendsten Hinweise, dass Epo zu einer Neuroprotektion in vivo bei Versuchstieren führt,
wurden von der Arbeitsgruppe um Sasaki erbracht. Diese Autoren konnten zeigen, dass endogen ge-
bildetes Epo eine Schutzwirkung auf ischämische CA1 Neurone im Hippokampus ausübt und dass die
“Rettung“ dieser CA1 Neurone von einer signifikanten Verbesserung der Gedächtnisleistung dieser
Tiere begleitet ist (Sakanaka et al., 1998). Es sei hier daran erinnert, dass der Hippokampus diejenige
Hirnstruktur darstellt, die eng mit Gedächtnisleistungen verbunden ist und sich auch besonders anfäl-
lig gegenüber Durchblutungsstörungen erwiesen hat. Diese in vivo Befunde bestätigen die Schutzwir-
kung von Epo in neuronalen Zellkulturmodellen, die durch eine Stimulierung des anti-apoptotischen
Komplexes bcl-xL bewirkt wird (Siren et al., 2001; Wen et al., 2003). Darüber hinaus befördert Epo
die Differenzierung von kortikalen, dopaminergen Neuronen (Studer et al., 2000), die Rekrutierung
von neuronalen Stammzellen (Shingo et al., 2001; Rossi and Cattaneo, 2002) und damit die Neuroge-
nese. Somit besitzt Epo eine erstaunlich vielfältige Anzahl von Wirkungen, welche die Neurogenese,
die neuronale Differenzierung, die zerebrale Angiogenese und den Schutz des Gehirns vor Schäden
durch Sauerstoffmangel umfassen.
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Epo kann auch therapeutisch eingesetzt werden

In Anbetracht der Tatsache, dass Epo so viele physiologische und pathophysiologische Wirkungen
ausübt, war es naheliegend, Patienten mit einem Schlaganfall mit Epo zu behandeln. Zunächst stan-
den diesem mutigen Zugang theoretische Erwägungen gegenüber: wie kann das stark negativ gelade-
ne Epo mit einer relativen Molekularmasse von immerhin 30 kDa überhaupt in das Gehirn gelangen,
welches doch durch seine Blut-Hirn-Schranke so gut geschützt ist? Brines und seine Mitarbeiter
konnten nun zeigen, dass die Blut-Hirn-Schranke doch kein so unüberwindliches Hindernis darstellt,
wie angenommen wurde und es zeigte sich, dass Epo, wenn es intravenös oder intraperitoneal verab-
reicht wird, sehr wohl die Gehirnzellen erreichen kann (Brines et al., 2000). Diese Autoren haben sich
damit aber noch nicht zufrieden gegeben und haben weiterhin überprüft, ob Epo auch eine Schutzwir-
kung bei verschiedenen experimentellen Schäden von Versuchstieren haben kann. Tatsächlich wurde
in diesen Experimenten klar gezeigt, dass Epo die Blut-Hirn-Schranke durch Transzytose überwindet
und das Gehirn gegenüber so verschiedenen experimentellen Schäden wie Ischämie, Hirntrauma, En-
zephalitis und Epilepsie zu schützen vermag. Besonders erwähnenswert ist auch das experimentelle
Zeitfenster, innerhalb dessen Epo seine Schutzwirkung ausübt: es beträgt für den experimentellen
Schlaganfall immerhin sechs Stunden; eine Zahl, die für den Einsatz von Epo in der Klinik von hoher
Relevanz ist.

Hannelore Ehrenreich und ihre Mitarbeiter haben nun kürzlich getestet, ob intravenös verabreich-
tes Epo auch bei Patienten mit Schlaganfall erfolgreich eingesetzt werden kann (Ehrenreich et al.,
2002). Zunächst wurde mit 13 Patienten eine Sicherheitsstudie durchgeführt, wobei rHuEpo für drei
Tage in einer vergleichsweise hohen Dosierung (33'000 Einheiten pro Tag) nach dem Schlaganfall
verabreicht wurde. Danach wurde die eigentliche Studie an 40 Patienten durchgeführt, wobei ein the-
rapeutisches Fenster von weniger als acht Stunden gewählt wurde. Die Ergebnisse dieser Studie zeig-
ten ein hochsignifikant vermindertes Infarktvolumen, gemessen mit der Methode des „Magnetic
Resonance Imaging“ (MRI) bei denjenigen Patienten, die mit rHuEpo behandelt worden waren. Die
Verminderung der Infarktgrösse ging einher mit einer Verbesserung aller untersuchten neurologi-
schen Parameter. Somit ist die Therapie des Schlaganfalls mit rHuEpo, das ein überragendes Sicher-
heitsprofil besitzt, in greifbare Nähe gerückt und muss nun noch durch Multizenter-Studien mit einem
grossen Patientenkollektiv bestätigt werden.

Die Gesamtheit dieser Daten bestätigt überzeugend, wie die Grundlagenforschung direkt in die Kli-
nik überführt werden kann. Damit ist eines der Konzepte erfüllt, welches Inge und Mitja Rapoport
stets verfolgten: „Denke klar und verliere nicht den Boden unter den Füssen“.

Ganz persönlich möchte ich den wundersamen Mächten danken, die mir die Freundschaft zu Inge
und Mitja Rapoport geschenkt haben. 
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