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Verzeichnis der Abkiirzungen

AFP
AZA
BSA
CSA
DEPC
DMSO
DTT
EDTA
EGTA
EPO
EMSA
FK506
FKBP12
FCS
GAPDH
GUA
HBS
HEPES
HIF
HLA
IMPDH
LDH
MMF
MOPS
MPA
N.S.
PMSF
PBS
SDS
TBS

aq-Fetoprotein

Azathioprin

Bovines Serumalbumin

Cyclosporin A

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat
Ethylen-Glycol-bis[3-Aminoethylether|N,N,N’ N’-Tetraessigsaure
Erythropoetin

Elektro Mobility Shift DNA-Bindungs Assay
Tacrolimus (FK506)

FK-bindendes Protein 12

fotales Kalberserum
Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
Guanosin

HIF Bindungsstelle
2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin|-Ethansulfonsiure
Hypoxie-Induzierbarer Faktor

Humanes Leukozyten Antigen
Inosinmonophosphatdehydrogenase
Laktat-Dehydrogenase

Mycophenolat Mofetil
3-Morpholinopropansulfonsiure
Mycophenolsaure

nicht signifikant

Phenylmethylsulfonylfluorid

Phosphat gepufferte Salzlosung
Natriumdodecylsulfat

Tris-gepufferte Salzlosung






1 Einleitung

1.1 Einfiihrung

Die Nierentransplantation hat sich in den letzten 40 Jahren zu einem Routineein-
griff bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz entwickelt. Nachdem die erste
erfolgreiche Nierentransplantation zwischen eineiigen Zwillingen 1954 in Boston
gelang, etablierte sich die Methode ab 1963 auch in Deutschland als Alternati-
ve zur finanziell aufwendigeren und den Patienten sehr viel mehr belastenden
Hémodialyse. Falls keine Kontraindikation vorliegt, wird sie heute bei allen Pati-
enten mit terminaler Nierenerkrankung angestrebt, da sie nicht nur eine bessere
Langzeitprognose, sondern auch eine wesentlich hohere Lebensqualitat fiir den
Patienten bietet [48].

Dabei sind die limitierenden Faktoren, im Hinblick auf den Langzeiterfolg,
akute und chronische Abstofungsreaktionen, welche durch Gabe von Immunsup-
pressiva verhindert werden sollen. Die eingesetzten Immunsuppressiva sind hin-
sichtlich der Wirkungsweise, aber auch der Nebenwirkungen verschieden. So fiih-
ren die Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A (CSA) und Tacrolimus vor allem
zur Nephrotoxizitdt und Neurotoxizitédt. Die Purinsynthesehemmer Mycopheno-
lat Mofetil (MMF) und Azathioprin (AZA) l6sen neben unerwiinschten gastro-
intestinalen Effekten in vielen Féllen Andmie aus. Wéahrend die Anémie unter
Azathioprin zur Zeit auf eine unspezifische antiproliferierative Wirkung zuriick-
gefiihrt wird, gibt es bislang keine Daten zur andmieférdernden Wirkungsweise
von MMF'. In klinischen Studien an Nierentransplantierten traten Anédmien unter
MMF héufiger auf als in der Plazebogruppe [5]. Da Erythropoetin ein Schliissel-
faktor bei der Entstehung sein konnte, war es das Ziel der durchgefiihrten Arbeit,
die Effekte von MMF und anderer Immunsuppressiva auf die Erythropoetinpro-

duktion #n vitro zu untersuchen.

1.1.1 Transplantation und Immunsuppression

Die Abstoung des Allotransplantats ist das Problem der Transplantation. Grund-

legend hierfiir ist die Eigenschaft des Immunsystems, zwischen korpereigenem und
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korperfremdem Gewebe zu unterscheiden. Dieses beruht auf HLA-Inkompatibili-
tédten zwischen Spenderorgan und Empfangerimmunsystem. Antikorper und T-
Zellen erkennen Zellen mit HLA-inkompatiblen Oberflichenantigenen als fremd
und zerstoren sie, entweder durch antikoérper- oder zellvermittelte Zytotoxizi-
tat. Die Schwere der AbstoBungsreaktion ist durch verschiedene Faktoren be-
stimmt. Dazu zdhlen das Mafl der HLA-Inkompatibilitéit, die Intensitiat der HLA-
Expression des Transplantats und die Immunkompetenz des Empfiangers. Letztere
kann durch Immunsuppressiva beeinfluft werden [22]. Entscheidend fiir die Pro-
gnose einer Transplantation ist eine moglichst gute Ubereinstimmung der HLA-
Antigene A, B, und DR [98, 113, 15] sowie ABO-Blutgruppenkompatibilitét.
Regime der immunsuppressiven Erhaltungstherapie zur Verhinderung einer
AbstoBungsreaktion sind in der Regel Kombinationstherapien aus verschiedenen
Immunsuppressiva wie Cyclosporin A, Kortikosteroide, Azathioprin, Mycopheno-
lat Mofetil oder Rapamycin. In der sogenannten , Triple Therapie®, einem gin-
gigen Therapieschema, wird Cyclosporin A durch Steroide und ein weiteres Im-
munsuppressivum ergénzt, welches einen anderen immunsuppressiven Wirkme-
chanismus hat. Dafiir kommen Mycophenolat Mofetil oder Azathioprin in Frage.
Kombinationen sind deswegen giinstig, weil von jedem Immunsuppressivum nur
eine geringe Dosis benotigt wird, um ausreichende immunsuppressive Wirkung zu
erzielen. Im giinstigsten Fall konnen so Abstofungsreaktionen verhindert werden,

ohne daf} es zu inakzeptablen toxischen Effekten kommt.

1.1.2 Immunsuppressiva

Cyclosporin A und Tacrolimus (FK506) sind strukturell nicht mitein-
ander verwandt, (siche Abb. 1), jedoch supprimieren sie die Immunantwort
auf dhnliche Weise. Cyclosporin A und Tacrolimus binden an die Immunophi-
line Cyclophilin A und FK-bindendes Protein 12 (FKBP12) [77, 76]. Der Kom-
plex aus Immunsuppressivum und Immunophilin bindet mit hoher Affinitdt an
den Calcineurin/Calmodulin-Komplex in der T-Zelle und hemmt die Funktion
der Ca?*/Calmodulin-regulierten Phosphatase Calcineurin. Calcineurin ist ein
Schliisselenzym in der Signaltransduktionskette, die der T-Zell-Aktivierung folgt.

Durch die Inhibition von Calcineurin kénnen verschiedene in ihrer phosphory-
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Abbildung 1: (A) Chemische Struktur von Cyclosporin A und (B) von Ta-
crolimus. (Nach [102]).

lierten Form inaktive Transkriptionsfaktoren, wie NFAT, nicht mehr durch De-
phosphorylierung aktiviert werden. Die Translokation dieser Transkriptionsfakto-
ren aus dem Zytoplasma in den Zellkern wird unterbunden und sie konnen ihre
promotoraktivierende Funktion nicht ausiiben. So wird eine Transkription ihrer
Zielgene verhindert. Cyclosporin A und Tacrolimus unterdriicken auf diese Weise
spezifisch die Transkription von Interleukin-2, das fiir die Proliferation aktivier-
ter T-Zellen von Bedeutung ist. Des Weiteren wird die Synthese einer groflen
Zahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie IL-1, 1L-3, 1L-4, 1L-6, IL-7,
IL-8, TNF-a und Interferon-y gehemmt [62]. Tacrolimus hemmt zusétzlich den
Wachstumsfaktor TGFf.

Aus der Hemmung dieser Zytokine lassen sich verschiedene begleitende Effekte
auch im Rahmen von akuten und chronischen Abstolungen erklaren. TGF [ spielt
zum Beispiel eine wichtige Rolle bei der Fibrogenese, die bei der chronischen
AbstoBung beobachtet wird. Interleukin 8 16st Leukozytenmigration aus, die am

Anfang einer akuten AbstofSung steht.

Das Nebenwirkungsprofil von Tacrolimus dhnelt dem des Cyclosporin A. Bei-
de sind nephrotoxisch. Tacrolimus fithrt zu einem Anstieg des renalen Geféfitonus
und damit zu einer Abnahme der glomerulédren Filtrationsrate. Pathomorpholo-
gisch kommt es zu den gleichen chronischen Verdnderungen mit Tubulusschédi-

gungen. Insgesamt ist die Schidigung etwas geringer ausgeprégt als unter Cy-



4 1 EINLEITUNG

closporin A [84]. Tacrolimus erhtht ebenfalls den systemischen Blutdruck, zur
Einstellung sind jedoch weniger Antihypertensiva notwendig als unter Cyclospo-
rin A [61, 19]. In seltenen Fillen kann es zu einer Ventrikelhypertrophie oder
zu Herzrhythmusstorungen kommen. Neurotoxizitdt in Form von Tremor, Kopf-
schmerzen, Gereiztheit und Schlafstorungen treten bei Cyclosporin A genauso
spiegelabhéingig auf wie bei Tacrolimus. Die Ursachen der Nephro- und Neuroto-
xizitdt als Hauptnebenwirkungen beider Immunsuppressiva sind noch ungeklért.
Es wird jedoch ein Zusammenhang mit der Calcineurininhibition vermutet [28].

Der zellulare Wirkmechanismus beider Substanzen ist nahezu identisch, trotz-
dem zeigt Tacrolimus in der klinischen Anwendung ein anderes Wirkungsprofil
als Cyclosporin A und wird in Europa bevorzugt bei der Abstoffungstherapie
eingesetzt. Tacrolimus inhibiert die Lymphozytenaktivierung in vitro 10- bis 100-
mal stirker als Cyclosporin A bezogen auf das Molekulargewicht [64] und wird
deshalb in entsprechend geringeren Dosen eingesetzt.

Fiir Tacrolimus liegen die optimalen Vollbluttalspiegel in Bezug auf Wirk-
samkeit und Nebenwirkungen nach pharmakologischen Studien von Laskow [72]
bei 5-15 pg/l. Initial sollten Spiegel von 10-15 ng/l angestrebt werden, spéter
reichen Konzentrationen von 8-10 pg/l aus. Die Dosierung von Cyclosporin A
orientierte sich bisher an den Bluttalspiegeln, die initial um 150-300 ng/ml lie-
gen sollten und ein Jahr nach Transplantation um 100 ng/ml. Neuere Studien
zeigen eine niedrigere Abstofungsrate unter CSA-Therapie bei Dosierung nach

Spitzenspiegel [83].

Azathioprin (siche Abb. 2) ist ein Prodrug, welches durch intrahepatische Ak-
tivierung zu 6-Mercaptopurin umgewandelt wird. 6-Mercaptopurin hemmt als
Antimetabolit die Biosynthese der Purinnucleotide Adenosin und Guanosinmo-
nophosphat. Auerdem wird die Phosphoribosylphosphatase (PRPP) gehemmt.
Beides fiihrt zu Funktionsverlust oder Tod der Zellen. In Lymphozyten beruht der
Hauptwirkmechanismus des Medikaments auf der Adenosindepletion. Diese Wir-
kung ist allerdings nicht spezifisch, sondern unspezifisch antiproliferativ. Azathio-
prin wirkt stédrker auf die T- als auf die B-Lymphozyten und deren Proliferation
und beeinflufit somit bevorzugt die zellulaire Immunreaktion. Auf die Antikor-

perbildung hat Azathioprin keinen nachweisbaren Effekt. Da alle sich teilenden
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Abbildung 2: Chemische Struktur von Azathioprin. (Nach [20]).

Zellen des Korpers betroffen sind, betreffen die wichtigsten Nebenwirkungen das
Knochenmark [3, 80, 96] mit eingeschriankter Blutbildung und daraus resultieren-
der Leukopenie, Thrombopenie und makrozytiarer Andmie, auflerdem kann es zu
einer cholestatischen Hepatose mit Hepatomegalie, Aszitesbildung und portaler
Hypertension kommen sowie in seltenen Fillen zu einer fibrosierenden Alveoli-
tis oder zu einer Alopezie. Azathioprin wird auch bei anderen nephrologischen
Krankheitsbildern wie z.B. Lupus-Nephritiden, Glomerulonephritiden oder ste-
roidresistenten nephrotischen Syndromen erfolgreich eingesetzt. Die Dosierung
erfolgt initial mit 3-4 mg/kg Korpergewicht und einer Erhaltungsdosis von 1-
2 mg/kg Korpergewicht. In Zellkulturuntersuchungen mit HepG2-Zellen wurden
erhebliche zytotoxische Effekte beschrieben, welche mit einer Einschrankung der

Erythropoetinproduktion einhergehen [122].

Mycophenolat Mofetil (MMF) ist das synthetische Morpholinoethylester-
Prodrug der Mycophenolsédure, einem natiirlichen Fermentationsprodukt verschie-
dener Pilzarten der Gattung Penicillium [6]. Im Kérper wird das Prodrug nach
der enteralen Resorption durch Leberesterasen hydrolysiert, so dafl der aktive Me-
tabolit Mycophenolsiure (MPA) frei wird (siehe Abb. 3). Noch bevor die selektiv
antiproliferative Wirkung von MMF auf Lymphozyten erkannt wurde, war es in
den vierziger Jahren wegen seiner hemmenden Wirkung auf Bakterien und Pilze
bekannt. In den sechziger Jahren standen tumorhemmende Effekte im Mittel-
punkt des Interesses. Der molekulare Angriffspunkt wurde 1969 von T. Franklin
[36] beschrieben. Der Einsatz in der Psoriasis-Therapie wurde versucht, konnte
sich allerdings nicht durchsetzten [79, 30]. Erst in den achtziger Jahren wurde die
Wirksamkeit als Immunsuppressivum weiter verfolgt [85].

Mycophenolséure ist ein nichtkompetitiver, reversibler Inosinmonophosphat-
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Abbildung 3: Chemische Struktur von Mycophenolsiure und Mycophenolat
Mofetil. (Nach [109]).

dehydrogenase (IMPDH)-Hemmer. Die Aktivitidt dieses Enzyms bestimmt die
Geschwindigkeit der Neusynthese von Guanosin-Nukleotiden (sieche Abb. 4), die
auch wihrend der klonale Expansion der Lymphozyten stattfindet [85]. Da ins-
besondere T- und B-Zellen auf die de novo Purinsynthese iiber die IMPDH an-
gewiesen sind, hat MMF einen selektiven und potenten antiproliferativen Effekt
auf T- und B-Zellen bei geringer Wirkung auf die Zellen des Knochenmarks [5].
Trotzdem werden héufig unerwiinschte hdmatologische Ereignisse, insbesondere
Leukozytopenie und Anémie, unter Mycophenolat Mofetil beobachtet [31].

Mycophenolsédure weist eine hohere Bindungsaffinitdt zu dem in proliferieren-
den Lymphozyten iiberwiegenden IMPDH Typ II auf als zur Isoform IMPDH
Typ I, welche hauptséchlich in Zellen vorkommt, die sich nicht teilen [87, 14]. Die
Hemmung von IMPDH Typ II durch Mycophenolsédure fithrt zu einer Entleerung
der Vorridte an Guanosin-Nukleotiden, so da die DNA-Synthese zum Erliegen
kommt und als Folge davon die Vermehrung der Lymphozyten in der S-Phase
gestoppt wird.

Guanosintriphosphat (GTP) beeinfluit auflerdem die Synthese der Nukleotid-
zucker aus Fruktose und Mannose, die ohne gewisse Basalspiegel an GTP nicht
stattfinden kann. Diese Zucker sind fiir die Synthese von Glykoproteinen notwen-
dig, zu denen auch Adhésionsmolekiile zidhlen. Die Hemmung der Glykosylierung
von Adhésionsmolekiilen durch Mycophenolséure [108, 73, 74] beeintréichtigt die
Féhigkeit der Lymphozyten, sich an das Endothel des Allotransplantats anzuhef-
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Abbildung 4: Mycophenolat Mofetil: IMPDH als zentraler Schritt der de novo
Purinsynthese und Angriffspunkt der Mycophenolsiure. (Nach [5]).

ten. So wird die Invasion von Leukozyten in das Transplantat vermindert [8, 9, 7].

Eine verdnderte Expression von Adhésionsmolekiilen hemmt zusétzlich die
Rekrutierung von Lymphozyten in entziindetes Gewebe. Das Fortschreiten der
AbstofSungsreaktion nach stattgefundener Aktivierung der Lymphozyten wird in-
folgedessen blockiert [4].

Im Vergleich zu Azathioprin greift Mycophenolat Mofetil an einem @hnlichen
Punkt in der Aktivierung der Lymphozyten an, wirkt aber stdrker und spezi-
fischer auf die Lymphozyten. Mycophenolat Mofetil ist fiir die Prophylaxe von
OrganabstoBungsreaktionen nach Nieren- oder Herztransplantationen zugelassen
[32]. Es wird normalerweise mit Cyclosporin A und Kortikosteroiden kombiniert.

Seine Anwendung in Kombination mit Azathioprin wird aufgrund der dhnlichen
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Wirkmechanismen der beiden Substanzen nicht empfohlen.

Am héufigsten wurden gastrointestinale Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbre-
chen, Diarrh6en, Bauchschmerzen oder Appetitlosigkeit beobachtet. In selteneren
Féllen traten schwere gastrointestinale Ereignisse in Form von Magenulzeration,
Gastritis, Magen-Darm-Blutungen und akuter Pankreatitis auf. Blutbildverdnde-
rungen in Form von Leuko- oder Thrombopenien treten deutlich seltener als unter
Azathioprin auf, da MMF selektiver wirkt. Bei eingeschrankter Nierenfunktion
ist eine verstirkte Neigung zu Anédmien beschrieben. Anhand der klinischen Da-
ten in Monotherapie konnte eindeutig gezeigt werden, dal MMF keine Nephro-,
Neuro-, oder Hepatotoxizitét besitzt und zudem nicht diabetogen wirkt. Die emp-
fohlene orale Dosierung fiir Nierentransplantierte betrigt zweimal téglich 1 g, fiir
Herztransplantierte zweimal taglich 1,5 g [6]. Niedrigere Dosen (2 g/Tag) werden
allgemein besser vertragen als hohere (3 g/Tag). Unerwiinschte Nebenwirkun-
gen in Zusammenhang mit der Gabe von MMF waren nach Dosisreduktion bzw.

Absetzen der Substanz reversibel.

1.1.3 Erythropoese und Erythropoetin

Die Erythropoese ist der fortwihrend ablaufende Prozefl der Neubildung von Ery-
throzyten. Sie gleicht den steten Verlust gealterter roter Blutkérperchen aus. Der
wesentliche Wachstumsfaktor, der im Knochenmark die Differenzierung von plu-
ripotenten Stammzellen zu den Erythrozyten stimuliert, ist das Erythropoetin
[48]. In physiologischen Konzentrationen steigert es die mitotische Aktivitéit der
Vorlauferzellen der Erythrozyten, den ,colony forming units - erythroid“ (CFU-
E) sowie den Proerythroblasten. Die Ausbildung von Megakaryozyten, den Vor-
lauferzellen der Thrombozyten, aus den ,colony forming units - Megacaryozyt*“
(CFU-Meg) unterliegt ebenfalls dem regulatorischen Einflufl des Erythropoetins
[18].

Erythropoetin entfaltet seine Wirkung auf die Zielzellen des Knochenmarks
durch Bindung an spezifische Erythropoetinrezeptoren [57, 93], die sich auf der
Oberflache der erythroiden Stammzelle und megakaryozytéiren Vorlduferzellen be-
finden. Der aktivierte Rezeptor leitet die Umwandlung der erythroiden Stamm-

zelle zum Proerythroblasten ein und aktiviert die notigen Gene fiir erythrozytére
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Abbildung 5: Ribbon-Diagramm der errechneten Tertidrstruktur von
Erythropoetin. (Nach [10]).

Proliferation und Reifung. Dabei reguliert der Erythropoetinrezeptor Signalwe-
ge, welche direkt den Zellzyklus vorantreiben und einer Apoptose entgegenwir-
ken. Der Erythropoetinrezeptor aktiviert hierbei die Tyrosinkinase Januskinase 2
(Jak2) [120, 82]. Erythropoetin stimuliert gemeinsam mit Thrombopoetin die
Produktion von Megakaryozyten in vitro [54]. Andmische Stoffwechsellagen sti-

mulieren die endogene Produktion von Erythropoetin.

Erythropoetin (EPO) (siche Abb. 5) ist ein hitzestabiles Glykoprotein (MG
30,4 kDa; 165 Aminoséduren; 40 % Zucker), welches abhéngig vom Sauerstoffpar-
tialdruck synthetisiert wird [57]. Erythropoetin wird bei Erwachsenen primér in
den Nieren (zu 90 %) und des Weiteren hauptséchlich noch in der Leber gebil-
det [48, 57]. Erythropoetin wird nicht gespeichert [69], sondern direkt als aktiver
Metabolit von der produzierenden Zelle sezerniert. Bedingt durch seine kurze
biologische Halbwertzeit (t;/,= 1,5 bis 2,9 h) muf es stédndig im Organismus neu
gebildet werden. Abgebaut wird Erythropoetin hauptsichlich in der Leber, ein
sehr geringer Teil wird {iber die Niere ausgeschieden, wobei die Erythropoetin-
Clearance bei weniger als 10 ml/min liegt [57]. Der durchschnittliche Serumspie-

gel liegt zwischen 6 bis 32 U/l und ist bei Frauen und Ménnern gleich [57], kann



10 1 EINLEITUNG

jedoch in Fallen schwerer Hypoxie auf das Tausendfache ansteigen [29].

Die Regulation der Erythropoetinsynthese durch Hypoxie geschieht auf mRNA-
Ebene. Unter Hypoxie wird die mRNA-Bildung und nachfolgend die Proteinse-
kretion von Erythropoetin um das Hundertfache gesteigert [29, 57]. Das Ausmafl
und der zeitliche Verlauf der Expression der EPO-mRNA 148t sich mit der EPO-

Proteinproduktion korrelieren.

Als Sauerstoffsensor soll freies intrazelluldres Eisen fungieren (siche Abb. 6)
[50], welches durch die Fentonreaktion [117] — Wasserstoffperoxid reagiert mit Ei-
sen(Il) zu Eisen(III) und Hydroxylradikalen — in der Lage ist, Sauerstoffradikale
zu erzeugen [111, 29]. Diese Reaktion kann durch Verdriangung des Eisens durch
andere Metalle (z.B. Co, Ni, Mn) [38] unterbrochen werden. Metalle, wie Cad-
mium, kénnen hingegen selbst Sauerstoffradikale generieren und so interferieren
(33, 112, 51, 106].

An der Regulation der EPO-Synthese ist zudem der Transkriptionsfaktor
HIF-1 (Hypoxie-induzierbarer Faktor 1) wesentlich beteiligt (siche Abb. 6) [11].
HIF-1 ist ein aus den zwei Untereinheiten HIF-1a und HIF-15 [Synonym: Aryl-
Hydrocarbon-Receptor-Nuclear-Translocator (ARNT)] bestehender Proteinkom-
plex. Die biologische Aktivitdt von HIF-1 wird durch die Expression und Menge
des verfligbaren, aktiven HIF-1c bestimmt [103]. Unter nicht hypoxischen Bedin-
gungen wird HIF-1a stetig ubiquitinyliert und so iiber den Proteasomenkomplex
kontinuierlich degradiert [97, 63]. Bei Sauerstoffmangel wird HIF-1aw zum einen
vermehrt exprimiert [105] und zum anderen unterbleibt seine Ubiquitinylierung,
sodafl HIF-1 in aktiver Form an ein Enhancer-Element, welches sich vom EPO-
Gen aus in Richtung 3’ befindet, binden kann [29]. Das Hypoxie Responsible
Element (HRE), an welches HIF-Heterodimere binden, wurde mit der Consensus
Sequenz 5’-RCGTG-3 beschrieben [104]. Diese konservierte HIF-1 Bindungsstel-
le (HBS) des 3’ gelegenem EPO-Enhancers enthélt ein CpG Dinukleotid, welches
am Cytosin methyliert werden kann. Eine Methylierung des CpG Dinukleotids
der HBS verhindert eine Bindung von HIF-1 an die HBS [118].

Findet an der HBS eine Bindung zwischen HIF-1 zusammen mit weiteren
modulierenden Kofaktoren, wie p300 und CBP, an die HBS statt (s. Abb. 7),
so induziert dies die Transskription des EPO-Gens iiber einen 5’ gelegenen Pro-
motor [11, 103, 29]. Uber den Promotor schlieBlich erfolgt die Aktivierung des
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Abbildung 6: Modell der Sauerstoffsignaltransduktion: Flavo-Hamproteine
wirken als NADPH-oxidase, wodurch Superoxide (O ) entstehen, welche mit
Eisen zu einem Hydroxylradikal (OH) und anderen Sauerstoffradikalen (ROS)
reagieren. Dadurch wird HIF-1la oxidativ verdndert, so daf§ es rasch durch
die Proteasomen abgebaut wird. Kobalt und andere Ubergangsmetalle (Co**,
Ni?* und Mn?* konnen den eisenabhingigen Abbau von HIF-la hemmen.
Unter Hypoxie ist HIF-1a stabil und bildet zusammen mit HIF-13 aktives
HIF-1, welches im Nukleus an Steuerabschnitte von hypoxieinduzierten Genen
bindet. (Nach [29]).

Transkriptionskomplexes RNA-Polymerase 11 [95]. Verstirkte Transkription ist
mitverantwortlich fiir einen Grofiteil der Steigerung der EPO-Genexpression un-
ter Hypoxie. Es wird zusétzlich eine erhchte Stabilitdt der EPO-mRNA diskutiert
21, 29].

1.1.4 Limitationen der Zellkulturmodelle

Lange Zeit galt die Erforschung der Erythropoetinregulation als besonders schwie-
rig, da es kein geeignetes Zellkulturmodell gab. Einige Zellen, wie Mesangiumzel-
len der Ratte [68], die Nierenzellen der Linie RC-1 [107], und Leberkarzinomzellen
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Abbildung 7: Regulation des EPO-Gens durch HIF. Exons sind durch schwar-
ze Rechtecke, Introns durch weifle markiert. Mit schmalen hellgrauen Recht-
ecken sind konservierte Abschnitte, welche zwischen Maus und Mensch iden-
tisch sind, markiert. Dunkelgraue schmale Rechtecke sind relevante hypoxi-
einduzierbare Abschnitte. Der 3’ Enhancer ist vergrofiert dargestellt. Wie mit
dem Pfeil dargestellt, ist der Komplex um p300 in der Lage, mit der basalen

Transkriptions-Maschinerie am Promotor zu interagieren. (Nach [29]).

[88], produzieren Erythropoetin in sehr niedrigen Spiegeln mit minimaler Indukti-
on durch Hypoxie. Zelllinien, die in vitro eine signifikante Menge an Erythropoetin
produzieren, wurden erst nach Uberpriifen einer groBer Anzahl sowohl renaler als
auch hepatischer Zelllinien gefunden [40]. Die beiden humanen Hepatoma Zellli-
nien Hep3B und HepG2 haben sich als geeignete Modelle herausgestellt, weil sie
auf Hypoxie mit markanten Anstiegen der EPO-Produktion reagieren. Mit Hilfe
dieser Zelllinien konnte gezeigt werden, daf} einzelne Zellen in der Lage sind, den
Sauerstoffgehalt der Umgebung zu messen und die Regulierung der Genexpres-
sion durchzufithren. Hep3B- und HepG2-Zellen sind daher ein etabliertes und
gut charakterisiertes Modell fiir die Untersuchung der EPO-Genregulation auf
molekularer Ebene [29, 40].

In dieser Arbeit wurden ausschliellich Zellen der Zelllinie HepG2 verwendet,
da diese kein Hepatitis B Virus Genom enthalten und somit keine potentielle
Infektionsgefahr darstellen. Zellen der Zelllinie Hep3B enthalten das Hepatitis B
Genom und exprimieren das Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg) [66, 2].
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1.2 Zielsetzung

Ausgangspunkt dieser in wvitro Untersuchung ist die Beobachtung, dal MMF bei
nierentransplantierten Patienten Andmie auslosen kann. Ziel der Studie ist es
zu iiberpriifen, ob Mycophenolat Mofetil einen Einflufl auf die Produktion von
Erythropoetin hat. Falls ein Einflufl nachweisbar ist, soll die Spezifitit des Effekts
und die moglichen molekularen Mechanismen, die dem MMF-Effekt auf die EPO-

Produktion zugrunde liegen, untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Kultivierung der HepG2-Zellen

Humane Hepatoma Zellen der Zelllinie HepG2 (American Type Culture Collecti-
on No. HB-8065) wurden freundlicherweise von Frau Dr. Lowers, Paul-Ehrlich In-
stitut Langen, zur Verfiigung gestellt. Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit
modifizierter Polystyrene-Oberfliche (Primaria, Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA) ausgesit und wuchsen zu einer konfluenten, einlagigen
Zellschicht aus. Die Kultivierung erfolgte mit dem Medium DMEM Nut Mix F-
12 (Gibco, Eggenstein), dem 10 % hitze-inaktiviertes fotales Kélberserum (FCS),
50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin zugesetzt waren. Vorversuche er-
gaben, dafl die Zellen weniger als 10 % FCS nicht tolerierten. Mediumwechsel
erfolgte, in Abhéngigkeit von der Wachstumsgeschwindigkeit und Mediumver-
brauch der Zellen, entweder jeden zweiten Tag oder auch tédglich. Konfluente
Kulturen wurden einmal pro Woche mittels 0,25 % Trypsin-PBS abgelost und im
Verhéltnis 1:3 geteilt in neuen Kulturgefafien ausgesét.

Die Zellen wurden bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 Vol% CO, und
95 Vol% Luft gezogen.

2.1.2 Behandlung mit Immunsuppressiva

Fiir die Stimulationsexperimente wurden die Zellen auf 6-Well-Zellkulturplatten
mit modifizierter Polystyrene-Oberflache (siehe 2.9) ausgesit und mit 2 ml DMEM
und den bereits genannten Zusétzen versetzt. Nach vorherigem Mediumwechsel
wurden noch subkonfluente Zellen mittels der in DMSO geltsten Pharmaka ent-
sprechend des Versuchsansatzes behandelt. Nach 24 h wurde erneut das Medium
gewechselt und ein zweites Mal frisches Medium mit frischen Pharmaka versetzt.
Die Zellen wurden so ausgesét, dal bei Versuchsende, nach weiteren 24 h, die
Zellen konfluent waren. Der Zelliiberstand wurde abgenommen und bis zur wei-

teren Untersuchung bei —20 °C eingefroren. Die Zellen wurden auf ihre Anzahl
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und Vitalitidt untersucht (siehe 2.3).

Auf jeder 6-Well-Zellkulturplatte wurde mindestens ein Ansatz als Kontroll-
ansatz mitgefiihrt, der anstelle des jeweiligen Medikaments nur das Losungsmittel
DMSO (max. 1 %) enthielt.

In den ersten Versuchen wurde die Konzentration bestimmt, mit denen ein
maximal hemmender Effekt auf die EPO-Sekreton bei HepG2-Zellen erzielt wird.
Diese Konzentration wurde dann in den Versuchen zur Zeitabhéngigkeit einge-
setzt, in welchen die EPO-Sekretion als Funktion der Zeit bei unverdnderter Kon-
zentration betrachtet wurde. Bei Zeitabhéngigkeitsstudien waren die Zeitpunkte
der einzelnen Stimulationen so abgestimmt, dafl alle Ansdtze zur gleichen Zeit
geerntet werden konnten. Dabei wurde bei allen Ansétzen je 48 h und 24 h
vor Versuchsende das Medium gewechselt und nur fiir die Dauer der eigentli-
chen Stimulation vor Versuchsende das Medikament zugegeben. Nach Ablauf des
jeweiligen Beobachtungszeitraums wurde dann die EPO-Konzentration im Zell-

iiberstand bestimmt.
Alle Bestimmungen wurden mindestens als Dreifachansatz ausgefiihrt.

Immunsuppressiva wurden in therapeutisch relevanten Konzentrationen ein-
gesetzt. In vergleichenden Versuchen wurden Mycophenolat Mofetil (Ester der
Mycophenolsdure) und Mycophenolsidure parallel verwendet. Der Effekt beider
Substanzen war identisch, da die HepG2-Zellen in der Lage sind, den Ester zu

Mycophenolséure zu hydrolysieren.

2.1.3 Zellmorphologie

Die HepG2-Zellen wuchsen in DMEM mit 10 % FCS gleichméfig und ohne mor-
phologische Verédnderungen. Durch den Zusatz von serumfreien DMEM vermin-
derte sich das Zellwachstum erheblich. Bei der Auswahl der Kulturschalen fiir die
Stimulationsversuche wurde auf ein gleichméfiges Aussehen und subkonfluentes
Wachstum der Zellen geachtet. Durch die Stimulation mit den verwendeten Im-
munsuppressiva waren mikroskopisch keine Verdnderungen der Zellmorphologie

erkennbar.
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2.2 Erythropoetin ELISA

Die Erythropoetinkonzentration im Zelliiberstand wurde mittels eines kommer-
ziellen Kits (Quantikinine IVD Erythropoetin ELISA, R&D Systems Inc., Min-
neapolis, MN, USA) geméf der Anleitung des Herstellers bestimmt:

Nach Entnahme des Zelliiberstands wurde dieser, ebenso wie eine EPO-Stan-
dardreihe, in 96-Well-Platten pipettiert. Der Boden dieser Platten war mit einem
monoklonalen murinen Antikérper gegen EPO beschichtet, der das im Zelliiber-

stand vorhandene Erythropoetin quantitativ band.

Nach Entfernen des iiberschiissigen Zelliiberstands und EPO-Standards aus
den Wells wurde jedes Well mit einem polyklonalen anti-EPO-Antikorper (rab-
bit) inkubiert. Dieser Antikérper war mit einer Meerrettichperoxidase konjugiert.
Wihrend dieser zweiten Inkubation band nun dieser Antikérper-Enzym-Komplex
an das durch den ersten Antikérper gebundene Erythropoetin. Uberschiissige
Antikorper-Enzym-Komplexe wurden durch Waschen entfernt. Nach Zugabe ei-
nes Chromogens (Tetramethylbenzidin) und Wasserstoffperoxyd in die Wells, oxi-
dierte die Meerrettichperoxidase das Chromogen und ein blauer Farbkomplex ent-
stand. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von Schwefelsédure gestoppt, was den

blauen Farbkomplex in einen gelben umwandelte.

Die Intensitit der Farbung war direkt proportional zu der Menge an EPO
gebundenem Antikorper-Meerrettichperoxidase-Komplexen, welche wiederum di-
rekt proportional zur Menge an Erythropoetin im Zelliiberstand oder Standard

war.

Der Farbstoff wurde im Photometer bei 450 nm gemessen und aus der Ex-
tinktion der EPO-Standards eine Standardkurve erstellt, indem die Extinkti-
on gegen die Konzentration der EPO-Standards aufgetragen wurde. Die EPO-
Konzentration im Zelliiberstand wurde durch Vergleich der Extinktionen zwi-
schen Standardkurve und Proben ermittelt. Als Negativkontrolle wurde stets eine
Probe frischen Mediums, welches noch nicht in der Zellkultur eingesetzt wurde,

in den Mefireihen mitgefiihrt.

Sowohl die verwendeten Standards als auch die beschichteten Mikrotiterplat-

ten und Antikorper waren Bestandteil des verwendeten Kits.
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2.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitét

2.3.1 Direkte Zellzihlung nach Trypanblaufirbung

Die Methode beruht auf dem Auszédhlen von trypanblaugefarbten Zellen mittels
einer Zahlkammer und Mikroskop. Vitale Zellen konnen Trypanblau ausschlieen
und sind damit von den blau gefarbten nekrotischen Zellen deutlich zu unter-
scheiden.

Zunéchst wurde analog zum Teilen eines Zellrasens aus diesem eine Zellsus-
pension bereitet. Von dieser Zellsuspension wurde ein Aliquot zu gleichen Teilen
mit 0,4%igem Trypanblau (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) versetzt.
Die Zahl der lebenden und der toten Zellen wurde unter dem Mikroskop bei 80fa-
cher Vergréfierung in einer Neubauerzihlkammer (0,1 mm Tiefe; 0,0025 mm?;
W. Schreck, Hofheim Ts.) erfait. Hierbei erscheinen nichtvitale Zellen blau. Um
den storenden Einflufl moglicher Zahlfehler klein zu halten, erfolgte das Auszéh-
len in vierfachem Ansatz. Aus den vier ermittelten Werten wurde jeweils der
Mittelwert gebildet.

Bei bekannten Volumina konnte die Gesamtanzahl der Zellen in der Aus-
gangszellsuspension und die Fraktionen der lebenden und toten Zellen bestimmt
werden.

Die Gleichung hierzu lautet
Z =nkV

worin Z die Zellzahl in Zellen pro ml Zellsuspension ausdriickt, n den errech-
neten Mittelwert der ausgezéhlten Zellen, F' den Verdiinnungsfaktor, F' = 2 und
V' den Umrechnungsfaktor 10*/ml.

2.3.2 Zellzdhlung mittels Aktivititsbestimmung der Hexosaminidase

Die Hexosaminidase (N-acetyl-3-D-Hexosaminidase) ist ein in fast allen Zellen
vorkommendes lysosomales Enzym. Die grofle Verbreitung und die konstitutive
Expression des Enzyms machen es zu einem idealen Indikator fiir die Erfassung
von Zellzahlen. In diesem Sinne wurde es erstmals von Koponen et al. 1982 be-
nutzt [67].
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Die Zellen wurden auf Mikrotiterplatten (96 Well, Pro-Bind Assay Plate, Bec-
ton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) kultiviert. Nach Errei-
chen von Konfluenz wurden die Monolayer 3 mal mit PBS gewaschen und 50 nl
PBS pro Well zugesetzt. Als Standard und zur Kontrolle der Sensitivitit wurden
Zellen in Suspension 3 mal mit PBS gewaschen und von Hand ausgezdhlt. Die
ausgezahlten Zellen wurden in 50 nl PBS suspendiert in den jeweils vorgesehenen
Wells der Mikrotiterplatte mitbehandelt.

Zur Bestimmung wurde jedes Well mit 50 pl Substrat/Lyse-Puffer (7,5 mM p-
nitrophenol- N-acetyl-3-D-Glukosaminid (Sigma), 0,1 M Zitratpuffer pH 5, 0,5 %
Triton X-100, aqua destillata) versetzt. Nach Zugabe der Substratlosung wurden
die Zellen auf der Mikrotiterplatte fiir 30 min bei 37 °C und 100 % Luftfeuch-
tigkeit inkubiert. Die Farbreaktion wurde mittels Zugabe von 100 pl pro Well
Stopplosung (100 mM NaOH, mit 5 mM EDTA) durch Hemmung des Enzyms
unterbrochen. Im alkalischen Milieu bildet sich ein gelber Farbstoff. Die Extink-
tion wurde bei 405 nm und bei einer Referenzwellenléinge von 650 nm gemessen
[71].

Aus den Extinktionswerten der Zell-Standards wurde eine Standardkurve er-
stellt, indem die Extinktion gegen die Zellzahl der Zell-Standards aufgetragen
wurde. Die Zellzahl der Zellrasen wurde durch Vergleich der Extinktionen zwi-

schen Standardkurve und Proben ermittelt.

2.3.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Gesamtzellproteinmenge aus Zelllysat wurde nach der Methode von Lowry
[78] bestimmt. Der Assay basiert auf der Reaktion von Protein mit alkalischen
Kupfer-Tartrat-Komplex und Folinreagenz. Dabei wurde ein kommerzielles Kit
(DC Protein Assay, Bio-Rad, Miinchen) entsprechend den Herstellerangaben ver-
wendet.

Zum Gewinnen der Zelllysate wurden die gewaschenen Zellrasen durch Zugabe
von SDS-NaOH (5 g/l Natriumdodecylsulfat in 0,1 mol/l NaOH) lysiert. Das
Lysat wurde anschlieBend fiir 20 s sonifiziert und die Proteinmenge mittels des
Kits bestimmt.

Im Assay nach Lowry gibt es zwei Schritte, die zu einem Farbumschlag fiihren:
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Zunéchst die Reaktion zwischen Kupfer und Protein im alkalischen Milieu sowie
die anschliefende Reduktion des Folinreagenz durch das kupferbehandelte Protein
[78]. Die Farbentwicklung wird hauptséchlich durch die Aminosduren Tyrosin
und Tryptophan sowie zu geringerem Anteil von Cystin, Cystein und Histidin
verursacht [78, 91]. Die Proteine bedingen eine Reduktion des Folinreagenz durch
Verlust von ein, zwei oder drei Sauerstoffatomen, wobei eine oder mehrere der
moglichen reduzierten Formen entstehen. Diese reduzierten Formen haben eine
charakteristische blaue Farbe mit einem Maximum des Absorptionsspektrums bei
750 nm und ein Minimum bei 405 nm [91].

Der Assay wurde auf 96-Wellplatten (Pro-Bind Assay Plate, Becton Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) aufgetragen und die Extinktion mittels
eines ELISA Readers (Dynatech MR5000) bei 650 nm gemessen. Die Extinktion
der Blaufarbung der Proteinstandards wurde gemessen und eine Standardkur-
ve erstellt, indem die Extinktion gegen die Konzentration der Proteinstandards
aufgetragen wurde. Die Proteinkonzentration der Zelllysatproben wurde durch

Vergleich der Extinktionen mit denen einer BSA-Standardkurve ermittelt.

2.3.4 Bestimmung des a;-Fetoproteins

Die Bestimmung von «;-Fetoprotein (AFP) im Zelliiberstand wurde freundli-
cherweise durch das Labor von PD. Dr. Oremek, Universitatsklinik Frankfurt am
Main, durchgefiihrt.

Die a;-Fetoproteinkonzentration im Zelliiberstand wurde dabei mit Hilfe ei-
nes kommerziellen Kits (Elecsys AFP Immunoassay, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Elektrochemiluminescence Immunoassay (ECLIA)) geméaf der Anlei-
tung des Herstellers im Zentrallabor der Universitatsklinik Frankfurt bestimmt.

Das Prinzip des Elektrochemiluminescence Immunoassay (ECLIA) ist die
Messung der Chemoluminszenz eines iiber AFP als Briicke an eine feste Pha-
se gekoppelten Rutheniumkomplexes. Im Detail: Ein biotinylierter, monoklona-
ler, gegen AFP gerichteter Antikérper und ein mit Ruthenium-Komplex mar-
kierter, monoklonaler, gegen AFP gerichteter Antikorper bilden zusammen mit
dem AFP in der Probe einen Sandwich-Komplex. Der AFP-Antikorper-Komplex

bindet iiber eine Biotin-Streptavidin Wechselwirkung an Streptavidin beschich-
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tete, magnetische Mikropartikel und ist somit an die Festphase gebunden. Das
Reaktionsgemisch wird in die Mefzelle {iberfiihrt, wo die Mikropartikel durch
magnetische Wirkung auf die Oberfliche der Elektrode fixiert werden. Danach
werden die ungebundenen Substanzen entfernt. Durch Anlegen einer Spannung
wird die Chemilumineszenz-Emission induziert und mit dem Photomultiplier ge-
messen. Die Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationskurve ermittelt. Diese
wird durch eine Zwei-Punkt Kalibration und spezifischen Informationen zur Rea-

genzcharge geritespezifisch generiert.

2.3.5 Bestimmung der Laktat-Dehydrogenase

Die Bestimmung der Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Zelliiberstand wurde unter
Mithilfe des Nierenfunktionslabors, Universitatsklinik Frankfurt am Main, durch-
gefiihrt.

Die LDH im Zelliiberstand wurde dabei mittels eines kommerziell erhéltli-
chen Kits (LDH, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) geméfl der Anleitung
des Herstellers bestimmt.

Der durchgefiihrte Test ist nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft
fiir Klinische Chemie 1972 [24] die ,,Optimierte Standard-Methode.*

Die Methode beruht auf der Laktat-Dehydrogenase katalysierten Reduktion

von Pyruvat zu Laktat nach der Gleichung:

Pyruvat + NADH + H* Laktat + NAD*

Dabei wird NADH+H™ zu NAD™ oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH-
Abnahme ist direkt proportional der LDH-Konzentration und wurde photome-
trisch bei 546/340 nm, dem Maximum der NADH+H™ spezifischen Absorption,

gemessen.

2.4 Western Blot

Die qualitative Bestimmung von EPO im Zelllysat wurde mittels Western Blot

durchgefiihrt. Die Methode basiert auf der Trennung von Proteinmolekiilen durch
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Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese, anschlieBendem Antigentransfer auf Membra-
nen und spezifischen Nachweis mittels Antikorpern.

Die Gesamtproteinmenge im Zelllysat wurde durch eine modifizierte Methode
nach Lowry (sieche 2.3.3) bestimmt.

Die Proben wurden mit SDS Probenpuffer versetzt und 30 Minuten auf 37 °C
erhitzt. 50 pg Protein wurde je Spur auf das Gel geladen. Die Proteine wurden in
einem diskontinuierlichem SDS-Polyacrylamidgel nach Laemmli [70] (2,5 % Sam-
melgel und 7,5 % Trenngel) aufgetrennt und auf eine PVDF Membran (Millipore)
iiberfiihrt. Der Ubergang des vorgefirbten Molekulargewichtstandards (Kaleidos-
cope Prestained Standards, BioRad) diente gleichzeitig als Maf fir die Effekti-
vitdt des Transfers. Die Blots wurden in 3% Trockenmilch in Tris gepufferter
Salzlosung mit 0,1 % Tween20 [TTBS: 10 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl,
0,1 % Tween 20] 6 Stunden blockiert, dreimal in TTBS gewaschen und die Mem-
bran mit dem EPO-Antikérper (R&D; Maus-anti-Human; 1:250 in TTBS mit
0,1 % Trockenmilch) {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem dreimali-
gen Waschen mit TTBS wurde der Primérantikérper mit einem Meerrettichper-
oxidase-konjugiertem Schaf-anti-Maus Antikérper (Amersham; 1:6000 in TTBS
mit 1 % Trockenmilch) nach 60 miniitiger Inkubation, gefolgt von viermaligen Wa-
schen in TTBS, mittels eines komerziellen Chemilumineszenz-Kits (ECL, Amers-
ham) detektiert. Die P-gp spezifischen Banden des Blots wurden durch Zugabe
von Chemilumineszenz-Reagentien (ECL, Amersham) fiir eine Minute entwickelt.
Die durch die Meerrettichperoxidase katalysierte Oxidation von Lumigen PS-3-

Acridan im alkalischen Milieu freigesetzte Chemilumineszenz wurde auf Rontgen-

film (Kodak, X-Omat AR) detektiert.

2.5 Isolierung von RNA

Die Isolierung der RNA aus der Zellkultur erfolgte nach der Methode von Chomc-
zynski und Sacchi [17]. Hierzu wurde ein kommerzielles Kit (RNA Clean, Hybaid-
AGS, Heidelberg) geméfl der Anleitung des Herstellers benutzt.

Die Isolierungsmethode beruht darauf, dafi sich im sauren Milieu Komple-
xe zwischen RNA, Guanidinium und Wassermolekiilen in der wéfirigen Phase

ausbilden, wihrend DNA /Protein bei diesem pH diese Wechselwirkung nicht ein-



2 MATERIAL UND METHODEN 23

gehen. Die wafirige und die organische Phase werden durch Zugabe von Chloro-
form /Isoamylalkohol (49/1) und Zentrifugation voneinander getrennt. Die RNA
wird aus der wafirigen Phase durch Zugabe von Isopropanol (1:1 Vol) gefillt und
abzentrifugiert. Das Pellet wird anschliefend mit eiskaltem 75 %igen Ethanol ge-
waschen, nach erneuter Zentrifugation bei Raumtemperatur getrocknet, und in
Diethylpyrocarbonat behandeltem Wasser resuspendiert. Hierbei werden durch
das Diethylpyrocarbonat eventuell vorhandene RNAsen inaktiviert.

Ausbeute und Reinheitsgrad der Gesamt-RNA wurden in einem Photometer
durch Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Die Bestim-
mung der Reinheit der mRNA erfolgte aus dem Quotient der optische Dichte
(OD) ODsgo/O Dagp, wobei Werte zwischen 1,7 und 2,1 repriisentativ fiir eine von
Proteinresten befreite mRNA waren. Bei Werten auflerhalb dieses Bereiches, wur-
de die entsprechende RNA fiir weitere Versuche nicht mehr verwendet. Der Gehalt
der mRNA wurde mit Hilfe der ODsgy bestimmt. Ausgehend von der bekannten
Annahme, eine mRNA Konzentration von 40 pg/ml (bei einer Schichtdicke von
1 c¢m, verdiinnt in Wasser) entspreche einer ODygy von 1, konnte der Gehalt mit

dem jeweiligen Wert der ODygg berechnet werden.

2.6 Northern Blot

Die Bestimmung und Quantifizierung der RNA erfolgte mittels Northern Blot.
Hierbei wird die RNA zunéchst elektrophoretisch iiber ein denaturierendes form-
aldehydhaltiges Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nylonmembran
transferiert und fiir 120 Minuten bei 80 °C fixiert. Die untersuchten mRNAs wer-
den jeweils durch Hybridisierung mit einer markierten cDNA-Sonde auf dieser
Membran detektiert und quantifiziert. Die verwendete EPO Sonde besteht aus
einem 745 Basenpaaren groflem Fragment aus der kompletten humanen EPO
cDNA (Accession-Nummer: NM_000799), welche in die EcoR V Schnittstelle ei-
nes pTR Vektors kloniert und mit Kpn I und Bgl II isoliert wurde. Herr Peter
Keller aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. C. Bauer, Physiologisches Institut
der Universitat Ziirich-Irchel, hat uns den Vektor freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt.

Durchfithrung: 10 pg Gesamt-RNA in 50 % deionisiertem Formamid, 5,9 %
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Formaldehyd und 1x MOPS Laufpuffer [10x MOPS-Puffer: 200 mM MOPS,
50 mM Na-Acetat, 5 mM EDTA (pH 8,0), mit NaOH auf pH 7,0] wurden in
Probenpuffer (ad 40 pnl) aufgenommen [Probenpuffer: 4,5 ml DEPC-H,0, 10 ml
Formamid (deion.), 3,5 ml Formaldehyd, 2 ml 10x MOPS-Puffer, 2 ml HyO mit
50 % Glycerol, 1 mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol] und
10 min bei 75 °C denaturiert, dann auf Eis gekiihlt. Anschliefend wurden die
Proben in einem denaturierenden Agarosegel bestehend aus 1% Agarose, 5,9 %
Formaldehyd in 1x MOPS bei konstant 60 V in einer BioRad Kammer aufge-
trennt. Der Transfer auf die Biodyne B Nylonmembran (Gelman) erfolgte durch
Kapillarblotting mit 20x SSC [3,0 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0] fiir 15
Stunden. Nach dem Transfer wurde die RNA fiir 2 Stunden bei 80 °C auf der
Membran fixiert. Die Membran wurde in 2x SSC gespiilt und 1 Stunde in Prahy-
bridisierungslésung [1 % SDS, 5x SSC, 50 % Formamid (deion.), 0,2 % Ficoll 400,
5 mM EDTA, 50 mM TRIS/HCI (pH 7,5), 0,2% BSA, 0,1 molar NaCl, 0,2%
Polyvinylpyrrolidon] mit 2 pg/ml denaturierter Heringssperma DNA priahybridi-
siert. Die EPO-cDNA Sonde wurde mittels Random Hexamerprimer und klonaler
Polymere mit [a-3?P]dCTP markiert. Zur Markierung wurde die EPO-Sonde in
destilliertem Wasser fiir 5 min bei 100 °C gekocht, anschliefend fiir 5 min auf Eis
gestellt. Nach dem anschlieBenden Abzentrifugieren der DNA wurde das Reakti-
onsgemisch eines Kits (Amersham Mega Prime), 5 nl des radiomarkiertem [a-32P]
und 2 ml Klenow Polymerase zugegeben und fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Die
so gewonnene 3?P-markierte cDNA-Sonde wurde in Prihybridisierungslésung hin-
zugegeben und mit Heringssperma bei 100 °C fiir 10 min gekocht, anschlieend
in Eiswasser abgeschreckt, um einzelstrangige cDNA-Stringe zu erhalten. Mit
dieser Losung wurde der Blot iiber Nacht bei 42 °C hybridisiert. Die hybridisier-
te Membran wurde zweimal fiir 15 min bei 42 °C mit 2x SSC, 0,5% SDS und
einmal mit 0,2x SSC, 0,5% SDS gewaschen. Im Anschlul wurde die Membran
in einem Plastikbeutel eingeschweifit und ein bis vier Tage lang bei —80 °C auf
einem Rontgenfilm (Kodak, X-Omat AR) exponiert. Die Filme wurden densito-
metrisch ausgewertet (Image/J, National Institutes of Health (NIH) Bethesda,
Maryland, USA) und die erhaltenen Werte auf die Werte eines ,housekeeping®
Gens (GAPDH) normalisiert. Als ,housekeeping” Gene, werden solche Gene be-

zeichnet, die konstitutiv exprimiert werden und somit als Vergleichsparameter fiir
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eine weitgehend unregulierte Genexpression genutzt werden kénnen.

2.7 Elektro Mobility Shift DNA-Binding Assay

Die qualitative und quantitative Bestimmung der Aktivitdt von HIF im Zell-
kern wurde mittels des Elektro Mobility Shift DNA-Binding Assay (EMSA) nach
Schreiber et al. [101] durchgefithrt. Die Methode basiert auf der Extraktion ak-
tiver Transkriptionsfaktoren aus den Kernen stimulierter Zellen. Die Transskrip-
tionsfaktoren werden anschliefflend mit 3?P markierten DNA Oligonukleotiden
inkubiert und die DNA-Proteinkomplexe auf einem nichtdenaturierenden Po-
lyacrylamidgel (Trisborat-EDTA) elektrophoretisch getrennt. Die Detektion der
DNA-Proteinkomplexe sowie noch freie Oligonukleotide, wurden mittels Autora-
diographie durchgefiihrt. Als HIF-bindenden Oligonukleotide wurden solche mit
der Sequenz 5-TCA CCA ACA GGC AAC GTG CAG CCG GAC GCG-3’ und
mit 5-CGC GTC CGG CTG CAC GTT GCC TGT TGG TGA-3" als kom-
plementérer Strang genutzt. Die mutierten Oligonukleotide hatten die Sequenz
5-TCA CCA ACA GGC AAC GGA TCG CCG GAC GCG-3’ und 5-CGC GTC
CGG CGA TCC GTT GCC TGT TGG TGA-3" als Gegenstrang.

Zur Extraktion der nukledren Proteine wurden die Zellen (pro Probe eine
75 cm? Flasche konfluenter Kulturen) zunéchst mit PBS gewaschen und anschlie-
Bend mit 1,5-2 ml PBS/EDTA (0,1 mM) fiir 5 min inkubiert. Die Zellen wurden
mit PBS/EDTA abgelost und in ein Einmalreaktionsgefd (1,5 ml) iiberfiihrt.
Nach 30 s Zentrifugation (13000 rpm) wurde der Uberstand verworfen. Das Pel-
let wurde 10 s mit 300 pul Puffer A [10 mM HEPES (pH 7,9), 10 mM KCI, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF] bei 4 °C inkubiert. Anschlie-
Bend wurde 10 pl 10%ige Nonidet P-40 zugegeben und die Zellen fiir 15 s auf
hochster Stufe ,, gevortext“. Nach Zentrifugation (14000 rpm, 1 min) wurde der
Uberstand, der die Zellmembranen und das Zytoplasma enthielt, entnommen und
verworfen. Die Kernproteine wurden in eiskaltem Extraktionspuffer [20 mM HE-
PES (pH 7,9), 25% Glycerol, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 0,5 mM PMSF] bei 4 °C fiir 20 min unter permanentem ,vortexen* extra-
hiert. Nach Zentrifugation (14000 rpm, 5 min, 4 °C) wurde der Uberstand, der

die nukledren Proteine enthielt, entnommen, aliquotiert und bei —80 °C gelagert.
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Vor Durchfiihrung des EMSA wurde der Protein-Gehalt mittels Gelelektro-
phorese und Coomassie-Féarbung bestimmt. Dabei wird das Polyacrylamidgel 1 h
oder ldnger in der Féarbelosung [0,04 % Coomassie Brilliant Blue R (Sigma), 40 %
(v/v) Methanol, 10 % Essigsdure| inkubiert. Danach erfolgen Waschungen mit
40 % Methanol bis der Hintergrund durchsichtig ist. Die Auswertung erfolgt den-
sitometrisch (Image/J, National Institutes of Health (NIH) Bethesda, Maryland,
USA).

HIF-bindende Oligonukleotide wurden mit [y-3*P]ATP (Amersham) termi-
nal mit T4-Polynukleotidkinase (New England Biolabs) radioaktiv markiert und
mit Hilfe einer Sdule (G-50 Sephadex, Nick Sdulen, Pharmacia) vom freien [v-
32P]ATP gereinigt. 5 ng des Extraktes nukleiirer Proteine wurden 30 min mit
4 nl [y-3?P]-markierten, HIF-bindenden Doppelstrang-Oligonukleotiden, die das
HIF-responsibele Element mit der Consensus Sequenz 5’-RCGTG-3’ [104] enthiel-
ten, (65000 counts/pl) und 3 pg poly(dl/dC) (Pharmacia), um eine unspezifische
Bindung der Sonde an die irrelevanten Proteine zu verhindern, inkubiert. Die
DNA-Protein-Komplexe wurden elektrophoretisch (BioRad Protean 11 Kammer,
260 V, ca. 15 mA) in einem 4%igen Polyacrylamid-Gel mit 12,5 mM Trisborat,
0,25 mM EDTA (pH 8,0) aufgetrennt. Anschlieend erfolgte Autoradiographie
und densitometrische Auswertung der Autoradiogramme. Zur Kontrolle der Spe-
zifitiit wurden die spezifische Bindung der [y-3*P]-markierten Oligonukleotide mit
100fachem UberschuB des Wildtyp oder mutierten Oligonukleotiden, die nicht ra-
dioaktiv markiert waren, kompetitiert. Fiir Supershift Gel Assays wurden 5 pg ei-
nes monoklonalen, spezifischen HIF-1a-Antikérper (Novus Biologicals, Littleton,
CO, USA) zu einer Probe der ~-3?P markierten HIF-Oligonukleotid-Komplexe
gegeben und fiir 30 min bei 4 °C vor der Elektrophorese inkubiert [86].

2.8 Auswertungsverfahren und Statistik

Zur besseren Vergleichbarkeit der Mefliwerte wurden diese als Prozent der Kontrol-
le angegeben. Auflerdem wurden alle Werte auf gleiche Zellzahlen, der jeweiligen
Kontrolle, bezogen.

Arbeitshypothese: Immunsuppressiva wirken sich auf die Syntheseleistung

von Erythropoetin bei HepG2-Zellen aus.
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Nullhypothese: Es besteht fiir die Zielvariable Erythropoetinsyntheselei-

stung von HepG2-Zellen kein Unterschied zwischen Vorhandensein und Nichtvor-

handensein von Immunsuppressiva im Nahrmedium.

Die Ergebnisse wurden als Durchschnittswert angegeben + Standardabwei-

chung. Der Wilcoxon-Mann-Whitney Test [1] wurde benutzt, um statistische Auf-

falligkeiten bei den Kontrollwerten und jeweiligen Mewerten zu ermitteln. Als

signifikant wurden Werte ab p < 0,05 angenommen.

In der Berechnung der Signifikanzen wurden in allen Féllen die Absolutwerte

herangezogen. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte, falls nicht anders Ver-

merkt, als Prozent der jeweiligen Kontrolle.

2.9

Reagenzien

Azathioprin (Glaxo Wellcome GmbH & Co, Bad Oldesloe)
Cyclosporin A (Novartis, Basel, Schweiz)

Dimethylsulphoxide (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), als Lo-

sungsmittel fiir die Immunsuppressiva
FK506 (Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd, Osaka, Japan)

p-nitrophenol- N-acetyl-3-D-Glukoseaminide (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim)

Guanosin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Mycophenolat Mofetil (Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, Schweiz)
Zellkulturmaterialien:

— Zellkulturflaschen und Multiwell Tissue Culture Plates: Falcon Pri-
maria (modifizierte Polysterene Oberfliche) (Becton Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

— Medium: Dulbecco’s MEM/Nut Mix F-12(HAM) (Gibco, Eggenstein)

— Mediumzusatze:
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* Fetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
 Penicillin /Streptomycin
— Waschpuffer: PBS (Dulbecco seromed, Biochrom KG, Berlin)
Alle anderen verwendeten Reagenzien waren ebenfalls von hochster analyti-

scher Reinheit und wurden in den im Text angegebenen Konzentrationen einge-

setzt und iiber Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim bezogen.
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3 Ergebnisse

In den hier vorgestellten Experimenten wurde der Einflufl von Mycophenolat Mo-
fetil auf die Erythropoetinsekretion untersucht. Die Untersuchungen erfolgten an-
hand des Zellkulturmodells der HepG2-Zellen. Hierbei wurden therapeutisch rele-
vante MMF-Konzentrationen eingesetzt, wobei auch eine Plasma-Eiweiflbindung

im Zellndhrmedium durch Zugabe von FCS beriicksichtigt wurde.

3.1 Erythropoetinsekretion

Zu Beginn wurde untersucht, ob und wenn ja bei welchen Konzentrationen My-

cophenolat Mofetil die Erythropoetinsekretion beeinfluft.

3.1.1 Konzentrationsabhingiger Effekt von MMF auf die EPO-
Sekretion

Der Einflufl von Mycophenolat Mofetil auf die Erythropoetinsekretion in den
Zelliiberstand von HepG2-Zellen wurde in aufsteigenden Konzentrationen von
0,01 pM bis 5,0 pM MMF bestimmt. Hierzu wurde nach der in 2.1.2 bereits be-
schriebenen Versuchdurchfithrung die EPO-Konzentration im Zelliiberstand mit-
tels des in 2.2 beschriebenen Erythropoetin ELISA gemessen.

Zur Normierung der gemessenen EPO-Werte wurde zunéchst der gesamte Pro-
teingehalt der jeweiligen Kultur nach dem in 2.3.3 beschriebenen Verfahren be-
stimmt und auf ein Milligramm Gesamtprotein bezogen (mU/mg). Anschlieflend
wurde von jeder Probe das Verhiltnis der Erythropoetin-Sekretion pro Milli-
gramm Gesamtprotein zur jeweiligen Kontrolle im gleichen Versuchsansatz be-
stimmt. Dieses Verhiltnis, dargestellt in Prozent der Kontrolle, ist in Abbildung
8 wiedergegebenen. Wie in Abbildung 8 gezeigt, ist ein signifikanter Abfall der
EPO-Sekretion auf 96 % 4 4 bereits ab MMF Konzentrationen von 0,1 pM nach-
zuweisen. Der zu beobachtende maximale Effekt wurde mit einem Abfall der
Sekretion auf 54 % =+ 15 der Kontrolle bei MMF Konzentrationen von 5 pM ge-
messen.

Neben der relativen Sekretionsminderung, ausgedriickt in Prozent der Kon-

trolle, wurde exemplarisch der absolute Wert fiir die Konzentration von 5 pM
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Abbildung 8: Reduktion der Erythropoetin-Sekretion in Abhéngigkeit von
der MMF Konzentration in vitro: DMSO-Kontrolle entspricht 100 %. Alle Wer-
te Protein bezogen bereinigt. Stimulationsdauer 48 h. Mittel +£SD. * p < 0, 05.
** p < 0,01. n=6, fiir 5 pM n=36.

MMF im Vergleich zum Absolutwert der Kontrolle in Abbildung 10 graphisch
veranschaulicht. Zudem wurde die EPO-Sekretion in dieser Abbildung auf die
absolute Zellzahl der jeweiligen Kultur bezogen, dargestellt als EPO-Sekretion
pro Zelle. Die Berechnung erfolgte nach Bestimmung der Zellzahl nach Trypan-
blaufdarbung, wie in 2.3.1 beschrieben.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, bewirken 5 pM MMF nach 48 h einen signi-
fikanten Abfall der EPO-Sekretion von durchschnittlich 8,6 - 107> mU EPO in
der DMSO-Kontrolle auf 5,2 - 107 mU EPO pro Zelle unter MMF (p < 0, 05).

Nachdem eine konzentrationsabhéngige Wirkung von MMF gezeigt wurde,

interessierte in Folge, ob diese auch von der Stimulationsdauer abhdngen wiirde.

3.1.2 Zeitabhéngigkeit der EPO-Sekretion unter MMF

Die Bestimmung der zeitlichen Abhéngigkeit des Effekts von MMF auf die EPO-

Sekretion erfolgte durch Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten. Als Zeitpunkte



3 ERGEBNISSE 31

120 - n.s. n.s. n.s.
s ]
3 ]
g 100 1 -
I
L ]
o i
5 80 1 **
o i
X ]
S 60 ~ T
£ 1
= ]
i) |
g 407
=
o)
%) ]
O 20 ~
o ]
] i
0 ] T T T T
S\ o N\ S\
w® N U3 ®
o S S S
i3 N N4 N3
S o) ) %)
U O
o \ \ 3

Abbildung 9: Zeitabhéingigkeit des MMF-Effektes in HepG2-Zellen: Alle Wer-
te bezogen auf jeweilige DMSO-Kontrolle. Mittel +£SD. ** p < 0,001. Alle
n=9. Absolute Werte der proteinbezogenen EPO-Konzentration der DMSO-
Kontrolle nach Zeitabhéngigkeit (in mU EPO pro mg Zellprotein): DMSO
12 h: 2472 £20; DMSO 24 h: 271,8 £50; DMSO 48 h: 253 £42.

der Messung wurden 12, 24 und 48 Stunden nach Beginn der Stimulation gew&hlt
und analog den Beschreibungen in Kapitel 2.1.2 durchgefiihrt.

Abbildung 9 (Werte als Prozent der Kontrolle) und Abbildung 10 (dargestellt
als absolute Werte) zeigen die kumulierte Erythropoetinsekretion der HepG2-
Zellen in Abhéngigkeit von der Stimulationsdauer bei einer konstanten Konzen-
tration von 5 pM Mycophenolat Mofetil. Die Konzentration von 5 pM MMF
wurde gewahlt, da nach vorangegangener Untersuchung der Konzentrationsab-
héngigkeit (3.1.1) hier der groBte Effekt auszumachen war und noch keine toxi-
schen Effekte sichtbar waren (s. 3.2).

Es zeigten sich erst nach 48 h signifikante Effekte von MMF auf die Erythro-
poetin-Sekretion. Kiirzere Inkubationszeiten brachten keine signifikanten Ergeb-

nisse. Der Zusatz von DMSO zum Kontrollansatz zeigte auch nach 48 h keinen
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Abbildung 10: EPO-Sekretion pro HepG2-Zelle: Stimulationsdauer wie an-
gegeben. MMF Konzentration jeweils 5 pM. Mittel £SD. * p = 0,024. Alle

n=9.

signifikanten Unterschied verglichen mit den Ansétzen ohne Zusétze zum Kultur-
medium.

Die auf die Zellzahl normierte EPO-Sekretion ergibt, dargestellt als EPO-
Sekretion pro Zelle (s. Abb. 10), nach 24 h keinen, nach 48 h einen signifikanten
Abfall mit Riickgang von durchschnittlich 8,6 - 107 mU auf 5,3 - 107> mU pro
Zelle (p < 0,05). Im DMSO-Kontrollansatz zeigten sich keine signifikanten Ver-

dnderungen.

3.2 Bestimmung der Zytotoxizitéit

Zur Erfassung moglicher zytotoxischer Effekte wurden mehrere unabhéngige Me-
thoden angewendet. So konnte {iberpriift werden, ob es sich bei der beobachteten
Wirkung auf die EPO-Sekretion um einen Substanzeffekt des eingesetzten Im-
munsuppressivums, oder um Auswirkungen verminderten Zellwachstums, Zellhy-

pertrophie oder Zellnekrosen handelt.
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3.2.1 Laktat-Dehydrogenase

Um das Ausmafl zytotoxischer Effekte, die zur Zellnekrose fithren konnen, zu er-
mitteln, wurde die Laktat-Dehydrogenase-Konzentration im Zellkulturiiberstand
gemessen. Laktat-Dehydrogenase (LDH) wird als zytoplasmatisches Enzym nach
toxischer Zellschadigung ins Medium freigesetzt. Die Bestimmung der LDH-Kon-
zentration erfolgte wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen den Konzentrationen von MMF (0,01 bis 5 pM) und der LDH-Konzentration
im Zellkulturiiberstand im Vergleich zur Kontrolle. In Tabelle 1 sind absolute

LDH-Konzentrationen in U/l dargestellt.

Tabelle 1: Absolute Laktat-Dehydrogenase-Konzentration im Zellkulturiiber-
stand in Abh#ngigkeit von MMF. LDH-Werte sind absolute Werte, welche auf
1 mg/ml Zelllysatprotein standardisiert sind. Stimulationsdauer 48 h. Mittel
+SD. n=6; fiir 5 pM n=19.

LDH [IU/1] | £SD | »
DMSO 48h 25,3 10,4
MMF 0,05 pM 27,31 3,09 n.s.
MMF 0,2 uM 29,37 10,61 | n.s.
MMF 0,4 pM 27,68 11,27 | n.s.
MMF 0,8 u1M 30,83 22,41 | ns.
MMF 1 uM 31,01 18,09 | n.s.
MMF 5 1M 24,4 12,87 | n.s.

Bei Bestimmungen von LDH und EPO aus gleichen Ansétzen konnte de-
monstriert werden, dal trotz signifikantem Abfall der EPO-Sekretion die LDH-
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle keine signifikante Anderung aufwies.
Dieses ist in Abbildung 11 veranschaulicht, wobei die jeweilige Verédnderung re-
lativ in Prozent zur Kontrolle dargestellt ist.

Obwohl MMF konzentrationsabhébgig die EPO-Sekretion inhibierte, waren
die LDH-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle, die nur DMSO zum Medi-

um enthielt, unveréndert.
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Abbildung 11: Relative EPO-Sekretion und LDH-Freisetzung im Zellkultur-
iiberstand in Abhéngigkeit von MMF im direkten Vergleich: LDH-Werte sind
auf 1 mg/ml Zelllysatprotein standardisiert. Werte als Prozent der Kontrolle.
Stimulationsdauer 48 h. Mittel £SD. n=6; fiir 5 pM n=19. Obere Kurve keine
Signifikanz. Signifikanzen der unteren Kurve s. Abb. 8.

3.2.2 Bestimmung der Vitalitit iiber Trypanblaufirbung

Als weitere unabhéngige Methode wurde die Bestimmung der Vitalidt nach Try-
panblaufirbung durchgefiihrt, wobei es hierbei moglich ist, zwischen lebenden und
nekrotischen Zellen direkt zu unterscheiden. Das Auszéhlen der Zellen erfolgte
nach in Kapitel 2.3.1 beschriebenem Vorgehen. Die Anzahl der lebenden und
nekrotischen Zellen wurde durch Auszéihlen von Zellen, nach 24 h und 48 h nach
Stimulation, nach Farbung mit Trypanblau bestimmt. Dabei wurden die Zellen
von jeweils einer 6-Well-Platte zu jedem Ansatz ausgezihlt.

Es konnte nach 24-stiindiger Beobachtung gezeigt werden, dafl sich die Anzahl
der nekrotischen Zellen unter 5 pM MMF im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nicht
signifikant unterschied. Eine solche Differenz war auch nach 48 Stunden nicht
nachweisbar. Wie in Tabelle 2 dargestellt, wurden unter keiner der beobachteten

Bedingungen mehr als 2 % tote Zellen gezihlt.
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Zudem zeigte sich keine statistische Auffalligkeit beziiglich der Zellzahl pro
Well. Weder nach 24 h noch nach 48 h zeigte sich ein antiproliferativer Effekt in
der MMF-Gruppe im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.

Tabelle 2: Vitalititsnachweis mittels Trypanblautest in An- oder Abwesenheit
von MMPF. Anteil der toten Zellen < 2%. Stimulationsdauer 24 h und 48 h.
Weder die Anzahl der lebenden Zellen noch die der nicht vitalen Zellen war

statistisch auffillig gegen die jeweilige Kontrolle. Alle n=9.

Zellen / Well ~ £SD | nicht vitale Zellen / Well +SD | p
DMSO 24h 3632222 355942 7778 8333 | ns.
MMF 5 M 24h 3620000 482960 8889 9280 | n.s.
DMSO 48h 4715556 587986 26667 17321 | ns.
MMF 5 uM 48h 4265000 617 252 21250 15526 | n.s.

Somit besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Zellen der mit 5 pM
MMF stimulierten Gruppe und der Kontroll (DMSO) Gruppe beziiglich der Vi-
talitét.

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl durch Hexosaminidase Assay

Neben einer direkten Bestimmung der Zellzahl durch Auszédhlung wurde die Ge-
samtzellzahl auch durch Bestimmung des lysozymalen Enzyms Hexosaminidase
ermittelt. Diese Methode wurde wegen der einfachen Durchfiihrbarkeit, hoher
Reproduzierbarkeit sowie Standarisierbarkeit des Verfahrens gewéhlt. Die Be-
stimmung der Hexosaminidase und die daraus abgeleitete Zellzahl wurde wie in
Abschnitt 2.3.2 beschrieben durchgefiihrt.

Es wurden drei verschiedene Versuchsbedingungen in je achtfachem Ansatz
gewahlt, solche ohne Losungsmittel DMSO, mit DMSO und mit 5 pM MMF. Die
gewihlte Inkubationsdauer lag bei allen Ansétzen bei 48 Stunden.

Aus den in Abbildung 12 dargestellten Meflergebnissen lassen sich zwischen
diesen drei Gruppen statistisch keine Unterschiede ableiten. Daraus folgt unmit-
telbar, dal in diesem Versuchsaufbau HepG2-Zellen unter 5 pM MMF bezogen

auf das Wachstum im Vergleich zu den Kontrollen keinen Unterschied zeigten.
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Abbildung 12: Bestimmung der Zellzahl durch Messung der Hexosaminidase-
aktivitat: Darstellung der Extinktion des durch Hexosaminidase umgesetzten
Substrats. Stimulationsdauer 48 h. Mittel £SD. Alle n=8. Keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen.

Auch zeigte sich, dal das Losungsmittel DMSO keinen hemmenden Einflufl auf
die HepG2-Proliferation hat.

3.3 Guanosinabhingigkeit des Effekts von Mycophenolat
Mofetil auf die Erythropoetin-Synthese

Mycophenolat Mofetil fithrt iiber die reversible Hemmung der IMPDH zu einer
Guanosindepletion in den Zellen. Es wurde untersucht, ob sich durch Zugabe von
Guanosin die Depletion ausgleichen 148t und dieses einen Einflu} auf die EPO-
Sekretion hat.

Es zeigte sich, dafl die Zugabe von 100 1M Guanosin den hemmenden Effekt
von 5 pM MMF auf die EPO-Sekretion soweit wieder aufhebt, dafl statistisch
kein Unterschied zur Kontrolle besteht. In Abbildung 13 ist zudem dargestellt,
daf fiir Guanosin selbst kein Effekt auf die EPO-Sekretion nachweisbar ist.

In wenigen Versuchen mit mehr als 100 pM Guanosin konnte kein weiterer
Anstieg der EPO-Sekretion unter 5 tM MMF gefunden werden. Die maximal
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Abbildung 13: Aufhebung des inhibitorischen Effekts von MMF auf die EPO-
Sekretion durch Guanosin (GUA): DMSO-Kontrolle entspricht 100 %. Stimula-
tionsdauer 48 h. Mittel +£SD. ** p < 0,001, * p = 0,006, n.s.= nicht signifikant.
n=18; fiir 5 pM MMF n=36.

eingesetzte Konzentrationen von Guanosin betrug hierbei 300 pM.

3.4 Spezifische Modulation der Sekretion von Erythro-
poetin durch Mycophenolat Mofetil

Zur Beurteilung, ob die beobachtete verminderte EPO-Sekretion unter MMF
Stimulation auf einen unspezifischen Effekt auf die Proteinsekretion zuriickzu-
fithren ist, wurde «;-Fetoprotein im Zelliiberstand gemessen. Dabei wurde «;-
Fetoprotein exemplarisch als ein in HepG2-Zellen nicht reguliertes, kontinuierlich
synthetisiertes Protein betrachtet.

A;-Fetoprotein im Zelliiberstand wurde nach 48-stiindiger Stimulation mit
5 pM MMF, wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben, bestimmt. Die Stimulation

der Zellen erfolgte analog zu den Untersuchungen zur EPO-Sekretion. Wie in
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Abbildung 14: Effekt von MMF auf die aq-Fetoprotein Sekretion bei HepG2-
Zellen: aj-Fetoprotein Werte sind absolute Werte, welche auf 1 mg/ml Zell-
lysatprotein standardisiert sind. Stimulationsdauer 48 h. Mittel +SD. n=9.

P =n.s.

Abbildung 14 gezeigt, liefl sich kein charakteristischer Unterschied der absolu-
ten Menge des sezernierten a;-Fetoprotein pro Milligramm Zelllysatprotein un-
ter MMF Stimulation zeigen. In der Kontrolle mit DMSO wurden im Durch-
schnitt 1902 + 424 ng AFP pro mg Zelllysatprotein (Mittel £5SD) und unter
MMF 1851 + 127 ng AFP pro mg Zelllysatprotein (Mittel £SD) sezerniert.

Ein Einflufl von MMF auf die Sekretion von a;-Fetoprotein bei Hep(G2-Zellen

ist somit nicht nachweisbar.
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3.5 Einflul von Mycophenolat Mofetil auf die EPO-mRNA
Expression

Zur Bestimmung des Einflusses von Mycophenolat Mofetil auf die Erythropoetin
mRNA Expression in HepG2-Zellen wurde die mRNA, wie in Abschnitt 2.5 be-
schrieben aufbereitet und diese mittels EPO-RNA Northern Blot (s. 2.6) quantifi-
ziert. Neben der Messung nach 48-stiindiger Inkubation mit MMF wurde zudem
ein mogliches Signal durch zusétzliche Inkubation mit 50 pM CoCly verstérkt.
Kobalt simuliert in HepG2-Zellen Hypoxie. Die Zugabe von CoCly erfolgte zu
verschiedenen Stimulationszeitpunkten, wie 6 und 18 Stunden vor Versuchsende.

Abbildung 15 zeigt ein typisches Ergebnis einer zeitabhéngigen Bestimmung
der EPO-mRNA und der GAPDH als Kontrolle. Die Stimulierung erfolgte mit
5 pM Mycophenolat Mofetil fiir jeweils 48 Stunden. Vor Versuchsende wurde zu
den angegebenen Zeitpunkten 50 pM CoCl; zugegeben.

EPO e D e

GAPDH| e e e gl

Abbildung 15: Reprisentativer EPO-mRNA Northern Blot und GAPDH als
Kontrolle. Stimulationsdauer mit MMF stets 48 h; mit CoCly wie angegeben.

Eine densitometrische Auswertung der Northern Blots aus fiinf unabhéngigen
Experimenten ist in Abbildung 16 zusammengefasst. Mycophenolat Mofetil in ei-
ner Konzentration von 5 ptM bewirkte eine Reduktion der EPO-mRNA Induktion
um 74 % nach 48-stiindiger Behandlung im Vergleich zur Kontrolle (DMSO).

Eine Stimulation mit 50 ptM CoCly fiithrte nach 6 und 18 Stunden zu einer
Erhohung der EPO-mRNA-Expression im Vergleich zur Basalexpression der Kon-
trolle. Die EPO-mRNA Spiegel lagen nach 6 Stunden 2,6fach und nach 18 Stunden
3,4fach tiber der Kontrolle (DMSO). Bereits nach 6 h Inkubationsdauer reduzier-
ten 5 ntM Mycophenolat Mofetil die CoCl, induzierte EPO-mRNA-Expression



40 3 ERGEBNISSE

44 6h CoCl, 18h CoCl,
Q
E
5 37
X
S
c
Q
QL 2 A
2
(]
>
£
(@]
L 14
z
<
0 T W|% T T T T T T 1
& & SN SN
& N SR SR
\¢

Abbildung 16: Effekt von MMF auf die EPO-mRNA: Densitometrische Aus-
wertung. Werte dargestellt als Mittel von 5 unabhéngigen Experimenten und
normalisiert zur GAPDH. Inkubationsdauer mit MMF stets 48 h; mit CoCly
wie angegeben in den jeweils letzten 6 bzw. 18 h der Stimulation. Kontrolle
(DMSO) entspricht 100 %.

der HepG2-Zellen um 88 % im Vergleich zu den 6 h CoCl, Werten. Nach 18 h
zeigte sich eine 83%ige Reduktion unter MMF im Vergleich zu den 18 h CoCl,
Werten.
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3.6 Einflul von Mycophenolat Mofetil auf die Glykolisie-
rung von Erythropoetin

Den Einflul von Mycophenolat Mofetil auf die Glykolisierung von Erythropoetin
bei HepG2-Zellen wurde mittels Western Blot untersucht. Neben Erythropoetin-
Proben aus der Zellkultur wurde auch zum Vergleich rekombinantes humanes
Erythropoetin (NeoRecormon, Roche, Grenzach-Wyhlen), welches aus einer CHO-

Zelllinie (Chinesische-Hamster-Ovarialzellen) hergestellt wird.

— —

o

Bande 1 2 3

Abbildung 17: EPO-Western Blot. Bande 1: DMSO-Kontrolle; Bande 2: hu-
manes rekombinantes EPO Roche; Bande 3: MMF 5 pM

EPO <— 34 kDa

Wie in Abbildung 17 zu erkennen, befinden sich die beiden Erythropoetin-
proben von HepG2-Zellen (Banden 1 und 3) auf gleicher Hohe, was auf ein un-
verandertes Molekulargewicht unter 48 stiindiger MMF Gabe und somit auf eine
unveranderte Glykolisierung schlieffen 148t. Das auf Bahn 2 eingesetzte rHu-EPO
weist eine leicht unterschiedliche Laufgeschwindigkeit auf, welche sich in der er-

warteten Groéfenordnung von 30 kDa befindet.
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3.7 HIF-1 Bindung in HepG2-Zellen nach MMF Behand-
lung

Zur genaueren Untersuchung des Angriffpunktes von Mycophenolat Mofetil auf
die Erythropoetin mRNA Expression in HepG2-Zellen wurden HIF-1-Elektro Mo-
bility Shift Assays (EMSA) wie in Abschnitt 2.7 beschrieben durchgefiihrt. Hier-
bei wurde die Aktivitat des Transkriptionsfaktors HIF-1 untersucht. Neben der
Messung nach 48-stiindiger Inkubation mit MMF wurde zudem ein mogliches Si-
gnal durch zusétzliche Inkubation mit 50 pM CoCl;, verstéarkt. Kobalt simuliert
in Heg(G2-Zellen Hypoxie. Die Zugabe von CoCl, erfolgte 2, 4 und 18 Stunden

vor Versuchsende, um eventuelle Zeitabhéingigkeiten zu erfassen.
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Abbildung 18: HIF-1-EMSA. Eingesetzte Konzentrationen: MMF 5 pM,
CoCly 50 pM. Stimulationsdauer mit MMF stets 48 h, mit CoCls wie an-
gegeben.

Abbildung 18 zeigt einen reprisentativen HIF-1-EMSA. Es wurde eine ver-
mehrte Bindung von HIF an markierte Oligonukleotide des humanem EPO-Gens
von 2 bis 18 Stunden nach CoCl, Stimulation beobachtet. Wie erwartet fiihrte
die Inkubation mit CoCly nach 2, 4 und 18 Stunden in HepG2 Zellen zu einer
Verstéarkung der HIF-1 Bindung an die spezifischen Oligonukleotide. Die Bindung
eines HIF-1 spezifischen Komplexes wurde durch MMF in den Kontrollen (basal),
wie auch in den CoCly behandelten Zellen signifikant inhibiert.

Abbildung 19 zeigt eine Supershift-Kontrolle mit einem HIF-1a-Antikérper
(Bande 3). Durch die Bindung des spezifischen HIF-Antikorpers entsteht ein
weiterer Komplex, welcher durch sein grofleres Molekulargewicht eine geringe-

re elektrophoretische Mobilitét hat. Das Erscheinen dieses schwereren Komplexes
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Abbildung 19: HIF-1a-EMSA Supershift. Bande 1: CoCl, 18 h. Bande 2:
CoCly 18 h + MMF. Bande 3: CoCly 18 h Supershift. Eingesetzte Konzen-
trationen: MMF 5 nM, CoCly 50 pM. Stimulationsdauer mit MMF 48 h, mit
CoCly 18 h. Oligon. = Oligonukleotide, AK = Antikorper.

beweifit, dafl es sich wirklich um Komplexe aus HIF-1 und den Oligonukleotiden
handelt.

3.8 Effekte der Immunsuppressiva Azathioprin, Cyclos-
porin A und Tacrolimus auf die EPO-Sekretion in
vitro

Wir haben in die Untersuchung die Immunsuppressiva eingeschlossen, die im Zu-
sammenhang mit dem roten Blutbild auffillig gewesen sind. So wurde neben My-
cophenolat Mofetil das im Wirkmechanismus @hnliche Azathioprin, welches auch
supprimierend auf die Purinsynthese wirkt, betrachtet. Zur Kontrolle wurden au-
Berdem die Immunsuppressiva Cyclosporin A (CSA) und Tacrolimus (FK506)
eingeschlossen.

Unter den weiteren untersuchten Immunsuppressiva zeigte lediglich Azathio-
prin einen Effekt auf die EPO-Sekretion. Bei Konzentrationen von 2500 ng pro
ml Medium lag die Sekretion von EPO bei 32,3 % =4 6,4 der Kontrolle und war
damit signifikant erniedrigt (p < 0,001). Die weiteren Ergebnisse der Untersu-
chung der Konzentrationsabhéangigkeit fiir den Effekt auf EPO durch AZA sind in
Tabelle 3 dargestellt. Bei 2500 ng pro ml Medium war auch das AFP signifikant
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erniedrigt (70,9 %=+6, 1) im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,001). Statistisch nicht
auffillig waren hingegen die LDH und der Gesamtproteingehalt im Vergleich zur
Kontrolle. Ebenfalls unauffillig waren die Ergebnisse des Hexosaminidase-Assays

bei Konzentrationen von 2500 ng AZA.

Tabelle 3: Einflul von AZA auf die EPO-Konzentration im Zelliiberstand.
Stimulationsdauer 48 h. Dargestellt als Prozent der jeweiligen Kontrolle £SD.
n="7; fir AZA 2500 ng ist n=11.

EPO-Sekretion p
AZA 500 ng/ml 85,2% £+ 13,3 n.s.
AZA 1000 ng/ml | 67,4% =+ 143 | 0,028
AZA 2500 ng/ml | 323% + 6,4 | <0,001
AZA 5000 ng/ml | 226% +8,0 | <0,001

Die Immunsuppressiva Cyclosporin A und Tacrolimus zeigten keine signi-
fikante Verdnderung der EPO-Sekretion im Vergleich zur Kontrolle (s. Tab. 4).
Dabei wurden fiir CSA auBerdem Konzentrationen von 100, 500, 1000, 1500 und
3000 ng pro ml Medium untersucht, die allesamt keine wesentlichen Verdnderun-
gen zeigten. Untersuchte Konzentrationen von FK506 waren 5, 50, 125, 250 und
500 ng pro ml Medium, welche ebenfalls keinen Einflufl auf die EPO-Sekretion
der HepG2-Zellen zeigten.

Tabelle 4: Einflufl der Immunsuppressiva Cyclosporin A, FK506 und AZA auf
die EPO-Konzentration im Zelliiberstand. Stimulationsdauer 48 h. Dargestellt
als Prozent der jeweiligen Kontrolle £SD. * p < 0,05. fiir AFP alle n=6; fiir
EPO: FK506 n=14; CSA n=20; AZA n=11. (n.d.: nicht durchgefiihrt)

EPO-Sekretion AFP
FK506 250 ng/ml | 914% + 15,6 n.d.

CSA 1500 ng/ml | 90,4% £+ 13,1 | 903% +6,9
AZA 2500 ng/ml | 323% +64%* |709% +61%

Im Bezug auf das AFP erwies sich Cyclosporin A bei 1500 ng/ml als unauffil-
lig mit 90,3 % £6, 9 der Kontrolle. Die LDH Werte deuteten weder bei CSA noch
bei FK506 im Vergleich zur Kontrolle auf eine erhohte zytotoxische Wirkung hin.
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4 Diskussion

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, das Auftreten von Andmien unter immun-
suppressiver Therapie mit MMF genauer zu untersuchen. Vermutet wurde eine
Beeinflussung des Erythropoetin Spiegels, welcher als wesentlicher Wachstums-
faktor die Neubildung roter Blutkorperchen steuert. Hierzu wurde der Einflufl
von MMF und zum Vergleich noch anderer Immunsuppressiva auf die EPO-
Sekretion bei HepG2-Zellen in vitro bestimmt. Aus Mangel an einem etablierten
Modell mit renalen Zellen sind die Untersuchungen an einem Zellkultur Modell
mit HepG2-Zellen, welche sich in der Untersuchung der Erythropoetinsynthese
bewihrt haben, durchgefithrt worden. Uberpriift wurde auch, ob und wie die
EPO-Genexpression durch Mycophenolat Mofetil beeinflusst wird, und iiber wel-
chen intrazelluldren Signaltransduktionsweg MMF das EPO-Gen inhibiert wird.

4.1 Awuswahl der Versuchsbedingungen
4.1.1 Immunsuppressiva

Neben anderen Nebenwirkungen ist unter immunsuppressiver Therapie mit MMF
das Auftreten einer Anédmie problematisch, welche im Rahmen dieser Arbeit ge-
nauer untersucht worden ist. Mycophenolat Mofetil (MMF) ist ein Immunsup-
pressivum, welches klinisch im Zusammenhang mit dem roten Blutbild auffillig
gewesen ist [31]. Als Erklarung fiir das Auftreten einer Anémie ist eine Minde-
rung der Bildung von Erythrozyten moéglich. Der wichtigste humorale Faktor zur
Stimulation der Erythropoese ist das Hormon Erythropoetin (EPO). Ein Mangel
an EPO konnte eine Erklarung fiir die beobachteten Anédmien sein, weshalb der
Einflu von MMF auf die Erythropoetinsynthese das zentrale Thema dieser Ar-
beit ist. Zusétzlich sind andere Immunsuppressiva, wie Azathioprin (AZA) [3, 20],
das ebenfalls als Purinsynthesehemmer andmieauslosend wirkten kann und zur
Kontrolle die beiden Calcineurininhibitoren Cyclosporin A (CSA) [90] und Ta-
crolimus [90] untersucht worden. Im Gegensatz zu MMF und AZA verursacht
Cyclosporin A bei einigen Patienten eine Polyglobulie [52]. Unter FK506 wird in
Kombination mit ACE-Hemmern eine leichte Anédmie beobachtet [53].

Um pharmakologische Artefakte durch toxische Konzentrationen zu vermei-

den, wurden die Immunsuppressiva in therapeutisch relevanten Konzentrationen
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eingesetzt.

Die eingesetzten fettloslichen Immunsuppressiva sind zur Verwendung in den
Versuchen in DMSO gelost worden. Zur Standardisierung ist stets ein Kontrol-
lansatz mit reinem Losungsmittel mitgefithrt worden, auf welchen die jeweiligen
Ergebnisse bezogen wurden. Zudem konnte gezeigt werden, dafl das Losungsmit-

tel DMSO in der eingesetzten Konzentration von maximal 1 % keinen Einflufl auf
die EPO-Sekretion bei HepG2-Zellen hat.

4.1.2 HepG2-Zellen

Die Studien wurden an humanen Hepatoma Kulturen der Linie HepG2, welche ein
Standardmodell zur Untersuchung der Erythropoetinsynthese sind [107], durch-
gefiihrt. Ein renales Zellkulturmodell mit kontrollierter Erythropoetinsynthese ist
nicht verfiigbar [122]. Es ist daher zu beachten, dafi quantitative Unterschiede in
der Sensitivitdt zwischen Leberzellen und Nierenzellen in Bezug auf Immunsup-
pressiva, der Empfindlichkeit auf zytotoxische Effekte und der EPO-Produktion
moglich sind. Der genaue Anteil der Leber an der gesamten EPO-Produktion ist
nicht exakt bekannt, es sind aber Grofienordnungen von 10 % der Syntheseleistung
eines Erwachsenen fiir die Leber und 90 % fiir die Niere beschrieben [57].

HepG2-Zellen stammen von einem menschlichen priméren Hepatoblastom ab
[66]. Sie weisen ein kontinuierliches, homogenes Wachstum auf und bleiben lang-
fristig morphologisch stabil. Diese von einem menschlichen Tumor stammenden
Zellen besitzen viele biosynthetische Fahigkeiten normaler Leberparenchymzellen
[66]. HepG2-Zellen sezernieren eine Reihe von Serumproteinen, wie beispielswei-
se Albumin, a;-Antitrypsin, a-Fetoprotein, Transferrin, Haptoglobin, Komple-
mentfaktor C3, Plasminogen und auch das Hormon Erythropoetin [65, 66, 40].

Aus den Untersuchungen von Gong et al. [41] zur Auswirkung von Mycophe-
nolat Mofetil auf die Hepatitis B Replikation geht hervor, dal HepG2-Zellen in
der Lage sind, Mycophenolat Mofetil iiber eine Esterase in die aktive Form der
Mycophenolsdure [5] umzuwandeln.

HepG2-Zellen produzieren verstiarkt Erythropoetin in Reaktion auf Hypoxie
oder auch nach Behandlung mit Kobaltionen [115]. Goldberg et al. [40] beschrei-
ben, dal HepG2-Zellen sowohl unter hypoxischen Bedingungen, als auch nach
Zugabe von 50 ntM CoCl; neben einem deutlichen Anstieg der EPO-Sekretion



4 DISKUSSION 47

auch einen Anstieg der EPO-mRNA zeigen. Es besteht somit die Moglichkeit
hypoxische Bedingungen zu imitieren, indem 50 pM CoCly hinzugegeben wer-
den. Kobaltionen verhindern intrazellulér die Formierung von Hydroxyradikalen
(OH) und anderen Sauerstoffradikalen (ROS) aus dem intrazelluléirem Botenstoff
H,0,, wie von Porwol et al. an HepG2-Zellen untersucht wurden [92]. Eine Ver-
knappung von Sauerstoffradikalen bewirkt, wie in Abbildung 6 dargestellt, eine
intrazelluldare Zunahme an HIF-1la und somit eine Aktivierung von HIF-1 [49].
Transkriptionsfaktoren aus der HIF-Familie bewirken eine vermehrte Expression
der EPO-mRNA [69, 59, 110]. Deshalb gaben wir bei der Messung von HIF-1a
und EPO-mRNA CoCl, hinzu, um ein stirkeres Signal zu erhalten.

Fiir Konzentrations- und Zeitabhéngigkeitsstudien kultivierten wir die HepG2-
Zellen unter Standardbedingungen, bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 Vol%
CO3 und 95 Vol% Luft. Aufgrund der gegebenen Diffusionsstrecken kénnen leich-
te perizelluldre Hypoxien nicht ausgeschlossen werden. Genauere Untersuchungen
durch mikroelektrodische Messungen [81, 121] zeigen, dafl bedingt durch verlén-
gerte Diffusionsstecken oder grofie Zellzahlen deutliche perizellulare Hypoxien

auftreten konnen. Unter den von uns gewéhlten Bedingungen fanden sich mit
dem EPO-ELISA sehr gut bestimmbare EPO-Basalspiegel im Zelliiberstand.

4.1.3 Bestimmung und Eingrenzung der Effekte auf die Sekretion von
Erythropoetin

Eine Beeinflussung der Erythropoetinsynthese ist in allen Abschnitten des Ery-
thropoetinregelkeises innerhalb einer Zelle denkbar. Angefangen beim Messen des
Sauerstoffpartialdruckes, iiber die Signaltransduktionskette vom Sauerstoffsensor
zum Zellkern, zur Regulation der Transkription und Translation, iiber die post-
translationale Modifikation des Proteins, bis hin zu der Sekretion des Proteins
sind Angriffspunkte moglich. Aus diesem Grund wurde die Gesamtmenge an se-
zerniertem Erythropoetin im Zelliiberstand untersucht, da somit alle denkbaren
Effekte innerhalb einer Zelle in der Beobachtung erfafit werden.

Im ersten Untersuchungsschritt bestimmten wir die Menge des sezernierten
Erythropoetins, wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, mittels eines ,, Enzyme-Linked-
Immuno-Sorbent-Assay“ (ELISA). Ein Erythropoetin-ELISA ist ein gut repro-

duzierbares Verfahren, welches sich fiir Proteine und Proteingemische eignet,
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da die eingesetzten monoklonalen Antikorper spezifisch fiir EPO sind. In Vor-
versuchen konnten wir zeigen, dafl frisches Ndhrmedium keine Kreuzreaktionen
im Sinne falsch positiver Ergebnisse liefert. Durchschnittliche EPO-Spiegel la-
gen um 136 mU/mg Zellprotein pro 24 h, was in einem gut mefibarem Bereich
liegt. Schobersberger et al. beschreiben durchschnittlich gemessene EPO-Spiegel
im Zellkulturiiberstand von 240-360 mU /mg Zellprotein pro 24 h [100], was etwas
hoher liegt als die von uns bestimmten Werte. Es bieten sich zwei Erklarungen
fiir diesen Unterschied an: Zum einen kénnte die starkere EPO-Sekretion im Ver-
gleich zu unseren Versuchen durch hypoxische Bedingungen aufgrund einer im
Vergleich langeren Diffusionsstrecke begriindet sein. Schobersberger et al. setzten
bei sonst gleichen Bedingungen in ihren Versuchen 0,5 ml Kulturmedium pro
cm? Kulturschale ein. Wir setzten umgerechnet 0,23 ml Kulturmedium pro cm?
Kulturschale ein. Untersuchungen an HepG2-Zellen von Metzen et al. zeigen, dafl
mit zunehmender Schichtdicke des Ndhrmediums der Sauerstoffpartialdruck an
den Zellen in Kultur sinkt [81]. Zum anderen konnte dieser Unterschied noch
im Streuungsbereich einer relativ alten Zelllinie liegen, da hier eine unterschied-
lich starke EPO-Expression im Verlauf der Passagierung durch Uberwachsen der

Zellen mit hoher EPO-Sekretion durch solche mit geringerer denkbar ist.

Einen anderen Zusammenhang zum Mafl der EPO-Sekretion stellen Goldberg
et al. [40] her. Goldberg et al. beschreiben, dafi die EPO-Sekretion bei HepG2-
Zellen von der Anzahl der Zellen pro Fliache abhéingt. Sie setzten dabei in ihren
Versuchen 0,2 ml Kulturmedium pro cm? Kulturschale ein und beobachteten bei
105 Zellen/cm? eine Sekretion von ungefihr 40 mU EPO pro 10° Zellen. Diese
Ergebnisse liegen im Bereich unserer Messungen. Die durchschnittliche Zelldichte
lag in unseren Versuchsansitzen bei 5-10° Zellen pro cm? Kulturschale, worunter
wir EPO-Konzentrationen von 86 mIU/10° Zellen beobachten. Verglichen wurde

hierbei jeweils ein Zeitraum von 24 Stunden.

Zu Beginn wurde die EPO-Sekretion in Abhéngigkeit der jeweiligen Immun-
suppressivakonzentration untersucht. Als Ausgangspunkt der Inkubationsdauer
wurden jeweils 48 Stunden gewihlt, das bedeutet, dafl den Zellen zu Beginn fri-
sches Medium mit der entsprechenden Menge an Immunsuppressivum gegeben
wurde, welches nach 24 Stunden erneuert und fiir weitere 24 Stunden belassen

wurde. Die Kontrollen wurden jeweils analog behandelt, nur das zum Medium
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keine Immunsuppressiva sondern alleinig das Losungsmittel DMSO gegeben wur-
de. Diese Inkubationszeit von 48 Stunden hat sich bei Untersuchungen von Me-
dikamentenwirkungen an HepG2 [75] und Versuchen beziiglich Hypoxie, EPO-
mRNA oder EPO-Genexpression [118, 55, 104] als giinstig erwiesen. Der Vorteil
einer solchen langen Stimulationsdauer liegt darin, dafl sich ein eventuell nur
geringer Effekt iiber die Zeit summiert und somit im Vergleich zur Kontrolle
deutlicher zum Ausdruck kommt. Die Untersuchungen wurden analog den in der
Literatur beschriebenen Versuchsbedingungen, wie exemplarisch bei Versuchen
der konzentrationsabhingigen Minderung der EPO-Sekretion durch Natriumni-
troprussid [100], oder dem EinfluB von Zytostatika auf die EPO-Sekretion [122],
durchgefiihrt.

Die biologische Halbwertzeit von EPO im Organismus liegt bei 1,5 bis 2,9 h
[57]. Der Abbau von EPO in Zellkulturen ist bislang nicht genauer untersucht.
Im klinischen Umgang wird Serum zur EPO-Bestimmung bis zu einer Woche bei
4-7 °C aufbewahrt. Hersteller von EPO-ELISA Kits beschreiben in der Anleitung
zusétzlich die Moglichkeit der Aufbewahrung bei —20 °C fiir bis zu 6 Wochen. Eine
Bestimmung der EPO-Konzentration im Zelliiberstand nach 24stiindiger Inkuba-
tionszeit sowie anschliefende Lagerung bei —20 °C bis zur Bestimmung ist eine
gebrauchliche Verfahrensweise [13]. Daf§ aufgrund eines spontanen Zerfalls oder
Denaturierung des sezernierten EPO falsch niedrige Spiegel gemessen wurden, ist
daher unwahrscheinlich. Zudem wiirde in unseren Untersuchungen bedingt durch
den steten Bezug auf die jeweilige Kontrolle ein solcher Effekt das Ergebnis nicht
verfalschen. Eine Wechselwirkung zwischen MMF und dem sezerniertem EPO ist
schon deswegen ausgeschlossen, weil erst nach 48stiindiger Stimulation mit MMF
ein signifikanter Effekt zu beobachten war. Das Ndahrmedium wurde aber immer
nach 24 h gewechselt und es wurde in den ersten 24 h kein Unterschied zwischen
MMF-Gruppe und Kontrolle gefunden.

Um die verschiedenen Versuche vergleichen zu kénnen, wurde auf standar-
disierte Bedingungen von Nahrmedium, Zelldichte, Temperatur, Luftfeuchtigkeit
und Luftzusammensetzung geachtet. Die im Uberstand gemessene EPO-Konzen-

tration ist von drei Parametern abhéngig:

1. Dem Volumen des Zelliiberstandes.
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2. Der Anzahl der Zellen.

3. Der Syntheseleistung der Zellen.

Das Volumen des Nahrmediums, welches fiir Versuche in das jeweilige Well der
6-Well-Platten gegeben wurde, betrug stets 2 ml. Somit war eine optimale Ver-
sorgung der Zellen mit Néhrstoffen, wie zum Beispiel Aminosduren oder Glukose,
gewdhrleistet. Ebenso wurden mogliche interferierende Effekte durch Stoffwech-
selprodukte vermieden. HepG2-Zellen sezernieren im sauren Milieu nur noch ein
Bruchteil der Menge von Serumproteinen, wie Albumin und Transferrin, im Ver-
gleich zu den gewéhlten Standardbedingungen [116]. Zum anderen war mit der
exakten Gabe von 2 ml Ndhrmedium sichergestellt, daf§ die EPO-Konzentration
im Zelliiberstand stets aus dem gleichem Gesamtvolumen bestimmt wurde.

Die Anzahl der Zellen pro Well wurde nach Trypanblaufirbung von Hand aus-
gezihlt, wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben. Da der Proteingehalt des Zellrasens
direkt proportional zur Zellzahl ist, wurde dieser als weiterer Parameter bestimmt.
Die Menge an Gesamtprotein von HepG2-Zellen zur Standardisierung des sezer-
nierten Erythropoetins wurde analog zu den Versuchen von Schobersberger et al.
[100] gewidhlt. Die Bestimmung des Gesamtproteingehalts erfolgte mittels eines
nach Lowry entwickelten Assays, wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben. Als weitere
unabhéngige Methode zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Hexosaminidase
Assay nach Koponen, wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, gewéhlt. Hierbei wird
als Ma8 fiir die Zellzahl das konstitutiv in Zellen vorkommende lysosomale Enzym
Hexosaminidase bestimmt. Die Aktivitdt der Hexosaminidase ist in der Regel di-
rekt proportional zur Zellzahl [67]. Da die drei genannten Methoden die gleichen
Ergebnisse erzielten, beschrankten wir uns im Weiteren auf die am einfachsten
durchzufiihrende Bestimmung des Gesamtproteingehaltes.

Als Ursache fiir unterschiedliche EPO-Konzentration im Zelliiberstand kénnen
somit Variationen im Volumen des Zelliiberstandes und unterschiedliche Zellzah-
len ausgeschlossen werden. Die bestimmende Grofle ist demnach allein die Sekre-
tionsleistung der HepG2-Zellen. Eine genauere Unterscheidung der Beeinflussung
von Sekretion oder Synthese ist durch alleinige Messung des bereits sezernierten
Erythropoetins nicht moglich.

Zum Nachweis der Spezifitdt muflite ausgeschlossen werden, dafl zytotoxische
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Effekte fiir die Minderung der EPO-Sekretion verantwortlich sind. Eine mogliche
zytotoxische Wirkung der Immunsuppressiva, die unspezifisch eine verminderte
EPO-Sekretion bewirken konnte, wurde durch die Bestimmung der Laktat-De-
hydrogenase (LDH) parallel zu EPO untersucht. Der LDH-Spiegel ist ein in der
medizinischen Labordiagnostik héufig genutzter Parameter zum Nachweis von
Zellnekrosen. In Untersuchungen von Zellkulturen ist die Bestimmung der LDH
ein ebenfalls seit langem genutzter Parameter. Die LDH ist ein obligat im Zy-
toplasma vorkommendes Enzym, das bei Zerstorung der Zelle freigesetzt, und
im Zelliiberstand gemessen werden kann. In diesem Zusammenhang wurde schon
1976 dieser Parameter von Goto et al. in der Untersuchung der Toxizitat von allge-
meinen Anésthetika auf Leberzellkulturen genutzt [42]. Die erhobenen Daten der
LDH-Bestimmung konnten mittels weiterer unabhéngiger Methoden verifiziert
werden. Direkte Zellzdhlung, die sowohl die Zellzahl als auch die Zellnekrosen
nach Trypanblaufirbung bestimmt, ergab eine sehr geringe Rate an toten Zel-
len, welche sich statistisch nicht von der Kontrolle unterscheidet. Weiterhin lief3
sich nachweisen, dafl die direkte Zellzahl mit der Gesamtproteinmenge, gemes-
sen mit der Proteinbestimmung nach Lowry, in allen Ansétzen korrelierte. Eine
durch Immunsuppressiva induzierte zellulire Hyper- oder Hypotrophie konnte so

ausgeschlossen werden.

Zudem wurde die Moglichkeit bedacht, dal die Zellen unspezifisch in ih-
rer Syntheseleistung eingeschriankt sein konnten. Hierzu bestimmten wir ein in
HepG2-Zellen konstitutiv gebildetes und kontinuierlich sezerniertes Protein [65,
66], stellvertretend fiir die gesamte Proteinsyntheseleistung. Um Kreuzreaktio-
nen mit im Serumzusatz des Ndhrmediums vorhandenen Faktoren zu vermei-
den, wéhlten wir nicht Albumin oder Komplementfaktoren, sondern das ;-
Fetoprotein (AFP). AFP ist gut bestimmbar und im N&hrmedium nicht vor-
handen. Die Bestimmung von AFP erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.
Wiére nun eine unspezifische Protein-Syntheseminderung eingetreten, so miisste
dabei auch die AFP-Synthese und Sekretion gemindert sein. Im Umkehrschlufl
folgern wir eine spezifische Syntheseminderung, da die AFP-Sekretion unbeein-

flusst blieb, aber Erythropoetin vermindert sezerniert wurde.

Nach Abschlufl der Beobachtungen der EPO-Sekretion wurde der Versuch un-

ternommen, den moglichen Angriffspunkt weiter einzugrenzen. Um zu differen-
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zieren, ob der Angriffspunkt préa- oder posttranslational liegt, wurde die EPO-
mRNA mittels Northern Blot bestimmt. Die beobachtete Groie der EPO-mRNA
lag im erwarteten Bereich von 1340 Basen [56], wie aus der Laufsteckendifferenz
zwischen den Banden der rRNA (18 S und 28 S) bestimmt werden konnte. Da
auflerdem die verwendete Sonde spezifisch fiir EPO-mRNA ist, gehen wir davon
aus, dafl das detektierte Signal von der EPO-mRNA stammt.

Findet sich eine Minderung der EPO-mRNA-Menge, unter der Zugabe des
Immunsuppressivums, so wire dies ein Hinweis auf einen moglichen pratransla-
tionalen Angriffspunkt. Es sind jedoch auch zahlreiche Beispiele einer posttrans-
lationalen Regulation der EPO-mRNA bekannt, wie auf der Ebene der mRNA-
Stabilitét [39, 21]. Da unter den gegebenen Versuchsbedingungen ,steady state®
mRNA gemessen wurde, konnen keine Aussagen iiber die mRNA-Stabilitéit oder
-Neusynthese getroffen werden.

Das EPO-Gen wird sauerstoffabhéngig reguliert. Um einen vermuteten tran-
skriptionalen Angriffspunkt weiter einzugrenzen, wurde das Binden des Hypoxie-
Induzierbaren-Faktors-1 (HIF-1) an den EPO-Promotor untersucht. Der Tran-
skriptionsfaktor (HIF-1) und dessen Untereinheit HIF-1a sind inzwischen gut cha-
rakterisiert und ihre Aktivitét ist ein wesentlicher Faktor der Hypoxie-induzierten
EPO-Synthese (s. Abb. 6) [11, 103]. Wir bestimmten die Aktivitdt von HIF-1
mittels Elektro Mobility Shift DNA-Binding Assay (EMSA). Zum Beweis der
Spezifitdt der Bindung von HIF mit den markierten Oligonukleotiden wurden die
Komplexe mit 100fachem Uberschufl des Wildtyp oder mutierten Oligonukleoti-
den, die nicht radioaktiv markiert waren, kompetitiert. Zum weiteren Nachweis,
dafl wirklich HIF' und nicht ein anderer zufélliger Faktor an die Oligonukleotide
gebunden hat, wurde ein sogenannter ,Supershift® durchgefiihrt. Hierbei wird zu
den Komplexen aus HIF und markierten Oligonukleotiden ein HIF-spezifischer
Antikorper gegeben, wodurch ein erneut schwererer Komplex entsteht, der sich
durch seine geringere elektrophoretische Mobilitdt von den vorangegangenen un-

terscheidet.
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4.2 FErgebnisse

Es wurde das Immunsuppressivum Mycophenolat Mofetil (MMF) und im Ver-
gleich Cyclosporin A (CSA), Tacrolimus (FK506) und Azathioprin (AZA), wel-
che klinisch im Zusammenhang mit Andmie auffillig gewesen sind, untersucht. Es
sollte iiberpriift werden, ob als moglicher Pathomechanismus fiir das Auftreten
einer Anémie eine verminderte EPO-Sekretion, welche am Zellkulturmodell der
HepG2-Zellen in wvitro untersucht wurde, verantwortlich ist.

Zunéchst wurde die dosisabhéngige Wirkung auf die EPO-Sekretion gemes-
sen. Da Summationseffekte iiber grofie Zeitrdume gemessen wurden, konnten wir
bereits geringe Effekte registrieren.

Wie das spiter eingefithrte FK506 gehort das Standardimmunsuppressivum
CSA zur Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren. Aus diesem Grund ist beiden Im-
munsuppressiva eine sehr dhnlichen Wirkungsweise gemeinsam, worin begriindet
sein konnte, dafl in unseren in wvitro Versuchen CSA und FK506 vergleichbare
Ergebnisse lieferten. Beide Immunsuppressiva minderten die EPO-Sekretion von
HepG2-Zellen nicht. Dieses steht auf den ersten Blick im Gegensatz zu fritheren
Untersuchungen von Wolff et Jelkmann, welche fiir Cyclosporin A eine Minderung
der EPO-Sekretion bei HepG2-Zellen beobachtet haben [122]. Dieser scheinbare
Unterschied klért sich, wenn die eingesetzten Konzentrationen der jeweiligen Ver-
suche verglichen werden. Die Konzentrationen, bei denen CSA die EPO-Sekretion
mindert, lagen um den Faktor 10-1000 hoher als bei unseren Versuchen. Bei zu
uns vergleichbar eingesetzten Konzentrationen fanden die Autoren ebenfalls keine
Inhibition der EPO-Sekretion. In unseren Versuchen wurden die Immunsuppres-
siva in therapeutischen Konzentrationen eingesetzt, welche fiir Cyclosporin A bei
100-400 ng/ml liegt [123]. Wir konnten bis 1500 ng/ml keine Minderung der
EPO-Sekretion zeigen.

Die von Wolff et Jelkmann beschriebene Minderung der EPO-Sekretion be-
zieht sich auf Werte von 10-100 pg/ml, welches ebenfalls als der beginnende Be-
reich mit signifikanten zytotoxischen Effekten beschrieben ist. Ubereinstimmend
mit unseren Ergebnissen fanden sich keine zytotoxischen Effekte oder Auffallig-
keiten in der Gesamtproteinmenge in den von uns gewéhlten Konzentrationen. Zu
den vorbeschriebenen Ergebnissen kénnen wir hinzufiigen, dafi auch nach einer

verldngerten Stimulationsdauer (von vorbeschrieben 24 h auf 48 h) kein signifi-
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kanter Einflul von CSA auf die EPO-Sekretion oder Zytotoxizitat auffallt.

Da in unseren Versuchen Cyclosporin A und Tacrolimus gleiche Ergebnisse lie-
ferten, ist es moglich, dafl klinisch beobachtete Unterschiede hinsichtlich des roten
Blutbildes nicht auf unterschiedlicher EPO-Sekretion als Grundmechanismus be-
ruhen. Dobrolet et al. [26] beschrieb hdmatologische Auffilligkeiten, insbesondere
Anémien, unter Tacrolimus, welche sich in einigen Féllen unter Wechsel zu Cy-
closporin A erholten. Zur Klarung sind jedoch entsprechende EPO-Messungen
in vivo zu fordern. Eine mogliche Erklarung kénnte eine milde Hamolyse unter

immunsuppressiver Therapie mit Tacrolimus sein [94, 23, 16, 34].

Ein weiteres sehr lange bekanntes Immunsuppressivum ist Azathioprin, wel-
ches zu der Gruppe der Antimetabolite zédhlt. Durch seine purinsynthesehem-
mende Wirkung fithrt Azathioprin in der Zelle auch zu einer Guanosindepletion.
Ahnlich wie AZA wirkt Mycophenolat Mofetil, welches jedoch iiber eine selekti-
ve Hemmung der Inosinmonophosphatdehydrogenase (IMPDH) zu einer geziel-
ten Guanosindepletion in der Zelle fiihrt. Wir konnten zeigen, dafl im HepG2-
Zellkulturmodell Mycophenolat Mofetil und Azathioprin in der Lage sind, die
EPO-Sekretion zu erniedrigen. Es zeigten sich bereits sehr geringe Konzentra-
tionen von 0,1 ptM MMF und 500 ng/ml AZA als inhibierend wirksam. Dieser
Effekt ist konzentrationsabhéngig. Wir konnten zeigen, dafl die maximal erzielba-
re Hemmung bei 54 % der Kontrolle unter 5 pM MMF und bei 23 % der Kontrolle
bei 5000 ng/ml AZA liegt. Die durch uns erhobenen Daten beziiglich AZA stehen
im FEinklang mit denen von Wolff et Jelkmann, welche eine signifikante Minde-
rung der EPO-Sekretion fiir HepG2-Zellen ab Konzentrationen von 1000 ng/ml
beschreiben [122].

Azathioprin zeigte hierbei eine groflere Potenz im Vergleich zu Mycophenolat
Mofetil. Der Unterschied in der maximal hemmenden Wirkung von Mycopheno-
lat Mofetil und Azathioprin mag daran liegen, dafl die beiden Immunsuppressiva
unterschiedlich in ihrer Potenz sind, die intrazelluldre Guanosinbildung zu hem-
men. Neben dem Grad der Guanosindepletion wéren auch weitere Angriffspunkte
denkbar, worin sich die Substanzen unterscheiden und somit das unterschiedliche

Ausmafl der Hemmung erkléren.

Zytotoxische Effekte als ursidchlichen Grund fiir die verminderte EPO-Sekretion

konnten wir mit verschiedenen, unabhéngigen Methoden ausschlieen. So zeigten
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sich weder in Bezug auf Vitabilitit, Zellzahl, Gesamtproteinmenge, oder gemes-
sener LDH im Zelliiberstand in Ansédtzen mit MMF oder AZA Unterschiede zur
jeweiligen Kontrolle. Einen antiproliferativen Effekt, wie fiir MMF auf humane
Mesangium-Zellen bereits ab Konzentrationen von 0,19 pM beschriebenen [44],
konnten wir auf HepG2-Zellen auch unter 5 pM nicht beobachten. Fiir AZA sind
antiproliferative Effekte, die dann auch mit einer signifikanten Minderung des Ge-
samtzellproteins einhergehen, erst ab Konzentrationen von 100 pg/ml beschrie-
benen worden [122]. Wir konnten bis zu unserer hichsten eingesetzten Konzen-

tration von 5 pg/ml AZA ebenfalls keine antiproliferativen Effekte beobachten.

Eine verminderte EPO-Sekretion konnte auf eine verminderte Proteinsynthese
zuriickzufiithren sein. Als Parameter fiir die Proteinsynthese bestimmten wir als
wenig reguliertes Protein das a;j-Fetoprotein (AFP), welches von HepG2-Zellen
unabhéngig von der Stimulierung produziert wird [66, 65]. Die Sekretion von ;-
Fetoprotein wurde unter AZA um 29,1 % im Vergleich zur Kontrolle reduziert.
MMF zeigte auch unter der hochsten eingesetzten Konzentration keinen Einflufl
auf die Sekretion des a;-Fetoproteins. Azathioprin scheint somit im Gegensatz
zu Mycophenolat Mofetil unspezifisch die Gesamtproteinsynthese zu beeinflussen.
Da das a;-Fetoprotein unter AZA stark reguliert wurde, nicht aber unter MMF,

vermuten wir einen spezifischen Effekt von MMF auf die EPO-Sekretion.

Zur weiteren Charakterisierung bestimmten wir die zeitabhéngige Wirkung
von MMF in der maximal hemmenden Konzentration. Wir konnten fiir MMF
eine zeitabhiangige Wirkung beschreiben. Ein signifikanter Effekt auf die EPO-
Sekretion von HepG2-Zellen zeigte sich nach einer 48-stiindigen Inkubationszeit.
Nach 4, 12 oder 24 Stunden konnten wir noch keinen Einflufl von MMF auf die
EPO-Sekretion bei HepG2-Zellen zeigen.

Die immunsuppressive Wirkung von MMF wird der Hemmung der IMPDH
und der damit verbundenen Guanosindepletion zugesprochen. Wir versuchten da-
her, den inhibitorischen Effekt von MMF auf die EPO-Sekretion durch Zugabe
von Guanosin zu antagonisieren. Als Vorbild dienten Versuche, in denen exogen
zugefiihrtes Guanosin den durch MMF geminderte Thymidineinbau in Mesangi-
umzellen aufhob [44]. In unseren Versuchen zeigte sich, daf§ 100 ptM Guanosin
ausreichten, um den Effekt von 5 pM MMF vollstandig aufzuheben. Guanosin
selbst hat keinen Einflufl auf die EPO-Sekretion bei HepG2-Zellen. Eine Erho-
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hung der Guanosinkonzentration auf 300 pM fiihrte zu keiner weiteren Steigerung
der EPO-Sekretion unter gleichzeitiger Gabe von MMF. Es ist daher wahrschein-
lich, dafl der Wirkmechanismus, iiber den MMF zu einer Minderung der EPO-
Sekretion bei HepG2-Zellen fiihrt, guanosinabhéngig ist.

Ein weiterer denkbarer Angriffspunkt von MMF konnte die posttranslationa-
le Regulation der EPO-Glykolisierung sein. Die Zucker Fruktose und Mannose
sind fiir Glykolisierung von Proteinen notwendig. Guanosintriphosphat (GTP)
beeinflult die Aktivierung der Nukleotidzucker, weshalb diese ohne gewisse Ba-
salspiegel an GTP nicht stattfinden kann. Dafl die Erschopfung des lymphozyté-
ren GTP-Pools durch Mycophenolsédure eine Hemmung der Proteinglykosylierung
zur Folge hat, ist bekannt [108, 73, 74]. Wihrend eine gednderte oder gar fehlende
Glykolisierung keine Verénderung in der Interaktion zwischen EPO und dessen
Rezeptor bewirkt [114], konnte dies aber zu einer gestorten Ausschleusung des
Proteins aus der Zelle fiihren, da der intrazelluldre Transport durch Glykosylie-
rungen gesteuert wird [99, 45]. Ein Verlust der Glykosylierung des Erythropoetins
wiirde sich zudem negativ auf die Stabilitédt des Molekiils auswirken [27]. Der Ver-
such, eine Verédnderung der Glykolisierung des Erythropoetins zu zeigen, erfolgte
mittels Western Blot. Die Stédrke der Banden ist hierbei methodisch bedingt nur
semiquantitativ. Wir haben hierbei neben dem gewonnenen EPO aus den mit
und ohne MMF behandelten HepG2-Zellkulturen auch eine unterschiedlich gly-
kosylierte Erythropoetinvariante aus CHO-Zellen aufgetragen. CHO-Zellen sind
Ovarialzellen des chinesischen Hamsters, in welche das humane EPO-Gen ein-
gebracht wurde und daher rekombinantes humanes Erythropoetin (rHu-EPO)
bilden. Zwischen den Proben aus den mit und ohne MMF behandelten HepG2-
Zellkulturen fand sich kein Unterschied im Molekulargewicht, wohl aber zu dem
aus den CHO-Zellen gewonnenem rHu-EPO. Daraus schlieBen wir, da MMF
wahrscheinlich keinen Einflufl auf die Glykolisierung von EPO in HepG2-Zellen
hat. Eine unterschiedliche Glykolisierung mit zufillig gleichem Molekulargewicht
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Zum anderen konnten wir mit der ge-
wahlten Methode sicher zeigen, dal die Glykolisierung von rHu-EPO aus CHO-
Zellen anders ist als die des EPOs aus HepG2-Zellen.

Die Sekretion kann durch eine Steigerung der Syntheseleistung oder durch

erhohte Sekretion von préaformierten EPO gesteuert sein. Wie durch Lacombe
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et Mayeur bekannt wurde, wird EPO nicht in den Zellen gespeichert, sondern
wird direkt nach vollendeter Herstellung sezerniert [69]. Da die Sekretion des
EPO-Proteins im Vergleich zu AFP durch MMF selektiv gemindert wird, ist eine

unspezifische Stérung der Proteinsekretion durch MMF somit unwahrscheinlich.

Da eine Beeinflussung der Translation und Glykoproteinsekretion unwahr-
scheinlich sind, lag es nahe, die Wirkung von MMF' auf die EPO-mRNA Spiegel
zu betrachten. Hierbei haben wir ,steady-state® RNA untersucht. Dynamische
GroBlen wie Einfliife auf RNA-Degeneration, RNA-Abbau oder RNA-Stabilitét
[39] konnen daher nicht beurteilt werden und sind zusétzlich moglich. Wir konn-
ten zeigen, dafl schon die basale Gleichgewichtskonzentration der EPO-mRNA
unter den gewihlten normoxischen Bedingungen durch MMF gemindert wird.
Noch deutlicher war der Effekt von MMF auf zusétzlich durch Kobaltionen indu-
zierte EPO-mRNA im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Dafl es zu leichten
perizelluldren hypoxischen Bedingungen kam und der beschriebene Effekt nicht
ausschlieflich die basale EPO-Expression betrifft, sondern bereits eine Hypoxie-

induzierte, ist nicht auszuschlieflen.

Wir konnten beobachten, daf3 analog zur Abnahme der EPO-mRNA in der
Zelle die Menge des sezernierten Erythropoetin im Uberstand abnahm. Ahnliche
Versuche, welche eine solche Korrelation von EPO-mRNA und sezerniertem EPO

untersuchen, wurden von Dittmer et al. [25] sowie Herkens et al. [47] beschrieben.

Transkriptionsfaktoren, die bekannt dafiir sind, die EPO-Synthese zu regulie-
ren, sind NF-xB [35], HIF-2 [119] und der Hypoxie-Induzierbare Faktor (HIF-1)
29, 11, 103]. Es sind weiterhin verschiedene Signaltransduktionswege bekannt, in
denen PI3BK/AKT oder MAP-Kinasen eine Rolle in der Steuerung der Aktivitét
der genannten Transkriptionsfaktoren spielen [35]. Ein gut charakterisierter Tran-
skriptionsfaktor ist HIF-1. HIF-1 ist ein Heterodimer, bestehend aus HIF-1a und
HIF-138 (ARNT), welche nicht nur unter Hypoxie, sondern auch basal exprimiert
werden. HIF-1a wird unter normoxischen Bedingungen kontinuierlich iiber das
Ubiquitin-Proteasomen-System abgebaut. Wir haben im Rahmen dieser Arbeit
die Wirkung von MMF auf HIF-1 genauer betrachtet mit der Frage, ob eine Re-
gulation des Hypoxie-Induzierbaren Faktors HIF-1 durch Mycophenolat Mofetil
ein Stellglied der EPO-Sekretion sein konnte. Wir konnten mittels EMSA zeigen,
daf MMF die Aktivitdt von HIF-1 im Zellkern von HepG2-Zellen mindert. Da
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HIF-1 regulierend auf die EPO-Transkription Einfluf nimmt, ist der beobachtete
Effekt von MMF auf die EPO-Sekretion auf Transkriptionsebene iiber HIF-1 an-

zunehmen. Es sind verschiedene Angriffspunkte von MMF auf die HIF-Regulation
denkbar, die Bildung und Abbau von HIF betreffen.

Figueroa et al. konnten zeigen, dafl an der durch HIF-1 regulierten Erythro-
poetinexpression NF-xB beteiligt ist [35]. NF-xB ist fiir seine vielfiiltige Rolle in
der Regulation der Immunantwort bekannt [12]. Der Effekt von MMF auf NF-xB
in HepG2-Zellen ist bislang nicht genauer untersucht. Eines der bekannten, durch
NF-xB regulierten Zytokine ist Tumor-Nekrosefaktor oo (TNF-«). Untersuchun-
gen mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1q, IL-15 und TNF-« zeigten,
daf} diese eine dosisabhéngige Inhibition der EPO-Sekretion und EPO-mRNA
in HepG2-Zellen verursachen [60, 58]. Es stellt sich die Frage, ob MMF eventu-
ell iiber eine Induktion einer TNF-a-Synthese zu einer Inhibition von EPO in
HepG2-Zellen wirkt. Frede et al. konnte zeigen, dafl nachweislich nicht konstitu-
tionell exprimiertes TNF-« in HepG2-Zellen durch IL-13, Phorbolester induziert
werden kann [37]. Da IL-1 und TNF-« bei chronischer Entziindung und akuten
AbstofSung eines Allotransplantats mit hypoplastischen Anémien, verminderten
EPO-Spiegeln und vermehrter Produktion assoziiert sind [60], wére hier eine mog-

liche Verbindung zu den klinischen Beobachtungen denkbar.

Erstaunlich hingegen ist, dal die Bindung von HIF-1 an das spezifische re-
sponsible DNA-Element unter IL-15 und TNF-« Stimulation erhoht ist [46]. Da
die inhibierende Wirkung von IL-14 und TNF-«a jedoch nur unter hypoxischen
Bedingungen stattfindet, wird eine Wirkung {iber weitere Kofaktoren, wie HNF-
4 (Hepatic Nuclear Factor-4), vermutet, die bei der Bindung von HIF-1 an die
DNA unter Hypoxie benétigt werden [46]. Wir haben in unseren Untersuchungen
unter normoxischen Bedingungen gearbeitet, weshalb der beobachtete Effekt von

MMF wahrscheinlich iiber einen anderen Mechanismus funktioniert.

Vergleichbare Effekte zu denen von MMF konnten Horiguchi et al. zeigen.
Hierbei wurde unter der Wirkung von Cadmium und Cisplatin bei Hep3B Zel-
len sowohl die EPO-Produktion, die EPO-mRNA-Expression als auch die DNA-
Bindungsaktivitéit von HIF-1 supprimiert [50]. Es ist bekannt, daf§i HIF-1 neben
Erythropoetin auch andere Proteine steuert, wie den Vasular Endothelial Grow-
th Faktor (VEGF), welcher die Angiogenese aktiviert, den Glukose Transporter 1
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(GLUT1), welcher den Glukosetransport steuert sowie die Lactatdehydrogenase
(LDH-A), welche in der Glykolyse involviert ist. Zudem aktiviert HIF-1 die Tran-
skription der induzierbaren Stickoxydsynthase (i-NOS), welche Angiogenese und
Vasodilatation induziert [43, 103, 89]. Es wire daher interessant zu wissen, wie
sich diese anderen genannten Proteine unter der Gabe von MMF verhalten. Falls
MMEF diese wie EPO beeinflufit, wiirde das die These stiitzen, dafi MMEF in der
Lage ist, iiber HIF die EPO-Transkription und letztlich die EPO-Sekretion in
HepG2-Zellen zu modulieren.

Die Daten dieser Arbeit sprechen dafiir, dafl eine Anémie unter der Thera-
pie mit Mycophenolat Mofetil im Zusammenhang mit erniedrigten EPO-Spiegeln
steht. Dieses konnten wir am Zellkulturmodell der HepG2-Zelllinie, welches stell-
vertretend fiir die erythropoetinbildenden Zellen der Niere und Leber im mensch-
lichen Organismus steht, zeigen. Im Gegensatz zu Azathioprin, bei dem wir nur
einen unspezifischen Zusammenhang zwischen der sezernierten EPO-Menge und
der Zugabe von AZA gezeigt haben, waren die Effekte von MMF spezifisch fiir
die EPO-Synthese. Ferner ist fiir AZA bekannt, dafl neben einer Anédmie sowohl
Leukopenien als auch Thrombopenien ausgelost werden [20]. Erythropoetin ist
jedoch ein spezifischer regulativer Faktor fiir die rote Zellreihe, so dafl fiir AZA
andere Angriffspunkte als fiir MMF wahrscheinlich sind. Fiir die anderen unter-
suchten Immunsuppressiva wie Cyclosporin A und Tacrolimus scheint eine Minde-
rung der EPO-Spiegel unwahrscheinlich, da sich im verwendeten Zellkulturmodell
keine Anderung der sezernierten EPO-Menge feststellen lieB. Aufgrund der Limi-
tationen bei der Ubertragbarkeit von Zellkulturmodellen auf den menschlichen
Organismus miifiten jedoch zur weiteren Untersuchung des Effekts des Immun-
suppressivums MMF auf die renale und extrarenale Erythropoetin-Produktion in
vivo Studien folgen. Wenn die unter Therapie mit Mycophenolat Mofetil auftre-
tende Anédmie bei geniigend groflen Patientenkollektiven mit einem Mangel an
Erythropoetin korrelieren wiirde, wire die Grundlage fiir eine kausale Substitu-

tionstherapie mit Erythropoetin gegeben.
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5 Zusammenfassung / Summary

5.1 Zusammenfassung

Das Hormon Erythropoetin (EPO) ist ein hitzestabiles Glykoprotein, welches
als wesentlicher Wachstumsfaktor an der Erythropoese beteiligt ist. EPO wird
sauerstoffabhéingig in Leber und Niere synthetisiert. Da EPO in Zellen nicht ge-
speichert wird, ist seine Sekretionsrate durch die Syntheserate bestimmt. Unter
Hypoxie wird iiber einen hypoxieinduzierbaren Faktor (HIF-1) die Transkription
des EPO-Gens angeregt.

Mycophenolat Mofetil (MMF') wird erfolgreich bei transplantierten Patienten
als Immunsuppressivum eingesetzt. MMF ist ein nichtkompetitiver, reversibler
Hemmer der Inosinmonophosphatdehydrogenase (IMPDH), die essentiell fiir die
de novo Purinsynthese in Lymphozyten ist. MMF soll selektiv antiproliferativ auf
Lymphozyten wirken, ohne einen unspezifischen knochenmarkdepressiven Effekt
zu haben. Trotzdem wurden bei bis zu 15 % der nierentransplantierten und nahezu
der Hélfte aller herztransplantierten Patienten unter immunsuppressiver Therapie
mit MMF Anédmien beschrieben. Die Genese dieser Andmien ist noch unklar und
kénnte durch eine reduzierte EPO-Produktion unter MMF bedingt sein.

In dieser Untersuchung wird deshalb der Effekt von MMF auf die EPO-
Freisetzung aus HepG2-Zellen in vitro analysiert. HepG2 und Hep3B Zellen sind
ein etabliertes Zellkulturmodell zur Untersuchung der Regulierung hypoxieabhén-
giger EPO-Sekretion.

MMF vermindert zeit- und konzentrationsabhéngig die mittels ELISA gemes-
senen EPO-Konzentration im Zelliiberstand von HepG2-Zellen — im Mittel etwa
auf die Hilfte des Ausgangswertes (p < 0,001). Dieser Effekt ist signifikant ab
einer Konzentration von 0,1 ptM MMF und maximal bei 5 pM MMF. Eine signi-
fikante Inhibition der EPO-Sekretion war erst nach 48stiindiger Inkubation mit
MMF nachweisbar. Unspezifische Effekte auf Proliferation und Proteinsynthese
sowie zytotoxische Effekte wurden mittels verschiedener unabhingiger Methoden
weitgehend ausgeschlossen. Der Effekt von MMF auf die EPO-Sekretion konn-
te durch Zugabe von Guanosin aufgehoben werden, was fiir eine kausale Rolle
der IMPDH in diesem Zusammenhang spricht. Analog zu der sezernierten EPO-
Menge verminderte sich auch die Menge der gebildeten EPO-mRNA unter MMF.
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Zudem ist die Aktivitdt von HIF-1 unter MMF gemindert.

Im Gegensatz zu MMF zeigen andere Immunsuppressiva wie der Purinsyn-
thesehemmer Azathioprin und die Calcineurininhibitoren Cyclosporin A und Ta-
crolimus keinen spezifischen Effekt auf die EPO-Freisetzung von HepG2-Zellen.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dafl die Minderung der EPO-Sekretion im
Zellkulturmodell ein Erklarungsansatz fiir die beobachteten Anédmien unter MMF
sein konnte. Eine Therapie der Anédmie mittels EPO-Substitution erscheint daher

sinnvoll.

5.2 Summary

The hormone erythropoietin (EPO) is a heat-stable glycoprotein which is the
main growth factor for erythropoiesis. EPO is synthesized in the adult kidney
and in the liver in an oxygen-dependent manner. After hormone synthesis EPO
is not being stored, but rather directly secreted as an active metabolite. Du-
ring hypoxia, the transcription of the EPO-gene is stimulated via the so-called
~hypoxia-inducible factor* (HIF-1). Mycophenolate mofetil (MMF') has been suc-
cessfully used as an immunosuppressant after renal transplantation. MMF is a
non-competitive, reversible inhibitor of inosine monophosphate dehydrogenase
(IMPDH), the essential enzyme of the de movo purine synthesis in lymphocy-
tes. MMF is an antiproliferative agent predominantly for lymphocytes without
causing severe bone marrow suppression. Nevertheless, anemia has been observed
in up to 15% of the renal transplant patients and approximately in half of the
heart transplant recipients under therapy with MMF. The pathogenesis of this
MMF-associated anemia is still under investigation and might be caused by a
reduced production of EPO due to MMF.

In this study, the effect of MMF on the release of EPO from HepG2 cells
is analyzed in wvitro. The cell lines HepG2 and Hep3B are established models
in regard to the regulation of hypoxia-dependent EPO-secretion. MMF' reduces
the concentration of EPO in the cell culture supernatant of HepG2 cells in vitro
in a time- and dose-dependent manner. EPO measured by ELISA is reduced to
almost half of the initial dose (p < 0,001). This effect is significant starting at
a concentration of 0,1 pM MMF and reaches its maximum at 5 pM MMF. A

significant inhibition of the EPO secretion was found only after an incubation
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period of 48 hours with MMF. Non-specific or cytotoxic effects were excluded
by various independent methods. The effect of MMF on the secretion of EPO
in HepG2 cells was antagonized by guanosine. This indicates the central role
of IMPDH within this context. Parallel to the secreted amount of EPO, the
amount of EPO-mRNA in HepG2 cells under MMF is diminished. In addition,
the activity of HIF-1 is reduced under incubation with MMF. On the other hand,
other immunosuppressants like the purine synthesis-inhibitor azathioprine and
the calcineurin inhibitors cyclosporine A and tacrolimus did not exhibit a specific
effect on the secretion of EPO from HepG2 cells. The results indicate that the
reduction of the secretion of EPO in cell culture might cause the anemia observed
under MMF therapy. A substitution with EPO seems to be indicated in those

forms of anemia.
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