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Mit Hightech
gegen Blutarmut

Gentechnisch gewonnenes Erythropoetin kann helfen, bei

Nierenpatienten eine Blutarmut zu verhindern. Die Herstellung

erfordert allerdings einiges an technologischem Know-how.

Die Nieren bilden nicht nur den Urin.
Sie haben auch wichtige Aufgaben
bei der Regulation des Blutdrucks,
des Saure-Basen-Haushalts und
der Produktion lebensnotwendiger
Hormone. Zu diesen gehoren Calci-
triol, welches-den Calciumbestand
des Korpers sichert, und Erythropo-
etin, welches fur die Produktion roter
Blutzellen (Erythrozyten) notwendig
ist. Der Name ,Erythropoetin®, der
eigentlich richtiger ,Erythropoietin®
lautet, leitet sich vom altgriechischen
erythros (rot) und poiein (machen)
ab. Statt des relativ umsténdlichen
Begriffes wird aber auch oft die Ab-
kiirzung EPO verwendet.

Blutarmut ist, als renale Andmie. Die
Folgen einer Andmie sind in Tabelle
1 dargestellt.

Seit 20 Jahren ist es moglich; die An-
amie von Nierenpatienten sowohl im
Pradialysestadium als auch unter der
Dialyse durch die Verabreichung von
gentechnisch hergestelltem rekom-
binantem humanem Erythropoetin
(tHUEPO) zu vermeiden. Bevor rHuE-
PO verfugbar war, benotigten etwa
25 % aller Dialysepatienten regelma-
Rig Bluttransfusionen. Obwohl das
Risiko einer Krankheitsiibertragung
durch Blutkonserven in Deutschland
sehr gering ist, konnen Virusinfekti-
onen - vor allem mit Hepatitis-Erre-

»Wenn die Filtrierfahigkeit der Nieren auf 30 %
abgefallen ist, entwickelt sich eine Blutarmut.«

Die Dialyse ersetzt die Ausschei-
dungsfunktion der Nieren, aber nicht
die Hormonproduktion. Wenn die Fil-
trierfahigkeit der Nieren auf 30% ab-
gefallen ist, entwickelt sich eine Blut-
armut. Eigentlich handelt es sich da-
bei um einen Mangel an roten Blut-
korperchen. Die Mediziner bezeich-
nen dies als Andmie beziehungswei-
se, wenn die Niere die Ursache fiir die

gern - nicht vollstandig ausgeschlos-
sen werden. Zudem fiihren haufige
Bluttransfusionen zu einer Eisenti-
berladung des Korpers.

Erythrozyten -
die Sauerstoff-Transporteure

Erythrozyten sind mittig eingedellte
Scheibchen, die im Blut zirkulieren.

Erythropoetin
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Im Gegensatz zu den meisten ande-
ren Zellen in unserem Korper enthal-
ten sie keinen Zellkern. Dafiir befin-
det sich in ihnen reichlich roter Blut-
farbstoff. Dieser wird auch als Himo-
globin bezeichnet. Er nimmt in den

Nieren hergestellt und nur im gerin-
gen Ausmaf in anderen Organen wie
der Leber oder dem Gehirn. Das Hor-
mon bindet an spezifische Rezep-
toren seiner Zielzellen und regt sie
zur Teilung und Hamoglobinsynthe-

Funktionseinschrankung verschiedener Organe durch Anamie

Organ physische Symptomatik psychische Symptomatik
Herz niedriger Blutdruck, Angina pectoris, Herzjagen ~ Angst, Schwindelgefiihl
Muskulatur allgemeine Schwache, schnelle Erschopfbarkeit ~ Antriebsarmut, Depression
Genitaltrakt gestorte Menstruation, Erektionsstérungen

Haut Blasse, Kaltegefiihl

Gehirn Kopfschmerzen, Schwindel Konzentrationsschwache,

Angst, Depression

Tab. 1: Die Folgen einer Anamie sind sowohl korperlicher als auch psychischer Natur.

Lungen Sauerstoff (O,) auf und gibt
ihn im Gewebe wieder ab.Bei einem
Mangel an roten Blutkérperchen und
damit'an Hamoglobin kommt es da-
her zu einem Sauerstoff-Mangel im
Gewebe.

Frauen haben weniger Erythrozyten

Frauen besitzen durchschnittlich 4,5
und Manner 5 Millionen Erythrozy-
ten pro Mikroliter Blut. Der Anteil
der roten Blutzellen am Gesamt-
blutvolumen wird auch als Hima-
tokrit bezeichnet. Dieser betrigt bei
Frauen 42 % und bei Ménnern 47 %.
Der gesunde Mensch bildet pro Se-
kunde etwa 3 Millionen neue Ery-
throzyten.

Erythropoetin zwingend notwendig

Die Erythrozyten wachsen im roten
Knochenmark als Nachkommen
erythroider Vorlauferzellen heran.
Zur Vermehrung und Reifung der
Vorlauferzellen ist Erythropoetin
zwingend notwendig. Erythropo-
etin wird fast ausschliefidlich in den

se an. Dieser Prozess verlauft lang-
sam. Erst nach 3 bis 4 Tagen verlas-
sen die neuen jungen roten Blutzel-
len das Knochenmark und treten in
die Blutbahn tber.

Testosteron verstarkt Erythropoetin

Es gibt einige andere Hormone, die
die Erythropoetin-Wirkung verstér-
ken. Das mannliche Sexualhormon
Testosteron hat diese Fahigkeit. Dies
ist Grund fiir die héheren Erythro-
zyten-, Himatokrit- und Hamoglo-
bin-Werte im Blut von Mannern ge-
geniber Frauen. Ein weiterer Faktor,
der die Erythropoetin-Produktion an-
kurbelt, ist Sauerstoffmangel. Dieser
Effekt tritt zum Beispiel bei einem
Aufenthalt in gréfSerer Hohe in den
Bergen auf.

Der Pariser Arzt Paul Carnot postu-
lierte 1906 als erster, dass Hormone
die Blutzellbildung regeln. Carnot
hatte Kaninchen einem Aderlass
unterzogen. Als er den Tieren am
folgenden Tag erneut Blut abnahm
und das Serum normalen Kaninchen
spritzte, stieg deren Blutzell-Zahl

drastisch an. Die Existenz des Eryth-
ropoetins blieb Jahrzehnte umstrit-
ten. Erst 1953 gelang es dem ameri-
kanischen Hamatologen Allan Ers-
lev, die Experimente von Carnot in
einem verbesserten Versuchsansatz
zu wiederholen. Vorausschauend
schrieb Erslev 1953: ,Die Isolierung
und Reindarstellung des erythropoi-
etischen Faktors ergébe einen niitz-
lichen Wirkstoff fiir die Behandlung
von Erythrozytenbildungsstérungen,
z.B. bei chronischen Infektionen und
Nierenerkrankungen”.

Das erste Erythropoetin wurde aus
Urin hergestelit

1977 wurde Erythropoetin erstmals
in Reinform hergestellt. Aus 2500 Li-
ter Urin von Patienten mit schwerer
Anémie wurden gerade einmal 10mg
Hormon gewonnen. Diese kleine
Menge hitte hochstens gereicht,
um zwei Dialyse-Patienten ein Jahr
lang zu behandeln. Das Erythropo-
etin-aus Urin wurde deshalb nicht
zu Behandlungszwecken eingesetzt,
sondern um die Struktur des Hor-
mons aufzuklaren. Es stellte sich
heraus, dass Erythropoetin ein Ei-
weifd (Protein) ist, das aus 165 Ami-
nosauren und vier Zuckerketten be-
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steht. Dank dieser Kenntnis gelang
es 1985, das menschliche Erythropo-
etin-Gen zu isolieren. Damit war das
Tor zur gentechnischen Gewinnung
von rHUEPO gedffnet.

Gentechnische Gewinnung
von Proteinen

Erst seit ungefdahr 30 Jahren ist es
moglich, in Kulturen aus Hefen,
Bakterien oder tierischen Zellen
menschliche Proteine gentechnisch
herzustellen, um sie als Biopharma-
zeutika oder Diagnostika zu nutzen.
Die Reihenfolge von Aminosauren
in den Proteinen ist in der Erbsub-
stanz durch Desoxyribonukleinsau-
ren (DNS) verschliisselt. Zur Produk-
tion von Biopharmazeutika wird die
menschliche DNS, zum Beispiel fir
Erythropoetin, in Wirtszellen ein-
geschleust, die'die Fahigkeit haben,
sich schnell’zu vermehren. Dies sind
im Allgemeinen gentechnisch veran-
derte Zellen.

Dazu muss die Erbinformation mit
einem Plasmid kombiniert werden.
Plasmide sind ringférmige DNS-

Unter dem Mikroskop sind rote Blutkorper-
chen durch ihre typische Form und Farbe
auch fiir Laien leicht zu erkennen.

Damit die gentechnisch veranderten Zellen
die gewiinschten Proteine produzieren kon-
nen, werden sie in so genannten Bioreak-
toren massenhaft vermehrt.

Strukturen, die als Tragerstoff die-
nen. Da-das menschliche Erbgut in
artfremde Zellen integriert und dabei
eine neue DNS-Folge erzeugt wird,
spricht man von rekombinanter DNS
und rekombinantem Protein. Der ge-
netische Code wird in allen Organis-
men identisch libersetzt, so dass eine
humane DNS-Sequenz in einer frem-
den Zelle die gleiche Aminosdurese-
quenz und damit die gleichen Prote-
ine ergibt wie in einer menschlichen.
Das EPO-Molekiil ist allerdings kein
reines Protein, sondern ein Glykopro-
tein, d.h. es besitzt auch Seitenketten
aus Zuckermolekiilen. Die Struktur
dieser Seitenketten hingt nicht von
dem eingeschleusten EPO-Gen ab,
sondern ist wirtszellspezifisch.

Ist es einmal gelungen die mensch-
liche Erbinformation in eine Wirts-
zelle einzuschleusen, so wird die-
se Zelle vermehrt. Dabei entstehen
viele exakte Kopien dieser Zelle.
Diese kann man einfrieren und be-

Prinzipielle Produktionsschritte

m Konstruktion des rekom-
binanten DNS-Molekiils

m Wahl der Wirtszelle (Gattung,
Spezies, Gewebe, Linie)

m Einschleusen der DNS in die
Wirtszelle

m Erstellung einer Zellbank

m Massenhaftes Vermehren
einiger Zellen aus der Zellbank,
Proteinproduktion

m Reinigung des rekombinanten
Proteins

m Produktanalyse (Identitat,
Reinheit, Wirksamkeit)

m Formulierung und Abfiillung

kommt so eine Zellbank mit lauter
gleichen Zellen. Fiir die Produktion
werden dann ein paar Zellen aus die-
ser Zellbank aufgetaut und wieder
vermehrt. Die Kopien der Zellen fiil-
len schlief’lich irgendwann grof3e Bi-
oreaktoren mit einem Fassungsver-
mogen von 10.000 Liter und mehr.
Neben ihrem normalen Stoffwechsel
produzieren sie jetzt auch die Sub-
stanz, deren Erbinformation in ihre
Mutterzellen eingeschleust wurde.
Am Ende der Produktion muss die
betreffende Substanz nur noch aus
dem bei der Vermehrung entstan-
denen Gemisch herausgefiltert und
gereinigt werden.

Die Moglichkeit, humane Proteine
gentechnisch herzustellen, war ein
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Meilenstein der Pharmakologie. In-
sulin war 1978 eines der ersten so
hergestellten Arzneimittel. Rekom-
binante Proteine werden heute rou-
tinemafiig fir die Behandlung von
Aniamien, Blutstillungsstérungen,
endokrinen Mangelzustanden, im-
munologischen und infektiosen
Prozessen, Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen, neurologischen Stérungen
und Krebs eingesetzt.

Schematische Darstellung
eines Erythropoetin-Molekiils.

Unterschiede der gentechnisch
hergestellten Erythropoetine

Zur Herstellung der herkdmm-
lichen rHUEPO-Praparate wird eine
Zelllinie benutzt, die vor ca. 50 Jah-
ren aus dem Eierstock eines chine-
sischen Hamsters angelegt worden
ist (CHO, ,Chinese Hamster Ovary").
Entsprechende Praparate sind seit
1988 zur Behandlung der Andmie bei
chronischer Niereninsuffizienz zu-
gelassen. Bei den rHUEPO-Prapara-
ten ist der Proteinanteil des EPOs hu-
manidentisch und die Struktur der
Zuckerseitenketten entsprechend

der Wirtszelle hamstertypisch. Die
CHO-Zelllinien, die pharmazeutische
Unternehmen verwenden, sind al-
lerdings genetisch nicht vollig iden-
tisch, und die konventionellen Pra-
parate Epoetin alfa und Epoetin beta
unterscheiden sich in der Feinstruk-
tur ihrer Zuckerketten. Auch das seit
2001 vermarktete rHUEPO-Analogon
Darbepoetin alfa, welches eine leicht
verdanderte Aminosaduresequenz auf-

weist und zwei zuséatzliche Zucker-
ketten besitzt, stammt aus CHO-Zell-
kulturen.

Seit 2007 ist in Deutschland ein neu-
es Produkt namens Epoetin delta ver-
fligbar. Epoetin delta wird aus Kul-
turen einer menschlichen Zelllinie
gewonnen. Durch einen molekular-
biologischen Trick (Aktivierung des
Promotors) konnte in den Zellen das
eigene Erythropoetin-Gen aktiviert
werden. Bei Epoetin delta ist daher
nicht nur das Protein humaniden-
tisch, sondern auch die Zuckerketten
sind denen des korpereigenen Eryth-
ropoetins besonders dhnlich.

Als weiteres neues Praparat wurde
kirzlich das so genannte C.E.R.A.

»Continuous Erythropoiesis Receptor
Activator”) zugelassen. C.E.R.A. ist ein
Epoetin beta, an das zur Verldngerung
der Wirkdauer ein Polyathylenglykol
angekoppelt ist. Die Halbwertszeit
des zirkulierenden C.E.R.A. betragt
sechs Tage gegeniiber 24 Stunden von
Darbepoetin alfa und sechs bis neun
Stunden von Epoetin alfa, Epoetin be-
ta oder Epoetin delta.

Was sind Biosimilars?

2007 hat die europaische Zulas-
sungsbehorde EMEA (European Me-
dicines Evaluation Agency) eine po-
sitive Empfehlung flir Epoetin-Bio-
similars'aus CHO-Zellkulturen aus-
gesprochen. Biosimilars sind Nach-
ahmerprodukte, die von anderen
Firmen als den Originalfabrikanten
hergestellt werden. Bei Erythropoetin
ist dies moglich geworden, nachdem
der Patentschutz fiir Epoetin alfa und
beta in der EU ausgelaufen ist. Die Bi-
osimilar-Produkte werden als Epoe-
tin alfa.oder Epoetin zeta vermarktet
und werden voraussichtlich etwas
billiger sein als die Originalarznei-
mittel.

Ein Ersatz der Originalpraparate —
wie bei generischen Arzneimitteln
— ist mit Biosimilars jedoch nicht
ohne weiteres moglich. Biosimilars
sind keine Generika. Die Struktur der
Zuckerketten rekombinanter Glyko-
proteine ist von den Eigenschaften
der Wirtszelle, den Zellkulturbe-
dingungen und den Reinigungsver-
fahren abhéangig. Daher kénnen Bi-
opharmazeutika - anders als syn-
thetisch hergestellte Arzneimittel
- nicht identisch von anderen Her-
stellern kopiert werden.

rHuUEPO wird aber nicht nur in Euro-
pa produziert. In vielen Landern, in
denen der Patentschutz fiir die Her-
stellung nicht gilt, wird es ebenfalls
hergestellt. Uber die genaue Zusam-
mensetzung und die Qualitat die-
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ser Produkte ist wenig bekannt. Der
hollandische Pharmakologe Schel-
lekens hat elf Epoetine aus CHO-
Zellkulturen von acht Herstellern
aufderhalb der EU und den USA auf
ihre Wirksamkeit und Reinheit un-
tersucht. Schellekens stellte nicht
nur grofde Unterschiede zwischen
den Produkten der verschiedenen
Hersteller, sondern auch zwischen
verschiedenen Chargen derselben
Hersteller fest. Zudem stimmte die
auf den Ampullen deklarierte Wirk-
stoffdosis gelegentlich nicht.

Nutzen der Erythropoetin-Therapie

Primares Ziel der Gabe von rHUEPO
und seinen Abkommlingen ist es, die
Transfusion von fremden Erythrozy-
ten zu vermeiden. Da rHUEPO das
Grundleiden nicht beseitigt, muss
der Ersatz mitdem rekombinanten
Arzneimittel zeitlebens fortgesetzt
werden, wenn keine Nierentrans-
plantation durchgefiihrt wird.

Die rHUEPO-Behandlung bessert
die Sauerstoff-Versor-
gung des Gewebes. Mit
der Korrektur der Ana-
mie nimmt die Lebens-
qualitdt zu (Wiederer-
langung der Arbeitsfa-
higkeit, Appetitzunah-
me, Riickkehr sexueller
Libido und Potenz, psy-
chisches Wohlsein, Ab-
nahme der Schlafstorun-
gen, Verschwinden der
Depressionen). Bei der
Echokardiographie zeigt
sich, dass die Uberaktivitit des Her-
zens nachlasst. Im Elektroenzepha-
logramm (EEG) wird eine verbesserte
Hirnfunktion sichtbar.

Nebenwirkungen

Rekombinantes humanes Erythropo-
etin wird in der Regel sehr gut ver-

Prof. Dr. Wolfgang
Jelkmann,
Universitat Liibeck

Rekombinante Erythropoetinpraparate sowie Analoga

Wirkstoff Humane Humane Kohlen-  Produktions- Beson-
Proteinstruktur  hydratketten zelllinie derheiten
Epoetin alfa Ja Nein CHO-Zellen
Epoetin beta Ja Nein CHO-Zellen
Epoetin delta Ja Ja Humane Zelllinie  Korpereigenem
EPO sehr
dhnlich
Darbepoetinalfa  Nein Nein CHO-Zellen Lange Halb-
wertszeit
CERA. Ja, Protein an Nein CHO-Zellen Sehr lange
Polyathylengly- Halbwertszeit
kol gekoppelt
Biosimilars Ja Nein CHO-Zellen
(Epoetin alfa,

Epoetin zeta)

Tab. 2: Mittlerweile sind vielfaltige Erythropoetine auf dem Markt. Sie unterscheiden sich vor
allem in der Zusammensetzung und Struktur ihrer Zuckerketten.

tragen. Seine therapeutische Breite
ist sehr grof3. Toxische Schaden gibt
es kaum.

Mit Zunahme der Hamoglobinsyn-
these steigt der Eisenbedarf. Es kann
daher unter der Therapie mitrHuE-
po zu einem Eisenman-
gel kommen. Dieser ist
die haufigste Ursache
fiir ein Therapieversa-
gen. Um ihn zu vermei-
den, muss haufig zusatz-
lich zum Erythropoetin
auch ein Eisenpréaparat
gegeben werden.

Bei einigen Patienten
kann es zu einer Blut-
druckerhéhung kommen,
die zum Teil auf der An-
hebung des Hamatokrits
und den damit verbundenen zdhe-
ren Flief3eigenschaften des Blutes
beruht.

Interessant ist die Verklirzung der
Blutungszeit unter der rHUEPO-The-
rapie. Dieser Nebeneffekt ist haufig
glnstig, da Dialysepatienten nicht
selten unter einer Blutungsneigung
leiden. Andererseits kann es erfor-

derlich werden, die Thrombozyten-
Aggregation und die Plasmagerin-
nung medikamentos zu senken, um
einen Verschluss des Dialyse-Shunts
zu verhindern.

Die Kaliumkonzentration im Plasma
kann zunehmen. Ursache hierfiir ist
wahrscheinlich eine vergrofierte ora-
le Kaliumzufuhr durch den gestei-
gerten Appetit der Patienten.

Andere Indikationen fiir rHuEPO

Die Wirksamkeit von rHUEPO hat
auch aufSerhalb der Nephrologie
Beachtung gefunden. Eine wichtige
Indikation stellt die durch die Che-
motherapie verursachte Andmie bei
Tumorpatienten dar. Auch fiir die
operative Medizin ist tHUEPO ein
interessantes Medikament. Bei 1an-
gerfristig geplanten chirurgischen
Eingriffen kann rHUEPO verabreicht
werden, um eigene Blutkonserven
der Patienten zur spateren Transfu-
sion zu gewinnen.

Prof. Dr. Wolfgang Jelkmann
Universitat Liibeck



