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Zusammenfassung

Die Andmie chronisch entziindlicher Erkrankungen be-
ruht partiell auf einem Erythropoietin (Epo) Mangel.
Die proentziindlichen Zytokine Interleukin (IL-1) und
Tumornekrosefaktor o (TNF-o) hemmen die Epo-Ex-
pression. Um den Mechanismus dieser Hemmung zu
ergriinden, haben wir eine Zellkulturstudie zum Ein-
fluss von IL-1 und TNF-o auf Transkriptionsfaktoren
durchgefiihrt, welche das Epo-Gen kontrollieren. Mo-
lekularbiologische Analysen (Westernblot, DNA-Bin-
dung, Reportergene, Oligo-Decoy) an Epo produzie-
renden menschlichen Hepatomzellen (HepG2) zeigten,
dass die Zytokine zwei Transkriptionsfaktoren aktivie-
ren, welche die Epo-Expression unterdriicken, nimlich
NF-kB und GATA-2. Die Befunde geben eine mecha-
nistische Erkldarung fiir den Epo Mangel bei entziindli-
chen Prozessen. Dariiber hinaus wird deutlich, dass die
Epo-Expression nicht nur durch aktivierende, sondern
auch durch inhibierende Transkriptionsfaktoren kon-
trolliert wird.

Summary

The anemia of chronic diseases (ACD) is associated
with inappropriately low levels of circulating erythro-
poietin (Epo). The proinflammatory cytokines interleu-
kin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor o (TNF-¢) inhi-
bit Epo gene expression. In a study of the molecular
mechanisms of this inhibition the effects of IL-1 and
TNF-0. on transcription factors in control of the Epo
gene in human hepatoma cell cultures (HepG2) were
investigated. Results by Western blotting, electropho-
retic mobility shift assays, reporter gene assays and oli-
go decoy approaches indicated that the cytokines acti-
vate two transcription factors that suppress the Epo
gene, namely NF-xB and GATA-2. The present fin-
dings do not only provide an explanation for the im-
paired Epo synthesis in inflammation but add further
evidence in favour of the concept that Epo gene expres-
sion is balanced by positive and negative trans-acting
factors.

Einleitung

Die Aufrechterhaltung einer konstanten Anzahl roter
Blutkérperchen im Korper ist eine fulminante Leis-
tung. Pro Sekunde werden ungefihr 2,3 Millionen Re-
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tikulozyten gebildet und in die Zirkulation entlassen,
die gealterte und vom mononukleiren Phagozytensys-
tem aussortierte Erythrozyten ersetzen. Die Erythro-
poiese wird durch das Hormon Erythropoietin (Epo)
geregelt. Die Hauptursache der Anidmie bei entziindli-
chen und malignen Erkrankungen (,,Anemia of chronic
diseases”, ACD) ist ein relativer Epo-Mangel (7).
Durch Gabe von rekombinantem humanen Epo ist eine
ACD korrigierbar (9; 11). Die proinflammatorischen
Zytokine Interleukin 1 (IL-1) und Tumor Nekrose Fak-
tor o (TNF-ar) unterdriicken die Epo-Genexpression
sowohl in vitro (2; 3) als auch in vive (4). Unserer Ar-
beitsgruppe gelang es kiirzlich, die molekularen Me-
chanismen dieses Effektes teilweise aufzukliren.

Biochemische Grundlagen

Die Transkription von Strukturgenen erfolgt im We-
sentlichen durch die DNA-abhingige RNA-Polymer-
ase 2 (RNA-Pol 2). Die Menge einer bestimmten
mRNA in einer Zelle hiingt iiberwiegend davon ab, wie
oft dieses Enzym mit den Promotorsequenzen eines
Gens in Wechselwirkung tritt und nachfolgend eine
Transkription initiiert. Die Interaktion zwischen der
RNA-Pol 2 und den Promotorsequenzen ist ein sto-
chastischer Vorgang. Um die Bindungswahrscheinlich-
keit zu erhohen, gibt es sogenannte Transkriptionsfak-
toren (TFs). Diese helfen der RNA-Pol 2 bei der Erken-
nung und Bindung der regulatorischen DNA-Abschnit-
te. Neben positiv regulierenden TFs gibt es auch nega-
tiv regulierende, deren Dissoziation von der DNA eine
effiziente Transkription erst ermoglicht. TFs haben
spezifische Erkennungssequenzen in den Promotor-
und Enhancer-Bereichen der jeweiligen Gene. Das
Vorhandensein oder Fehlen verschiedener Bindungs-
stellen ist dabei u.a. fiir die gewebsspezifische Expres-
sion eines Gens verantwortlich.

Das Epo-Gen besitzt sowohl im 5’-Promotorbereich
als auch im 3’-gelegenen Enhancer mehrere Bindungs-
stellen fiir TFs (Abb. 1). Der wichtigste positiv regulie-
rende TF fiir die hypoxisch gesteigerte Epo-Transkrip-
tion ist der Hypoxie Induzierbare Faktor 1 (HIF-1), der
eine Bindungsstelle im 3’-Enhancer hat (1; 12; 14).
Unter normoxischen Bedingungen ist dieser TF in Zel-
len und im Gewebe nicht nachweisbar. Erst unter Sau-
erstoffmangelbedingungen wird die o-Untereinheit
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Abb. 1: Schema des Erythropoietin-Gens (EPO-Gen)
mit den 5" und 3" gelegenen regulatorischen Abschnit-
ten und den potenziellen Bindungsstellen fiir relevante
Transkriptionsfaktoren. Die Wirkungen der Zytokine
IL-10 und TNF-o sind durch die Pfeile mit den ent-
sprechenden Effekten auf den jeweiligen Transkripti-
onsfaktor symbolisiert. NF-xB: Nukledrer Faktor kap-
pa B, GATA-2: GATA-bindender Transkriptionsfaktor
2, HIF-1: Hypoxie-Induzierbarer Faktor 1, HNF-4:
Hepatocyten Nukledrer Faktor 4, COUP-TF: ,chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor*.

des dimeren HIF-1 stabilisiert und damit einer Analyse
zugiinglich (10).

Fragestellung

Unsere Untersuchungen zielten darauf ab, die moleku-
laren Mechanismen aufzukliren, durch die die proin-
flammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-o: die Epo-
Produktion unterdriicken. Da HIF-1 als wichtigster TF
fiir die Epo-Genexpression beschrieben war, wurde die
Arbeitshypothese aufgestellt, dass IL-1 und TNF-o. die
Menge oder die Funktion von HIF-1 reduzieren konn-
ten. Zur Priifung dieser Hypothese wurden Untersu-
chungen an der menschlichen Epo produzierenden He-
patom-Zelllinie HepG2 durchgefiihrt.

Ergebnisse

Als wir den Einfluss von IL-1 und TNF-o auf HIF-1 im
Zellkulturmodell mit HepG2-Zellen untersuchten,
machten wir eine aufregende Beobachtung. Entgegen
unserer Hypothese fiihrte die Stimulation der Zellen
mit IL-1 zu einer Stabilisierung und Aktivierung von
HIF-1 unter normoxischen Bedingungen (TNF-. stei-
gerte nur die Aktivitit) (Abb. 2, A und B). Demnach
konnte HIF-1 nicht der Vermittler der verminderten
Epo-Transkription sein (5).
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lieren. Dafiir transfizierten wir HepG2-Zellen mit zwei
unterschiedlichen Expressionsplasmiden (8). Das erste
codierte fiir Ik-Bo, ein Protein, das eine Untereinheit
(p65) von NF-xB solange im Zytoplasma zuriickhilt,
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Abb.2: A: HIF-1 o Westernblot mit Kernextrakten (KE)
von HepG2 Zellen, die unter normoxischen (5% CO, ,
Rest Raumluft) oder hypoxischen Bedingungen (3%
0,,5% CO, , Rest N,) 4 Stunden mit oder ohne Zytoki-
ne inkubiert wurden (10 ng/ml TNF-a; 300 pglml IL-
1B). Der Grad der Schwdirzung ist propertional der
Menge des HIF-1a Proteins. B: HIF-1 EMSA (Electro-
phoretic mobility shift assay) der Zellextrakte. In die-
sem Ansatz wird ein kurzes, radioaktiv markiertes, syn-
thetisches Oligonukleotid mit der Bindungssequenz fiir
den zu untersuchenden Transkriptionsfaktor (TF) zu-
sammen mit einem KE inkubiert. Ist der entsprechende
TF aktiviert worden, bindet er an das Oligonukleotid
und kann durch Elektrophorese von dem ungebunde-
nen Oligonukleotid (freies Oligo) getrennt werden. Der
Grad der Schwiérzung ist proportional der DNA-Bin-
dung von HIF-1. C: HNF-4c Westernblot. Die [L-1(3
Dosis-Wirkungsbeziehung wurde mit normoxischen
HepG2 Zellen gewonnen (4 Stunden Inkubation). D:
HNF-4 EMSA der Zellen. Kontrolle: kein KE in der Re-
aktion, Anti-HNF: Reaktion inkubiert mit einem Anti-
kérper gegen HNF-4a, der die Bindung von HNF-4 an
die DNA verhindert.
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Es war bekannt, dass fiir &
eine maximale hypoxische £ X
Induktion des Epo-Gens é’e Q?‘ &
die Bindungsstelle fiir den
Hepatozyten =~ Nukleiren
Faktor 4 (HNF-4) essenti-
ell ist (1). Nach Literatur-
angaben bildet HNF-4 iiber
das p300/CBP (ein Adap-
torprotein) einen groflen
Komplex mit HIF-1, wel-
cher seinerseits die RNA-
Pol 2 bindet, dirigiert und
fordert (Abb. 1). Also un-
tersuchten wir den Einfluss
der Zytokine auf HNF-4.
Unser Vorhaben gestaltete
sich  schwieriger, als
zuniichst angenommen, da
an die Bindungssequenz
von HNF-4 auch andere
TFs wie z.B. COUP-Tf
und RXR binden, welche
die HNF-Wirkungen anta-
gonisieren konnen. Tat-
sichlich bekamen wir ei-
nen ersten Hinweis darauf,
dass die Modulation eines
TFs moglicherweise die
Ursache fiir eine vermin-
derte  Epo-Transkription
sein konnte, denn IL-1 re-
duzierte sowohl die HNF-
4 Menge im Zellkern als
auch die DNA-Bindungs-
fahigkeit (Abb. 2, C und
D). Daraus konnten wir
den Schluss ziehen, dass,
obwohl die HIF-1 Menge
fiir sich allein erhoht ist, der Komplex aus HIF-1,
p300/CBP und HNF-4 nur in verringertem Malie zur
Verfiigung steht.

freies
Oligo

Der 5’-Promotorbereich des Epo-Gens ist durch das
Fehlen einer typischen TATA-Box gekennzeichnet.
Die entsprechende Sequenz ist durch einen Basenaus-
tausch in GATA veréindert (Abb. 1). An diese Sequenz
binden die sogenannten GATA-TFs (himopoietische
TFs). Aus der Literatur war bekannt, dass GATA-2 ein
negativ regulierender Faktor fiir das Epo-Gen ist (6;
13). Das bedeutet, unter normoxischen Bedingungen
ist GATA-2 an die DNA gebunden und verhindert eine
Anlagerung der RNA-Pol 2. Unter hypoxischen Be-
dingungen dissoziiert GATA-2 von der DNA und er-
méglicht auf diese Weise die Transkription. Wir fan-
den heraus, dass IL-1p und TNF-c die GATA-2 DNA-
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Abb. 3: A: GATA-2 EMSA mit KE aus HepG2 Zellen, die 4 Stunden den experi-
mentellen Bedingungen ausgesetzt waren. B: Relative Aktivitit eines Luziferase-
Reportergenkonstruktes unter der Kontrolle eines GATA-Elementes (pGATA-w1)
oder eines in TATA verdiinderten Elementes (pGATA-mut). C: Oligo-Decoy Ver-
such. Hier wird die zelluliire Funktion eines TFs in vivo gehemmt. Anschliefiend
bestimmt man die Expressionsrate geeigneter Zielgene. Wird GATA-2 unter hypo-
xischen Bedingungen gehemmt, ist die Epo Produktion im Vergleich zur Wasser-
kontrolle leicht gesteigert. IL-1 3 wirkt bei gehemmter GATA-2 Funktion kaum. Im
Kontrollexperiment mit einem Oligonukleotid mit verdnderter GATA-2 Bindungs-
stelle (und damit keiner GATA-2 Hemmung) fiihrt IL-1 3 Stimulation zu einer deut-
lichen Reduktion der Epo Produktion.

Bindung erhéhen (Abb. 3 A) und, da GATA-2 ein nega-
tiv regulierender TF ist, die Expression eines GATA-2
abhingigen Reportergens vermindern (Abb. 3 B) (8).
Desweiteren konnten wir mit einem Oligo-Decoy An-
satz zeigen, dass die durch die Zytokine induzierte Re-
duktion der Epo-Proteinmenge aufgehoben wurde,
wenn wir die Funktion von GATA-2 verminderten
(Abb. 3 C).

Weiter 5°-gelegen von der GATA-2 Bindungsstelle fin-
den sich mehrere Bindungsstellen fiir NF-xB (Abb. 1).
NF-xB ist der vermutlich wichtigste TF fiir die Vermitt-
lung von Entziindungsreaktionen. Ein vereinfachtes
Schema zur NF-kB Aktivierung ist in Abb. 4 gezeigt.
Im allgemeinen werden durch NF-kB Aktivierung die
entsprechenden Zielgene vermehrt abgelesen. Hier galt
es nun, einen negativen Effekt mit diesem TF zu korre-
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Abb. 4: Schema zur Aktivierung von NF-xB. Im Ruhe-
zustand liegen die beiden Untereinheiten von NF-xB
(p65 und p50) getrennt voneinander im Zytoplasma
vor. Inhibitorische Proteine (Ix-B Proteine) sind mit
den Untereinheiten assoziiert und halten diese im Zyto-
plasma. Wird durch eine Zytokin-Rezeptor-Interaktion
eine intrazellulare Signalkaskade gestartet, werden die
inhibitorischen Proteine phosphoryliert und damit
funktionslos. Daraufhin dimerisieren die p65 und p50
Untereinheiten, translozieren in den Zellkern und bin-
den an ihre Zielsequenzen.

bis durch Zytokinstimulation Ix-Be: phosphoryliert
wird. Das zweite codierte fiir eine mutierte Form von
Ix-Ba, die nicht mehr phosphoryliert werden kann,
wohl aber die p65 Untereinheit von NF-kB binden
kann. Stimulierten wir diese Zellen mit Zytokinen, so
blieb die Reduktion sowohl von Epo-mRNA als auch
sezerniertem Epo in den mit dem mutierten Ik-Bo
transfizierten Zellen aus (Abb. 5, A und B). Auch die-
ses Ergebnis konnten wir mit einem Oligo-Decoy Ex-
periment, bei dem wir die NF-kB Funktion einschrink-
ten, bestitigen (Abb. 5 C).

Schlussfolgerungen

Unter normoxischen Bedingungen halten sich die Akti-
vitidten der vier fiir die Epo-Transkription wichtigen
TFs die Waage (Abb. 6). Auffillig ist dabei, dass die
zwei positiv regulierenden Abschnitte 3 des Gens lo-
kalisiert und die negativ regulierenden Abschnitte im
5" Promotor zu finden sind. Gewebshypoxie verschiebt
das Gleichgewicht der TFs in Richtung vermehrter
Epo-Produktion (durch vermehrte HIF-1 Aktivitit und
verminderte GATA-2 Aktivitit, HNF-4 und NF-xB
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Abb.5: A: Einfluss einer Zytokinbehandlung auf den Epo
mRNA Gehalt hypoxischer genmanipulierter Hepatom-
zellen. HepG2: Ausgangszelllinie, in der Zytokine die
Epo mRNA reduzieren. Ik-Bo: HepG2 Zellen, die Ix-Bo
iiberexprimieren. Auch hier reduzieren die Zytokine die
Epo mRNA. Ix-Bo-M: HepG2 Zellen, die eine mutierte
Form von Ii-Ba tiberexprimieren. Diese Form von Ix-
Boakann nicht phosphoryliert werden, NF-kB kann somit
nicht aktiviert werden. Hier zeigen die Zytokine nur eine
schwache Reduktion der Epo mRNA.B: Sezerniertes Epo
im Zellkulturiiberstand. Ix-Bo-M  iiberexprimierende
Zellen zeigen unter allen Versuchsbedingungen eine ver-
mehrte Epo Produktion im Vergleich zu Ik-Boiiberexpri-
mierenden HepG2 Zellen. C: NF-xB Oligo-Decoy Ver-
such. Diein vivo Hemmung von NF- kB (NF-kB-wt) fiihrt
auch unter [L-1B Stimulation zu einer deutlich gesteiger-
ten Epo Produktion im Vergleich zur Kontrolle (Wasser).
Ein Oligonukleotid mit verdnderter NF-xB Bindungs-
stelle (NF-xkB-mut)istnichtinder Lage, die NF-kB Funk-
tion in vivo zu hemmen, und somit produzieren diese Zel-
len unter IL-1 ¢ Stimulation nur wenig Epo.
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bleiben dabei unverindert). Entziindungsmediatoren
storen dieses Gleichgewicht in gegensinniger Rich-
tung, da GATA-2 und NF-xB Aktivititen gesteigert
werden. Die erhohte HIF-1 Aktivitdt kann die negati-
ven Effekte von GATA-2 und NF-kB alleine nicht aus-
gleichen, da der Kooperationspariner HNF-4 vermin-
dert wird. Durch das Studium der einzelnen TFs kon-
nen wir nun die Entstehung einer ACD, zumindest im
Modell, erstmals kausal erkliren. Ferner lassen sich
durch das Verstindnis der molekularen Ursachen einer
verminderten Epo-Produktion prospektiv auch neue
Konzepte fiir die Behandlung von Patienten mit chro-
nisch entziindlichen oder malignen Erkrankungen ab-
leiten.
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