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1. Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

Eisen liegt im Blutplasma physiologisch gesunder Individuen grofStenteils gebunden an
Transferrin vor [CRICHTON et al., 2008], dadurch wird die redox-aktive und somit

potentiell flir den Menschen gefahrliche Natur des Eisens gebannt. [MCKIE et al., 2000]

Transferrin ist unter normalen Umstanden nur zu etwa 20-50% gesattigt, in
Eisenlberlandungszustanden von Geweben, wie sie etwa bei Himochromatose und
aufgrund von wiederholten Eisentransfusionen bei hamolytischer Andmie vorkommen,
kann auch nicht-Transferrin gebundenes Eisen (non-transferrin bound iron, NTBI) als
Folge der Transferrinsattigung auftreten. Somit ist das Auftreten von NTBI eine
pathologische Manifestation und wird in gesunden Menschen nicht gefunden. [BAKER

et al., 1998], [BREUER et al., 2000]

Uber die tatsichliche chemische Natur des NTBI ist wenig bekannt, spekuliert wird,
dass es sich aus einem heterogenen Mix von Komplexen zusammensetzt. [GROOTVELD
et al.,, 1989] Potentielle Liganden fiir eine Komplexbildung im Plasma sind Zitrat und
Acetat [LENTNER, 1984], desweiteren Phosphat, Ascorbat und ATP. Das dreiwertige
Eisen in diesen Komplexen ist redox-aktiv. [BRADBURY, 1997]

Ein weiterer Kandidatenligand zur Komplexbildung stellt das plasmatische Albumin dar,
es wurde gezeigt, dass es mit Fe(lll) und Fe(lll)-Zitrat in vitro Komplexe bildet.

[LOVSTAD, 1993]

Da die Bindung von Eisen an Transferrin unter normalen Umstanden sein redox-aktives
Potential verhindert [MCKIE et al., 2000], kommt NTBI die Rolle eines potentiellen
Gesundheitsrisikos zu. NTBI fordert die Bildung von freien Hydroxylradikalen,
beschleunigt die Peroxidation von Membranlipiden und fihrt somit zu oxidativen

Schaden. [GUTTERIDGE et al., 1985]

Uber den Aufnahmemechanismus des nicht-Transferrin gebundenen Eisens ist sehr
wenig bekannt, NTBI gelangt (iber Stoffwechselwege in Zellen, die vom Transferrin

Rezeptor 1 unabhdngig sind. [SHVARTSMAN et al., 2007] Bei der Aufnahme von NTBI

10



1. Einleitung und Fragestellung

konnte jedoch der erst kirzlich entdeckte Transferrin Rezeptor 2 involviert sein.

[GRAHAM et al., 2008]

In Folge der zellularen Aufnahme von Eisen kdnnte es zu exzessiver Akkumulation der
labilen Eisenspezies kommen, die in oxidativen Schaden in Form von Organausfallen

enden. [SHVARTSMAN et al., 2007]

Die anormale Verteilung des Gewebeeisens in Zustianden fortgeschrittener
Eisenliberladung weist eventuell ein Muster der rezeptorvermittelten Aufnahme des
NTBI  in unterschiedlichen @ Geweben wie Herz, endokrinen Driisen,
Hypophysenvorderlappen und Leber auf. [OUDIT et al., 2003] Kardiale Myozyten
reagieren sehr empfindlich auf Eiseniliberladung [MUTH et al., 2001] und der Gehalt an
NTBI im Gehirn ist bei neurodegenerativen Erkrankungen erhoht. [MILLEROT-
SERRUROT et al., 2008]

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss mehrerer Eisenverbindungen, wie sie als
NTBI im Plasma vorkommen kdnnten, in einem Modell zu testen, bei dem embryonale

murine Karzinomzellen zu Neuronen und Myokardzellen differenziert wurden.

11



2. Literaturiiberblick

2. Literaturiiberblick

2.1. Uberblick der Eisenhomdostase

2.1.1. Systemischer Eisenmetabolismus

2.1.1.1. Eisenabsorption

Eisen wird in zwei verschiedenen Formen mit der Nahrung aufgenommen
(anorganisches Eisen und Hameisen) und im Duodenum absorbiert um die taglichen
Eisenverluste zu kompensieren. [ANDERSON et al., 2009] Die Herausforderung, der
sich Zellen stellen miissen, ist es, Eisen in ausreichendem Umfang aus der Umgebung
aufzunehmen und imstande zu sein, sich vor der Toxizitdt des intrazelluldren Eisens zu

schiitzen. [PALMIERI, 2004]

Intestine

(blood)

Abbildung 1: Die intestinale Eisenabsorption [RECALCATI et al., 2010]

Nachdem {ber die Nahrung aufgenommenes nicht-Hameisen, welches aus Fe*
besteht, an der apikalen Membran der intestinalen Enterozyten mittels Ferroxidasen
zu Fe** reduziert wurde (DcytB (,duodenal cytochrome B) ist eine mogliche Reduktase)
[MCKIE, 2008], [DE DOMENICO et al., 2007], passiert es die apikale Membran von

absorbierenden Epithelzellen (ber einen Eisentransporter, den ,divalenten

12



2. Literaturiiberblick

Metalltransporter 1 (,divalent metal ion transporter 1‘, DMT1). [MACKENZIE und
GARRICK, 2005] Das Eisen, das nicht gebraucht oder von intestinalen Enterozyten als
Ferritin gespeichert wird, wird ins Blut mit Hilfe des basolateralen Eisenexporters
Ferroportin (FPN) transportiert und an das Eisentransportprotein Transferrin (Tf)
gebunden. [WESSLING-RESNICK, 2006] Ferroxidasen dienen auch dazu, Ferroportin zu
stabilisieren. [DE DOMENICO et al., 2007]

Ferroportin, ein Protein mit 12 Transmembrandomanen, ist in intrazellularen
Kompartimenten ebenso vertreten wie an der basolateralen Oberfliche von
Epithelzellen, sowie auch auf der Oberflaiche von nicht-polarisierten Zellen [DE
DOMENICO et al., 2007] Der Eisenexport via Ferroportin bendtigt im Anschluss die
Oxidation von Fe®" zu Fe*" durch Ceruloplasmin (Cp), einer ,multicopper‘-Oxidase im
Blutplasma und Hephaestin an der basolateralen Membran der Enterozyten, damit
Fe* an Transferrin binden kann. [WESSLING-RESNICK, 2006] Die Aufnahme und
Abgabe von Ham (moglicher Hamexporter FLVCR, ,feline leukemia virus subgroup C
receptor’) im Intestinum ist weniger klar definiert, da die Rolle der Transporter —
obwohl schon einige identifiziert — noch unklar ist. [LATUNDE-DADA et al., 2006] Die
Proteine, die primar an der Absorption von Eisen involviert sind, werden von ,iron
regulatory proteins‘ (IRPs) reguliert. Die IRPs werden ihrerseits vom Eisengehalt des
zytosolischen labilen Eisenpools (,labil iron pool‘ LIP) kontrolliert. [RECALCATI et al.,
2010]

2.1.1.2. Eisenverteilung und Umsatz im Korper

Die Haupteisenquelle fiir die meisten Gewebe stellt Transferrin-gebundenes Eisen dar.
Nachdem etwa 70% des Korpereisens in Hdmoglobin lokalisiert ist, wird der grofte Teil
des zirkulierenden Eisens fir die Hamsynthese durch unreife Knochenmarks-
histiozyten verwendet. Diese nehmen Transferrin Gber den Transferrin Rezeptor 1
(TfR1) auf. [HOWER et al., 2009] Der Transferrin Rezeptor 2 (TfR2) ist in seiner Sequenz
dem TfR1 sehr dhnlich, er ist hauptsachlich membrangebunden an Hepatozyten zu
finden und bindet Transferrin pH-Wert-abhangig mit einer etwa 25-fach geringeren
Affinitat als TfR1. [KAWABATA et al., 2000]

13



2. Literaturiiberblick

Ein Erwachsener bendétigt fir die tagliche Produktion von mehr als 200 Milliarden
Erythrozyten mehr als 20 mg elementares Eisen. Der Grofteil des Eisens stammt aus
der Wiederverwertung gealterter Erythrozyten durch Makrophagen des
retikuloendothelialen Systems. Nur etwa 1-2 mg des taglichen Eisenumsatzes stammen
aus der intestinalen Absorption, welcher bei einem ,steady state’ nur dafiir ausreicht,
Eisen, welches durch Prozesse wie etwa Zellabschilferung und physiologische bzw.

pathologische Blutungen verloren gehen, zu ersetzen. [ANDREWS, 1999]

Aufgrund ihres einzigartig hohen Bedarfs an Eisen sind die Erythrozytenvorlauferzellen
ganzlich vom Transferrinzyklus abhangig, welcher sowohl eine hohe Affinitat als auch
eine hohe Aviditat liefert um deren Eisenbedirfnis gerecht zu werden. Wenn nicht
ausreichend Transferrin-gebundenes Eisen vorhanden ist, wird die Erythropoese rasch
in ihrem Eisenfluss limitiert, was in weiterer Folge zu Anamie fiihrt, wie sie in

Eisenmangelsituationen oder bei chronischer Entziindung auftritt. [FLEMMING, 2008]

Die Leber speichert 10-20% des Korpereisens in Form von Ferritin, welches bei Bedarf
Eisen leicht wieder bereitstellen kann. Etwa 10% des Korpereisens ist - gebunden an

Ham - in Myoglobin im gestreiften Muskel lokalisiert, der Rest ist auf Gewebe verteilt.
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00 — ¢ ‘ (heme and non-heme iron)
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RED BLOOD CELLS MACROPHAGES
(hemoglobin) recycling

Abbildung 2: Systemische Eisenhomoostase [RECALCATI et al., 2010]
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Das Eisen fiir die Synthese von Hamoglobin stammt hauptsiachlich aus der
Wiederverwendung des Eisens gealterter Erythrozyten durch Makrophagen in der

Leber und der Milz.
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Abbildung 3: Eisenmetabolismus in Makrophagen [RECALCATI et al., 2010]

Das von Hamoglobin stammende Ham wird lber einen bisher noch undefinierten
Mechanismus ins Zytoplasma transportiert, wo es von der zytosolischen Ham-
Oxygenase-1 abgebaut und wodurch Eisen freigesetzt wird. [KEEL et al.,, 2008]
Hameisen kann auch durch die Bindung an Hamopexin und Haptoglobin in die
Makrophagen transportiert werden. Neben dem Hameisen stellt jedoch auch das
nicht-Hameisen, das (iber den TfR1 aufgenommen wird, eine wichtige Quelle dar.
[RECALCATI et al., 2010] Das so erhaltene Eisen, welches von den Zellen nicht weiter
verwendet bzw. in Ferritin gespeichert wird, wird anschlieBend Uber Ferroportin (FPN)
in die Zirkulation transportiert. Hdm kann ebenso direkt Gber den ,feline leukemia virus
subgroup C receptor’ (FLVCR), welcher sich auf den Plasmamembranen von
Makrophagen befindet, in die Zirkulation abgegeben werden, was eine kritische Rolle
im Exportiberschuss unreifer Erythrozyten und Hepatozyten darstellt. [KEEL et al.,
2008] Der Eisenmetabolismus innerhalb der Phagosomen ist noch nicht vollstandig
geklart, jedoch ist bekannt, dass NRAMP1 (,natural resistance-associated macrophage
protein 1°) dafiir verantwortlich ist, Eisen tGiber die Phagosomenmembran im Falle einer

bakteriellen Infektion zu pumpen. [RECALCATI et al., 2010]

Bei erhohter Erythropoese, bei der das Erythropoese betreibende Knochenmark einen

gesteigerten Bedarf an Eisen aufweist, kann dieses auch vom Leberspeicher mobilisiert
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werden. Ebenso stellt die Skelettmuskulatur eine potentielle Eisenquelle nach
Stimulation der Erythropoese dar, wie es in Individuen, die groflen Hohenlagen
ausgesetzt sind, zu beobachten ist. [ROBACH et al., 2007] Eine Eisenmobilisierung aus
Muskeln wird bei Personen, denen Erythropoetin verabreicht wurde, jedoch nicht
beobachtet. [ROBACH et al.,, 2009] Dies lasst darauf schlieRen, dass eine erhohte
Aktivitat der Erythropoese nicht der einzige Ausloser fiir eine Abgabe von Muskeleisen
ist und dass die hypoxische Umgebung eine Rolle spielen konnte. [RECALCATI et al.,
2010]

2.1.1.3. Regulation der Eisenhomoostase

Die Eisenhomoostase wird sowohl auf systemischer als auch auf zelluldrer Ebene
kontrolliert. Auf der systemischen Ebene stellt Hepcidin das Schliisselregulations-
element dar [NEMETH und GANZ, 2006], auf zelluldrer Ebene erfolgt die Kontrolle der
Eisenhomobostase mittels der ,iron regulatory proteins’ IRP1 und IRP2.

[MUCKENTHALER et al., 2008]

Die physiologische Regulation der Korpereisenspeicher und die Eisenverfiigbarkeit im
Plasma werden hauptsachlich vom Hormon Hepcidin ibernommen. Hepcidin ist ein
Peptid aus 25 Aminosauren, welches primar in den Hepatozyten der Leber
synthetisiert und von diesen abgegeben wird. Hepcidin zirkuliert im Plasma, wird von

der Niere gefiltert und akkumuliert schlussendlich im Urin. [PARK et al., 2001]

Das Vorhandensein von Hepcidin im Plasma reguliert den Austritt von Eisen aus

epithelialen Zellen und Makrophagen durch dessen Hemmung. [NICOLAS et al., 2002]
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Abbildung 4: Hepcidin-mediierte Regulation der Eisenhomo6ostase [RECALCATI et al.,
2010]

Hepcidin kontrolliert die Eisenhomoostase (iber die Kontrolle des Eisenexporters
Ferroportin (FPN) an der Plasmamembran. [NEMETH et al., 2004] Es bindet an
Ferroportin, wodurch eine Phosphorylierung der Aminosauren induziert wird, die sich
in einer intrazellularen Proteinschleife des Ferroportins befinden. Dadurch wird die
Aufnahme des Hepcidin-Ferroportin-Komplexes ausgelost, was zu einer
Ubiquitinierung von Ferroportin und einem lysosomalen Abbau beider Proteine fihrt.
[DE DOMENICO et al., 2007] Somit kann durch den Eisenexporter Ferroportin, der in
Zellen des Duodenums, in Hepatozyten, Makrophagen und Plazentazellen stark
exprimiert wird, kein Eisen ins Plasma transportiert werden, wodurch das Eisen in den
Zellen verbleibt und die Konzentration des plasmatischen Eisens abnimmt. [NEMETH

und GANZ, 2006]

Diesem Mechanismus entsprechend fiihrt ein Mangel an Hepcidin zu einem Verbleiben
von Ferroportin auf der Zellmembran und demzufolge zu einer Eisenliberladung des
Organismus [VIATTE et al., 2005], wohingegen die Applikation von synthetischem
Hepcidin in einem schnellen, anhaltenden Riickgang des Plasmaeisenspiegels resultiert
[RIVERA et al., 2005], dies aufgrund der Abnahme des von Makrophagen exprimierten
Ferroportins [DELABY et al.,, 2005], sowie einer Hemmung der intestinalen

Eisenaufnahme. [LAFTAH et al., 2004]
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Eine inaddaquate Expression von Hepcidin im Verhaltnis zu den Korpereisenspeichern
liegt einer dysregulierten duodenalen Eisenabsorption zugrunde, welche die meisten

genetischen Eisenlberschusserkrankungen charakterisiert. [PIETRANGELO, 2004]

2.1.1.3.1. Hepcidin und Hereditare Hdmochromatosen

Das Verstandnis der Funktion von Hepcidin und des Zusammenspiels von Hepcidin mit
der Pathophysiologie  primadrer, hereditdrer Eisenlberladungserkrankungen
(,hereditare Hamochromatosen‘) hat viel zur Aufklarung der zellularen und

molekularen Mechanismen der Regulation der Kérpereisenspeicher beigetragen.

Bisher sind mindestens eine dominante und vier autosomal rezessive genetisch
unterschiedliche Formen der hereditairen Hamochromatosen bekannt. Als
gemeinsame Pathophysiologie haben alle eine chronische, fir das Ausmal der
systemischen Eisenspeicher unangemessen hohe intestinale Eisenabsorptionsrate

gemeinsam.

In den vier autosomal rezessiven Formen — aufgrund von Mutationen in Genen, die fir
HFE (,humanes Himochromatose Protein‘) [FEDER, 1999], Hepcidin, [ROETTO, 2003]
Hamojuvelin [PAPANIKOLAOU et al, 2004] und den Transferrin Rezeptor 2
[CAMASCHELLA et al., 2000] codieren — ist der Plasma- bzw. Uringehalt an Hepcidin
unangemessen niedrig fir das AusmaR der systemischen Eisenspeicher.
[PAPANIKOLAOU et al., 2004] Weiters scheint das Ausmal} des Mangels an Hepcidin
etwa mit dem klinischen Schweregrad des Phanotyps zu korrelieren. Zusatzlich zur
parenchymalen (Leber, Herz, Pankreas) Eisenliberladung gehen alle rezessiven Formen
der hereditaren Hamochromatosen mit einem Mangel an Eisen in den Makrophagen
einher. Die parenchymale Eisenliberladung und der relative Eisenmangel in den
Makrophagen sind die zellularen Hauptphanotypen des Hepcidinmangels und des

Ferroportiniberschusses.

Die autosomal dominante Form der hereditairen Himochromatosen — aufgrund einer
Genmutation des Ferroportin 1 Gens (FPN1) — hat einen klinisch variablen Phanotyp.

Patienten mit einer klinischen Auspragung, die der autosomal rezessiven Form der
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hereditairen Hamochromatosen gleicht, haben Mutationen, die FPN1 fir eine
Hepcidin-vermittelte Herabregulation unempfindlich machen. [DRAKESMITH et al.,
2005]

Somit scheint es, dass eine Dysregulation der Hepcidin-Ferroportin-Achse fiir viele
Aspekte der systemischen und zelluldiren Phdnotypen der hereditdren
Hamochromatosen verantwortlich ist. Die verminderte Expression von Hepcidin fihrt

zu einer schnellen und schwerwiegenden Eiseniberladung. [PIGEON et al., 2001]

Einige wenige Individuen leiden an einer schweren, friih einsetzenden Form der
Hamochromatose, ,juvenile Hamochromatose’ genannt, welche noch vor dem
dreiRigsten Lebensjahr aufgrund der Eisenliberladung zu Organschdaden der Patienten
fuhrt. [NEMETH und GANZ, 2009]

Die ,juvenile Hdmochromatose’ kommt in zwei unterschiedlichen Formen vor, der Typ
2A ist durch eine Mutation im Gen, das fir HJV (Hamojuvelin) codiert, bedingt,
wohingegen der Typ 2B durch eine Mutation im HAMP-Gen (hepcidin antimicrobal
peptide), welches fur Hepcidin codiert, verursacht wird. [PAPANIKOLAOU et al., 2004],
[ROETTO et al., 2003]

2.1.2. Zellularer Eisenmetabolismus
Entsprechend der systemischen Eisenhomdostase wird ein adaquater Eisengehalt im
zytosolischen, zelluldaren Eisenpool (LIP) von der koordinierten Expression von
Proteinen, die in der Aufnahme, dem Export und der Speicherung von Eisen involviert
sind, aufrecht erhalten. [MUCKENTHALER et al., 2008] Der LIP ist ein Pool von schwach
chelatiertem Eisen niedriger molekularer Masse, welcher Eisen rasch durch die Zelle
leiten kann. Der Gehalt des LIP entspricht einem Mittel aus dem zellularen Eisenbedarf

und der Gefahr der exzessiven Bildung von Hydroxylradikalen. [BREUER et al., 1997]

Dieses System wird Uber viele Mechanismen kontrolliert, die post-transkriptionelle
Kontrolle Gber das IRP/IRE-System (iron regulatory protein/iron regulatory element) ist
jedoch das zentrale Element, da der zelluldare Eisenmetabolismus lber die Bindung von
IRP1 und/oder IRP2 an cis-regulatorische mRNA-Motive - ,iron responsive elements’

genannt - an verschiedenen mRNA-Zielorten kontrolliert wird.
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Die Interaktion von IRE/IRP reguliert die Expression der mRNAs, welche fur Proteine
codieren, die fiir die Eisenbeschaffung (TfR1, DMT1), die Eisenspeicherung (H und L-
Ferritin), die Eisenutilisation (Erythroide-5-Aminolavulinsdure-Synthase (eALAS),
mitochondriale Aconitase, Succinat-Dehyrdogenase (SDH) und Hypoxie-induzierbaren
Faktor (HIF-2a)) und den Eisenexport (Ferroportin (FPN)) verantwortlich sind.

[MUCKENTHALER et al., 2008]
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Abbildung 5: Regulation der zelluldren Eisenhomoostase durch IRPs [RECALCATI et
al., 2010]

Die Kapazitat des IRP-Systems stellt sicher, dass all diese mRNAs zumindest unter

physiologisch normalen Umstanden entsprechend reguliert sind.

Neben anderen Signalen und Zustanden ist Eisen der starkste Modulator des IRE/IRP-
Netzwerks. Die allgemeine Eisenbindungskapazitdt von beiden IRPs ist in Zellen mit
Eisenmangel hoch und in Zellen, die an Eisen Ubersattigt sind, niedrig. [WANG et al.,
2007] Im Falle eines Eisenmangels binden IRP1 und IRP2 an IREs, wodurch die
Translation der mRNA gehemmt (A) oder der Abbau der mRNA verhindert wird. (B)

[RECALCATI et al., 2010]
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Abbildung 6: Eisenabhdngige Regulation der IRP-Bindungsaktivitit [RECALCATI et al.,
2010]

Aus Studien mit Mausen kann geschlossen werden, dass die zwei IRPs einander jeweils
kompensieren kénnen, da Mause, denen entweder IRP1 oder IRP2 fehlt, lebensfahig
im Gegensatz zu solchen sind, denen beide IRPs fehlen. Unterstiitzt wird dieser Ansatz
dadurch, dass es bei Mausen, bei welchen IRP2 ausgeschaltet wurde, zu einem
kompensatorischen Zuwachs von IRP1 und vice versa gekommen ist. [WANG et al.,

2007]
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2.2. Das IRP/IRE Regulationssystem

IRP1 und IRP2 sind zytoplasmatische Proteine, die der Uberfamilie der Aconitasen
angehoren, welche den intrazellularen Eisenmetabolismus Gber Bindung an IREs in den
,untranslated terminal regions’ (UTRs) der mRNA mit hoher Affinitdt und Spezifitat

regulieren.

Die Regulation des Eisenmetabolismus in Pflanzen erfolgt (iber eisenabhangige
Transkription; in Sdugetieren dienen dafiir IRPs, welche in zwei verschiedenen Formen
vorkommen. Beide Formen der IRPs werden in allen Geweben exprimiert, wobei IRP1
besonders in der Niere und im braunen Fettgewebe exprimiert wird und IRP2 eine
hohere Expression im Intestinum, Gehirn und den Zellen des retikuloendothelialen

Systems aufweist. [CAIRO und PIETRANGELO, 2000]

Neben der dominierenden zytosolischen Lokalisation der IRPs wurden geringe
Fraktionen von IRP1 (nicht jedoch von IRP2) identifiziert, die mit dem Golgi Apparat
und dem endoplasmatischen Retikulum auf eine von Phosphorylierung [PATTON et al.,
2005] und von Hypoxie [CHRISTOVA und TEMPLETON, 2007] abhadngige Weise
assoziiert sind, jedoch ist die Rolle des membrangebundenen IRP1 bisher noch

ungeklart.

Das regulatorische Ergebnis hangt von der Position und dem Kontext ab, in dem das
IRE auf der mRNA liegt: wenn ein IRP an ein IRE auf der 5-UTR bindet, flhrt dies zu
einer unterdriickten Translation, wohingegen ein IRP, dass an ein IRE am 3‘-Ende
gebunden ist, zu einer indirekten Aktivierung der Translation durch Unterdriickung des

Abbaus der mRNA fuhren kann. [WALLANDER et al., 2006]

Ist Eisen knapp, binden aktive IRPs an IREs und modulieren so die Expression von
Proteinen, die am Eisenmetabolismus beteiligt sind. Durch die Bindung wird die mRNA,
die IREs im 3“-UTR hat (wie TfR1 und DMT1), stabilisiert und die Translation der mRNAs
erhoht. [GOFORTH et al., 2010]
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Bei hohen Eisenkonzentrationen dndert sich der Bestand der IRPs, IRP2 wird abgebaut
und IRP1 bildet einen [4Fe—4S]-Cluster, um zu einer funktionierenden, zytosolischen

Aconitase (C-Aconitase) zu werden. [WALLANDER et al., 2006]

Es kommt zu einer verminderten Bindungsaktivitdt der IRE, was in einer geringeren

Stabilitdat der mRNA und einer reduzierten Translationsrate resultiert. [GOFORTH et al.,

2010]
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Abbildung 7: IRPs in Zustinden hoher und niedriger Eisenkonzentrationen [VOLZ,
2008]

2.2.1. Struktur und Regulation der IRPs

IRPs sind Mitglieder der Aconitasen, einer Familie bestehend aus fiinf Formen Fe-S-
Cluster-abhangiger Isomerasen, die die Isomerisierung von [B-Hydroxysaure-
metaboliten katalysieren. [ARTYMIUK und GREEN, 2006] Richtige Aconitasen sind daftr
zustandig, die Isomerisation von Zitrat in Isozitrat zu vollziehen, wohingegen zwei
kleinere Zweige der Aconitasefamilie flir die Isomerisierung der strukturell verwandten
Substanzen Isopropylmalat und Homozitrat zustandig sind.

Alle Mitglieder der Aconitasefamilie haben eine Organisation aus vier Domanen mit
einigen Variationen der Anordnung der Domanen. Die ersten drei Domanen der
typischen mitochondrialen Aconitasen liegen sehr eng beieinander, um den Fe-S-
Cluster zu beherbergen, die vierte Domane ist Uber eine Verknipfung von einer

Sequenz aus etwa 60 Aminosdauren mit den anderen Domanen verbunden.
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In einer Untergruppe der Isopropylmalat-lsomerasen ist die vierte Domane separiert,
in der Gruppe der B-Aconitasen ist sie direkt zusammenhangend in der Anordnung 4-1-
2-3. Diese Varianten lassen eine strukturelle, funktionelle und evolutionare Labilitat

der vierten Doméane vermuten. [DUPUY et al., 2006]

2.2.1.1.IRP1

IRP1 ist eine funktionelle Aconitase, die Zitrat zu lsozitrat Uber cis-Aconitat als
Zwischenprodukt im Zytosol reversibel umwandelt. Die Aminosduresequenz von IRP1
ist zu 30% mit der mitochondrialen Aconitase ident, welche in der mitochondrialen
Matrix dieselbe Reaktion katalysiert. [BEINERT und KENNEDY, 1993] Studien zur
Kristallstruktur von IRP1 haben gezeigt, dass die mitochondriale und die zytosolische
Aconitase einander sehr dhnlich sind. [DUPUY et al., 2006] In gesunden Geweben mit
ausreichendem Eisengehalt ist der Grof3teil des IRP1 in Form der C-Aconitase zu finden.

[BASILION et al., 1994]

Die aktiven Formen beider Isoformen beinhalten einen [4Fe-4S]-Cluster, bei dem drei
Eisenatome von Cysteinen gebunden sind und das verbleibende vierte labile Eisen fiir
Isomerisierungsreaktionen verfiigbar ist. In Zellen, die mit Eisen Ubersattigt sind, ist
der Cluster vollstindig gebildet und IRP1 zeigt Aconitase-Aktivitdt; Zellen mit
Eisenmangel konnen den Cluster nicht bilden und apo-IRP1 fungiert als RNA-
Bindungsprotein. Die Bindung von IREs wird auch von dem Ausmalf’ der Oxidation bzw.
Reduktion der Cysteinreste kontrolliert, die an der Clusteranordnung beteiligt sind.

[HIRLING et al., 1994]
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Abbildung 8: Die Struktur von IRP1 [RECALCATI et al., 2010]
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Obwohl die Einfuhrung eines [4Fe-4S]-Clusters durch die Eisenverfligbarkeit begiinstigt
wird, ist nicht klar, Gber welchen Mechanismus eine hohe Eisenkonzentration zu einer
Dissoziation des IRE-RNA/IRP-Komplexes fuhrt. Eine Moglichkeit ware, dass Eisen

direkt die Bindung zwischen IRP1 und IRE schwacht. [KHAN et al.,.2009]

IRP1 existiert vorherrschend in der Aconitase-Form [KENNEDY et al., 1992] und die
Bildung von IRP1 oder Aconitase hiangt von dem Mangel oder der Verflgbarkeit von
Eisen ab. Als Antwort auf erhohte Eisengehalte ist die clusterfreie Form wahrscheinlich
fiir den Abbau anfilliger als die Form, die den Cluster enthalt, wobei der Verlust aller
vier Eisenatome, die die zytoplasmatische Aconitase zur RNA-Bindung konvertiert,
wahrscheinlich nur in Abhangigkeit eines oxidativen Angriffs oder durch einen Angriff
von Nitrat auf den Cluster auftritt.

Die RNA-Bindung und die Aconitase-Aktivitdt von IRP1 werden durch eine Protein-
Kinase-C abhangige Phosphorylierung kontrolliert, dies beeinflusst den Mechanismus
der Regulation von IRP1 in Abhadngigkeit von Eisen. Die Phosphorylierung kann hier als
indirektes Hilfsmittel zum Destabilisierung des Clusters angesehen werden, da
phosphoryliertes IRP1 gegeniber einer verminderten Eisenverfigbarkeit empfindlicher
ist. Dieser Mechanismus ermoglicht die Entfernung des Clusters in Abwesenheit
starker Storfaktoren wie reaktiver Sauerstoff- oder Stickstoffspezies. [DE DOMENICO et
al., 2005]

Es wird angenommen, dass bei der Bildung der [4Fe-4S]-Cluster nicht nur die
Eisenverfligbarkeit von Bedeutung ist, denn sowohl mitochondriale, als auch
zytosolische Komponenten spielen eine Rolle. Ihre Beeintrachtigung induziert die IRP1-
Bindungsaktivitat und konnte eine Verdanderung der Eisenhomoostase hervorrufen.

[CROOKS et al., 2010]

Die Biogenese zytosolischer und nukledrer Fe-S-Proteine bendtigt den mitochondrialen
Aufbau von Fe-S-Clustern (ISC), einen Exportmechanismus sowie die Maschinerie des
zytosolischen Fe-S-Cluster-Aufbaus (CIA). Der Atm1 ABC-Transporter an der inneren
Mitochondrienmembran exportiert fiir den Aufbau von Fe-S-Clustern eine unbekannte

Komponente (X) ins Zytosol. Dort wird durch zytosolische Komponenten der CIA Uber
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die temporéare Bildung von labilen Fe-S-Clustern an ein Geriistprotein die Bildung des

Fe-S-Proteins katalysiert, bevor dieses zu Apoproteinen transportiert wird. [RECALCATI

et al., 2010]
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Abbildung 9: Rolle der Mitochondrien im zytosolischen Fe-S-Clusteraufbau in der
Bildung von Fe-S-Clustern [RECALCATI et al., 2010]

2.2.1.2. IRP2

Die Sequenziibereinstimmung von IRP2 mit IRP1 betrdgt etwa 60%, daher wird davon

ausgegangen, dass beide Proteine die gleiche Faltung aufweisen. [GUO et al., 1994]

Trotz der starken Ahnlichkeit von IRP2 zu IRP1 ist es nicht imstande, [4Fe-4S]-Cluster

aufzubauen und hat somit keine Aconitaseaktivitat. [WALLANDER et al., 2006] Eine

Teilerklarung dafiir ist, dass bei IRP2 - obwohl es Aquivalente zu den drei

eisengebundenen Cysteinen enthalt - eine Reihe an substituierten Aminosdauren im

aktiven Zentrum den Clusteraufbau behindern kénnte. [DUPUY et al., 2006]

IRP2 unterscheidet sich von IRP1 auRerdem in den Bindungsaffinitaten zur IRE-Familie,

im Allgemeinen zeigt sie eine schwachere Bindung zu den nicht-Ferritin Typen. [KE et

al., 1998]
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Die zelluldaren Gehalte an IRP2 schwanken im Gegensatz zu dem von IRP1, da sich das
Protein in Zellen mit Eisenmangel akkumuliert und rasch in Zellen abgebaut wird, in

denen ein Uberschuss an Eisen herrscht. [WALLANDER et al., 2006]

Erhohter Eisengehalt, Phosphorylierung und Zustinde, welche die Bildung von
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies fordern, unterstiitzen den Abbau von IRP2,
wohingegen durch eine Hypoxie-induzierte IRP2-Stabilisierung und STAT5-abhdngige
IRP2-Gentranskription die Expression von IRP2 erhéht wird. (A)
Im Abbau des IRP2 scheint der lysosomale Stoffwechselweg im normalen Turnover
involviert zu sein; der FBXL5-mediierte Mechanismus steuert IRP2 zum proteasomalen
Abbau in Abhdngigkeit von den Stimuli, die in (A) gezeigt sind. (B) [RECALCATI et al.,
2010]
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Abbildung 10: Regulation von IRP2 [RECALCATI et al., 2010]

Der Mechanismus, bei welchem IRP2 einem eisenabhdngigen Abbau unterliegt, ist
bisher noch nicht vollstandig verstanden. Im Vergleich zu IRP1 enthalt IRP2 ein
zusatzliches Exon, welches fiir eine cysteinreiche Domane codiert, von der
angenommen wird, dass sie fliir den eisenabhangigen Abbau zustdndig ist, dies
aufgrund ihrer Fahigkeit, die eisenabhdngige Oxidation, Ubiquitinierung und den
proteasomalen Abbau zu erleichtern.[GUO et al., 1995]

Eisen konnte indirekt iber die Beglinstigung von oxidativem Stress wirken, jedoch
konnte der Proteinabbau, der durch den eisenabhadngigen oxidativen Schaden

entsteht, nicht der einzige Mechanismus sein, der dem Effekt des oxidativen Stresses
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auf die IRP2-Bindungsaktivitat unterliegt. Es wurde gezeigt, dass zwei Cysteine, die im
RNA-Bindungsspalt von IRP2 liegen, unverandert bleiben bzw. reduziert werden
miussen, um mit IREs zu interagieren. Somit scheint ihr Redoxstatus bei Vorliegen von
oxidativem Stress ein Schlisselfaktor in der Bindungsaktivitdit von IRP2 und der
Eisenhomoostase zu sein. [ZUMBRENNEN et al., 2009]

Weiters kdnnten andere Faktoren, wie etwa der Phosphorylierungsstatus, involviert
sein, da die eisenunabhdngige, reversible Phosphorylierung von IRP2 Serin-157, die
wahrend einer bestimmten Phase des Zellzyklus vorkommt, zum Abbau von IRP2 fiihrt

und so die zelluldre Eisenhomoostase reguliert. [WALLANDER et al., 2008]

Der ubiquitinierungsabhangige Abbau von IRP2 in den Proteasomen scheint die
vorherrschende Form zu sein, jedoch wurden die involvierten Ligasen der

Ubiquitinierung noch nicht identifiziert.

Das Protein FBXL5 (F-box and leucine-rich repeat protein 5) ist an einem anderen
Ubiquitin-Ligase-Komplex beteiligt, welcher die eisenabhdngige Polyubiquitinierung
und den Abbau von IRP2 fordert. [VASHISHT et al., 2009]

Die Eisenabhdngige Abbaudomane ist fiir eine Interaktion nicht von Néten, dies wird
von der Tatsache unterstrichen, dass apo-IRP1 ebenfalls von FBXL5 gebunden wird,
obwohl die IRP1-Bindungsaktiviat nicht von einer Genstilllegung von FBXL5 betroffen
ist. Nachdem die Stabilitit von FBXL5 selbst auch vom Eisen- und/oder
Sauerstoffgehalt durch die Eisenbindung an eine Hamerythrin-ahnliche Doméane im N-
Terminus kontrolliert wird, akkumuliert FBXL5 bei Eisenliberschuss und wird unter
Eisenmangel abgebaut. Somit hat FBXL5 eine Schlisselfunktion in der

Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase.

Der lysosomale Abbau scheint vor allem unter physiologisch normalen Umstanden
eine Rolle zu spielen, wohingegen der proteasomale Abbauweg eher bei

Eisenilberschuss zu Tragen zu kommen scheint. [DYCKE et al., 2008]
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2.3. IRE

IREs sind hoch konservierte Bindungsstellen fiir IRPs, die eine etwa 30 Nukleotide
umfassende Haarnadelstruktur aufweisen und in der 5‘-oder 3‘-UTR der mRNA-
Transkripte von Genen gefunden werden, die an der Regulation des
Eisenmetabolismus beteiligt sind. Bisher wurden etwa 150 IRE-Homologe identifiziert,
die zu den elf Typen der IREs gehoren, von denen bekannt ist, dass sie durch IRPs
reguliert werden. Es scheint, dass fiinf Nukleotidreste in der exanukleotid Schleife und
Basenpaare in der Stammstruktur fir eine volle Funktionsfahigkeit der IRE von Néten

sind. [PICCINELLI und SAMUELSSON, 2007]

Die IREs regulieren die Translation von Schlisselproteinen, die in der Aufnahme, der
Utilisation und der Speicherung von Eisen beteiligt sind. [LEIPUVIENE und THEIL, 2007]
Die Kontrolle des IRP/IRE-Netzwerks basiert auf der Selektivitit der IRP1/IRE-
Erkennung, welche von den Sequenz- und Strukturunterschieden innerhalb der IRE-
Familie determiniert sind. Die klassische Struktur der IREs beinhaltet eine apikale
Schleife von sechs Nukleotidresten mit einer halbelastischen oberen Helix aus finf
Basenpaaren, einem interhelikalen Verbindungsteil und einer variablen unteren Helix.

[HENDERSON et al., 1994]

Unterschiedliche Experimente zeigten, dass verschiedene IRPs dieselbe post-
transkriptionelle Regulation fiir einige Transkripte erfahren und dass die zwei Formen
der IRPs Ubereinstimmende IREs mit derselben Affinitat in vitro binden. [CAIRO und
PIETRANGELO, 2000], [HENTZE und KUHN, 1996]

Es wird angenommen, dass im Falle mancher mRNAs die Regulation wirkungsvoller ist.
Die Translation der Ferritin-mRNA reagiert zum Beispiel sensitiver auf die IRP-
vermittelte Regulation als auf die der mitochondrialen Aconitase in HL-60 Zellen

[SCHALINSKE et al. 1998] und im Intestinum. [GALY et al., 2008]

Jedes IRP erkennt eine exklusive Teilgruppe der IRE, kleine Unterschiede der IREs der

MRNA von H-und L-Ferritin sind verantwortlich fir die bevorzugte Antwort der L-
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Untereinheit auf Eisen. Dieser Unterschied ist unter Hypoxie stdrker ausgepragt.

[SAMMARCO et al., 2008]

2.4. Die Rolle des IRE/IRP-Regulationsnetzwerks bei der Eisenaufnahme

Alle Zellen beziehen Eisen, um ihre physiologisch normalen Funktionen aufrecht
erhalten zu kénnen. Der primare Eisenaufnahmestoffwechselweg wird tber den TfR1
vermittelt, welcher eisenbeladenes Transferrin aufnimmt. Die Expression des TfR1 wird
Uber eine Reihe von Zellzustanden, unter anderem dem Eisen-und Sauerstoffstatus
[CAIRO und PIETRANGELO], kontrolliert und auf transkriptioneller Ebene vom
,Hypoxie-induzierenden Faktor’ HIF1 in Abhadngigkeit eines niedrigen Sauerstoffgehalts
und eines Eisenmangels [BIANCHI et al., 1999] oder von inflammatorischen

Mediatoren reguliert. [TACCHINI et al., 2008]

Der TfR1 ist ebenso ein direktes Ziel von STAT5 (signal transducer and activator of
transcription 5) in den Erythrozyten [KERENYI et al., 2008], seine Promotorregion
enthalt mogliche Bindungsstellen fiir viele Transkriptionsfaktoren wie c-myc.

[O’DONNELL et al., 2006]

Die Expression von TfR1 wird Uberwiegend post-transkriptionell Gber die Interaktion
zwischen IRPs und funf IREs kontrolliert, die die Expression lber die zelluldre
Eisenkonzentration regulieren. Diese IREs sind in der 3‘-UTR lokalisiert, durch die
Bindung von IRP wird die mRNA stabilisiert und so die Expression von TfR1 unter

Eisenmangel erhéht.

DMT1 ist ein Glykoprotein, das aus zwolf Transmembrandomanen besteht, welche die
Charakteristika eines Eisentransportkanals aufweisen. Die Expression erfolgt an der
apikalen Membran der duodenalen Enterozyten. [MACKENZIE und GARRICK, 2005]
DMT1 wird fiir die intestinale Eisenabsorption herangezogen und ist im Transport von
Eisen aus endozytierten Vesikeln ins Zytoplasma zustandig, nachdem die Aufnahme
von Fe-Tf liber den TfR1 erfolgt ist. Das Gen des DMT1 codiert fiir vier Transkripte, die
das Ergebnis alternativen Splicings am 3‘-oder 5‘-Ende sind. Eine der durch Splicing

entstandenen Formen, die auf seiner 3‘-UTR eine IRE-Struktur enthalt, wird durch
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Eisenmangel hochreguliert. [MACKENZIE und GARRICK, 2005], [WALLANDER et al.,
2006] Die Regulation von DMT1 ist ein komplexer Mechanismus und es ist noch nicht
gesichert, dass sie von IREs vermittelt wird. Die Entfernung beider IRPs in intestinalen
Epithelzellen senkt den Gehalt an IRE-enthaltender DMT1-mRNA und die DMTI1-

abhangige intestinale Eisenaufnahme [GALY et al., 2008].

2.5. Die Rolle des IRE/IRP-Regulationsnetzwerks in der Eisenspeicherung

Ferritin, das Hauptprotein fir die Speicherung von Eisen, kommt im Zytoplasma sowie
in den Mitochondrien und dem Zellkern vor. [AROSIO et al., 2009] In Vertebraten wird
zytoplasmatisches Ferritin in nahezu allen Geweben exprimiert, das Molekil besteht
aus schweren (,heavy’ H) und leichten (,light’ L) Kettenuntereinheiten. Die Hille des
24-mer Ferritins hat variable Verhaltnisse von H- und L-Ketten, was zu
Ferritinisoformen fiihrt, die entweder saurer (reich an H-Ketten) oder basischer (reich
an L-Ketten) sind. [ARIOSO et al., 1978] Gewebe wie Leber und Milz sind iberwiegend
reich an L-Ketten, wohingegen Herz und Nieren vorwiegend reich an H-Ketten sind.
[HASINOFF und HERMAN, 2007] Ferritin ist ebenso im Plasma und anderen
Korperflissigkeiten enthalten, obgleich der Sekretionsmechanismus noch unbekannt
ist. In Fallen eines Eisenliberschusses oder von Entziindungen ist der Ferritingehalt im
Plasma erhoht, die Funktion ist jedoch nicht klar, eine Mdéglichkeit ware, dass Ferritin
eine Funktion in der Regulation der Bildung von Blutgefafen [COFFMAN et al., 2009]
und der Immunitat/Autoimmunitat zukommt. [RECALCATI et al., 2008]

Das bestcharakterisierte System, welches die Expression von Ferritin reguliert, ist der
post-transkriptionelle, eisenabhangige Mechanismus, der auf der Interaktion zwischen
IRPs und IREs, die auf der 5-UTR der mRNA von H-und L-Ferritin liegen, basiert. Die
Syntheserate und die Menge an Ferritin kénnen bis zum 50-fachen der Ublichen
Konzentration in Abhangigkeit von Veranderungen der Eisenverfligbarkeit schwanken
und somit sind die Transkripte von H-und L-Ferritinketten die Prototypen der IRP-

vermittelten Translationskontrolle. [ZAHRINGER et al., 1976]
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IRP1 und IRP2 binden an der Haarnadelstruktur der IRE von Ferritin und verhindern so
die Translation der mRNA, wodurch das System zeitgleich die H-und L-Ketten reguliert,
deren IRE-Sequenzen weitgehend ident sind. [LIU et al., 2004] So geschieht es bei
Normoxie, unter Hypoxie jedoch spricht die L-Untereinheit auf Eisen starker an.
[SANCHEZ et al., 2006] Mitochondrialem Ferritin, das aus einem retrotranskribierten
Pseudogen stammt und die nicht (ibersetzten IRE in translatierte Domanen wandelt,
die fur mitochondriale Zielproteine codieren, fehlt es an IRE, und es reagiert demnach

nicht auf Eisen. [LEVI und AROSIO, 2004]

2.6. Die Rolle des IRE/IRP-Regulationsnetzwerks im Eisentransport

Der einzig bekannte Eisenexporter ist das Transmembranprotein Ferroportin (FPN).
[DONOVAN et al., 2005] FPN wird ubiquitar exprimiert, kommt jedoch vermehrt an der
basolateralen Membran polarisierter Enterozyten des Duodenums [WESSLING-

RESNICK, 2006] und an retikuloendothelialen Zellen vor. [WEISS, 2009]

FPN wird post-transkriptionell Gber Hepcidin reguliert [DE DOMENICO, et al., 2005],

der Mechanismus ist in Kapitel 2.1.1.3. beschrieben.

Daten zeigen, dass die gleichzeitige Entfernung von IRP1 und IRP2 in Mausen die
intestinale Expression von FPN deutlich erhoht, trotzdem die Erhéhung der
hepatischen Hepcidinexpression darauf schliefen lasst, dass IRPs ebenso kritisch fiir
die physiologische Hepcidinexpression im Intestinum sind wie Hepcidin. [GALY et al.,

2008]

Eine weitere Indikation flr die Wichtigkeit der IRP/IRE-Interaktion in der Expression
von FPN ist, das eine Mikrodeletion in der Promotorregion des FPN1-Gens, welches
das IRE entfernt, zu erhohten Gehalten an FPN in Mausen mit Polyzythdmie fihrt.
[MOK et al., 2005] Dariiber hinaus wurde eine Punktmutation nahe dem IRE von FPN in

Patienten mit Himochromatose gefunden. [LIU et al., 2005]
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2.7. Transferrin und nicht-Transferrin gebundenes Eisen (non-transferrin bound iron,

NTBI

2.7.1. Transferrin
Unter physiologisch normalen Umstdnden ist plasmatisches Eisen groBtenteils an
Transferrin gebunden und kann von diesem (iber rezeptorvermittelte Prozesse an
Zellen abgeben werden. Flr gewohnlich ist Transferrin nur zu etwa einem Drittel
gesattigt [CRICHTON et al., 2008], in Zustdanden, in denen Gewebe jedoch mit Eisen
Uberladen sind, kann Transferrin auch fast bis ganz vollstandig gesattigt sein und
zusatzliches, nicht-Transferrin gebundenes Eisen (NTBI) im Plasma vorliegen.

[CRICHTON, 2001]

Die Eisenbindungskapazitiat des Transferrins, welcher der Ligand mit der hochsten
Affinitat zur Eisenbindung ist und dafilir zwei Eisenbindungsstellen aufweist, betragt
normalerweise etwa 45-80 pM. In gesunden Individuen reicht diese Eisenbindungs-
kapazitat des Transferrins aus, um Eisen, welches selbst in hohen Bolusgaben in den
Stoffwechsel eintritt, effizient zu binden. Durch die Bindung an Transferrin wird das
Eisen effektiv von Reaktionen abgeschirmt, bei denen es zur Bildung von reaktiven

Sauerstoffspezies kommt. [MCKIE et al., 2000]

Normalerweise liegt der plasmatische Eisengehalt weit unter der Bindungskapazitat
des Transferrins und es wird angenommen, dass die Freisetzung von Eisen ins Plasma
sehr eng reguliert ist. Daher wird angenommen, dass das Vorhandensein von NTBI im
Plasma aus einem Ungleichgewicht im Eisenmetabolismus resultiert. [GROOTVELD et

al., 1989]

Die Hauptquellen fur plasmatisches Eisen sind die Absorption Uber den
Gastrointestinaltrakt und das Recycling von gealterten Erythrozyten und

Makrophagen. [MCKIE et al., 2000]
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2.7.2. Nicht-Transferrin gebundenes Eisen (NTBI)

2.7.2.1. Chemische Natur und Quellen von NTBI

Trotz der wichtigen Rolle des Eisens in pathophysiologischen Zustanden wie
Eisenlberladung ist wenig liber den chemischen Aufbau von NTBI bekannt, das in
schneller und weniger schnell chelatierbaren Formen im Plasma zu bestehen scheinen.

[BREUER et al., 2000]

Uber die chemische Natur des NTBI wird spekuliert, dass es aus einem heterogenen
Mix von Komplexen besteht, dessen Zusammensetzung mit dem Grad und dem Typus
der Eiseniiberladung variieren. Die Léslichkeit des Eisenions Fe*" in physiologischen
Salzlosungen ist extrem gering; sofern also nicht Liganden vorhanden sind, die in der
Lage sind, multiple Bindungsstellen fir eine stabile Bindung zu bilden, werden
unlosliche, polynukledre Aggregate mit Chloriden und Oxiden gebildet. [GROOTVELD et
al., 1989]

Eine Reihe an solch potentiellen Liganden, die Eisen binden kdnnen, sind im Plasma
verfligbar, unter anderem Zitrat und Acetat in Konzentrationen zwischen 60 und 140
UM bzw. 20 und 40 uM [LENTNER, 1984], des weiteren Phosphat, Ascorbat und ATP;
das Fe*' in diesen Komplexen ist redox-aktiv. [BRADBURY, 1997]

Analysen von NTBI in Seren von Patienten mit Hamochromatose zeigten die
Anwesenheit von Zitrat-Eisen- und von Zitrat-Acetat-Eisen-Komplexen. [GROOTVELD et
al.,, 1989] Die langsame Austauschrate von Eisen zwischen Eisenzitratkomplexen und
Desferrioxamin spricht gegen die Vermutung, dass die vorherrschende Spezies des

NTBI monomeres Eisenzitrat darstellen soll. [FALLER und NICK, 1994]

Die chemische Natur von Eisenzitrat ist weder einfach, noch ist sie bis jetzt klar
definiert. [PIERRE und GAUTIER-LUNEAU, 2000] Wassermolekiile wiirden in wassrigen
Losungen mit Zitrat als Liganden fir Fe®* konkurrieren und in der Ausfillung von
unléslichen Fe**-Hydroxid-Spezies resultieren. Speziesbestimmungsmethoden, die die
Speziesverteilung bei einem pH-Wert von 7,4 erheben, deuten darauf hin, dass Zitrat

nur dann effektiv mit Wasser in Konkurrenz treten kann, wenn es in molaren
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Verhéltnissen von Eisen zu Zitrat von > 1:100 vorliegt, wobei Fe3*-zZitrat 100% der
Spezies reprasentiert. Bei Verhdltnissen von 1:1 und 1:10 reprdsentiert die
Eisenzitratspezies nur 0 bzw. 10% der vorhandenen Spezies, wenn die vorherrschende

Spezies entsprechend Fe**-Hydroxid-Komplexe sind. [GAUTIER-LUNEAU et al., 2005]

Evidenz fir die heterogene Natur des NTBI wird durch die unterschiedliche
Zuganglichkeit fir Chelatoren geliefert. Hochauflosende NMR-Analysen haben gezeigt,
dass die Chelatierung von NTBI mit den Chelator Desferrioxamin einen sehr langsamen

Prozess darstellt. [GROOTVELD et al., 1989]

Bei Verwendung eines fluoreszierenden Analoges zu Desferrioxamin, um die
Eisengehalte in Seren von Patienten mit Eisenliberladung zu testen, wurde bei
Patienten mit Hamochromatose, die einen Transferrinsattigungsgehalt von 80-85%
aufwiesen, kein detektierbares, von Desferrioxamin chelatiertes Eisen gefunden.
Dennoch war NTBI in den Patientenseren vorhanden und konnte nach Mobilisierung

mit Oxalat detektiert werden. [BREUER et al., 2000]

Im Gegensatz dazu konnten in Seren von Thalassamiepatienten mit einer
Transferrinsattigung von Uber 90% sowohl das durch Desferrioxamin chelatierte, als
auch das durch Oxalat mobilisierte Eisen detektiert werden. Diese Beobachtungen
weisen darauf hin, dass zumindest zwei Formen von NTBI existieren, eine, die mit
Desferrioxamin chelatiert werden kann und eine, bei der dies nicht moglich ist.
Patienten mit Hamochromatose neigen dazu, in ihrem Plasma nur die von
Desferrioxamin alternativ chelatierbare Form von NTBI zu haben, wohingegen
Patienten der B-Thalassdmie beide Formen aufweisen. Vermutlich unterscheiden sich
diese Formen in ihren Ligandentypen und dem Ausmal’ der Aggregation.

Die Existenz von fir Chelatoren unzugdnglichen Formen von NTBI konnte eine
Erklarung daflr darstellen, dass NTBI auch in Seren vorhanden ist, bei denen die
Transferrinsattigung unter 100% liegt.

Offenbar muss das Eisen in diesen Fallen in die Zirkulation in einer fiir Transferrin nicht
verfligbaren Form eintreten, sofern nicht mit einem mobilisierenden Agens

supplementiert wurde. [BREUER et al., 2000]
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Diese Erklarung konnte fiir Eisen aus exogenen Quellen zutreffen, wie etwa solchem
aus intravendsen Supplementen, die als kolloidale Polysaccharidkomplexe verabreicht
werden und unzureichend von Transferrin gebunden werden. Dieses wird offenbar von
Makrophagen und der Leber verarbeitet und in den Stoffwechsel als flr Transferrin

zugangliche Form abgeliefert. [SCHEIBER und GOLDENBERG, 1998]

Plasma-Ferritin konnte eine andere mogliche Quelle des NTBI darstellen. Obwohl
plasmatisches Ferritin dazu neigt, wenig Eisen zu enthalten, konnen die
Konzentrationen von Ferritin-gebundenem Eisen im Plasma bis zu 9 uM in Fallen von
massiver Eisenliberladung mit hohen Plasma-Ferritingehalten erreichen. In Anbetracht
der Tatsache, dass die Konzentrationen an NTBI generell zwischen 1-10 uM
schwanken, wird vermutet, dass Plasma-Ferritin zu NTBI beitragen konnte.

[POOTRAKUL et al., 1988]

Die direkte Eisenmobilisierung aus Ferritin mittels verschiedener Chelatoren und
Mobilisierungsagenzien ist langsam und ineffektiv, sofern nicht reduzierende Agenzien
zugefiigt werden. [FUNK et al., 1985]

Daher ist die Wahrscheinlichkeit, dass Plasma-Ferritin zu den meisten Typen des NTBI
beitragt, gering, in den Fallen, in denen es auftritt, befindet es sich wahrscheinlich

unter der Detektionsgrenze. [GOSRIWATANA et al., 1999]

Einen anderen Kandidatenliganden fir NTBI stellt Albumin dar, es wurde gezeigt, dass
es mit Fe(lll) und Fe(lll)-Zitrat Komplexe in vitro bildet. [LOVSTAD, 1993]

Obwohl die Affinitat von Albumin fiir dreiwertige Metalle eher gering ist, konnte dieser
Umstand durch die hohe Konzentration von Albumin im Serum (etwa 0,5 mM)

kompensiert werden. [BREUER et al., 2000]

2.7.2.2. Zelluldrer Transport von NTBI

Uber den Mechanismus der Aufnahme von nicht-Transferrin gebundenem Eisen ist
sehr wenig bekannt, NTBI gelangt (ber vom Transferrin-Rezeptor unabhangige

Stoffwechselwege in Zellen. [SHVARTSMAN et al., 2007]
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Der TfR2 konnte jedoch in die Aufnahme von NTBI involviert sein. Zellen, die TfR2
Uberexprimieren, internalisieren mehr NTBI und mit hoheren Aufnahmeraten im
Vergleich zu Kontrollzellen, was auf die Beteiligung von TfR2 hinweisen kodnnte.
[GRAHAM et al., 2008] Das Ausmals und der genaue Mechanismus der Aufnahme von
NTBI mittels TfR2 sind jedoch nicht geklart, moglich ist, dass die Anwesenheit des TfR2
die Expression von NTBI-Transportern induziert und in einer hoheren Aufnahme von
NTBI resultiert. Der TfR2 kdnnte jedoch auch eine direktere Rolle in der Aufnahme von
NTBI spielen: es wurde gezeigt, dass Fe**-Zitrat an einer spezifischen Bindungsstelle an
Hepatozyten bindet. Somit konnte der NTBI-Komplex an TfR2 binden, wodurch Eisen
an einen Transporter, wie etwa DMT1, abgegeben wird. [GRAHAM et al., 1998],
[SCHEIBER-MOJDEHKAR et al., 1999], [TRINDER und MORGAN, 1998]

In Folge der Eisenaufnahme koénnte es zu exzessiver zellularer Akkumulation der labilen
Eisenspezies kommen und in oxidativer Schadigung bis hin zu Organausfallen
resultieren. Ein GroRteil des Eisens gelangt in die Mitochondrien, in welchen auch die
Produktion von Prooxidantien stattfindet, wobei der Eisentransport in die

Mitochondrien erst wenig verstanden ist. [SHVARTSMAN et al., 2007]

Die anormale Verteilung des Eisens in Geweben bei fortgeschrittener Eiseniiberladung
reprasentiert moglicherweise ein Muster der rezeptorvermittelten Aufnahme von NTBI
in unterschiedlichen Geweben wie Herz, endokrine Driisen, Hypophysenvorderlappen

und Leber. [OUDIT et al., 2003]

Es wird angenommen, dass eine Akkumulation des Eisens in diesen Organen fiir deren
Dysfunktion in Thalassamiepatienten, welche zu viele Transfusionen erhalten haben,
verantwortlich ist. Daher wird angestrebt, mittels Chelatoren eine negative
Eisenbalance in diesen Patienten zu erreichen, um so plasmatisches NTBI zu entfernen.
NTBI kann die Fenton-Reaktion (Fe** + H,0, > Fe®*" + OH- + OH) katalysieren und
dadurch schadliche Hydroxylradikale und ahnliche Spezies in Geweben und

Korperflissigkeiten produzieren. [ARUOMA et al., 1988], [PARKASH, 2007]
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2.7.2.3. Das Auftreten von NTBI

NTBI ist generell eine pathologische Manifestation und wird in gesunden Individuen
nicht gefunden. Im Prinzip kann durch jeden Zustand oder jede Behandlung, in der
entweder Uber kiirzere oder lingere Zeit ein Uberschuss an Eisen besteht, NTBI
auftreten. Dieses kann fortschreitend Uber lange Zeitrdume als Ergebnis von
wiederholten Transfusionen (hdamolytische Andmie) oder Hyperabsorption aus der
Nahrung (Hdmochromatose) akkumulieren. Das Auftreten von NTBI kann jedoch auch
ein kurzzeitiges sein und NTBI kann binnen weniger Stunden oder Tage wieder
verschwinden. Beispiele sind intravenose Eisensupplemente, arzneimittelinduziertes
Ungleichgewicht im Erythrozyten-Turnover - wenn beispielsweise die Rate des
Erythrozytenabbaus die der Eisenwiederverwertung fiir die Erythropoese (bersteigt
(Chemotherapie), massive Hamolyse, wie sie wahrend kardiopulmonalen Bypass-
Operationen auftreten kann und ein beschleunigter Erythrozyten-Turnover, wie es bei
Friihgeborenen beobachtet wird. In den meisten dokumentierten Fallen geht das
Auftreten von NTBI einer Steigerung der Transferrinsattigung voraus oder tritt mit
dieser gleichzeitig auf, hinweisend auf die Abgabe von groflen Mengen an Eisen an den
Stoffwechsel. [BREUER et al., 2000]

Desweiteren wurden erhohte Gehalte an NTBI in Dialysepatienten - im Vergleich zu
Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen ohne Dialyse und gesunden Kontrollen
- beobachtet, die jedoch keine Eisensupplementierung erhalten haben. [PARKASH,
2007]

Das einfachste Szenario fiir das Auftreten von NTBI ist das einer Atransferrindmie, bei
welcher das gesamte Eisen, welches in den Stoffwechsel eintritt, als NTBI verbleibt. Ein
anderer Fall ist der, bei dem das plasmatische Transferrin vollstiandig gesattigt wird
und in einer verminderten Eisenbindungskapazitat resultiert. Das eintretende Eisen
wird auch hier als NTBI akkumuliert. Solche extremen Eisenlberladungszustinde
konnen bei einer massiven Eisenaufnahme oder bei wiederholten Transfusionen, wie

sie bei Patienten mit hamolytischer Andamie (z. B. Thalassdmie oder Aplasie)
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verabreicht werden, auftreten. In eben diesen Patienten werden die hochsten

Konzentrationen an NTBI (bis zu 10 uM) gefunden. [GROOTVELD et al., 1989]

Im Falle der Himochromatose bleibt die Frage nach dem Ursprung des fiir Chelatoren
und Transferrin unerreichbaren Eisens bisher ungeklart. Es ist moglich, dass das NTBI
hier aus Uberresten von Hamosiderin-dhnlichen Aggregaten zusammengesetzt ist, die
in eisengeladenen Zellen in der Leber, dem Pankreas und den Makrophagen gebildet
werden. [IANCU et al., 1997] Diese konnten durch Extrusion oder als Ergebnis von
Zellzerstorung in den Metabolismus gelangen. NTBI kénnte ebenfalls als Resultat von
unvollstandig abgebauten Erythrozyten vorkommen. Es wurde gezeigt, dass
Monozyten, welche Eisen von phagozytierten Makrophagen erhalten haben, dieses als
eine heterogene Mixtur aus Hamoglobin, Ferritin und als Fraktionen mit niedrigem
Molekulargewicht abgeben. Dieser Mechanismus wirde speziell in Situationen
zutreffen, in denen der Erythrozyten-Turnover beschleunigt ist, was in eisenbelasteten
Makrophagen resultiert, wie es bei hamolytischen Andmien vorkommt. [MOURA et al.,

1998]

Eine kurzlebige Form von NTBI, zusammengesetzt aus Chelator-Eisen-Komplexen, tritt
bei Patienten unter Therapie mit Chelatoren auf. Zum Beispiel kann die
Plasmakonzentration an Deferipron-Eisen nach einer Verabreichung von Deferipron
die Konzentration von 10 uM {bersteigen und Uber mehrere Stunden bestehen

bleiben. [BREUER et al., 2000]

Die hydrophobe Substanz Deferipron erlangt (iber die Zellmembran rasch einen
Gleichgewichtszustand und mobilisiert Eisen aus Geweben ins Plasma. Nachdem
Deferipron-Eisen-Komplexe effizient binnen Stunden ausgeschieden werden, stellen
sie nur einen vorribergehenden Pool am NTBI dar. Dennoch muss ihr mogliches
Vorhandensein in Studien von NTBI in Patienten, die einer Therapie mit Chelatoren

unterliegen, berticksichtigt werden. [KONTOGHIORGHES, 1995]
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2.7.2.3.1. B-Thalassamie

Die B-Thalassamie ist eine erblich bedingte Form der Anamie, die aus einem
guantitativen Defizit der Produktion der B-Kette des Hamoglobins resultiert. Der
Mangel der B-Kette fiihrt zu einer intrazelluliren Ausfillung der im UbermaR
vorhandenen o-Globin-Kette, was eine ineffektive Erythropoese bedingt. In den
schlimmsten Fallen, wie sie in Homozygoten (Thalassamie major) oder Heterozygoten
(Thalassamie minor) vorkommt, ist die Andamie innerhalb der ersten Lebensjahre bei
Abwesenheit einer Therapie letal. Die Transfusionstherapie ist lebensrettend und zielt
darauf ab, die Andmie zu korrigieren, die massive Erythropoese zu unterdriicken und
die erhohte gastrointestinale Absorption von Eisen zu verhindern. [WEATHERALL,
2001]

Die Folge von Transfusionstherapien ist eine Uberladung mit Eisen, welche
unbehandelt ebenfalls lebensgefdhrdend ist. Die Vermeidung und die Behandlung
solcher Eisenliberladungszustdande sind die primaren Ziele des
Krankheitsmanagements. [GIARDINA und GRADY, 2001] Die einzige Moglichkeit, die
Krankheit zu heilen, ist (iber eine homologe Transplantation von Knochenmark.

[GIARDINI und LUCARELLI, 1994]

Kardiale Erkrankungen sind die hauptsachliche Todesursache bei
transfusionsabhdngigen B-Thalassamie major Patienten. [OLIVIERI et al., 1994] Die
groRte Komplikation einer Transfusion von Erythrozyten lber lange Zeit ist die
Deposition von Eisen, welche im Herz funktionelle Beeintrachtigungen bedingt.
[OLIVIERI, 1999]

Patienten der B-Thalassamie major mit anormal erhéhten plasmatischen Gehalten an
NTBI erkranken im Vergleich zu Patienten mit normalen NTBI-Werten haufiger an

Kardiomyopathie. [KOREN et al., 2010]
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2.7.2.4. NTBI als mogliches Gesundheitsrisiko

Durch die Bindung des Eisens an Transferrin wird dessen Beteiligung an
Redoxreaktionen, bei denen es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies kommen

kann, verhindert. [MCKIE et al., 2000]

Es wurde gezeigt, dass NTBI die Bildung von freien Hydroxylradikalen fordert und die
Peroxidation von Membranlipiden beschleunigt und somit zu oxidativem Schaden

fuhrt. [GUTTERIDGE et al., 1985]

Es gibt eine hohe Evidenz, dass erhohte Gewebe- und Plasmaeisengehalte mit einem
Abbau von Antioxidantien und verschiedenen pathologischen Zustanden korrelieren.
[HERSHKO et al.,, 1998] Nachdem die Effekte eines Eisenliberladungszustandes
multifaktoriell sind, scheint NTBI nur einer von vielen mitwirkenden Faktoren fiir den
beobachteten oxidativen Stress zu sein. Aufgrund der Anwesenheit von NTBI im
Metabolismus konnte es Schaden an zahlreichen Stellen im Korper hervorrufen. Es gab
zum Beispiel Hinweise, dass erhohte Korpereisenspeicher das Risiko von
kardiovaskularen Erkrankungen erhohen konnte und dass es die Oxidation von ,low
density Lipoproteinen’, von denen angenommen wird, dass sie einer der Ausloser von
Arteriosklerose sind, katalysieren. [MEYERS, 1996], [DE VALK und MARY, 1999],
[HEINECKE, 1998] Die spezifische Korrelation zwischen NTBI und kardiovaskularen

Erkrankungen muss jedoch noch geklart werden.

Bei einer Sattigung des Transferrins, die 85% (iberschreitet, werden kardiale Probleme,
welche mit der Eisenliberladung in Zusammenhang stehen, vorherrschend. [JENSEN et

al., 2003]

Die heterogene Natur des NTBI macht es schwierig, die chemische Reaktivitat
vorherzusagen. Es muss beachtet werden, dass die Aufnahme von NTBI in Zellen, im
Gegensatz zur rezeptorvermittelten Aufnahme von Transferrin-gebundenem Eisen,
kein durch Feedback regulierter Prozess ist. [KAPLAN et al., 1991], [KLAUSNER et al.,
1993]
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Méglicherweise kdnnte ein UbermaR an Eisen in Form von NTBI in Zellen
aufgenommen und in Lysosomen mobilisiert werden und dadurch schlussendlich eine
zellulare Eisentberladung bedingen. Daher kdnnte NTBI — obwohl es bisher nicht direkt
als Gesundheitsrisiko erkannt wurde — toxisches Potential haben, weshalb das

Auftreten von NTBI im Plasma nicht ignoriert werden darf. [BREUER et al., 2000]

2.7.2.5. Therapie von Eisenuberladungskrankheiten mit Chelatoren

Die Fraktion des ,labilen Plasma Eisens‘ des NTBI reprasentiert die labilste Form des
NTBI, welche leicht in Zellen eintreten kann und sehr redox-aktiv ist. Diese Fraktion ist

eines der Ziele von Eisenchelatoren. [CABANTCHIK et al., 2005]

Die gangige Therapieform von Eisenliberladungskrankheiten erfolgt primar mittels DFO
(Desferrioxamin), das Uber intravenose Infusionen appliziert wird, gemeinsam mit
Deferipron und Deferasirox, welche oral aktive Chelatoren darstellen. Obwohl diese
Chelatoren sehr effektiv in der Verminderung des Eiseniberladungszustandes wirken,
sind sie mit einer Reihe an Nebenwirkungen assoziiert.

Es wird vermutet, dass eine kombinierte Administration eines kleineren, zweizdhnigen
Chelators und eines grolReren, sechszahnigen Chelators wie DFO, in einer verbesserten
Entfernung von Eisen resultieren wirde als die Behandlung mit einem dieser
Chelatoren allein. [GRADY et al., 1998] Der kleine, kinetisch labile zweizahnige Chelator
kann rasch auf den intrazelluldaren Eisenpool zugreifen. Das gefangene Eisen wird
anschlieRend auf den kinetisch tragen sechszahnigen Chelator (ibertragen, welcher
einen stabileren Komplex formt und ausgeschieden wird. Auf diesem Weg fungiert der
zweizdhnige Chelator als ein ,Shuttle’-Molekil und der sechszdhnige als ,Ableiter’.
[SCHUBERT und DERR, 1978]

Dies wiederum kodnnte zu einer Verminderung der zu verabreichenden Dosis an

Chelatoren fiihren. [GRADY et al., 1998]

Es ist bekannt, dass DFO nicht imstande ist, Eisen von Transferrin zu entfernen,

wahrscheinlich aufgrund seiner GréBe. [EVANS et al., 1992] Vermutet wird demnach,
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dass in Anwesenheit eines kleineren, zweizdahnigen Chelators Eisen von Transferrin auf

DFO transferiert werden kann. [POLLACK et al., 1976]

Nachdem gezeigt wurde, dass Deferipron imstande ist, Eisen in Herzgeweben zu
chelatieren und dieses zu entfernen, kdnnte eine Kombination aus Deferipron und DFO

Eisen aus Herzgeweben effizienter entfernen. [PENG et al., 2003]

In einer die Sicherheit und die Effektivitat vergleichenden Studie von Deferipron und
DFO in Patienten mit B-Thalassdmie wurde demonstriert, dass beide Chelatoren die
selbe Fahigkeit besitzen, Eisen aus der Leber zu entfernen, jedoch wurde mit der
Behandlung mit Deferipron eine grofRere Verbesserung der Herzfunktion beobachtet.

[PENG et al., 2003]

2.7.2.6. Quantifizierung von NTBI

Die Testprinzipien, die fir die Methoden zur Quantifizierung von NTBI beschrieben
werden, kann man grob in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe mobilisiert NTBI
Uber ein ,Shuttle Molekil* wie EDTA oder Nitrilotriessigsdure, gefolgt von einer
Separierung des chelatierten Eisens von Serumproteinen, wozu Mikrofilter verwendet
werden, die Molekulargewichte bis 30.000 kD abscheiden kénnen. Das Ultrafiltrat kann
dann  mittels  Atomabsorption,  Spekrometrie, ,High-performance liquid
chromatography’ (HPLC) oder Massenspektrometrie mit induktiv gekoppelter
Plasmaspektrometrie (ICP) analysiert werden. [GOSRIWATANA et al., 1999]

Die zweite Methodengruppe mobilisiert und detektiert NTBI in der gleichen
Reaktionsmixtur, jedoch ohne Separation von Serumprotein vom chelatierten Eisen.
Ein Beispiel ist die Bleomycin-Methode, welche den Gehalt an NTBI im Serum Uber die
Messung von redox-aktivem Eisen abschatzt. Ascorbinsdure, die dem Serum zugefiigt
wird, reduziert Fe** zu Fe?*, welches anschlieRend vom Antibiotikum Bleomycin
chelatiert wird. Dieser Komplex bindet an DNA und bedingt einen oxidativen Abbau
des Desoxyriboseteils. Diese Abbauprodukte werden (iber einen kolorimetrischen Test
ermittelt, da ihre Konzentration der Menge an vorhandenem Eisen proportional ist.

[VON BONSDORFF et al., 2002] Das Problem dieser Methode ist, dass es sich um eine
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indirekte Messung handelt, die durch andere Substanzen im Serum, welche dhnliche
Eigenschaften wie Eisen aufweisen, beeinflusst werden kann. Desweiteren koénnte
nicht samtliches Fe** zu Fe®* durch Ascorbinsdure umgewandelt werden und es ist

unklar, ob alles oligomere Eisen mit dieser Methode detektiert wird. [HIDER, 2002]

Ein weiteres Beispiel flir die zweite Methodengruppe sind Methoden, welche Eisen-
sensitive Fluoreszenzsonden, wie etwa Fluorescein-markiertes DFO und Fluoreszenz-
markiertes Apotransferrin verwenden, um NTBI in 96-Wellplatten zu quantifizieren.
Diese Methoden detektieren bei Anwesenheit von NTBI ein vermindertes
Fluoreszenzsignal im Vergleich zu Signalen, die von normalem Serum stammen.
Urspriinglich wurden mit DFO gecoatete Wells verwendet, bei denen DFO als Chelator
zur Extraktion von NTBI aus der Probe dient und freies Calcein einer Calcein-
Eisenlosung das Fluoreszenzsignal induziert. Das freie Calcein stammt aus dem Calcein-
Eisen-Komplex, aus dem das verbleibende, verfiigbare DFO Eisen extrahiert, wenn kein
weiteres NTBI verfligbar ist. Spater wurden die mit DFO gecoateten Wells durch
gewohnliche Wells ersetzt und eine Fluoreszenz-markierte Apotransferrinldsung zur
Bindung von NTBI verwendet, wodurch das Fluoreszenzsignal vermindert wurde.
[BREUER et al., 2000], [BREUER und CABANTCHIK, 2001] Ein Nachteil dieser Methoden
ist deren Tendenz, durch Bedingungen wie der Serumfarbe und der Tribung
beeinflusst zu werden. Der Vorteil liegt in der Einfachheit, wodurch sie fir
Routinemessungen mit groBem Probenumfang geeignet ist. [VON BONSDORFF et al.,
2002]

Bei Verwendung verschiedener Methoden bei derselben Probe ergeben sich
unterschiedliche Ergebnisse. Daher ist es notwendig, dass vor der Einfihrung von
NTBI-Messungen in der klinischen Praxis reproduzierbare Protokolle zur quantitativen

Erfassung von NTBI etabliert werden. [JACOBS et al., 2005]
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

Die Einhaltung von Sterilitdt ist einer der wichtigsten zu beachtenden Aspekte im
Umgang mit Zellkulturen. Um weitgehend sterile Bedingungen zu erschaffen, werden
alle Tatigkeiten in einer Sterilwerkbank ausgefiihrt (SafeFAST Elite; FASTER). Vor
Beginn der Arbeit wird diese, ebenso wie Hande bzw. Handschuhe und alle
Oberflachen von Gegenstanden, mit denen in der Sterilwerkbank gearbeitet wird, mit

70%igem Ethanol gesdubert.

Samtliche Materialien, die fir die Arbeit mit Zellkulturen verwendet werden, miissen
in sterilem Zustand sein. Um dies zu erreichen, werden bspw. Glaspipetten,
Pasteurpipetten oder Glasflaschen acht Stunden bei 160°C in einem HeiBluftsterilisator
(WTB Binder) sterilisiert. Destilliertes Wasser flir den Brutschrank, sowie
Pipettenspitzen aus Kunststoff werden mit Hilfe eines Autoklaven (Certoclav) bei 120-
140°C und einem Druck von 2 bar 20 Minuten lang autoklaviert und so keimfrei

gemacht.

Um Losungen, mit denen in der Zellkultur gearbeitet wird, in sterilen Zustand zu
bringen, werden diese mit Hilfe eines Sterilfilters mit einer Porengrofle von 0,22 um

(Rotilabo) filtriert.

Die Kultivierung der Zellen findet in einem Brutschrank (Fa. Binder) statt, in dem eine

Temperatur von 37°C mit 5%iger CO,-Atmosphare herrscht.

3.2. Zelllinie

Fur die Versuche wurde die Zelllinie P19 verwendet. Diese Zellen stammen aus
embryonalen Karzinomzellen des Mausestamms C3H/He, es handelt sich um
adhdrente, pluripotente Zellen. Mittels Dimethylsulfoxid koénnen diese zu

Myokardzellen differenziert werden, mit Hilfe von Retinsaure zu Neuronen.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte in komplettiertem a-MEM-Kulturmedium, welches

alle 48 Stunden erneuert wurde. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen gesplittet.

3.3. Herstellung des Kulturmediums

Um das optimale Medium fir die Kultivierung der P19 Stammzellen und die
nachfolgenden Versuche zu bestimmen, wurden vorab zwei verschiedene
Kulturmedien auf deren Eisengehalt getestet. Die Eisenbestimmung erfolgte nach der

Ferrozin-Methode, wie sie in Kapitel 3.13. beschreiben wird.

Kulturmedium Eisengehalt (ug Eisen/ml Medium)
o-MEM-Nullmedium 0,0025

o-MEM-Kulturmedium, komplettiert 1,98

DMEM-Nullmedium 0,083

DMEM-Kulturmedium, komplettiert 1,77

Tabelle 1: Eisengehalte verschiedener Kulturmedien

Aufgrund der Tatsache, dass das a-MEM-Nullmedium die geringste Eisenmenge im
Vergleich zu den anderen Kulturmedien aufweist, wurde dieses zur Kultivierung der

P19 Zellen verwendet.

3.3.1. Nullmedium
Um das oa-MEM-Nullmedium herzustellen, wird das Trockenmedium in Pulverform
(Euroclone) in sieben Litern bidestilliertem Wasser zur Ganze aufgelost. Anschliefend
werden 22 g Natriumhydrogencarbonat zugefiigt und der pH-Wert mittels 1M HCI auf

7,2 eingestellt. Schlussendlich wird das Volumen auf 10 Liter aufgefillt.

Um das Medium in sterilen Zustand zu versetzten, wird es in der Sterilwerkbank Gber
eine Schlauchpumpe (Masterflex; Cole Parmer Instrument Co.) durch einen Sterilfilter
mit der PorengréRe von 0,20 um (Sartolab P plus, Sartorius) in sterile Glasflaschen mit
dem Fassungsvermogen von 500 ml gefiillt. Die Lagerung des a-MEM-Nullmediums

erfolgt bei 4°C.
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3.3.2. Herstellung von komplettiertem Nahrmedium
Um ein optimales Wachstum der Kulturzellen ermdéglichen zu kdénnen und ein
Bakterienwachstum zu vermeiden, werden zu 450 ml des Nullmediums folgende sterile
Zusatze beigefiigt:
e 37,5 mlCS (calf serum), (PAA Laboratories GmbH)
e 12,5 ml FCS (fetal calf serum), (GIBCO BRL)
e 5,0 mlL-Glutamin (200 mM) (100x), (PAA Laboratories GmbH)
e 5,0 mlnon essential amino acids solution (100x), (PAA Laboratories GmbH)
e 0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml), (GEBRU Biotechnik GmbH)
3.3.3. Herstellung von komplettiertem Neuronenndhrmedium
Zu 464 ml a-MEM-Nullmedium erfolgt die sterile Versetzung mit:
e 19 ml hitzeinaktiviertem CS (calf serum), (PAA Laboratories GmbH)
e 6,5 ml hitzeinaktiviertem FCS (fetal calf serum), (GIBCO BRL)
e 5,0 ml L-Glutamin (200 mM) (100x), (PAA Laboratories GmbH)
e 5,0 mlnon essential amino acids solution (100x), (PAA Laboratories GmbH)
e 0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml), (GEBRU Biotechnik GmbH)

Die Hitzeinaktivierung des CS und FCS erfolgt durch eine 30 minitige Erwarmung im

Wasserbad bei einer Temperatur von 55°C.

3.3.4. Herstellung von komplettiertem Myokardzellndahrmedium

Zu 450 ml des a-MEM-Nullmediums werden folgende sterile Zusatze beigemengt:

e 50 ml FCS (fetal calf serum), (GIBCO BRL)
e 5,0 ml L-Glutamin (200 mM) (100x), (PAA Laboratories GmbH)

e 0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml), (GEBRU Biotechnik GmbH)
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3.4. Medienwechsel und Passagieren der Kulturzellen

Die Zellen werden in verschieden grofRen sterilen Zellkulturflaschen (TPP) kultiviert
(Bodenfliche 25 cm® und 75 cm?). Damit eine logarithmische Wachstumsphase
erhalten bleiben kann, muss das Kulturmedium regelmaRig ausgetauscht werden, da
es zu einem Abbau der darin enthaltenen Nahrstoffe bei der Bebritungstemperatur

von 37°C kommt.

Wenn die Zellen ihre maximale Dichte erreicht haben, teilen sie sich aufgrund einer
kontaktinduzierten Wachstumshemmung nicht mehr. Aus diesem Grund missen die
Zellen in einer entsprechenden Verdlinnung in neue Kulturflaschen passagiert werden.
Vor der Arbeit mit den Kulturzellen miissen alle verwendeten Ldsungen durch

Erwarmen im Wasserbad auf 37°C gebracht werden.

Da es sich bei der P19-Zelllinie um adharente Zellen handelt, missen diese zum
Passagieren zuerst vom Boden der Kulturflasche abgel6st werden, nachdem das alte
Medium abgesaugt wurde. Dazu bedeckt man den Zellrasen mit etwa 1-2 ml Trypsin-
EDTA (1x) (PAA Laboratories GmbH) und Il3sst dieses zwei Minuten bei
Raumtemperatur einwirken. Nach Ablauf der Zeit wird das Trypsin-EDTA (1x) bis auf
einen geringen Rest abgesaugt und die Kulturflasche mit den mit Trypsin-EDTA (1x)
benetzten Zellen weitere 4-5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Daraufhin runden sich
die Zellen durch die Einwirkung des Trypsins ab und lésen sich vom Boden der
Kulturflasche. Um die Wirkung des Trypsins zu stoppen und eine Vereinzelung der
Zellen zu erreichen, werden diese in frischem, komplettiertem Kulturmedium
resuspendiert und nach Bestimmung der Zellzahl mit der entsprechenden Menge
Kulturmedium in neue Kulturflaschen Uberfihrt, wodurch eine Subkultur erhalten

wird.

Die Zellzahl wird bei 2-3 maligem Passagieren pro Woche jeweils auf etwa eine Million
Zellen pro 20 ml Kulturmedium fiir Kulturflaschen mit einer Bodenfliche von 75 cm?

eingestellt.
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3.5. Bestimmung der Zellzahl

Fir das Anlegen von Arbeitskulturen ist es von No&ten, die genaue Anzahl an in
Suspension befindlichen Zellen zu kennen, weshalb vor der Weiterkultivierung die
Ermittlung der Zellzahl erforderlich ist. Die Bestimmung erfolgt mittels elektronischen
Zellzdhlers (Microcellcounter CC-108; Fa. Sysmex). Daflir werden unter sterilen
Bedingungen 0,5 ml der Zellsuspension entnommen und anschliefend davon 200 pl in
ein CountergefaR pipettiert. Vor der Zellzdhlung wird die Zellsuspension mit 9,8 ml
Counterflissigkeit (Cellpack PK-30L; Fa. Sysmex) verdiinnt und sorgfaltig gemischt. Zu
beachten ist, dass bei dieser Methode der Bestimmung der Zellzahl nicht zwischen

lebenden und toten Zellen unterschieden werden kann.

Bei der Zahlung der Zellen mit dem Zellzahlgerat TC10 Automated Cellcounter von
BioRad konnte ermittelt werden, dass die Viabilitat der gesplitteten Zellen bei etwa
95% liegt, da durch die Farbung der Zellen mit Trypanblau eine Unterscheidung

zwischen vitalen und toten Zellen moglich ist.

Abbildung 11: P19-Zellsuspension nach Splitten, aufgenommen mittels TC10
Automated Cellcounter von BioRad
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3.6. Differenzieren der P19-Stammzellen zu Neuronen

Da P19-Zellen pluripotent sind, kdnnen sie durch den Zusatz von Retinsdure unter

anderem zu Neuronen differenziert werden. [MCBURNEY, 1993]

Tag0-
Stammzellenin kompletiiertem Neuronennahrmedium
48 h Inkubation, | +0 25 pl Retinsaure/ml (5 mM, geldstin Dimethylsulfoxid)
37°C, 3%ige COz-Atmosphare = Petrischale, keine Anhaftung moglich, Bildung von
schwimmenden Zellaggregaten
Tag 2 -

Zentrifugation der Zellsuspension und Resuspendierung der
Zellaggregate in komplettiertem Neuronennahrmedium
+0 25 pl Retinsaura/ml (5 mM, geldstin Dimethylsulfoxid)

120 h Inkubation,
37°C, 5%ige COz-Atmosphare

Tag7-

Zentrifugation der Zellsuspension und Zellvereinzelung
79 h Inkubation mittels PBS/EDTA{(1x PBS, ImM EDTA, pH 7 4)

37°C. 5%ige CO;-Atmosphire | Zellzahl mit komplettiertem Nahrmedium einstellen

Ausplattierung der Zellsuspension in mit

0.1%iger Gelatinelosung gecoateten Well-Platten

Tag 10 -

Stammzellen sind vollstandig zu Neuronen differenziert
und kannen fur Versuche herangezogen werden

Abbildung 12: Arbeitsschema zur Differenzierung von P19-Stammzellen zu Neuronen

Zur Differenzierung werden die Zellen in frischem, komplettiertem Neuronen-
nahrmedium auf eine Zellzahl von 0,3 Millionen/ml eingestellt und 10 ml der
Zellsuspension in eine Bakterien-Petrischale (Sterilin) transferiert, an deren Boden die
Zellen nicht anhaften konnen. Durch den Zusatz von 0,25 pl Retinsdure/ml (Sigma) (5
mM, gelost in Dimethylsulfoxid) wird die Differenzierung zu Neuronen induziert.
Wahrend der weiteren Kultivierung der Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5%iger
CO,-Atmosphare fiir 48 Stunden bilden die Zellen abgerundete, schwimmende

Zellaggregate.

Nach diesen zwei ersten Tagen muss das Medium der Zellen gewechselt werden.

Hierflir transferiert man das alte Medium, in dem sich die gebildeten Zellaggregate
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befinden, in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen (Greiner bio-one) und lasst die Aggregate
Uber einen Zeitraum von 10 Minuten zu Boden sinken. AnschlieBend wird das
Rohrchen bei einer Temperatur von 4°C drei Minuten bei 100*g zentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig abgesaugt. Das so erhaltene Zellpellet wird in frischem,
komplettiertem Neuronennahrmedium resuspendiert und die Differenzierung durch
die neuerliche Zugabe von Retinsdaure in derselben Konzentration fortgesetzt.
Abschliefend wird die Zellsuspension wieder in dieselbe Petrischale liberfiihrt, die sich
wahrend des Arbeitsschrittes zur Verhinderung einer Austrocknung im Brutschrank

befunden hat.

Nach weiteren flinf Tagen werden die Zellen in Wellplatten ausgesetzt, welche zuvor

mit 0,1%iger Gelatinelésung (Sigma G2500) gecoatet wurden.

Dafiir wird die Zellsuspension erneut in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt, und
nach 10 minitiger Wartezeit bei 4°C drei Minuten bei 100*g zentrifugiert. Das alte
Medium wird anschlieBend ohne Verletzung des Zellpellets abgesaugt und das Pellet in
1-2 ml PBS/EDTA (PBS, 1 mM EDTA, pH 7,4) resuspendiert und auf 10 ml mit frischem,
komplettierten Ndhrmedium ergénzt.

Nach Bestimmung der Zellzahl werden von der entsprechenden Verdinnung mit
komplettiertem Ndhrmedium jeweils 200 pl in eine 96-Wellplatte (PAA Laboratories
GmbH) pipettiert - in welche zuvor zur Beschichtung der Well-Boden 150 pl einer
0,1%igen Gelatinelésung pipettiert und nach 30 minltiger Wartezeit bei
Raumtemperatur wieder abgesaugt wurde - wobei die Zellzahl auf 0,4 Millionen/ml

eingestellt wird.

Bei der Verwendung von 6-Wellplatten werden diese mit 1,5 ml 0,1%iger
Gelatinel6sung gecoatet und anschlieBend jeweils 2 ml der 0,4 Millionen Zellen/ml

enthaltenden Zellsuspension hinein pipettiert.

Nach Ablauf weiterer drei Tage sind die Zellen vollstandig zu Neuronen differenziert
und konnen fir Versuche verwendet werden. Die Kontrolle der Differenzierung
erfolgte durch Detektierung zellspezifischer Marker mittels SDS-PAGE und Western

Blot.
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3.7. Differenzieren der P19-Stammzellen zu Myokardzellen

Mit Hilfe des Zusatzes von Dimethylsulfoxid (DMSO) kénnen P19-Stammzellen zu
Myokardzellen differenziert werden. [SKERJANC, 1999]

Dies ist nur eines von vielen Protokollen, andere Substanzen, um die Differenzierung
von P19-Stammzellen in Myokardzellen zu induzieren, sind bspw. Oxytocin [PAQUIN et

al., 2002] oder Retinsdure. [WOBUS et al., 1994]

Tag0-
Stammzellenin komplettiertem Nahrmedium
48 h Inkubation, | +1% OMS0
37°C, 5%ige COz-Atmosphare = Petrischale, keine Anhaftung moglich, Bildung von
schwimmenden Zellaggregaten
Tag 2 -

Sedimentation und Resuspendierung der Zellaggregate in
komplettiertem Myokardzelindhrmedium
+1% DMS0

48 h Inkubation,
37°C. 5%igerCO;-Atmosphéare

Tag 4-
120-144 h Inkubation. Sed|men_tat|on un_d Resuspenmerung der Zellaggregate in
37°C, 5%ige COz-Atmosphare - komplettiertem Nahrmedium chne DMSO
Kulturmedium alle 48 h wechseln Transferierung der Zellsuspension in gewunschter Verdunnung

in Well-Platten

Tag 9/10-
Stammzellen sind vollstandig zu Myokardzellen differenziert
und kdnnen fur Versuche herangezogen werden

Abbildung 13: Arbeitsschema zur Differenzierung von P19-Stammzellen zu
Myokardzellen

Far die Differenzierung werden 0,2 Millionen Zellen/ml mit komplettiertem
Ndahrmedium, welches 1% DMSO (Sigma) enthalt, versetzt und 10 ml der
Zellsuspension in eine Bakterien-Petrischale (Sterilin), an deren Boden die Zellen nicht
anhaften konnen, transferiert. Die Kultivierung erfolgt im Brutschrank bei 37°C und
5%iger CO,-Atmosphdre fir 48 Stunden, wobei sich auch hier schwimmende,

abgerundete Zellaggregate bilden.

Nach Ablauf der zwei Tage muss das Medium der Zellen gewechselt werden, wofiir die

Zellsuspension in 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt wird und die Zellaggregate
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innerhalb von 15 Minuten zu Boden sinken. Im Anschluss wird das alte Medium
vorsichtig abgesaugt, die Aggregate in frischem, komplettiertem
Myokardzellndhrmedium, in welchem 1% DMSO enthalten ist, resuspendiert und in
dieselbe Petrischale, die in der Zwischenzeit im Brutschrank aufbewahrt wurde,

transferiert.

Nach weiteren 48 Stunden wird das Medium der Zellaggregate erneut gewechselt,
wobei es sich bei dem frischen Medium um komplettiertes Nahrmedium ohne den
Zusatz von DMSO handelt. Die Suspension wird nach sorgfaltigem Resuspendieren in
Wellplatten transferiert, nach 5-6 weiteren Tagen der Kultivierung im Brutschrank,
wahrend derer das Kulturmedium alle zwei Tage gewechselt werden muss, ist eine
ganzliche Differenzierung zu Myokardzellen erfolgt und die Zellen kénnen fiir Versuche
herangezogen werden. Um die Differenzierung zu kontrollieren, wurden zellspezifische

Marker mittels SDS-PAGE und Western Blot detektiert.

3.8. Einfrieren der P19-Zellen

P19-Zellen kdnnen bei -80°C in fllissigem Stickstoff liber langere Zeitraume gelagert

werden.

Die entsprechende Menge Zellsuspension, bei welcher die gewiinschte Zellzahl
eingestellt wurde (etwa 5 Millionen Zellen/ml), wird in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt und bei 4°C 5 Minuten mit 250*g zentrifugiert. AnschlieBend wird der
Uberstand vorsichtig und rasch abgesaugt, dasselbe Volumen, welches zuvor
abgesaugt wurde, durch CM-1 Einfriermedium (cell lines service) (4°C) ersetzt und das
Zellpellet darin resuspendiert. Die so erhaltene Suspension wird zligig und nicht zu voll
in Cryorohrchen (Cryovial) gefiillt und diese sofort auf Eis gestellt. Nach Beendigung
der Arbeit werden die Cryoréhrchen in einen freezing container (Nalgene Cryo 1°C
Freezing Container) Uberfiihrt und bei —80°C eingefroren, wobei die Temperatur der
Zellsuspension so pro Stunde um 1°C sinkt. Nach Uber 80 Stunden kdnnen die

Cryordhrchen in einen Tank mit fliissigem Stickstoff umgelagert werden.
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3.9. Auftauen der P19-Zellen

Die in den Cryorohrchen befindliche Zellsuspension wird moglichst rasch aufgetaut,
indem sie in ein 37°C warmes Wasserbad getaucht und wahrenddessen geschiittelt
wird. Die daraufhin flissige Zellsuspension wird in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt und in 8 ml komplettiertem Nahrmedium suspendiert. Im Anschluss wird das
Zentrifugenrdéhrchen 10 Minuten lang bei 21°C und 250*g zentrifugiert, der Uberstand,
in dem sich nun das Einfriermedium befindet, abgesaugt, das Zellpellet in
entsprechender Menge komplettiertem Nihrmedium resuspendiert und in 75 cm?’
Kulturflaschen Uberfiihrt. Die weitere Kultivierung erfolgt bei 37°C und 5%iger CO,-

Atmosphare.

3.10. Inkubationen der differenzierten Zellen

Fiir die Inkubationen werden P19-Zellen verwendet, die zuvor vollstandig zu Neuronen

bzw. zu Myokardzellen differenziert wurden.

Die Inkubationen erfolgen jeweils mit komplettiertem Nahrmedium, welchem
unterschiedliche Eisenchelate beigefligt wurden. Die Inkubationsmedien werden vor
den jeweiligen Versuchen immer frisch hergestellt, die Inkubationszeiten betragen

jeweils 24 Stunden.

3.10.1. Inkubation der Neuronen und Myokardzellen mit Eisen(lll)-Zitrat
P19-Zellen wurden mit unterschiedlichen Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen unterschiedlicher

Konzentrationen inkubiert.

Die dafiir verwendeten sterilen Stammldsungen Tri-Natriumzitrat-Dihydrat (C¢HsNasO-
x 2 H,0) (Merck) (100 mM) und Eisen(lll)-Chlorid (FeCls) (Merck) (100 mM) wurden in
unterschiedlichen Verhaltnissen miteinander vereint. Zuerst wurden die jeweiligen
Volumina an Zitrat vorgelegt, anschlieRend wurde die Eisenlésung hinzu pipettiert.
Dies geschah langsam, tropfenweise und unter standigem Mischen, um eine gute

Komplexbildung zu garantieren. Dabei ist zu beachten, dass sich bei unterschiedlichen
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Konzentrationen an Zitrat mit Eisen auch unterschiedliche Komplexe bilden. Die

Losungen, mit denen inkubiert wurde, enthielten jeweils 100 uM Eisen.

Verhaltnisse pl FeCls pl NasZitrat ul Eisen(lll)-Zitrat-Komplex in je
(FeCl3:NasZitrat) 2ml komplettiertem Nahrmedium
1:1,5 20 30 5

1:4 20 80 10

1:10 20 200 22

1:20 20 400 42

1:50 20 1000 102

Tabelle 2: Pipettierschema zur Herstellung der Eisen(lll)-Zitrat-Komplexe in
Inkubationsmedium

3.10.2. Inkubation der Neuronen und Myokardzellen mit Zitrat
P19-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen einer sterilen Losung Tri-
Natriumzitrat-Dihydrat (C¢HsNa3O5 x 2 H,0) (Merck) (100 mM) inkubiert. Das Pipettier-
schema dafir entspricht Tabelle 2, anstatt FeCl; wurde komplettiertes Nahrmedium
eingesetzt. Die Konzentrationen an Zitrat der Inkubationslosungen entsprachen 150

UM, 400 uM, 1000 pM, 2000 uM und 5000 pM.

3.10.3. Inkubation der Neuronen und Myokardzellen mit Eisen(lll)-
Nitrilotriessigsaure (NTA)
Fir die Inkubation der differenzierten P19-Zellen wurde aus den sterilen
Stammlosungen Eisen(lIl)-Chlorid (FeCls) (Merck) (100 mM) und Nitrilotriessigsaure
(Tritriplex I; CoaHgNOg) (Merck) (100 mM) im Verhaltnis 1:4 ein Komplex gebildet. Die

Konzentration der Inkubationslésung betrug 100 uM Eisen.

Verhiltnis ul FeCls ul NTA pl  Eisen(lll)-NTA-Komplex in je
(FeCl3:NTA) 2ml komplettiertem Nahrmedium
1:4 20 80 10

Tabelle 3: Pipettierschema zur Herstellung des Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure-
Komplexes
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3.10.4. Inkubation der Neuronen und Myokardzellen mit Eisen(lll)-
Ammoniumzitrat (FAC)
Fir die Inkubation der differenzierten P19-Zellen wurde eine sterile 300 mM Eisen(lll)-
Ammoniumzitrat-Stammlésung (Merck) verwendet, von der 1,67 ul zu 5 ml
komplettiertem Nahrmedium hinzugefiigt wurden, um eine Endkonzentration von 100

UM Eisen zu erhalten.

3.11. Ernten der Zellen und Herstellung von Zelllysaten

3.11.1. Ernten der Zellen und Herstellung der Zelllysate fiir die
Proteinbestimmung nach Bradford und die Eisenbestimmung nach der
Ferrozin-Methode

Da es sich bei P19-Zellen um adharente Zellen handelt, missen diese zur Herstellung

von Zelllysaten vom Boden der Wells abgeschabt werden.

Zu Beginn des Arbeitsschrittes wird die 6-Well-Platte mit den sich darin befindlichen
Zellen und dem sie bedeckenden Inkubationsmedium 5 Minuten auf Eis gestellt, um
laufende Reaktionen zu stoppen. Die nachfolgenden Arbeiten erfolgen ebenfalls auf

Eis, die verwendeten Losungen haben eine Temperatur von 4°C.

Im Anschluss an das erste Abkiihlen der Zellen wird das Inkubationsmedium abgesaugt
und die Zellen ein Mal mit 2 ml einer einen Eisenchelator beinhaltenden Waschlosung
(DTPA (Diethylentriaminpentaessigsaure) 50 mM, in PBS, pH 7,4) und im Anschluss

zwei Mal mit jeweils 2 ml PBS, pH 7,4 gewaschen.

Pro Well werden 2 ml PBS, pH 7,4 zugesetzt, die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers
(Cell Scraper; Greiner bio-one) vom Boden der Wells abgeschabt, in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und bei 4°C 10 Minuten bei 250*g zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wird nun vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet bei -20°C

eingefroren, wodurch ein erstes Aufbrechen der Zellmembranen erfolgt.
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Zur Herstellung des PBS (phosphate buffered saline) (5x), pH 7,4 werden

40 g NaCl (Carl Roth GmbH + Co. KG)

1 g KCI (Merck)

1 g KH,PO, (Merck)

14,5 g Na;HPO4x 12 H,0 (Merck)

in dest. H,0 vollstdandig geldst, im Anschluss der pH-Wert auf 7,4 eingestellt, auf
einen Liter mit dest. H,O aufgefiillt und bei 4°C gelagert. Um PBS (1x) zu

erhalten, wird PBS (5x) mit dest. H,O im Verhaltnis 1:5 verdiinnt.

Nachdem das Zellpellet gefroren ist, werden bei weiterem Arbeiten auf Eis 300 pl
Lysispuffer (0,5 M KOH (Merck); 0,1% Triton X 100 (Merck)) zugegeben, sorgfiltig
gevortext und zur 10 mindtigen Einwirkzeit auf Eis stehen gelassen. Nach Behandlung
der Zellsuspension mit Ultraschall fir 15 Sekunden (Sonofier B-12 Cell Disrupter;
Branson Sonic Power Company), wodurch die letzten Zellen aufgesprengt werden,
erhalt man das fertige Zelllysat, welches bei -20°C bis zu weiteren Untersuchungen

gelagert wird.

3.11.2. Ernten der Zellen und Herstellung der Zelllysate fiir die

Proteinbestimmung nach Bradford zur quantitativen Messung der

Zellproliferation nach Differenzierung
Zur Herstellung der Zelllysate wird die 6-Well-Platte, in der sich die Zellen befinden,
finf Minuten auf Eis gestellt, um laufende Reaktionen abzustoppen. Im Anschluss wird
das die Zellen bedeckende Kulturmedium sehr sorgfiltig abgesaugt, je 500 pl
Lysispuffer (0,5 M KOH (Merck); 0,1% Triton X 100 (Merck)) hinzupipettiert und die
Zellen damit 30 Minuten inkubiert, um eine Auflésung der Zellstrukturen zu erwirken.
Darauf wird das entstandene Zelllysat 15 Sekunden mit Ultraschall (Sonofier B-12 Cell
Disrupter; Branson Sonic Power Company) behandelt, um die letzten verbliebenen
Zellstrukturen zu zerstéren, wodurch man das fertige Zelllysat erhalt, das flir weitere

Untersuchungen bei -20°C gelagert wird.
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3.12. Proteinbestimmung nach Bradford

Um den Proteingehalt der Proben zu ermitteln, wird eine Proteinbestimmung nach

Bradford durchgefiihrt. [BRADFORD, 1976]

Die Methode basiert darauf, dass der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 an die
freien Aminogruppen von Proteinen bindet. Aufgrund dieser Komplexbildung erfolgt in
wobei das

saurem Milieu eine Farbverdnderung von braun zu blau,

Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm verschoben wird.

Die Proteinkonzentrationen der Proben werden mittels einer Eichgeraden mit den
Standardkonzentrationen 2, 4, 6, 8 und 10 pg/ml eines BSA-Proteinstandards (1 mg

BSA/ml, bovine serum albumin) erstellt. Dieser wird zuvor 1:10 mit dest. H,O verdiinnt.

Konzentration (pg/ml) pl BSA-Losung (verdiinnt) ul H,0 dest.
Leerwert / 800
2 20 780
4 40 760
6 60 740
8 80 720
10 100 700

Tabelle 4: Pipettierschema zur Erstellung der Eichgerade fiir die Proteinbestimmung
nach Bradford

Jeweils 0,5 und 1 ul der Proben werden im Doppelansatz mit dest. H,O auf 800 ul
Gesamtvolumen ergdnzt und sorgfaltig gemischt. Im Anschluss werden jeweils 200 pl
BIORAD-Reagenz (Bio-Rad Laboratories GmbH) mit Hilfe eines Handdispensers zu den
Standards und den Proben pipettiert, diese gut gevortext und mindestens 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit werden 200 ul der
Standards und der Proben nach neuerlichem vortexen in eine 96-Well ELISA Platte
(Greiner) pipettiert und die Absorption bei 595 nm mittels Photometer (Anthos Zenyth

3100) frihestens nach 20 Minuten, jedoch spatestens nach einer Stunde bestimmt.

Die Auswertung der Messwerte erfolgt (iber eine Standardkurvenberechnung mit Hilfe

des Programms ,GraphPad Prism’.
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3.13. Eisenbestimmung — Ferrozin-Methode

Um den Gehalt an Eisen der Proben zu ermitteln, wird eine Eisenbestimmung mit der
Ferrozin-Methode durchgefiihrt. Die Methode basiert darauf, dass der Eisenchelator
fur zweiwertiges Eisen — Ferrozin — einen violettfarbigen Eisen(ll)-Ferrozin-Komplex

bildet, welcher bei einer Wellenlange von 540 nm photometrisch erfasst werden kann.

Vorher wird durch saures Permanganat und die anschlieRende Inkubation bei 60°C das
Eisen aus stabilen Eisenkomplexen und Proteinen freigesetzt. Im Anschluss wird es
durch Ascorbinsdure zur Ganze zu zweiwertigem Eisen reduziert und mit Ferrozin
guantitativ komplexiert. Da Kupferionen aufgrund ihrer Reaktionsfahigkeit mit Ferrozin
die Messung storen konnten, wird dem Reagenz B der Kupferchelator Neocuproin

zugesetzt, da Cu-Neocuproin bei 540 nm kein Licht absorbiert.

Um die Ferrozin-Eisenbestimmung durchzufiihren, werden jeweils 50 pl bzw. 100 pl
der Zelllysate (das Volumen richtet sich nach dem durch einen Vortest ermittelten
Eisengehalt der Proben) mit H,0O dest. auf 500 pl Gesamtvolumen ergdnzt. Sowohl die
Messung der Proben als auch die Standardreihe werden in Doppelbestimmung

durchgefihrt.

Zur Herstellung der Standardreihe werden mit einer Eisenstandardlosung (20 pg
Eisen/ml) Standards mit Konzentrationen zwischen 0,025 und 2,5 pg Eisen/ml

hergestellt.

Im Anschluss werden zu den Proben, den Standards und dem Leerwert (H,O dest.) 250
ul Reagenz A mittels Handdispenser zugefiigt und nach sorgfaltigem Vortexten zwei

Stunden im 60°C warmen Wasserbad inkubiert.

Reagenz A:
0,45 g KMnO,4 (Merck) werden in 10 ml H,0 dest. geldst; im Anschluss
werden lichtgeschitzt unter dem Abzug 10 ml 1,2 M HCI hinzufiigt und

gut gevortext; Reagenz A muss immer frisch hergestellt werden;
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Nach Ablauf der zweistiindigen Inkubationszeit erfolgt die Zugabe von 50 pl Reagenz B

mit Hilfe des Handdispensers.

Reagenz B:

e 64 mg Ferrozin [3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(4-Phenyl)sulfonic acid)-1,2,4-
Triazine](Sigma)

e 64 mg Neocuproin Hydrochlorid Hydrat (Sigma)

e 7 g Ascorbinsdure (Merck)

e 7,8 g Ammoniumacetat (Merck)

werden auf 20 ml mit H,0 dest. lichtgeschitzt aufgefiillt; Reagenz B ist

lichtgeschiitzt bei 4°C vier Wochen haltbar.

Nach neuerlichem Vortexen werden nun je 200 ul der Standards und der Proben in
eine 96-Well ELISA Platte (Greiner) aufgetragen. Die Messung erfolgt 30 Minuten nach
Zugabe des Reagenz B am Plattenphotometer (Victor’? 1420 Multilabel Counter;
Wallac) bei 540 nm. Die Auswertung der Messdaten erfolgt mit Hilfe des ,GraphPad

Prism‘-Programms.
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3.14. MTT-Cell-Proliferation-Assay

Mit Hilfe des MTT-Tests ist es moglich, die Viabilitdt und Proliferation von Zellen zu
ermitteln, gemessen wird der Anteil an lebenden Zellen, welche mit entsprechenden
Substanzen inkubiert wurden, im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen.

Beim MTT-Assay handelt es sich um einen quantitativen, photometrischen Test,
welcher darauf basiert, dass gelbes Tetrazoliumsalz MTT-(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid) von metabolisch aktiven Zellen zu purpurfarbenem
Formazan reduziert wird. Aufgrund ihrer mitochondrialen und mikrosomalen
Dehydrogenasen besitzen lebende Zellen im Vergleich zu Toten diese Fahigkeit.

Durch photometrische Bestimmung des Formazangehaltes kann die Viabilitdt der
Zellen gemessen werden, da die Farbintensitat und die Viabilitdt der Zellen direkt

proportional sind. [BUSHNELL et al., 1999]
N-N
4 =
@-c’ | Br
\ +
N

MTT
(1{4,5-dimethylthiazol-2-yl]-3,5-diphenyltetrazolium
bromide)

Abbildung 14: Strukturformel von MTT [SANCHEZ und KONIGSBERG, 2006]

3.14.1. Durchfiihrung des MTT-Assays
Zu den Zellen in 96-Well-Platten (PAA Laboratories GmbH), welche mit den jeweiligen
Substanzen inkubiert wurden, wird jeweils 20 pl MTT (5 mg/ml (Carl Roth GmbH + Co.
KG) in PBS, pH 7,4 gel6st) pro 100 ul Medium im Well hinzu pipettiert. Nach 30
minutiger Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphare ist die
blaue Farbung der Zellen unter dem Mikroskop erkennbar. Daraufhin wird der Inhalt
der 96-Well-Platte vorsichtig ausgeleert, abgeklopft und im Anschluss jeweils 150 pl
MTT-Solvent-Lésung (4 mM HCI, 0,1% Nonidet P-40 (Fluka) in Isopropanol (Merck)

gelost) in die Wells pipettiert, um ein Abstoppen der Farbreaktion zu erwirken. Durch
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das anschlieBende 20 mindtige, lichtgeschiitzte Schiitteln am Belly Dancer werden die
MTT-Formazankristalle gelost. Zur Messung der Farbintensitdat wird die Absorption
zuerst bei 595 nm (Messwellenldnge) und anschlieBend bei 620 nm
(Referenzwellenlange, wird bei der Auswertung subtrahiert) im Photometer (Anthos
Zenyth 3100) gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgt mit dem Programm

,GraphPad Prism’.

3.15. Messung des redox-reaktiven Eisens der Inkubationsmedien mittels 2‘,7‘-

Dichlorodihydrofluorescein

Die Verwendung von 2‘7‘-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat zur Detektion der
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies ist zu einer der populdrsten Methoden

geworden. [BRUBACHER und BOLS, 2001]

Durch chemische Hydrolyse von 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat, bei der die
Acetatgruppen abgespalten werden, entsteht der Fluorophor 2‘,7'-Dichloro-
dihydrofluorescein (DCDHF), welcher durch verschiedene Oxidantien von seiner nicht-

fluoreszierenden Form in seine fluoreszierende Form gewandelt wird.

Der zeitabhangige Fluoreszenzanstieg wird bei einer Anregungswellenlange von

485 nm und einer Emissionswellenlange von 535 nm gemessen.

Um ausschlieBlich redox-aktives Eisen zu ermitteln, werden die Standardreihe und die
Proben sowohl ohne als auch mit Zusatz des Eisenchelators Deferipron (auch L1
genannt) gemessen, welcher mit Eisenionen einen redox-inaktiven Chelatkomplex
bildet. Somit entspricht die spater gebildete Differenz der Oxidationsrate von DCDHF
mit und ohne den Zusatz von Deferipron der Redox-Aktivitdt des nicht-Transferrin

gebundenen Eisens.
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3.15.1. Chemische Hydrolyse von 2‘,7'-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat
Um den redox-sensitiven Fluorophor Dichlorofluorescein herzustellen, muss eine

chemische Hydrolyse von 2‘,7-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat erfolgen.

Daflir werden 5 pl einer 60 mM 2,7‘-Dichlorodihydrofluoresceindiacetatlésung zu 300
pl dest. H,0 langsam und unter mehrmaligem Schiitteln am Vortex hinzugefigt. 250 pl
dieser Losung werden mit 1 ml 0,01 N NaOH gemischt und 30 Minuten lichtgeschiitzt
bei Raumtemperatur inkubiert, um dann mit 5 ml 25 mM Natriumphosphatpuffer

(NaH,PO4 (Merck), pH 7,2) neutralisiert zu werden.

Alle verwendeten Inkubationsmedien werden mit HBS (HEPES buffered saline, 20 mM
HEPES (2-[4-(2-Hydroxyehtyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsdure) (Merck), 150 mM NaCl
(Carl Roth GmbH + Co. KG), pH 7,4;) welches durch Behandlung mit 5% Serdolit CHE

(Serva) eisenfrei gemacht wurde, gepuffert.

3.15.2. Herstellung der Standardreihe
Um Standards unterschiedlicher Eisenkonzentrationen zu erhalten, wird eine
Verdiinnungsreihe erstellt. Als Eisenstandard wird Eisen-NTA (1:7) (2 mM Eisen, 14
mM NTA) verwendet, welches in unterschiedlichen Konzentrationen mit a-MEM-
Nullmedium, das mit 40 mg/ml BSA (bovine serum albumin) versehen und mittels

Zusatz von 5% Serdolit CHE zuvor eisenfrei gemacht wurde, gemischt wird.

Zur Herstellung von Standard 1 werden 25 ul Eisen-NTA (1:7) (2 mM Eisen, 14 mM
NTA) mit 475 pl a-MEM-BSA sorgfaltig gemischt. Die restlichen Standards werden

mittels Verdlinnungsreihe in 1:1 Verdiinnungsschritten hergestellt.

250 pl Standard 1 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 2

250 pl Standard 2 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 3

250 pl Standard 3 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 4

250 pl Standard 4 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 5

250 pl Standard 5 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 6

250 pl Standard 6 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 7

250 pl Standard 7 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 8

250 pl Standard 8 +

250 pl a-MEM-BSA

- Standard 9

Tabelle 5: Herstellung der Eisenstandards fiir die Messung von redox-reaktivem Eisen
mittels 2‘,7'-Dichlorodihydrofluorescein
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Anschlielend erfolgt eine 30 minttige Inkubation der Standards sowie der Proben bei

37°C im Wasserbad.

3.15.3. Herstellung der Reaktionslésungen mit und ohne L1

Reaktionslosung ohne L1 Reaktionslosung mit L1

17,5 ml HBS 17,5 ml HBS

7,5 ul Ascorbinsdure, 400 mM (Merck) 7,5 ul mM Ascorbinsaure, 400 mM (Merck)
2,5 ml Dichlorodihydrofluorescein 2,5 ml Dichlorodihydrofluorescein

100 pl H,0 dest. 100 pl L1, 5 mM

Tabelle 6: Herstellung der Reaktionslosungen mit und ohne L1 fiir die Messung von
redox-reaktivem Eisen mittels 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescein

Vor deren Verwendung werden beide Reaktionslésungen im Wasserbad auf 37°C
temperiert.

In eine schwarze 96-Well ELISA Platte (Greiner) werden je 20 pl der Standards sowie
der unterschiedlichen eisenhaltigen Inkubationsmedien im Vierfachansatz pipettiert.
Zu immer je zwei der vier Ansatze werden entweder 180 ul Reaktionslésung ohne L1
bzw. Reaktionslosung mit L1 pipettiert und die Platte bei 37°C und 5% CO,-Atmosphére
90 Minuten inkubiert. AnschlieRend wird der Fluoreszenzanstieg alle finf Minuten
Uber einen Zeitraum von zwei Stunden bei 37°C in einem Fluoreszenzplattenlesegerat
(Anthos Zenyth 3100) bei einer Anregungswellenlange von 485 nm und einer
Emissionswellenldnge von 535 nm gemessen. Die Platte verbleibt zwischen den

einzelnen Messungen im Messgerat.

Die Auswertung der Daten erfolgt mittels des ,GraphPad Prism‘-Programms.
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3.16. SDS-PAGE und Western Blot

3.16.1. Probenvorbereitung

Fiir die Proben werden Zellpellets, wie im Kapitel 3. 11. Beschreiben, hergestellt und
bei -20°C eingefroren, um eine erste Aufsprengung der Zellmembranen zu erwirken.

AnschlieBend werden die gefrorenen Pellets wieder aufgetaut und mit der
entsprechend Menge Lysispuffer (Promega Cell Culture Lysis Reagent 5x), welcher
zuvor 1:5 verdinnt und mit 1ul/ml PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)/DMSO
versehen wurde, versetzt. Nachdem die Proben sorgfiltig gevortex wurden, werden
mit einer Ultraschallbehandlung von 20 Sekunden (Sonofier B-12 Cell Disrupter;
Branson Sonic Power Company) die noch verbliebenen Zellen aufgesprengt und die
Suspension 12 Minuten bei 10.000*g in einer auf 4°C vorgekihlten Zentrifuge
zentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand entspricht nun dem Zelllysat, welches bei

-80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert wird.

Um die Proben fiir die Gelelektrophorese vorbereiten zu kdnnen, muss zunachst deren
Proteingehalt mittels Proteinbestimmung nach Bradford ermittelt werden, um die
Proben jeweils auf einen Proteingehalt von 30 pg einzustellen. Damit die Proben
dasselbe Endvolumen von 20 — maximal 30 ul haben, werden sie mit Sample Buffer
erganzt.

Ist das Volumen an eingesetztem Lysat, welches 30 pg Protein enthalt, nahe dem
Endvolumen von 20-30 pl, wird die Probe mit Sample Buffer 4x im Verhaltnis 3:1
erganzt. Wird jedoch nur wenig Lysat verwendet, erganzt man mit Sample Buffer 2x im
Verhaltnis 1:1. Um schlussendlich das exakt gleiche Volumen zu erreichen, werden die

Proben mit Sample Buffer 1x auf das endgiiltige Endvolumen erganzt.

Zur Herstellung des Sample Buffers 2x werden
e 2,5ml 1M Tris-HCI, pH 6,8 (Tirs(hydroxymethyl)-aminomethan)
e 4,0 ml Glycerol (Merck)
e 1,0g 10% SDS
e 1,0ml0,1% (w/v) Bromphenolblau (Pharmacia Biotech)

auf 20 ml mit dest. H,O aufgefillt.
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Das so erhaltene Probenvolumen wird sorgfiltig gevortext und 1 Minute bei 5000 rpm

zentrifugiert.

3.16.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Methode der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) dient der Auftrennung von
Proteinen. Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel wird diesem das anionische
Detergens SDS (Natrium-Dodecylsulfat) zugesetzt, wodurch beinahe alle nicht-
kovalenten Bindungen zerstort werden und es in weiterer Folge zu einer Entfaltung des
Polypeptids kommt. Durch die Bindung von SDS an die denaturierten Polypeptide
erhalten diese eine negative Ladung und wandern beim Anlegen eines elektrischen
Feldes an das Gel zur Anode. Direkt proportional dem Molekulargewicht der
Polypeptide erfolgt das AusmaB der Bindung von SDS, wodurch die Proteine ihrer
GroRe entsprechend unterschiedlich weit wandern. Die Ladungen, die die Proteine
urspringlich hatten, spielen hierbei keine Rolle.

Dem Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine entsprechend werden
unterschiedlich starke Trenn-und Sammelgele hergestellt. Fir die Detektion der
verwendeten Antigene eignet sich ein 10%iges Trenngel in Kombination mit einem

5%igen Sammelgel.

3.16.2.1. GieRen der Elektrophoresegele

Anfanglich missen die verwendete Apparatur von BioRad, sowie die entsprechenden
Glasplatten, die 1,5 mm Spacer und die 1,5 mm 10-Well-Kdmme mit 70%igem Ethanol
von Schmutz und Staub befreit werden. Sind alle Gegenstiande wieder vollstandig

getrocknet, kann die Apparatur aufgebaut werden.
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Fir die Herstellung der Trenn-und Sammelgele werden folgende Bestandteile

zusammenpipettiert:

10%iges Trenngel (fir 2 Gele)

5%iges Sammelgel (fir 2 Gele)

dest. H,0 10,6 ml 3,75 ml
ProSieve®50 Gel Solution® | 4 ml 0,5 ml
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 5ml /

1 M Tris-HCl, pH 6,8 / 0,65 ml
10% SDS-Solution? 200 pl 50 pl
10% APS® 200 pl 50 pl
TEMED* 8 ul 5 pl

Tabelle 7: Pipettierschema fiir Polyacrylamidgele

! cCambrex
2 Carl Roth GmbH & Co

> Ammoniumpersulfat, Pharmacia Biotech
“N, N, N, N’-Tetramethylethylendiamin, BioRad

Da APS und TEMED fiir den Start der Polymerisation der Gele verantwortlich sind,

werden diese erst kurz vor dem Einflillen der Gellésungen in die Apparatur zugegeben.

Nachdem etwa 7 ml der Gellésung des 10%igen Trenngels eingefillt wurden, werden

diese mit 25%igem Isopropanol lberschichtet und zur Polymerisation 30-60 Minuten

bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschlieBend wird das Isopropanol vorsichtig

ausgeleert und die sich zwischen den Glasplatten befindlichen Reste mit einem

Filterpapier entfernt. Nachdem die 10-Well-Kdimme zwischen den Glasplatten befestigt

wurden, wird nun das Sammelgel gegossen, welches im ebenfalls 30-60 Minuten bei

Raumtemperatur polymerisiert.

Im Anschluss werden die Kdmme entfernt und die Probenauftragsstellen mit Hilfe

einer Spritze mit Elektrophorese-Puffer gespiilt um danach die Proben entweder gleich

aufzutragen, oder die Gele von feuchten Tlichern umhdillt bei 4°C zu lagern.
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3.16.2.2. Elektrophorese

Das gesamte Volumen der vorbereiteten Proben wird nun mit speziellen
Pipettenspitzen (Biozym) auf das Gel aufgetragen. Als Standard werden 5 pl Spectra
Multicolor High Range Protein Ladder (Fermentas) eingesetzt.

Nachdem die Elektrophoreseapparatur mit Elektrophoresepuffer gefillt wurde, lauft

diese 35 Minuten bei 180 Volt und 4°C.

Herstellung des Elektrophoresepuffers

100 ml Tris-Tricin (10x) Puffer werden mit 10 ml 10% SDS auf einen Liter mit

dest. H,0 aufgefillt. (Der pH-Wert des Puffers darf nicht eingestellt werden.)
Herstellung des Tris-Tricin (10x) Puffers
121 g Tris (Merck) werden mit 179 g Tricin (Amresco) auf einen Liter mit
dest. H,0 aufgefiillt. (Der pH-Wert des Puffers darf nicht eingestellt

werden.)
Die verwendeten Puffer kobnnen mehrmals wiederverwendet werden.

3.16.3. Western Blot
Das Prinzip des Western Blots ist, dass die mit der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran Gber ein senkrecht zum Gel
angelegtes elektrisches Feld eluiert werden. Dabei bleibt das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Da bei dieser Prozedur das anionische
Detergens SDS ausgewaschen wird, kdnnen die Proteine renaturieren und teilweise
ihre urspringliche Sekundar-und Tertiarstruktur, nicht aber ihre Quartiarstruktur
einnehmen. Uber die anschlieRende Immunodetektion mit Antikdrpern kénnen die

Proteine bestimmt werden.

Fiir den Western Blot wird das Stacking Gel des Polyacrylamidgels abgeschnitten und
ein Stiick Nitrozellulose mit einer PorengréRe von 0,2 um, welches zuvor in Blotpuffer
getrankt wurde, auf das restliche Gel gelegt. Unter und oberhalb des Gels bzw. der
Nitrozellulose befinden sich jeweils ein Stlick Filterpapier und ein Schwamm, welche

zuvor ebenfalls in Blotpuffer getrankt wurden. Das so erhaltene ,Blotsandwich” wird in
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ein Support Pad geklemmt in die Blotapparatur (BioRad) gestellt. Zur Kiihlung befindet
sich wahrend des Blottens ein Eisbehalter in der mit Blotpuffer geflllten Apparatur.

Das Blotten erfolgt 35 Minuten bei 0,5 Ampere bei 4°C.

Schwamm

Filterpapier
Nitrozellulose
Gel
Filterpapier
Schwamm

Q
Q
Q
%
Q

Support
Pad

Abbildung 15: Schichtung eines Blotsandwiches. Quelle: Instruction Manual Mini
Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, BioRad; (modifiziert)

Herstellung des Blotpuffers
e 100 ml Tris-Glycin (10x) Puffer
e 200 ml Methanol
e 200 pl 10% SDS
werden mit dest. H,O auf einen Liter erganzt. (Der pH-Wert des Puffers darf
nicht eingestellt werden.)
Herstellung des Tris-Glycin (10x) Puffers
e 30g Tris (Merck)
e 144 g Glycin (Amresco)

werden mit dest. H,O auf einen Liter aufgefillt. (Der pH-Wert des

Puffers darf nicht eingestellt werden.)

3.16.4. Farben der Nitrozellulosemembran
Im Anschluss an das Blotten werden die Proteine auf der Nitrozellulosemembran mit
0,05%iger Ponceau-Losung (Merck) gefarbt, und diese nach 2-3 mindtiger Einwirkzeit

vorsichtig mit dest. H,0 abgespiilt.
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3.16.5. Immunodetektion

Um spezifische Proteine auf der Nitrozellulosemembran nachweisen zu kénnen, erfolgt
eine Inkubation mit bestimmten Antikorpern.

In einem ersten Schritt werden alle unspezifischen Bindungen mit Milchpulver
blockiert, anschlieBend wird mit Hilfe eines ersten Antikdrpers nach dem Zielprotein
durch spezifische Bindung an das Epitop des nachzuweisenden Proteins gesucht. Nach
mehreren Waschschritten mit Waschpuffer zur Entfernung von nicht gebundenem
Antikorper wird die Nitrozellulosemembran mit einem zweiten Antikérper inkubiert,
der gegen den ersten Antikorper gerichtet ist. Der zweite Antikorper hat das Enzym
HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt. Im Anschluss kann das Signal, welches durch
die Freisetzung einer reaktiven Substanz aus Luminol durch das Enzym HRP produziert

wird, mittels Chemilumineszenz-Detektor gemessen werden.

3.16.5.1. Blockieren der Nitrozellulosemembran

Das Blockieren erfolgt entweder fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder tGber Nacht
bei 4°C. Dafiir wird die Nitrozellulosemembran in 20 ml einer Blockierlosung

(Waschpuffer mit 5% Milchpulver) gelegt und am Belly Dancer geschittelt.

Herstellung des Waschpuffers:
Einem Liter PBS, pH 7,4 werden 500 pl 0,05% Tween 20 zugeflgt.

Anschlieend wird die Nitrozellulosemembran drei Mal mit 10-15 ml Waschpuffer je

etwa zwei Minuten am Belly Dancer gewaschen.
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3.16.5.2. Inkubation der Nitrozellulosemembran mit dem ersten Antikdrper

Die Nitrozellulosemembran wird unter standigem Schitteln (iber Nacht bei 4°C mit den

jeweiligen ersten Antikorpern am Belly Dancer inkubiert.

Die jeweiligen Volumina der ersten Antikorper werden zu je 3 ml Waschpuffer mit 1%

Milchpulver und 1% Natriumazid (NaNs) pipettiert.

Antikorper zuzusetzendes Volumen
Anti-Neurofilament 200 (Sigma-Aldrich), 1,5 pl

Rabbit: Verdiinnung 1:2000

Anti-B-Actin 127 (Sigma-Aldrich), 0,2 ul

Mouse: Verdiinnung 1:15000

Anti-Calnexin (abcam), 2 ul

Rabbit: Verdiinnung 1:1500

Anti-a-Actinin  (monoclonal, sarkomer) (Sigma), | 3,75 ul

Mouse: Verdiinnung 1:800

Anti-Caveolin-2 (Sigma), 2 ul

Rabbit: Verdiinnung 1:1500

Tabelle 8: Pipettierschema zur Herstellung der Inkubationslésung mit dem ersten

Antikorper

Nach der Inkubation wird der erste Antikorper mit je etwa 10-15 ml Waschpuffer

weggewaschen:
2x 5 Minuten
1x 15 Minuten

2x 5 Minuten

3.16.5.3. Inkubation der Nitrozellulosemembran mit dem zweiten Antikorper

Die Inkubation des zweiten Antikorpers erfolgt fir eine Stunde bei Raumtemperatur

am Belly Dancer.

71




3. Material und Methoden

Zu 20 ml Waschpuffer mit 1% Milchpulver wird 1 pl des jeweiligen zweiten Antikorpers

zugeflgt.

Erster Antikorper Zweiter Antikorper
Anti-Neurofilament 200 (Sigma-Aldrich), Goat Anti-Rabbit HRP (Dako),
Rabbit: Verdliinnung 1:2000 Verdiinnung 1:20000
Anti-B-Actin 127 (Sigma-Aldrich), Anti-Mouse (Dako),

Mouse: Verdliinnung 1:15000 Verdiinnung 1:20000
Anti-Calnexin (abcam), Goat Anti-Rabbit HRP (Dako),
Rabbit: Verdliinnung 1:1500 Verdiinnung 1:20000
Anti-a-Actinin (monoclonal, sarkomer) (Sigma), | Anti-Mouse (Dako),

Mouse: Verdiinnung 1:800 Verdiinnung 1:20000
Anti-Caveolin-2 (Sigma), Goat Anti-Rabbit HRP (Dako),
Rabbit: Verdiinnung 1:1500 Verdiinnung 1:20000

Tabelle 9: Pipettierschema zur Herstellung der Inkubationslésung mit dem zweiten
Antikorper

Nach der Inkubation wird der zweite Antikdrper mit je etwa 10-15 ml Waschpuffer
weggewaschen:

2x 5 Minuten

1x 15 Minuten

2x 5 Minuten

3.16.5.4. Detektion mit Chemilumineszenz

Vor der Belichtung der Nitrozellulosemembran werden zwei Lésungen (Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate) von Millipore im Verhaltnis 1:1 gemischt
und die Nitrozellulosemembran finf Minuten in diese Lésung gelegt. Nach Ablauf der
Zeit erfolgt die Detektion der Lichtemission mittels Chemilumineszenz Detektor (Fusion
Fx7 peqlab) bei unterschiedlichen Belichtungszeiten. Die detektierten Banden werden

im Anschluss mit dem Programm ,Chemilmager 4400 (Alpha Innotech) ausgewertet.
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3.16.6. Strippen der Nitrozellulose
Um einen Blot zur Detektion einer anderen Bande wiederverwenden zu kdnnen, muss

dieser durch den Vorgang des Strippens von anhaftenden Antikdrpern befreit werden.

Dafur wird die Nitrozellulose in 20 ml Strippingpuffer am Belly Dancer inkubiert,

wodurch sich die Antikérper abldsen.

Bei Proteinen, die auf der Nitrozellulosemembran in nicht sehr hohen Gehalten
vorhanden sind, wird diese 30-60 Minuten mit einem Strippingpuffer (100 mM Glycin,
pH 2,9) inkubiert.

Bei hohen Proteinmengen auf der Nitrozellulosemembran, an denen
dementsprechend auch mehr Antikorper gebunden sind, wird ein aggressiverer
Strippingpuffer bendtigt, um die Antikorper ablosen zu kénnen. Die Inkubation erfolgt

Uber Nacht bei Raumtemperatur.

15 g Glycin werden mit 10 ml SDS 10% und 10 ml Tween 20 auf einen Liter mit
dest. H,0 aufgefillt und der pH-Wert mit 5 M HCl auf 2,2 eingestellt.

Im Anschluss wird die Nitrozellulosemembran bei der ersten Methode fir 2x 5
Minuten, 1x 15 Minuten und 2x 5 Minuten und bei der zweiten Methode zwei Mal je
30 Minuten mit Waschpuffer gewaschen, erneut mit Blockierlésung blockiert und mit

erstem und zweitem Antikorper inkubiert.

3.17. Statistik

Die statistische Auswertung der erhaltenen Messdaten erfolgt mit dem Programm
,GraphPad Prism‘. Um die statistischen Signifikanzen zu Uberprifen, wurde ein
zweiseitiger t-Test verwendet. Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zu den
Kontrollen werden in den jeweiligen Graphiken mit * (p<0,05), ** (p<0,01) und ***

(p<0,001) angegeben.

Messdaten von Westernblots wurden mit dem Programm ,Chemilmager 4400° (Alpha

Innotech) ausgewertet.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die moglichen Effekte verschiedener Formen von
nicht-Transferrin gebundenem Eisen auf Neuronen und Myokardzellen untersucht.
Hierfiir wurde als Modell die Stammazelllinie P19 verwendet, die wie im Teil ,,Material
und Methoden” in Kapitel 3.6. und 3.7. beschrieben zu Neuronen und Myokardzellen
differenziert wurden, da diese Zellen auf nicht-Transferrin gebundenes Eisen sehr
empfindlich reagieren und dieses in Zustanden von Eisenliberladung akkumulieren.

[OUDIT et al., 2009]

4.1. Kontrolle der Differenzierung der embryonalen, murinen P19 Karzinomstamm-

zellen zu Myokardzellen und Neuronen

Um nachzuweisen, dass die Differenzierung der Stammzellen zu myokardialen Zellen
bzw. zu Neuronen vonstatten gegangen ist, wurden mit SDS-PAGE und Western Blot
zellspezifische Marker detektiert.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ,Chemilmager 4400’ (Alpha Innotech).
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Abbildung 16: Typischer Blot zum Nachweis von Neurofilament bei Verwendung von
B-Actin und Calnexin als Ladekontrolle bei neuronalen Zellen

Zelllysate von P19 Stammzellen sowie von ausdifferenzierten Neuronen und Myokardzellen wurden wie
im Teil ,Material und Methoden” in Kapitel 3.16.1 beschrieben hergestellt, mittels 10%-SDS-
Polyacrylamidgelelekrophorese unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet. Neurofilament, B-Actin und Calnexin wurden mit Rabbit Anti-
Neurofilament, Rabbit Anti-Calnexin und Mouse monoklonalem Anti-B-Actin sichtbar gemacht. Die
entstandenen Banden wurden semiquantitativ ausgewertet. Calnexin und B-Actin dienten dabei als

Ladekontrollen.
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Sowohl durch die Immunodetektion mit dem Antikorper Anti-Neurofilament, der
spezifisch das in Neuronen exprimierte Neurofilament bindet, als auch durch
morphologische Betrachtung der Zellen kann gezeigt werden, dass die P19
Stammzellen vollstindig zu Neuronen differenziert sind. [JONES-VILLENEUVE et al.,
1982]

Die Expression von Neurofilament verdoppelte sich in den zu Neuronen differenzierten
Zellen im Vergleich zu undifferenzierten Stammzellen relativ zu den Ladekontrollen (13-
Actin und Calnexin), somit ist die Differenzierung der P19 Stammzellen in Neuronen
erwiesen.

In differenzierten Myokardzellen konnte keine Verdnderung der Expression an

Neurofilament in Vergleich zu undifferenzierten Stammzellen beobachtet werden.
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Abbildung 17: Typischer Blot zum Nachweis von Caveolin-2 bei Verwendung von
Calnexin als Ladekontrolle bei myokardialen Zellen

Zelllysate von P19 Stammzellen sowie von ausdifferenzierten Myokardzellen und Neuronen wurden wie
im Teil ,Material und Methoden” in Kapitel 3.16.1 beschrieben hergestellt, mittels 10%-SDS-
Polyacrylamidgelelekrophorese unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet. Caveolin-2, B-Actin und Calnexin wurden mit Rabbit Anti-Caveolin-2,
Rabbit Anti-Calnexin und Mouse monoklonalem Anti-B-Actin sichtbar gemacht. Die entstandenen

Banden wurden semiquantitativ ausgewertet. Calnexin diente dabei als Ladekontrolle.

Der Nachweis der Differenzierung von P19 Stammzellen zu Myokardzellen erfolgte
Uber die Verwendung des Antikérpers Anti-Caveolin-2 als zellspezifischen Marker zur

Detektion von Myokardzellen. [RYBIN et al., 2003] Als Ladekontrolle wurde Anti-
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Calnexin herangezogen. Im Vergleich zu undifferenzierten Stammzellen hat sich die
Expression an Caveolin-2 nahezu verdreifacht. Auch morphologisch konnte die
Differenzierung zu Herzzellen beobachtet werden.

Die Expression an Caveolin-2 in differenzierten neuronalen Zellen unterschied sich von

der der Stammazellen nicht.

Die Verwendung von B-Actin als Ladekontrolle war nicht moglich, da die Expression
wahrend der Differenzierung unerwarteter Weise nicht stabil war und sich
verdoppelte. Dieser Effekt wurde eventuell deshalb beobachtet, da es sich bei dem
Antikoérper von SIGMA um einen monoklonalen Antikérper handelt, welcher nur ein
Epitop erkennt, welches bei den myokardialen Zellen scheinbar héher exprimiert war.

Daher wurde in weiterer Folge mit Calnexin als Ladekontrolle gearbeitet.
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4.2. Quantitative Messung der Zellproliferation nach erfolgter Differenzierung

Da zur Bestimmung des Einflusses von nicht-Transferrin gebundenem Eisen
Toxizitatstests durchgefiihrt wurden, war es notwendig zu klaren, ob die Zellen nach
erfolgter Differenzierung weiter proliferieren. Bei weiterer Proliferation der Zellen
waren die Ergebnisse der Toxizitatstest in Vergleich zu einer ausbleibenden weiteren

Proliferation anders zu interpretieren.

7

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe des Programms ,GraphPad Prism’.
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Abbildung 18: Quantitative Messung der Zellproliferation nach Differenzierung der
Stammazellen zu myokardialen Zellen (A) und zu neuronalen Zellen (B)

Die Bestimmung der weiteren Zellproliferation nach stattgefundener Differenzierung erfolgte mittels
Proteinbestimmung, welche im Teil ,,Material und Methoden” in Kapitel 3.12. beschrieben wird. Die
Zelllysate aus Myokardzellen bzw. Neuronen wurden wie in Kapitel 3.11.2. beschrieben jeweils am
ersten, zweiten und dritten Tag nach abgeschlossener Differenzierung hergestellt. Die einzelnen Balken

zeigen Mittelwerte £ SEM (n=3)

Den Abbildungen ist zu entnehmen, dass weder bei ausdifferenzierten Myokardzellen
noch bei neuronalen Zellen signifikante Unterschiede im Proteingehalt am zweiten und
dritten Tag nach der Differenzierung verglichen mit dem ersten Tag nach Abschluss der

Differenzierung vorhanden sind und eine weitere Zellproliferation nach vollstandiger
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Differenzierung daher in der Zeitspanne, in der die Experimente durchgefiihrt wurden,

auszuschlieRen ist.

Daher kann bei der Interpretation der nachfolgen Versuche davon ausgegangen
werden, dass die beobachteten Effekte durch die Inkubationen mit verschiedenen

Substanzen nicht durch eine Veranderung der Zellmasse verfalscht worden sind.
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4.3. Einfluss von nicht-Transferrin gebundenem Eisen auf myokardiale Zellen und

Neuronen

4.3.1. Toxizitdit von nicht-Transferrin gebundenem Eisen auf myokardiale
Zellen und Neuronen
Uber den chemischen Aufbau von NTBI ist wenig bekannt trotz der wichtigen Rolle des

Eisens in pathophysiologischen Zustanden wie Eisenliberladung. [BREUER et al., 2000]

Spekuliert wird, dass NTBI aus einem heterogenen Komplexmix besteht. Eine Reihe
potentieller Liganden zur Eisenbindung sind im Plasma verfligbar, unter anderem Zitrat
und Acetat [LENTNER, 1984], des weiteren Phosphat, Ascorbat und ATP; das in diesen

Komplexen enthaltene Fe® ist redox-aktiv. [BRADBURY, 1997]

Ammoniumeisen(lll)-Zitrat und Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdure sind Verbindungen, die
haufig dazu verwendet werden, Zellen mit Eisen zu beladen und anschlieBend die

zelluldre Eisenaufnahme zu messen. [PARKES et al., 1995]
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4.3.1.1. Einfluss der Inkubation mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdure (NTA) im

Verhdltnis 1:4 auf die Viabilitdt von Myokardzellen und neuronalen Zellen

Ziel dieses Versuchs war es, aufzuzeigen, welchen Effekt die Inkubation mit Eisen(lll)-
Nitrilotriessigsdaure in Neuronen und Myokardzellen im Vergleich zu Kontrollzellen

erzielt.

Die Zellen wurden mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure im Verhaltnis 1:4 24 Stunden
inkubiert. Die Viabilitdit der Zellen wurde jeweils im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollzellen mittels MTT-Test ermittelt.
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Abbildung 19: Einfluss der Inkubation mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure im Verhaltnis
1:4 auf die Viabilitdt von Myokardzellen
Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, vollstdndig differenzierten myokardialen Zellen wurden in

komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%
Gentamycin) mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdure im Verhaltnis 1:4 in einer Konzentration von 100 uM Eisen
24 Stunden bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphére inkubiert. Der Komplex wurde jeweils frisch aus den
sterilen Stamml6ésungen Eisen(lll)-Chlorid (100 mM) und Nitrilotriessigsaure (Tritriplex 1) (100 mM)
gebildet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde ein MTT-Test wie im Teil ,Material und Methoden” in
Kapitel 3.14.1. beschrieben, durchgefiihrt. Gezeigt sind die einzelnen Messwerte (n=13 und 33) sowie

die Mittelwerte = SEM, die in drei voneinander unabhéngigen Versuchen erhoben wurden.

80



4. Ergebnisse und Diskussion

Wie in Abbildung 19 deutlich ersichtlich, fihrte die Inkubation von Myokardzellen mit
Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdure im Verhédltnis 1:4 im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollzellen zu keinem Unterschied in der gemessenen Viabilitat.
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Abbildung 20: Einfluss der Inkubation mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdure im Verhaltnis
1:4 auf die Viabilitdt von neuronalen Zellen

Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, vollstandig zu Neuronen differenzierten Zellen wurden in
komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%
Gentamycin) mit Eisen(Il1)-Nitrilotriessigsaure im Verhaltnis 1:4 in einer Konzentration von 100 uM Eisen
24 Stunden bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphare inkubiert. Weitere Legende siehe Abbildung 19.

Gezeigt sind die einzelnen Messwerte (n=8 und 29) sowie die Mittelwerte = SEM, die in drei

voneinander unabhéangigen Versuchen erhoben wurden.

Die Inkubation mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure im Verhaltnis 1:4 wirkte sich bei
neuronalen Zellen im Unterschied zu Myokardzellen in einer unerwarteten Zunahme
der Zellviabilitat aus. Ein Grund fiir diese Beobachtung kdnnte die verbesserte zelluldre

Eisenverfligbarkeit aufgrund der Beladung der Zellen mit Eisen sein.

Die Viabilitat der mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure inkubierten Neuronen stieg um 15%

an.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.3.1.2. Einfluss der Inkubation mit Ammoniumeisen(lll)-Zitrat (FAC) auf die

Viabilitdt von Myokardzellen und neuronalen Zellen

Um den Einfluss einer Inkubation mit Ammoniumeisen(lll)-Zitrat auf myokardiale und
neuronale Zellen zu zeigen, wurde dieses Experiment im Vergleich mit unbehandelten

Kontrollzellen durchgefiihrt.

Dafir wurden differenzierte Zellen mit Ammoniumeisen(lll)-Zitrat 24 Stunden

inkubiert und eine Veranderung der Viabilitat im Vergleich zur Kontrolle ermittelt.
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Abbildung 21: Einfluss der Inkubation mit Ammoniumeisen(lll)-Zitrat auf die
Viabilitat von myokardialen Zellen

Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, vollstdndig differenzierten myokardialen Zellen wurden in
komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%
Gentamycin) mit Ammoniumeisen(lll)-Zitrat in einer Konzentration von 100 uM Eisen bei 37°C und
5%iger CO,-Atmosphare 24 Stunden inkubiert. Weitere Legende siehe Abbildung 19. Gezeigt sind die
einzelnen Messwerte (n=11 und 43) sowie die Mittelwerte = SEM, die in drei voneinander unabhangigen

Versuchen erhoben wurden.

Die Inkubation von Myokardzellen mit Ammoniumeisen(lll)-Zitrat resultiert in einer
leicht verbesserten Viabilitdit im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Die

Steigerung betragt im Durchschnitt 4%.

Wiederum konnte ein Grund fir die verbesserte Viabilitat die erhohte zellulare

Eisenverflgbarkeit aufgrund der Beladung der Zellen mit Eisen sein.
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Abbildung 22: Einfluss der Inkubation mit Ammoniumeisen(lll)-Zitrat auf die
Viabilitdt von Neuronen
Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, vollstindig differenzierten Neuronen wurden in komplettiertem

Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1% Gentamycin) mit
Ammoniumeisen(lll)-Zitrat in einer Konzentration von 100 uM Eisen bei 37°C und 5%iger CO,-
Atmosphare 24 Stunden inkubiert. Weitere Legende siehe Abbildung 19. Gezeigt sind die einzelnen
Messwerte (n=14 und 24) sowie die Mittelwerte + SEM, die in drei voneinander unabhangigen

Versuchen erhoben wurden.

Im Unterschied zur Inkubation von myokardialen Zellen resultiert die Inkubation mit
Ammoniumeisen(lll)-Zitrat bei Neuronen in keinem zu beobachtenden Effekt auf die

Viabilitat im Vergleich zu nicht behandelten Kontrollzellen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.3.1.3. Einfluss der Inkubation mit Eisen(lll)-Zitrat in unterschiedlichen molaren

Verhdéltnissen von Eisen zu Zitrat auf die Viabilitdt von Myokardzellen und

neuronalen Zellen

Mit diesem Versuch soll gezeigt werden, wie sich die Inkubation mit Eisen(lll)-Zitrat-
Komplexen in verschiedenen molaren Verhadltnissen auf die Viabilitat von

Myokardzellen und Neuronen im Vergleich zu Kontrollzellen auswirkt.

Die Zellen wurden mit Eisen(lll)-Zitrat in verschiedenen molaren Verhaltnissen von
Eisen zu Zitrat 24 Stunden inkubiert. Die Viabilitat der Zellen wurde mit Hilfe eines

MTT-Tests ermittelt.
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Abbildung 23: Einfluss der Inkubation mit 100 uM Eisen(lll)-Zitrat in
unterschiedlichen molaren Verhiltnissen auf die Viabilitdit von Myokardzellen

Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, zu Myokardzellen differenzierten P19-Zellen wurden in
komplettiertem Nahrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%
Gentamycin) mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in einer Konzentration von 100 uM Eisen in den molaren
Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5, 1:4, 1:10, 1:20 und 1:50 bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphére 24
Stunden inkubiert. Die jeweiligen Komplexe wurden vor der Inkubation immer frisch aus den sterilen
Stammldsungen Tri-Natriumzitrat-Dihydrat (100 mM) und Eisen(lll)-Chlorid (100 mM) hergestellt.
Weitere Legende siehe Abbildung 19.Gezeigt sind die einzelnen Messwerte (n=9-18) sowie die

Mittelwerte £ SEM, die in drei voneinander unabhangigen Versuchen erhoben wurden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 23 zeigt sehr deutlich, dass die Viabilitdt der Myokardzellen, welche mit
Eisen(lll)-Zitrat 24 Stunden inkubiert wurden, im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle bei steigendem Verhaltnis von Zitrat zu Eisen bei einer fixen
Eisenkonzentration geringer wird. Demzufolge ist der stdrkste Effekt —also die
geringste Viabilitdt- bei einem Verhaltnis von Eisen zu Zitrat von 1:50 zu beobachten,

der Unterschied zu den Kontrollzellen betragt hier 15%.

Nachdem bei der Proteinbestimmung von Zelllysaten ausdifferenzierter Zellen keine
signifikanten Unterschiede in der Proteinmenge festgestellt wurden und daher die
weitere Zellproliferation nach Ausdifferenzierung der Zellen ausgeschlossen werden
kann (siehe Abbildung 18), konnte der beobachtete Effekt auf die Toxizitat der Eisen-
Zitrat-Komplexe zurlickgefihrt werden und nicht etwa auf eine verringerte zelluldre
Eisenverfigbarkeit durch die Chelatierung des Eisens mittels Zitrat, wodurch es fir
eine weitere Zellproliferation nicht mehr zur Verfligung stehen wiirde. Daher wurde in
weiterer Folge der zelluldre Eisengehalt von differenzierten Myokardzellen und

Neuronen gemessen. (siehe Abbildung 25)
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Abbildung 24: Einfluss der Inkubation mit 100 uM Eisen(lll)-Zitrat in
unterschiedlichen molaren Verhiltnissen auf die Viabilitdt von neuronalen P19-

Zellen
Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, vollstdndig zu Neuronen differenzierten P19-Zellen wurden in

komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%

Gentamycin) mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in einer Konzentration von 100 puM Eisen in den

Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5, 1:4, 1:10, 1:20 und 1:50 bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphére 24
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4. Ergebnisse und Diskussion

Stunden inkubiert. Weitere Legende siehe Abbildung 23. Gezeigt sind die einzelnen Messwerte (n=8-16)

sowie die Mittelwerte + SEM, die in drei voneinander unabhangigen Versuchen erhoben wurden.

Ebenso wie bei der Inkubation von Myokardzellen zeigt sich auch in Abbildung 24, dass
die Inkubation von neuronalen Zellen mit Eisen(lll)-Zitrat die Viabilitdt der Zellen umso

mehr verringert, je hoher der Gehalt an Zitrat in den Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen ist.

Der starkste Effekt wird dementsprechend wiederum bei dem Verhaltnis Eisen zu Zitrat
von 1:50 beobachtet, hier ist die Viabilitit der Neuronen im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle um 30% geringer.

86



4. Ergebnisse und Diskussion

4.3.2. Messung des zellularen Eisengehaltes nach Beladung der Zellen mit
NTBI
Im Gegensatz zu zweiwertigem Eisen, welches stark wasserl6slich ist, ist dreiwertiges
Eisen in Wasser beinahe unl6slich (Loslichkeitsprodukt 10 M). Signifikante
Konzentrationen an in Wasser gelosten, dreiwertigen Eisenspezies konnen nur durch
starke Komplexbildung erreicht werden [CRICHTON, 2001], um eine Prazipitation von
unl6slichem Eisen(lll)-Hydroxid zu vermeiden. [EVANS et al., 2008]

Aus diesem Grund war es notig, eine Komplexierung des dreiwertigen Eisens mit den

Liganden Zitrat bzw. Nitrilotriessigsaure zu forcieren, um dieses in L6sung zu halten.

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei Verhéaltnissen von Eisen zu Zitrat zwischen 1:10
und 1:1000 bei einem pH-Wert von 7,4 die Komplexe stabil sind und keine Prazipitate

beobachtet werden kdonnen.

Einzig bei einem Verhaltnis von Eisen zu Zitrat von 1:1 konnten Prazipitate festgestellt

werden. [EVANS et al., 2008]

Daraus ist zu schlieBen, dass das Verhaltnis 1:1,5 von Eisen zu Zitrat das Niedrigste

darstellt, um die Losung des dreiwertigen Eisens zu sichern.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.3.2.1. Messung des zelluldren Eisengehaltes bei Beladung von Myokardzellen

und Neuronen mit Eisen(lll)-Zitrat, Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdure und

Ammoniumeisen(lll)-Zitrat

Um zu messen, bei welchen molaren Verhéltnissen von Eisen zu Zitrat bzw. ob bei
Inkubation mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure und Ammoniumeisen(lll)-Zitrat die
ausdifferenzierten Zellen imstande sind, Eisen aufzunehmen, wurde dieser Versuch

durchgefihrt.

Die differenzierten Myokardzellen bzw. Neuronen wurden 24 Stunden mit Eisen(lll)-
Zitrat-Komplexen in unterschiedlichen molaren Verhaltnissen von Eisen zu Zitrat bzw.
mit  Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdure und Ammoniumeisen(lll)-Zitrat inkubiert. Die
Messung der Eisenaufnahme erfolgte mit der Ferrozin-Methode, der ermittelte

Eisengehalt wurde mit dem Proteingehalt in Verhaltnis gesetzt.
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Abbildung 25: Zelluldrer Eisengehalt bei Beladung von Myokardzellen mit Eisen(lll)-
Zitrat, Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure und Ammoniumeisen(lll)-Zitrat

Differenzierte myokardiale Zellen wurden in komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1%
Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1% Gentamycin) mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in den
molaren Verhéltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5, 1:4, 1:10, 1:20 und 1:50, mit Eisen(lll)-
Nitrilotriessigsdure im molaren Verhéltnis Eisen zu Nitrilotriessigsdure von 1:4 und mit
Ammoniumeisen(lll)-Zitrat jeweils in den Konzentrationen von 100 uM Eisen bei 37°C und 5%iger CO,-

Atmosphare 24 Stunden inkubiert. Die jeweiligen Komplexe wurden vor der Inkubation immer frisch aus
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sterilen Stammldsungen hergestellt. Flr die Eisen(lll)-Zitrat-Komplexe wurden die Stammlésungen Tri-
Natriumzitrat-Dihydrat (100 mM) und Eisen(lll)-Chlorid (100 mM) herangezogen, fir den Eisen(lll)-
Nitrilotriessigsdure-Komplex wurden die Stammlosungen Eisen(lll)-Chlorid (100 mM) und
Nitrilotriessigsaure (Tritriplex 1) (100 mM) verwendet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden wie im
Teil ,,Material und Methoden” in Kapitel 3.11.1. beschrieben Zelllysate hergestellt. Mit diesen wurden
im Anschluss eine Eisenbestimmung und eine Proteinbestimmung durchgefiihrt. Die einzelnen Balken
zeigen Mittelwerte £ SEM, die in drei voneinander unabhdngigen Versuchen erhoben wurden. Die
Standardabweichungen der Werte der Kontrolle, FeZitrat 1:20 und FeNTA 1:4 sind so gering, dass sie auf
der Graphik nicht zu erkennen sind.

Messwerte wurden in % der Kontrollen angegeben (Kontrolle=100%).

Absolute Mittelwerte [ng Eisen/ug Protein]: Kontrolle: 0,118; Eisen(lll)-Zitrat, 1:1.5: 0,749; Eisen(lll)-
Zitrat, 1:4: 0,379; Eisen(lll)-Zitrat, 1:10: 0,178; Eisen(lll)-Zitrat, 1:20: 0,138; Eisen(lll)-Zitrat, 1:50: 0,125;

Eisen(Ill)-Nitrilotriessigsaure: 0,548, Ammoniumeisen(lll)-Zitrat: 0,070;

Aus Abbildung 25 ist zu entnehmen, dass myokardiale Zellen bei Inkubation mit
Eisen(lll)-Zitrat im molaren Verhdltnis Eisen zu Zitrat von 1:1.5 Eisen aufnehmen
konnen. Hier verneunfachte sich der durchschnittliche Eisengehalt im Vergleich zur
Kontrolle. Bei den restlichen Inkubationsmedien ist im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle kein signifikant erhohter Eisengehalt zu beobachten.
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Abbildung 26: Zelluldrer Eisengehalt bei Beladung von Neuronen mit Eisen(lll)-Zitrat,
Eisen(lll)-Nitrilotriessigsaure und Ammoniumeisen(lll)-Zitrat

Differenzierte neuronale P19-Zellen wurden in komplettiertem Nahrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1%
Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1% Gentamycin) mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in den
molaren Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5, 1:4, 1:10, 1:20 und 1:50, mit Eisen(lll)-
Nitrilotriessigsdure im molaren Verhdltnis Eisen zu Nitrilotriessigsdaure von 1:4 und mit
Ammoniumeisen(lll)-Zitrat jeweils in den Konzentrationen von 100 uM Eisen bei 37°C und 5%iger CO,-
Atmosphare 24 Stunden inkubiert. Weitere Legende siehe Abbildung 25.Die einzelnen Balken zeigen
Mittelwerte £ SEM, die in drei voneinander unabhangigen Versuchen erhoben wurden.

Messwerte wurden in % der Kontrollen angegeben (Kontrolle=100%).

Absolute Mittelwerte [ng Eisen/ug Protein]: Kontrolle: 0,764; Eisen(lll)-Zitrat, 1:1.5: 3,103; Eisen(lll)-
Zitrat, 1:4: 0,825; Eisen(lll)-Zitrat, 1:10: 0,520; Eisen(lll)-Zitrat, 1:20: 0,392; Eisen(lll)-Zitrat, 1:50: 0,737;

Eisen(Ill)-Nitrilotriessigsdure: 0,506; Ammoniumeisen(lll)-Zitrat: 0,064;

Auf Abbildung 26 ist deutlich zu erkennen, dass Neuronen bei Inkubation mit Eisen(lll)-
Zitrat mit den molaren Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5, 1:4 und 1:10 und bei

Inkubation mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdaure (1:4) imstande sind, Eisen aufzunehmen.

Beim Verhaltnis 1:1,5 von Eisen zu Zitrat versechsfachte sich der mittlere zellulare
Eisengehalt, beim Verhaltnis 1:4 ist eine Verdreifachung zu beobachten und beim

Verhaltnis 1:10 ist eine Erhéhung um 50% zu verzeichnen.

Durch die Inkubation mit Eisen(lll)-Nitrilotriessigsdaure konnte eine Steigerung des

zelluldren Eisengehaltes auf das viereinhalbfache beobachtet werden.
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Bei Inkubation der Zellen mit Eisen(lll)-Zitrat mit den molaren Verhaltnissen Eisen zu
Zitrat von 1:20 und 1:50, sowie bei Inkubation mit Ammoniumeisen(lIl)-Zitrat kann im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen kein signifikant erhohter Eisengehalt

beobachtet werden.
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4.3.2.2. Abhangigkeit des zelluldren Eisengehaltes von der Zitratkonzentration

bei Inkubation von differenzierten Myokardzellen und Neuronen mit Eisen(ll1)-

Zitrat
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Abbildung 27: Abhédngigkeit des zellularen Eisengehaltes von der Zitratkonzentration
bei Inkubation von Myokardzellen mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen
Differenzierte P19-Myokardzellen wurden in komplettiertem Nahrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1%

Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1% Gentamycin) mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in einer
Konzentration von 100 uM Eisen in den molaren Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5, 1:4, 1:10, 1:20
und 1:50 bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphare 24 Stunden inkubiert. Die jeweiligen Komplexe wurden
vor der Inkubation immer frisch aus den sterilen Stammldsungen Tri-Natriumzitrat-Dihydrat (100 mM)
und Eisen(Ill)-Chlorid (100 mM) hergestellt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden wie im Teil
,Material und Methoden” in Kapitel 3.11.1. beschrieben Zelllysate hergestellt. Mit diesen wurde im
Anschluss eine Eisenbestimmung und Proteinbestimmung durchgefiihrt. Gezeigt sind die Mittelwerte +
SEM, die in drei voneinander unabhangigen Versuchen erhoben wurden. Die Standardabweichungen
der Proben, welche mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in molaren Verhaltnissen von 1:20 bzw. 1:50

inkubiert wurden, sind so gering, dass die auf der Graphik nicht zu erkennen sind.

Wie aus Abbildung 27 abzulesen, nehmen differenzierte P19-Myokardzellen bei der
Inkubation mit dem Eisen(lll)-Zitrat-Komplex bei einem molaren Verhaltnis von Eisen
zu Zitrat von 1:1,5 im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen Eisen auf. Bei den

Verhaltnissen von 1:4, 1:10, 1:20 und 1:50 ist kein solcher Effekt zu beobachten.
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Abbildung 28: Abhédngigkeit des zellularen Eisengehaltes von der Zitratkonzentration
bei Inkubation von neuronalen P19-Zellen mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen

Differenzierte neuronale P19-Zellen wurden in komplettiertem Nahrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1%
Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1% Gentamycin) mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen der
Konzentration von 100 uM Eisen in den molaren Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5, 1:4, 1:10, 1:20
und 1:50 bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphdre fiir 24 Stunden inkubiert. Weitere Legende siehe
Abbildung 27. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM, die in drei voneinander unabhangigen Versuchen
erhoben wurden. Die Standardabweichungen der Proben, welche mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in den
molaren Verhaltnissen von 1:4, 1:10, 1:20 und 1:50 inkubiert wurden, sind so gering, dass die auf der

Graphik nicht zu erkennen sind.

Bei neuronalen P19-Zellen ergibt sich ein dhnliches Bild zu dem der Myokardzellen. Die
zelluldre Eisenaufnahme ist bei Inkubation mit dem Eisen(lll)-Zitrat-Komplex bei einem
molaren Verhaltnis von Eisen zu Zitrat von 1:1,5 (dies entspricht 150 uM Zitrat) im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen am starksten zu beobachten, auch bei einem
Verhaltnis von Eisen zu Zitrat von 1:4 und 1:10 sind Neuronen noch in der Lage, Eisen
aufzunehmen. Bei den molaren Verhdltnissen von 1:20 und 1:50 ist keine

Eisenaufnahme zu beobachten.

Dies wird vermutlich durch die starke Chelatierung des Eisens durch Zitrat bedingt,

wodurch es fir die zellulare Aufnahme nicht mehr zur Verfligung steht.
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4.3.3. Bestimmung von redox-aktivem Eisen in den jeweiligen Inkubations-

medien
Da beobachtet wurde, dass die toxische Wirkung von Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in
hoheren molaren Verhaltnissen von Eisen zu Zitrat auf Myokardzellen sowie auf
Neuronen unerwarteterweise zunimmt, obwohl sich der zelluldre Eisengehalt bei
Inkubation nur bei niedrigen molaren Verhaltnissen erhdht, wurde der Gehalt an
redox-aktivem Eisen in den Inkubationsmedien untersucht, da die einzelnen Komplexe
theoretisch unterschiedliche Mengen an redox-aktivem Eisen enthalten kénnen.

Die Messung erfolgte mit 2,7'-Dichlorodihydrofluorescein (DCDHF).
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Abbildung 29: Bestimmung von redox-aktivem Eisen in den jeweiligen
Inkubationsmedien durch die Messung mit 2‘,7'-Dichlorodihydrofluorescein (DCDHF)
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Komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%
Gentamycin) wurden Eisen(lll)-Zitrat-Komplexe in den molaren Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5,
1:4, 1:10, 1:20 und 1:50 in den Konzentrationen von 100 uM Eisen (Komplexe wurden aus den sterilen
Stammlosungen Tri-Natriumzitrat-Dihydrat (100 mM) und Eisen(lll)-Chlorid (100 mM) hergestellt),
Eisen(Ill)-Nitrilotriessigsdure im molaren Verhaltnis 1:4 in einer Konzentration von 100 uM Eisen
(Komplex wurde aus den sterilen Stammldsungen Eisen(lll)-Chlorid (100 mM) und Nitrilotriessigsaure
(Tritriplex 1) (100 mM) gebildet) und Ammoniumeisen(lll)-Zitrat in einer Konzentration von 100 uM Eisen
zugesetzt. Die Messung erfolgte mit 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescein wie im Teil ,Material und
Methoden” im Kapitel 3.15. beschrieben. Gezeigt sind Mittelwerte = SEM von zwei unabhdngigen

Versuchen, welche im Doppelansatz durchgefiihrt wurden.

In Abbildung 29 ist klar zu erkennen, dass der Anteil an redox-aktivem Eisen in den
Inkubationsmedien, welchen Eisen(lll)-Zitrat zugesetzt wurde, mit dem steigenden
molaren Verhdltnis von Eisen zu Zitrat sinkt. Eine Erklarung hierfliir bietet die

Chelatierung von Eisen mittels Zitrat, wodurch es nicht mehr redox-aktiv agieren kann.

Obwohl, wie aus den Abbildungen 23 und 24 hervorgeht, die Viabilitdt sowohl von
Myokardzellen als auch von Neuronen bei der Inkubation mit Eisen(lll)-Zitrat bei einem
molaren Verhaltnis Eisen zu Zitrat von 1:50 am geringsten im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle ist, scheint dies mit dem Gehalt an redox-aktivem Eisen des

Inkubationsmediums nicht in Zusammenhang zu stehen.

Das Inkubationsmedium, welchem Eisen(lIl)-Nitrilotriessigsdure zugesetzt wurde, weist

den hochsten Anteil an redox-aktivem Eisen auf.

Der Anteil an redox-aktivem Eisen im Inkubationsmedium, welchem Ammonium-
eisen(lll)-Zitrat zugesetzt wurde, befindet sich im negativen Bereich. Eine Erklarung
hierfir ist, dass durch die Anwendung von verschiedenen Methoden der Chelatierung,
jeweils mit spezifischen Radikalfangern und Blockern, das Resultat einer Messung
verandert sein kann, da diese jeweils ihre eigenen, chemischen Eigenschaften
aufweisen. [BREUER, HERSHKO et al., 2000]

Somit kdnnte Ammoniumeisen(lll)-Zitrat mit der angewandten Methode nicht erfasst

worden sein.
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4.3.5. Bestimmung der Abhangigkeit der Viabilitdt von der Zitratkonzentration

4.3.5.1. Bestimmung der Abhangigkeit der Viabilitat von der Zitratkonzentration

bei Inkubation von Myokardzellen und Neuronen mit Eisen(lll)-Zitrat

90+ ke

Viabilitat
(% der Kontrolle)

0 2000 4000 6000
Zitrat (UM)

Abbildung 30: Bestimmung der Abhangigkeit der Viabilitat von der
Zitratkonzentration bei Inkubation von Myokardzellen mit 100 uM Eisen(lll)-Zitrat

Legende siehe Abbildung 23. Gezeigt sind die Mittelwerte = SEM, die in drei voneinander unabhangigen
Versuchen erhoben wurden. (n=9-18). Die Standardabweichungen der Mittelwerte sind so gering, dass

sie in der Graphik nicht zu erkennen sind.

In Abbildung 30 ist zu erkennen, dass die Viabilitdat von differenzierten Myokardzellen,
welche mit 100 uM Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in unterschiedlichen molaren
Verhaltnissen von Eisen zu Zitrat inkubiert wurden, im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen mit steigendem Anteil am Zitrat abnimmt. Somit ist der starkste Effekt

bei der hochsten Zitratkonzentration zu erkennen.

Bei den hochsten molaren Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:20 und 1:50 liegt die

Viabilitdt im Mittel 15% unter der der Kontrolle.
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Abbildung 31: Bestimmung der Abhdngigkeit der Viabilitdt von der
Zitratkonzentration bei Inkubation von Neuronen mit 100 uM Eisen(lll)-Zitrat

Legende siehe Abbildung 24. Gezeigt sind die Mittelwerte = SEM, die in drei voneinander unabhangigen

Versuchen erhoben wurden. (n=8-16).

Bei differenzierten neuronalen P19-Zellen ist der gleiche Trend entsprechend dem der
myokardialen Zellen zu erkennen: mit steigendem Anteil an Zitrat in den Eisen(lll)-
Zitrat-Komplexen sinkt die Viabilitat im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen.

Der hochste Effekt ist wiederum beim molaren Verhaltnis von 1:50 von Eisen zu Zitrat
erkennbar, durchschnittlich sinkt die Viabilitdt hier um 30% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Dies entspricht einem Wert, der doppelt so hoch ist, wie
beim analogen Versuch mit myokardialen Zellen. (siehe Abbildung 30) Daraus kann
somit geschlossen werden, dass Neuronen auf die Inkubation mit 100 uM Eisen(lll)-
Zitrat im Vergleich zu Myokardzellen auf hohe Zitratkonzentrationen im Komplex

empfindlicher reagieren.
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4.3.5.2. Bestimmung der Abhdngigkeit der Viabilitdt von der Zitratkonzentration bei

Inkubation von Myokardzellen und Neuronen mit Zitrat

Die regionale Verabreichung von Zitrat zur Antikoagulation wahrend Hamodialysen
bringt einen sehr guten antithrombotischen Effekt mit sich, welcher auf den
extrakorporalen Kreislauf beschrankt ist. [MORITA et al., 1961]

Bei Standardtherapien mit Verwendung von Tri-Natrium-Zitrat als Antikoagulans
werden 4% (0,136 mol/L) in die Arterie als Infusion verabreicht. Am Ende einer
verabreichten Infusion liegt die Zitratkonzentration im Serum bei etwa 400 umol/L.

[BUTUROVIC et al., 2008]

Die physiologische Zitratkonzentration im Blut liegt bei etwa 135 uM, aufgrund der
Abgabe von Zitrat aus den Astrozyten ist die Konzentration an Zitrat in der
zerebrospinalen Flissigkeit mit etwa 400 uM hoher als die des Blutes. [WESTERGAARD
et al., 1994]

Um den Effekt einer Inkubation von Myokardzellen und Neuronen mit Zitrat alleine in
unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur Inkubation mit 100 uM Eisen(lll)-
Zitrat-Komplexen mit unterschiedlichen molaren Verhaltnissen von Eisen zu Zitrat zu
ermitteln, wurde der folgende Versuch durchgefiihrt: Differenzierte Myokardzellen
und Neuronen wurden mit Kulturmedium, welchem unterschiedliche Konzentrationen
an Zitrat zugesetzt wurden, 24 Stunden inkubiert. Die pH-Werte der
Inkubationsmedien lagen zwischen 7,2 und 7,3.

Im Anschluss wurde ein MTT-Test durchgefihrt.
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Abbildung 32: Bestimmung der Abhdngigkeit der Viabilitdit von Myokardzellen von
der Zitratkonzentration

Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, vollstandig differenzierten Myokardzellen wurden in
komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%
Gentamycin) mit 150 uM, 400 uM, 1000 uM, 2000 uM und 5000 uM Zitrat bei 37°C und 5%iger CO,-
Atmosphare 24 Stunden inkubiert. Die Herstellung des Inkubationsmediums erfolgte mit der sterilen
Stammlosung Tri-Natriumzitrat-Dihydrat (100 mM). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde ein MTT-
Test durchgefiihrt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM, die in drei voneinander unabhangigen

Versuchen erhoben wurden. (n=13-19).

Auf Abbildung 32 ist zu erkennen, dass die Viabilitdt von Myokardzellen, die mit Zitrat
in den Konzentrationen 2000 puM und 5000 pM inkubiert wurden, im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen signifikant sinkt.

Es handelt sich hierbei um eine durchschnittliche Senkung von etwa 7% im Vergleich

zur Kontrolle.

Vergleicht man nun dieses Ergebnis mit dem der Inkubation von Myokardzellen mit
100 uM Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in unterschiedlichen molaren Verhéltnissen von
Eisen zu Zitrat, ist die Viabilitat bei Inkubation mit Zitrat alleine weniger gesunken als
bei Inkubation mit Eisen(lll)-Zitrat mit den entsprechenden Zitratkonzentrationen.

(Viabilitatssenkung hier durchschnittlich 15%) (Vergleich Abbildung 30).

Somit scheint die Kombination aus Eisen mit Zitrat die Toxizitat des Zitrats zu erhéhen.
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Abbildung 33: Bestimmung der Abhdngigkeit der Viabilitdat von der
Zitratkonzentration bei Inkubation von Neuronen mit Zitrat

Die in 96-Well-Platten ausgesetzten, vollstdndig zu Neuronen differenzierten P19-Zellen wurden in
komplettiertem Ndhrmedium (7,5% CS; 2,5% FCS; 1% Glutamin; 1% non essential amino acids; 0,1%
Gentamycin) mit Zitrat in unterschiedlichen Konzentrationen (150 uM, 400 uM, 1000 uM, 2000 uM und
5000 uM) bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphare fiir 24 Stunden inkubiert. Weitere Legende siehe
Abbildung 32. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM, die in drei voneinander unabhangigen Versuchen

erhoben wurden. (n=10-16).

Abbildung 33 zeigt, dass Neuronen schon bei niedrigen Konzentrationen an Zitrat
signifikante Erniedrigungen der Viabilitdt aufweisen. Auch hier — wie bei myokardialen
Zellen — ist der starkste Effekt bei einer Zitratkonzentration von 5000 uM zu
beobachten, die Viabilitat sinkt hier im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um 20%.
Im Vergleich zu den Myokardzellen reagieren Neuronen auf die Inkubation mit Zitrat
deutlich empfindlicher.

Wird nun wiederum ein Vergleich mit dem Ergebnis der Inkubation mit 100 uM
Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen bei unterschiedlichen molaren Verhaltnissen von Eisen zu
Zitrat angestellt, ist die Viabilitat bei Inkubation mit Zitrat alleine — entsprechend dem
Ergebnis der Inkubation von Myokardzellen - weniger gesunken als bei Inkubation mit
100 uM  Eisen(lll)-Zitrat mit den entsprechenden Zitratkonzentrationen.
(Viabilitatssenkung hier um 30%) (Vergleich Abbildung 31). Auch bei neuronalen Zellen

scheint der Komplex aus Eisen(lll)-Zitrat die Toxizitdt des Zitrats zu erhéhen.
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4.3.5. Bestimmung der Korrelation der Viabilitit mit dem zelluldren
Eisengehalt bei Inkubation von Myokardzellen und Neuronen mit Eisen(lll)-

Zitrat
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Abbildung 34: Bestimmung der Korrelation der Viabilitat mit dem zelluldren
Eisengehalt bei Inkubation von Myokardzellen mit Eisen(lll)-Zitrat

Legende siehe Abbildung 23 und Abbildung 27.

Wie Abbildung 34 zu entnehmen, besteht zwischen dem zelluldren Eisengehalt und der
mittleren  Viabilitdt von Myokardzellen, welche mit Eisen(lll)-Zitrat mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Zitrat und gleichbleibender Konzentration an
Eisen inkubiert wurden, keine Korrelation. Die Toxizitat der Eisen(lll)-Zitrat-Komplexe —
wie aus Abbildung 23 zu entnehmen — ist somit auf den Komplex des Eisens mit Zitrat

zurlickzufiihren.
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Abbildung 35: Bestimmung der Korrelation der Viabilitat mit dem zelluldren

Eisengehalt bei Inkubation von Neuronen mit Eisen(lll)-Zitrat

Legende siehe Abb. 24 und Abb. 28.

Wie auf Abbildung 35 zu erkennen, besteht auch bei neuronalen Zellen, welche mit
100 pM Eisen(lll)-Zitrat mit unterschiedlichen Konzentrationen an Zitrat und
gleichbleibender Konzentration an Eisen inkubiert wurden, zwischen dem zellularen

Eisengehalt und der mittleren Viabilitat keine Korrelation.

Die Toxizitat der Eisen(lll)-Zitrat-Komplexe - wie aus Abbildung 24 zu entnehmen - ist

somit auf den Komplex des Eisens mit Zitrat zuriickzufiihren.
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5. Schlussbetrachtung

Nicht-Transferrin gebundenes Eisen ist generell eine pathologische Manifestation und
kommt in gesunden Individuen nicht vor. Durch jeden Zustand oder jede Behandlung
jedoch, in der (iber kiirzere oder lingere Zeit ein Uberschuss an Eisen besteht, kann es
im Grunde zur Entstehung von NTBI kommen. Dieses kann fortschreitend lber lange
Zeitrdume als Ergebnis von wiederholten Transfusionen (hamolytische Andmie) oder
Hyperabsorption aus der Nahrung (Hdmochromatose) akkumulieren. [BREUER et al.,
2000] Empfindlich gegeniiber nicht-Transferrin gebundenem Eisen (non-transferrin
bound iron, NTBI) sind im Besonderen myokardiale und neuronale Gewebe. [OUDIT et

al., 2003]

Durch die Bindung des Eisens an Transferrin, wie Eisen unter physiologisch normalen
Umstanden im Koérper vorkommt, wird eine Beteiligung an Redoxreaktionen, bei denen
es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies kommen kann, verhindert. [MCKIE et

al., 2000], [CRICHTON et al., 2008]

Durch die Anwesenheit von NTBI wird die Bildung von freien Hydroxylradikalen
gefordert und die Peroxidation von Membranlipiden beschleunigt, was somit zu

oxidativen Schaden fiihrt. [GUTTERIDGE et al., 1985]

Méoglicherweise konnte ein UbermaR an Eisen in Form von NTBI in Zellen
aufgenommen und in Lysosomen mobilisiert werden und dadurch schlussendlich eine
zelluldre Eisenliberladung bedingen. Daher kénnte NTBI — obwohl es bisher nicht direkt
als Gesundheitsrisiko erkannt wurde — toxisches Potential haben, weshalb das

Auftreten von NTBI im Plasma nicht ignoriert werden darf. [BREUER et al., 2000]

Trotz der wichtigen Rolle des Eisens in pathophysiologischen Zustanden wie
Eisenlberladung ist wenig Uber den chemischen Aufbau von NTBI bekannt, das in
schneller und weniger schnell chelatierbaren Formen im Plasma zu bestehen scheint.

[BREUER et al., 2000]
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Die heterogene Natur des NTBI macht es schwierig, die chemische Reaktivitat
vorherzusagen. Es muss beachtet werden, dass die Aufnahme von NTBI in Zellen, im
Gegensatz zur rezeptorvermittelten Aufnahme von Transferrin-gebundenem Eisen,

kein Feedback regulierter Prozess ist. [KAPLAN et al., 1991], [KLAUSNER et al., 1993]

Uber die chemische Natur des NTBI wird spekuliert, dass es aus einer heterogenen
Mixtur von Komplexen besteht, deren Zusammensetzung mit dem Grad und dem
Typus der Eiseniberladung variiert. Die Loslichkeit des Eisenions Fe** in
physiologischen Salzldsungen ist extrem gering; sofern also nicht Liganden vorhanden
sind, die in der Lage sind, multiple Bindungsstellen fiir eine stabile Bindung zu bilden,
werden unlosliche, polynukledre Aggregate mit Chloriden und Oxiden gebildet.

[GROOTVELD et al., 1989]

Eine Reihe an solch potentiellen Liganden, die Eisen binden kdnnen, sind im Plasma
verfligbar, einer dieser Liganden ist Zitrat in Konzentrationen zwischen 60 und 140 uM.

[LENTNER, 1984]

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei molaren Verhaltnissen von Eisen zu Zitrat
zwischen 1:10 und 1:1000 bei einem pH-Wert von 7,4 die entstehenden Komplexe

stabil sind und keine Prazipitationen beobachtet werden kdnnen.

Einzig bei einem molaren Verhaltnis von Eisen zu Zitrat von 1:1 konnten Prazipitate

festgestellt werden. [EVANS et al., 2008]

In dieser Arbeit wurde aus diesen Griinden der Effekt von Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen
mit unterschiedlichen molaren Verhialtnissen von Eisen zu Zitrat (1:1,5; 1:4; 1:10; 1:20
und 1:50) auf ein Modell von myokardialen und neuronalen Zellen getestet. Dafir
wurden murine, embryonale P19-Karzinomstammzellen verwendet, die mittels
Dimethylsulfoxid zu Myokardzellen und mit Retinsdure zu Neuronen differenziert

wurden.

Die Ergebnisse der Experimente zeigten, dass die Viabilitdit beider Zellarten in

Gegenwart von Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen mit hohen Zitratkonzentrationen abnimmt
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und dass neuronale Zellen empfindlicher als myokardiale Zellen reagieren. Diese
Beobachtung war von der Eisenaufnahme oder der Anwesenheit von redox-aktivem

Eisen in den Komplexen unabhangig.

Auch die Inkubation der Zellen mit Zitrat alleine reduzierte deren Viabilitat, jedoch in

einem geringeren AusmaR.
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6. Zusammenfassung

Empfindlich gegeniber nicht-Transferrin gebundenem Eisen (non-transferrin bound
iron, NTBI) sind im Besonderen myokardiale und neuronale Gewebe. [OUDIT et al.,
2003] Die chemische Natur des NTBI ist bislang nicht geklart, spekuliert wird seine
Existenz als heterogene Gruppe bestehend aus Eisenkomplexen mit dem potentiellen
Liganden Zitrat [LENTNER, 1984], jedoch ist das chemische Verhaltnis von Eisen zu

Zitrat noch unbekannt.

Das Ziel dieser in vitro Studie war es, den Effekt von chemisch definierten Eisen(lll)-
Zitrat-Komplexen auf myokardiale und neuronale Zellen zu erforschen.

Dafir wurden murine, embryonale P19-Karzinomstammzellen mit Hilfe von
Dimethylsulfoxid bzw. Retinsdure zu Myokardzellen und zu Neuronen differenziert und
mit Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen in den molaren Verhaltnissen Eisen zu Zitrat von 1:1.5,
1:4, 1:10, 1:20 und 1:50 fiur 24 Stunden inkubiert. Die Viabilitdt der Zellen wurde
mittels MTT-Assay ermittelt, der zelluldre Eisengehalt wurde mit Hilfe einer auf
Ferrozin basierenden Methode quantifiziert und zum gemessenen Proteingehalt
normalisiert. Redox-aktives Eisen in den Inkubationsmedien wurde mittels
Dichlorodihydrofluorescein gemessen und die Oxidation der Proben durch einen

Uberschuss eines Eisenchelators (L1) korrigiert.

Nach der Inkubation mit verschiedenen Eisen(l11)-Zitrat-Komplexen fiir 24 Stunden war
die Viabilitat der myokardialen Zellen und in einem hoheren Ausmal® auch die der
Neuronen signifikant mit steigenden Zitratkonzentrationen vermindert. Die
Myokardzellen waren nur beim molaren Verhaltnis Eisen zu Zitrat von 1:1,5 imstande,
Eisen aufzunehmen, die Eisenaufnahme der Neuronen erfolgte bei den molaren
Verhaltnissen 1:1.5, 1:4 und 1:10. Die Inkubation mit Zitrat alleine reduzierte ebenso
die Viabilitat beider Zellarten, jedoch in einem geringeren Ausmal. Zwischen dem
zelluldren Eisengehalt und der Zellviabilitdt nach Inkubation mit den Eisen(lll)-Zitrat-
Komplexen konnte keine Korrelation festgestellt werden. Der Gehalt an redox-aktivem

Eisen in den Inkubationsmedien war bei geringen molaren Verhaltnissen von Eisen zu
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Zitrat hoher und es kann somit ausgeschlossen werden, das redox-aktives Eisen fir den
beobachteten toxischen Effekt von Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen, welche mit hohen

Zitratkonzentrationen gebildet wurden, verantwortlich ist.

Mit den Ergebnissen der Studie konnte gezeigt werden, dass neuronale Zellen
gegeniber Eisen(lll)-Zitrat-Komplexen mit hohen Zitratkonzentrationen empfindlicher
reagieren als myokardiale Zellen und das dies von der Eisenaufnahme oder der

Anwesenheit von redox-aktivem Eisen in den Komplexen unabhangig ist.
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7. Summary

Cardiac and neuronal tissues are particularly sensitive to non-transferrin bound iron
(NTBI). [OUDIT et al., 2003] The chemical nature of NTBI is unknown, speculated is its
existence as a heterogenic group of iron complexes with a potential ligand being

citrate, [LENTNER, 1984] but of undefined chemical ratio.

The aim of this in vitro study was to investigate the effect of chemically defined ferric-
citrate complexes on myocardial and neuronal cells.

Therefore P19 mouse embryo carcinoma stem cells were differentiated with
dimethylsulfoxide respectively retinoic acid into myocardial and neuronal cells and
incubated with ferric-citrate complexes at molar ratios of iron to citrate of 1:1.5, 1:4,
1:10, 1:20 and 1:50 for 24 hours. The viability of the cells was assayed by MTT-assay;
the cellular iron content was quantified by a Ferrozin based method and normalized to
the protein content. Redox-active iron in the incubation media was detected with an
assay using dichlorodihydrofluorescein and corrected for oxidation of the probe in the
presence of a surplus of an iron chelator (L1).

Following incubation with various complexes of ferric-citrate for 24 hours, viability of
myocardial and to a higher extent of neuronal cells was significantly decreased at
higher concentrations of citrate in the complex. Myocardial cells were able to
incorporate iron only at a molar ratio of iron to citrate of 1:1.5, neurons incorporated
iron at ratios of 1:1.5, 1:4 and 1:10; Incubation with citrate alone reduced viability of
both cell types as well, but to a lower extent.

No correlation was found between cellular iron content and cell viability following
incubation with any ferric-citrate complex. Redox-active iron in the incubation media
was higher at lower molar rations of iron to citrate and it can therefore be excluded to
be responsible for the toxic effects observed with ferric-citrate complexes formed with
high citrate concentrations.

The findings of the study demonstrate that neuronal cells are more sensitive to ferric-
citrate complexes with higher citrate content than myocardial cells and that it is
independent from iron loading of the cells or the presence of redox-active iron in the

complexes.
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