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1 Abkiirzungen und Nomenklatur

Alle Abklrzungen, die flr das Journal of Neurochemistry als bekannt vorausgesetzt

werden (siehe Internetseite ,blackwellpublishing.com), sind in der folgenden Liste

nicht aufgefthrt.

o anti

AA/BA Acrylamid/Bisacrylamid

AAS Atomabsorptionsspektrometrie

Abb. Abbildung

AD Alzheimersche Erkrankung (engl.: Alzheimer’s disease)

AIDS erworbenes Immundefiziensyndrom (engl.: Acquired
Immune deficiency syndrome)

al. andere (lateinisch: alii)

AP Alkalische Phosphatase

APK(s) astrogliareiche Primarkultur(en)

APS Ammoniumperoxodisulfat

3AT 3-Amino-1,2,4-triazol

BCIP 5-Brom-4-chlor-indolylphosphat

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)

BSO Buthioninsulfoximin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cDNA(s) komlementare Desoxyribonucleinsaure(n) (engl.: complementary
deoxyribonucleic acid)

CHX Cycloheximid

CP Ceruloplasmin

D spezifische Entgiftungsgeschwindigkeitskonstante

d Tag(e) (lateinisch: dies)

DAB 3,3 -Diaminobenzidin

DAPI 4’ 6-Diamino-2-phenylindol

Dcytb duodenales Cytochrom b

DFX Deferoxamin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMT1 divalenter Metallionentransporter 1

dNTPs Desoxyribonucleosidtriphosphate
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DRH123
engl.
FAC
Fe-S
FCS
FITC
GalC
GFAP
GPI
GPx
GPx(1)
GPx1(-/-)
GR
GSx
Hrsg.
IgG

IPS
IRE(s)
IRP(s)
Ka

KPi
LDH
MBP
MRNA(s)
MS
MSK(s)
NBT
NPK(s)
n.s.
OSK(s)
PBS

PFA
RH123
RSS

Dihydrorhodamin 123

englisch

Eisenammoniumcitrat (engl.: ferric ammonium citrate)
Eisen-Schwefel

fotales Kalberserum (engl.: fetal calf serum)
Fluoresceinisothiocyanat

Galactocerebrosid

gliales fibrillares saures Protein (engl.: glial fibrillary acidic protein)
Glycosyl-Phosphatidylinositol

Glutathionperoxidase(n)

Glutathionperoxidase 1

Glutathionperoxidase 1-defizient

Glutathionreductase

Gesamtglutathion (Menge an GSH + 2 x Menge an GSSG)
Herausgeber

Immunglobulin G

idiopathisches Parkinsonsyndrom

engl.: iron responsive element(s)

engl.: iron regulatory protein(s)

Bindungskonstante

Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 7.4)
Lactatdehydrogenase

basisches Myelinprotein (engl.: myelin basic protein)
Botenribonucleinsaure (engl.: messenger ribonucleic acid)
multiple Sklerose

microgliareiche Sekundarkultur(en)
Nitroblautetrazoliumchlorid

neuronenreiche Primarkultur(en)

nicht signifikant

oligodendrogliareiche Sekundarkultur(en)

phosphatgepufferte physiologische Kochsalzldsung (engl.: phosphate
buffered saline)

Paraformaldehyd
Rhodamin 123

reaktive Sauerstoffspezies
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Rt Raumtemperatur

SD Standardabweichung (engl.: standard deviation)
SDS Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl! sulfate)
SSS Sulfosalicylsaure

TAE Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat-Puffer
TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

Tf Transferrin

TfR Transferrinrezeptor

Upm Umdrehungen pro Minute

UTR untranslatierter Bereich (engl.: untranslated region)
viv Volumen/Volumen (engl.: volume per volume)

wiv Gewicht/Volumen (engl.: weight per volume)

z.B. zum Beispiel

Zur Unterscheidung von neuralen Zellen in Kultur und im Gehirn werden Zellen in
Kultur als Astrogliazellen, Microgliazellen oder Oligodendrogliazellen bezeichnet.
Sind die entsprechenden Zellen in vivo gemeint, werden sie als Astrocyten, Microglia

bzw. Oligodendrocyten bezeichnet.

Mit dem Begriff ,Eisen“ werden in der vorliegenden Arbeit Eisenkomplexe oder
Eisenionen bezeichnet. Eisenkomplexe von zweiwertigem Eisen sind als Eisen(ll),

Komplexe von dreiwertigem Eisen als Eisen(lll) gekennzeichnet.

Soweit sinnvoll und vorhanden sind in dieser Arbeit deutsche Fachbegriffe verwendet
worden. Sofern keine deutschen Fachbegriffe genutzt werden konnten oder deutsche
Begriffe keine eindeutige Bezeichnung darstellten, wurden englische Fachbegriffe
verwendet. Diese sind, ebenso wie alle anderen Begriffe aus Fremdsprachen, kursiv

geschrieben.
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2 Einleitung
2.1 Neurale Zellen

2.1.1 Das Gehirn und seine Zellen

Das Gehirn des Menschen und der hdoheren Saugetiere ist ein sehr komplexes
Organ. Diese Komplexitat ist durch eine sehr grole Anzahl von Verschaltungen
zwischen Neuronen und durch die morphologische und funktionelle Verknipfung der
verschiedenen Zelltypen des Gehirns miteinander gekenzeichnet. Neben Neuronen,
die fur die Erregungsfortleitung, die Signalverarbeitung und die Informations-
integration verantwortlich sind, sind besonders Gliazellen wichtig, die ungefahr 90%
der Zellen und ca. 50% der Zellmasse des Gehirns ausmachen (Kuffler und Nicholls
1966; Somjen 1988) und viele wichtige Funktionen im Gehirn ausiben (Kettenmann
und Ransom 2005). Gliazellen lassen sich in Astrocyten, Oligodendrocyten, Microglia
und Ependymzellen (Abb. 1) einteilen. Es muss jedoch berucksichtigt werden, dass
sich die Eigenschaften von Gliazellen eines Zelltyps, wie auch die von Neuronen, je
nach Lokalisation und Aufgabe im Gehirn stark unterscheiden konnen (Kettenmann
und Ransom 2005).

Neuronen besitzen im Vergleich zu anderen neuralen Zellen meist groe Somata
sowie eine Vielzahl von Fortsatzen (Dendriten und Axone) und zeichnen sich durch
die Fahigkeit zur Bildung von Aktionspotentialen aus (Raine 1999). Neuronen sind fur
die Erregungsleitung, die Verschaltung und Prozessierung von Information sowie fur
die Steuerung willkirlicher und unwillkirlicher Bewegungen und Vorgange
verantwortlich. Obwohl im menschlichen Gehirn pro Tag ca. zwanzigtausend
Neuronen absterben (Raine 1999), kdnnen die Funktionen des Gehirns auch bis ins
hohe Alter erfullt werden. In den meisten Gehirnbereichen kénnen abgestorbene
Neuronen nicht ersetzt werden. Es gibt jedoch bestimmte Areale im Gehirn, wie den
Hippocampus und die Subventrikularzone, in denen Neuronen aus neuralen
Stammzellen generiert werden (Gage 2002; Alvarez-Buylla und Garcia-Verdugo
2002; Lie et al. 2004).

Neuronen konnen nach mehreren Kriterien eingeteilt werden, z.B. nach ihrer

Auswirkung auf Zielzellen (inhibitorisch, excitatorisch oder sekretorisch), ihrer

12
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Zelltypen des Gehirns. Modifiziert
nach Pfrieger und Steinmetz (2003).

Funktion (sensorisch, motorisch oder verschaltend) oder ihren Neurotransmittern
(Glutamat, Noradrenalin, Dopamin und viele andere). Diese Einteilung bericksichtigt
jedoch nicht, dass viele Neuronen mehrere Neurotransmitter verwenden kdnnen
(Changeux 1986; Hokfelt et al. 1986).

Astrocyten sind der im Gehirn am haufigsten vorkommende Zelltyp. Sie bilden ein
dichtes Netzwerk aus Zellfortsatzen, die sich um andere Zellen herum legen. Dieses
Netzwerk bildet nicht nur einen morphologischen sondern auch einen funktionellen
Verband. So wird durch gap junctions, die Uberwiegend durch das Connexin 43
gebildet werden (Kirchhoff et al. 2001; Bennett et al. 2003; Ransom und Ye 2005) die
interzellulare Kommunikation zwischen Astrocyten ermoglicht. Astrocyten spielen
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Funktionen des Gehirns (Kirchhoff et
al. 2001). So kénnen ihre EndfulRe auf Kapillarendothelzellen liegen, welche die Blut-
Hirn-Schranke bilden (Kuffler und Nicholls 1966; Nedergaard et al. 2003; Bauer et al.
2005). Astrocyten umgeben die Kapillaren des Gehirns mit ihren EndfuRen fast
vollstandig, so dass sie die Hauptmediatoren zwischen Endothelzellen und dem
umgebenen neuronalen Gewebe sind (Bauer et al. 2005). Die Blut-Hirn-Schranke
wird durch tight junctions zwischen benachbarten Endothelzellen abgedichtet
(Nedergaard et al. 2003). Mdglicherweise sind Astrocyten durch die Freisetzung von
Faktoren auch an der Bildung der tight junctions beteiligt (Abbott 2002; Nedergaard
et al. 2003).
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Astrocyten stehen auch in engem Kontakt zu Neuronen. Sie sind fur die neuronale
Erregungsfortleitung unverzichtbar, da sie Neurotransmitter wie Glutamat und lonen
wie K aufnehmen kdnnen und so zur Beendigung der Neurotransmission und zur
Aufrechterhaltung der lonenhomoostase beitragen (Anderson und Swanson 2000;
Hertz 2004; Newman 2005). Astrocyten kdnnen aber auch bidirektional mit Neuronen
kommunizieren. Erhalten Astrocyten Signale von benachbarten Neuronen, kdnnen
sie darauf mit der Freisetzung neuroaktiver Substanzen reagieren (Kirchhoff et al.
2001; Fellin und Carmignoto 2004). Astrocyten besitzen Rezeptoren flr nahezu alle
Neurotransmitter und Neuromodulatoren (van Calker und Hamprecht 1980; Porter
und McCarthy 1997; Verkhratsky et al. 1998; Kettenmann und Steinhauser 2005).
Als Reaktion auf neuronale Aktivitat kann die intrazellulare
Calciumionenkonzentration in Astrocyten ansteigen und/oder die astrogliale
Zellmembran depolarisiert werden (Araque et al. 2002; Fellin und Carmignoto 2004).
Astrocyten wiederum konnen als Folge der erhohten intrazellularen
Calciumionenkonzentration mit der Freisetzung von Glutamat und/oder ATP
reagieren, die als Gliatransmitter prasynaptische oder postsynaptische Neuronen

beeinflussen (Newman 2003; Fellin und Carmignoto 2004).

Microglia werden oft ,Macrophagen des Gehirns® genannt, da sie im Gehirn ahnliche
Funktionen ausiben wie Macrophagen in der Peripherie (van Rossum und Hanisch
2004). Mit diesen haben sie auch einige wesentliche biochemische und
physiologische Merkmale gemeinsam. Im Unterschied zu Macrophagen sind
Microglia echte parenchymale Zellen, da sie aullerhalb der Basalmembran von
Blutkapillaren vorkommen (Streit 2005). Ihre Fortsatze befinden sich haufig zwischen
den Fortsatzen der Astrocyten (Lassmann et al. 1991). Sie zeigen ein ausgepragtes
Territorialverhalten, das heil3t, in vivo befindet sich zwischen zwei Microglia immer
ein Abstand. Microglia sind an vollig unterschiedlichen Vorgangen im Gehirn beteiligt,
z.B. an der Regulation der Proliferation von Astrocyten (Giulian und Baker 1985) und
an immunologischen Prozessen. Bei Letzteren wirken sie wie Macrophagen als
Antigen prasentierende Zellen und, im Falle lokaler entzindlicher Reaktionen des
Gehirns, als Immuneffektorzellen (Giulian 1987; Nelson et al. 2002; Neumann 2005).
Eine besondere Eigenschaft der Microglia ist die Fahigkeit zur Superoxidproduktion
durch das Enzym NADPH-Oxidase (Sonderer et al. 1987; Colton und Gilbert 1987;
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Sankarapandi et al. 1998; Dringen 2005; Streit 2005). Diese Eigenschaft teilen sie
mit peripheren Lymphocyten, was ihre Funktion als ,Immunzellen des Gehirns®

unterstreicht.

Oligodendrocyten bilden die Myelinschicht um Axone der Nervenzellen im Gehirn
(Baumann und Pham-Dinh 2001; Butt 2005). Myelin ist sehr reich an Lipiden und arm
an Wasser. Es wurde zum ersten Mal 1854 von Virchow beschrieben (Virchow,
1854; zitiert nach Baumann und Pham-Dinh, 2001). Dabei handelt es sich um
Verlangerungen der Plasmamembran, die um Axone gewickelt sind und dadurch
eine elektrische Isolierung der Axone bewirken. Ein einzelner Oligodendrocyt kann
mehrere Myelinsegmente an einem oder an mehreren Axonen ausbilden. Zwischen
den Myelinsegmenten befinden sich Aussparungen in der Myelinhulle, die man
Ranviersche Schnirringe nennt. Die Ranvierschen Schnlrringe ermdglichen eine
saltatorische Erregungsleitung entlang der Axone, so dass Impulse auch an dunnen,
feinen Nervenfasern sehr schnell weitergeleitet werden konnen (Baumann und
Pham-Dinh 2001; Butt 2005).

Die Schadigung von Oligodendrocyten ist ein wichtiges Merkmal der multiplen
Sklerose (MS) (Keegan und Noseworthy 2002; LeVine und Chakrabarty 2004). MS
ist eine chronische und entzindliche, demyelinisierende Erkrankung des zentralen
Nervensystems. Die Faktoren, die den selektiven Abbau des Myelins und das
Absterben der Oligodendrocyten bei MS bewirken, sind bisher nicht bekannt
(Goldbaum und Richter-Landsberg 2001; Pitt et al. 2003). MS besitzt Eigenschaften
einer Autoimmunerkrankung, jedoch werden auch oxidative Schadigungen von
Oligodendrocyten im Zusammenhang mit MS diskutiert (Smith et al. 1999; Casaccia-
Bonnefil 2000; LeVine und Chakrabarty 2004).

2.1.2 Neurale Zellkulturen als Modellsysteme

Es ist experimentell oft sehr schwierig, Informationen Uber Eigenschaften eines
bestimmten Zelltyps des Gehirns zu erhalten, da das komplexe Netzwerk von
Fortsatzen die Zellen im Gehirn zu einem schwer analysierbaren System verknupft.
Visualisierende histochemische Methoden sind zwar zum Nachweis von Molekdlen in
Zellen geeignet, erlauben jedoch kaum deren Quantifizierung. Ein Weg zur

Untersuchung von Eigenschaften und Funktionen der verschiedenen Zelltypen des
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Gehirns ist die Verwendung von Zellkulturen, die fir einen Zelltyp des Gehirns
angereichert sind (Dringen et al. 2004). Mit Hilfe dieser Zellkulturen konnen
prinzipielle Eigenschaften eines Zelltyps bestimmt werden. Zudem lassen sich mit
Hilfe von Kokulturen (Moore 2001) auch mogliche Wechselwirkungen zwischen
verschiedenen Zelltypen des Gehirns untersuchen. Daten, die vergleichend an
Zellkulturen verschiedener Zelltypen (Kranich et al. 1996; Hirrlinger et al. 2002b) oder
an Kokulturen (Moore 2001) gewonnen wurden, erlauben im gunstigsten Fall eine
Aussage Uber das Zusammenspiel der verschiedenen Zellen im Gehirn. Es muss
jedoch bertcksichtigt werden, dass Zellen in Kultur andere Eigenschaften als im
intakten Organ besitzen konnen. Deshalb ist es notwendig, die an Zellkulturen
gewonnenen Daten auf ihre physiologische Relevanz zu uberprifen. Dies ist z.B.
durch den Vergleich mit histochemischen und immunhistochemischen Anfarbungen

oder mit Daten von Untersuchungen an Gehirnhomogenaten maoglich.

2.2 Eisenstoffwechsel

Eisenionen sind unverzichtbar fur lebende Organismen. Auf Grund ihrer Eigenschaft,
an Reaktionen mit Ein-Elektronen-Ubergangen teilzunehmen, sind sie als Bestandteil
verschiedener Kofaktoren flr viele enzymatische Reaktionen wichtig und spielen z.B.
eine bedeutende Rolle beim Sauerstofftransport oder in der mitochondrialen
Atmungskette (Crichton 2001; Hentze et al. 2004). Eisenmangel ist eine der
haufigsten Mangelerscheinungen beim Menschen und verursacht unter anderem
Anamie, Mudigkeit, Lernstérungen und Komplikationen bei der Schwangerschaft
(Boulet 1997; Rao und Georgieff 2002). Eine Eisenunterversorgung wahrend der
Entwicklung kann zu Verhaltensstorungen und neurologischer Schadigung fuhren
(Shah 1991; Rao et al. 1999; de Deungria et al. 2000; los Monteros et al. 2000;
Pinero et al. 2001). Obwohl Eisenionen essentiell sind, kbnnen sie auch sehr
nachteilige Wirkungen auf biologische Systeme haben. In redoxaktiver Form
verursachen Eisenionen die Bildung hochreaktiver Hydroxylradikale aus
Wasserstoffperoxid und Superoxid durch ,Fenton-Chemie“ (Crichton 2001; Crichton
et al. 2002). H,O, entsteht durch die Aktivitat der Superoxiddismutasen bei der
Entgiftung von Superoxid, welches wiederum ein Nebenprodukt der Atmungskette ist
(Korshunov et al. 1997). Zur Verhinderung der zellularen Bildung von Hydroxylradi-
kalen wird H,O, durch Catalase und durch Glutathionperoxidasen (GPx) wirkungsvoll
entgiftet (Dringen und Hamprecht 1997; Hirrlinger et al 2002b; Dringen et al. 2004)
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und die Konzentration redoxaktiven Eisens in der Zelle gering gehalten (Hoepken et
al. 2004; Liddell et al. 2004; Pantopoulos 2004).

Um den vielfaltigen Anforderungen an den Eisenstoffwechsel gerecht zu werden,
haben Zellen im Laufe der Evolution Mechanismen fiur die Aufnahme, die
Speicherung und den Export von Eisen entwickelt (Abb. 2). Diese Mechanismen
haben zum Ziel, einerseits genugend Eisen fur essentielle zellulare Funktionen zur
Verfugung zu stellen und andererseits eine Zellschadigung durch eisenverursachten
oxidativen Stress so gering wie moglich zu halten. Eine effektive Kontrolle der intra-
zellularen Eisenkonzentration erfordert die wirksame Regulation des Transports und
der Speicherung von Eisen. Die wichtigsten bekannten Transport-, Speicherungs-
und Regulationsmechanismen von Saugerzellen fur Eisen (Abb. 2) werden in den

folgenden Kapiteln naher beschrieben.

2.2.1 Vorkommen und Bedeutung von Eisen fiur biologische
Systeme

2.2.1.1 Eisen als essentieller Bestandteil zellularer Proteine

In biologischen Systemen liegt Eisen in Komplexen entweder in zweiwertiger
(Eisen(ll)) oder in dreiwertiger (Eisen(lll)) Form vor. Zu den wichtigsten
Eisenkomplexen zahlen Hamgruppen, Eisen-Schwefel (Fe-S)-Komplexe und die

eisenhaltigen Kofaktoren der Ribonucleotidreduktasen (Crichton 2001).

Die Hamproteine, in denen Eisen an die Stickstoffatome eines Porphyrin-
Ringsystems koordiniert ist, sind vor allem am Sauerstofftransport, an der Aktivierung
von Sauerstoff und an Ein-Elektronen-Ubertragungen beteiligt (Crichton 2001). Fiir
den Transport von Sauerstoff sind die Hamproteine Myoglobin und Hamoglobin
verantwortlich. Ham ist dabei Uber zahlreiche hydrophobe Wechselwirkungen und
uber die koordinative Bindung seines Eisenatoms an den Imidazolring eines
benachbarten Histidins der Polypeptidkette stark an das Protein gebunden. Die
sechste freie Koordinationsstelle des Eisenatoms steht flr die reversible Bindung von
Sauerstoff zur Verfugung (Collman et al. 1978a/b; Perutz 1979; Crichton 2001).
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Abb. 2: Uberblick Uber den Eisenstoffwechsel. Die Abbildung zeigt eine
hypothetische Saugerzelle mit Eisenimport- (oben) und Eisenexportwegen
(unten). Der Eisen-Transferrin-Komplex wird Uber seine Rezeptoren TfR1
und TfR2 sowie in der Niere Uber Cubilin durch Endocytose
aufgenommen. DMT1 ist fiir die Aufnahme von Fe?* und die Freisetzung
von Eisen aus den Endosomen nach transferrinvermittelter
Eisenaufnahme (nicht dargestellt) verantwortlich. Im Darm kann Dcytb
Fe** durch Reduktion von Fe** bereitstellen. Des Weiteren kann Eisen
Uber Hamoglobin, Melanotransferrin und Lactoferrin aufgenommen
werden. Melanotransferrin hat nur eine Bindungsstelle fur Eisen und tritt
sowohl extrazellular als auch membrangebunden auf. Lactoferrin wird
ahnlich wie Transferrin rezeptorvermittelt aufgenommen. Aufgenommenes
Eisen kann fir die Hamsynthese, fur die Synthese von Fe-S-Komplexen
und fur die Synthese anderer Eisenkomplexe verwendet werden.
Uberschissiges Eisen wird in Ferritin gespeichert. Die Regulation der
Expression von TfR und Ferritin erfolgt Uber IRP1 und IRP2. Der einzige
bekannte Eisenexporter ist Ferroportin, der Fe?* aus der Zelle transportiert,
das anschlieRend durch Ceruloplasmin oder Hephaestin zu Fe** oxidiert
wird. Neben den dargestellten Mechanismen ist vor allem fur die
Eisenaufnahme noch eine Vielzahl anderer Mechanismen bekannt (Conrad
und Umbreit 2000; Hentze et al. 2004; Pantopoulos 2004), die hier nicht alle
berucksichtigt werden konnten. Modifiziert nach Hentze et al. (2004).
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Ebenfalls zu den Hamproteinen gehdéren mehrere Enzyme, die molekularen
Sauerstoff als Substrat nutzen, z.B. Cytochromoxidase und Cytochrom P450-
Monooxygenasen. Cytochromoxidase, das terminale Enzym der mitochondrialen
Atmungskette, katalysiert die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser.
Dieses Enzym besitzt zwei Hamgruppen, die als Ham a; und Ham a, bezeichnet
werden (Tsukihara et al. 1995; Ferguson-Miller und Babcock 1996; Babcock 1999).
Cytochrom P450-Monooxygenasen katalysieren Hydroxylierungsreaktionen, bei
denen ein organisches Substrat RH unter Verbrauch eines Sauerstoffatoms zu R-OH
hydroxyliert wird. Das andere Sauerstoffatom wird durch Reduktionsaquivalente zu
Wasser reduziert (Sono et al. 1996). Die dritte Gruppe der Hamproteine umfasst die
Cytochrome, die am Transport von Elektronen beteiligt sind. Cytochrome kommen in
der Natur sehr haufig vor und fungieren als Elektronentrager in Mitochondrien, im

endoplasmatischen Reticulum und in photosynthetischen Organellen (Rich 1984).

Neben den Hamproteinen gibt es noch eine andere grof3e Gruppe von eisenhaltigen
Proteinen, die so genannten Fe-S-Proteine. Man unterscheidet zwischen einfachen
und komplexen Fe-S-Proteinen. Die komplexen Proteine besitzen zusatzlich zum Fe-
S-Komplex noch weitere Kofaktoren wie Flavinnucleotide, Molybdan oder
Hamgruppen. Kristallografisch wurden vier verschiedene Formen von Fe-S-
Komplexen in Modellsubstanzen und Proteinen nachgewiesen (Holm et al. 1996).
Dazu gehdren die Rubredoxine, die bisher nur in Bakterien gefunden wurden. Sie
besitzen ein einzelnes Eisenatom, das an vier Cysteinreste einer Polypeptidkette
gebunden ist (Holm et al. 1996). Weiterhin treten rhombische Zwei-Eisen-Zwei-
Schwefel (2Fe-2S)-Komplexe auf, die entweder vier Cystein-Schwefel-Bindungen
oder eine Mischung aus Cystein- und Histidin-Bindungen besitzen (Holm et al. 1996).
Aulerdem gibt es kubische Drei-Eisen-Vier-Schwefel (3Fe-4S)-Komplexe und Vier-
Eisen-Vier-Schwefel (4Fe-4S)-Komplexe (Holm et al. 1996), die unter anderem, wie
in Kapitel 2.2.5 naher beschrieben wird, eine bedeutende Funktion bei der
Regulation des Eisenstoffwechsels von Zellen besitzen (Eisenstein 2000;
Pantopoulos 2004).

Einen besonderen Eisenkomplex bildet die Ribonucleotidreductase aus. Dieses
Enzym katalysiert eine Ein-Elektronen-Ubertragung bei der Reduktion von

Ribonucleotiden zu ihren korrespondierenden Desoxyribonucleotiden (Stubbe und
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van der Donk 1998, Stubbe 1998). Die im Menschen vorkommende
Ribonucleotidreductase besitzt im aktiven Zentrum ein Tyrosylradikal, das
benachbart zu einem Eisenkomplex ist. Dieser Eisenkomplex besteht aus zwei an
einem Sauerstoffatom gebundenen Eisenatomen (Stubbe und Der Donk 1998;
Stubbe 1998). Der Eisenkomplex ist fur die Stabilitdt des Tyrosylradikals erforderlich.
Behandelt man das Enzym mit dem Eisenchelator Deferoxamin (DFX), verliert es
sowohl seinen Eisenkomplex als auch das Tyrosylradikal und damit seine
enzymatische Aktivitat (Hoffbrand et al. 1976; Nyholm et al. 1993).

2.2.1.2 Toxisches Potential redoxaktiven Eisens

Obwohl Eisenkomplexe als Kofaktoren vieler Proteine essentiell sind, stellen
Eisenionen in redoxaktiver Form ein hohes Gefahrdungspotential fur biologische
Systeme dar. Sie bewirken in der Fenton-Reaktion (Gleichung 1) die Bildung
hochreaktiver Hydroxylradikale aus H,O,. 1876 beschrieb Fenton die Oxidation von
Weinsaure bei Zugabe von H,0, und Fe* und zeigte, dass Fe* in dieser Reaktion
katalytisch wirkt (Fenton 1894, zitiert nach Koppenol 2001). Jedoch analysierte er
nicht die Mechanismen der Reaktion, die spater nach ihm benannt wurde. Die
Reaktion von Eisenionen mit H,O, wurde hauptsachlich von Haber, Willstatter und
Weiss untersucht (Haber und Willstatter 1931; Haber und Weiss 1932; Weiss und
Humphrey 1949). Die so genannte Fenton-Reaktion beschreibt die Produktion von
Hydroxylradikalen aus H,O, und Fe*" (Gleichung 1). Unter zelluldren Bedingungen
kann Fe®* durch verschiedene reduzierende Verbindungen zu Fe®* reduziert werden.
So kénnen Superoxid (Gleichung 2) und Ascorbat Fe®* zu Fe?* reduzieren. Die
Summe von Gleichung 2 und der Fenton-Reaktion (Gleichung 1) ergibt die
eisenkatalysierte Haber-Weiss-Reaktion (Gleichung 3), bei der aus Superoxid und

H,0, ein Molekul Sauerstoff, ein Hydroxylradikal und ein Hydroxylanion entstehen.

Fe?* + H,0, —» Fe3 + OHe + OH" Gleichung 1
Fe**+0,” —» Fe?* + O, Gleichung 2
0, +H,0, —29  0,+OH:+OH Gleichung 3
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Damit Eisen bei der Fenton-Reaktion oder der Haber-Weiss-Reaktion reagieren
kann, muss es in redoxaktiver Form vorliegen. Dies ist in Zellen durch das
Vorkommen von nicht proteingebundenem Eisen moglich (Kakhlon und Cabantchik
2002; Kruszewski 2003; Kurz et al. 2004). Zudem kann Superoxid nicht nur Fe** zu
Fe?* reduzieren, sondern auch Eisen aus Ferritin, Hamproteinen oder Fe-S-
Komplexen freisetzen, so dass anschlieRend freies Eisen vorliegt (Biemond et al.
1986; Harris et al. 1994; Keyer und Imlay 1996; Paul 2000; Agrawal et al. 2001).

Eisen kann sein toxisches Potential in Zellen in Gegenwart von Superoxid und H,0O>
ausuben. In Zellen entsteht H,O, durch die Aktivitat der Superoxiddismutasen bei der
Entgiftung von Superoxid (Inoue et al. 2003), welches als Nebenprodukt in der
Atmungskette gebildet wird (Korshunov et al. 1997; Halliwell 2001). Zudem gibt es
weitere Enzyme, die H,O, produzieren. So fuhrt die oxidative Desaminierung von
Dopamin durch Monoaminoxidasen, der wichtigste katabole Stoffwechselweg fur

Dopamin (Cohen 2000), ebenfalls zur H,O,-Bildung.

Durch die hohe Reaktivitat von Hydroxylradikalen kommt es zu Schadigungen von
Biomolekilen. So verursachen Hydroxylradikale DNA-Schadigungen, indem sie mit
den Purin- und Pyrimidinbasen reagieren (Halliwell 1992; Halliwell 2001). Dabei
entstehen modifizierte Basen wie 8-Hydroxyguanin, das sich bevorzugt mit Adenin
an Stelle von Cytosin paart, oder die Pyrimidinderivate Thymin- und Cytosinglycol.
Zudem initiieren Hydroxylradikale den Prozess der Lipidperoxidation, indem sie ein
Wasserstoffatom aus mehrfach ungesattigten Fettsduren wie der Linolensaure oder
der Arachidonsaure abstrahieren (Halliwell 1992, 2001). Es entstehen dabei
Radikale, die mit molekularem Sauerstoff Peroxylradikale bilden. Die Peroxylradikale
wiederum abstrahieren Wasserstoff von benachbarten Lipiden und |6sen somit eine
Kettenreaktion aus, die zur Bildung vieler Lipidhydroperoxide fuhrt (Halliwell 1992).
Auch Proteine werden durch Hydroxylradikale oxidativ geschadigt (Halliwell 1992;
Halliwell und Gutteridge 1999).

2.2.2 Eisenaufnahmemechanismen

Eisenaufnahmemechanismen sind im Darm wichtig, um den Verlust des Kdrpers an
Eisen durch abgestorbene Zellen oder Blutungen wieder auszugleichen. Zum

anderen brauchen auch alle anderen Zellen Mechanismen zur Eisenaufnahme, da
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sie Eisen fur die Auslbung vieler enzymatischer Reaktionen bendtigen. Mittlerweile
sind viele unterschiedliche Wege der Eisenaufnahme in Zellen bekannt (Abb. 2). Die

wichtigsten Transportmechanismen werden in diesem Kapitel zusammengefasst.

2.2.2.1 Aufnahme von transferringebundenem Eisen

Der wohl bekannteste und am besten untersuchte Mechanismus der Eisenaufnahme
in Saugerzellen ist die vom Transferrinrezeptor (TfR) vermittelte Aufnahme
transferringebundenen Eisens (Abb. 3). Dieser Mechanismus konnte bereits bei
vielen Zelltypen nachgewiesen werden. Es ist der Hauptweg der Eisenaufnahme von
Reticulocyten und Hepatocyten (Nunes et al. 1984; Kohno und Tokunaga 1985;
Morgan und Baker 1988). Transferrine stellen eine Familie eisenbindender Proteine
dar. Sie sind im Plasma und anderen Korperflissigkeiten von Vertebraten zu finden.
Ovotransferrin (ursprunglich Conalbumin) wurde 1900 von Osborne und Cambell in
Eiweill und Serum entdeckt und als erstes Transferrin gereinigt (Osborne und
Cambell 1900, zitiert nach Crichton 2001). Seine Eigenschaften als eisenbindendes
und transportierendes Protein wurden jedoch erst viele Jahre spater beschrieben
(Schade und Caroline 1944, 1946). 1947 wurde der Begriff Transferrin eingefthrt
(Holmberg und Laurell 1947), der bis heute als allgemeiner Name flir Proteine dieser
Familie verwendet wird. Zu den Transferrinen gehort auch das Lactoferrin, das unter
anderem in der menschlichen Milch vorkommt und von Leukocyten sezerniert wird.
Mdglicherweise ist Lactoferrin auch an der Eisenaufnahme durch die Blut-Hirn-
Schranke hindurch beteiligt (Fillebeen et al. 1999). Eine besondere Form eines
Transferrins stellt das Melanotransferrin  dar, das Uber einen Glycosyl-
Phosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) unter anderem in der Membran von
Melanocyten vorkommt (Rose et al. 1986). Melanotransferrin besitzt im Unterschied
zu anderen Transferrinen, die in der Regel zwei Bindungsstellen fur Eisen haben,
nur eine funktionelle Bindungsstelle (Baker et al. 1992). Melanotransferrin spielt eine
wichtige Rolle bei der Eisenaufnahme von Melanomzellen (Richardson und Baker
1994).

Transferrine sind Glycoproteine mit einer molekularen Masse von ca. 80 kDa. Sie
bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette von ca. 680 Aminosaureresten.
Kristallografische Studien an menschlichem Lactoferrin (Anderson et al. 1987;

Anderson et al. 1989), menschlichem Serumtransferrin (Bailey et al. 1988) und
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Abb. 3: Eisenaufnahme Uber das Transferrinsystem. Im Plasma ist bei pH
7.4 vorhandenes Eisen nahezu vollstandig an Transferrin (g7 gebunden.
Dieser Komplex bindet an den TfR (|() von Zellen (A) und wird Uber
rezeptorvermittelte Endocytose aufgenommen (B). Nach Abbau der Hulle
verschmilzt das aufgenommene Vesikel mit einem Endosom. Bei dem im
Endosom herrschenden pH von ca. 5.5 dissoziiert Eisen vom Transferrin-
TfR-Komplex ab (C), wird von einer unbekannten Ferrireduktase zu Fe**
reduziert und verlasst das Endosom uber DMT1 (D). Der Transferrin-TfR-
Komplex gelangt zurick an die Plasmamembran, wo das Transferrin bei
pH 7.4 abdissoziiert (E). Modifiziert nach Crichton (2001).

Ovotransferrin (Kurokawa et al. 1995) haben gezeigt, dass die Polypeptidketten
dieser Transferrine in zwei strukturell homologe Domanen, die aminoterminale (N)-
Doméne und die carboxyterminale (C)-Domane, gefaltet sind. Beide Domanen
besitzen eine Bindungsstelle fiir Fe**. Neben Eisen binden Transferrine auch andere
Metallionen wie AI**, Cr**, Cu?**, Mn?*, Co®*, Cd** und Ni** (Aasa et al. 1963; Aisen et
al. 1969; Trapp 1983; de Jong et al. 1995; Hirose et al. 1996). Eine physiologische
Relevanz dieser Bindungen ist jedoch nicht erwiesen. Transferrin hat eine
Halbwertszeit von ca. 8 d (Katz 1961). Es wird vermutet, dass Transferrin mehr als
hundert Zyklen von Eisenbindung, Transport und Freisetzung durchlauft, bevor es
abgebaut wird (Katz 1961).

Die Aufnahme von transferringebundenem Eisen wird durch den TfR ermdglicht. TfR
sind Homodimere, die aus zwei identischen Untereinheiten mit einer molekularen

Masse von ca. 90 kDa bestehen (Schneider et al. 1984; McClelland et al. 1984). Eine
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Untereinheit besteht aus 760 Aminosauren mit einer kurzen aminoterminalen
Domane (Aminosauren 1 bis 67), einer hydrophoben transmembranen Region
(Aminosauren 68 bis 88) und einer gro3en extrazellularen Domane (Aminosauren 89
bis 760), in der die Bindungsstelle flr Transferrin lokalisiert ist (Schneider et al. 1984;
McClelland et al. 1984; Aisen 1998). Die beiden Untereinheiten des TfR sind durch
Disulfidbricken an den Aminosauren Cys-89 und Cys-98 beider Untereinheiten
miteinander verbunden (Jing und Trowbridge 1987). Transferrin im Plasma ist nur zu
ca. 30% mit Eisen gesattigt. Somit enthalt die iUberwiegende Menge des Transferrins
im Plasma nur ein oder gar kein Eisenion. Um eine geregelte Eisenaufnahme Uber
TfR zu ermdglichen, unterscheidet sich die Bindung von Apotransferrin und
eisenhaltigem Transferrin am TfR. Im Kaninchen bindet Apotransferrin (Ka: 4.6 x 10°
M) nur mit 1/25 der Affinitat von zweifach mit Eisen beladenem Transferrin (Ka: 1.1
x 10® M), wahrend das einfach beladene Transferrin (Ka: 2.8 x 10’ M) 6-7mal

schwacher bindet als zweifach beladenes Transferrin (Young et al. 1984).

Die Aufnahme von eisenhaltigem Transferrin erfolgt durch TfR-vermittelte
Endocytose (Abb. 2). Dabei bindet eisenhaltiges Transferrin an seinen Rezeptor und
wird in clathrinbedeckten Vesikeln in die Zelle aufgenommen. Nach Entfernung der
Clathrinhulle entstehen Vesikel, die mit der Membran von Endosomen verschmelzen.
Innerhalb der Endosomen wird mit Hilfe einer ATP-abhangigen Protonenpumpe ein
konstanter pH-Wert von 5 bis 6 gehalten. Bei diesem niedrigen pH-Wert wird die
Bindung von Eisen an Transferrin geldst (Cheng et al. 2004). Das freigesetzte Eisen
wird von einer bisher nicht charakterisierten Ferrireductase reduziert und vom
divalenten Mettallionentransporter 1 (DMT1) durch die endosomale Membran
hindurch ins Cytosol transportiert (Fleming et al. 1998; Andrews 1999). Der
Transferrin-TfR-Komplex wird zur Plasmamembran zurlickgebracht (Abb. 3). Bei
einem pH-Wert von 7.4 in der extrazellularen Umgebung dissoziiert Apotransferrin
von seinem Rezeptor (Abb. 3) und steht fur weitere Aufnahmezyklen zur Verfigung
(Cheng et al. 2004; Pantopoulos 2004).

Neben der beschriebenen Eisenaufnahme durch TfR gibt es noch weitere
transferrinabhangige Mechanismen der Eisenaufnahme. Hepatocyten, erythropoide
Zellen und Zellen des Analsinus exprimieren einen weiteren Transferrinrezeptor

(TfR2), und Nierenzellen nehmen Transferrin durch die megalinabhangige,
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cubilinvermittelte Endocytose auf (Hentze et al. 2004). Fur Hepatocyten wurde auch
eine TfR-unabhangige Eisenaufnahme eisenhaltigen Transferrins nachgewiesen
(Trinder et al. 1988; Trinder et al. 1996). In Melanomzellen konnte eine
Eisenaufnahme Uber membrangebundenes Melanotransferrin gezeigt werden
(Richardson und Baker 1994). Die physiologische Relevanz dieser Prozesse fur die

Eisenhomoostase von Zellen wurde jedoch noch nicht beschrieben.

2.2.2.2 Weitere Eisenaufnahmemechanismen

Zusatzlich zur Aufnahme von Protein-Eisen-Komplexen kénnen Zellen auch Eisen
aufnehmen, das nicht proteingebunden ist (Abb. 2). So nehmen Darmepithelzellen
Eisen neben anderen Mechanismen auch uber DMT1 aus dem Darmlumen auf
(Gunshin et al. 1997; Tallkvist et al. 2003). DMT1 ist ein Protonensymporter mit
breiter Spezifitat, der neben Fe** auch Zn**, Mn**, Co?*, Cd**, Cu?*, Ni** und Pb?*
transportiert (Gunshin et al. 1997). Da nur divalente Metallionen Substrate von DMT1
sind, muss das in der Nahrung hauptsachlich vorkommende Fe*" reduziert werden,
bevor es durch DMT1 aufgenommen werden kann. Dies ubernimmt im Darm die
Reductase Dcytb (duodenales Cytochrom b; McKie et al. 2001). Zudem kdnnen
auch Cystein und Glutathion bei der Reduktion von Fe** zu Fe?* eine Rolle spielen
und damit die Eisenaufnahme im Darm beeinflussen (van Campen 1972; Simpson et
al. 1998).

Im Serum kdénnen, besonders bei Erkrankungen, die mit einer Stérung des
Eisenstoffwechsels verbunden sind, gro3e Mengen an Eisen nachgewiesen werden,
das nicht an Transferrin gebunden sind. Dabei kommt es haufig zur Bildung von
Eisen-Citrat-Komplexen (Grootveld et al. 1989). Der Transport von nicht
proteingebundenem Eisen wurde mit Eisencitrat, Eisenammoniumcitrat (FAC) oder
Eisen(lll)-Nitrilotriacetat untersucht (Graham et al. 1998; Gutierrez et al. 1998;
Scheiber-Mojdehkar et al. 1999). Die Eisenaufnahme von Eisen-Citrat-Komplexen
wurde in Hepatocyten nachgewiesen (Graham et al. 1998; Scheiber-Mojdehkar et al.
1999) und konnte durch eisenhaltiges Transferrin und noch intensiver durch
Apotransferrin inhibiert werden (Graham et al. 1998). Zudem gibt es bei intestinalen
und erythroiden Zellen einen Transportweg fur die Eisenaufnahme, bei dem Integrine
und Mobilferrin beteiligt sind (Conrad und Umbreit 2000). Die physiologische

Relevanz dieser Mechanismen ist aber noch ungeklart.
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Bakterien und Pilze besitzen eine Vielzahl von Eisenaufnahmemechanismen. Sie
konnen transferrin- oder lactoferringebundenes Eisen aufnehmen, aber auch
Eisenkomplexe wie Eisencitrat oder Ham (Crichton 2001). Eine Besonderheit bei
Mikroorganismen stellt die Eisenaufnahme Uber Siderophore dar (Neilands 1993;
Kosman 2003). Siderophore sind eisenbindende Substanzen, die von Bakterien und
Pilzen produziert und freigesetzt werden. Sie binden extrazellular mit hoher Affinitat
Fe*, das anschlieBend von den Zellen aufgenommen werden kann (Neilands 1993;
Kosman 2003). Synthetische Siderophore wie DFX, ein Derivat des naturlichen
Siderophores Ferrioxamin, werden bei Erkrankungen eingesetzt, die mit einem

erhdhten Eisenspiegel verbunden sind (Crichton 2001).

2.2.3 Eisenspeicherung

Wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben ist Eisen nicht nur notwendig fur viele zellulare
Funktionen. Es kann auch toxisch wirken, weil es die Produktion von hochreaktiven
Hydroxylradikalen verursachen kann. Deshalb besitzen Zellen Speicherformen, die
Eisen in redoxinaktiver Form lagern und fir zellulare Funktionen zur Verfigung
stellen kdnnen. Ferritin, das wichtigste Protein zur Eisenspeicherung, wurde erstmals
vom Physiologen Vilem Laufberger aus der Pferdemilz gereinigt und als Depot fur
Eisen vorgeschlagen (Laufberger 1937). Ferritin oder ferritindhnliche Proteine
konnten mit Ausnahme weniger Archaebakterien in allen untersuchten Organismen

nachgewiesen werden (Harrison et al. 1998).

Ferritin ist ein oligomeres Protein, das aus 24 Untereinheiten besteht. Diese bilden
eine Proteinhdlle mit einem externen Durchmesser von 11 bis 13 nm und einer
molekularen Masse von ca. 500 kDa. In dieser Proteinhulle konnen bis zu 4500
Eisenatome (Fischbach und Anderegg 1965) in einer wasserloslichen, nicht
toxischen und fur die Zelle zuganglichen Form als Eisen(lll)hydroxyphosphat-
Micellen gespeichert werden (Chasteen und Harrison 1999; Crichton 2001). Es gibt
zwei verschiedene Formen von Ferritin-Untereinheiten, L-Ferritin und H-Ferritin, die
molekulare Massen von 20 kDa bzw. 22 kDa aufweisen. Wahrend die
Aminosauresequenzen von H- und L-Ferritin des Menschen nur zu 54% identisch
sind, stimmen die Aminosauresequenzen von H-Ferritin bei Mensch und Ratte bzw.
von L-Ferritin bei Mensch und Pferd zu 90% bzw. 85% Uberein (Crichton 2001). H-
Ferritin besitzt Ferroxidaseaktivitat, die mit der schnellen Eisenaufnahme in und
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Eisenabgabe aus Ferritinpartikel in Zusammenhang gebracht wird (Bauminger et al.
1993; Treffry et al. 1995; Torti und Torti 2002). Zusatzlich gibt es mitochondriales
Ferritin, welches nur aus H-Untereinheiten besteht und ebenfalls Eisen speichern
kann (Corsi et al. 2002; Torti und Torti 2002). Homopolymere aus L-Ferritin, die kein
Eisen speichern konnen, wurden nur unter pathologischen Bedingungen wie dem

sehr seltenen Hyperferritin-Katarakt-Syndrom gefunden (Levi et al. 1998).

Eine andere Speicherform fur Eisen ist Hamosiderin. Hamosiderin wurde erstmals
1867 von Perls entdeckt (Perls 1867). Histologisch handelt es sich dabei um
eisenreiche Kdornchen in Geweben, die sich in der so genannten ,Berliner Blau-
Reaktion® mit Kaliumhexacyanoferrat(ll) anfarben lassen. Hamosiderin wurde
erstmals 1929 von Cook isoliert (Cook 1929). Es ist unléslich, im Lichtmikroskop als
goldgelbe, intrazellulare Kérnchen sichtbar und in membranahnlichen Strukturen,
den so genannten Siderosomen, eingelagert, die anscheinend von Lysosomen
abstammen (Richter 1978). Hamosiderin enthalt Ferritin oder seine Abbauprodukte
(Shoden et al., 1953; Richter 1978). Man vermutet, dass Hamosiderin aus der
intralysosomalen Aggregation und Degradation von Ferritin entsteht (Richter 1978).
Ob Hamosiderin tatsachlich eine Funktion als Speicherform flir Eisen hat oder nur
ein Nebenprodukt der Aggregation und des Abbaus von Ferritin ist, konnte bisher

nicht eindeutig geklart werden.

2.2.4 Eisenexport

Bei hdheren Organismen wie Saugetieren gibt es keine spezifischen Mechanismen
zur Sekretion von Eisen aus dem Korper. Vielmehr muss ein Verlust von Eisen, etwa
durch Blutungen oder Verlust abgestorbener Epithelzellen, ausgeglichen werden,
indem Eisen mit der Nahrung zugefuhrt wird (Pantopoulos 2004). Auf zellularer
Ebene ist ein Export von Eisen jedoch erforderlich, um die Versorgung aller Zellen
mit Eisen zu gewahrleisten. Das bisher einzige in Saugerzellen bekannte
Eisenexportprotein ist Ferroportin (Abboud und Haile 2000; Donovan et al. 2000;
McKie et al. 2000). Dieses Protein hat eine molekulare Masse von ca. 62 kDa und
besitzt mindestens zehn Transmembran-Domanen (Abboud und Haile 2000).
Ferroportin konnte auf der basolateralen Membran von Enterocyten und auf der
Membran von Macrophagen der Leber und der Niere nachgewiesen werden (Abboud
und Haile 2000; Le und Richardson 2002). Im Gehirn wird Ferroportin von
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Endothelzellen, Neuronen, Astrocyten, Oligodendrocyten und Ependymzellen
exprimiert (Wu et al. 2004). Der Export von Eisen mittels Ferroportin ist an eine
extrazellulare Ferroxidaseaktivitat gekoppelt (Abb. 2). Deshalb sind am
ferroportinvermittelten Transport die Ferroxidasen Ceruloplasmin im Plasma, seine
membranverankerte Form im Gehirn bzw. sein membranverankertes Homolog
Hephaestin im Darmepithel beteiligt (Harris et al. 1999; Frazer et al. 2001; Jeong und
David 2003). Ceruloplasmin ist eine Ferroxidase, die Fe** zu Fe*" oxidiert (Harris
2003). Die sezernierte Form wird vorwiegend in der Leber exprimiert (Yang et al.
1986), wahrend die membranverankerte Form auf der Membran von Astrocyten des
zentralen Nervensystems auftritt (Jeong und David 2003). Bei Kkultivierten
Astrogliazellen ist der Export von Eisen durch Ferroportin vom Vorhandensein von
Ceruloplasmin abhangig (Jeong und David 2003).

2.2.5 Regulation des intrazellularen Eisenstoffwechsels

Die Erhaltung einer optimalen intrazellularen Eisenkonzentration ist essentiell fir das
Uberleben von Zellen. Hierzu ist eine Regulation des Eisenstoffwechsels zwingend
notwendig. Das bisher am besten untersuchte System zur Regulation des Ei-
senstoffwechsels ist die posttranskriptionale Kontrolle der Translation durch
Interaktion so genannter iron responsive elements (IREs) in den mRNAs flr Proteine
wie Ferritin und TfR mit iron regulatory proteins (IRPs) (Crichton 2001; Martini et al.
2002; Torti und Torti 2002; Pantopoulos 2004). Die mRNAs fur DMT1 und
Ferroportin besitzen ebenfalls IREs (Lee et al. 1998; McKie et al. 2000), jedoch

wurde ihre Funktionsfahigkeit bisher nicht nachgewiesen.

IREs sind konservierte Sequenzen von ca. 30 Nucleotiden im 3’- oder 5'-
untranslatierten Bereich (UTR) der mRNAs fur die oben genannten Proteine. Diese
IREs bilden Haarnadelstrukturen in den mRNAs aus (Aziz und Munro 1987; Ke und
Theil 2002), an die spezifisch IRPs binden kdénnen. Zwei allgemeine Prinzipien der
Regulation des Eisenstoffwechsels durch IRE-IRP-Interaktion sind bekannt (Abb. 4).
Die Verringerung der intrazellularen Verfugbarkeit von Eisenionen reprimiert die
Translation von Ferritin durch Bindung von IRPs an dessen mRNA (Abb. 4A), so
dass die Speicherkapazitat fur Eisen verringert wird. Gleichzeitig wird die mRNA far
TfR durch Bindung von IRPs stabilisiert und verstarkt TfR synthetisiert, was die

Eisenaufnahme in die Zelle steigert (Abb. 4B). Im Gegensatz dazu verhindert ein
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Abb. 4: Eisenabhangige posttranskriptionale Regulation der Synthese von
Ferritin und TfR. Durch Interaktionen von IRPs (o) mit IREs (ﬂ)wird die
Synthese von Ferritin und TfR eisenabhangig reguliert. Bei niedriger
Eisen-konzentration binden IRP an das IRE im 5’-untranslatierten Bereich
der mRNA von Ferritin (A). Dadurch kann sich der 43S-
Prainitiationskomplex nicht an die mRNA anlagern und es findet keine
Ferritinsynthese statt. Im Gegensatz dazu wird die Synthese von TfR Uber
die Stabilitat der mRNA reguliert. Die mRNA fur den TfR ist normalerweise
Ziel von RNasen und somit kurzlebig. Binden jedoch bei Eisenmangel
IRPs an die IREs im 3’-untranslatierten Bereich der TTR-mRNA, wird diese
stabilisiert und es wird vermehrt TfR produziert (B). Bei hoher
Eisenkonzentration findet keine Interaktion von IRPs mit IREs statt. Dies
fuhrt im Falle des Ferritins zu einer gesteigerten Translation (C), weil die
Bindung des 43S-Prainitiationskomplexes an die Ferritin-mRNA nicht
mehr blockiert ist. Hingegen verringert sich die Stabilitdt der TfR-mRNA,
da sie nun anfalliger fur RNasen ist, was zu einer Verringerung der TfR-
Synthese fuhrt (D).

Anstieg des zellularen Eisengehalts die Bindung von IRPs an IREs und steigert somit
die Translation von Ferritin (Abb. 4C). Gleichzeitig wird die mRNA fur TfR
destabilisiert (Abb. 4D) (Eisenstein 2000; Hentze et al. 2004; Pantopoulos 2004).
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Es gibt zwei eng verwandte IRPs, IRP1 und IRP2, die auf unterschiedliche Weise als
Eisensensoren agieren. IRP1 ist ein monomeres cytoplasmatisches Protein mit einer
molekularen Masse von 98 kDa (Rouault et al. 1988). Es tritt als Apoform oder als
Holoform auf. Letztere enthalt einen 4Fe-4S-Komplex und ist enzymatisch aktiv als
cytosolische Aconitase (Hirling et al. 1994; Eisenstein 2000). Die Apoform, die keinen
4Fe-4S-Komplex besitzt, kann an IREs binden, wozu die Holoform nicht imstande ist
(Rouault et al. 1988). Die Bindung des IRP1 an ein IRE wird also durch das
Vorhandensein des 4Fe-4S-Komplexes reguliert. Bei geringer intrazellularer
Eisenverflgbarkeit verliert die Holoform ihren 4Fe-4S-Komplex und bindet dann als
Apoform an IREs (Hirling et al. 1994, Eisenstein 2000). Im Unterschied zum IRP1,
das in nahezu allen Geweben vorkommt (Mullner et al. 1992; Henderson et al. 1993),
wurde das IRP2 hauptsachlich im Darm und im Gehirn nachgewiesen (Henderson et
al. 1993; Samaniego et al. 1994). Das menschliche IRP2 hat eine molekulare Masse
von 105 kDa und ist in seiner Aminosauresequenz zu 57% identisch mit IRP1
(Samaniego et al. 1994). IRP2 besitzt im Unterschied zu IRP1 keinen 4Fe-4S-
Komplex und keine Aconitaseaktivitat (Guo et al. 1994). Hingegen enthalt IRP2 eine
zusatzliche Insertion von 73 Aminosauren, die vermutlich bei hohen
Eisenkonzentrationen eisenvermittelt oxidiert wird (lwai et al. 1995), was dann zum
proteasomalen Abbau von IRP2 fuhrt (Guo et al. 1995). Neben der Beladung von
IRP1 mit Eisen oder dem Oxidationszustand von IRP2 kénnen auch Substanzen wie
NO oder H;O, (Pantopoulos et al. 1996) aber auch hypoxische Bedingungen
(Hanson et al. 1999) die IRE-IRP-Interaktion beeinflussen.

2.3 Eisenstoffwechsel des Gehirns

2.3.1 Eisenaufnahme ins Gehirn

Die hohe metabolische Aktivitat im Gehirn, die Produktion von Neurotransmittern und
die Bildung des Myelins sind Prozesse im Gehirn, die auf Grund verschiedener
enzymatischer Reaktionen Eisen erfordern. Deshalb gibt es Mechanismen, die den
Transport von Eisen durch die Blut-Hirn-Schranke ermdglichen. Von der Leber wird
transferringebundenes Eisen ins Blut abgegeben (Idzerda et al. 1986) und kann
somit im gesamten Korper verteilt werden. Um die Gehirnzellen zu erreichen, muss

Eisen in die Kapillarendothelzellen, welche die Blut-Hirn-Schranke bilden, gelangen
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und aus diesen Zellen auf der abluminalen Seite wieder freigesetzt werden. Bisher
sind die Mechanismen der Eisenaufnahme in und der Transcytose durch die
Kapillarendothelzellen nicht vollstandig geklart. An der Eisenaufnahme von
Kapillarendothelzellen sind vermutlich Transferrine beteiligt, da diese Zellen die
héchste Dichte an TfR im Gehirn aufweisen (Jefferies et al. 1984; Pardridge et al.
1987; Moos 1996) und eisenbeladenes Transferrin die Blut-Hirn-Schranke passieren
kann (Banks et al. 1988; Skarlatos et al. 1995; Deane et al. 2004). Neben TfR wurde
auf Endothelzellen auch Melanotransferrin nachgewiesen (Rothenberger et al. 1996),
das ebenfalls die Blut-Hirn-Schranke passieren kann (Demeule et al. 2002).
Diskutiert wird auch eine rezeptorvermittelte Endocytose von Lactoferrin durch
Kapillarendothelzellen (Fillebeen et al. 1999). Die Expression von Ferroportin in
Kapillarendothelzellen deutet direkt auf eine Funktion von Ferroportin bei der
Eisenaufnahme aus der Peripherie in das Gehirn hin (Wu et al. 2004). Man vermutet,
dass Endothelzellen aufgenommenes Eisen an perivaskulare Astrocyten abgeben,
die mit ihren Endfuf3en die Blutkapillaren beruhren. Dabei spielt vermutlich
endotheliales Ferroportin eine Rolle, ebenso wie DMT1, das in Endfulken von
Astrocyten vorkommt (Wang et al. 2001). Somit kdnnten verschiedene Mechanismen

am Transfer von Eisen aus der Peripherie ins Gehirn beteiligt sein.

Uber mégliche Freisetzungsmechanismen von Eisen aus dem Gehirn Uber die Blut-
Hirn-Schranke ist wenig bekannt. Bisher wurde die Freisetzung von Apotransferrin
und in geringem Mal} von Holotransferrin aus dem Gehirn beschrieben (Zhang und
Pardridge 2001). Die Blut-Hirn-Schranke verhindert den Transport von
uberschussigem Eisen aus der Peripherie ins Gehirn (Moos und Morgan 2000;
Deane et al. 2004). Stérungen des Eisenstoffwechsels haben also auf das Gehirn
eine andere Auswirkung als auf die Peripherie. So findet man bei 32-Microglobin-
defizienten Mausen trotz erhohter Eisenkonzentration in der Leber kaum eine
Veranderung des Eisengehaltes im Gehirn (Moos et al. 2000). Diese Mause werden
als Tiermodell der Hamochromatose genutzt, einer autosomal-rezessiven
Erbkrankheit, die mit einer erhdhten Eisenaufnahme im Darm verbunden ist (Robson
et al. 2004). Im Gegensatz dazu wurde bei Aceruloplasminamie ein erhOhter
Eisengehalt im Gehirn gefunden, wahrend die Konzentration im Serum verringert ist
(Miyajima 2003; Xu et al. 2004). Diese vererbbare Erkrankung des

Eisenstoffwechsels wird durch das Fehlen von Ceruloplasmin ausgelost.
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2.3.2 Eisenstoffwechsel neuraler Zellen

Das Vorkommen von Eisen und Proteinen des Eisenstoffwechsels in neuralen Zellen
wurde in einer Vielzahl von Studien an Gehirnschnitten und an Kulturen neuraler
Zellen untersucht. Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber die Literaturdaten zu diesem

Thema.

2.3.2.1 Vorkommen von Eisen und Proteinen des Eisenstoffwechsels
Oligodendrocyten sind die Zellen des Gehirns, denen der prominenteste
Eisenstoffwechsel zugeschrieben wird. Im adulten Gehirn besitzen diese Zellen die
hdchsten Eisengehalte und die groRte Menge an Ferritin und Transferrin (Bloch et al.
1985; Benkovic und Connor 1993; Connor et al. 1994, 1995). Wahrend der
Gehirnentwicklung wird Eisen zunachst in améboiden Microglia der subcortikalen
weillen Substanz akkumuliert, welche es dann vermutlich an Oligodendrocyten
weitergeben (Connor et al. 1995). Bis zu einem Alter von ca. zwei Wochen sind in
Gehirnschnitten von Ratten fast ausschlieB3lich diese améboiden Microglia eisen- und
ferritinpositiv (Connor et al. 1995; Cheepsunthorn et al. 1998). Anschliel’end
verschiebt sich das Verhaltnis und es kommt zu einem Anstieg der Zahl eisen- und
ferritinpositiver Oligodendrocyten (Connor et al. 1995; Cheepsunthorn et al. 1998).
Die Eisenakkummulation in Oligodendrocyten koénnte unmittelbar mit der
Myelinbildung zusammenhangen (Connor und Menzies 1996). Darauf deuten
Ergebnisse aus Untersuchungen an myelindefizienten Ratten hin. Bei diesen Ratten
sind Oligodendrocyten nicht in der Lage zu differenzieren (Connor et al. 1987).
Obwonhl die Eisenaufnahme ins Gehirn dieser Ratten normal ist (Gocht et al. 1993),
akkumuliert Eisen in Astrocyten und Microglia der weilen Substanz statt in
Oligodendrocyten (Connor und Menzies 1990). Im adulten Gehirn sind nur wenige
ruhende Microglia eisenpositiv. Neben den amdboiden eisenpositiven Microglia, die
bei der Entwicklung des Gehirns auftreten, findet man amodboide eisenpositive
Microglia in der weilen Substanz von AIDS-Patienten, in MS-Plaques und in der
Umgebung neuritischer Plaques bei der Alzheimer-Erkrankung (Jefferies et al. 1996;
LeVine 1997).
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Tabelle 1: Vorkommen von Eisen und Proteinen des Eisenstoffwechsels in neuralen Zellen

Astrocyten Microglia Oligodendrocyten Neuronen
in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo
Eisen +(33) +/-(1,4,12, +(33) +(1,6) +(33) +(6,9) +(33) +/- (1,5,12,24)
24)
Ferritin +(13,29) +/-(1,34, +(33) +(1,3,4, +(28,33) +(1,3,4, +(33) +/- (1,3,4,24)
8,24) 24) 24)
TR +(13) +/-(7,23)  +(33) +/- (17,23) +(33) +/- (7,20,23) +(25,33) +(7,16,23)
Tf +(11) +/-(4,24) 7 - (24) +(10,11) +(1,45,24) *? +(4,9,24)
IRP1 ? ? ? ? +(19) +(19) ? +(19)
IRP2 ? ? ? ? ? ? ? +(19,30)
DMT1 +(15,21)  +(2,31) ? +(24) ? +(24) ? +(2,31)
CP - (26) +(14,18,22) ? - (22) ? - (22) ? +(14,22)
GPI-CP +(14,27)  +(14,18,22) ? - (22) ? - (22) ? +(14,22)
Fpn1 + (15) +(32) ? +(32) ? +(32) ? +(32)

(1) Benkovic und Connor 1993; (2) Burdo et al. 2001; (3) Cheepshunthorn et al. 1998; (4) Connor et al. 1990; (5) Connor
und Menzies 1990; (6) Connor et al. 1995; (7) Connor und Menzies 1995; (8) Dickinson und Connor 1995; (9) Dwork et al.

1988; (10) Espinosa de los Monteros et al. 1988;

(11) Espinosa de los Monteros et al. 1990; (12) Han et al. 2002; (13)

Hoepken et al. 2004; (14) Hwang et al. 2004; (15) Jeong und David 2003; (16) Jefferies et al. 1984; (17) Kaur und Ling
1995; (18) Klomp et al. 1996; (19) Leibold et al. 2001; (20) Lin und Connor 1989; (21) Lis et al. 2004; (22) Mollgard et al.
1988; (23) Moos 1996; (24) Moos et al. 2000; (25) Oh et al. 1986 (26) Patel und David 1997; (27) Patel et al. 2000; (28)
Qi und Dawson (1994); (29) Regan et al. 2002; (30) Siddappa et al. 2003; (31) Wang et al. 2001; (32) Wu et al. 2004; (33)
eigene Ergebnisse. + = Vorkommen nachgewiesen, - = Vorkommen nicht nachgewiesen, +/- = keine eindeutige Aussage
moglich, ? = nicht beschrieben.



Im Unterschied zu Oligodendrocyten und Microglia, gibt es fir das Vorkommen von
Eisen in Astrocyten und Neuronen speziesabhangige Unterschiede. In menschlichen
Gehirnschnitten (Connor et al. 1990) wurden im Unterschied zu Gehirnschnitten aus
Mausen (Moos et al. 2000) eisenpositive Astrocyten gefunden. Eisenpositive
Neuronen wurden in Gehirnschnitten von Ratten (Benkovic und Connor 1993; Han et
al. 2002) und Menschen (Connor et al. 1990) aber nicht in Gehirnen von Mausen
(Moos et al. 2000) nachgewiesen.

Die Verteilung des Eisenspeicherproteins Ferritin stimmt Uberwiegend mit der
Verteilung von Eisen im Gehirn tberein. Wie Eisen kommt Ferritin im Verlauf der
Gehirnentwicklung zunachst Uberwiegend in Microglia vor, bevor ferritinpositive
Oligodendrocyten auftreten (Cheepsunthorn et al. 1998). Wahrend Oligodendrocyten
und Microglia beide Isoformen von Ferritin besitzen, Gberwiegt bei Neuronen das H-
Ferritin (Cheepsunthorn et al. 1998; Han et al. 2002). Dabei findet man H-Ferritin vor
allem im Zellkern (Cheepsunthorn et al. 1998). Man vermutet, dass dieses nukleare
Ferritin dem Schutz der DNA dient, da H-Ferritin an DNA binden und diese vor der
Toxizitdt von Eisen schitzen kann (Thompson et al. 2002). Das
Eisentransportprotein Transferrin tritt im Gehirn ebenfalls Uberwiegend in
Oligodendrocyten auf. Reife Oligodendrocyten besitzen den grofdten Teil der
Transferrin-mRNA und des Transferrins des Gehirns (Bloch et al. 1985; Connor et al.
1987). In geringen Mengen wurde Transferrin auch in Neuronen (Dwork et al. 1988)

und Astrocyten (Connor et al. 1990) nachgewiesen.

TfR wurde bei adulten Ratten und Mausen Uberwiegend auf Kapillarendothelzellen
und Neuronen nachgewiesen (Jefferies et al. 1984; Moos 1996), aber auch
Oligodendrocyten und Microglia enthalten TfR in den ersten Tagen der postnatalen
Entwicklung (Lin und Connor 1989; Kaur und Ling 1995). Im Gehirn adulter Mause
konnte TfR in Oligodendrocyten, Microglia und Astrocyten nicht nachgewiesen
werden (Moos 1996). Zur Expression von IRPs im Gehirn gibt es bisher nur wenige
Studien. IRP1 wurde immunhistochemisch in Neuronen und Oligodendrocyten
nachgewiesen (Leibold et al. 2001). IRP2 wurde bisher nur in Neuronen gefunden
(Leibold et al. 2001; Siddappa et al. 2003). DMT1 wurde hauptsachlich in Astrocyten
und Neuronen aber auch in Microglia und Oligodendrocyten nachgewiesen (Moos et
al. 2000; Wang et al. 2001; Burdo et al. 2001). Ferroportin kommt in Astrocyten,
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Microglia, Oligodendrocyten und Neuronen vor (Wu et al. 2004) und Ceruloplasmin
tritt im Gehirn in Astrocyten und Neuronen auf (Mollgard et al. 1988; Klomp et al.
1996; Hwang et al. 2004).

Wenige Untersuchungen beschreiben das Vorkommen der genannten Proteine des
Eisenstoffwechsels in Zellkulturen neuraler Zellen (Tabelle 1). Ferritin und Transferrin
wurden bisher in Astrogliazellen (Regan et al. 2002; Espinosa de los Monteros et al.
1990) und Oligodendrogliazellen (Qi und Dawson 1994; Espinosa de los Monteros et
al. 1990) nachgewiesen. TfR wurde in kultivierten Neuronen und Astrogliazellen
nachgewiesen (Oh et al. 1986; Qian et al. 2000). DMT1, Ferroportin sowie eine GPI-
verankerte Form von Ceruloplasmin (GPI-CP) kommen in Astrogliazellen vor (Patel
und David 1997; Patel et al. 2000; Jeong und David 2003). Dies deutet auf eine
Beteiligung dieser Proteine am Eisenstoffwechsel von Astrogliazellen hin (Jeong und
David 2003; Lis et al. 2004).

2.3.2.2 Eisenstoffwechsel neuraler Zellkulturen

Uber den Eisenstoffwechsel kultivierter neuraler Zellen ist sehr wenig bekannt. Die
meisten Untersuchungen wurden an Astrogliazellen und Oligodendrogliazellen
durchgefuhrt. In Kultur nehmen Astrogliazellen sowohl transferringebundenes als
auch nicht proteingebundenes Eisen auf (Qian et al. 2000; Hoepken et al. 2004;
Riemer et al. 2004). Eisen kann von kultivierten Astrogliazellen auch freigesetzt
werden. Daran sind wahrscheinlich Ferroportin und GPI-CP beteiligt (Jeong und
David 2003). Die Kolokalisation von GPI-CP mit dem Eisenexportprotein Ferroportin
in der Membran von Astrogliazellen (Jeong und David 2003) lasst vermuten, dass
Fe?* durch Ferroportin exportiert und anschlieBend von GPi-CP oxidiert wird. Diese
Hypothese wird durch Befunde zu Eisengehalten von Gehirnzellen bei
Aceruloplasminamie unterstutzt, da diese Erkrankung zu einer Akkumulation von
Eisen in Astrocyten fuhrt (Miyajima 2003).

Einen besonderen Mechanismus der Eisenaufnahme von Oligodendrogliazellen
scheint die Aufnahme von ferritingespeichertem  Eisen  darzustellen.
Oligodendrocyten besitzen Bindungsstellen fur Ferritin auf ihrer Plasmamembran und
kultivierte  Oligodendroglia-Vorlauferzellen ~ kdénnen Ferritin ~ Uber  einen

endocytotischen Mechanismus aufnehmen (Hulet et al. 1999, 2000). Die Aufnahme
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von ferritingespeichertem Eisen wirde es Oligodendrocyten erméglichen, eine hohe
intrazellulare Eisenkonzentration aufrecht zu erhalten ohne sich einer hohen
Eisentoxizitat auszusetzen. Ob in vivo eine solche Aufnahme tatsachlich erfolgt, ist

nicht erwiesen.

2.3.3 Eisen und neurodegenerative Erkrankungen

Wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben, kann Eisen in redoxaktiver Form bei der Reaktion
mit H»O, die Bildung reaktiver Hydroxylradikale verursachen. Dies stellt
insbesondere fur das Gehirn eine potentielle Gefahr dar, weil 1. in bestimmten
Gehirnarealen wie substantia nigra, putamen oder globus pallidus hohe Eisengehalte
auftreten (Hill und Switzer 1984; Riederer et al. 1992; Benkovic und Connor 1993), 2.
die Zellen des Gehirns eine hohe oxidative Stoffwechselaktivitat aufweisen (Clarke
und Sokoloff 1999), 3. im Vergleich zu anderen Geweben im Gehirn nur geringe bis
moderate spezifische Aktivitaten der Superoxiddismutasen, Catalase und GPx
gefunden wurden (Cooper und Kristal 1997; Ho et al. 1997) und 4. weil das Gehirn
reich an mehrfach ungesattigten Fettsaureketten ist, die leicht zu Lipidperoxiden
oxidiert werden konnen (Porter 1984; Halliwell 1992).

Bei einer Vielzahl neurologischer und neurodegenerativer Erkrankungen wurden
Stérungen des Eisenstoffwechsels mit verstarkter Eisenakkumulation in bestimmten
Gehirnarealen gefunden (Connor et al. 2001; Burdo und Connor 2003; Bartzokis et
al. 2004). Dazu gehdren das idiopathische Parkinsonsyndrom (IPS) (Jellinger 1999;
Gotz et al. 2004; Kaur und Andersen 2004), die Alzheimersche Erkrankung (AD)
(Perry et al. 2002; Huang et al. 2004; Todorich und Connor 2004), MS (LeVine und
Chakrabarty 2004), die Friedreich-Ataxie (Puccio und Koenig 2002) und das
Hallervorden-Spatz-Syndrom (Koeppen und Dickson 2001; Ponka 2004). Ob
Storungen des Eisenstoffwechsels ursachlich fur die Entstehung neurodegenerativer
Erkrankungen sind, ist unklar. Stérungen des Eisenstoffwechsels im Gehirn werden
aber als gemeinsame Komponente bei der Progression vieler neurodegenerativer
Erkrankungen angesehen (Qian und Shen 2001; Rouault 2001; Thompson et al.
2001; Huang et al. 2004). Im Folgenden sollen Befunde zu einem veranderten

Eisenstoffwechsel bei IPS und AD genauer beschrieben werden.

36



Das IPS ist durch progressive Degeneration dopaminerger Neuronen in der pars
compacta der substantia nigra charakterisiert. Die Etiologie der Krankheit ist
unbekannt, jedoch ergab die biochemische Analyse von post mortem-Gewebe starke
Hinweise auf oxidativen Stress in der substantia nigra wahrend der Progression der
Erkrankung (Bains und Shaw 1997; Schulz et al. 2000; Kaur und Andersen 2004).
Eine mdgliche Ursache fur oxidativen Stress konnte die durch Eisen vermittelte
Bildung von Hydroxylradikalen sein. Viele Untersuchungen haben eine erhohte
Eisenkonzentration in der substantia nigra von |IPS-Patienten ergeben (Dexter et al.
1987; Dexter et al. 1989; Riederer et al. 1992; Griffiths et al. 1999). Dabei treten
erhdohte Eisengehalte in Astrocyten, Oligodendrocyten und Microglia auf, die in
unmittelbarer Nachbarschaft zu Neuronen liegen (Jellinger et al. 1990; Dexter et al.
1991). Zudem konnten erhdhte Eisengehalte in neuromelaninhaltigen dopaminergen
Neuronen festgestellt werden (Ben Shachar et al. 1992; Youdim und Riederer 1993).
Trotz der Eisenakkumulation in der substantia nigra ist das Vorkommen des
Eisenspeicherproteins Ferritin in dieser Hirnregion unverandert (Dexter et al. 1991).
Zusatzlich zum erhohten Eisengehalt findet man beim IPS eine Stérung des
Glutathionstoffwechsels. In der substantia nigra von |IPS-Patienten ist der Gehalt an
GSH im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen um 40 bis 50% verringert (Riederer
et al. 1989; Sofic et al. 1992; Pearce et al. 1997). Der verringerte GSH-Gehalt konnte
zu einer verringerten Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (RSS) und in
Kombination mit dem erhdhten Eisengehalt zur verstarkten Bildung toxischer

Hydroxylradikale flhren.

AD gehort zu den haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen. Sie ist mit einem
fortschreitenden und irreversiblen Verlust des kognitiven Leistungsvermdgens
verbunden, wohingegen motorische und sensorische Funktionen normalerweise
nicht betroffen sind (Huang et al. 2004). Neuropathologisch ist AD gekennzeichnet
durch das Vorkommen extrazellularer unloslicher Plaques, deren Hauptkomponente
das B-Amyloid ist, und durch das Vorkommen intrazellularer neurofibrillarer Blindel,
die aus dem mikrotubuliassoziierten Protein Tau bestehen (Masters et al. 1985;
Grundke-Igbal et al. 1986). Bei AD wurden Eisen-akkumulationen in neurofibrillaren
Blndeln und Plaques des Hippocampus und des cerebralen Cortex nachgewiesen
(Good et al. 1992; Connor et al. 1992b; LeVine 1997). Neben den

Eisenakkumulationen treten auch veranderte Verteilungsmuster verschiedener
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Proteine des Eisenstoffwechsels auf, die auf Stérungen des Eisenstoffwechsels
hinweisen. So wurden Transferrin und Ferritin in Assoziation mit Plaques
nachgewiesen (Connor et al. 1992a). Intrazellulares Transferrin wurde vor allem in
Astrocyten statt in Oligodendrocyten gefunden (Connor et al. 1992a). Ferritin wurde
hauptsachlich in Microglia nachgewiesen, die mit Plaques oder Blutkapillaren
assoziiert waren (Connor et al. 1992a). Zudem wurde in Gehirnschnitten von AD-
Patienten ein verandertes Verteilungsmuster fur IRP2 nachgewiesen, wahrend die
Verteilung von IRP1 unverandert war (Smith et al. 1998).

2.4 Antioxidative Mechanismen und oxidativer Stress

In jeder Zelle entstehen wahrend des normalen Stoffwechsels RSS. Dazu gehdren
unter anderem Superoxid, H20O,, Alkylhydroperoxide, Singulettsauerstoff und
Hydroxylradikale. Zur Entgiftung dieser Verbindungen sind wahrend der Evolution
verschiedene Mechanismen entwickelt worden, da eine starke Belastung von Zellen
mit RSS zu oxidativem Stress fuhren kann. Unter oxidativem Stress versteht man
eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Bildung und Entgiftung von RSS in
Richtung einer erhohten Konzentration an RSS. Dies kann auf erhohter Bildung von
RSS und/oder verminderter Entgiftung beruhen. Folge oxidativen Stresses kann die
Schadigung der Zellen z.B. durch Lipidperoxidation, DNA-Strangbriche und
Proteinmodifikationen sein (Halliwell und Gutteridge 1999; Halliwell 2001).
Antioxidative Mechanismen bestehen in auf der Beseitigung der RSS wie z.B. von
Superoxid durch Superoxiddismutasen und von H,O, durch Catalase und GPx (Abb.
5).

2.4.1 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies im Gehirn

Nach Schatzungen von Halliwell (Halliwell 1992) werden bis zu 5% der in die
Atmungskette eingeschleusten Elektronen einzeln auf Sauerstoff Ubertragen und
generieren somit Superoxid. Bei einem Anteil des Gehirns von 20% am
Sauerstoffumsatz (Clarke und Sokoloff 1999) wird somit bis zu 1% des vom Korper
verbrauchten Sauerstoffs im Gehirn zu Superoxid. Dies stellt hohe Anspriche an die

Fahigkeit des Gehirns zur Entgiftung von RSS.
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Abb. 5: Beseitigung von H;O; in Zellen. H,O2 kann in Zellen durch
Catalase oder GPx entgiftet werden. Bei der Peroxidreduktion durch GPx
wird GSH zu GSSG oxidiert. Die Reduktion von GSSG erfolgt Uber GR in
einem NADPH-abhangigen Prozess.

Eine weitere Quelle fur Superoxid, die quantitativ weniger bedeutend ist, jedoch eine
wichtige Rolle bei pathologischen Prozessen spielt, ist die Reaktion der NADPH-
Oxidase. Sie katalysiert den Transfer eines Elektrons von NADPH auf Sauerstoff und
generiert dabei Superoxid. Dieses Ectoenzym wurde =zuerst flr neutrophile
Granulocyten beschrieben (Rossi 1986), kommt aber auch in Microgliazellen vor
(Sankarapandi et al. 1998; Dringen 2005). Die NADPH-Oxidase wird Uber eine
Vielzahl von Mechanismen reguliert (Vignais 2002; Bokoch und Knaus 2003). Dies
ist unbedingt notwendig, da eine ungesteuerte Superoxidproduktion zu starken
Zellschaden fuhren kann. Dies trifft vor allem fur das Gehirn zu, da dort in direkter
Nachbarschaft der NADPH-Oxidase exprimierenden Microglia Neuronen lokalisiert
sind (Dringen 2005).

Eine weitere Quelle fur RSS sind enzymatische Reaktionen, die durch Oxidasen wie
Xanthinoxidase oder Monoaminooxidasen katalysiert werden (Halliwell 2001; Nicotra
et al. 2004). Diese Enzyme verwenden Sauerstoff als Elektronenakzeptor fur
Oxidationsreaktionen. Dabei entsteht als weiteres Produkt H,O,. Zusatzlich kénnen
Catecholamine wie Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin durch Sauerstoff
enzymunabhangig autoxidiert werden, wobei ebenfalls RSS entstehen (Fornstedt
1990; Hirrlinger et al. 2002c).
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2.4.2 Antioxidative Mechanismen neuraler Zellen

2.4.2.1 Glutathionstoffwechsel

H>0O, kann entweder durch Catalase zu Wasser und Sauerstoff disproportioniert oder
durch die Aktivitat der GPx zu Wasser reduziert werden (Abb. 5). Die fur die GPx-
Reaktion notwendigen Elektronen werden vom Tripeptid GSH (y-Glutamylcysteinyl-
glycin) geliefert, das bei der Reaktion zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert wird
(Abb. 5). Die selenhaltigen GPx treten in mehreren Isoformen auf (Ursini et al. 1995).
Von den verschiedenen GPx-Isoformen ist GPx1 die am starksten exprimierte (Ho et
al. 1997). Untersuchungen an GPx1-defizienten (GPx1(-/-))-Mausen lassen
vermuten, dass GPx1 eine wichtiges Enzym des antioxidativen Systems von
Gehirnzellen ist. So haben Versuche mit verschiedenen Stresssystemen ergeben,
dass die Gehirne von GPx1(-/-)-Mausen starker geschadigt werden als die Gehirne
von Wildtyp-Mausen (Zhang et al. 2000; Crack et al. 2001; Flentjar et al. 2002).

Die Regenerierung des GSH erfolgt durch die Glutathionreduktase (GR). Sie
reduziert GSSG zu GSH, wobei NADPH als Elektronendonor dient (Abb. 5). Um die
Regenerierung von GSH zu gewahrleisten, ist eine standige Verfugbarkeit von
NADPH notwendig. Zu den NADPH-regenerierenden Enzymen im Gehirn gehoren
die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase,
das Malat-Enzym und die NADP*-abhéngige Isocitrat-Dehydrogenase (Baquer et al.
1988; Bukato et al. 1995; Minich et al. 2003; Dringen et al. 2004).

Die Biosynthese des Glutathions erfolgt durch zwei enzymkatalysierte Reaktionen
(Meister, 1974). Die y-Glutamylcysteinsynthetase bildet aus Glutamat und Cystein
das Dipeptid y-Glutamylcystein. Dieses Dipeptid dient als Substrat der
Glutathionsynthetase und wird in deren Reaktion mit Glycin zu Glutathion umgesetzt.
Jedes der Enzyme verbraucht pro Reaktion ein Molekul ATP. Die Glutathionsynthese
wird mittels Rudckkopplungshemmung der y-Glutamylcysteinsynthetase durch das
Endprodukt GSH reguliert (Richman und Meister 1975).

Im Glutathionstoffwechsel von Gehirnzellen spielt die metabolische Interaktion
zwischen Astrogliazellen und Neuronen eine wichtige Rolle (Dringen 2000; Dringen

und Hirrlinger 2003). Astrogliazellen und Neuronen bevorzugen fur ihre
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Glutathionsynthese unterschiedliche extrazellulare Ausgangsmolekile (Astroglia:
Cystin und Glutamat; Neuronen: Cystein und Glutamin), und konkurrieren daher nicht
um die extrazellularen Synthesevorstufen (Kranich et al. 1996). Neuronen sind fur
ihre GSH-Synthese auf Cystein angewiesen, da sie Cystin nicht aufnehmen kénnen
(Sagara et al. 1993a,b; Kranich et al. 1996). Im Extrazellularraum ist jedoch vor allem
Cystin vorhanden, da Cystein schnell durch Sauerstoff autoxidiert wird.
Astrogliazellen hingegen konnen Cystin als Baustein fur die GSH-Synthese effizient
nutzen (Kranich et al. 1996; Kranich et al. 1998). Sie setzen GSH frei, aus dem durch
das astrogliale Ectoenzym y-Glutamyltranspeptidase (Dringen et al. 1997) das
Dipeptid Cysteinylglycin entsteht, welches von Neuronen zur GSH-Synthese
verwendet werden kann (Dringen et al. 1999b; Dringen und Hirrlinger 2003). Dabei
wird Cysteinylglycin durch das neuronale Ectoenzym Aminopeptidase N hydrolysiert
(Dringen et al. 2001). Die entstehenden Aminosauren Cystein und Glycin kdnnen
anschlielfend von Neuronen aufgenommen und fur ihre GSH-Synthese verwendet
werden. Zusatzlich stellen Astrogliazellen durch Freisetzung von Glutamin Neuronen
auch die Vorstufe des dritten Bausteins (Glutamat) fur die GSH-Synthese zur

Verfugung (Dringen und Hirrlinger 2003).

2.4.2.2 Peroxidentgiftung

Um die Fahigkeit verschiedener neuraler Zellen zur H,O»-Entgiftung zu analysieren,
wurden hauptsachlich Zellkulturmodelle verwendet (Dringen und Hamprecht 1997;
Dringen et al. 1999b, 2004; Hirrlinger et al. 2000, 2002b; Baud et al. 2004). Da die
intrazellulare Konzentration von H,O, sehr gering ist und deshalb dessen Entgiftung
kaum messbar ist, wurden Untersuchungen zum Peroxidstoffwechsel oft durch
Zugabe von H,;O, oder organischer Hydroperoxide wie tert-Butylhydroperoxid und
Cumolhydroperoxid durchgefuhrt (Dringen und Hamprecht 1997; Dringen et al.
1998a/b; Kussmaul et al. 1999; Hirrlinger et al. 2002b; Baud et al. 2004). Um den
Einfluss der Catalase an der Entgiftung von H,O, zu untersuchen, kann Catalase
durch 3-Amino-1,2,4-triazol (3AT) gehemmt werden (Margoliash und Novogrodsky
1958). Zur Untersuchung der Beteiligung des GSH-Systems an der Entgiftung von
Peroxiden kann man die Bildung von GSH durch irreversible Inhibition der y-
Glutamylcysteinsynthetase mit Buthioninsulfoximin (BSO) verhindern und dadurch
den GSH-Gehalt in Zellen verringern (Griffith und Meister 1979). Zudem lassen sich
GPx durch Mercaptosuccinat hemmen (Tappel 1984).
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Die Mechanismen der Entgiftung von H,O, sind besonders gut an Kulturen von
Astrogliazellen erforscht. H,O, wird von diesen Zellen in einer Reaktion mit einer
Kinetik erster Ordnung und einer Halbwertszeit von wenigen Minuten entgiftet
(Dringen und Hamprecht 1997; Dringen et al. 1998a). Die Entgiftung von H,O, wird
durch die Verringerung der GSH-Konzentration nur geringflgig beeinflusst (Dringen
und Hamprecht 1997; Liddell et al. 2004). Dennoch ist GPx an der Beseitigung von
H,O, beteiligt, da transient GSSG nachgewiesen werden kann (Dringen und
Hamprecht 1997). Die Inhibition von GPx durch Mercaptosuccinat fuhrt zunachst zu
einer verlangsamten H,0,-Entgiftung, die letztendlich, vermutlich durch eine
peroxidabhangige Autoinaktivierung der Catalase, vollstandig unterbleibt (Sokolova
et al. 2001). Die Inhibition von Catalase durch 3AT fuhrt nur zu einer marginalen
Verlangsamung der H,O»-Entgiftung (Dringen und Hamprecht 1997; Liddell et al.
2004). Jedoch wird die Entgiftungsrate fur H,O, durch Verringerung des GSH-
Gehalts und gleichzeitiger Inhibition der Catalase stark verringert (Liddell et al. 2004).
Dies zeigt, dass sowohl das GSH-System als auch Catalase an der Entgiftung von

H20O- in Kulturen von Astrogliazellen beteiligt ist.

Microgliazellen, Oligodendrogliazellen und Neuronen sind ebenfalls in der Lage
exogenes H,O, zu beseitigen (Dringen et al. 1999a; Hirrlinger et al. 2000, 2002b).
Dabei sind Oligodendrogliazellen besonders effizient bei der Entgiftung von H20,
(Hirrlinger et al. 2002b). Sie besitzen hohere spezifische GPx- und Catalase-
Aktivitaten als Astrogliazellen, Microgliazellen oder Neuronen (Hirrlinger et al.
2002b). An der Entgiftung von H>O, durch Oligodendrogliazellen sind Catalase und
GPx beteiligt (Baud et al. 2004). In kultivierten Neuronen ist die Entgiftung von H>O,
bei Hemmung der Catalase deutlich verlangsamt (Dringen et al. 1999a). Zusatzlich
zur Catalase ist auch das GSH-System an der Entgiftung von Peroxiden in
kultivierten Neuronen beteiligt, da GSH nach Peroxidapplikation schnell oxidiert wird
(Dringen et al. 1999a).

2.5 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst das Vorkommen bekannter Proteine des
Eisenstoffwechsels auf mRNA- und Proteinebene in Kulturen von Astrogliazellen,
Microgliazellen, Oligodendrogliazellen und Neuronen vergleichend untersucht

werden. Zudem sollte der spezifische Eisengehalt dieser neuralen Zellkulturen
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bestimmt werden. Die gewonnenen in vitro-Daten sollten durch Untersuchungen an
Gehirnschnitten der Ratte auf in vivo-Relevanz gepruft werden. Des Weiteren sollten
durch Applikation von transferringebundenem Eisen und nicht proteingebundenem
Eisen Mechanismen der Eisenakkumulation in neuralen Zellen untersucht werden.
Ferner sollten die Konsequenzen von Eisenapplikation bzw. Eisenentzug auf den
zellularen Eisengehalt und auf den Gehalt von TfR und Ferritin analysiert werden
sowie die Toxizitat von Eisen bestimmt werden. Schlieldlich sollte die Bedeutung von
Eisen bei der Toxizitdt von H;O, durch vergleichende Untersuchungen an

Astrogliakulturen von Wildtyp- und GPx1-defizienten Mausen untersucht werden.
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3 Ergebnisse

Die Abbildungen und Tabellen der vorliegenden Arbeit zeigen reprasentative
Experimente, die in Dreifachbestimmungen an einer Kultur durchgefuhrt wurden,
oder sie fassen Daten aus Experimenten an mehreren Kulturen zusammen. Wurden
Daten aus mehreren Experimenten zusammengefasst, ist die Anzahl der
zusammengefassten Einzeldaten (n) angegeben. Die Symbole in den Diagrammen
reprasentieren den Mittelwert und die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
(SD) an. Statistische Vergleiche mehrerer Datensatze wurden mit der nicht
parametrischen Varianzanalyse (Kruskal-Wallis-Test) gefolgt von Dunn’s Multiple
Comparisons Test durchgefuhrt. p>0.05 wurde als nicht signifikant gewertet.
Signifikante Unterschiede zwischen Datensatzen wurden, wenn nicht anders
angegeben, mit Sternen gekennzeichnet: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Alle in
dieser Arbeit aufgefuhrten Experimente wurden, wenn nicht anders angegeben,
mindestens an zwei, in der Regel an drei oder mehr unabhangigen Kulturen
durchgefuhrt.

Der Eisengehalt von FAC kann zwischen einzelnen Chargen variieren. Der
Eisengehalt der fir die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Experimente
verwendeten Charge wurde mittels Atomaborptionsspektrometrie (AAS) ermittelt und
betrug 0.91 £ 0.04 mol Eisen pro mol FAC (Riemer et al. 2004). Die Konzentration
applizierten Eisens ist in den jeweiligen Experimenten entweder in yM FAC oder in
MM Eisen als FAC angegeben (100 uM FAC = 91 uM Eisen als FAC).

3.1 Morphologische und immuncytochemische Charakterisierung
neuraler Zellkulturen

Etablierte Zellkulturmodelle fur Astrogliazellen (Hamprecht und Loffler 1985),
Neuronen (Loffler et al. 1986), Microgliazellen (Hirrlinger et al. 2000) und
Oligodendrogliazellen (Hirrlinger et al. 2002b) wurden in der vorliegenden Arbeit
hergestellt und ihre biochemischen Eigenschaften untersucht. Abb. 6 zeigt
Phasenkontrastaufnahmen dieser vier verwendeten Typen neuraler Zellkulturen.
Zellen astrogliareicher Primarkulturen (APKs) besallen teilweise Auslaufer und
bildeten nach 11 d in Kultur einen dichten Zellrasen (Abb. 6A), der nach 14 d
konfluent war. Oligodendrogliareiche Sekundarkulturen (OSKs), microgliareiche

Sekundarkulturen (MSKs) und neuronenreiche Primarkulturen (NPKs) waren nicht
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konfluent (Abb. 6B,C,D). Oligodendrogliazellen besallen feine verzweigte Auslaufer
in alle Richtungen (Abb. 6B). Microgliazellen wiesen nur wenige oder gar keine
Fortsatze auf (Abb. 6C) und Neuronen in Kultur zeigten ein weit verzweigtes
Netzwerk von Fortsatzen (Abb. 6D). Die Morphologie der Zellen in den untersuchten
Kulturen entsprach der fir die jeweilige Kultur beschriebenen Morphologie (Loffler et
al. 1986; Reinhart et al. 1990; Gutterer et al. 1999; Hirrlinger et al. 2000; Hirrlinger et
al. 2002b).

Abb. 6: Phasenkontrastaufnahmen neuraler Zellen. A: APK (Kulturalter:
11 d); B: OSK (Kulturalter: 6 d); C: MSK (Kulturalter: 3 d); D: NPK
(Kulturalter: 5 d). Die Balken in den Bildern entsprechen jeweils einer
Lange von 50 um.

Die hergestellten neuralen Zellkulturen wurden durch immuncytochemischen
Nachweis zelltypspezifischer Marker analysiert. Abb. 7 zeigt solche immun-
cytochemischen Anfarbungen der vier verwendeten Zellkulturtypen. Astrogliazellen
wurden mit einem Antikdrper gegen das Astrocyten-Markerprotein GFAP (Bock et al.
1977) angefarbt (Abb. 7A). Zur ldentifizierung von Oligodendrocyten wurde ein
Antikdrper gegen das oligodendrocytenspezifische Lipid Galactocerebrosid (GalC;
Ranscht et al. 1982) verwendet (Abb. 7B). Die Identifizierung von Microgliazellen
erfolgte durch die Bindung des Antikdrpers Ox42 an den microgliaspezifischen
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(Morimura et al. 1990) Marker CD11b (Abb. 7C). Neuronen wurden mit einem
Antikorper gegen GAP43 (Jacobson et al. 1986) identifiziert (Abb. 7D). Die
immuncytochemische Analyse der Expression zellspezifischer Marker bestatigte,
dass die hergestellten Zellkulturen fir den jeweils gewlnschten Zelltyp stark

angereichert waren.

Abb. 7: Immuncytochemische Anfarbungen neuraler Zellkulturen gegen
zelltypspezifische Marker. A: GFAP-Farbung (grun) einer APK (Kulturalter:
8 d); B: GalC-Farbung (grun) einer OSK (Kulturalter: 6 d); C: CD11b-
Farbung (rot) einer MSK (Kulturalter: 3 d); D: GAP43-Farbung (rot) einer
NPK (Kulturalter: 5 d). Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau).
Die Balken in den einzelnen Bildern entsprechen jeweils einer Lange von
25 um.

3.2 Nachweis von Eisen

Um den Eisenstoffwechsel neuraler Zellen in Kultur zu untersuchen, wurden
quantitative und qualitative Nachweismethoden fur Eisen eingesetzt. Zur
Quantifizierung von Eisen wurde zum einen AAS angewendet, zum anderen eine
kolorimetrische Nachweismethode zur Quantifizierung von Eisen etabliert, die auf die
eisenchelierende Eigenschaft der Substanz Ferrozin basiert. Der Fe®*-Chelator
Ferrozin wurde bereits fur die Bestimmung von Eisen in biologischen Proben
eingesetzt wurde (Ceriotti und Ceriotti 1980; Fish 1988). Die von Fish beschriebene
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Methode wurde in der vorliegenden Arbeit fur die Quantifizierung von Eisen in
kultivierten Zellen modifiziert und fur Messungen in wells von Microtiterplatten
etabliert (Riemer et al. 2004). Ergebnisse zu dieser Etablierung werden in diesem
Kapitel dargestellt. Des Weiteren wurde zum cytochemischen Nachweis von
Eisen(lll) in Zellkulturen eine von Nguyen-Legros et al. (1980) modifizierte Methode
der Perls-Farbung, die zur Anfarbung von Eisen(lll) in Gehirnschnitten bereits haufig

verwendet wurde, erneut modifiziert.

3.2.1 Atomabsorptionsspektroskopie

Die im Labor von Prof. Weser (Universitat Tubingen) etablierte AAS-Bestimmung von
Eisen wurde in einigen Versuchen an Zellkulturen und fir die Validierung der
kolorimetrischen Eisenbestimmung angewendet. Um den Messbereich dieser
Methode zu bestimmen, wurde zunachst eine Eichreihe mit verschiedenen
Standardmengen an Eisen(ll)sulfat erstellt und der AAS unterworfen. Abb. 8 zeigt,
dass das Messsignal (Schreiberausschlag) in einem Bereich von 0 pmol bis 75 pmol

Eisen(ll)sulfat proportional zu Eisenmenge zunahm.

3.2.2 Kolorimetrische Eisenbestimmung

Die Quantifizierung von Eisen wurde nach einer Modifikation (Riemer et al. 2004) der
von Fish (1988) beschriebenen Methode durchgefuhrt. Dabei wird das Eisen
zunachst durch Behandlung der Zellen mit salzsaurer Kaliumpermanganat-Losung
aus Komplexen und Proteinen freigesetzt. Anschlie3end wird das freigesetzte Eisen
durch den Eisenchelator Ferrozin gebunden. Die Absorption des Ferrozin-Eisen-
Komplexes wird bei 550 nm gemessen. Da Ferrozin spezifisch fiir Fe** ist, muss dem
Messansatz Ascorbat zugesetzt werden, welches Fe** zu Fe*' reduziert. Durch
Zugabe des Kupferchelators Neocuproin wird verhindert, dass Ferrozin Kupfer

bindet, und dadurch das Ergebnis verfalscht.

Zur Etablierung der kolorimetrischen Eisenbestimmung mit Ferrozin in Zellkulturen
wurden neben der Bestimmung des Messbereichs auch die bendtigte Menge an
Ferrozin, der Einfluss von Neocuproin, der Nachweis von Eisen aus verschiedenen
Eisensalzen und der Einfluss anderer divalenter Kationen auf den Eisennachweis

untersucht. Zudem wurden an APKs mit der Ferrozin-Methode gemessene
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Eisengehalte mit Werten der gleichen Proben verglichen, deren Eisengehalte durch

AAS bestimmt wurden.

N N N
o N EEN

Lange des Ausschlags (cm)
(0 0]

FeSO, (pmol)

Abb. 8: Eichgerade zur Eisenquantifizierung durch Atomabsorptions-
spektrometrie. Unterschiedliche Mengen von Eisensulfat wurden in das
Atomabsorptionsspektrometer appliziert. In einem Bereich von 0 bis 75
pmol Eisensulfat war der Ausschlag des Schreibers proportional zur
Eisenmenge. Die Standardabweichungen in diesem Experiment sind
kleiner als die verwendeten Symbole. Der Korrelationskoeffizient betragt
0.989.

3.2.2.1 Eichgerade

Abb. 9 zeigt eine typische Eichgerade, die unter Verwendung der etablierten
Standardbedingungen zur Eisenbestimmung (s. 5.4.5.1) gewonnen wurde. Der
Anstieg der Absorption bei 550 nm mit der Eisenmenge war in den Bereichen von 0
nmol bis 30 nmol bzw. zwischen 0 pmol und 1000 pmol linear (Abb. 9A,B). Die
Berechnung des Extinktionskoeffizienten aus 18 solcher Standardgeraden ergab
einen Wert von 26.98 + 0.96 mM'cm™. Dieser Wert stimmt sehr genau mit dem in
der Literatur beschriebenen Extinktionskoeffizienten von 27.9 mM"cm™ fiir den

Eisen(ll)-Ferrozin-Komplex bei 562 nm Uberein (Berlett et al. 2001).
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Abb. 9: Absorption des Eisen(ll)-Ferrozin-Komplexes bei steigender
Eisenmenge. Die angegeben Werte sind Mittelwerte + SD eines
reprasentativen Experiments. Der Anstieg der Absorption ist linear
zwischen 0 und 30 nmol (A) und zwischen 0 und 1000 pmol (B) FeCls. Die
Standardabweichungen sind kleiner als die verwendeten Symbole. Die
Korrelationskoeffizienten betragen 0.999 fur beide Stoffmengenbereiche.

3.2.2.2 Einfluss von Ferrozin und Neocuproin

Um die maximale nachweisbare Eisenmenge und die dazu bendtigte Ferrozinmenge
zu bestimmen, wurden FeCls;-Mengen zwischen 0 nmol und 100 nmol in wells einer
Microtiterplatte mit verschiedenen Mengen an Ferrozin gemischt. Abb. 10A zeigt die
Abhangigkeit der Absorption des Eisen(ll)-Ferrozin-Komplexes von der Eisenmenge
und der Ferrozinmenge im Versuchsansatz. Ohne Ferrozin im Detektionsreagenz
war, unabhangig von der Eisenmenge, nur eine sehr geringe Absorption (<0.05) bei
550 nm zu messen. Bei der hdchsten eingesetzten Ferrozinmenge von 200 nmol
stieg die Absorption des gebildeten Komplexes bis zu 50 nmol linear mit der
Eisenmenge an. Da die Absorption fur 50 nmol FeCls aber bereits bei ca. 3.5 lag,
wurde in allen weiteren Versuchen als hochster FeCls-Standard eine Stoffmenge von
30 nmol (maximale Absorption bei ca. 2.0) verwendet. Ein 3-facher Uberschuss von
Ferrozin im Vergleich zu Eisen war nétig, um eine maximale Absorption des
Komplexes bei 550 nm zu erreichen. Fur alle weiteren Versuche wurde eine

Ferrozinmenge von 200 nmol eingesetzt.

49



€ - E(?orzonﬂ? A B Neocuproin I

S 415 toomma P it

"c’ I 128 223: 1.0 | w200 nmol

s |—@—  O0nmol |/ ' —— 400 nmol

la 3 B

o

S -

S 2 05

o

e

@ 11

o

<

0 0.0 - L M
0 20 40 o0 80 100 0 3 10 20

FeCl, (nmol) FeCl, (nmol)

Abb. 10: Ferrozin- und Neocuproin-Abhangigkeit der kolorimetrischen
Eisenmessung. Es wurden Mengen von Eisen(lll)chlorid zwischen 0 nmol
und 100 nmol (A) bzw. 0 nmol und 20 nmol (B) eingesetzt und die
Absorption bei 550 nm nach Zugabe des Detektionsreagenz mit den
angegebenen Gehalten an Ferrozin (A) und Neocuproin (B) gemessen.

Da Kupfer ebenfalls von Ferrozin cheliert werden kann (Fish 1988) und in geringen
Mengen in Zellen vorkommt (Prohaska und Gybina 2004), wurde im
Detektionsreagenz der Kupferchelator Neocuproin verwendet, der eine Interaktion
von Kupfer mit Ferrozin verhindern soll (Fish 1988). Um sicherzustellen, dass Neo-
cuproin die Eisenbestimmung nicht negativ beeinflusst, wurden FeCls-Losungen
unterschiedlicher  Konzentration mit  Detektionsreagenzien inkubiert, die
Neocuproinmengen von bis zu 400 nmol enthielten. Die Eisenbestimmung wurde

durch die eingesetzten Mengen an Neocuproin nicht beeinflusst (Abb. 10B).

3.2.2.3 Vergleich verschiedener Eisensalze und Einfluss divalenter Kationen

Da Ferrozin Fe?* aber nicht Fe** cheliert (Carter 1971), wurde Ascorbat im
Reaktionsreagenz eingesetzt, um Fe* zu Fe?* zu reduzieren. Um zu untersuchen,
ob Eisen aus Eisen(ll)-Salzen und Eisen(lll)-Salzen gleichermalien detektiert wird,
wurde die Absorption des Eisen(ll)-Ferrozin-Komplexes fur Stoffmengen von 0 bis 20
nmol der Eisensalze FAC, Eisen(ll)ammoniumsulfat ((NH4)2Fe(SO,).), Eisen(ll)sulfat
(FeSOy4) und Eisen(lll)chlorid (FeCls) verglichen. Dabei wurden keine Unterschiede
zwischen den eingesetzten Eisensalzen gefunden (Abb. 11A). Die Methode ist somit
fur den Eisennachweis von Eisen(ll)salzen und Eisen(lll)salzen gleichermalien

geeignet.
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Abb. 11: A: Abhangigkeit der Absorption des Eisen(ll)-Ferrozin-
Komplexes von der Art und der Konzentration des eingesetzten
Eisensalzes. Die genannten Eisensalze wurden in Mengen von 0, 5, 10
und 20 nmol eingesetzt. B: Einfluss divalenter Kationen auf die
kolorimetrische Eisenbestimmung. Der Eisengehalt der Mischungen von 0
nmol, 5 nmol oder 20 nmol Eisen(lll)chlorid mit zusatzlich 10 nmol der
angegebenen Substanzen wurde bestimmt. Die angegeben Werte sind
Mittelwerte + SD eines reprasentativen Experiments.

Um den Einfluss anderer divalenter Kationen auf den Eisennachweis zu untersu-
chen, wurden jeweils 10 nmol MnCl,, CuSO4, MgSO4, NiSO4 oder ZnSO4 ohne oder
in Kombination mit 5 bzw. 20 nmol FeCl; der kolorimetrischen Eisenbestimmung
unterzogen. Abb. 11B zeigt, dass keine der verwendeten divalenten Kationen den
Nachweis von Eisen storte. Allenfalls CuSO,4 fuhrte in Abwesenheit von FeCls zu
einem geringfugigen Anstieg der Absorption bei 550 nm im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 11B).

3.2.3 Nachweis von Eisen in astrogliareichen Primarkulturen

3.2.3.1 Vergleich von atomabsorptionsspektrometrischer und kolorimetrischer
Eisenbestimmung

Um die Anwendbarkeit der Ferrozin-Methode zur Untersuchung des Eisengehaltes
von Zellkulturen zu Uberprifen, wurde der durch die kolorimetrische Methode
gemessene Eisengehalt von APKs vor und nach Inkubation mit verschiedenen

Konzentrationen an FAC mit dem durch AAS gemessenen Eisengehalt verglichen
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(Tabelle 2 und Abb. 12). Fir unbehandelte Zellen ergab sich mit der Ferrozin-
Methode ein Eisengehalt von 8.4 + 2.9 nmol/mg Protein (Tabelle 2). Bei der AAS
wurde fur APKs ein Eisengehalt von 7.6 + 2.0 nmol/mg Protein ermittelt (Tabelle 2).
Somit besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den mit beiden Methoden
bestimmten basalen Eisengehalten von APKs. Auch nach Inkubation der Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen an FAC, die zu einer konzentrationsabhangigen
Steigung des Eisengehaltes der APKs fihrte (Abb. 12), wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mit beiden Methoden gemessenen Eisengehalten
gefunden (Tabelle 2 und Abb. 12).

Um die Durchfuhrung der Ferrozin-Methode zu vereinfachen, wurde die
Eisenbestimmung auch direkt in den wells von 24-well-Platten durchgeflihrt. Da
dadurch Eisenmessung und Proteinbestimmung aus derselben Probe nicht mehr
moglich war, die DurchfiUhrung der Eisenbestimmung aber erheblich vereinfacht
wurde, wurden die Proteinwerte in diesem Fall aus identisch behandelten Replika-
wells bestimmt. Zwischen den Eisengehalten, die durch die verschiedenen
Durchfihrungen der Ferrozin-Methode gewonnen wurden und den Werten, die durch
AAS bestimmt worden waren, gab es keine signifikanten Unterschiede (Abb. 12).
Somit wurden beide Ferrozin-Methoden der Eisenbestimmung von APKs durch AAS

erfolgreich validiert.

Tabelle 2: Eisengehalte von APKs: Vergleich der Messmethoden

spezifischer Eisengehalt (nmol/mg Protein)

APK AAS n Ferrozin-Methode n
unbehandelt 76+20 9 84+29 124
24 h FAC 290 + 58 9 302 + 61 18

Die Eisengehalte von APKs wurden vor (unbehandelt) oder nach 24 h
Inkubation in DMEM/PS mit 100 uM FAC mit den angegeben Methoden
quantifiziert.
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Abb. 12: Spezifischer Eisengehalt von APKs nach Inkubation mit FAC. Die
Zellen wurden fur 24 h mit FAC der angegeben Konzentrationen in
DMEM/PS ohne FCS inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 200 ul 50
mM NaOH lysiert. A: Ein Teil des Lysats wurde in Eppendorfgefalie
Uberfuhrt und mit saurer KMnOs-Losung behandelt, um Eisen aus
Komplexen und Proteinen freizusetzen. Sodann wurde der Eisengehalt
kolorimetrisch bestimmt. B: Ein anderer Teil des Lysats wurde fur die
Quantifizierung von Eisen durch AAS eingesetzt. C: Die Zellen wurden
direkt in den wells der Zellkulturplatten mit saurer KMnO4-LOsung
behandelt und anschlieRend wurde der Eisengehalt kolorimetrisch
bestimmt. Die angegebenen Werte reprasentieren Mittelwerte + SD von 9
Messungen aus drei 15 bis 18 d alten APKs. Der Proteingehalt der
Kulturen war 111 + 19 g pro well.

3.2.3.2 Cytochemischer Nachweis von Eisen in neuralen Zellen

Zum cytochemischen Nachweis von Fe(lll) in Zellen wurde die von Ngyuen-Legros et
al. (1980) entwickelte verstarkte Perls-Farbung zur Untersuchung von Eisen in
Gehirnschnitten fur die Anwendung in Zellkulturen modifiziert. Bei der Perls-Farbung
entsteht bei der Reaktion von Fe(lll) mit Kaliumhexacyanoferrat(ll) im sauren Millieu
das Berliner Blau. Die Intensivierung der Farbung wurde erreicht durch Reaktion mit

3,3 -Diaminobenzidin (DAB) und H,0O,, was die Bildung eines unldslichen braunen

Farbstoffes verursachte.

Die in Kap. 5.4.2.4 beschriebene Eisenfarbung fuhrte zu einer Anfarbung weniger
Zellen in konfluenten APKs (Abb. 13A) und nahezu aller Zellen in MSKs (Abb. 13C).
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Um die Spezifitat dieser Methode fiir Eisen zu untersuchen, wurde die DAB-Reaktion
an APKs und MSKs mit und ohne vorherige Perls-Farbung durchgefuhrt (Abb. 13).
Bei beiden Zellkulturtypen war ein Reaktionsprodukt nach der DAB-Inkubation nur
dann sichtbar, wenn vorher die eisenspezifische Perls-Farbung durchgefuhrt wurde
(Abb. 13A,C). Ohne Perls-Farbung wurden keine Zellen in APKs (Abb. 13B) und
MSKs (Abb. 13D) angefarbt. Somit stand mit der in Kap. 5.4.2.4 beschriebenen
Methode ein cytochemischer Nachweis von Fe(lll) zur Verfugung.

p ™ s

./' ] ; — —

Abb. 13: Modifizierte Perls-Farbung neuraler Zellkulturen. APKs (A,B) und
MSKs (C,D) wurden nach der in 5.4.2.4 beschriebenen Methode auf Eisen
gefarbt (A,C). Als Negativkontrolle wurde der erste Anfarbungsschritt mit
Kaliumhexacyanoferrat(ll) in saurer Umgebung unterlassen (B,D). Der
Balken in den Bildern entspricht jeweils einer Lange von 25 ym.

3.3 Eisen und Proteine des Eisenstoffwechsels in Kulturen
neuraler Zellen

In diesem Kapitel werden APKs, OSKs, MSKs und NPKs im Hinblick auf das
Vorkommen verschiedener Proteine des Eisenstoffwechsels und der entsprechenden
MmRNAs sowie im Hinblick auf ihren Eisengehalt verglichen. Eisen in den Zellen
wurde durch Eisenfarbung untersucht und der zellulare Eisengehalt quantitativ mit
der Ferrozin-Methode bestimmt. Der Nachweis der mRNAs fur die beiden Ferritin-

Untereinheiten, fir TfR und Transferrin sowie fur IRP1 und IRP2 in neuralen
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Zellkulturen wurde durch RT-PCR erbracht. AuRerdem wurde das Vorkommen von
Ferritin, TfR und Transferrin in neuralen Zellen durch immuncytochemische

Anfarbungen und durch Western Blot-Analysen untersucht.

3.3.1 Quantitativer und qualitativer Nachweis von Eisen

Mit Hilfe der Ferrozin-Methode wurde der zellulare Eisengehalt verschiedener
neuraler Zellkulturen bestimmt. Der hdchste Eisengehalt (36.9 £ 6.2 nmol Eisen/mg
Protein) wurde in MSKs gemessen (Abb. 14). Ihr spezifischer Eisengehalt war fast
viermal so hoch wie der von APKs und doppelt so hoch wie der von OSKs und
NPKs. Der zellulare Eisengehalt von MSKs war signifikant hoher als der der anderen
untersuchten neuralen Zellkulturen. Im Gegensatz dazu waren die Eisengehalte von
APKs, OSKs und NPKs nicht signifikant verschieden (Abb. 14).

Durch cytochemische Eisenfarbung wurde untersucht, ob Eisen homogen in allen
Zellen der untersuchten Kulturen vorkommt oder ob es heterogen in wenigen Zellen
der Kulturen nachgewiesen werden kann. Abb. 15 zeigt solche Anfarbungen, wobei
im jeweiligen linken Bildausschnitt eine Phasenkontrastaufnahme und in der rechten
Bildhalfte die Durchlichtaufnahme des gleichen Ausschnitts dargestellt ist. In MSKs
wurden nahezu alle Zellen fur Eisen angefarbt (Abb. 15C), wahrend in den drei
anderen Kulturtypen nur einzelne eisenpositive Zellen nachgewiesen wurden (Abb.
15A,B,D). Versuche, die eisenpositiven Zellen in den verschiedenen Zellkulturen mit
Hilfe  einer  zusatzlich  durchgeflhrten  Immunfluoreszenzanfarbung  fur
zelltypspezifische Marker zu identifizieren, scheiterten, da in den eisenpositiven
Zellen aufgrund der Intensitat der Eisenfarbung keine Fluoreszenz zu erkennen war

(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 14: Spezifischer Eisengehalt neuraler Zellkulturen. Die dargestellten
Daten sind Mittelwerte + SD von Daten, die an n (Zahlen in den jeweiligen
Balken) Kulturschalen aus 3 bis 4 unabhangig praparierten Kulturen
gewonnen wurden. Der durchschnittliche Proteinwert der 50 mm-
Kulturschalen betrug 860 + 160 ug (APK), 54 + 17 pg (MSK), 80 + 12 pg
(OSK) und 195 £ 80 ug (NPK).

% , i " » &
AV g B
* i o
: Kt ;ﬁﬂm . .’
“ v RO <
g » | : ° 7‘:.?:. 5 ) 4
™ - # 3 ',1‘ % 2

P #
— a —

Abb. 15: Eisenfarbungen neuraler Zellkulturen. A: APK (Kulturalter: 15 d);
B: OSK (Kulturalter: 6 d); C: MSK (Kulturalter: 3 d); D: NPK (Kulturalter: 5
d). Die jeweilige linke Bildhalfte zeigt eine Phasenkontrastaufnahme, die
jeweilige rechte Bildhalfte die zugehdrige Durchlichtaufnahme. Die Balken
in den einzelnen Aufnahmen entsprechen 25 pm.
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3.3.2 Nachweis der mRNAs von Proteinen des Eisenstoffwechsels

Um zu untersuchen, welche Proteine des Eisenstoffwechsels in den verschiedenen
neuralen Zellkulturen exprimiert sein konnten, wurde das Vorkommen der mRNAs fur
L- und H-Ferritin, fir TfR und Transferrin, sowie fur IRP1 und IRP2 analysiert. Dazu
wurde mRNA durch RT in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Diese diente
als Matrize fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR. Die RT-PCR

liefert eine rein qualitative Aussage uUber das Vorliegen der entsprechenden mRNA in

der Probe.

AM O N B L

Abb. 16: RT-PCR-Analyse des Vorkommens der mRNAs von L- (Ft L) und
H- (Ft H) Ferritin, Transferrinrezeptor (TfR), Transferrin (Tf) sowie von den
iron regulatory proteins (IRP) 1 und 2. Je 1 uyg Gesamt-RNA aus den
Zellkulturen bzw. adultem Rattenhirn oder -leber wurde revers
transkribiert. Die gewonnenen cDNAs wurden fur PCRs mit spezifischen
Primern zur Amplifikation der angegebenen Genprodukte eingesetzt. B-
Aktin-cDNA wurde als Positivkontrolle fur die Integritat der verwendeten
MmRNA eingesetzt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in einem
2%igem Agarosegel analysiert. A: APK; M: MSK; O: OSK; N: NPK; B:
Gehirn; L: Leber.
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Fir alle Proben der verschiedenen Zellkulturtypen sowie flr Gehirn und Leber
wurden mit den spezifischen Primerpaaren DNA-Fragmente der zu erwartenden
Grolle amplifiziert (Abb. 16). Unspezifische Banden kleinerer oder groRerer Masse

waren fur die untersuchten Proben nicht zu erkennen.

3.3.3 Vorkommen von Proteinen des Eisenstoffwechsels

Da der Nachweis des Vorhandenseins einer mRNA nicht das Vorhandensein des
entsprechenden Proteins beweist, wurde das Vorkommen von Ferritin, TfR und
Transferrin in neuralen Zellkulturen durch immuncytochemische Anfarbung und

Western Blot-Analyse untersucht.

3.3.3.1 Ferritin

Immuncytochemische Anfarbungen und Western Blot-Analysen von Ferritin wurden
mit einem Antiserum durchgefuhrt, das sowohl L- als auch H-Ferritin erkennt. Abb.
17A-D zeigt immuncytochemische Anfarbungen von Ferritin in neuralen Zellkulturen
(grin). Die Kerne der Zellen wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). In den APKs
wurden nur vereinzelt ferritinpositive Zellen nachgewiesen (Abb. 17A). Im Gegensatz
dazu war ein starkes Signal in nahezu allen Zellen der OSKs (Abb. 17B) und der
MSKs (Abb.17C) nachweisbar. In OSKs wurde sowohl im Zellkérper als auch in den
Zellfortsatzen Ferritin nachgewiesen. Auch in den NPKs waren ferritinpositive Zellen
erkennbar (Abb. 17D). Die Anfarbung war in der Nahe der Zellkerne besonders stark.

Teilweise war auch eine schwache Anfarbung der Fortsatze zu erkennen (Abb. 17D).

Das Ergebnis der immuncytochemischen Anfarbungen von Ferritin in neuralen Zellen
wurde durch Western Blot-Analyse bestatigt. Starke Signale wurden flr
Homogenatuberstande von MSKs und OSKs nachgewiesen (Abb. 18). Diese Banden
hatten eine molekulare Masse von ca. 21 kDa, was der molekularen Masse von
Ferritinuntereinheiten entspricht. In APKs und NPKs waren allenfalls sehr schwache
Banden dieser Masse erkennbar (Abb. 18). Unterhalb der 21 kDa-Bande trat in allen
Proben eine schwache Bande mit einer molekularen Masse von ca. 18 kDa auf.
Dieses letztere Ergebnis war jedoch nicht in allen durchgeflihrten Experimenten
reproduzierbar. Mit dem eingesetzten Antikdrper konnte nicht geklart werden, ob es
sich bei den zwei Banden von ca. 21 kDa und 18 kDa um die beiden Isoformen L-

Ferritin und H-Ferritin handelte.
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Abb. 17: Immuncytochemische Anfarbung von Ferritin (A-D) und TfR (E-
H) in APKs (A,E; Kulturalter: 8 d), OSKs (B,F; Kulturalter: 6 d), MSKs
(C,G; Kulturalter: 3 d) und NPKs (D,H; Kulturalter: 5 d). Zur Anfarbung von
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Ferritin (grin) wurde ein Antiserum und zur Anfarbung von TfR (rot) ein
monoklonaler Antikdrper eingesetzt. Die Zellkerne wurden mit DAPI
gegengefarbt. Die Balken in den Aufnahmen entsprechen einer Lange von
25 um.

24 kDa =
17 kDa =

APK MSK OSK NPK

Abb. 18: Nachweis von Ferritin in neuralen Zellkulturen durch Western
Blot-Analyse. Fur die Auftrennung wurde ein 12%iges Trenngel
verwendet. In die Taschen wurden jeweils 40 ug Protein der cytosolischen
Fraktion der verschiedenen Zellkulturtypen in 20 pul Probenpuffer
aufgetragen.

3.3.3.2 Transferrinrezeptor

Das Vorkommen von TfR in neuralen Zellkulturen wurde ebenfalls durch
immuncytochemische Anfarbungen und Western Blot-Analysen untersucht. In Abb.
17E-H ist die immuncytochemische Anfarbung von TfR (rot) dargestellt. Die Kerne
wurden mit DAPI gegengefarbt (blau). Die Zellen von APKs (Abb.17E) zeigten ein
positives Signal fur TfR, das Uberwiegend auf den Bereich um den Zellkern
beschrankt war. Auch bei den anderen neuralen Zelltypen war ein intensives TfR-
Signal im Bereich des Zellkerns erkennbar (Abb. 17F-H). Bei Zellen in MSKs war
haufig eine punktférmige, gleichmaRig verteilte Anfarbung Uber die gesamte Zelle zu
erkennen (Abb. 17G).

Western Blot-Analysen des Vorkommens von TfR in neuralen Zellkulturen wurden
sowohl unter nicht reduzierenden Bedingungen (Abb. 19A) als auch unter
reduzierenden Bedingungen durch Verwendung von Mercaptoethanol (Abb.19B)
durchgefuhrt. Da der TfR aus zwei identischen Untereinheiten besteht, die durch
zwei Disulfidbricken miteinander verbunden sind (Jing und Trowbridge 1987)
konnen die Untereinheiten unter reduzierenden Bedingungen voneinander getrennt
werden. Das Vorkommen von TfR konnte durch Western Blot-Analysen flur die vier
untersuchten neuralen Zellkulturtypen bestatigt werden. Unter nicht reduzierenden

Bedingungen wurde eine Proteinbande von ca. 185 kDa nachgewiesen (Abb. 19A),
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was ungefahr der molekularen Masse des TfR-Dimers (180 kDa) entspricht.
Reduktion der Proben mit Mercaptoethanol fuhrte zum Nachweis einer intensiven
Bande mit einer molekularen Masse von ca. 95 kDa (Abb. 19B). Der Vergleich der
verschiedenen Kulturen ergab unterschiedliche Bandenintensitaten fur TfR. Die
starksten Signale wurden fur Proteinproben von MSKs und NPKs erhalten (Abb. 19).
Die Analyse von Proben aus APKs und OSKs fuhrte zu schwacheren TfR-Signalen.

A
183 kDao # T —
81 kDa =

B — S
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APK MSK OSK NPK

Abb. 19: Nachweis von TfR in neuralen Zellkulturen durch Western Blot-
Analyse. Die Auftrennung erfolgte unter nicht reduzierenden
Bedingungen (A) und unter reduzierenden Bedingungen (B) in einem
8%igen Trenngel. Es wurden jeweils 20 pg Protein des
Homogenatniederschlags der verschiedenen Zellkulturen in 10 l
Probenpuffer aufgetragen.

3.3.3.3 Transferrin

Mit Hilfe eines Antiserums gegen Transferrin wurde das Vorkommen von Transferrin
in neuralen Zellkulturen untersucht. Immuncytochemische Anfarbungen ergaben flr
alle untersuchten Zellkulturen positive Signale (Abb. 20). Bei den Zellen in OSKs und
MSKs (Abb. 20B,C) waren vor allem die Zellkerne intensiv gefarbt. Bei der Western
Blot-Analyse von Homogenaten neuraler Zellen auf das Vorhandensein von
Transferrin waren sowohl in der Membranfraktion als auch in der cytosolischen
Fraktion Banden detektierbar (Abb. 21). Unter den nachgewiesenen Banden war

auch eine von ca. 80 kDa, was der molekularen Masse von Transferrin entspricht.
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Abb. 20: Immuncytochemische Anfarbung von Transferrin (gran) in einer
APK (A; 8 d), OSK (B; 6 d), MSK (C; 3 d) und NPK (D; 5 d) mit Hilfe eines
Antiserums gegen Transferrin. Die Kerne der Zellen wurden mit DAPI
(blau) gegengefarbt. Die Balken in den Aufnahmen entsprechen jeweils
einer Lange von 25 ym.

Zudem traten insbesondere in der Membranfraktion noch weitere Banden im Bereich
von 50 kDa und 20 kDa auf. Eine Prainkubation des Antikorpers mit Transferrin
fuhrte nicht zu einem veranderten Ergebnis beim Transferrinnachweis durch Western
Blot-Analyse (Daten nicht gezeigt). Somit konnte die Spezifitdt des Antikodrpers fur

Transferrin nicht nachgewiesen werden.

3.4. Eisenakkumulation in neuralen Zellen

Wie in Kap. 2.3.2 beschrieben, enthalten Astrocyten mehrere Proteine, die an der
Eisenaufnahme in diese Zellen beteiligt sein konnten. Um eine Beteiligung
verschiedener Mechanismen an der Eisenaufnahme in Astrogliazellen zu
untersuchen, wurde zunachst der Einfluss von FCS im Medium auf die
Eisenaufnahme von APKs dUberpruft. Da in allen in der vorliegenden Arbeit
verwendeten neuralen Zellkulturen TfR-mRNA und -Protein nachgewiesen werden
konnte, wurde die Fahigkeit der Zellen dieser Kulturen zur Aufnahme von

transferringebundenem Eisen untersucht.
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Abb. 21: Nachweis von Transferrin in neuralen Zellkulturen. Fir die
Auftrennung wurde ein 10%iges Trenngel verwendet. In die Geltaschen
wurden jeweils 50 ug Protein der Membranfraktion (A) oder der
cytosolischen Fraktion (B) der verschiedenen Zellkulturen in 10 pl
Probenpuffer aufgetragen. A: APK; M: MSK; O: OSK; N: NPK.

3.4.1 Eisenakkumulation in Astrogliazellen

Um den Einfluss von FCS auf die Eisenakkumulation von APKs zu untersuchen,
wurden die Zellen bis zu 24 h lang mit Eisen verschiedener Konzentrationen (0 bis
100 uM Eisen als FAC) in serumhaltigem (10% FCS) oder serumfreiem Medium
inkubiert. In beiden Medien kam es bis zu einer Inkubationszeit von ca. 16 h zu
einem konzentrationsabhangigen Anstieg des zellularen Eisengehalts (Abb. 22A,B).
Dabei war der Anstieg bis zu einer Inkubationszeit von ca. 4 h unter beiden
Bedingungen nahezu linear. Danach nahm die Geschwindigkeit der
Eisenakkumulation ab. Die spezifischen Eisengehalte von APKs nach Inkubation mit
FAC in serumfreiem Medium (Abb. 22B) waren deutlich héher als nach Inkubation in
serumhaltigem Medium (Abb. 22A). Bereits 3 h Inkubation von APKs mit 100 uM
Eisen fuhrte bei Inkubation in serumfreiem Medium zu einem Eisengehalt, der ca.
neunmal hoher war als der von Zellen, die in serumhaltigem Medium inkubiert
worden waren. Inkubation von APKs mit 100 yM Eisen in serumhaltigem Medium
fUhrte nur zu einer geringen Abnahme des Eisengehalts im Medium, wobei die
Gesamt-Eisenmenge von Medium plus Zellen unverandert blieb (Abb. 22C). Gleiche
Inkubationsbedingungen fuhrten in serumfreiem Medium zu einer deutlichen
Abnahme der extrazellularen Eisenmenge in den ersten 8 h, die der Zunahme des
zellularen Eisengehalts wahrend dieser Zeit nahezu entsprach (Abb. 22D). Nach 8
h Inkubation mit 100 uM Eisen waren im Medium nur noch ca. 14% der applizierten
Eisenmenge nachzuweisen und ca. 75% des Eisens waren von den Zellen

akkumuliert worden.
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Abb. 22: Eisengehalte und Vitalitat von APKs nach Applikation von FAC in
serumhaltigem oder serumfreiem Medium. A,B: Eisengehalte von Zellen,
die mit den in B angegebenen Konzentrationen an Eisen (als FAC)
inkubiert wurden. C,D: Eisengehalte von Zellen, Medien sowie Zellen plus
Medien von APKs, die mit 100 uM Eisen (als FAC) inkubiert wurden. E,F:
LDH-Freisetzung der Zellen bei Inkubation mit 100 yM Eisen (als FAC).
Die verwendete 15 d alte Kultur hatte einen Proteingehalt von 117 + 13 ug
Protein.
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Die Addition der Eisenmengen von Medium und Zellen ergab zu allen Zeitpunkten
einen  maximal 20%igen Verlust im Vergleich zum Eisengehalt des
Ausgangsmediums. Ursache dieses Verlustes konnten die durchgefuhrten

Waschschritte sein.

Um zu untersuchen, ob die Eisenakkumulation von APKs unter serumfreien oder
serumhaltigen Inkubationsbedingungen zu einer erhohten Toxizitat fuhrte, wurde die
Vitalitat der Zellen durch Messung der LDH-Freisetzung bestimmt (Abb. 22E,F). Bei
Inkubation von APKs mit 100 uM Eisen in serumfreiem Medium war in den ersten 8 h
allenfalls eine sehr geringe LDH-Freisetzung (< 8%) messbar (Abb. 22F). Bei
langeren Inkubationszeiten war ein geringer Anstieg der LDH-Freisetzung zu
beobachten (Abb. 22F). Bei der Inkubation in serumhaltigem Medium kam es bereits
nach 4 h zu geringflgig erhdhter LDH-Freisetzung (< 20%), die aber bei langeren

Inkubationszeiten kaum weiter anstieg (Abb. 22E).

Da trotz deutlich schnellerer Eisenakkumulation von APKs in serumfreiem Medium
keine gesteigerte Toxizitat im Vergleich zur Inkubation in serumhaltigem Medium
beobachtet wurde, wurde vermutet, dass das akkumulierte Eisen unter diesen
Bedingungen redoxinaktiv in Ferritin gespeichert wurde. Deswegen wurden
Homogenatiberstande FAC-inkubierter APKs nach elektrophoretischer Auftrennung
in nativen Gelen durch Western Blot-Analyse auf das Vorkommen von Ferritin (Abb.
23A) und durch Eisenfarbung eines nativen Gels auf eisenhaltiges Protein untersucht
(Abb. 23B). Western Blot-Analysen zeigten einen Anstieg des Ferritingehaltes von
APKs mit zunehmender Dauer der Inkubation mit Eisen sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von FCS (Abb. 23A). Trotz der wesentlich héheren Eisengehalte
serumfrei inkubierter APKs (Abb. 22A,B) wurden flr gleiche Inkubationszeiten mit
Eisen in serumhaltigem oder serumfreiem Medium keine Unterschiede im
Ferritingehalt gefunden. Die Eisenfarbung des nativen Gels ergab breite Banden
nahezu identischen Massenbereichs wie das Signal fur Ferritin in der Western Blot-
Analyse. Banden anderer Masse waren nicht vorhanden. Die Intensitat des Signals
fur Eisen stieg mit langerer Inkubationszeit unter beiden Bedingungen mit ahnlicher
Rate an (Abb. 23B).
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Abb. 23: Nachweis von Ferritin durch Western Blot-Analyse (Ft, A) und
von eisenhaltigen Proteinen durch Eisenfarbung (B) eines nativen Gels.
APKs wurden mit 100 uM Eisen (als FAC) in serumhaltigem (+) oder
serumfreiem (-) Medium fiur die angegeben Zeiten inkubiert. Fur die
Western Blot-Analyse (A) wurden 30 pg und fur die Eisenfarbung (B) 20
ug Protein der Uberstandsfraktion pro Tasche aufgetragen. Die
verwendete APK hatte ein Kulturalter von 15 d.

Durch Elektronenmikroskopie wurde versucht, die Verteilung von Eisen in Zellen von
APKs nach Inkubation mit Eisen zu untersuchen. Abb. 24A zeigt eine Astrogliazelle
einer APK nach 24 h Inkubation in serumfreien Medium ohne Eisenzugabe.
Astrogliazellen waren von anderen Zellen, die in den Kulturen vorkamen, durch das
Vorhandensein von Intermediarfilamentbindeln (Abb. 24A.D, weille Pfeile) und
durch Fehlen von Zilien oder intrazellularen Membranstapeln zu unterscheiden. Die
Inkubation der APKs mit 100 uM Eisen (als FAC) in serumfreiem Medium hatte keine
deutlichen Veranderungen der Zellen zur Folge. Jedoch traten im Unterschied zur
Kontrolle bei eiseninkubierten Kulturen zu allen Zeitpunkten Zellen auf, die in
organellartigen Strukturen schwarze Flecken aufwiesen (Abb. 24B-D, schwarze
Pfeile). Dabei konnte es sich um abgelagertes Eisen handeln. Ein eindeutiger
Nachweis fur diese Hypothese konnte nicht erbracht werden. Eisenionen und
kleinere Eisenkomplexe kdnnen durch die hier genutzte gangige Technik der
Elektronenmikroskopie nicht nachgewiesen werden, so dass diese Methode keine

eindeutige Aussage Uber die Verteilung des Eisens in den Zellen erlaubt.
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Abb. 24: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Zellen aus APKs
nach Inkubation in DMEM flr 24 h (A) oder nach Inkubation in DMEM plus
100 uM Eisen (als FAC) fur 2 h (B), 4 h (C) oder 24 h (D). Fur dieses
Experiment wurde eine 16 d alte APK verwendet. Der Balken in A
entspricht einer Lange von 1 uym, die Balken in B, C und D entsprechen
einer Lange von 0.5 ym. Die schwarzen Pfeile zeigen organellartige
Strukturen mit schwarzen Flecken, die weillen Pfeile zeigen
Intermediarfilamente.
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3.4.2 Transferrinabhédngigkeit der Eisenaufnahme in neuralen Zellen

Um die durch Transferrin vermittelte Eisenaufnahme in neuralen Zellen zu
untersuchen, wurden die Zellen in Medium mit aquimolaren Konzentrationen von
Apotransferrin und Eisen als FAC inkubiert. Dieses Medium wurde vor der
Anwendung Uber Nacht im Inkubator vorinkubiert, um einen konstanten pH-Wert flr
die verschiedenen Experimente und die vollstandige Bindung des Eisens an
Transferrin zu gewahrleisten. Durch den Uberschuss der Bindungskapazitdt des
Transferrins fur Eisen im Vergleich zur eingesetzten Eisenmenge sollte gewahrleistet

werden, dass in der Lésung nur transferringebundenes Eisen vorliegt.

Wurden APKs und NPKs fur bis zu 24 h mit 20 yM Eisen (als FAC) und 20 uM
Transferrin inkubiert, war ein deutlicher Anstieg des zellularen Eisengehaltes tUber
die ersten 8 h der Inkubation zu beobachten (Abb. 25). Dabei war die
Eisenakkumulation in NPKs (Abb. 25B) starker als in APKs (Abb. 25A). Langere
Inkubation als 8 h mit Transferrin und Eisen fUhrte zu keiner weiteren signifikanten
Steigerung des zellularen Eisengehalts (Abb. 25).

Neben der Zeitabhangigkeit der Eisenaufnahme wurde an APKs auch eine
Konzentrationsabhangigkeit der Eisenaufnahme von transferringebundenem Eisen
durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen mit aquimolaren Konzentrationen an Eisen (als
FAC) und Transferrin fir 4 h inkubiert und anschlielend der zellulare Eisengehalt
gemessen. Dabei war ein Kkonzentrationsabhangiger Anstieg des zellularen
Eisengehalts bei Konzentrationen von bis zu 20 yM Eisen plus Transferrin zu
beobachten (Abb. 26).

Um den Anstieg des zellularen Eisengehalts nach Gabe von Transferrin plus Eisen
durch Eisenfarbung zu bestatigen, wurden APKs und NPKs 24 h lang mit 20 yM
Eisen (als FAC) plus 20 uM Transferrin inkubiert. Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle war in APKs ein deutlicher Anstieg der Braunfarbung von Zellen nach
Inkubation mit Eisen plus Transferrin zu erkennen (Abb. 27A,B). In NPKs war unter
diesen Bedingungen ebenfalls eine starkere Anfarbung von Zellen im Vergleich zur

Kontrolle und eine hohere Anzahl eisenpositiver Zellen sichtbar (Abb. 27C,D).
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Abb. 25: Zellularer Eisengehalt von APKs (A) und NPKs (B) nach
Inkubation der Zellen in DMEM ohne (Kontrolle) oder mit 20 uM Eisen (als
FAC) plus 20 uM Transferrin (Fe-Tf). Die Daten reprasentieren Mittelwerte
+ SD aus jeweils drei unabhangig durchgefuhrten Experimenten an drei
verschiedenen Kulturen. Die 15 bis 18 d alten APKs und die 5 d alten
NPKs hatten durchschnittliche Proteingehalte von 163 + 15 ug bzw. 54 +
12 ug pro well einer 24-well-Zellkulturplatte.
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Abb. 26: Zellularer Eisengehalt von APKs nach vierstindiger Inkubation
der Zellen mit Eisen (als FAC) plus Transferrin (Fe-Tf) in aquimolaren
Konzentrationen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD aus zwei
unabhangig durchgefihrten Experimenten mit verschiedenen Kulturen.
Die 15 d alten Kulturen hatten einen durchschnittlichen Proteingehalt von
132 £ 15 pg pro well einer 24-well-Zellkulturplatte.
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Abb. 27: Eisenfarbung einer APK (A,B) und einer NPK (C,D) vor (A,C)
und nach (B,D) Inkubation der Zellen mit 20 uM Eisen (als FAC) plus 20
MM Transferrin fur 24 h. Die jeweilige linke Bildhalfte zeigt eine
Phasenkontrastaufnahme, die jeweilige rechte Bildhalfte die zugehorige
Durchlichtaufnahme. Fur die Anfarbungen wurden eine 15 d alte APK und
eine 5 d alte NPK verwendet. Die Messbalken in den jeweiligen Bildern
entsprechen einer Lange von 100 pym.

Durch Western Blot-Analysen wurde untersucht, ob die Inkubation von APKs und
NPKs mit Eisen plus Transferrin das Vorkommen von Ferritin und TfR beeinflusst.
Dazu wurden Zellen in 50 mm-Kulturschalen 24 h lang mit Eisen (20 uM; als FAC)
plus Transferrin (20 uM) inkubiert. Die Western Blot-Analyse fur Ferritin ergab bei
beiden Kulturtypen einen Anstieg des Ferritingehaltes nach Inkubation mit Eisen plus
Transferrin im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 28A). Fir NPKs konnte
zudem eine Verringerung des TfR-Gehaltes beobachtet werden (Abb. 28B). Das
Signal fur TfR in Proben von APKs war unter beiden Bedingungen sehr schwach, so

dass keine eindeutigen Unterschiede zu erkennen waren.

Zum Vergleich der transferrinabhangigen Eisenaufnahme von APKs, MSKs, OSKs
und NPKs wurden die Zellen fur 4 h in DMEM mit Eisen (20 uM; als FAC) und
Transferrin (20 uM) inkubiert. Messung der spezifischen Eisengehalte unbehandelter
neuraler Zellkulturen zeigte die héchsten Basalwerte von Eisen fir MSKs (Abb. 14,

Tabelle 3). Kontrollbedingungen in Medien ohne Eisenzugabe anderten den basalen
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Eisengehalt neuraler Zellkulturen nicht (Tabelle 3). Im Gegensatz dazu fuhrte eine

4-stindige Inkubation mit Eisen (20 yM; als FAC) und Transferrin (20 uM) in allen

26 kDa< A

21 KD o] i — Ferritin
113 kDa =

B TR
[
80 kDa =
a b a b
APK NPK

Abb. 28: Western Blot-Analyse von Ferritin (A) und TfR (B) in APKs
(Kulturalter: 15 d) und NPKs (Kulturalter: 5 d) vor (a) und nach (b)
Inkubation der Zellen fir 24 h mit 20 yM Eisen (als FAC) plus 20 uM
Transferrin. Es wurden jeweils 40 ug Protein des Homogenatiberstandes
(A) bzw. 20 ug Protein des Homogenatniederschlags (B) aufgetragen.

untersuchten Zellkulturtypen nahezu zu einer Verdoppelung des spezifischen
Eisengehalts der Zellen. Die hdchste absolute Eisenmenge akkumulierte in MSKs,

wahrend die geringste Menge in APKs akkumulierte (Tabelle 3).

Zum Vergleich von transferrinabhangiger und -unabhangiger Eisenakkumulation
wurden neurale Zellkulturen auch fir 4 h in transferrinfreiem Medium mit 20 M
Eisen (als FAC) inkubiert. Unter diesen Bedingungen wurde in allen vier
Zellkulturtypen eine starke Eisenakkumulation gemessen (Tabelle 3). Im Vergleich
zur jeweiligen Kontrolle waren die zellularen Eisengehalte von OSKs 10-fach, von
MSKs 9-fach und von APKs sowie NPKs jeweils 7-fach gesteigert. In allen
untersuchten Zellkulturtypen war somit die Eisenaufnahme in transferrinfreiem

Medium deutlich hoher als die in transferrinhaltigem Medium (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Spezifische Eisengehalte (nmol/mg Protein) neuraler Zellkulturen

Kultur Oh Kontrolle Fe-Tf Fe (FAC) n
APK 74+0.6 8.0+0.5 134+ 2.1 57+ 9 9
MSK 35.6+6.3 36.8+5.9 86 + 31 32270 9
OSK 154126 150+ 1.1 324+ 45 153 + 11 6
NPK  11.1 £ 3.1 12.0+ 3.2 211+ 1.8 7913 9

Die Zellen wurden fir 4 h in DMEM (Kontrolle), in DMEM mit 20 uM Eisen (als FAC)
plus 20 uM Transferrin (Fe-Tf) oder in DMEM plus 20 yM Eisen (als FAC) inkubiert.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte £ SD von Dreifachbestimmungen aus zwei bis drei
unabhangigen Kulturen. Es wurden 15 bis 17 d alte APKs, 3 d alte MSKs, 6 d alte
OSKs und 5 d alte NPKs verwendet.

3.5 Modulation des Ferritin- und Transferrinrezeptorgehaltes in
Astrogliakulturen durch Eisenapplikation und Eisenentzug

Um den Einfluss von Eisenlberschuss und Eisenmangel auf den Gehalt von Ferritin
und TfR in Astrogliazellen zu untersuchen, wurden APKs mit dem Eisensalz FAC
oder mit dem Eisenchelator DFX bis zu 72 h lang inkubiert. Ferritin- und TfR-Gehalt
wurden durch immuncytochemische Anfarbungen und Western Blot-Analysen
bestimmt, sowie Eisengehalt und Vitalitat der Zellen untersucht. Zusatzlich wurde der
Einfluss des Proteinbiosyntheseinhibitors Cycloheximid (CHX; Siegel und Sisler
1963) in Kombination mit FAC auf den zellularen Eisengehalt, den Ferritingehalt und

die Vitalitat von APKs untersucht.

3.5.1 Eisengehalt und Vitalitat

Der Eisengehalt von APKs vor und nach Inkubation mit FAC und/oder DFX wurde
durch AAS bestimmt. Die Zellen wurden in 50 mm-Zellkulturschalen bis zu 48 h lang
ohne oder mit FAC in 5 ml Kulturmedium inkubiert. Unbehandelte APKs hatten einen
Eisengehalt von 9.3 + 1.2 nmol/mg Protein (n=9, aus 3 Experimenten). Bei
Inkubation der Zellen mit FAC stieg der Eisengehalt konzentrationsabhangig an,
ohne Zugabe von FAC zum Kulturmedium blieb der Eisengehalt unverandert (Abb.
29A). Bei allen verwendeten Konzentrationen an FAC stieg der zellulare Eisengehalt
vor allem in den ersten 8 h der Inkubation stark an. Nach 24 h war jeweils ein
Plateau erreicht (Abb. 29A). Zu diesem Zeitpunkt hatte sich der spezifische
Eisengehalt der Zellen bei Inkubation mit 100 uM FAC um das 5-fache, bei

Inkubation mit 1 mM FAC sogar um das 17-fache im Vergleich zum Ausgangswert
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Abb. 29: Einfluss von FAC und DFX auf den Eisengehalt in APKs. A:
Eisengehalt von APKs nach bis zu 48 h langer Inkubation mit FAC der
angegebenen Konzentrationen. B: Eisengehalt von APKs nach 24 h
Inkubation mit 100 yM FAC und/oder 1 mM DFX. Die Ergebnisse in A und
B sind Mittelwerte = SD von Dreifachbestimmungen aus drei
unabhangigen Kulturen eines Kulturalters von 15 bis 19 d. C-F:
Eisenfarbung einer APK (Kulturalter: 13 d) nach Inkubation in
Kulturmedium (C) oder in Kulturmedium mit 100 uM FAC (D), mit 1 mM
DFX (E) oder mit 100 yM FAC plus 1 mM DFX (F). Der Balken in F
entspricht einer Lange von 100 um.
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erhdht (Abb. 29A). Eisenfarbung bestatigte die Erhdéhung des zellularen
Eisengehaltes (Abb. 29C,D). Nach Inkubation der Zellen in Kulturmedium ohne FAC
waren allenfalls vereinzelte Zellen positiv fur Eisen (Abb. 29C). Nach Inkubation der
Zellen mit 100 uM FAC fur 24 h waren deutlich mehr Zellen angefarbt und die
Farbung der Zellen war intensiver (Abb. 29D).

Um die Effekte des Eisenchelators DFX auf den Eisengehalt von APKs zu
untersuchen, wurden die Zellen 24 h lang mit DFX (1 mM) bzw. mit FAC (100 pM)
plus DFX (1 mM) inkubiert. Bei Inkubation mit DFX (1 mM) kam es zu keiner
signifikanten Veranderung des intrazellularen Eisengehalts (Abb. 29B). Durch DFX
konnte aber die Eisenakkumulation nach Gabe von 100 uM FAC vollstandig
verhindert werden (Abb. 29B). Diese Verhinderung der Eisenakkumulation durch
einen molaren Uberschuss an DFX wurde durch Eisenfarbungen der Zellen bestéatigt
(Abb. 29F).

Als Mal fur den Verlust der Zellen an Vitalitat wahrend einer Inkubation mit FAC
und/oder DFX wurde die LDH-Freisetzung untersucht (Tabelle 4). Wahrend der 24-
stiindigen Inkubation mit FAC (100 pM) oder FAC (1 mM) kam es zur erhdhten
Freisetzung zellularer LDH. Die LDH-Freisetzung betrug nach Inkubation mit FAC
(100 pM) 21 = 9% und war nach Inkubation mit FAC (1 mM) auf 38 + 16% der
Gesamt-LDH-Aktivitat erhoht (Tabelle 4). Die gesteigerte LDH-Freisetzung war
bereits nach 4 h (18 + 9%, n=24, fur 100 yM FAC) und nach 8 h (22 + 9%, n=27, fur
100 yuM FAC) zu erkennen. Im Vergleich dazu gab es auch bei einer 72-stindigen
Inkubation (25 + 10%, n=27, fur 100 uM FAC) keine weitere Erhohung der LDH-
Freisetzung. Die Inkubation von APKs mit DFX flr 24 h flhrte zu keiner erhdhten
LDH-Freisetzung gegenuber der Kontrolle. Zudem wurde die durch FAC verursachte
gesteigerte LDH-Freisetzung durch den Eisenchelator DFX vollstandig verhindert
(Tabelle 4).

74



Tabelle 4: Einfluss von FAC und DFX auf die Vitalitat von APKs

FAC DFX LDH-Freisetzung n Signifikanz zur
(uM) (1 mM) (%) Kontrolle
0 - 8+ 5 30 -
10 - 14+ 5 12 n.s.
100 - 21+ 9 27 i
1000 - 38+ 16 12 i
0 + 10+ 5 21 n.s.
100 + 10+ 5 21 n.s.

Die Zellen wurden 24 h lang mit FAC und/oder DFX der angegebenen
Konzentrationen in Kulturmedium inkubiert. AnschlieRend wurde die LDH-
Freisetzung gemessen. (Kontrolle: 0 uM FAC, kein DFX)

3.5.2 Vorkommen von Ferritin und Transferrinrezeptor

Um den Einfluss von FAC- und/oder DFX-Applikation auf den Gehalt von Ferritin
und/oder TfR in APKs zu untersuchen, wurden Western Blot-Analysen und
immuncytochemische Anfarbungen durchgeflihrt. Fur die Detektion von Ferritin
wurde die Uberstandsfraktion, fur die von TfR die membranhaltige
Niederschlagsfraktion (s. 5.4.3) von Zellhomogenaten verwendet, die bei 500 g
zentrifugiert wurden. Im Niederschlag von APK-Homogenaten konnte kein Ferritin
nachgewiesen werden, im Uberstand war TfR in geringen Mengen detektierbar

(Daten nicht gezeigt).

Abb. 30A zeigt den Effekt einer Inkubation von APKs mit 100 uM FAC auf die Menge
an TfR und Ferritin in den Kulturen. Mit dem monoklonalen Antikdrper gegen TfR war
in unbehandelten APKs eine starke Bande einer Masse von ca. 95 kDa nachweisbar
(Abb. 30A). Im Gegensatz dazu war mit dem Antiserum gegen Ferritin allenfalls eine
sehr schwache Bande bei ca. 22 kDa zu erkennen (Abb. 30B). Nach Inkubation der
Zellen mit 100 uM FAC wurde die Intensitat der TfR-Bande verringert, insbesondere
wurde eine starke Abnahme zwischen 12 h und 24 h gefunden (Abb. 30A). Nach 72
h war nur noch eine sehr schwache TfR-Bande zu erkennen (30A). Im Gegensatz
zur Intensitat der TfR-Bande nahm die Intensitat der Bande fur Ferritin im Verlauf der
FAC-Inkubation stark zu (Abb. 30B). Nach 8 h war bereits ein deutlicher Unterschied

zur Kontrolle zu erkennen. Nach 24 h Inkubation mit FAC war das Maximum der
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Abb. 30: Western Blot-Analyse fur Ferritin und TfR. APKs wurden bis zu
72 h (A,B,C) oder 24 h (D) lang in Kulturmedium mit 100 uM FAC (A,B), 1
mM DFX (C) bzw. FAC (100 pM) und/oder DFX (D) inkubiert. Fur die
Western Blot-Analyse von Ferritin wurden 40 ug Protein der cytosolischen
Fraktion, fur die von TfR 40 pg Protein der Membranfraktion von APK-
Homogenaten aufgetragen.

Bandenintensitat erreicht (Abb. 30B). Danach kam es zu keiner weiteren

Veranderung der Bandenintensitat fur Ferritin.

Um zu untersuchen, ob der Anstieg des Ferritingehaltes nach Eisengabe mit einer
erhohten Speicherung von Eisen in Ferritin verbunden war, wurden Proteinproben
des Uberstandes von APK-Homogenaten unter nativen Bedingungen
elektrophoretisch aufgetrennt bevor eine Eisenfarbung im Gel sowie eine Western
Blot-Analyse flr Ferritin durchgefihrt wurde. In Gel und Blot waren breite Banden
nahezu identischer Massenbereiche zu erkennen. Nach 8 h Inkubation von APKs mit

FAC war die Bandenintensitat fur Eisen im Gel und fur Ferritin im Blot verstarkt (Abb.
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31A,B). Das Maximum der Intensitaten war nach 24 h erreicht (Abb. 31A,B). Der
zeitliche Verlauf des Anstiegs des Signals fur Eisen und Ferritin in APK-
Homogenaten nach Inkubation der Zellen mit Eisen war vergleichbar mit dem
gezeigten Anstieg der Bandenintensitat flr Ferritin im SDS-Gel (Abb. 30A).

Die durch Western Blot-Analyse erzielten Ergebnisse zum Vorkommen von TfR und
Ferritin nach FAC-Inkubation wurden durch immuncytochemische Anfarbungen von
Astrogliazellen bestatigt. Inkubation der Zellen mit FAC (100 uM) far 24 h fuhrte zu
einer deutlichen Zunahme des Signals fur Ferritin im Vergleich zur Kontrolle (Abb.
32A,B). Im Gegensatz dazu fuhrte Inkubation von APKs mit 100 uM FAC fir 48 h

allenfalls zu einer Abnahme des Signals fur TfR im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 32
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Abb. 31: Western Blot-Analyse fur Ferritin (Ft, A) und Eisenfarbung eines
nativen Gels (B). Eine APK (Kulturalter: 15 d) wurde bis zu 72 h lang in
Kulturmedium mit FAC (100 pM) inkubiert. Fur die Auftrennung der
Homogenatuberstande wurden 6%ige native Gele verwendet. Fur die
Western Blot-Analyse (A) wurden 30 pg Protein und fur die Eisenfarbung
im Gel (B) 20 ug Protein pro Tasche aufgetragen.

Der Einfluss des Eisenchelators DFX auf das Vorkommen von TfR und Ferritin wurde
ebenfalls durch Western Blot-Analysen und immuncytochemische Anfarbungen
untersucht. Dazu wurden APKs mit DFX (1 mM) bis zu 72 h lang inkubiert. Obwonhl

die 24-stindige Inkubation mit DFX zu keiner Veranderung des zellularen Eisen-
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Abb. 32: Immuncytochemische Anfarbung einer 10 d alten APK gegen
Ferritin (A-D, grin) und einer 13 d alten APK gegen TfR (E-H, rot) nach
Inkubation in Kulturmedium (A,E), bzw. in Kulturmedium mit 100 uM FAC
(B,F), 1 mM DFX (C,G) oder 100 uM FAC plus 1 mM DFX (D,H) fir 24 h
(A-D) bzw. 48 h (E-H). Die Balken in D (gilt fir A-D) und H (gilt fir E-H)
entsprechen jeweils 20 um.
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gehaltes fuhrte (Abb. 29B), war im Western Blot bereits nach 8 h eine erhdhte
Bandenintensitat fir TfR im Vergleich zu unbehandelten Zellen nachweisbar (Abb.
30C). Die Intensitat der TfR-Bande stieg bei Inkubation von APKs mit DFX Uber
einen Zeitraum von 72 h Inkubation kontinuierlich an. Die immuncytochemische
Anfarbung von TfR nach 48 h Inkubation von APKs mit 1 mM DFX zeigte ebenfalls
ein verstarktes Signal (Abb. 32G) im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 32E). Gleiches
galt fur die Inkubation der Zellen mit DFX plus FAC (Abb. 32H).

Um den Effekt von DFX auf das Vorkommen von Ferritin in Astrogliazellen zu
untersuchen, wurden APKs fir 24 h mit 1 mM DFX inkubiert. Die Western Blot-
Analyse von APK-Homogenaten zeigte eine Verringerung der schwachen
Bandenintensitat von Ferritin nach DFX-Inkubation der Zellen (Abb. 30D, dritte Bahn)
im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 30D, erste Bahn). Die Reduktion des Ferritingehalts
war auch zu erkennen, wenn APKs fir 24 h mit DFX und FAC inkubiert wurden (Abb.
30D, vierte Bahn). Die Steigerung des Ferritinsignals durch FAC-Inkubation der
Zellen fur 24 h (Abb. 30D, zweite Bahn) wurde also durch gleichzeitige Inkubation mit
einem Uberschuss von DFX vollstéandig verhindert. Dieses Ergebnis wurde durch
immuncytochemische Anfarbungen bestatigt. Die Inkubation von APKs mit DFX (1
mM) bzw. mit DFX (1 mM) plus FAC (100 uM; Abb. 32C,D) fuhrte zu keiner
deutlichen Veranderung der Anfarbung der Zellen fur Ferritin im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 32A), jedoch wurde die verstarkte Ferritinanfarbung der Zellen nach
Inkubation mit FAC (Abb. 32B) durch gleichzeitige Inkubation mit DFX vollstandig
verhindert (Abb. 32D).

3.5.3 Einfluss von Cycloheximid

Um zu untersuchen, ob die Zunahme des Ferritingehalts wahrend der Inkubation
von APKs mit FAC auf Proteinbiosynthese beruht, wurden APKs wahrend der
Inkubation mit FAC (100 uM) gleichzeitig mit CHX (10 pM) behandelt, um die
Proteinbiosynthese zu verhindern. Zunachst wurde durch AAS untersucht, ob bei
Inkubation der Zellen mit CHX und/oder FAC Eisen aufgenommen wurde. Der
Eisengehalt der Zellen nach Inkubation von APKs mit FAC fur 24 h war etwas hoher
als bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit FAC und CHX (Abb. 33). Dennoch war
der zellulare Eisengehalt CHX-behandelter APKs durch Gabe von FAC verdoppelt
worden (Abb. 33).
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Abb. 34A zeigt den Einfluss von CHX auf die Synthese von Ferritin in APKs bei
gleichzeitiger 24-stindiger Inkubation der Zellen mit FAC (100 uM) fur durch Western
Blot-Analyse eines nativen Gels. Durch Behandlung von APKs mit CHX wurde die
FAC-vermittelte Steigerung der Ferritinmenge (Abb. 35A, zweite Bahn) vollstandig
verhindert (Abb. 35A, vierte Bahn). CHX alleine verursachte keine Veranderung des
Signals fur Ferritin im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 35A, vergleiche erste und dritte
Bahn). Zusatzlich zur Western Blot-Analyse wurde eine Eisenfarbung des nativen
Gels durchgefuhrt. Dabei konnte trotz erhdhten Eisengehalts der APKs nach
Inkubation mit FAC und CHX flr 24 h (Abb. 33) kein erhdhter Gehalt von Eisen in
Ferritin im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden (Abb. 35B, vergleiche erste
und dritte Bahn).
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Abb. 33: Einfluss von CHX auf den Eisengehalt von APKs. Die Zellen
wurden fur 24 h in Kulturmedium oder in Kulturedium mit 100 uM FAC, 10
MM CHX oder FAC (100 puM) plus CHX (10 pM) inkubiert. Die Daten
zeigen die Mittelwerte =+ SD von 6 Messungen aus zwei unabhangigen
Experimenten, die an einer 15 d und einer 18 d alten Kultur durchgefuhrt
wurden. Der Proteingehalt der Kulturen betrug 1.1 £ 0.2 mg pro 50 mm-
Zellkulturschale.
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Abb. 34: Western Blot-Analyse fur Ferritin (A) und Eisenfarbung (B) eines
nativen Gels nach Auftrennung von Lysatuberstanden einer 15 d alten
APK, die 24 h lang in Kulturmedium mit FAC (100 yM) und/oder CHX (10
MM) inkubiert wurde. Fur die Auftrennung wurden 6%ige native Gele
verwendet. Fur die Western Blot-Analyse wurden 30 pg Protein, fur die
Eisenfarbung im Gel 20 ug Protein pro Tasche aufgetragen.

Eine potentiell protektive Wirkung der Synthese von Ferritin nach Eiseninkubation
gegen eisenvermittelte Toxizitdt wurde durch Messung der LDH-Freisetzung
uberpruft. APKs wurden dazu bis zu 48 h lang mit FAC (100 yM) und/oder CHX (10
MM) inkubiert. Wahrend die Inkubation der Zellen mit CHX keinen Einfluss auf ihre
Vitalitat hatte, kam es bei Inkubation der Zellen mit FAC zu einem geringen Anstieg
der LDH-Freisetzung wahrend der ersten 8 h (Abb. 35). Langere Inkubationsdauer
fuhrte nicht zu einem weiteren Anstieg der LDH-Freisetzung nach FAC-Gabe. Im
Gegensatz dazu fuhrte gleichzeitige Inkubation der Zellen mit FAC und CHX zu
einem kontinuierlichen Anstieg an extrazellularer LDH (Abb. 35). Nach 24 h
Inkubation waren unter dieser Bedingung bereits 57 + 17% der zellularen LDH im
Medium nachweisbar (Abb. 35).

Um zu untersuchen, ob die erhohte LDH-Freisetzung aus FAC-behandelten
Astrogliazellen auf eisenvermittelte Bildung von RSS zurlckzufihren ist, wurden
APKs nach 4, 8 und 24 h Inkubation mit 100 yM FAC und/oder 10 yM CHX mit
Dihydrorhodamin 123 (DRH123) inkubiert, um das Vorhandensein von Radikalen
nachzuweisen. DRH123 wird durch Radikale zum fluoreszierenden Rhodamin 123
(RH123) oxidiert (Royall und Ischiropoulos 1993).
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Abb. 35: LDH-Freisetzung bei Inkubation von APKs in Kulturmedium ohne
oder mit FAC (100 pyM), CHX (10 pyM) oder FAC (100 yM) plus CHX (10
MM) fur bis zu 48 h in Kulturmedium. Die Daten sind Mittelwerte + SD einer
Dreifachbestimmung. Der Proteingehalt der 16 d alten APK betrug 116 +
10 pg pro well einer 24-well-Zellkulturplatte.

Unter Kontrollbedingungen ohne FAC und CHX war allenfalls eine schwache
Fluoreszenz der Zellen nach DRH123-Gabe zu erkennen (Abb. 36A-C). Das Gleiche
galt fur die Inkubation der Zellen mit CHX (Abb. 36G-I). Wurden die Zellen jedoch fur
4 h mit 100 yM FAC inkubiert, kam es nach Gabe von DRH123 zu einer starken
Fluoreszenz-Anfarbung der Zellen (Abb. 36D). Nach langerer (8 h bzw. 24 h)
Inkubation von APKs mit FAC war jedoch keine RH123-Fluoreszenz mehr zu
erkennen (Abb. 36E,F). Dieser Befund deutet auf das transiente Vorkommen von
Radikalen in Zellen von APKs in den ersten 4 bis 8 h der Inkubation mit FAC hin.
Nach Inkubation der Zellen mit FAC und CHX und anschlieBender DRH123-
Inkubation war zu allen Zeitpunkten eine intensive zellulare Fluoreszenz sichtbar
(Abb. 36J-L), was auf eine kontinuierliche Produktion von Radikalen unter diesen

Bedingungen hinweist.
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Abb. 36: Rhodamin 123-Anfarbung einer 10 d alten APK nach Inkubation
fur 4 h, 8 h oder 24 h in Kulturmedium (A-C) bzw. in Kulturmedium mit 100
uM FAC (D-F), 10 uM CHX (G-I) oder 100 uM FAC plus 10 yuM CHX (J-L).
Der Balken in L entspricht einer Lange von 50 um und gilt fir alle
Teilabbildungen.

3.6 Histochemische Anfarbungen von Eisen und Proteinen des
Eisenstoffwechsels in Gehirnschnitten der Ratte

Das Vorkommen von Eisen, Ferritin, TfR und Transferrin wurde in neuralen Zellen in
vivo durch histochemische Anfarbungen von Hirnschnitten untersucht, die aus drei
Wochen alten Ratten prapariert wurden. Fur die Untersuchungen wurden zwei
Gehirnregionen ausgewahlt. Zum einen wurde das oligodendrocytenreiche Corpus
Callosum untersucht. Zum anderen wurde der parietale Cortex analysiert, in dem vor
allem Neuronen, Astrocyten und Microgliazellen aber weniger Oligodendrocyten zu

finden sind.
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Die Verteilung von Eisen in den untersuchten Gehirnregionen ist in Abb. 37A-D
dargestellt. Typisch fur die Verteilung von Eisen im parietalen Cortex war das
Auftreten von Anhaufungen eisenpositiver Zellen (Abb. 37A, Pfeil). Solche
Anhaufungen traten im gesamten Cortex auf. AuRerdem wurden auch einzelne
eisenpositive Zellen nachgewiesen. Bei hdherer Vergrollerung war zu erkennen,
dass die eisenpositiven Zellen mehrere primare Fortsatze aufwiesen (Abb. 37B,
Pfeile). Ob auch sekundare Fortsatze angefarbt wurden, war auf Grund der Dicke der
Schnitte nicht zu erkennen. Abb. 37C zeigt ein Ubersichtsbild der Verteilung von
Eisen im Corpus Callosum. In diesem Bereich war eine Vielzahl eisenpositiver Zellen
zu erkennen, die mit unterschiedlicher Intensitat angefarbt waren. Besonders viele
eisenpositive Zellen befanden sich im Bereich der beiden Lateralventrikel (Abb. 37C,
Pfeil). Eine grof3e Anzahl von Zellen war nur schwach fur Eisen angefarbt. Teilweise
traten diese Zellen dabei in Ketten angeordnet auf (Abb. 37C, Pfeilspitzen). Bei 80-
facher VergrofRerung (Abb. 37D) war zu erkennen, dass sich die unterschiedlich stark
gefarbten Zellen auch in |hrer Morphologie unterschieden. Die intensiv gefarbten
Zellen (Abb. 37D, Pfeil) ahnelten in ihrer GroRe und ihrer Morphologie den
eisenpositiven Zellen, die auch im parietalen Cortex sichtbar waren (Abb. 37B,
Pfeile). Die schwacher angefarbten Zellen waren dagegen wesentlich kleiner und
besallen dunnere Fortsatze, die zumeist vertikal oder horizontal zum Zellkérper
verliefen (Abb. 37D, Pfeilspitze).

Die immunhistochemischen Anfarbungen gegen das Eisenspeicherprotein Ferritin
(Abb. 37E-H) zeigten ein ahnliches Verteilungsmuster wie die Eisenfarbungen (Abb.
37A-D). Auch hier waren im parietalen Cortex Anhaufungen von Zellen zu finden, die
ferritinpositiv . waren (Abb. 37E, Pfeil). Die Morphologie dieser Zellen entsprach
der Morphologie der eisenpositiven Zellen im parietalen Cortex (Abb. 37B, Pfeile). Es
waren aber auch andere ferritinpositive Zellen zu erkennen, die wesentlich kleiner
waren, und keine sichtbaren Fortsatze besal’en (Abb. 37F, Pfeilspitze). Im Corpus
Callosum waren ferritinpositive Zellen sichtbar, die entweder einzeln (Abb. 37H,
Pfeilspitze) oder in Ketten angeordnet auftraten (Abb. 37G,H, Pfeile). Fortsatze
waren teilweise nur schwach angefarbt (Abb. 37H, Pfeilspitze).
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Abb. 37: Histochemische Anfarbung von Eisen (A-D) und Ferritin (E-H) im
parietalen Cortex (A,B und E,F) und im Corpus Callosum (C,D und G,H)
einer 3 Wochen alten Ratte. Die Balken in den Teilabbildungen
entsprechen Langen von 1 mm (A,E), 0.5 mm (C,G) und 50 um (B,D,F,H).
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Abb. 38: Immunhistochemische Anfarbung von TfR (A-D) und Transferrin
(E-H) im parietalen Cortex (A,B und E,F) und im Corpus Callosum (C,D
und G,H) einer 3 Wochen alten Ratte. Die Balken in den Teilabbildungen
entsprechen Langen von 1 mm (A,E), 0.5 mm (C,G) und 50 ym (B,D,F,H).
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Die immunhistochemische Anfarbung von Gehirnschnitten flr TfR zeigte vor allem
gefarbte Blutkapillaren, aber auch positive Zellen, die Uber den gesamten Cortex
verteilt waren (Abb. 38A). Bei hoherer Vergrolderung waren lamellenartige oder
punktférmige Anfarbungen zu erkennen (Abb. 38B, Pfeile). Es waren keine
Zellfortsatze angefarbt. Gelegentlich gab es TfR-positive Zellen, die mit Blutkapillaren
assoziiert waren (Abb. 38B, Pfeilspitze). Im Corpus Callosum waren ebenfalls viele
gefarbte Blutgefalle zu erkennen (Abb. 38D). Weitere TfR-positive Zellen waren nicht
vorhanden (Abb. 38C,D).

Die Anfarbungen gegen Transferrin zeigten im parietalen Cortex eine gleichmafige
Verteilung positiver Zellen (Abb. 38E). Bei hoherer VergrofRerung wurden kleine
runde Zellen sichtbar, die transferrinpositiv waren (Abb. 38F, Pfeile). Zellfortsatze
waren an diesen Zellen nicht zu erkennen. Im Corpus Callosum gab es viele
transferrinpositive Zellen, die haufig in Reihe angeordnet waren (Abb. 38H, Pfeile).

Fortsatze dieser Zellen waren jedoch nicht angefarbt.

3.7 Peroxidentgiftung und Eisentoxizitat in Astrogliakulturen von
Wildtyp- und Glutathionperoxidase 1-defizienten Mausen

GPx sind fur die Entgiftung von H,O, durch das Glutathionsystem erforderlich. Durch
die Verfugbarkeit von GPx1(-/-)-Mausen konnte die Auswirkung des Fehlens von
GPx1 auf die Fahigkeit von Astrogliazellen zur Entgiftung von exogenem H,O,
untersucht werden. Weiterhin wurde der Einfluss von exogenem H,0, auf die Vitalitat
von APKs aus Wildtyp- und GPx1(-/-)-Mausen miteinander verglichen sowie der
Einfluss einer Vorinkubation mit DFX auf die Vitalitat der Zellen nach Peroxidgabe

untersucht.

Die Untersuchungen an APKs aus GPx1(-/-)-Mausen konnten flur die vorliegende
Arbeit nur an einer Kultur durchgefuhrt werden, da nur ein Mauswurf dieser Mause
zur Verfigung gestellt wurde. Alle hier beschriebenen Ergebnisse wurden aber
mittlerweile von Jeff Liddell im Labor von Prof. Stephen S. Robinson (Monash

University, Australien) an mehreren GPx1(-/-)-APKs bestatigt.
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3.7.1 Wasserstoffperoxidentgiftung und Peroxidtoxizitat

Die Fahigkeit von APKs aus Wildtyp- und GPx1(-/-)-Mausen zur Entgiftung von
exogen appliziertem H,O, wurde durch Messung der H,O,-Konzentration im Medium
nach Zugabe von 100 uM H,0O, zu den Zellen bestimmt. Fur APKs beider Mauslinien
nahm die extrazellulare Konzentration von H,O, schnell ab (Abb. 39). Die Abnahme
erfolgte nach einer Kinetik 1. Ordnung, wie an der Linearitat der semilogarithmischen
Darstellung zu erkennen ist (Abb. 39, kleine Teilabbildungen). Die aus den
Halbwertzeiten von H;O, und den Proteingehalten der Kulturen berechneten
spezifischen Entgiftungsgeschwindigkeitskonstanten D (Dringen et al. 1999a) waren
fur unbehandelte APKs aus Wildtyp- und GPx1(-/-)-Mausen nahezu identisch
(Tabelle 5). Drei Stunden nach Beginn der Inkubation mit 100 pM H,O, war bei

beiden APKs allenfalls geringe LDH-Freisetzung nachweisbar (Tabelle 5).

Um den Einfluss des Glutathionsystems und der Catalase auf die Entgiftung von
H20O; in Astrogliazellen von Wildtyp- oder GPx1(-/-)-Mausen zu untersuchen, wurden
APKs aus diesen Mausen vor der Inkubation mit 100 upM H,O, entweder flr 24 h mit
1 mM BSO zur Senkung des Glutathiongehaltes oder fir 2 h mit 10 mM 3AT zur
Hemmung der Catalase vorinkubiert. BSO-Vorinkubation verringerte den zellularen
GSx-Gehalt von Wildtyp- bzw. GPx1(-/-)-APKs auf 16% bzw. 12% des
Ausgangsgehalts (Tabelle 6). 3AT-Behandlung fuhrt zur vollstandigen Inaktivierung
der Catalase in APKs (Dringen und Hamprecht 1997).

Vorinkubation von Wildtyp-APKs mit BSO oder 3AT fuhrte zu einer erhohten
Halbwertzeit fur H,O, im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 39A, Tabelle 5). Entsprechend
waren die D-Werte in BSO- oder 3AT-vorinkubierten Wildtyp-APKs signifikant
geringer als in unbehandelten Wildtyp-APKs (Tabelle 5). In APKs von GPx1(-/-)-
Mausen hatte die Vorinkubation der Zellen mit BSO keinen Einfluss auf die
Entgiftungsgeschwindigkeit von H»0,, wahrend 3AT-Vorinkubation eine sehr
deutliche Reduktion der Entgiftungsgeschwindigkeit verursachte (Abb. 39B, Tabelle
5). Vorinkubation mit BSO und anschlielRende Inkubation mit H,O, fur 3 h fihrte bei
beiden APKs zu einer erhohten LDH-Freisetzung, wahrend Vorinkubation mit 3AT
und anschlielfende H,O»-Inkubation nur die Vitalitat von APKs aus GPx1(-/-)-Mausen
stark reduzierte (Tabelle 5). Unter dieser Bedingung wurde 74% der Gesamt-LDH-

Aktivitat im Inkubationsmedium gemessen (Tabelle 5).
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Abb. 39: Entgiftung von exogenem H,O, durch 15 d alte APKs aus Wildtyp-
(A) und GPx1(-/-)-Mausen (B). Die Zellen wurden entweder flir 24 h in
Kulturmedium ohne oder mit BSO (1 mM), bzw. fur 2 h mit 3AT (10 mM)
vorinkubiert. Die inserierten Teilabbildungen zeigen die semi-logarithmische
Darstellung der Daten der Hauptabbildung fur die ersten 8 min. Der

Proteingehalt der APKs betrug 91 + 2 ug (Wildtyp) und 61 + 6 pg (GPx1(-/-))
pro well.

Um zu untersuchen, ob die H,O,-Toxizitat mit der durch Eisen verursachten Bildung
hochreaktiver Hydroxylradikale im Zusammenhang steht, wurden APKs von Wildtyp-
und GPx1(-/-)-Mausen nach der BSO-Inkubation bzw. wahrend der 3AT-Inkubation
und vor der HyOz-Inkubation fur 2 h mit dem Eisenchelator DFX inkubiert. Dadurch
sollte freies Eisen cheliert und die Bildung von Hydroxylradikalen durch die Fenton-
Reaktion verhindert werden. Inkubation beider Kulturen mit DFX alleine oder in
Kombination mit BSO oder 3AT hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Halbwertzeit
von H>O; oder die D-Werte (Tabelle 5). Hingegen hatte die Vorinkubation mit DFX bei
anschlie3ender Inkubation mit H,O, einen grof3en Einfluss auf die Vitalitat der Zellen.
So konnte sowohl die durch BSO-Vorinkubation verursachte Toxizitat von HyO; in
beiden APKs sowie die hohe LDH-Freisetzung 3AT-vorinkubierter APKs aus GPx1(-/-

)-Mausen nach H>O2-Applikation vollstandig verhindert werden (Tabelle 5).

89



06

Tabelle 5: Halbwertzeiten und D-Werte der H,O,-Entgiftung sowie LDH-Freisetzung von Maus-APKs

Wildtyp
Behandlung ohne DFX mit DFX

Halbwertzeit (min) D (min"mg™) LDH (%) n Halbwertzeit (min) D (min"mg™) LDH (%) n
Kontrolle ~ 5.4+0.5 2.44+0.88 8+3  15(9)* 54+0.5 1.89+0.40 5+3 9
BSO 6.9+0.9 1.49 +0.12° 25 + 5° 9 6.1+0.3 1.52+0.17 6+4> 6
3AT 8.2+1.0° 1.20+0.11° 7+3 9 7.0+0.5 1.45 + 0.04 4+3 6
GPx1(-/-)
Behandlung ohne DFX mit DFX

Halbwertzeit (min) D (min"mg™) LDH (%) n Halbwertzeit (min) D (min"mg™) LDH (%) n
Kontrolle 7.1+ 0.6 2.35+0.18 10 £2 9(3)* 70402 2.31+0.05 6+4 3
BSO 75409 2.22+0.11 39+ 10 3 73407 2.31+0.06 10+7 3
3AT 223 +1.2° 0.76 +0.01° 74 + 32 3 19.6 + 1.4° 0.89 +0.10° 11+2° 3

eine 2-stundige Vorinkubation ohne oder mit 3AT (10 mM) und/oder DFX (2 mM). Keine der beschriebenen
Vorinkubationen fihrte zu einer erhdhten LDH-Freisetzung wahrend der Vorinkubation (Daten nicht gezeigt) Nach der
jeweiligen Vorinkubation wurden die Zellen mit H,O, (100 uM) inkubiert, wobei zu verschiedenen Zeitpunkten die H,O,-
Konzentrationen im Medium gemessen wurde. Aus den Daten wurden die Halbwertzeiten fur H>O2 und die D-Werte
berechnet. Die LDH-Freisetzung wurde 3 h nach Gabe des H;O, bestimmt. n gibt die Anzahl der gemessenen
Einzeldaten an. *Bei den Kontrollen bezieht sich die n-Zahl in Klammern nur auf die Anzahl der gemessenen Werte fur
die LDH-Freisetzung. Alle mit dem Buchstaben a gekennzeichneten Werte sind signifikant verschieden von der
jeweiligen Kontrolle. Alle mit dem Buchstaben b gekennzeichneten Werte sind signifikant verschieden von der
entsprechenden Bedingung ohne DFX. Die Statistik wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt von Dunn’s Multiple
Comparison Test durchgefuhrt.



3.7.2 Glutathiongehalt und Glutathionoxidation

Um zu untersuchen, ob sich ein Fehlen der GPx1 auf den GSx-Gehalt von APKs
auswirkt, wurden die Mengen an GSx in APKs von Wildtyp- und GPx1(-/-)-Mausen
miteinander verglichen. Es konnte kein Unterschied im spezifischen GSx-Gehalt
zwischen diesen Kulturen festgestellt werden (Tabelle 6). Der Gehalt an GSSG in
APKs beider Mauslinien lag unter der Nachweisgrenze des eingesetzten Tests (<1%
des GSx-Gehaltes). Bei einer Vorinkubation von APKs mit BSO fur 24 h kam es in
den Kulturen beider Mauslinien zu einer deutlichen Verringerung des GSx-Gehalts
(Tabelle 6). Im Gegensatz dazu beeinflusste eine Vorinkubation beider APKs mit 3AT
(2 h, 10 mM), DFX (2 h, 2 mM) oder die Kombination dieser Substanzen den GSx-
Gehalt in Wildtyp-APKs nicht (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 6: GSx-Gehalt in APKs von Wildtyp- und GPx1(-/-)-Mausen
GSx-Gehalt (nmol/mg Protein)

Kultur Kontrolle n 24hBSO n
Wildtyp 62+ 15 15 10+3 6
GPx1(-/-) 67 £ 6 9 8+2 6

Die GSx-Gehalte von APKs vor oder nach 24-stindiger Inkubation in
Kulturmedium mit 1 mM BSO wurden aus vier (Wildtyp, Kontrolle), zwei
(Wildtyp, BSO), zwei (GPx1(-/-), Kontrolle) bzw. einem Experiment
(GPx1(-/-), BSO) bestimmt. n gibt die Summe der Einzeldaten aller
Experimente einer Versuchsgruppe an.

Um zu untersuchen, ob GSH in APKs durch Zugabe von H,0, oxidiert werden kann,
wurden APKs beider Mauslinien mit H2O, (100 yM) inkubiert und der Gehalt von
GSSG nach 0 min, 2 min, 5 min und 15 min gemessen. In APKs von Wildtyp-M&ausen
war nach Peroxidzugabe ein deutlicher Anstieg von GSSG zu beobachten (Abb. 40).
In Proben, die nach 2 min Inkubation gewonnen wurden, waren uber 50% des GSx
als GSSG nachweisbar. Im Gegensatz dazu unterblieb in APKs von GPx1(-/-)-
Mausen der GSSG-Anstieg nach Peroxidgabe (Abb. 40).
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Abb. 40: Gesamtglutathion (GSx) und GSSG in APKs aus Wildtyp- und
GPx1(-/-)-Mausen wahrend einer Inkubation mit 100 puM H0, in
Inkubationspuffer. Der Proteingehalt der 17 d alten Wildtyp-APK betrug
102 + 5 ug pro well. Die 18 d alte GPx1(-/-)-APK hatte einen Proteingehalt
von 103 + 8 ug Protein pro well.
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4 Diskussion

Um den Eisenstoffwechsel neuraler Zellen untersuchen zu koénnen, wurden
Zellkulturen verwendet, die fur Astrogliazellen, Microgliazellen, Oligodendrogliazellen
oder Neuronen angereichert waren. Diese Zellkulturen wurden nach etablierten
Methoden gewonnen (APKs: Hamprecht und Loéffler 1985; MSKs: Hirrlinger et al.
2000; OSKs: Hirrlinger et al. 2002b; NPKs: Loffler et al. 1986). Morphologische
Untersuchungen und immuncytochemische Anfarbungen zeigten, dass diese
Kulturen stark mit dem jeweils zu erwartenden Zelltyp angereichert waren. Diese
Ergebnisse bestatigen somit die Ergebnisse publizierter immuncytochemischer
Anfarbungen (Loffler et al. 1986; Reinhart et al. 1990; Gutterer et al. 1999; Hirrlinger
et al. 2000, 2002b).

4.1 Nachweismethoden fiir Eisen

Um den Eisenstoffwechsel neuraler Zellen zu untersuchen, wurden Methoden zum
quantitativen und qualitativen Nachweis von Eisen in Zellkulturen etabliert. Die AAS-
Bestimmung von Eisen wurde erfolgreich zur quantitativen Eisenbestimmung
angewendet. Da diese Methode bei grolen Mengen an zu messenden Proben sehr
zeitaufwendig war und das Messgerat nicht jederzeit zur Verfigung stand, wurde
eine kolorimetrische Methode etabliert, die auf der eisenchelierenden Fahigkeit von
Ferrozin basiert. Die Ferrozinmethode erlaubte den Nachweis von Eisenmengen bis
zu 30 nmol in einem Absorptionsbereich bis maximal 2.0. In diesem Bereich war der
Anstieg der Absorption des Eisen(ll)-Ferrozin-Komplexes proportional zur
eingesetzten Eisenmenge. Der errechnete Extinktionskoeffizient fir 550 nm betrug
26.98 + 0.96 mM'cm” und stimmte damit sehr genau mit dem publizierten
Extinktionskoeffizienten von 27.9 mM'ecm™ (Berlett et al. 2001) bei 562 nm Uberein.
Fir den optimalen Nachweis von Eisen war ein 3-facher Uberschuss an Ferrozin im
Verhaltnis zu Eisen notig, was bei einer Stochiometrie von 3:1 (Ferrozin:Eisen,
Carter 1971) den Erwartungen entspricht. Eisen(ll)salze und Eisen(lll)salze lieRen
sich mit der Ferrozinmethode gleichermafen gut messen, da Fe** durch den groRen
Uberschull an Ascorbat im Reaktionsansatz vollstandig zum durch Ferrozin

chelierbaren Fe?" reduziert wurde.

Mit Ausnahme von Kupfer hatten andere divalente Kationen keinen Einfluss auf die
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Eisenbestimmung. Da die Eisenkonzentration in Astrogliazellen und im Gehirn
wesentlich hoher ist als die Kupferkonzentration (Tholey et al. 1988; Lovell et al.
1998), ist eine Stoérung der Eisenbestimmung in kultivierten Gehirnzellen durch

Kupfer unwahrscheinlich.

Die Ferrozin-Methode zur Eisenbestimmung von APK-Lysaten wurde in
Eppendorfgefalien oder direkt in den wells von 24-well-Platten durchgefuhrt und mit
der AAS-Bestimmung von Eisen validiert. Anwendung dieser drei Methoden zur
Eisenbestimmung unbehandelter APKs und mit FAC inkubierter APKs flhrten zu
identischen Werten der gemessenen zellularen Eisengehalte. Somit war eine
geeignete Methode zur Bestimmung zellularer Eisengehalte von Zellkulturen auf 24-
well-Platten etabliert worden. Diese Methode ermdglichte im Vergleich zur AAS-
Bestimmung von Eisen bei groRen Mengen an zu messenden Proben eine
schnellere Durchfihrung der Messung und erlaubte dadurch einen hoheren
Probendurchsatz. Auflerdem veranderte sich das Signal bei der AAS
(Schreiberausschlag) im Vergleich zum Signal bei der Ferrozin-Methode (Absorption)
nur in einem sehr engen Bereich linear mit der Eisenmenge, so dass zu messende

Proben flr die AAS haufig verdiinnt werden mussten.

Zum Nachweis von Eisen in Zellkulturen mit zellularer Aufldsung wurde die von
Nguyen-Legros et al. (1980) publizierte modifizierte Perls-Farbung fir die
Anwendung in kultivierten Zellen optimiert. Ohne die Bildung des Eisen-Ferrocyanid-
Produktes im ersten Anfarbungsschritt kam es zu keiner Oxidation von DAB durch
H202 und damit zu keiner Anfarbung der Zellen. Somit wurde die Spezifitat dieser
Reaktion fur Eisen nachgewiesen. Damit stand eine geeignete Methode zum

cytochemischen Nachweis von Eisen(lll) zur Verfligung.

4.2 Eisengehalte neuraler Zellkulturen

Mit Hilfe der Ferrozin-Methode wurden die Eisengehalte neuraler Zellkulturen
bestimmt. Der spezifische Eisengehalt unbehandelter APKs, die auf 50 mm-
Zellkulturschalen gewachsen waren, betrug 9.8 + 1.4 nmol Eisen/mg Protein. Dieser
Wert stimmt sehr gut mit dem durch AAS bestimmten Eisengehalt von APKs (7.6
2.0; Riemer et al. 2004) und dem Gehalt anderer Astrogliakulturen Gberein (2.9 bis
9.6 nmol Eisen/mg Protein) (Xu et al. 1999), ist jedoch deutlich hoher als die von
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Thorburne und Juurlink (1999) mit der von Fish (1988) beschriebenen Ferrozin-
Methode gemessenen Eisengehalte von Astrogliakulturen (<0.25 nmol Eisen/mg
Protein). Unbehandelte NPKs und OSKs hatten ahnliche spezifische Eisengehalte
wie APKs. Von den untersuchten neuralen Zellkulturen hatten MSKs die hdchsten
spezifischen Eisengehalte. Der spezifische Eisengehalt unbehandelter OSKs betrug
18.2 + 2.3 nmol Eisen/mg Protein und ist damit hoher als Literaturdaten fur
oligodendrogliale Vorlauferzellen (3 nmol Eisen/mg Protein, Thorburne und Juurlink
1996; 1 nmol Eisen/mg Protein, Morath und Proschel 2001). Im Unterschied zu
Astrogliazellen und Oligodendrogliazellen wurden in der Literatur keine Daten flr
spezifische Eisengehalte kultivierter Microgliazellen und Neuronen gefunden. Die
Diskrepanzen der beschriebenen Eisengehalte von Astrogliazellen und
Oligodendrogliazellen sind  vermutlich auf verschiedene Methoden der
Zellpraparation, auf unterschiedliche Entwicklungsstadien der Zellen und/oder auf
unterschiedliche Kultur- und Messbedingungen zurtickzufihren. So wurden von
Thorburne und Juurlink (1999) Astrogliakulturen verwendet, die speziell mit Typ-2-
Astrogliazellen angereichert waren (Juurlink und Hertz 1991). Auch die von
Thorburne und Juurlink verwendeten Kulturen oligodendroglialer Vorlauferzellen
unterscheiden sich wesentlich von OSKs. So exprimierten 99% dieser
Vorlauferzellen das Gangliosid GQ1c, das als Marker fur unreife
Oligodendrogliazellen gilt, jedoch enthielten sie kein GalC (Thorburne und Juurlink
1999). Im Unterschied dazu enthielten OSKs ca. 87% GalC-positive Zellen (Hirrlinger
et al. 2002b). Unterschiede im Eisengehalt zwischen oligodendroglialen
Vorlauferzellen und OSKs sind also moglicherweise auf die verschiedenen
Entwicklungsstadien dieser Zellen zurlckzufuhren. Diese Maoglichkeit wird durch in
vivo-Untersuchungen an Rattengehirnen unterstutzt, welche die Abhangigkeit des
Vorkommens eisenpositiver Oligodendrocyten vom Entwicklungsstadium gezeigt
haben (Connor et al. 1995).

Der cytochemische Nachweis von Eisen in unbehandelten neuralen Zellkulturen
fuhrte in MSKs zu Anfarbung nahezu aller Zellen, wahrend in den anderen
Zellkulturtypen nur vereinzelt eisenpositive Zellen auftraten. Die Anfarbung nahezu
aller Microgliazellen bestatigt die Ergebnisse der quantitativen Analyse fur Eisen, die
fur MSKs den hdchsten spezifischen Eisengehalt ergab. In OSKs, APKs und NPKs

waren vereinzelt Zellen angefarbt. Die eisenpositiven Zellen in APKs und OSKs
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hatten eine ahnliche Morphologie wie Microgliazellen, konnten durch Verwendung
eines immuncytochemischen Markers (CD11b) aber nicht identifiziert werden, weil
die gekoppelte Durchfihrung von Eisenfarbung und Immunfluoreszenz nicht
funktionierte. Zellen mit eindeutiger Morphologie von Oligodendrogliazellen oder

Astrogliazellen waren nicht eisenpositiv.

Der hohe Eisengehalt von MSKs im Vergleich zu den anderen untersuchten Kulturen
ist moglicherweise auf die Fahigkeit von Microgliazellen zur Phagocytose
zuruckzufihren. So kdnnten Micogliazellen Eisen durch Phagocytose vorhandener
Erythrocyten erhalten haben. Da auch APKs Microgliazellen enthalten (Gutterer et al.
1999), konnte dies ebenfalls zum Unterschied im zellularen Eisengehalt zwischen
APKs und den von Thorburne und Juurlink verwendeten Astrogliakulturen beitragen.
Es ist also nicht auszuschlielRen, dass es sich bei den Eisenwerten von MSKs und
APKs um Kulturartefakte handelt.

Zum Nachweis von Eisen in neuralen Zellen in vivo wurden Gehirnschnitte drei
Wochen alter Ratten auf Eisen gefarbt. Die Ergebnisse der histochemischen
Anfarbungen von Gehirnschnitten der Ratte stimmen Uberwiegend mit den von
Connor und Mitarbeitern publizierten Ergebnissen zur Verteilung von Eisen in
Gehirnschnitten von Ratten (Connor et al. 1995) Uberein. Im parietalen Cortex
zeigten sich Anhaufungen eisenpositiver Zellen, bei denen es sich ihrer Morphologie
nach um Microglia handeln kénnte (Connor et al. 1995). Als Ursache dieser
Anhaufungen eisenpositiver Zellen in einigen Hirnregionen wurden kleine Blutungen
postuliert, nach denen Microgliazellen Eisen aus Erythrocyten akkumulieren (Connor
et al. 1995). Weitere eisenpositive Zellen waren im parietalen Cortex nicht zu
erkennen. Im Corpus Callosum waren eisenpositive Zellen zu finden, die in ihrer
Morphologie Oligodendrocyten oder Microglia glichen (Connor und Menzies 1990;
Connor et al. 1990; Benkovic und Connor 1993). Das Auftreten eisenpositiver
Microglia im Gehirn vor Beginn der Myelinisierung und unter pathologischen
Bedingungen wurde bereits haufig beschrieben (Benkovic und Connor 1993; Connor
et al. 1995; Jefferies et al. 1996; LeVine 1997). Mit Beginn der Myelinisierung treten
zum ersten Mal auch eisenpositive Oligodendrocyten auf (Connor et al. 1995). Im
adulten Stadium sind Oligodendrocyten der Uberwiegende eisenpositive Zelltyp im
Gehirn (Connor et al. 1990; Benkovic und Connor 1993; Connor et al. 1995). Da die
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Myelinisierung im Gehirn drei Wochen alter Ratten bereits fortgeschritten ist (Kanfer

et al. 1989), waren eisenpositive Oligodendrocyten zu erwarten.

4.3 Ferritin, Transferrinrezeptor und Transferrin in neuralen Zellen

Das Vorkommen von Ferritin in neuralen Zellen wurde fur die untersuchten neuralen
Zellkulturtypen durch immuncytochemische Anfarbungen und durch Western Blot-
Analyse nachgewiesen. Der Nachweis von Ferritin war bereits fur Kkultivierte
Astrogliazellen (Regan et al. 2002), Oligodendrogliazellen (Qi und Dawson 1994) und
fur eine Zelllinie mit microglialen Eigenschaften (Cheepsunthorn et al. 2001) erbracht
worden. Das Vorkommen von Ferritin in kultivierten Neuronen wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben. Intensive Signale fur Ferritin wurden in
immuncytochemischen Anfarbungen und in den Western Blot-Analysen
unbehandelter Microgliazellen und Oligodendrogliazellen gefunden, also in den
Zellkulturen, die auch die hochsten spezifischen Eisengehalte aufwiesen. Ebenso
zeigte die immunhistochemische Anfarbung von Gehirnschnitten der Ratte ein
ahnliches Anfarbungsmuster fur Ferritin wie die histochemische Anfarbung von
Eisen. Es traten Anhaufungen ferritinpositiver Zellen in parietalen Cortex und in
Ketten angeordnete ferritinpositive Zellen im Corpus Callosum auf. Das Auftreten von
in Ketten angeordneten Zellen ist typisch fur die Verteilung von Oligodendrocyten im
Corpus Callosum, so dass es sich bei diesen ferritinpositiven Zellen wahrscheinlich
um Oligodendrocyten handelt. Die in vorliegender Arbeit gezeigten Ergebnisse
weisen somit nach, dass neurale Zellen mit den hdchsten Eisengehalten in Kultur

und Gehirn auch die gréfdte Menge an Ferritin enthalten.

TfR  wurden ebenfalls in allen untersuchten neuralen Zellkulturen
immuncytochemisch und durch Western Blot-Analyse nachgewiesen. Diese Daten
bestatigen das Vorkommen von TfR in kultivierten Neuronen (Oh et al. 1986) und
das von Qian und Mitarbeitern postulierte Vorkommen von TfR auf der
Plamamembran kultivierter Astrogliazellen (Qian et al. 1999). Das Vorkommen von
TfR in kultivierten Oligodendrogliazellen und Microgliazellen wurde in vorliegender

Arbeit erstmals beschrieben.

Histochemische Anfarbungen von Gehirnschnitten auf TfR stellten vor allem

Blutkapillaren in beiden untersuchten Hirnregionen und vermutlich Neuronen (Moos
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1996) im parietalen Cortex dar. Ob es sich bei der Anfarbung der Blutkapillaren um
TfR-positive Endothelzellen oder um Endful3chen von Astrocyten handelte, war bei
der verwendeten Auflosung nicht zu erkennen. Diese Ergebnisse bestatigen
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die TfR ebenfalls auf Blutkapillaren und
Neuronen nachwiesen (Jefferies et al. 1984; Connor und Menzies 1995; Moos 1996).
Im Gegensatz zur Situation in Kultur konnte TfR in Astrocyten oder Microglia in situ
nicht nachgewiesen werden. Ursache fur diese Diskrepanz konnte das Alter der
verwendeten Ratten sein. In den ersten zwei Wochen nach der Geburt treten im
Gehirn TfR-positive Astrocyten und Microglia auf (Connor und Menzies 1995; Kaur
und Ling 1995), aber nicht mehr in drei Wochen alten Ratten (vorliegende Arbeit,
Connor und Menzies 1995; Kaur und Ling 1995). Da neurale Zellkulturen aus
Gehirnen embryonaler bzw. neugeborener Ratten gewonnen wurden, steht das
Vorkommen von TfR in Astrogliazellen und Microgliazellen somit nicht im
Widerspruch zu den Ergebnissen der immunhistochemischen Anfarbungen von

Gehirnschnitten drei Wochen alter Ratten.

Histochemische  Anfarbungen von Transferrin identifizierten vor allem
transferrinpositive Oligodendrocyten im Corpus Callosum und im parietalen Cortex.
Dies stimmt mit Literaturdaten uUberein, die zeigten, dass Oligodendrocyten die
hochste Menge an Transferrin enthalten (Connor et al. 1990; Benkovic und Connor
1993; Moos et al. 2000). Im Gegensatz zum beschriebenen Nachweis
transferrinpositiver Neuronen im Gehirn (Dwork et al. 1988; Connor et al. 1990; Moos
et al. 2000) wurde in vorliegender Arbeit kein Transferrinsignal in Neuronen
gefunden. Banden der molekularen Masse von Transferrin konnten in allen
untersuchten Kulturen durch Western Blot-Analyse nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis wirde somit das Vorkommen von Transferrin in  Kulturen von
Astrogliazellen und Oligodendrogliazellen bestatigen (Espinosa de los Monteros et
al. 1988, 1990). Da die Spezifitat des verwendeten Antikorpers angezweifelt werden
muss, weil Prainkubation des Antikorpers mit Transferrrin kein verandertes Signal in
Western Blot-Analysen ergab, ist die Aussagekraft der hier vorgestellten Daten zum
Vorkommen von Transferrin in neuralen Zellen gering. Somit kdnnte auch das starke
Transferrinsignal im Zellkern nach immuncytochemischen Anfarbungen von

Microgliazellen und Oligodendrogliazellen, auf das es in der Literatur keine Hinweise
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gab, auf Kreuzreaktivititen des eingesetzten kommerziellen Antikérpers

zurlckzufihren sein.

Da Oligodendrocyten mit Beginn der Myelinisierung hohe Mengen an Eisen
akkumulieren (Connor et al. 1995; Connor und Menzies 1996) und Kkultivierte
Oligodendrogliazellen verschiedene myelinspezifische Marker (MBP, GalC)
exprimieren (Mirsky et al. 1980; Hirrlinger et al. 2002b), wurde vermutet, dass
Oligodendrogliazellen in Kultur viel Eisen enthalten. Jedoch war der spezifische
Eisengehalt in OSKs geringer als der in MSKs und nicht signifikant verschieden vom
spezifischen Eisengehalt in APKs und NPKs. Moglicherweise befinden sich
Oligodendrogliazellen in OSKs trotz des Vorkommens myelinspezifscher Marker
nicht in dem Entwicklungsstadium, das sie bei der Myelinisierung und der damit
einhergehenden Eisenakkumulation in vivo erreichen. Alternativ dazu kénnte diesen
Zellen in Kultur auch die geeignete Form von Eisen nicht zur Verfligung stehen, aus
der sie im Gehirn Eisen akkumulieren. Dies konnte ferritingespeichertes Eisen sein,
dass kultivierte Oligodenroglia-Progenitorzellen Uber einen endocytotischen Prozess
aufnehmen kdnnen (Hulet et al. 2000). Auch Oligodendrocyten im Gehirn besitzen
Bindungsstellen fir Ferritin (Hulet et al. 1999). Der hohe Eisengehalt von MSKs im
Vergleich mit OSKs konnte auch auf mogliche phagocytotische Prozesse der

Microgliazellen zuruckzufuhren sein.

Trotz eines geringen Eisengehaltes wurde in OSKs eine ahnliche Ferritinmenge
nachgewiesen wie in MSKs. Das Vorkommen grofier Mengen an Ferritin in Zellen
von OSKs konnte eine protektive Mallnahme sein, um das Vorkommen redoxaktiven
Eisens so gering wie mdglich zu halten. Dies kénnte fur Oligodendrocyten von grof3er
Bedeutung sein, weil diese Zellen groRe Mengen an Membranen mit einem hohen
Anteil an ungesattigten Fettsduren bilden, die leicht zum Ziel von Lipidperoxidation
werden konnen (Halliwell und Gutteridge 1997). AuRerdem besitzen
Oligodendrocyten einen intensiven oxidativen Metabolismus (Juurlink 1997), der die

Bildung von RSS beglinstigt.

4.4 Eisenakkumulation in neuralen Zellen
Astrogliazellen  kdénnen sowohl transferringebundenes Eisen als auch

nichtproteingebundenes Eisen aufnehmen (Takeda et al. 1998; Qian et al. 2000;
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Jeong und David 2003; Hoepken et al. 2004). Diese Zellen exprimieren eine Vielzahl
von Eisentransportern, die an diesen Aufnahmeprozessen beteiligt sein konnten
(siehe 2.3.2). Der am besten beschriebene Mechanismus fur die Aufnahme von
Eisen in Zellen ist die TfR-vermittelte Endocytose des Eisen-Transferrin-Komplexes
(Hentze et al. 2004), der auch fur Astrogliazellen postuliert wurde (Qian et al. 2000).
Um verschiedene Mechanismen der Eisenaufnahme von Astrogliazellen zu
untersuchen, wurden APKs bei variierter Konzentration des |0slichen Eisensalzes
FAC in serumhaltigen oder serumfreien Medium inkubiert. FAC wurde bereits in
mehreren Studien als Eisenquelle verwendet (Parkes et al. 1995; Bishop und
Robinson 2001; Hirsh et al. 2002). Fur die in vorliegender Arbeit beschriebenen
Experimente wurde FAC in Konzentrationen bis zu 1 mM eingesetzt, was die
physiologischen und pathologischen Konzentrationsbereiche flur das Gehirn
einschlie®t. Wahrend der Gehalt an transferringebundenem Eisen im Plasma
zwischen 9 und 30 uM (Bishop und Robinson 2001) und die Konzentration von Eisen
im der Cerebrospinalflissigkeit bei ca. 1 yM (Gruener et al. 1991) liegt, ist die
Konzentration im cerebralen Cortex ca. 650 uyM (3.81 mg/100 g Frischgewebe)
(Hallgren und Sourander 1958). Bei AD wurden in den neuritischen Plaques sogar

Eisenkonzentrationen von bis zu 1 mM gemessen (Lovell et al. 1998).

Zellen in APKs akkumulierten wesentlich mehr Eisen aus serumfreiem Medium als
aus serumhaltigem Medium. Bereits 3 h nach Gabe von 100 uM Eisen als FAC in
serumfreiem Medium war der spezifische Eisengehalt der Zellen im Vergleich zum
Ausgangswert 20-fach erhoht, wahrend sich der Eisengehalt bei entsprechenden
Inkubationsbedingungen in serumhaltigem Medium lediglich verdoppelt hatte. Eine
intensive Eisenakkumulation von Gliazellen in Abwesenheit von Serum oder
Transferrin ist bereits beschrieben worden (12-fach; Takeda et al. 1998). Auch
andere Zellen, z.B. Hep3B- oder HepG2-Zellen sowie kultivierte Hepatocyten sind in
der Lage, ahnlich hohe Eisenmengen zu akkumulieren (Baker et al. 1998; Hirsh et al.
2002). Die Mechanismen der transferrinunabhangigen Eisenaufnahme von APKs
wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. An der Eisenaufnahme von
APKs aus serumhaltigen Medium konnten verschiedene Mechanismen beteiligt sein,
da Eisen im Serum an Transferrin, Serumalbumin, Ferritin oder niedermolekulare

Substanzen gebunden sein kdnnte (Aisen et al. 1966; Lipschitz et al. 1974).
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Bei der Inkubation von APKs mit FAC in serumfreien oder serumhaltigen Medium
kam es zu einem allenfalls geringfugigen Zelltod. Deshalb wurde vermutet, dass
Eisen in beiden Fallen in redoxinaktiver, nicht toxischer Form von den Zellen
gespeichert wurde. Die Western Blot-Analysen zeigten fur beide Bedingungen einen
Anstieg des Ferritingehaltes. Trotz der sehr unterschiedlichen Eisengehalte war
jedoch zu keinem der untersuchten Zeitpunkte ein Unterschied in der Intensitat des
Signals fur Ferritin in Homogenatuberstdanden von APKs zu finden, die in
serumhaltigem oder serumfreiem Medium inkubiert worden waren. Moglicherweise
speichern Astrogliazellen in Abwesenheit von Serum akkumuliertes Eisen in einer
anderen Form, z.B. als Citratkomplex, so dass eine toxische Wirkung von Eisen
verhindert wird. Astrogliazellen sind in der Lage, in groRen Mengen Citrat zu
synthetisieren und freizusetzen (Sonnewald et al. 1991; Westergaard et al. 1994),
das in wassriger Umgebung verschiedene Kationen binden kann (Field et al. 1975).
Von Astrocyten freigesetztem Citrat wird eine wichtige Rolle bei der extrazellularen
Bindung divalenter Kationen wie Ca®* und Mg** zugeschrieben (Westergaard et al.
1994). Moglicherweise kann astrogliales Citrat aber auch als Eisenchelator dienen,

um die Zellen vor eisenvermittelter Toxizitat zu schutzen.

Um die transferrinvermittelte Eisenaufnahme in neuralen Zellen zu untersuchen,
wurden Zellkulturen mit Eisen und Transferrin in aquimolaren Konzentrationen
inkubiert. Alle untersuchten Zellkulturen waren in der Lage transferringebundenes
Eisen aufzunehmen. Fur Astrogliazellen wurden somit Literaturdaten fir eine
transferrinabhangige Eisenaufnahme bestatigt (Qian et al. 1999). Entsprechende
Daten fur die anderen neuralen Zelltypen konnten in der Literatur nicht gefunden
werden. Vier Stunden nach Gabe von Transferrin und FAC war bei allen
untersuchten Zellkulturen der spezifische zellulare Eisengehalt verdoppelt. Da MSKs
und NPKs die grof3te Menge an TfR besitzen, sollten diese Zellen groRe Mengen an
transferringebundenem Eisen aufnehmen kénnen. MSKs enthalten denn auch im
Vergleich mit den anderen untersuchten Kulturen groRe Mengen an TfR, Ferritin und
Eisen und nehmen trotz des hohen Eisengehalts transferringebundenes Eisen auf.
Somit scheinen Microgliazellen Regulationsmechanismen fur die Expression von TfR
und Ferritin zu besitzen, die eine gleichzeitige starke Expression beider Proteine
erlauben. Diese Vermutung wird durch Literaturdaten von Untersuchungen an

Phagocyten unterstlitzt (Testa et al. 1989; Byrd und Horwitz 1993). In diesen Zellen
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wird durch Zugabe von FAC oder transferringebundenem Eisen ins Kulturmedium
sowohl die TfR- als auch die Ferritinexpression gesteigert. Die zugrunde liegenden

Mechanismen sind jedoch ungeklart.

Alle untersuchten Zelltypen nahmen transferringebundenes Eisen langsamer auf als
nicht proteingebundenes Eisen. Die Mechanismen der transferrinunabhangigen
Eisenaufnahme wurden in vorliegender Arbeit nicht untersucht. An der
transferrinunabhangigen Eisenaufnahme konnte DMT1 beteiligt sein, der in
Astrocyten, Microglia, Oligodendrocyten und Neuronen exprimiert wird (Moos et al.
2000; Wang et al. 2001; Burdo et al. 2001). Aulierdem gibt es einen bisher nicht
naher charakterisierten Eisentransporter fur trivalente Metallionen (Attieh et al. 1999).
Phagocytotische oder pinocytotische Prozesse (Chang et al. 2000) kdnnten bei der

Eisenaufnahme von Microglia und Astrocyten ebenfalls eine Rolle spielen.

4.5 Modulation des Ferritin- und Transferrinrezeptorgehaltes
durch Eisenuberschuss oder Eisenmangel

Der bekannteste Mechanismus zur Regulation des intrazellularen Eisenstoffwechsels
ist die posttranskriptionale Kontrolle der Expression von Ferritin und TfR Uber IRP1
und IRP2. Das Vorkommen der mRNAs fur die beiden IRPs sowie fur Ferritin und
TfR wurden durch RT-PCR und durch immuncytochemische Anfarbungen und

Western Blot-Analysen der untersuchten neuralen Zellkulturen nachgewiesen.

Um den Einfluss von Eisenmangel und Eisenuberschuss auf das Vorkommen von
Ferritin und TfR in APKs zu untersuchen, wurden die Zellen mit dem Eisensalz FAC
oder mit dem Eisenchelator DFX inkubiert. Die Behandlung von APKs mit FAC fihrte
zu erhohtem zellularem Eisengehalt und zu einem Anstieg der Zahl eisenpositiver
Zellen, wahrend DFX-Behandlung den zellularen Eisengehalt nicht beeinflusste.
Auch wenn die Mechanismen der Eisenaufnahme bei Inkubation von APKs mit FAC
in serumhaltigem Medium in der vorliegenden Arbeit nicht geklart wurden,
ermoglichte der Anstieg des zellularen Eisengehalts dennoch die Untersuchung des

Einflusses des zellularen Eisengehalts auf die Expression von Ferritin und TfR.

Inkubation von APKs mit FAC flhrte zu einem Anstieg des Ferritingehalts und einer

Verringerung des TfR-Gehaltes, wahrend Inkubation von APKs mit DFX einen
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Anstieg des TfR-Gehaltes zur Folge hatte. Der Anstieg des Ferritingehaltes nach
Eisengabe ist schon fur Zellen in vitro beschrieben worden. So flhrte eine Inkubation
von Astrogliazellen mit Hamin oder Hamoglobin zu einer schnellen Steigerung der
Ferritingehalts. Bereits nach 2 h Inkubation mit Hadmin war eine deutliche Zunahme
des Ferritingehalts sichtbar (Regan et al. 2002), wahrend bei Inkubation von APKs
mit FAC erst nach ca. 4 h ein schwacher Anstieg des Ferritingehalts zu beobachten
war (Hoepken et al. 2004). Eine Steigerung des Ferritingehalts durch Gabe
verschiedener Eisenverbindungen wurde ebenfalls fur kultivierte Hepatocyten (FAC)
(Goto et al. 1983) und Fibroblasten (Hamin) (Eisenstein et al. 1991) sowie in vivo an
Rattenleber (Chen et al. 1997) und Rattenhirn (Bishop und Robinson 2001) gezeigt.

Die Inkubation von APKs mit FAC fuhrte zu einer zeitabhangigen Verringerung des
zellularen TfR-Gehaltes. Eine entsprechende Verringerung der TfR-vermittelten
Eisenaufnahme oder des TfR-Gehaltes nach Inkubation mit Eisen wurde bereits flir
verschiedene Zelllinien (HeLa, RD4) beschrieben (Ward et al. 1982a/b; Iwai et al.
1995).

Durch Inkubation von APKs mit dem Eisenchelator DFX wurde der Einfluss von
Eisenmangel auf den zellularen Gehalt von TfR untersucht. DFX steigerte die Menge
an TfR in APKs, obwohl keine Senkung des intrazellularen Eisengehaltes nach
Inkubation mit DFX gemessen werden konnte. Literaturdaten zeigen, dass die
Synthese von TfR gesteigert wird, wenn die intrazellulare Eisenkonzentration
verringert wird (Kroos et al. 1996; Tong et al. 2002). Vermutlich kann DFX nach
Bindung intrazellularen Eisens die Zellen nicht verlassen und der durch AAS
gemessene intrazellulare Eisengehalt nach Inkubation der APKs mit DFX spiegelte
vor allem DFX-gebundenes Eisen wider. Ein gesteigerter TfR-Gehalt wurde bereits
fur K562-Zellen nach Gabe von DFX (Bridges und Cudkowicz 1984; Rouault et al.
1985) und flr Rattenhirn bei perinataler Eisenarmut (Siddappa et al. 2003)

beschrieben.

Die Regulation des Vorkommens von Ferritin und TfR in APKs wird vermutlich Uber
IRP1 oder IRP2 reguliert. Die mRNA dieser Proteine wurde fur APKs nachgewiesen.
Neben der posttranskriptionalen Kontrolle der TfR-Expression durch IRPs wird aber

auch eine transkriptionale Kontrolle der Expression von TfR diskutiert (Rao et al.
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1986; Tong et al. 2002). Untersuchungen zur Beteiligung von IRPs an der Regulation

der Synthese von Ferritin und TfR hatten den Rahmen vorliegender Arbeit gesprengt.

Die Steigerung des Ferritingehaltes wahrend der Inkubation von APKs mit FAC
konnte durch den Proteinsyntheseinhibitor CHX vollstandig verhindert werden.
Dennoch kam es unter diesen Bedingungen zu einem starken Anstieg des zellularen
Eisengehalts. Begleiterscheinung einer gleichzeitigen Inkubation von APKs mit FAC
und CHX war eine gesteigerte LDH-Freisetzung, die nach 24 h nahezu 60% der
Gesamt-LDH betrug. Ursache dieser verstarkten Zellschadigung ist vermutlich eine
erhohte Bildung von Radikalen. Wahrend bei Inkubation mit FAC nur nach 4 h ein
transientes Vorkommen von Radikalen zu beobachten war, konnte bei Zellen, die
gleichzeitig mit FAC und CHX inkubiert wurden, zu allen untersuchten Zeitpunkten
ein im Vergleich zur Kontrolle erhdhter Radikalspiegel nachgewiesen werden. Somit
stellt die Synthese von Ferritin bei Inkubation von APKs mit FAC vermutlich einen
protektiven Mechanismus der Zellen dar, der die eisenvermittelte Bildung von
Radikalen verhindern soll. Eine entsprechende protektive Wirkung des Ferritins ist
bereits fur mit Hdmin behandelte Astrogliazellen beschrieben worden (Regan et al.
2002). Der transiente Nachweis von Radikalen nach 4 h Inkubation von APKs mit
FAC ist moglicherweise die Konsequenz einer im Vergleich zur Ferritinsynthese
starkeren Eisenaufnahme in den ersten 8 h, was zu einer Dispersitat zwischen
zellularem Eisengehalt und Eisenspeicherkapazitat fihren konnte. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass an der starken Zellschadigung nach Inkubation von
APKs mit FAC und CHX weitere Mechanismen beteiligt sind, da CHX die Synthese
aller Proteine verhindert. Durch Behandlung der Zellen mit CHX kénnte es deshalb
auch zur Verarmung anderer fur die Entgiftung von Radikalen wichtiger Enzyme
kommen, oder die Synthese anderer protektiver Proteine, die durch Inkubation von

APKs mit FAC hoch reguliert werden, kdonnte unterdrtckt sein.

4.6 Peroxidentgiftung und eisenvermittelte Toxizitat von H,0,

In Zellen kann es durch die Reduktion von H,O, durch Fe?* zur Bildung hochreaktiver

Hydroxylradikale kommen. Um die Bildung dieser Radikale zu verhindern, muss

Eisen redoxinaktiv gespeichert und HyO, effektiv entgiftet werden. Astrogliazellen

benutzen zwei antioxidative Systeme zur Entgiftung von H,O,, das Glutathionsystem

und die Catalase. Die Bedeutung beider Systeme flr die Entgiftung von H;O; in
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Astrocyten sowie die Bedeutung von Eisen bei der Peroxidtoxizitat dieser Zellen
wurde vergleichend an APKs aus Wildtyp- und GPx1(-/-)-Mausen untersucht.
Wahrend Catalase als diffusionskontrolliertes Enzym zur effektiven Beseitigung von
H>O, von hohen Konzentrationen beitragt (Aebi 1984), ist GPx1 sehr wichtig flr den
Schutz vor oxidativer Schadigung durch Peroxide in geringen Konzentrationen
(Dringen et al. 2004).

Wie bereits an APKs aus Rattenhirnen gezeigt (Dringen und Hamprecht 1997)
entgiften auch APKs aus Mausehirnen H;O, mit einer Kinetik 1. Ordnung. Die
errechneten D-Werte fir die H,O»-Entgiftung in APKs von Wildtyp- oder GPx1(-/-)-
Mausen waren nahezu identisch, aber etwas hoher als die fur APKs aus
Rattenhirnen bestimmten D-Werte (1.5 + 0.28 min™ x mg Protein™; Hirrlinger et al.
2002b). Die Verringerung des Glutathiongehaltes in Wildtyp-APKs flihrte zu einer
geringfluigigen Verlangsamung der H,O,-Entgiftung, was bereits flr Ratten-APKs
gezeigt worden war (Dringen und Hamprecht 1997; Liddell et al. 2004), hatte aber
keinen Einfluss auf die H,O»-Entgiftung in GPx1(-/-)-APKs. Uberraschenderweise
war nur in APKs von Wildtyp-Mausen eine Bildung von GSSG wahrend der
Inkubation mit H,O, zu beobachten. Die transiente Akkumulation von GSSG bei der
Entgiftung von H,0O; ist bereits fur APKs aus Rattenhirnen gezeigt worden (Dringen
und Hamprecht 1997). Die in vorliegender Arbeit beschriebenen Daten zeigen somit,
dass GPx1 fur die Akkumulation von GSSG in APKs nach H;O,-Gabe verantwortlich
ist. Das Glutathionsystem hatte bei der H,O,-Entgiftung durch GPx1(-/-)-APKs eine
geringere Effektivitat als in Wildtyp-APKs. Entsprechend dazu fuhrte die Hemmung
der Catalase in GPx1(-/-)-APKs zu einer wesentlich starkeren Verlangsamung der
H,O»-Entgiftung als in APKs aus Wildtyp-Mausen. Diese Befunde deuten darauf hin,
dass APKs aus GPx1(-/-)-Mausen auf Grund der fehlenden Aktivitat von GPx1 flr die
H,O2-Entgiftung verstarkt auf Catalase angewiesen sind. Da sich die HyO.-
Entgiftungsraten  unbehandelter  Wildtyp-APKs und  GPx(-/-)-APKs  nicht
unterscheiden, kompensiert anscheinend eine verstarkte Beteiligung der Catalase an
der H,O,-Entgiftung die fehlende Aktivitat der GPx1 in GPx1(-/-)-APKs vollstandig.

Die Bedeutung der Catalase an der H,O»-Entiftung wird auch durch Vitalitatsdaten
fur APKs aus Wildtyp- und GPx1(-/-)-Mausen nach Inkubation mit H,O, deutlich. In
beiden APK-Typen war 3 h nach der Applikation von H,O; keine erhéhte Freisetzung
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von LDH messbar. Diese Befunde bestatigen Daten fur Ratten-APKs, die auch 24 h
nach Inkubation mit H>.O, (100 pM) allenfalls eine geringfugige LDH-Freisetzung
aufwiesen (Liddell et al. 2004). Wahrend Wildtyp-APKs nach Vorinkubation mit dem
Catalase-Inhibitor 3AT und anschlieender H,O»-Inkubation nicht geschadigt waren,
gelangten in GPx1(-/-)-APKs unter gleichen Bedingungen Uber 70% der zellularen
LDH ins Medium. Diese Daten zeigen, dass Catalase essentiell fiir das Uberleben
von APKs nach Peroxidapplikation ist, wenn GPx1 nicht zur Verfugung steht, und

dass Catalase einen Ausfall der GPx1 kompensieren kann.

Vorikubation beider APKs mit BSO, dem Inhibitor der GSH-Synthese, und
anschlielende Inkubation mit H,O, fuhrte 3 h nach der H,O2-Applikation zu erhdhter
Freisetzung von LDH. Dieser Verlust der Vitalitat war bei GPx1(-/-)-APKs (39 £ 10%)
ahnlich wie in den Wildtyp-APKs (25 £ 5%). Dies lasst vermuten, dass GSH auch in
GPx1(-/-)-APKs eine wichtige Funktion wahrnimmt. So spielt GSH eine wichtige Rolle
als Kofaktor von Enzymen bei Isomerisierungsreaktionen (Meister und Anderson
1983), bei der Aufrechterhaltung des Thiol-Redoxpotentials (Cotgreave und Gerdes
1998) sowie beim Transport von Metallen (Ballatori 1994) und ist Speicher- und
Transportform fur Cystein (Meister und Anderson 1983).

Die Bedeutung von GPx1 bei der Entgifftung von RSS wurde bereits fur
Neuronenkulturen aus GPx1(-/-)-Mausen gezeigt, deren Zellen durch H,O, starker
geschadigt wurden als Neuronen aus Wildtyp-Mausen (de Haan et al. 1998). Zudem
ist das Gehirn bei GPx1(-/-)-Mausen durch Ischamie/Reperfusion (Crack et al. 2001)
und durch Kaltebehandlung (Flentjar et al. 2002) im Vergleich zu Wildtyp-Mausen

starker geschadigt worden.

Eisen kann die Toxizitat von Peroxiden in Gehirnzellen erhdhen (Abe und Saito
1998; Robb und Connor 1998; Ying et al. 1999) und Eisenchelatoren kdnnen neurale
Zellen vor oxidativem Stress schiutzen (Vollgraf et al. 1999; Liddell et al. 2004).
Vorinkubation von APKs mit dem Eisenchelator DFX beeinflusste die
Entgiftungsgeschwindigkeit von H2O; nicht, verhinderte jedoch die LDH-Freisetzung
nach HyO,-Gabe zu BSO-vorinkubierten APKs beider Mauslinien sowie die hohe
LDH-Freisetzung aus 3AT-vorinkubierten GPx1(-/-)-APKs vollstandig. Diese Daten
zur protektiven Wirkung von DFX auf H,O»-vorinkubierte Maus-APKs bestatigen
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Literaturdaten fir Ratten-APKs (Liddell et al. 2004). Die Toxizitat von H,O, auf APKs,
deren antioxidative Mechanismen beeinflut waren, scheint also vom Vorkommen
chelierbaren Eisens abzuhangen, wahrscheinlich durch die eisenvermittelte Bildung

toxischer Hydroxylradikale.

4.7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass alle untersuchten neuralen
Zellkulturen Ferritin und TfR sowie die mRNAs fur IRP1 und IRP2 enthalten. Das
Vorkommen von Transferrin sollte durch die Verwendung eines anderen spezifischen
Antikorpers fur Transferrin Uberpruft werden, da hier die Ergebnisse nicht eindeutig
waren. Durch Verwendung von Antikérpern, die spezifisch flr H- oder L-Ferritin sind,
sollte untersucht werden, welche Ferritin-Untereinheiten in den verschiedenen
neuralen Zellen vorkommen und nach Inkubation mit Eisen verstarkt synthetisiert
werden. Ebenso kdnnte das Vorkommen von IRPs in neuralen Zellkulturen mit

geeigneten Antikorpern untersucht werden.

In allen Zellkulturen konnte mit der Ferrozin-Methode Eisen nachgewiesen werden.
Da die Empfindlichkeit der modifizierten Perlsfarbung nur den cytochemischen
Nachweis von Eisen in Microgliazellen erméglichte, ware eine weitere Optimierung
der Methode zum Nachweis von Eisen in neuralen Zellen sinnvoll. So kdnnte durch
die Verwendung von Triton X-100 nach der Fixierung und vor der Perlsfarbung
versucht werden, die Zuganglichkeit zellularen Eisens flir die verschiedenen
Reagenzien zur Eisenfarbung zu verbessern. Diese Optimierung der Methode wurde
bereits erfolgreich fur die Anfarbung von Eisen in Gehirnschnitten eingesetzt (LeVine
1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Gesamteisengehalt der Zellkulturen bestimmt
und die Anfarbung einzelner Zellen der Kulturen durch die modifizierte Perlsfarbung
ermoglicht. Die intrazellulare Verteilung von Eisen konnte durch Verwendung
zellgangiger, eisenspezifischer Fluoreszenzfarbstoffe untersucht werden. Bei
Bindung von Eisen an diese Farbstoffe wird deren Fluoreszenz verringert, so dass
eine Erhohung der Eisenkonzentration anhand verminderter Fluoreszenz

nachgewiesen werden kann (Petrat et al. 2000). Diese Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen
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sogar spezifisch in einzelne Zellorganellen transportiert werden und erlauben somit
die Detektion von Eisen in Organellen (Petrat et al. 2001; Petrat et al. 2002).

Neben der Aufnahme von transferringebundenem Eisen waren alle neuralen
Kulturen auch zur transferrinunabhangigen Eisenaufnahme befahigt. Die
Mechanismen der tranferrinunabhangigen Eisenaufnahme konnten durch Nachweis
potentieller Transportproteine und durch den Einsatz von Inhibitoren solcher
Transporter untersucht werden. So konnte eine Beteiligung von DMT1 an der
transferrinunabhangigen Eisenaufnahme durch Veranderung des pH-Wertes im
Medium oder durch Zugabe anderer divalenter Kationen, die von DMT1 transportiert

werden, Uberpruft werden.

An APKs wurde der Einfluss von Eisenlberschuss und Eisenmangel auf das
Vorkommen von Ferritin und TfR untersucht. An der Regulation der Synthese von
Ferritin und TfR sind vor allem IRPs beteiligt (Aziz und Munro 1987; Casey et al.
1988). Um die Beteiligung von IRPs an der Regulation der Synthese von Ferritin und
TfR in neuralen Zellen zu beweisen, kénnte Bindung von IRPs an IREs (Leibold und
Munro 1988; Mullner et al. 1989) oder die enzymatische Aktivitat der cytosolischen
Aconitase nach Eisengabe oder Eisenentzug untersucht werden (Drapier und Hibbs
1986).

Da uber die Interaktion verschiedener Gehirnzellen beim Eisenstoffwechsel wenig
bekannt ist, sollten potentielle Interaktionen durch Kokulturen verschiedener
Gehirnzelltypen (Dringen et al. 1999b; Gaillard et al. 2000) untersucht werden.
Schwerpunkt solcher Untersuchungen konnte die Funktion von Astrogliazellen als
Lieferant von Eisen flr andere Gehirnzellen sein. Eine wichtige Rolle der Astrocyten
bei der Verteilung von Eisen im Gehirn kann postuliert werden, weil Astrocyten
vermutlich das dber die Blut-Hirn-Schranke aufgenommene Eisen von den
Endothelzellen aufnehmen und Eisen Uber Ferroportin/Ceruloplasmin abgeben
kénnen (Jeong und David 2003).

Eisen und Transferrin spielen anscheinend eine besondere Rolle bei der Entwicklung
von Oligodendrocyten und deren Fahigkeit zur Myelinbildung. Durch Eisenchelatoren

oder Eisenkomplexe  konnte die  Fahigkeit zur  Myelinbildung  von
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Oligodendrogliazellen in Kultur modifiziert werden. Ein moégliches Zusammenspiel
von Microgliazellen und Oligodendrogliazellen beim Eisenstoffwechsel, das durch die
Verschiebung von Eisen aus Microgliazellen zu Oligodendrocyten wahrend der
Myelinisierung als wahrscheinlich gilt (Connor et al., 1995; Connor und Menzies
1996), konnte ebenfalls durch ein entsprechendes Kokulturmodell untersucht

werden.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Material
Deckglaschen
Einmal-Sterilfilter
Fotopapier

Kupfernetze
Nitrocellulose-Membran
Nylonnetze

Objekttrager
Plastikwaren

sterile Zellkulturartikel
Papiertucher

5.2 Gerate
Agarosegelkammern

Atomabsorptions-
spektrometer

Autoklav

Blot-Apparatur

Eismaschine

Elektrophorese-Apparatur

ELISA-Reader

Folienschweil3gerat
Haemocytometer
Lyophilisator
Magnetruhrer

Membranpumpe
Mikroskope

Roth (Karlsruhe); Langenbrinck (Emmendingen)
Renner (Darmstadt)

Image Film SO-163, Kodak (Stuttgart)

Stork Veco (Eerbeek, Niederlande)

Millipore Corp. (Bedford, USA); Bio-Rad (Munchen)

Scrynell, 20, 135 und 250 ym Maschenweite,
Zuricher Beuteltuchfabrik (Ruschlikon, Schweiz); 132 und
211 ym Maschenweite, Sefar GmbH (Wasserburg)

Neolab (Heidelberg)

Brand (Wertheim), Nunc (Wiesbaden) und BD biosciences
(Heidelberg)

Nunc (Wiesbaden) und Greiner (Frickenhausen)
Hakle-Kimberly (Mainz)

Typ B1 Owl Separation Systems (Portsmouth, USA); Typ
40-1214 Peqlab (Erlangen)

Perkin Elmer 400, Perkin Elmer (Rodgau-Jigesheim)

Typ 669, Aigner (Minchen); HC2(MK1-94), Siltex (East
Bentleigh, Australien)

Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad (Munchen)
Ziegra (Isernhagen); Cubestar, Hoshizaki (Singapur)
Mini Protean Il Elektroporesis Cell, Bio-Rad (Minchen)

MRX TC Revelation, Dynex Technologies (Denkendorf);
Multiskan Ascent, Thermo Labsystem (Helsinki, Finnland)

Super Poly 281, Audion Elektro (AJ Weesp, Niederlande)
nach Neubauer, Bachofer (Reutlingen)
Alpha I-12, Christ (Osterode/Harz)

lkamag RCT und lIkamag RO, Bachhofer (Reutlingen);
Selby (Australien)

Bosco Medical (Wynnum, Australien)

Phasenkontrastmikroskop IM, Fluoreszenzmikroskope IM
35 und Axiovert 200, Elektronenmikroskop EM10, Zeiss
(Oberkochen); 11X50-S8F4-Zellmikroskop und AX60-
Fluoreszenzmikroskop, Olympus (Japan)
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Olpumpe

Osmometer
pH-Meter

Photoapparate
Pipettoren

Schiuttler

Spannungsquelle

sterile Werkbank

Taumelroller
Thermocycler
Ultramikrotom
Vibratom
Waagen

Wasserbad

Wasserreinigungsanlage

Western Blot-Kammer

Zellinkubator

Zentrifugen

Drehschieberdlpumpe Typ 317, Durr-Dental (Bietigheim);
Clements (Sydney, Australien)

Osmometer Automatic, Knauer (Eppelheim)

PHM 92 Lab-pH-Meter, Radiometer (Kopenhagen,
Danemark); TPS (Sprinwood, Australien)

OM2 und OM4, Olympus Optical (Tokyo, Japan)

Finnpipetten, Labsystem Oy (Helsinki, Finnland);
Vielkanaldispenser Biohit Proline 1200, Biohit Oy
(Helsinki, Finnland); Multipette Pro und Pipetten
Research, Eppendorf (Hamburg)

Vortex Genie, Bender & Hobein (Munchen); Typ TMR,
Infors (Bottmingen, Schweiz); Unimax 1010 und Inkubator
1000, Heidolph (Kelheim); Ratek Instruments (Australien)

Consort E861, Fisher Bioblock Scientific (Tournai,
Belgien)

LaminAir HLB 2448 und TL 2448, Heraeus (Hanau)
Biological Safety Cabinet Class Il, AES Environmental
(Australien)

RM 5V, Frobel Labor Technik (Wasserburg)
Mastercycler Gradient, Eppendorf (Hamburg)
Ultracut R, Leica (Bensheim)

Technical Products International (St. Louis, USA)

Typ 1205, 1405, 1712 und BP121S, Sartorius (Goéttingen)
und Typ P 1200, Mettler (Albstadt)

Eigenbau Werkstatt des Interfakultaren Instituts fur
Biochemie (Tubingen); Julabo, Juchheim Labortechnik
(Seelbach Uber Lahr); Grant Instruments (Cambridge,
England); TWB22T, Thermoline L+M (Smithfield,
Australien)

Purelab Plus, USF Elga (Ramsbach-Baumbach); Modulab
Type Il, Continental Water Systems (Australien)

Bio-Rad Laboratories (Munchen)

Typ B 5060EK CO,, Cytoperm 2 und HERA cell, Heraeus
(Hanau)

Tischzentrifuge 5415C, Biofuge A und Biofuge pico,
Eppendorf (Hamburg); Zellzentrifuge Varifuge K, Biofuge
primo, Heraeus (Hanau); GS-15R, Beckman (Palo Alto,
USA)
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5.3 Reagenzien und Chemikalien

5-Brom-4-chlor-indolylphosphat (BCIP) und 4-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
waren von Applichem (Darmstadt). DMEM wurde bei Life Technologies (Eggenstein)
oder Gibco Invitrogen (Carlsbad, USA) gekauft. Ziegennormalserum wurde von Life
Technologies (Eggenstein) erworben. Rindertransferrin (Apoform) und FCS wurden
bei Invitrogen (Karlsruhe) gekauft. Paraformaldehyd (PFA) wurde von Fluka (Buchs)
oder ProSciTech (Thuringow Central, Australien) erworben. FAC, Glycerin,
Natriumdodecylsulfat (SDS) und Natriumselenit wurden von Fluka (Buchs) bezogen.
NADH war von Applichem (Darmstadt) oder von Sigma (Steinheim). NADPH, GR,
Dihydrorhodamin 123, 3,3’-Diaminobenzidin (DAB), Ferrozin, Neocuproin, L-
Ascorbat, Ammoniumcitrat, DFX und CHX waren von Sigma (Steinheim oder
Melbourne, Australien). Triton X-100 wurde bei Serva (Heidelberg) oder bei Ajax
Finechem (Seven Hills, Australien) erworben. Ferritin und Araldit wurden von Serva
(Heidelberg) bezogen. Kaliumhexacyanoferrat(ll) wurde bei E. Merck (Darmstadt)
oder bei ICN (Aurora, USA) gekauft. Glutardialdehyd war von Paesel (Frankfurt am
Main). Pioloform wurde bei Wacker-Chemie (Burghausen gekauft. DAPI und das
High-Pure PCR Product Purification Kit waren von Roche Diagnostics (Mannheim).
Der 100bp DNA-Marker war von Peqlab (Erlangen). Primer wurden bei der MWG-Bi-
otech AG (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Die Random Hexamer Primer und der
RNAse-Inhibitor RNAsin fur die RT-Reaktion waren von Promega (Mannheim). Die
Reverse Transkriptase mit zugehdrigem Puffer, die dNTPs und die rekombinante
Tag-Polymerase mit zugehoérigem Puffer und MgCly-Lésung waren von Fermentas
(St. Leon-Rot). Immu-Mount war von Shandon (Pittsburgh, PA, USA). Histolen wurde
von Australian Biostain (Traralgon, Australien) gekauft. Die verwendeten
Molekulargewichtsmarker (BenchMark prestained protein ladder und PeqGold
prestained protein marker) wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bzw. von Peglab
(Erlangen) bezogen. Milchpulver wurde von der Humana Milchunion (Herford)
gekauft. Die in Australien verwendeten Chemikalien  Calciumchlorid,
Magnesiumchlorid, Natriumhydroxid und Aceton waren von Ajax Finechem (Seven
Hills, Australien) und Natriumdihydrogenphosphat, Dinatriumhydrogenphosphat,
Kaliumchlorid, Natriumchlorid, Wasserstoffperoxid sowie DePex waren von BDH
Merck (Kilsyth, Australien).
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Nicht gesondert aufgefihrte Reagenzien und Chemikalien wurden von Roche
Diagnostics (Mannheim), E. Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg)
oder (Steinheim) Sie besallen den hochsten erhaltlichen

Sigma bezogen.

Reinheitsgrad.

Antikorper
In dieser Arbeit wurden die in der Tabelle 7 dargestellten Antikorper verwendet.

Tabelle 7: Ubersicht (iber die verwendeten Antikérper

Antikérper Spezies Beschreibung Ver- Lieferant
dinnung

a-GFAP Kaninchen Serum 1:200 Dako (Hamburg)

Ox42 (CD11b) Maus monoklonal 1:10 Serotec (Oxford, UK

a-GalC Maus monoklonal 1:5 von Prof. Hamprecht zur
Verfligung gestellt

o-GAP43 Maus monoklonal 1:100 Sigma (Steinheim)

o-Ferritin Kaninchen Serum 1:500 Dako (Hamburg)

o-TfR Maus monoklonal 1:500 Zymed Lab. (San
Francisco, USA)

a-Transferrin Kaninchen Serum 1:500 ICN Pharm. Inc. (Aurora,
Ohio, USA)

a-Kaninchen-IgG Ziege monoklonal 1:1000  Molecular Probes

Alexa Fluor 488 (Leiden)

o-Maus-1gG Ziege monoklonal 1:1000 Molecular Probes

Alexa Fluor 568 (Leiden)

o-Maus-IgG-FITC Kaninchen monoklonal 1:100 Jackson (West Grove,
USA)

a-Maus-IgG-AP  Ziege monoklonal 1:5000 Jackson (West Grove,
USA)

a-Kaninchen- Ziege monoklonal 1:5000 Boehringer (Mannheim)

IgG-AP

a-Maus-1gG-Biotin Esel monoklonal 1:300 Amersham
(Buckinghamshire, USA)

a-Kaninchen- Schaf monoklonal 1:300 Amersham

IgG-Biotin Buckinghamshire, USA)

Der verwendete Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Komplex wurde von Amersham
(Buckinghamshire, England) erworben.
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5.4 Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden Losungen in doppeltentionisiertem Wasser

angesetzt.

5.4.1 Zellkulturen

5.4.1.1 Allgemeine Techniken

Alle zur Zellkultur verwendeten Medien und Losungen wurden routinemalig auf
Sterilitat Uberpruft und auf Mycoplasmenfreiheit untersucht. Diese Arbeiten wurden
von Technischen Assistentinnen des Arbeitskreises von Prof. Hamprecht (TUbingen)
durchgefuihrt und sind von Moller (1989) beschrieben worden. Vor dem Ansaen
wurden die Zellzahl und die Lebensfahigkeit der Zellen mit der Methode des
Nigrosinauschlusses bestimmt (Kaltenbach et al. 1958). Fir immuncytochemische
Anfarbungen wurden Zellen auf sterile Deckglaschen (18 mm x 18 mm) in

Plastikkulturschalen (50 mm Durchmesser) angesat (Reinhart et al. 1990).

5.4.1.2 Astrogliareiche Primarkulturen

APKs wurden aus den Gehirnen neugeborener Wistar-Ratten, C57-Black-6-Mausen
oder C57-Black-6-GPx1(-/-)-Mausen (de Haan et al. 1998) angelegt und in
Kulturmedium (90% DMEM / 10% FCS / 20 U/ml Penicillin G / 20 pg/ml
Streptomycinsulfat) kultiviert (Hamprecht und Loffler 1985). Fur APKs aus Mausen
wurde zum Anlegen der Kulturen Medium mit doppeltem Gehalt an Penicillin und
Streptomycin verwendet, ab dem ersten Medienwechsel wurde Medium mit
einfachem Gehalt an Penicillin und Streptomycin verwendet. Drei Millionen lebende
Zellen wurden auf 50 mm-Zellkulturschalen in 5 ml Kulturmedium, 300000 lebende
Zellen pro well einer 24-well-Zellkulturplatte in 2 ml Kulturmedium oder 30 Millionen
lebende Zellen in 175 cm?Zellkulturflaschen in 50 ml Kulturmedium angesat. Die
Kulturen wurden fur die Experimente in einem Alter von 14 d bis 21 d verwendet. Fur
immuncytochemische Anfarbungen wurden Kulturen in einem Alter von 8 d bis 14 d

eingesetzt.

5.4.1.3 Oligodendrogliareiche Sekundarkulturen

OSKs wurden nach einer Modifikation (Hirrlinger et al. 2002b) der Methode von

Richter-Landsberg und Vollgraf (1998) gewonnen. Dabei wurden APKs in 175 cm?-
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Plastikzellkulturflaschen (5.4.1.2) in einem Kulturalter von 15 d bis 21 d verwendet.
Die Zellkulturflaschen wurden bei 37°C 2 h lang bei 190 Upm auf einem
Rotationsschittler (Unimax 1010 mit Inkubator 1000) geschdttelt. Das Medium wurde
entfernt. Die Zellen wurden mit 15 ml frischem Kulturmedium gewaschen.
AnschlieBend wurden erneut 50 ml Kulturmedium auf die Zellen gegeben und die
Kulturflaschen 17 h lang bei 220 Upm und 37°C geschuttelt. Danach wurde die
Zellsuspension in sterilen Zentrifugenréhrchen gesammelt und 10 min lang bei 500 g
(4°C) zentrifugiert. Die so erhaltenen Zellniederschlage wurden in je 2 ml OSK-
Medium (DMEM mit Transferrin (5 ug/ml), Insulin (5 pg/ml) und Natriumselenit (25
ng/ml)) resuspendiert. In der vereinigten Zellsuspension wurde die Zellzahl bestimmt.
Pro well einer 24-well-Platte wurden 200000 lebende Zellen in 1 ml OSK-Medium,
pro 50 mm-Kulturschale 1 Million lebende Zellen in 5 ml OSK-Medium angesat. Alle
verwendeten KulturgefalRe waren zuvor mit einer sterilen 0.01%igen (w/v) Poly-D-
Lysin-Lésung in Wasser (24-well-Platte: 0.3 ml; 50 mm-Kulturschale: 3 ml) Uber
Nacht beschichtet worden, um das Anheften der Oligodendroglia-Vorlaufer an die
Kulturschalen zu verbessern. Nach der Beschichtung wurden die Kulturgefalle
sorgfaltig mit DMEM gewaschen, bevor die Zellsuspension angesat wurde. Die Halfte
des OSK-Mediums wurde am dritten Kulturtag erneuert. Experimente wurden am

sechsten Kulturtag durchgefuhrt.

5.4.1.4 Microgliareiche Sekundarkulturen

MSKs wurden nach einer Modifikation (Hirrlinger et al. 2000) der Verfahren von
Giulian und Baker (1986) sowie Colton und Gilbert (1987) gewonnen. Von APKs in
175 cm?-Zellkulturflaschen wurden durch zehnmaliges seitliches Klopfen mit der
Hand Microgliazellen abgeschittelt. Die abgeldsten Zellen wurden mit dem Medium
in sterile Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Nach Zentrifugation (500 g, 15 min, 4°C)
wurde das Medium bis auf ca. 1 bis 2 ml abgesaugt. Die Zellen wurden resuspendiert
und die Zellsuspensionen aus mehreren Rohrchen wurden vereinigt. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden 1.5 Millionen Zellen pro 50 mm Kulturschale und
300000 Zellen pro well einer 24-well-Zellkulturplatte angesat. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min im Zellinkubator bei 37°C wurde dreimal mit 5 ml (50 mm
Kulturschale) bzw. 1 ml (well einer 24-well-Platte) Kulturmedium gewaschen, um
nicht haftende Zellen zu entfernen. Beim dritten Waschschritt wurde dabei das

Medium auf eine Mischung aus 50% gliakonditionietem Medium und 50%
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Kulturmedium gewechselt. Die Kulturen wurden in einem Alter von drei Tagen
verwendet. Zur Gewinnung des fur die MSKs verwendeten konditionierten Mediums
wurde der Uberstand der wahrend der Praparation der MSK durchgefiihrten
Zentrifugation durch 0.2 pm-Sterilfilter filtriert und bis zur Verwendung bei 4°C
gelagert.

5.4.1.5 Neuronenreiche Primarkulturen

NPKs wurden nach der Methode von Loffler et al. (1986) prapariert. Es wurden 3
Millionen lebende Zellen pro 50 mm-Zellkulturschale in 5 ml Kulturmedium oder
500000 lebende Zellen pro well einer 24-well-Zellkulturplatte in 2 ml Kulturmedium
angesat. Alle verwendeten KulturgefalRe waren zuvor mit einer sterilen 0.01%igen
(w/v) Poly-D-Lysin-Losung in Wasser (24-well-Platte: 0.3 ml; 50 mm-Kulturschale: 3

ml) Uber Nacht beschichtet worden.

5.4.2 Anfarbungen

5.4.2.1 Immuncytochemische Anfarbungen

Die anzufarbenden Zellen wurden auf Deckglaschen (18 mm x 18 mm) kultiviert. Alle
Waschschritte wurden in einem Volumen von 1 ml, die Inkubationsschritte ohne
Antikérper in einem Volumen von 0.5 ml durchgefihrt. Die Inkubation mit Antikérpern
erfolgte in einem Volumen von 80 pl. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur (Rt) mit
3.5% (w/v) PFA in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlésung (PBS; 10
mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.4, 150 mM NaCl) 10 min lang fixiert. Nach
zweimaligem zehnmindtigen Waschen in PBS wurden die Zellen 5 min lang in
0.1%igem (w/v) Glycin in PBS inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Inkubation
mit 0.3%igem (w/v) Triton X-100 / 0.1%igem (w/v) Glycin in PBS 10 min lang
permeabilisiert. Die immuncytochemischen Anfarbungen wurden bei Rt durchgeflhrt.
Nach jeder Inkubation mit Antikbrpern wurden die Zellen dreimal mit PBS je 5 min
lang gewaschen. Die Antikdrper wurden in PBS mit 10% Ziegennormalserum
verdunnt. Die fixierten Zellen wurden mit den Primarantikorpern 2 h lang und danach
mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundarantikdérpern 30 min lang unter
Lichtausschluss inkubiert. Die Verdlinnungen der eingesetzten Antikorper sind in
Tabelle 7 angegeben. Die Deckglaschen aller Praparate wurden anschlieRend in

Immu-Mount eingebettet, bevor die Anfarbung im Fluoreszenzmikroskop untersucht
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wurde. Fiur die Anfarbung mit a-GalC wurden die Zellen vor der Fixierung und der
Permeabilisierung mit HEPES-Medium (25 mM HEPES in DMEM, 330 milliosmolar
durch Zugabe von NaCl) gewaschen und 1 h lang bei Rt mit anti-GalC (1:5 in
HEPES-Medium) inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal mit HEPES-
Medium gewaschen und wie oben beschrieben fixiert, permeabilisiert und mit dem

Sekundarantikdrper behandelt.

5.4.2.2 Chromatinanfarbung

Chromatinanfarbungen zellularer DNA wurden verwendet, um die Zellkerne aller
Zellen in einem Praparat sichtbar zu machen. Die Zellen wurden nach Durchfihrung
der immuncytochemischen Anfarbung (5.4.2.1) 5 min lang mit 1 pg/ml 4°,6-Diamino-
2-phenylindol (DAPI) in PBS inkubiert, anschlieBend mit PBS gewaschen und in

Immu-Mount eingebettet.

5.4.2.3 Immunhistochemische Anfarbung von Hirnschnitten

Die Gehirne wurde freundlicherweise von Prof. Stephen Robinson (Melbourne,
Australien) prapariert. Dazu wurden drei Wochen alte Wistar-Ratten zunachst mit
Natrium-Pentobarbital (200 mg/kg Korpergewicht, intraperitoneal) getdtet und
anschlieBend mit 4% (w/v) PFA in Kaliumphosphatpuffer (KPi, 0.1 M
Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4) perfundiert. Die Gehirne wurden entnommen und 4 h
lang in 4% (w/v) PFA in KPi fixiert. Nach der Fixierung wurden die Gehirne mit Hilfe
eines Vibratoms in Schnitte von 100 ym Dicke geschnitten. Die Hirnschnitte wurden
anschlielend in wells von 24-well-Zellkulturplatten gelegt; alle weiteren Schritte
wurden in diesen wells durchgefuhrt. Alle Wasch- und Inkubationsschritte mit
Ausnahme der Antikorper-Inkubationen wurden in einem Volumen von 1 ml
durchgefuhrt. Die Inkubation mit den Antikérpern erfolgte in einem Volumen von 0.5
ml. Die Schnitte wurden zunachst dreimal 20 min lang in PBS gewaschen und
anschlieBend mit einer Blockierungsldsung aus 1% (w/v) BSA, 1% (w/v) Triton X-100
und 1% (w/v) Ethanolamin in PBS inkubiert. Es folgten drei weitere 20-minutige
Waschschritte in PBS fur. AnschlieBend wurde die Inkubation mit den ersten
Antikdrpern in einer Lésung aus 1% (w/v) BSA, 0.5% (w/v) Triton X-100 und 0.05%
(w/v) Natriumazid in PBS durchgefihrt. Nach 18-stiindiger Inkubation bei 37°C
wurden die Gehirnschnitte dreimal in PBS jeweils 20 min lang bei 37°C gewaschen
und danach 3 h lang mit dem zweiten Antikorper (1:300) (37°C) in 1% (w/v) BSA in
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PBS inkubiert. Es folgten drei weitere 20-mindttige Waschschritte mit PBS.
AnschlieBend wurde 3 h lang mit dem Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Komplex
(1:300) in PBS (37°C) inkubiert. Die Hirnschnitte wurden daraufhin 10 min lang mit
0.05% (w/v) DAB und 0.01% Nickelsulfat (DAB-Ni-Sulfat) in KPi und danach weitere
10 min mit DAB-Ni-Sulfat plus H20;, (0.005%) in KPi inkubiert. Nach weiteren drei
Waschschritten von 20 min mit KPi wurden die Gehirnschnitte mit 70% Ethanol
gewaschen, auf Objekttrager transferiert, bei 50°C im Ofen getrocknet, mit 100%
Ethanol und ein wenig Aceton dehydratisiert, mit Histolen gereinigt und anschliel3end

in DePex eingebettet.

5.4.2.4 Eisen(lll)farbungen

Mit Hilfe einer Modifikation der Methode von Nguyen-Legros et al. (1980) wurde
Eisen(lll) histochemisch in Hirnschnitten nachgewiesen. Die Methode beruht auf zwei
Schritten. Im ersten Schritt entsteht nach der Methode von Perls (1867) durch
Zugabe von Kaliumhexacyanoferrat(ll) im sauren Millieu unldsliches Berliner Blau
(Perls-Farbung). Da dieser Komplex in Hirnschnitten kaum sichtbar war, wurde von
Nguyen-Legros ein Intensivierungsschritt entwickelt. Die Intensivierung wurde
erreicht durch Reaktion mit DAB und H,0O,, was die Bildung eines unldslichen

braunen Farbstoffes verursachte.

Eisenfarbung von Hirnschnitten

Hirnschnitte wurden prapariert wie in Kapitel 5.4.2.3 beschrieben. Die Waschschritte
erfolgten in einem Volumen von 1 ml. Alle Inkubationsschritte wurden in einem
Volumen von 0.5 ml durchgefihrt. Nach der Praparation wurden die Hirnschnitte in
wells von 24-well-Zellkulturplatten gelegt, und alle weiteren Schritte in diesen wells
durchgefihrt. Die Hirnschnitte wurden zunachst 30 min lang mit 4% (w/v) PFA in KPi
nachfixiert. Nach zweimaligem Waschen mit KPi wurden die Schnitte 30 min lang mit
5% (w/v) Kaliumhexacyanoferrat(ll) in KPi behandelt und anschlieRend nochmals mit
5% (w/v) Kaliumhexacyanoferrat(ll) in KPi plus HCI (Endkonzentration 5%) inkubiert.
Danach wurden die Schnitte zweimal 10 min lang mit KPi gewaschen. Es folgte die
Verstarkung des Signals durch Behandlung mit DAB-Ni-Sulfat. Die Schnitte wurden
zunachst 15 min lang mit DAB-Ni-Sulfat in KPi behandelt und anschlieRend
nochmals mit DAB-Ni-Sulfat plus 0.005% H,0,. Danach wurden die Hirnschnitte
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erneut zweimal mit KPi gewaschen, anschliellend mit 100% Ethanol dehydratisiert,

getrocknet und eingebettet.

Eisenfarbung von Zellkulturen

Die anzufarbenden Zellen wurden in 24-well-Platten oder 50 mm-Kulturschalen
kultiviert. Die Waschschritte wurden in Volumina von 1 ml bzw. 5 ml durchgefihrt.
Alle anderen Inkubationsschritte erfolgten in Volumina von 0.5 ml (wells) bzw. 3 ml
(50 mm-Kulturschalen). Zunachst wurden die Zellen zweimal 5 min lang mit PBS
gewaschen. Anschlielend wurden sie bei Rt mit 3.5% PFA (w/v) in PBS 30 min lang
fixiert. Die Perls-Reaktion wurde wie bei der Eisenfarbung von Gehirnschnitten
durchgefuhrt, mit der Ausnahme, dass im zweiten Teilschritt eine
Kaliumhexacyanoferrat(ll)-HCI-Losung mit einer Endkonzentration von 1% HCI (statt
5% HCI) verwendet wurde. AnschlielRend wurden die Zellen zweimal 10 min lang mit
KPi gewaschen. Die Zellen wurden daraufhin 15 min lang mit 0.05% (w/v) DAB in
KPi behandelt und anschlielfend nochmals mit 0.05% (w/v) DAB plus 0.005% H20,.

Zuletzt wurden die Zellen erneut mit KPi gewaschen und anschlie3end fotografiert.

5.4.2.5 Rhodaminfarbung

Mit Hilfe der Rhodaminfarbung lassen sich intrazellulare Radikale nachweisen. Hier
wurde mit einer Modifikation der von Almeida et al. (2002) beschriebenen Methode
gearbeitet. Die Zellen wurden auf Deckglaschen (18 mm x 18 mm) kultiviert. Nach
Durchfihrung der verschiedenen Inkubationen wurden die Zellen dreimal mit 1 ml
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen 1 h lang mit 0.5 ml 2.5 pg/ml
DRH123 in PBS bei 37°C inkubiert. Bei Anwesenheit von Radikalen wird DRH123
oxidiert und es entsteht das fluoreszierende RH123. Anschliefiend wurden die Zellen
zweimal 5 min lang mit 1 ml PBS gewaschen und dann 10 min lang mit 3.5% (w/v)
PFA in PBS fixiert. Nach der Fixierung wurde dreimal gewaschen, bevor die
Praparate in Immu-Mount eingebettet wurden. Nach dem Trocknen wurden die

Praparate fotografiert.

5.4.2.6 Elektronenmikroskopie
Die elektronenmikroskopische Untersuchung von APKs wurde freundlicherweise von
Herrn Prof. H. Wolburg (Universitat Tuibingen) durchgefthrt. Die in 50 mm-Schalen

gewachsenen Zellen wurden zunachst mit 2.5% Glutardialdehyd in 0.1 M
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Cacodylatpuffer, pH 7.4 3 h lang bei Rt fixiert. Nach mehreren Waschschritten mit
Cacodylatpuffer wurden die Zellen abgeschabt und zentrifugiert. Die
Zellniederschlage wurden anschlieBend in 1% Cacodylat-gepuffertem Osmium-
tetroxid 2 h lang fixiert und nach erneutem Waschen schrittweise mit 50, 70, 80, 96
und 100% Ethylalkohol jeweils ca. 30 min lang entwassert. Dem 70%igen
Ethylalkohol war zur Blockkontrastierung Uranylacetat (gesattigt) beigemengt.
AnschlieBend wurden die Zellen 48 h lang bei 60°C in Araldit eingebettet. Die
ausgeharteten Aralditblocke wurden danach mit einem Ultramikrotom in
Ultradinnschnitte (50 nm) geschnitten, auf Pioloform-beschichtete Kupfernetzchen
aufgebracht und mit Bleicitrat kontrastiert. Die fertigen Ultradinnschnitte wurden im
Elektronenmikroskop untersucht und fotografiert. Die ausgewahlten Bilder wurden

digitalisiert und mit Adobe Photoshop nachbearbeitet.

5.4.3 Westernblot-Analysen

Gewinnung der Proteinproben

Fir die Gewinnung von Proteinproben wurden Zellen auf 50 mm-Zellkulturschalen
kultiviert. Der Zellrasen wurde mit 5 ml eiskaltem PBS gewaschen und nach
zehnminutiger Lyse in 400 pl Lyselosung (H2O mit Proteaseinhibitoren (1 uM
Leupeptin, 0.3 uM Aprotinin, 100 pM Phenylmethylsulfonylfluorid und 1 pM
Pepstatin)) auf Eis von der Kulturschale abgeschabt. Das Lysat wurde aliquotiert und
zentrifugiert (500 g, 10 min, 4°C). Die Uberstéande wurden in Plastikreaktionsgefalle
uberfihrt und wie die Niederschlage bei -80°C eingefroren. Nach dem Gefrieren
wurden alle Proben lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden anschliel3end bei -80°C
gelagert. An je einem aliquoten Teil wurde der Proteingehalt bestimmt. Neben den
selbststandig hergestellten Lyophilisaten aller verwendeten Zelltypen wurden zudem
weitere Zelllyophilisate von NPKs und MSKs verwendet, die von Dr. J. Hirrlinger

gewonnen und bei -80°C gelagert worden waren.

Probenvorbereitung
Zur Durchfuhrung der Western Blot-Analysen wurden in jedem Versuch identische

Proteinmengen und Volumina pro Tasche aufgetragen. Die Proteinproben wurden in
Ladepuffer (62.5 mM Tris/HCI pH 6.8, 10% (w/v) Glycerin, 0.004% (w/v)
Bromphenolblau, 2% (w/v) SDS, modifiziert nach Laemmli (1970)) geldst. Zur
Reduktion von Disulfidbricken wurde jeweils 1 ul Mercaptoethanol zu 20 ul Probe

gegeben. Zur vollstandigen Denaturierung wurden die Proben in einem kochenden
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Wasserbad 5 bis 7 min lang inkubiert. Die Proben wurden auf Eis gekuhlt, kurz
zentrifugiert und vollstandig auf ein Gel aufgetragen. Zur Untersuchung nativer
Proteine wurde ein Ladepuffer ohne SDS verwendet und die Proben wurden weder
mit Mercaptoethanol versetzt noch gekocht. Zur Analyse der Beteiligung von
Disulfidbricken an der Dimer-Bildung des TfR wurden Proben unter nicht-

reduzierenden Bedingungen gekocht.

Gelelektrophorese

Proteine kénnen nach ihrer molaren Masse mit der Methode der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt werden (Laemmli 1970). Fur die Identifizierung von
Ferritin wurden SDS-Polyacrylamid-Gele (Angaben fur zwei Gele) mit einem
12%igen Trenngel (6 ml Acrylamid (30% w/v) / Bisacrylamid (0.8% wi/v)-Mischung
(AA/BA), 1.875 ml Trenngelpuffer (3 M Tris/HCI pH 8.9), 6.9 ml H,O, 150 ul SDS
(10% w/v in HxO), 25 pl N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 50 ul
Ammoniumperoxodisulfat (APS) (10% w/v in H,O) hergestellt. Fur die Auftrennung
des TfR wurden 8%ige Polyacrylamid-SDS-Trenngele (4 ml AA/BA, 1.875 mi
Trenngelpuffer; 8.9 ml H,O, 150 ul SDS, 25 yl TEMED und 50 ul APS) verwendet.
Die Sammelgele enthielten 4.2% Acrylamid (0.7 ml AA/BA, 0.63 ml Sammelgelpuffer
(0.5 M Tris/HCI pH 6.8), 3.6 ml H,O, 50 pl SDS, 10 pl TEMED und 20 uyl APS). Die
aufgetragenen Proben wurden elektrophoretisch 1.5 bis 2.5 h lang bei 16 mA
konstanter Stromstarke pro Gel in Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1%

(w/v) SDS, pH 8.5) nach ihrer molaren Masse aufgetrennt.

Zur Auftrennung von Proteinen im nativen Gel wurde ein 6%iges Trenngel ohne SDS
(3 ml AA/BA, 1.875 ml Trenngelpuffer, 10.05 ml H,O, 25 yl TEMED und 50 pl APS)
hergestellt. Die aufgetragenen Proben wurden elektrophoretisch 3 h lang bei
konstanten 160 Volt in Laufpuffer ohne SDS (25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8.5)

aufgetrennt.

Elektrotransfer

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden bei einer angelegten
Spannung von 100 V wahrend einer Stunde bei 4°C in Blotpuffer (25 mM Tris, 192

mM Gilycin, pH 8.3, 20% (v/v) Methanol) auf eine Nitrocellulosemembran transferiert.
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Immunodetektion

Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden durch zweistindige
Inkubation mit 5% (w/v) Milchpulver und 0.05% (w/v) Tween-20 in PBS abgesattigt.
Die Membranen wurden danach in 50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberflihrt und Uber
Nacht auf dem Taumelroller bei 4°C mit 3 ml Antikdrperlésung (alle primaren
Antikorper 1:500 verdunnt) in PBS mit Milchpulver (5% w/v) und Tween-20 (0.05%
w/v) inkubiert. Bei den Blots der nativen Gele erfolgte die Antikorperinkubation 3 h
lang bei Rt. Nach viermaligem Waschen (jeweils 5 min lang) mit 30 ml Waschpuffer
(0.05% Tween-20 in PBS) wurden die Membranen 1 h lang (2 h lang bei den
Membranen der nativen Gele) mit dem Sekundarantikdrper a-Kaninchen-lgG-AP
oder a-Maus-IgG-AP (1:5000) in 5 ml PBS auf dem Taumelroller bei Rt inkubiert.
Nach erneuter Behandlung mit Waschpuffer (4 x 5 min) wurden die Membranen in
0.2 M Tris/HCI, 10 mM MgCl,, pH 9.5 mit 40 uM NBT und 41 yM BCIP inkubiert. NBT
wurde in 50% Dimethylformamid / 50% H2O, BCIP in 100% Dimethylformamid stets
frisch gelost. In dieser Nachweisreaktion katalysiert die an den Sekundarantikorper
gebundene AP die Freisetzung eines Indolderivates, das zu einem unldslichen
violetten Farbstoff autoxidiert. Es traten nach 2 bis 15 min violette Verfarbungen an
den Stellen der Membran auf, die einer Proteinbande im Gel entsprachen, an die der
AP-tragende Sekundarantikorper Uber den Primarantikdrper gebunden hatte. Die
Farbereaktion wurde durch Waschen mit 20 mM EDTA in PBS gestoppt. Die

Membran wurde zur Vermeidung schnellen Ausbleichens dunkel gelagert.

5.4.4 Detektion von Eisen in Polyacrylamidgelen

Um die Eisenbeladung von Ferritin zu untersuchen, wurden die I6slichen Fraktionen
von Astrogliahomogenaten parallel auf zwei nativen Gelen aufgetrennt, wie in Kapitel
5.4.3 beschrieben. Eines der Gele wurde einem Elektrotransfer mit anschlielender
Immunodetektion von Ferritin unterzogen. Im anderen Gel wurde das Vorkommen
von Eisen mit einer modifizierten Perls-Farbung untersucht. Nach kurzem Waschen
mit KPi wurde das Gel 10 min lang mit 5% (w/v) Kaliumhexacyanoferrat(ll) in KPi und
anschlieBend 10 min lang mit 5% (w/v) Kaliumhexacyanoferrat(ll) in KPi plus HCI
(Endkonzentration 1%) behandelt. Es folgten zwei Waschschritte mit KPi (jeweils 5
min). Das Gel wurde dann 10 min lang mit 0.05% (w/v) DAB in KPi und dann 10 min
lang mit 0.05% (w/v) DAB plus 0.005% H20, in KPi inkubiert. Nach erneutem

zweimaligem Waschen des Gels (jeweils 5 min) wurde das Ergebnis sofort
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fotografisch dokumentiert. Zum Nachweis der Speicherung von Eisen in Ferritin
wurde die Laufstrecke der angefarbten Bande mit der Laufstrecke des durch Western

Blot-Analyse nachgewiesenen Ferritins verglichen.

5.4.5 Bestimmungsmethoden

5.4.5.1 Kolorimetrische Eisenbestimmung

Die Quantifizierung von Eisen wurde nach einer Modifikation (Riemer et al. 2004) der
von Fish (1988) beschriebenen Methode durchgefuhrt. Diese Methode basiert auf
zwei Schritten. Im ersten Schritt wird Eisen durch die Behandlung mit salzsaurer
Kaliumpermanganat-Losung aus Komplexen und Proteinen freigesetzt. Im zweiten
Schritt wird das freigesetzte Eisen durch den Eisenchelator Ferrozin gebunden. Die
Absorption des Ferrozin-Eisen-Komplexes lasst sich bei 550 nm messen. Da
Ferrozin spezifisch fiir Fe?* ist, wird dem System noch Ascorbat zugesetzt, das Fe**
zu Fe?* reduziert. Der Kupferchelator Neocuproin verhindert zudem, dass Ferrozin

Kupfer bindet und Kupferionen den Eisennachweis verfalschen.

Die kolorimetrische Eisenbestimmung wurde in zwei verschiedenen Varianten
durchgefuihrt. Die erste Variante diente dazu, die kolorimetrische Eisenbestimmung
direkt mit AAS-Daten zu vergleichen. Dazu wurden die Zellen aus den wells von 24-
well-Zellkulturplatten zunachst mit 200 pl 50 mM NaOH 2 h lang lysiert. Anschliel3end
wurden davon 100 pl fur die kolorimetrische Eisenbestimmung, 10 pl fur die AAS und
50 ul far die Proteinbestimmung verwendet. Fur die kolorimetrische
Eisenbestimmung wurden 100 pl Zelllysat mit 100 yl 10 mM HCI und 100 pl des
Freisetzungsreagenz (4.5% (w/v) Kaliumpermanganat-Losung und 1.4 M HCI im
Verhaltnis 1:1) in einem Eppendorf-Gefall gemischt und 2 h lang bei 60°C im
Wasserbad erhitzt. AnschlieBend wurden in jedes Eppendorfgefa® 30 ul des
Detektionsreagenz (6.5 mM Ferrozin, 6.55 mM Neocuproin, 2.5 M Ammoniumacetat,
1 M Ascorbat) pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei Rt wurden jeweils 280 pl der zu
untersuchenden Proben in wells von Microtiterplatten pipettiert. Sodann wurde die
Absorption bei 550 nm gemessen. Als Standard wurde Eisen(lll)chlorid verwendet.
Fir den Vergleich der basalen Eisengehalte verschiedener neuraler Zelltypen
wurden Zellkulturen aus 50 mm-Kulturschalen verwendet. Eisen wurde nach der

oben beschriebenen Methode bestimmt, mit dem Unterschied, dass die Zellen in 800
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Ml (APK) bzw. 400 ul (OSK, MSK, NPK) 50 mM NaOH lysiert wurden. An einem

Lysat wurde jeweils Protein und Eisen bestimmit.

Nach der erfolgreichen Validierung durch AAS wurde die Kkolorimetrische
Eisenbestimmung flr Zellkulturen in 24-well-Zellkulturplatten vereinfacht. Alle
Schritte der Eisenbestimmung wurden direkt in den wells durchgefihrt. Nach dem
Waschen der Zellen mit PBS wurden jeweils 200 pyl 50 mM NaOH, 10 mM HCI und
Freisetzungsreagenz in die wells pipettiert, bevor 2 h lang bei 60°C auf dem
Wasserbad inkubiert wurde. AnschlieBend wurden in jedes well 60 pl
Detektionsreagenz gegeben. Nach 30 min Inkubationszeit wurden jeweils 280 ul der
zu untersuchenden Proben in wells von Microtiterplatten pipettiert. Sodann wurde die

Absorption bei 550 nm gemessen.

5.4.5.2 Atomabsorptionsspektrometrische Eisenbestimmung

Die auf 50 mm-Schalen oder 24-well-Zellkulturplatten gewachsenen Zellen wurden
zweimal mit eiskalter PBS und anschlie3end mit 800 ul (50 mm-Schale) bzw. 200 pl
(well einer 24-well-Platte) 50 mM NaOH 2 h lang bei Rt lysiert. Dieses Lysat wurde
sowohl fir die Eisen- als auch fir die Proteinbestimmung verwendet. Fir die
Eisenbestimmung wurden 10 pl Probe in das Atomabsorptionsspektrometer
eingefuhrt. Durch Erhitzung auf 100°C wurden die Proben getrocknet und
anschlielend bei 1400°C eingeaschert. Danach wurden die Proben bei 2400°C
atomisiert und die Absorption bei 248.3 nm gemessen (Slavin 1988). Die Menge an
Eisen in einer Probe wurde durch den Vergleich mit Standardmengen von

Eisen(ll)sulfat (O bis 75 pmol) errechnet.

5.4.5.3 Wasserstoffperoxid

Der H,02-Gehalt von Inkubationsmedien wurde mit einem Test im Microtitermalstab
bestimmt (Dringen und Hamprecht 1997; Dringen et al. 1998a). Zehn Microliter der
H,0»-haltigen Losungen oder der Losungen des Standards wurden mit 170 pl 25 mM
Schwefelsaure in einem well einer Microtiterplatte verdinnt. Nach Zugabe von 180 pl
Reaktionsmischung (0.5 mM (NH4)2Fe(SO4),, 200 mM Xylenolorange und 200 mM
Sorbitol in 25 mM H2S0O4) wurde 60 min lang bei Rt inkubiert und dann die Extinktion
bei 550 nm im ELISA-Reader gemessen. Der gebildete Komplex aus Xylenolorange

und Fe®* besitzt ein breites Absorptionsmaximum zwischen 500 nm und 575 nm
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(Michaels und Hunt 1978). Die gemessenen Extinktionen der Proben wurden mit
denen der Standardkonzentrationen an H>O, verglichen. Die Absorption des
gebildeten Komplexes aus Fe** und Xylenolorange ist proportional zur Konzentration

von HyO, im Bereich von 0 bis 250 uM H,O- in der Losung (Dringen et al. 1998a).

5.4.5.4 Glutathion und Glutathiondisulfid

Der GSx-Gehalt (Menge an GSH plus zweifache Menge an GSSG) wurde nach der
Modifikation (Dringen und Hamprecht 1996) der Tietze-Methode (Tietze 1969) in
Microtiterplatten bestimmt. Das Testprinzip beruht auf der Reduktion von 5,5 -Dithio-
bis(nitrobenzoesaure) durch GSH zu 5-Thio-2-nitrobenzoat, dessen Entstehung
photometrisch bei 405 nm verfolgt werden kann. Um diese Nachweisreaktion
spezifisch fur GSH zu machen, wurden der Reaktionsmischung NADPH und GR
zugesetzt, die entstandenes GSSG wieder zu GSH reduzieren. Die Bedingungen
wurden so gewahlt, dass nur die Menge an GSx im Testansatz limitierend fur die
Reaktionsgeschwindigkeit ist. Der Extinktionsanstieg pro Zeiteinheit ist somit ein Mal}
fur den GSx-Gehalt einer Probe, der durch Vergleich mit GSx-Standards berechnet
wird. Zur Bestimmung von GSx in Zelllysaten wurden die Zellen nach kurzem
Waschen mit eiskalter PBS 10 min lang mit 1% (w/v) Sulfosalicylsdure lysiert.
AnschlieRend wurden die Lysate in Reaktionsgefalle uberfuhrt und 1 min lang mit
13000 g zentrifugiert. 10 pl des Uberstandes wurden mit H,O auf 100 pl Volumen in
wells einer Microtiterplatte verdinnt, bevor 100 pl Reaktionsmischung (0.3 mM 5,5°-
Dithiobis-2-nitrobenzoesaure, 04 mM NADPH, 1 mM EDTA in 01 M
Natriumphosphatpuffer pH 7.5) zugegeben wurden. Der Anstieg der Extinktion bei
405 nm pro well wurde mit dem ELISA-Reader gemessen und mit dem von GSx-

Standards verglichen.

Der Gehalt an GSSG in den Proben wurde nach vorheriger Derivatisierung von GSH
mit 2-Vinylpyridin (Griffith 1980) bestimmt. Dazu wurden zur Bestimmung des GSSG-
Gehaltes in den Zellen je 130 ul der Lysatuberstande in 1% (w/v) Sulfosalicylsaure
mit 5 pl 2-Vinylpyridin versetzt. AnschlieRend wurde mit 0.2 M Tris ein pH-Wert
zwischen 5 und 7 eingestellt (Griffith 1980). Nach einstundiger Inkubation bei Rt
wurden je 10 ul zur GSx-Bestimmung nach dem oben beschriebenen Verfahren

eingesetzt. Aus den Extinktionsanderungen pro Zeiteinheit der Ansatze mit GSx-
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Standards wurde eine Eichgerade erstellt, die zur Auswertung der Proben

herangezogen wurde.

5.4.5.5 Zellvitalitat

Die Zellvitalitat wurde durch die Messung der Aktivitat der LDH im
Inkubationsmedium bestimmt. Dazu wurde der Test von Vassault (1983), adaptiert
auf Microtiterplattenmalistab (Dringen et al. 1998a), verwendet. Ein aliquoter Teil des
Inkubationsmediums wurde mit 80 mM Tris/HCI-Puffer, 200 mM NaCl, pH 7.2, in
einem well einer Microtiterplatte auf ein Volumen von 180 ul verdinnt. Nach Zugabe
von 180 pl Reaktionsmischung (3.2 mM Pyruvat, 0.4 mM NADH, 200 mM NaCl in 80
mM Tris/HCI-Puffer pH 7.2) wurde der Abfall der Absorption bei 340 nm mit dem
ELISA-Reader aufgezeichnet. Die LDH-Aktivitat des aliquoten Teils des Inkubations-
mediums wurde mit der Aktivitat im Inkubationmedium nach vélliger Lyse der Zellen
(30 min Inkubation bei Rt nach Zugabe von Triton X-100 zu einer Endkonzentration
von 1% (w/v)) verglichen. Null Prozent Lebensfahigkeit entspricht 100% LDH-

Aktivitat im Inkubationsmedium.

5.4.5.6 Protein

Der Proteingehalt von Zellkulturen wurde nach der Methode von Lowry et al. (1951)
bestimmt. Dabei wurde BSA als Standardprotein verwendet. Das Protein von Zellen
auf 24-well-Zellkulturplatten wurde in 0.2 ml (APK) oder 0.1 ml (NPK, OSK, MSK) 0.5
M NaOH solubilisiert. Das Protein aus 50 mm-Schalen wurde in 800 yl (APK) oder
400 pl (NPK, OSK, MSK) 0.5 M NaOH solubilisiert.

5.4.6 Molekularbiologische Methoden

5.4.6.1 Sequenzanalyse und Primerdesign

Als Grundlage von Sequenzvergleichen wurden cDNA-Sequenzen aus der Genbank-
Datenbank der National Institutes of Health herangezogen. Sequenzen wurden mit
Hilfe des ,Blast‘-Programmpaketes (Altschul et al. 1997; Tatusova und Madden

1999) miteinander und mit der Datenbank verglichen.

Zum Design von PCR-Primern zur Amplifikation von cDNAs fur Proteine des
Eisenstoffwechsels wurden die bekannten Ratten-cDNA-Sequenzen verwendet
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(Accession numbers siehe Tabelle 8). Aus diesen cDNA-Sequenzen wurden mit Hilfe
des Programms Primer3 (Rozen und Skaletsky 2000) Primer gesucht, die
Amplifikationsprodukte von 200 bis 500 bp Lange einschlossen. Dabei wurden die
Zielsequenzen, sofern maoglich, innerhalb eines offenen Leserahmens gewahlt, um
die Wahrscheinlichkeit von Fehlern durch spezies- oder linienspezifische Mutationen
zu verringern. Um das Risiko der Amplifikation anderer Gene maoglichst gering zu
halten, wurden alle verwendeten PCR-Primer durch Vergleich mit der ,Genbank"-
Datenbank auf Komplementaritat zu anderen bekannten Sequenzen Uberpruft. Die

im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 8 aufgeflhrt.

5.4.6.2 Reverse Transkription

RNA wurde von Dr. Johannes Hirrlinger aus APKs, MSKs, OSKs und NPKs sowie
aus Leber und Hirn adulter Ratten gewonnen (Hirrlinger et al. 2002a) und
freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Ein uyg Gesamt-RNA wurde in 11.5 pl H,O
und mit 1 yg Random-Hexamer-Primer fur 5 min bei 70°C inkubiert und sofort auf Eis
uberfuhrt. Nach Zugabe von 4 ul 5fach RT-Puffer vom Hersteller der Reversen
Transkriptase, 2 pl dNTPs (je 10 mM) und 0.5 pl RNAsin auf ein Volumen von 19 pl
wurde 5 min lang bei Rt inkubiert. Danach wurde mit 200 U Reverse Transkriptase
zu einem Gesamtvolumen von 20 pl aufgefullt und nach 10 min Inkubation bei 25°C
1 h lang bei 37°C revers transkribiert. Anschlieend wurde die Reaktion durch
zehnminutige Inkubation bei 70°C gestoppt. Die erhaltenen einzelstrangigen cDNAs
wurden mit dem ,High-Pure PCR Product Purification Kit‘ nach der Anleitung des
Herstellers gereinigt und in 50 pl Elutionspuffer (1 mM Tris/HCI, pH 8.5)

aufgenommen.

5.4.6.3 Polymerasekettenreaktion

PCRs wurden in einem Ansatz aus 1.5 mM MgCl,, 1.25 U Tag DNA Polymerase, 0.5
MM Primern, je 0.2 mM dNTPs und 2 ul der gereinigten cDNA (5.4.6.2) in 50 yl PCR-
Puffer (vom Hersteller der Polymerase als 10-fach konzentrierte Stammldsung
geliefert) durchgefuhrt. Nach 2 min Denaturierung bei 94°C und 35 Zyklen mit je 1
min Denaturierung (94°C), 2 min Anlagerung (58°C bzw. 60°C bei Primern fur
Transferrin-cDNA) und 1 min DNA-Synthese (72°C) gefolgt von einer
abschlielenden Synthesephase von 10 min bei 72°C wurden die PCR-Produkte auf
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einem Gel aus 2% (w/v) Agarose in Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat-Puffer (40
mM Tris/Acetat, 1 mM EDTA, pH 8.0) analysiert.

Tabelle 8: PCR-Primer fir die Amplifikation der cDNAs von Proteinen des

Eisenstoffwechsels.

Genprodukt Accession Sequenz Produkt-
number grolRe (bp)
L-Ferritin NM_ 022500 V: TGGAGAAGAACCTGAACCAG 219
R: CAAAGAGATACTCGCCCAGA
H-Ferritin RNU58829 V: GTCTTGTTATTTTGACCGGG 443
R: CGTCAGCTTAGCTCTCATCA
TfR M58040 V: GCTCGTGGAGACTACTTCCG 311
R: GCATTTGCAACTCCCTGAAT
Transferrin D38380 V: GGCATCAGACTCCAGCATCA 395
R: TACCATCAGGGCACAGCAGC
IRP1 NM_017321.1 V: CTGCAGGACTTTACGGGCGT 489
R: CAGCTTGTAGCCAATCATCT
IRP2 NM_022863.1 V: AGGGAGGCAATGAAAACTCT 307
R: AATGAAAGGGACACAGGACA
R-Aktin V01217 V: GGGTCAGAAGGACTCCTACG 237
R: GGTCTCAAACATGATCTGGG

V: Vorwarts-Primer, R: Ruckwarts-Primer
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte des Eisenstoffwechsels
neuraler Zellen in Kultur untersucht. Die eingesetzten Kulturmodelle fur Astrocyten,
Neuronen, Microglia und  Oligodendrocyten  wurden  immuncytochemisch
charakterisiert und bezlglich des Vorkommens von Eisen, Ferritin, Transferrinrezeptor
(TfR) und Transferrin miteinander verglichen. Eisen konnte quantitativ in allen
untersuchten Kulturen nachgewiesen werden, wobei Microgliazellen den hochsten
spezifischen Eisengehalt aufwiesen. Durch die modifizierte Perlsfarbung zur Detektion
von Eisen(lll) konnte nur Microgliazellen eindeutig Eisen(lll) zugewiesen werden.
Ferritin und TfR sowie die mRNAs fir Ferritin, TfR, Transferrin und die
eisenregulatorischen Proteine 1 und 2 wurden fur alle untersuchten Zellkulturtypen

nachgewiesen.

Durch histochemische Anfarbungen von Rattengehirnschnitten wurden Eisen und
Ferritin Uberwiegend in Microglia aber auch in Oligodendrocyten nachgewiesen, TfR
trat vor allem auf Blutkapillaren oder den umgebenen Zellen auf und Transferrin wurde
ausschlieflich in Oligodendrocyten nachgewiesen.

Fur die untersuchten Zellkulturen konnte sowohl eine transferrinabhangige als auch
eine transferrinunabhangige Eisenaufnahme nachgewiesen werden, wobei die
transferrinunabhanige Eisenaufnahme in allen Zelltypen zu einer wesentlich starkeren
Eisenakkumulation fuhrte als die transferrinabhangige Eisenaufnahme. Die groften
Eisenmengen wurden unter beiden Inkubationsbedingungen von Microgliazellen
aufgenommen.

In Astrogliazellen fuhrte die Inkubation mit Eisen zu einer Steigerung des Vorkommens
von Ferritin und zu einer Verringerung des Vorkommens von TfR. Inkubation der
Zellen mit dem Eisenchelator Deferoxamin steigerte den TfR-Gehalt, verhinderte bei
gleichzeitiger Gabe von Eisen die Eisenakkumulation und fuhrte zur Verhinderung der
eisenabhangigen Steigerung des Ferritingehaltes.

Koinkubation von Astrogliazellen mit Eisen und Cycloheximid fuhrte zu einem erhdhten
zellularen Eisengehalt  ohne Steigerung des Ferritingehalts. Diese
Inkubationsbedingungen waren durch starke Bildung von Radikalen und erhohten
Zelltod gekennzeichnet. Die fehlende Steigerung des Ferritingehaltes unter diesen
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Bedingungen konnte zu einer erhdohten Konzentration redoxaktiven Eisens und damit
zur Bildung von Hydroxylradikalen durch die Fenton-Reaktion gefuhrt haben.

Der Vergleich der H,O»2-Entgiftungsgeschwindigkeit von Astrogliazellen aus Wildtyp-
Mausen und Glutathionperoxidase 1 (GPx1)-defizienten Mausen ergab nahezu
identische spezifische Entgiftungsgeschwindigkeitskonstanten. In beiden Kulturtypen
ergaben sich ahnliche GSx-Werte, die durch Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor
der Glutathionsynthese Buthioninsulfoximin um mehr als 80% verringert wurden. Bei
Inkubation mit H,O, kam es nur in Kulturen von Astrogliazellen aus Wildtyp-Mausen
zur Bildung von Glutathiondisulfid. Die Senkung des Glutathiongehaltes fuhrte nur in
Astrogliakulturen aus Wildtyp-Mausen zu einer Verlangsamung der H,O»-Entgiftung,
jedoch wurde bei den Astrogliakulturen beider Mauslinien drei Stunden nach der H;O»-
Applikation erhdhter Zelltod festgestellt. Die Hemmung der Catalase durch 3-Amino-
1,2,4-triazol fuhrte insbesondere in Astrogliakulturen aus GPx1-defizienten Mausen
zur Verlangsamung der H>O,-Entgiftung. Dies hatte in GPx1-defizienten
Astrogliakulturen starken Zelltod zur Folge, wahrend in Astrogliakulturen aus Wildtyp-
Mausen keine erhdhte LDH-Freisetzung gemessen wurde. Die Toxizitat von H,O, auf
Wildtyp- und GPx1-defizienten Astrogliakulturen nach  Vorinkubation  mit
Buthioninsulfoximin oder 3-Amino-1,2,4-triazol konnte durch Inkubation mit dem
Eisenchelator Deferoxamin vollstandig verhindert werden. Dies weist darauf hin, dass
Eisen an der Toxizitat von H,O, beteiligt ist.
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