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1 Einleitung und Fragestellung

Das Verstandnis tber die Eisenhomdostase, Details tber den Transport und die
Interaktion mit Biomolekilen ist essentiell fir das Verstdndnis von normalen und

pathologischen Prozessen im lebenden Organismus. [Kozlowski et al., 2012]

Die Akkumulation von Eisen im fortgeschrittenen Lebensalter und der dadurch
verursachte oxidative Stress ist dabei frihes Ereignis und eine beobachtete
Gemeinsamkeit in der Pathologie vieler neurodegenerativer Erkrankung. [Weinreb et
al., 2010]

Das Wissen Uber den Eisenmetabolismus im Gehirn ist weiterhin unvollstandig im

Vergleich zu den Kenntnissen des systemischen Eisenstoffwechsels. [Rouault, 2013]

Die aktuellen klinischen  Therapieansdtze zur Behandlung von vielen
neurodegenerativen Erkrankungen sind nur symptomatisch und verhindern nicht die
Progression der Krankheiten. [Lee et al., 2012], [Schneider und Bhatia, 2013]

Im Rahmen dieser Masterarbeit werden die Grundlagen verschiedener Therapieansatze

im Zusammenhang mit der Adaption des Eisenstoffwechsels in vitro untersucht.

Zum einen an humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) als Modell flr die organ- bzw.
zellspezifische Modulation des Gehirns und zum anderen an humanen
Hepatokarzinomzellen (HepG2) als Modellbeispiel flr eine organspezifische Variation
der Leber und den Einfluss der Medikation auf die systemische Eisenmodifikation.

Die Adaption und das Zusammenspiel der Eisenstoffwechselkomponenten labiler
Eisenpool (LIP), zytosolisches Ferritin und mitochondriales Ferritin werden nach den
zeit- und/oder konzentrationsabhéngigen Behandlungen mit Dimethyloxalylglycin
(DMOG), einem kompetitiven Inhibitor des sauerstoffsensitiven Enzyms
Prolylhydroxylase (PHD) und Stabilisator der HIF-1a Expression und in weiterer Folge
neuroprotektiver Komponenten unter Normoxie, und Erythropoietin (EPO), einem
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Glykoprotein, von dem angenommen wird, dass es unter anderem neuroprotektive

Wirkung hat, untersucht.
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2 Literaturubersicht

2.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Der Begriff neurodegenerative Erkrankungen bezieht sich auf eine Gruppe von
Krankheiten, die gemeinsame Merkmale und molekulare Stoffwechselwege teilen, was
drauf schlielen l&asst, dass die Pathologie direkt vergleichbar ist. Neurodegenerative
Erkrankungen sind charakterisiert durch anormale Akkumulation von Proteinen und

selektiver neuronaler Degeneration. [Kozlowski et al., 2012]

Die Anreicherung und Dysregulation von Ubergangsmetallen, wie beispielsweise
Kupfer, Zink und Eisen, ist ein weiteres Merkmal im Krankheitsbild von
neurodegenerativen Erkrankungen. Ein Verlust oder eine anormale Eisenhomoostase
kann zu verschiedenen Fehlfunktionen bis hin zum Zelltod fihren und steht im
Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten, wie der Alzheimer-Krankheit, der
Parkinson-Krankheit und der Chorea major (Huntington) sowie der amyotrophischen

Lateralsklerose. [Salvador et al., 2011]

2.2 Einfluss von Eisen auf neurodegenerative Erkrankungen

Eisen ist essentiell fur eine Vielzahl von biologischen Vitalfunktionen, wie
Sauerstofftransport, mitochondriale Energieproduktion, DNA-Synthese und -Reparatur.
Im Gehirn spielt es unter anderem eine Rolle bei der Neurotransmitter- und
Myelinsynthese sowie bei anderen entscheidenden Prozessen, die fiir eine normale

Entwicklung und Funktion notwendig sind. [Johnstone und Milward, 2010]

Die hdchsten Eisenkonzentrationen im Korper kommen in der Leber und einigen
Regionen des Gehirns vor. Ein Eisenuberschuss in der Leber kann zur Fibrose und
infolgedessen zur Zirrhose und Krebs fuhren. Nichtsdestoweniger besitzt die Leber eine
hohe Regenerationskapazitat und eine Leberfibrose ist durch geeignete Medikamente
reversibel. Uber die Effekte der Eisenanreicherung im Gehirn ist derzeit nur wenig

bekannt, jedoch sind die schadlichen Auswirkungen wahrscheinlich weniger reversibel,
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da das Gehirn nur eine begrenzte Fahigkeit zur Reparatur und Regeneration besitzt.
[Johnstone und Milward, 2010]

Ein hoheres Lebensalter ist der Hauptrisikofaktor, der mit dem Auftreten von
neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert ist. Dabei ist die Anreicherung, verursacht
durch die normale, fortschreitende Akkumulation oder durch die pathologische
Veranderung der Homoostase von Ubergangsmetallen im zentralen Nervensystem
(ZNS), eine beobachtete Gemeinsamkeit zwischen verschiedenen neurodegenerativen
Erkrankungen. [Salvador et al., 2011], [Pelizzoni et al., 2011] Die Eisenanreicherung im
Gehirn, die mit dem fortschreitenden Lebensalter zusammenhangt, ist aber nicht
generell mit der pathologischen Entstehung einer neurodegenerativen Erkrankung
assoziiert. [Rouault, 2013] Aus zahlreichen Studien geht nicht hervor, ob die
Eisenanormalie eine Ursache fir die Neurodegeneration darstellt oder als

Sekundarantwort anderer Krankheitsprozesse auftritt. [Johnstone und Milward, 2010]
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Abbildung 1: Zusammenhang zwischen der Beeintréchtigung des Eisenstoffwechsels

und neurodegenerativen Erkrankungen [Salvador et al., 2011]
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2.3 Zytotoxizitat von Eisen

2.3.1 Fenton/Haber-Weiss-Reaktion

Es gibt zahlreiche Ursachen die zur Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen
fuhren. Ein Ausgangspunkt ist die Schadigung durch oxidativen Stress mittels Fenton-
Reaktion. [Friedman et al., 2011]

Fenton/Haber-Weiss-Reaktion

Fe2" + H,0, — Fe*" + OH + OH- (1)
Fe3+ + Oz°_ — F62+ + Oz (2)
HzOz + Oz'_ — OH + OH- + Oz (3)

Die Fenton-Reaktion ist eine eisenabhangige Haber-Weiss-Reaktion. In Anwesenheit
von Wasserstoffperoxid (H,O,) katalysiert Eisen die Bildung von sehr reaktiven
Hydroxyradikalen (OHe). Das oxidierte Metall wird durch zellulare Aquivalente wie
Superoxid (O,*—) reduziert, so dass es zu einem nachsten Reaktionszyklus kommen
kann. Der zusammengefasste Mechanismus heil3t Haber-Weiss-Reaktion, der auch ohne
die Anwesenheit von Ubergangsmetallionen stattfinden kann. Doch das Vorkommen
von Eisen erhoht deutlich die Reaktionsrate. Die Interaktion von Hydroxyradikalen mit
zelluldren Komponenten fuhrt zu einer Schéadigung von Biomolekilen, z.B. DNA,
RNA, Proteinen und Lipiden. [Kruszewski, 2003]

Die Alterung des Gehirns ist assoziiert mit einem progressiven Ungleichgewicht
zwischen antioxidativer Abwehr und intrazelluldrer Entstehung wvon reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) sowie einer niedrigereren
Regenerationskapazitat. [Weinreb et al., 2012], [Uttara et al., 2009] Dabei scheint das
humane Gehirn auch besonders verwundbar gegenlber oxidativem Stress, da dort hohe
Konzentrationen an Lipiden und ungesattigten Fettsauren, ein relativ hoher Gehalt an
Eisen im Vergleich zu der Menge an Enzymen, die féhig sind den oxidativen Stress

aufzuheben, zu finden sind. [Friedman et al., 2011]
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2.3.2 Zytotoxizitat durch Eiseniiberschuss

Eisen ist ein redoxaktives Metall, das in zwei Oxidationsstufen, Fe?* und Fe®", vorliegen
kann. [Kozlowski et al., 2012]

Uberschreitet die Eisenkonzentration die Kapazitat der Eisendetoxifikationssyteme
(Eisentransport, Sequestrierung, Oxidation von Fe?* zum weniger reaktiven Fe**) fihrt
dieses zu einer exzessiven Produktion an Hydroxylradikalen (OHe) als direkte Folge

eines Fe?* Uberschusses. [Chepelev und Willmore, 2011]

2.3.3 Zytotoxizitat durch Eisendefizit

Auch Eisendefizite und Hypoxie kénnen zu oxidativen Schaden fuhren als Folge eines
erhohten  Elektronenverlustes  defekter  eisenabhdngiger = Komponenten  der

mitochondrialen Elektronentransportkette. [Chepelev und Willmore, 2011]

2.3.4 Zytotoxizitat durch Hypoxie

Ahnlich wie ein Eiseniiberschuss oder —defizit kann auch Hypoxie zu einer vermehrten
Bildung von ROS fiihren. Ungefdhr 1-5% des Sauerstoffs, der fur die oxidative
Phosphorylierung benétigt wird, wird in Superoxid umgewandelt als Resultat einer
unvollstandigen Reduktion des Sauerstoffes zu Wasser in der mitochondrialen
Elektronentransportkette. Superoxid wird sowohl in den Mitochondrien als auch im
Zytosol zu Wasserstoffperoxid umgewandelt und aktiviert die sauerstoffabhéngigen

Signalwege. [Chepelev und Willmore, 2011]
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2.4 Physiologie und Biochemie von Eisen

Der menschliche Korper enthdlt ca. 4 g Eisen. 2,5 g der Gesamtmenge liegen im
Hamoglobin gebunden vor. 1 g wird vor allem in den Hepatozyten sowie den
hepatischen Makrophagen und den Makrophagen der Milz als Ferritin gespeichert. Der
Rest verteilt sich auf Myoglobin, Zytochrome und andere Eisenproteine. [Ganz und
Nemeth, 2012]

Nur 1 bis 2 mg/d (<0,05%/d) gehen dem Korper verloren. Im steady state wird diese
Menge durch intestinal absorbiertes Eisen ersetzt. [Ganz und Nemeth, 2012] Die D-A-
CH Referenzwerte fir die empfohlene, tagliche Eisenzufuhr liegen bei 10 mg fir
Ménner und 15 mg fir Frauen. Von dem aufgenommenen Eisen werden nur ca. 10%
resorbiert. Bei einem stdrkeren Eisenverlust kann die Resorption um das 20-fache

ansteigen. [Ganz und Nemeth, 2012]

Die meisten Zelltypen sind in der Lage, ihre Eisenaufnahme (und —abgabe) autonom zu
regeln, um die individuellen Bedurfnisse zu decken. So schiitzt beispielsweise die Blut-
Hirn-Schranke das Gehirn vor einem systemischen, pathologischen Anstieg der
Eisenkonzentration. Im Gegensatz dazu gibt es Zelltypen, die die Versorgung und
Speicherung von Eisen fiir den gesamten Organismus Ubernehmen, wie die Hepatozyten

und einige andere. [Ganz und Nemeth, 2012]

2.5 Systemische Regulation des Eisenstoffwechsels

Eisen ist essentiell fiir viele biologische Prozesse. Die Versorgung der Organe und

Zellen mit Eisen ist daher streng geregelt.

Die systemische Eisenhomodstase umfasst die Kontrolle (ber die Resorption von
Nahrungseisen, die Eisenkonzentration in der Extrazellularflissigkeit und im
Blutplasma sowie die Abgabe von Eisen aus den Makrophagen und den
eisenspeicherden Hepatozyten. [Ganz und Nemeth, 2012]
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Abbildung 2: Eisenhomodstase auf Korperebene [Ganz und Nemeth, 2012]

2.5.1 Resorption

Die Resorption von Nahrungseisen findet im Duodenum statt. [Pantopoulos, 2004] Das
Eisen liegt dort entweder als Fe** oder als Komplex mit Makromolekiilen wie Ferritin,
Phytaten oder in Form von H&m und hamhaltigen Proteinen vor. An der
Epitheloberflache wird Fe** zu Fe** mit Hilfe einer oder mehrerer apikaler Eisen-I11-
Reduktasen, wie beispielsweise der duodenalen Zytochrom B Reduktase (Dcytb),
reduziert und via apikalem Enterozytentransporter, divalenter Metalltransporter-1
(DMT-1), ins Zytoplasma transportiert. [Ganz, 2007], [Pantopoulos, 2004]

2.5.2 Hepcidin

Hepcidin ist eine Schlisselkomponente der systemischen Eisenregulation. [De
Domenico et al.,, 2008] Es ist ein Kkleines, zirkulierendes Peptidhormon (25
Aminosduren), das vor allem von Hepatozyten der Leber produziert und auf
Transkriptionsebene eisen- und sauerstoffsensitiv reguliert wird. [Haase, 2013], [De
Domenico et al., 2008] Hepcidin regelt die Eisenresorption und Homdostase und somit
unter anderem auch den Eintritt von Eisen ins Plasma. [Peyssonnaux et al., 2007], [De
Domenico et al., 2008]
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Die Hepcidinproduktion ist bei Eisentberladung erhéht und bei Andmie und Hypoxie

erniedrigt. [Peyssonnaux et al., 2007]

Die Hepcidin mRNA wird bei Andamie und Hypoxie gehemmt als Folge eines indirekten
Effekts des Eisenbedarfes der Erythroid-Vorlauferzellen und einer gesteigerten
Erythropoietinproduktion. Hepcidin inhibiert die Abgabe von Eisen ins Plasma und der
Extrazellularflussigkeit und kontrolliert somit den Eisen-Plasmalevel. Das Hormon
hemmt den Transfer von Nahrungseisen aus den duodenalen Enterozyten, die Abgabe
von Eisen aus den Makrophagen und Hepatozyten ins Plasma. Auf molekularer Ebene
bindet Hepcidin an Ferroportin und bewirkt dessen Endozytose und Protolyse, was eine
ricklaufige Eisenabgabe aus den Zellen ins Plasma und in die Extrazellularfliissigkeit
bewirkt. [Ganz und Nemeth, 2012]

2.5.3 Ferroportin

Humanes Ferroportin (Fpn) (571 Aminosauren) [Chepelev und Willmore, 2011] ist ein
Eisentransportprotein, das sich an der basalen Membran vieler Zellen befindet und dort

als Fe**-Exporter fungiert. [Rouault und Cooperman, 2006], [Pantopoulos, 2004]

Nach dem Transport von Fe?* iiber Ferroportin in die Zirkulation wird Fe®* durch die
Plasmaferroxidase Ceruloplasmin oder ihr membranassoziiertes Homolog Hephastin zu

Fe** reoxidiert und an Transferrin gebunden. [Pantopoulos, 2004]

Ferroportin kommt in den meisten Zellen in geringen Konzentrationen vor. [Ganz und
Nemeth, 2012] So befindet sich das Protein beispielsweise auch im ZNS. [Rouault und
Cooperman, 2006] Hepatozyten besitzen intermedidre VVorkommen an Ferroportin und
Eisentransportgewebe weisen hohere Gehalte des Proteins auf. [Ganz und Nemeth,
2012]

Derzeit ist Ferroportin auch der einzige bekannte Exporter der Plasmamenbran, der in
den neuronalen Zellen zu finden ist. [Li et al., 2011], [Chepelev und Willmore, 2011]
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2.5.4 Transferrin

Transferrin  ist ein  Glykoprotein (698 Aminosduren), der physiologische
Eisentransporter im Plasma und wird hauptsdachlich von den Hepatozyten abgegeben.
[Chepelev und Willmore, 2011], [Ganz und Nemeth, 2012] Im Plasma sind nur 20 bis
40% der verfugbaren Bindungsstellen mit Fe** besetzt. [Ganz und Nemeth, 2012]
Eisenfreies Transferrin wird als Apotransferrin bezeichnet. [Chepelev und Willmore,
2011]

Bei einer Sattigung des Transferrin von > 50% wird Eisen als nicht-
transferringebundenes Eisen (NTBI) im Plasma transportiert. [Ikuta et al., 2013] NTBI
besteht aus nicht-transferringebundenem Eisen, das gebunden an andere Proteine (z.B.
Laktoferrin und Melanotransferrin) vorliegt oder schwach an anorganische
Trégermolekile (z.B. Citrat, Ascorbat und ATP) assoziiert ist. [Pelizzoni et al., 2011]
Physiologisch kommt weniger als 1% des Eisens in der Zirkulation in Form von NTBI
vor. [Zheng und Monnot, 2012]

2.6 Zellulare Regulation des Eisenstoffwechsels

2.6.1 Zellulare Eisenaufnahme

Die zellulare Aufnahme von Eisen erfolgt mittels Transferrinrezeptor (TfR1). [Ganz
und Nemeth, 2012] Daher wird die Eisenaufnahme einzelner Zellen hauptséchlich durch
die Veranderung der TfR1 Expression reguliert. [Rouault und Cooperman, 2006] Einige
Zellen wie beispielswiese die Hepatozyten sind auBerdem in der Lage, nicht-
transferringebundenes Eisen (nontransferrin-bound iron, NTBI) aufzunehmen. [Ganz
und Nemeth, 2012]

Nachdem das Plasmatransferrin an den Oberflachenrezeptor gebunden hat, wird der
Holo-Transferrin-TfR1-Komplex per Endozytose aufgenommen. Im sauren Milieu (pH
5,5) lost sich das tranferringebundene Fe®** mit Hilfe der endosomale Metallreduktase

STEAP3 und der Apo-Transferrin-TfR1-Komplex kehrt zur Zellmembran zuriick, wo
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bedingt durch den neutralen pH-Wert eine Dissoziation von Apotransferrin und TfR1
stattfindet. [Ganz und Nemeth, 2012], [Pantopoulos, 2004], [Rouault und Cooperman,
2006]

Fe** wird durch die endosomale Metallreduktase STEAP3 zu Fe®* reduziert, wodurch
sich das Eisen vom Transferrin l6st, und anschlielend mittels divalenten
Metalltransporters-1 (DMT-1) durch die endosomale Membran ins Zytosol geschleust
wird. Das intrazelluldre Eisen kann nun flr die Synthese von eisenhaltigen Proteinen
verwendet werden, ein Uberschuss als Ferritin gespeichert oder als Bestandteil des

labilen Eisenpooles (LIP) dienen. [Pantopoulos, 2004]
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der zelluléren Eisenaufnahme und des

zelluléren Eisenstoffwechsels [Pantopoulos, 2004]

2.6.2 Eisenstoffwechsel im Gehirn

Die Eisenbalance im ZNS wird durch ein Barrieresystem autonom aufrechterhalten und
von der systemischen Zirkulation getrennt. Zu der Barriere gehdren die Blut-Hirn-
Schranke, die sich zwischen dem Blut und der interstitiellen Gehirnflissigkeit befindet,

und die Zerebrospinalflussigkeitsbarriere, die das Blut und die zerebrospinale
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Flissigkeit trennen. [Zheng und Monnot, 2012] Die Blut-Hirn-Schranke besteht aus
Endothelzellen, die von tight junctions durchzogen sind, einer Basallamina, Perizyten

und astrozytischen Fortsatzen. [Rouault und Cooperman, 2006]

Wie die meisten Zellen im Korper exprimiert das Gehirn samtliche
Eisenstoffwechselproteine. Die Menge an exprimierten Proteinen variiert abhéngig von
Zelltyp und Eisenstatus. Oligodendrozyten synthetisieren vor allem Transferrin, die
Mikroglia Ferritin, wahrend die Neuronen eine grof3e Anzahl an Transferrinrezeptoren
besitzen. [Rouault, 2013] Die Eisenhomoostase scheint vergleichbare Proteine und

Mechanismen wie die Peripherorgane zu besitzen. [Weinreb et al., 2012]

Nach der Aufnahme ins Gehirn wird Eisen auf verschiedene Bereiche verteilt. Uber den
Mechanismus ist derzeit nur wenig bekannt. [Rouault und Cooperman, 2006] Hohe
Eisenlevel im Gehirn wurden im Globus pallidus, Putamen, Substantia nigra und

Nucleus caudatus gefunden. [Rouault und Cooperman, 2006]

Die Eisenaufnahme ins Gehirn ist reguliert durch die Expression des TfR1 in den
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke. Die TfR1 Expression hangt wiederum vom
Eisenstatus des ZNS ab. [Rouault und Cooperman, 2006]

Im Gegensatz zu den endothelialen BlutgefélRen exprimieren die endothelialen Zellen
der  Blut-Hirn-Schranke  Rezeptoren und  Proteine auf der luminalen
Endothelmembranseite der systemischen Zirkulation, die sich von denen auf der

abluminalen Seite unterscheiden. [Rouault und Cooperman, 2006]

Auf der luminalen Seite der Blut-Hirn-Schranke vermittelt der Transferrinrezeptor die
endotheliale Eisenaufnahme. [Rouault, 2013] Der Holo-Transferrin-TfR-Komplex wird
uber Endozytose in die zebralen Kapillaren aufgenommen. [Zheng und Monnot, 2012]
Der Eisenexporter Ferroportin kann moglicherweise Eisen die Uberquerung der
Abluminalenmembran und das Eintreten in die interstitielle Fllssigkeit ermoglichen.
Die Asterozytenfortsatze, die mit den Endothelzellen verbunden sind, exprimieren eine
membranahnliche Form der Ferroxidase Ceruloplasmin. Es ist wahrscheinlich, dass das
Eisen nicht nur Gber die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke aufgenommen wird,

sondern auch durch die Epithelzellen des Plexus choroideus unter Verwendung der
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gleichen Transporter, die im Duodenum identifiziert wurden. Bei der Aufnahme in die
intestinale Flussigkeit oder Zerebrospinalflissigkeit bindet Eisen an Transferrin, das im
ZNS hauptséchlich von den Oligodendrozyten und den Zellen des Plexus choroideus
synthetisiert und abgesondert wird. Das Holo-Transferrin liefert Eisen an die Zellen im
ZNS, die einen TfR besitzen. [Rouault, 2013]

Der Eisentransport aus dem Endosom ist allgemein abhéngig vom DMT-1. [Rouault
und Cooperman, 2006] Das Vorkommen oder die Abwesenheit des DMT-1 in den
endothelialen Zellen der Blut-Hirn-Schranke wird allerdings kontrovers diskutiert.
[Yang et al., 2013], [Rouault und Cooperman, 2006]

Oligedendrooyte
Ferm po rtin
Astrooyte ¥
Hep has stin
.. -Ceruloplasmin ; ¢
.
° /-\e Fa ' \

Bbod vessal & ‘ .

Apo-tmnsfardn
Holo-tran sfarrin
+— Tight junction
Endothelialosll

Abbildung 4: Mechanismus der Eisenaufnahme tber die Blut-Hirn-Schranke [Rouault,
2013]

Ein alternativer Transportweg von Eisen Uber die Blut-Hirn-Schranke scheint die
Aufnahme tber NTBI zu sein. [Zheng und Monnot, 2012] NTBI stellt zum einen eine
Eisenquelle fur wverschiedene Zelltypen im Gehirn wie Astrozyten und
Oligodendrozyten dar, kann aber auch ein potentieller Risikofaktor sein. [Weinreb et al.,
2013], [Pelizzoni et al., 2011]



30 Literaturibersicht

Eine weitere Moglichkeit der Fe** Aufnahme iber die Blut-Hirn-Schranke erfolgt
moglicherweise tiber Fe**-haltiges Laktoferrin mittels Laktoferrinrezeptoren. [Weinreb
etal., 2013], [Yang et al., 2013]

Allgemein scheint es, als wenn Eisen vor allem uber die Blut-Hirn-Schranke
aufgenommen und Uber die Zerebrospinalflissigkeitsbarriere abgegeben wird. Die
Eisenabgabe in die Zirkulation wird Uber die Menge an Zerebrospinalflissigkeit
und/oder Entfernungsmechanismen der Zerebrospinalflissigkeitsbarriere kontrolliert.
[Zheng und Monnot, 2012]

2.7 Zellulare Eisenhomoostase - IRP/IRE Regulationssystem

Die zelluldre Eisenhomd@ostase stellt eine adédquate VVersorgung nach dem individuellen
Bedarf sicher. Das System wird posttranskriptionell durch die Hauptregulationsfaktoren
des zellul&ren Eisenstoffwechsels, den Iron-regulatory proteins (IRPs, IRP1 und IRP2)
und der iron-regulatory elements (IREs) organisiert. [Ganz und Nemeth, 2012] IRP1
(889 Aminoséduren) und IRP2 (946 Aminosauren) sind homologe, zytoplasmatische
Polypeptide und gehtren zu der Familie der Eisen-Schwefel-Cluster Isomerasen.
[Pantopoulos, 2004]

Das zelluldre Eisengleichgewicht wird koordiniert durch die Expression des
Transferrinrezeptors (TfR) und des Ferritin, die die Eisenaufnahme bzw. —speicherung

vermitteln. [Pantopoulos, 2004]

Die Homoostase wird Uber die Bindung der IRPs 1 und 2 an die iron-responsive
elements (IREs) aufrechterhalten. (Luo, Wang, Yu, & Zhu, 2011) Dabei binden IRP1
und IRP2 mit hoher Affinitat (Kg~ 10™ M) an die IREs. [Pantopoulos, 2004]

IRP1 wird durch eine Eisen-Schwefel-Cluster Umstellung reguliert. Bei Eisensattigung
liegt es gebunden an einen 4Fe-4S Cluster vor, wodurch die Bindungsféhigkeit an das
IRE inhibiert wird. IRP2 wird durch die Versorgung mit Eisen und Sauerstoff reguliert.

Bei Eisenmangel wird es de novo synthetisiert. Es bleibt unter Eisendepletierung und
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Hypoxie stabil, wird aber bei Eisensattigung und Normoxie angebaut. [Pantopoulos,
2004]

Bei einem zelluldren Eisenmangel bindet das IRP an das IRE, das sich am 5’Ende der
untranslatierten Region (UTR) der mRNA befindet, wodurch es zu einer Hemmung der
Ferritintranslation kommt. Zusétzlich fuhren die Bindungen der IRPs an die finf IREs,
die am 3’Ende der UTR der TfR und DMT-1 mRNAs liegen, zum Schutz von
Degradierung der TfR- und der DMT-1-mRNA, wodurch es zu einer Hochregulierung
der Eisenaufnahme durch die rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle und der

interzellularen Freisetzung kommt. [Luo et al., 2011]

Im Gegensatz dazu binden die IRPs bei einer hohen intrazelluldren Eisenkonzentration
nicht mehr an die IREs. Die IRE-Bindungsstellen werden durch 4Fe-4S-Cluster
blockiert. Dabei kommt es zum Abbau der TfR und DMT-1 mRNA und einer
Translation der Ferritin und m-Aconitase mRNA. [Luo et al., 2011]

Bei einer Hypoxie hat die Reaktion der IRPs potenziell Einfluss auf die
Proteinkonzentration und die mMRNA-Bindungsaktivitaten. [Luo et al., 2011]
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Abbildung 5: Translationsregulation des Transferrin-Rezeptors und der
Ferritinproduktion. Bei Eisenmangel (a) und bei Eisentiberschuss (b) [Zecca et al.,
2004]
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2.7.1 Transferrinrezeptor

Transferrinrezeptor 1 (TfR1, 760 Aminoséure) und Transferrinrezeptor 2 (TfR2, 801
Aminosauren) sind Proteine, die Homo- und Heterodimere formen kdnnen und zur M28
Peptidasen Proteinfamilie gehdren. TfR1 bindet Transferrin mit grofRerer Affinitat als
der TfR2. Die Transferrinrezeptoren regulieren die Eisenaufnahme in die Zelle.
[Chepelev und Willmore, 2011]

2.7.2 Ferritin

Der menschliche Korper besitzt drei funktionelle Ferritingene. Zum einen das
zytosolische Ferritin als Multimer in Form von 24 Untereinheiten aus heavy oder heart
chain (H-chain, 183 Aminoséduren, 21kDa) oder light oder liver chain (L-chain, 175
Aminosduren, 19kDa), und zum anderen das mitochondriale Ferritin (22kDa).
[Friedman et al., 2011], [Fisher et al., 2007], [De Domenico et al., 2008]

2.7.2.1 Zytosolisches Ferritin

Ferritin ist ein Eisenspeicherprotein, das pro Molekiil bis zu 4500 Fe** binden kann. Es

spielt eine duale Rolle bei der LIP Homoostase. [Kruszewski, 2003]

Ferritin sequestriert Eisen in eine redoxinaktive, nicht-toxische, bioverfugbare Form,
dadurch werden die Zellen vor eisenabh&ngigen, oxidativen Schdden geschitzt. Das
gespeicherte Eisen kann jedoch bei Bedarf wieder freigesetzt werden. [Friedman et al.,
2011], [Berg und Hochstrasser, 2006]

Das Substrat fiir die Speicherung ist Fe**, das zu Fe** in der Ferritinhiille oxidiert und in

Ferritin gespeichert wird. [De Domenico et al., 2008]
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Ferritin ist hauptséchlich ein zytosolisches Protein, das das gespeicherte Eisen vom
Nukleus und anderen Organellen separiert. Ein kleiner Anteil an Ferritin ist jedoch auch

im Plasma und sekretorischen Flussigkeiten zu finden. [Arosio und Levi, 2002]

Die Ferritinexpression wird tber das IRP/IRE-System geregelt. Die Ferritinsynthese
wird hochreguliert, wenn viel bioverfigbares Eisen vorhanden ist, wéhrend die
Eisenspeicher bei einer geringen Eisenkonzentration reduziert werden und fur die

Bildung eisenhaltiger Kompartimente zur Verfugung stehen. [Arosio und Levi, 2002]

Die H- und L-chain Ferritinuntereinheiten sind ubiquitdr mit einer organ- bzw.
zelltypspezifischen Verteilung zu finden. Die H-chain Ferritinuntereinheit kommt in
héheren Konzentrationen im Gehirn und Herzen vor. Sie weist zum einem eine hohe
Ferroxidaseaktivitat auf, die fiir die Umwandlung von geldsten Fe?* in die gespeicherte
Fe** Form verantwortlich ist, und zum anderen verfiugt sie iber eine gréRere
antioxidative Wirksamkeit. Die L-chain Ferritinuntereinheit besitzt nur geringe
Ferroxidaseaktivitat. L-chain reiche Organe sind beispielsweise Leber und Milz, die
einen hoheren Anteil an Eisen haben und durch eine vermehrte Speicherkapazitét
gekennzeichnet sind. [Friedman et al., 2011], [Fisher et al., 2007]

Hamosiderin ist degradiertes Ferritin, das mit unldslichem Eisen (Eisenoxid)
komplexiert vorliegt und in Patienten mit Eisentiberschusskrankheiten zu finden ist. Es
verursacht oft keine symptomatischen Beschwerden, kann aber zu Organschadigung
fuhren. [Chepelev und Willmore, 2011]

2.7.2.2 Mitochondriales Ferritin

Das mitochondriale Ferritin ist strukturell und funktionell analog dem zytosolischen
Ferritin. [Levi und Arosio, 2004] Es ist ein H-chain Ferritintyp und wird als
Precursorprotein (30kDa) aus 242 Aminosauren und einer Leitsequenz von 60
Aminosduren in den Mitochondrien synthetisiert. Die Leitsequenz wird proteolytisch

abgespalten und es entsteht eine Ferritin-Untereinheit (22kDa), die Ferroxidaseaktivitat
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besitzt und somit potentiell schadliches freies Eisen sequenzieren kann. [Drysdale et al.,
2002], [Levi und Arosio, 2004]

Die Hauptaufgabe wvon mitochondrialem Ferritin ist die Sequestierung von
Uberschussigem Eisen und somit Schutz der Mitochondrien vor oxidativen Schéden.
[Levi und Arosio, 2004] Dem kommt besondere Bedeutung zu, da der Hauptfluss an
Eisen in vielen Zellen in den Mitochondrien stattfindet, wo beispielsweise Ham und
Eisen-Schwefel-Cluster synthetisiert werden. [Drysdale et al., 2002]

Die Expression beschrénkt sich jedoch hauptsachlich auf Organe wie Gehirn, Herz,
Niere, Thymus, Testis und Langerhanssche Inseln des Pankreas. [Levi und Arosio,
2004] Eisenspeicherorgane wie Leber und Milz enthalten das mitochondriale Ferritin
nur in geringen Mengen. [Drysdale et al.,, 2002], [Yang et al., 2013] Die
Verteilungsmuster lassen vermuten, dass das mitochondriale Ferritin eine funktionelle
Rolle in den Organen spielt. Derzeit sind jedoch nur wenige Informationen Uber die
Rolle von mitochondialem Ferritin bei neurodegenerativen Erkrankungen vorhanden.
[Yang et al., 2013]

Im Gegensatz zum zytosolischen Ferritin wird das mitochondriale Ferritin nicht durch
die eisenabhéngige Translationskontrolle reguliert, da dem mitochondrialem Ferritingen
die klassischen IREs fehlen. Die mitochondrialen Verteilungsmuster der verschiedenen
Gewebe lassen vermuten, dass die Expression auf transkriptionellem Level Uber

gewebe- und zellspezifische Transkriptionsfaktoren reguliert wird. [Yang et al., 2013]

Mitochondriales Ferritin  scheint die Verfugbarkeit wvon zytosolischem und

maoglicherweise mitochondrialem Eisen zu reduzieren. [Levi und Arosio, 2004]

2.7.3 Zellularer labiler Eisenpool

Der zelluldre labile Eisenpool (LIP) stellt einen Ubergangspool zwischen dem zellular
bendtigtem Eisen, der Eisenaufnahme und —speicherung dar und ist ein kritischer Faktor
bei der Produktion von Hydroxylradikalen (OHe) durch die Fenton/Haber-Weiss-
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Reaktion. Um einen Uberschuss an ,,freiem* Eisen zu vermeiden, wird der LIP mittels
Transkriptions- und Posttranskriptionskontrolle der Expression von Proteinen, die bei
der Eisenhomoostase beteiligt sind, in engen Grenzen reguliert. [Kakhlon und
Cabantchik, 2002], [Kruszewski, 2003]

Der LIP ist definiert als ein Pool von intrazellularem, redoxaktivem, chelatierbarem
Eisen, der beide ionische Formen (Fe?* und Fe*) umfasst, die assoziiert mit
verschiedenen Liganden, die eine schwache Affinitdt zu Eisenionen besitzen, wie
organische ~ Anionen  (Phosphate  und  Caboxylate),  Polypeptide  und
Membranoberflachenkomponenten (z.B. Phospholipide), vorliegen. [Kakhlon und
Cabantchik, 2002], [Kruszewski, 2003] Es wird angenommen, dass Eisen im LIP
hauptsachlich als Fe** vorkommt und die Fe?* Form nur einen kleinen Teil bildet.
[Chepelev und Willmore, 2011] Der LIP umfasst nur eine kleine Fraktion am gesamten
zelluléren Eisen (3-5%). [Kakhlon und Cabantchik, 2002], [Kruszewski, 2003]

2.8 Hypoxie

Der Begriff Hypoxie beschreibt eine Sauerstoffkonzentration, die signifikant niedriger
als der normale physiologische Level ist, dem die Zelle, das Gewebe oder das Organ
normalerweise ausgesetzt ist. [Chepelev und Willmore, 2011] In den meisten adulten

Geweben liegt die Sauerstoffkonzentration im Bereich von 3-5%. [Semenza, 2012]

Eine adéquate Sauerstoffversorgung ist wichtig zur Aufrechterhaltung der normalen

physiologischen Funktionen.

Hypoxie stellt eine Stresssituation fiir die Zellen dar. Es kann in groen Ho6hen,
wahrend der pranatalen Entwicklung und unter einigen pathologischen Bedingungen
wie beispielsweise Ischdmie, kardiovaskuldren und pulmonalen Erkrankungen sowie
Krebs auftreten. [Chepelev und Willmore, 2011]

Viele Hypoxieadaptionsprozesse im Korper basieren auf der transkriptionalen

Regulation der Hypoxie-induzierten Faktoren (hypoxie-inducible factors) HIF-1, HIF-2
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und HIF-3. HIF Elemente induzieren Gene die in Stoffwechselprozessen wie der
Angiogenese, der Vasomotorkontrolle, dem Energiemetabolismus, der Apoptose sowie
der Erythropoese beteiligt sind. Die sauerstoffregulierte EPO Expression wird
beispielsweise uber HIF-1 kontrolliert. [Marti, 2004]

Bei einer systemischen Hypoxie wird die Erythrozytenproduktion hochreguliert.
Verantwortlich dafir sind die HIFs, die zellspezifische Genexpressionen induzieren, die
zu einer gesteigerten Erythropoietinsynthese in der Niere und Leber fuhren. [Haase,
2013]

Der Stoffwechselweg der Hypoxieerkennung tragt auch zur Aufrechterhaltung der
zelluldren Eisenhomodstase bei, da HIF Transkriptionsfaktoren nicht nur auf den
Sauerstoffgehalt sondern auch auf die zelluldre Eisenkonzentration sensitiv reagieren.
[Ganz und Nemeth, 2012]

2.8.1 Hypoxie-induzierter Faktor

Der Hypoxie-induzierte Faktor (hypoxia-inducible-factor, HIF) ist ein Helix-Loop-
Helix heterodimerer Transkriptionsfaktor und ein Schliisselelement in der
Sauerstoffhomdostase auf zelluldrer Ebene, in lokalem Gewebe und auf systemischem
Level, der die Expression von tber 60 Genen reguliert. [Salvador et al., 2011], [Speer et
al., 2013], [Peyssonnaux et al., 2007], [Chepelev und Willmore, 2011], [Luo et al.,
2011] Die Expression der Gene betrifft beispielsweise unter anderem den
Eisenmetabolismus. [Salvador et al., 2011] HIF fordert auch die Erythropoese auf

mehreren Ebenen und koordiniert die zellspezifische Hypoxieantwort. [Haase, 2013]

Drei Mitglieder der HIF Transkriptionsfamilie HIF-1, HIF-2 und HIF-3 sind bekannt.
[Chateauvieux et al., 2011] HIF besteht auBerdem aus einer a und einer § Untereinheit.
Es gibt drei Isoformen der Untereinheit a (HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a) und drei
Isoformen der Untereinheit B (HIF-1B, HIF-2 und HIF-3p), die alle fdhig sind eine
Heterodimerisierung mit einem der drei Partnerproteine einzugehen. HIF-3a fungiert als
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Inhibitor von HIF-1a. HIF-Bs werden grundsatzlich exprimiert und dimerisiert mit einer

Reihe an verschiedenen Partnern. [Chepelev und Willmore, 2011]

2.8.11 HIF-1

HIF-1a (ca. 120kDa) ist der primére Transkriptionsfaktor bei Hypoxie. [Luo et al.,
2011]

Die HIF-1a Halbwertszeit wird durch sauerstoffabhiangigen Abbau geregelt. [Speer et
al., 2013]

Unter Normoxie liegt HIF-1a an das von Hippel-Lindau (VHL) Protein gebunden vor.
VHL stellt eine Ubiquitinligase bereit, die zu einem gezielten proteosomalen Abbau
fuhrt. Die VHL Bindung héngt von der Hydroxylierung an spezielle Prolinreste des
HIF-1o. durch die Prolylhydroxylase 2 (PHD2) ab. PHD2 bendtigt Sauerstoff als
Substrat und ist bei Hypoxie inhibiert. [Semenza, 2012]

Der von Hippel-Lindau/hypoxia inducible transcription factor (VHL/HIF)
Stoffwechselweg ist ein essentieller Link zwischen der Eisenhomdostase und der

Hepcidinregulation. [Peyssonnaux et al., 2007]

Unter Hypoxie wird HIF-1a nicht hydroxyliert, nicht ubiquiniert und nicht degradiert,
sondern stabilisiert. HIF-1o akkumuliert dadurch im Zytosol, transloziert in den
Nukleus und dimerisiert dort mit HIF-1p (ca. 91-94 kD). Das Heterodimer bindet an das
Enhancerelement hypoxie response element (HRE) und wirkt mit Hilfe des Kofaktors
p300/CPB auf die Transskriptionskette der hypoxieinduzierten Gene. [Chepelev und
Willmore, 2011], [Luo et al., 2011]
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Abbildung 6: HIF-1o Regulation durch Prolinhydroxylierung. Unter Normoxie (a) und
unter Hypoxie (b) [Carroll und Ashcroft, 2005]

Zusétzlich zu der Stoffwechsellage der Hypoxie kann HIF-lo auch durch nicht-
hypoxische Stimuli stabilisiert werden. Einige Beispiele aus der Reihe der
Hypoxiemimetiks sind Deferoxamin (DFO), Ciclopiroxolamin (CPX), Cobaltdichlorid
(CoCly) und Dimethyloxalylglycin (DMOG). [Milosevic et al., 2009]

2.8.1.2 HIF-2

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 ist in vitro fir die hypoxische Induktion der EPO
Synthese verantwortlich, wéhrend HIF-2 als Hauptregulationsfaktor fur die EPO
Produktion in Leber und Niere in vivo identifiziert wurde und eine Rolle bei der

Regulation der intestinalen Eisenaufnahme spielt. [Haase, 2013]

Wahrend HIF-1 ubiquitar exprimiert wird, ist die Expression von HIF-2 beschrankt.
[Haase, 2013] So ist beispielsweise die Expression von HIF-2a begrenzt auf bestimmte
Hirnregionen wie den Cortex, den Hippocampus und das Cerebellum. [Weinreb et al.,
2010] In den Endothelzellen des Gehirns wird, genauso wie in den mukdsen
Epithelzellen, HIF-2a stark exprimiert. [Rouault, 2013]
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2.8.2 Prolyl-4-Hydroxylase

Prolyl-4-Hydroxylasen ~ (PHD) sind hoch  konservierte, eisen- und 2-
oxoglutaratabhdngige Dioxygenasen. PHDs sind die primadren Sauerstoffsensoren, die
das HIF-1a Proteinlevel wiahrend Normoxie niedrig halten und bei Hypoxie schnell

stabilisieren kénnen. [Speer et al., 2013]

2.9 Therapieansatze

Die  aktuellen, klinischen  Therapieansidtze zur Behandlung von vielen
neurodegenerativen Erkrankungen sind nur symptomatisch und verhindern nicht die
Progression der Krankheiten. [Lee et al., 2012], [Schneider und Bhatia, 2013]

Ein erfolgreiches Medikament zur Eliminierung Uberschissigen Eisens bei
neurodegenerative Erkrankungen sollte nicht-toxisch, lipophil und hirngéngig sein.
[Weinreb et al., 2010]

Zu einem potentiell vorteilhaften Therapieansatz gehort die Inhibierung der
Degradierung der HIF-as durch die Verwendung von PDH Inhibitoren, die meist auch

als Eisenchelatoren wirken. [Chepelev und Willmore, 2011]

Ein alternativer Medikamentenkandidat fir Neuroprotektion und Neuroregeneration ist
Erythropoietin (EPO), bei dem direkte Effekte auf das ZNS nachgewiesen wurden.
[Sargin et al., 2010]
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2.9.1 Dimethyloxalylglycin
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Abbildung 7: Dimethyloxalylglycin (DMOG) [,,DMOG ¢ Dimethyloxalylglycine (CAS
89464-63-1) || Cayman Chemical | Suppliere, o. J.]

N-Oxalylglycin ist ein Inhibitor der meisten 2-oxoglutaratabhdngigen Oxygenasen wie
auch einer Reihe anderer Enzyme. Dimethyloxalylglycin (DMOG) ist ein N-
Oxalylglycinester, der schnell in die Zelle eindringt und dort nichtselektiv, alle Prolyl-4-
Hydroxylasedomainen 1-3 (1-3 PHD) und somit die Hemmfaktoren fiir HIF inhibiert.
PHDs sind Sauerstoffsensoren und bestimmen die Stabilitdt und Aktivitat der HIF-

Transkriptionsfaktoren. [Nagel et al., 2011]

DMOG agiert als Stabilisator der HIF-1a Expression unter Normoxie in kultivierten
Zellen in Konzentrationen zwischen 0,1 und 1 mmol/l. DMOG kann aber auch

besonders in hoheren Dosen zelltoxische Eigenschaften haben. [Nagel et al., 2011]

Es gibt keine Studien Uber die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von DMOG.
[Nagel et al., 2011]

Neben der Stabilisation des HIF wurden fur DMOG auch die Aktivierung der
antioxidativen Genexpressionsantwort und die Adaption der Antwort auf oxidativen
Stress sowie die Reduktion der Apoptose beschrieben. [Nagel et al., 2011]
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2.9.2 Erythropoietin und Erythropoietinrezeptor

Erythropoietin (EPO) (166 Aminosduren, 30,4 kDa) ist ein Glykoprotein und spielt eine
Rolle als Hormon, Zytokin und Wachstumsfaktor. [Chateauvieux et al., 2011], [Reisi et
al., 2012] Es besteht aus einem einzigen Polypeptid, das in vier a-Helixes gefaltet ist.
[Alnaeeli et al., 2012]

EPO wird bei Erwachsenen vorwiegend in der Niere produziert und in den Blutkreislauf
abgegeben, um die Erythrozytenproduktion im Knochenmark zu regulieren. [Alnaeeli et
al., 2012], [Haase, 2013] Die Induktion von EPO in der Niere wird von physiologischen
Konditionen gesteuert. Hypoxie und Anédmie sind dabei die Haupteinflussfaktoren der
EPO Expression. [Chateauvieux et al., 2011] Es wurde urspringlich angenommen, dass
die Hypoxieinduktion von EPO in erster Linie durch HIF-lo reguliert wird, aber
zunehmende Hinweise zeigen, dass auch HIF-2a fiir die EPO Induktion unter Hypoxie
verantwortlich ist. [Alnaeeli et al., 2012]

Die EPO Produktion beginnt jedoch schon vor der Geburt in der fetalen Leber und
wechselt erst nach der Geburt zur Niere. Die Leber eines Erwachsenen ist unter
Hypoxie oder pharmakologischer HIF Aktivierung jedoch noch in der Lage, auf 20-
50% der Gesamtkdrper EPO mRNA Produktion anzusteigen. [Alnaeeli et al., 2012],
[Haase, 2013]

Die EPO Expression ist aber nicht nur beschréankt auf Niere und Leber. EPO mRNA
Expression wurde auRerdem in verschiedenen Organen wie ZNS/Gehirn, Lunge, Herz,
Knochenmark, Niere, Testis, Haarfolikel und Osteoblasten nachgewiesen. [Marti,
2004], [Haase, 2013]

Im Gehirn wird EPO vorwiegend durch Astrozyten produziert, aber auch in
Oligodendrozyten, Endothelzellen, Neuronen und Mikroglia wurde eine Erzeugung
nachgewiesen, die vor allem bei Hypoxie hochreguliert wurde. [Kumral et al., 2011]
Das EPO Level im ZNS ist unabhéngig von der EPO Konzentration der Zirkulation.
[Alnaeeli et al., 2012] Die EPO Produktion in diesen Zelltypen ist fur die lokale
Verwendung bestimmt. [Haase, 2013]
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Der humane Erythropoietinrezeptor (EpoR) ist ein Homodimer aus zwei
Transmembranglykoproteinen (59 kDa) [Jelkmann, 2010] und Mitglied der
Zytokinrezeptorfamilie. [Chepelev und Willmore, 2011]

EpoR wird in einem hohen AusmaRB in Erythrozyten-Vorlauferzellen exprimiert, kommt
aber auch in Organenn wie Gehirn und Herz vor. Die Rezeptorexpression im Gehirn
wurde beispielsweise fur Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten, Gliazellen,
Endothelzellen und andere Zelltypen nachgewiesen. [Alnaeeli et al., 2012], [Marti,
2004], [Chateauvieux et al., 2011]

EPO und EpoR werden in spezifischen Regionen im Gehirn des Embryonen und
Erwachsenen exprimiert. EPO wird vornehmlich von den Astrozyten exprimiert,

wahrend der EpoR vermehrt in den Neuronen vorhanden ist. [Chateauvieux et al., 2011]

Das Vorkommen von EPO und EpoR bei der Entstehung des Gehirns im Embryonen
und im Hirn des Erwachsenen kann auf eine mdogliche Beteiligung bei der Entwicklung

des Nervensystems und der Neuroprotektion hindeuten. [Alnaeeli et al., 2012]

Die neuronale Expression von EPO und EpoR erreicht wéhrend der Gehirnentwicklung
seinen Hohepunkt und wird im Gehirn des Erwachsenen bei Hypoxie, akutem

metabolischem Stress und nach Verletzung hochreguliert. [Sirén et al., 2009]

Abhéngig vom Schweregrad der Hypoxie kann das EPO mRNA Level im Gehirn um
das 2 bis 20-fache steigen, wahrend im Vergleich dazu sich die Konzentration in der
Niere um das 200-fache erhohen kann. Des Weiteren sinkt der EPO Gehalt in
verschiedenen Organen nach unterschiedlichen Zeitpannen wieder ab, somit besteht ein

gewebespezifischer Regulierungsgrad. [Rabie und Marti, 2008]

Die EPO Produktion wird vorwiegend auf Transkriptionsebene geregelt. [Alnaeeli et al.,
2012] Die Hauptaufgabe von EPO ist die Aufrechterhaltung der myeloischen
Erythropoese durch Verhinderung der Apoptose, Stimulation der Proliferation und

Differenzierung von Erythrozyten-Vorlauferzellen. [Jelkmann, 2010]

Es wird angenommen, dass die EPO Produktion im Gehirn zur Neuroprotektion

beitragt. [Reisi et al., 2012] So wurde gezeigt, dass EPO eine Vielzahl von
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Zellantworten im Gehirn besitzt, die auf den Schutz und die Reparatur von Gewebe
ausgerichtet sind. Zu den neuroprotektiven Mechanismen zéhlen die Inhibitierung der
neuronalen Apoptose, Stimulation des Zelluberlebens und der Zelldifferenzierung,
antiinflammatorische Effekte (vermutlich als indirekte Auswirkung der neuronalen
Apoptosehemmung), antioxidative Wirkung durch die Aktivierung von zytosolischen
antioxidativen Enzymen, Angiogenese, antiepileptische Wirkung und neurotrophische
Wirksamkeit. [Kumral et al., 2011], [Alnaeeli et al., 2012]

Durch die Bindung von endogenem wie auch von exogenem EPO an den EpoR kann
eine neuroprotektive Wirkung vermittelt werden. In vitro und in vivo Studien zeigten,
dass dabei eine Erhdhung der Genexpression des EpoR in einigen Gehirnregionen den
neuroprotektiven Effekt von EPO erhéhen kann. Nicht in allen Gehirnregionen wird der
Rezeptor gleich stark exprimiert. Es wird angenommen, dass die Induktion des EpoR
eine gewebeschutzende Antwort auf eine Schadigung darstellt. In vitro Studien zeigen,
dass sich die Genexpression von EpoR bei Hypoxie in kultivierten Zellen erhoht. Eine
einmalige  Hypoxiebehandlung im  Tiermodell (Maus) fiihrte zu keiner
Expressionssteigerung des EpoR. Jedoch zeigt sich bei einer Wiederholung von
Hypoxie im Tierversuch (Ratten) ein Anstieg des EpoR Genexpression vor allem in

Neuron der ventralen, limbischen Region. [Sanchez et al., 2009]

Das Ausmal} der EpoR Expression an der Zelloberflache bestimmt die EPO vermittelte
Antwort. Die EpoR Expression und daher die EPO Signalkette im Gehirn sinkt mit dem
Entwicklungsprozess beim Menschen. [Alnaeeli et al., 2012]

Die Bindung von EPO an den EpoR fuhrt zur Induktion des erythropoietischen
Stoffwechselweges. Die Affinitdt zum Rezeptor ist allgemein hoch. [Chateauvieux et
al., 2011] EPO hat zwei Bindungsstellen fiir den EpoR. Eine Bindungsstellen 1, die mit
hoher Affinitdt bindet (Kd =~ 1nM) und eine Bindungsstelle 2, die mit niedrigerer
Affinitat bindet (Kd ~ 1pM). Hamatopoetische Wirksamkeit erfordert die Bindung
beider  Bindungsstellen.  Mutationen einer  Bindungsstelle  verhindert die
hamatopoetische Wirkung von EPO. [Um et al., 2007] Es wird vermutet, dass noch ein
weiterer EPO-Rezeptor mit einer geringeren Affinitat existiert. [Chateauvieux et al.,

2011] Dieser heteromere Rezeptor besteht aus demselben EpoR Monomer, jedoch
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komplexiert mit einem common B-Rezeptor. [Brines, 2010] Die Existenz eines weiteren

Rezeptors ist jedoch umstritten. [Sirén et al., 2009]

Nach der Bindung von EPO an den EpoR kommt es zu einer Konformationsanderung
durch die eine Aktivierung der Janus family tyrosine kinase 2 (JAK2) Molekiile
stimuliert wird. Durch EPO/JAK?2 werden downstream mehrere

Signaltransduktionswege aktiviert. [Sirén et al., 2009]
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Abbildung 8: Ubersicht der EPO Signalwege in neuronalen Zelle [Kumral et al., 2011]

EPO ist ein grofRes, hochglykosyliertes Molekdil. [Sirén et al., 2009] Dennoch passiert
EPO die Blut-Hirn-Schranke. [Sytkowski, 2011] Durch sein hohes Molekulargewicht
uberschreitet jedoch nur ein geringer Teil (ca. 1%) einer hohen intravendsen Dosis die
Blut-Hirn-Schranke, wodurch hohe Dosen fir eine neuroprotektive Wirkung
erforderlich sind. Daher konnen die effektiven injizierten Gehirnkonzentrationen auch
mit negativen Nebenwirkungen assoziiert sein. [Chateauvieux et al., 2011], [Sirén et al.,
2009]
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Das humane rekombinante EPO (rhEPO) besitzt die gleichen Eigenschaften wie das
native EPO. [Chateauvieux et al., 2011] Bei peripherer Verabreichung passieren das
rhEPO und einige EPO Derivate die Blut-Hirn-Schranke, stimulieren die Neurogenese
und neuronale Differenzierung sowie die Aktivierung von neurotrophischen,
antiapoptotischen, antioxidativen und antiinflammatorischen Signalwegen. Durch diese

Wirkungsweisen wird ein neuroprotektiver Effekt hervorgerufen. [Sirén et al., 2009]

Das rhEPO wird seit mehr als zwei Dekaden zur klinischen Behandlung von Andmie
unter anderem ausgelést durch chronische Nierenerkrankungen, antiviraler HIV-

Therapie und Chemotherapie bei Krebspatienten eingesetzt. [Alnaeeli et al., 2012]

Die Sicherheit und Effizienz der Behandlung von verschiedenen neurologischen
Erkrankungen mit EPO wird zurzeit in klinischen Studien an Patientenpopulationen
vom Neugeborenen bis zum Erwachsenen getestet. Mehr Informationen fiir die optimale
Behandlungsmethode (Dosis, Dosishdufigkeit und Dauer der Behandlung) mit EPO
werden bendtigt. [Kumral et al., 2011]

Um eine neuroprotektive Wirkung zu erzielen, muss EPO die Blut-Hirn-Schranke
uberschreiten, deshalb werden EPO Derivate entwickelt, die diese leichter passieren,
mit reduzierten Nebenwirkungen und keiner hdmatopoetischen Aktivitat. [Chateauvieux
et al.,, 2011] Eine modifizierte EPO Variante ist beispielsweise das CEPO
(carbamoyliertes EPO). CEPO ist ahnlich wie das rhEPO in Bezug auf die
Halbwertszeit (ca. 4h nach intravendser Gabe) und der biologischen Aktivitat in Bezug

auf den Gewebeschutz, jedoch ohne erythropoetische Wirkung. [Brines, 2010]

Die protektiven Effekte von EPO konnen von stimulierender Wirkung auf die
Hamatopoese separiert werden. Daflir wurden EPO Derivate und Mimetika, wie asialo-
EPO und carbamoyliertes EPO, entwickelt, die derzeit in Kklinischen und
vorklinischenStudien getestet werden. [Brines, 2010], [Sirén et al., 2009]
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Abbildung 9: Klassifizierung von strukturellen und funktionellen Erythropoietin (EPO)
Varianten [Sirén et al., 2009]

Neben den positiven Eigenschaften von EPO, werden auch negative Effekte
beschrieben, so wird der EpoR in vielen Krebszelltypen exprimiert und auch eine
Aktivierung der Tumorzellproliferation durch EPO wird diskutiert. Des Weiteren kann
die Aufnahme von EPO eine Erh6hung von kardiovaskuldren und thrombotischen

Ereignissen ausldsen. [Chateauvieux et al., 2011]
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3 Materialen und Methoden

3.1 Zellkultur

Als Zellkultur wird die Kultivierung tierischer oder humaner Zellen, die aus einem
Gewebeverband in vivo isoliert wurden, in vitro in einem geeigneten Nahrmedium
bezeichnet. [Gstraunthaler und Lindl, 2013] Die Zellen stammen aus einer Gewebeart,
meist Tumorgewebe. Dieser Zelltyp kann in der Zellkultur unbegrenzt wachsen.
Es werden allgemein immortalisierte Zelllinien wie auch primare Zellen (Primarkultur,
nicht immortalisierte Zellen, die direkt aus einem Gewebe gewonnen werden)
verwendet. AuBerdem unterscheidet man zwischen adharenten, semiadhéarenten und

suspendierenden (nicht adharenten) Zelllinien.

Zell- und Gewebekulturen finden Anwendung in den verschiedensten Bereichen wie
beispielsweise der Grundlagenforschung, der Medizin, der Biotechnologie, in-vitro-
Toxizitatstests sowie der Isolierung und Kultivierung von Stammzellen. [Gstraunthaler
und Lindl, 2013]

Besonders wichtig bei der Arbeit mit Zellkulturen ist die Eliminierung von potentiellen
Kontaminationen durch Mikroorganismen wie beispielsweise Bakterien, Pilzen und
Viren. Aus diesem Grund wird ausschlie3lich unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Zu
den aseptischen Techniken gehéren sterile Arbeitsbedingungen, Personenhygiene,

sterile Gerate und Reagenzien sowie Zellkulturmedien.

Die Arbeit mit den Zelllinien findet in einem Sterilbereich, der sterilen Werkbank -
Laminar Flow (SafeFAST Elite; FASTER), statt. Alle Gegenstéande, die in diesem
Bereich verwendet werden, die Arbeitsflache sowie die getragenen Handschuhe, werden
oberflachlich mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Thermostabile Materialien wie mit
Watte gestopfte Glaspipetten, Pasteurpipetten und Glasflaschen werden bei einer
Temperatur von 160°C fir mindestens 8 Stunden bei trockener Hitze sterilisiert (WTB
Binder). Pipettenspitzen und destilliertes Wasser werden autoklaviert (Certoclav) mit
feuchter Hitze im gespannten, gesattigten Wasserdampf bei einer Temperatur von 120-

140°C und einem Druck von 2 bar fir ca. 50 Minuten.
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Die Sterilfiltration durch verschiedene Einmalfiltereinheiten, z.B. Spritzenfilter mit
einer PorengroRe von 0,22um (Rotilabo) und 0,20um Druckfilter (Sartolab P plus,
Sartorius), ermdglicht sterile Voraussetzung bei Reagenzien und Kulturmedium, die in

direkte Beriihrung mit der Zellkultur kommen.

Bei der in vitro Zuchtung von humanen und tierischen Zelllinien kommt es auRerdem
auf die Umgebungsbedingungen an, die denen in vivo méglichst nahe kommen sollten.
Sie werden zum einen durch das die Zellen umgebende Medium simuliert und zum
anderen durch die Konditionen im Brutschrank. In Abbildung 10 sind einige weitere

Einflussfaktoren auf die in vitro Zellkultur aufgelistet.

losliche Faktoren:

Nahrstoffe
Wachstum sfaktoren und Hormone
Ca:ul Ma b1
O, /C0;
Zellarchitektur
Zell-Zell- —
Interaktio nen: "
Zellpolaritst:
Zelldichte epitheliale
Konfluenz Gewebekultur
Zellverbindungen basclaterale
MNahrstoffrersorgung

Zell-Matrix-Interaktionen:

chemische Matu rder Kultu unte dage
Oberflachenladung
kom plexe extrazellulae Matrix

Abbildung 10: Einflussfaktoren auf in vitro Zellkulturen

Die Kultivierung der im Rahmen dieser Masterarbeit verwendeten Zelllinien erfolgt in
12 cm? sowie 25 cm? sterilen Kulturflaschen (Greiner Bio-One) in einem Brutschrank
(Binder, New Brunswick Galaxy 170S) bei einer konstanten Temperatur von 37°C und
einer 5%igen CO,-Atmosphére in sterilen Kulturflaschen. Fir einen addquaten
Gasaustauschen werden die Verschlisse der Kulturflaschen um eine halbe Drehung

offengelassen.
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3.1.1 Zelllinien

Im Rahmen dieser Masterarbeit werden die zwei Zelllinien, SH-SY5Y und HepG2,

verwendet.

SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y Zellen sind humane Neuroblastomzellen, ein Modell eingesetzt fiir humane
Neuronalzellen. Der verwendete Zelltyp SH-SY5Y besteht aus einer Mischung aus
Suspensions- und adhédrenten Zellen. Die Zellen wachsen als Cluster mit mehreren,
kurzen, feinen Zellfortsdtzen (Neuriten). Sie aggregieren, bilden Klumpen und
schwimmende Zellen. SH-SY5Y Zellen sind eine der drei isolierten, geklonten
Sublinien (SH-SY, SH-SY5, SH-SY5Y) der Zellline SK-N-SH, die 1970 durch
Knochenmarksbiopsie eines 4-jahrigen Madchens mit Neuroblastom abgeleitet wurde.
(Ross, Spengler, & Biedler, 1983) SH-SY5Y-Zellen haben eine Sattigungsdichte Uber
1x10° Zellen/cm2. Der Zelltyp hat Dopamin-p-Hydroxylaseaktivitat und kann Glutamat
in den Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA) umwandeln. Der Verlust von
neuronalen Eigenschaften wird mit zunehmender Zahl an Passagen beschrieben, daher
wird empfohlen mit der Zelllinie nicht Gber Passage 20 hinaus zu arbeiten. [,,SH-SY5Y
Cell Line human Neuroblast from neural tissue. | Sigma-Aldrich*, o. J.], [,,Cell Lines |
Life Technologies®, o. J.], [,,SH-SY5Y ATCC ® CRL-2266™ Homo sapiens bone

marrow neuroblast®, o. J.]

Abbildung 11: SH-SY5Y Zellen [,,File:ReidoffringaSH-SY5Y 1.jpg - Wikipedia, the

free encyclopedia®, o. J.]
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HepG2-Zellen

HepG2 Zellen sind eine humane, hepatozelluldre Karzinomzelllinie. Sie sind adhdarente,
epitheldhnliche Zellen und wachsen als Monolayer. Die HepG2 Zelllinie wurde aus dem
Lebergewebe einer 15-jahrigen, europaischstammigen, ménnlichen Person mit einem
differenzierten, hepatozelluldren Karzinom gewonnen. HepG2 Zellen sezernieren
Plasmaproteine wie Albumin, Transferrin, Fibrinogen, a-2-Makroglobulin und
Plasminogen. [,,HepG2 (liver hepatocellular carcinoma): cell culture and transfection

protocol®, 0. J., S. 2]

Abbildung 12: HepG2 Zellen [,,CELL SEARCH SYSTEM®, o. J.]

3.1.2 Zellkulturmedium

Das Kulturmedium ist der wichtigste Einzelfaktor bei der Zichtung von Zellen. Es
besteht meist aus einem sogenannten Basalmedium, dem je nach Bedarf zusétzliche
Faktoren, wie Serum oder Gewebeextrakte, Wachstumsfaktoren und Hormone,
Vitamine und Spurenelemente oder weitere Aminosauren und Nahrstoffe hinzugefigt
werden. Die Basalmedien sind auf der Grundlage einer isotonen Salzlésung (Balanced
Salt Solution, BSS) aufgebaut. [Gstraunthaler und Lindl, 2013]
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Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)

Das DMEM Medium ist eine Modifizierung des Basalmediums nach Eagle (eines der
ersten synthetischen Zellkulturmedien). DMEM enthélt eine im Vergleich zum Basal
Medium Eagle (BME) bis zu vierfache Konzentration an Aminosauren und Vitaminen

sowie anderen Zusatzkomponenten. [Gstraunthaler und Lindl, 2013]
DMEM/Ham’s F-12

Ham’s F-12 (Ham, 1963) ist eine Weiterentwicklung von Ham’s F-10. Der Gehalt an
einigen Aminoséuren und an Zinksulfat ist erhoht. AuBerdem wurden Putrescin und
Linolséure hinzugefiigt. [Gstraunthaler und Lindl, 2013]

SH-SY5Y Zellen werden in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)/Ham’s F-
12 und HepG2 Zellen in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) jeweils samt

der entsprechenden Zusatzen kultiviert.

3.1.3 Mediumherstellung

Im Rahmen dieser Masterarbeit werden sowohl Fertigmedien (PAA Laboratories
GmbH) als auch selbsthergestellte Medien aus einer Pulvermischung (Powdered Cell
Culture Medium, PAA Laboratories GmbH) verwendet.

Abbildung 13: Fertigmedium DMEM/Ham's F-12 (PAA Laboratories GmbH)
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Das Trockenmedium (Powdered Cell Culture Medium, PAA Laboratories GmbH) wird
in ca. 80% des Endvolumens, dies entspricht etwa 8 Liter, destilliertem Wasser bei
Raumtemperatur unter stindigem Rihren auf dem Magnetriihrer (IKA RCT basics) flr
ca. 1h vollstandig gelost. 12g NaHCO3 (1,2 g/l) werden dabei hinzugeftigt. Danach wird
der pH-Wert durch Zugabe von 1,2 M HCI auf 7,2-7,3 eingestellt (Lab 850, Schrott
Instruments). Die Losung wird auf ein Endvolumen von 10 Liter mit destilliertem
Wasser aufgeflllt und erneut durchmischt. Unter sterilen Bedingungen wird das
Medium mit Hilfe einer Schlauchpumpe (Masterflex, Cole Parmer Instrument Co.)
durch einen 0,20um Sterilfilter (Sartolab P plus, Sartorius) zu je 500ml in autoklavierte

Glasflaschen abgeflit. Die Lagerung erfolgt unter Lichtausschluss bei 4°C.

3.1.4 Mediumkompelementierung

Um ein optimales Wachstum der Zellen zu gewahrleisten und eine mdgliche
Bakterienentwicklung zu verhindern, wird das Medium vor der Verwendung in der

Zellkultur komplementiert.

Zu 450 ml Medium (DMEM/Ham’s F-12; DMEM) werden unter sterilen Bedingungen

folgende aliquote Zusatze zugegeben:

e 50 ml FBS (fetal bovine serum), nicht hitzeinaktiviert, (Biochrom)
e 5 ml L-Glutamin (2mM), (PAA Laboratories GmbH)
e 0,5 ml Gentamycin (50mg/ml), (GERBU Biotechnik GmbH)

Gentamycin ist ein Antibiotikum, das gegen gramnegative wie auch grampositive
Bakterien wirksam ist. Bei Bedarf kann dem Medium Amphotericin B-Losung (PAA
Laboratories GmbH) in einer Konzentration von 2,5ug/ml (5ml1/500ml Medium)
zugeflgt werden. Es ist effektiv gegen Pilzbefall und wird nur bei gefédhrdeten Kulturen
eingesetzt. Die Verwendung von Antibiotika/Antimykotika hat jedoch einige Nachteile,
wie beispielsweise Vernachldssigung der Steriltechnik, Bildung und Ausbreitung von
Resistenzen, Verminderung der Aussagekraft der Versuchsergebnisse und zytotoxische

Auswirkungen bei einer Verwendung von zwei oder mehr Antibiotika in Kombination.
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Es wird empfohlen komplementiertes Medium innerhalb von vier Wochen zu
verbrauchen, da Komponenten wie L-Glutamin in Lésung nicht stabil sind und mit der
Zeit zerfallen und dadurch keine optimalen Wachstumsbedingungen mehr gegeben sind.
[Gstraunthaler und Lindl, 2013]

3.1.5 Mediumwechsel

Um das Wachstum und die Vitalerhaltung der Zellen zu gewéhrleisten, wird das
Medium in regelméiigen Abstanden gewechselt, da Bestandteile des Mediums von den
Zellen metabolisiert werden und dadurch die Konzentration an Nahrstoffen sinkt und
gleichzeitig der Gehalt an Stoffwechselendprodukten zunimmt. Des Weiteren gibt es
Mediumkomponenten die im Brutschrank bei 37°C mit der Zeit zerfallen. Die Medien
enthalten  zusétzlich auch einen pH-Indikator (Methylrot), wodurch die
Stoffwechselaktivitat durch die pH-Wertanderung und somit die Verfarbung des
Mediums von rétlich zu orange/gelb sichtbar wird.

Das Medium wird im Rahmen dieser Masterarbeit jeden zweiten bzw. dritten Tag

gewechselt (Montag — Mittwoch — Freitag — Montag).

Vor dem Mediumwechsel wird das frische Medium von 4°C Lagertemperatur im
Wasserbad auf ca. 37°C erwérmt. Danach wird die Mediumflasche mit 70%igem

Ethanol abgewischt und trocken in den Laminar-Flow gestellt.

Mediumwechsel SH-SY5Y Zellen

Der Zelltyp SH-SY5Y besteht aus einer Mischung aus Suspensions- und adhé&renten
Zellen. Beim Mediumwechsel wird deshalb nur die Halfte des alten Mediums abgesaugt

und wieder mit frischem, erwdrmtem Medium aufgefiillt.

Mediumwechsel HepG2 Zellen

Bei den adharenten HepG2 Zellen wird das verbrauchte Medium komplett abgesaugt

und frisches, erwdarmtes Medium unmittelbar zugegeben.
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3.1.6 Subkultivierung/ Passagieren der Zellen

Ist der gesamte Boden der Kulturflasche mit Zellen bedeckt, bezeichnet man diesen
Zustand als Konfluenz. [Gstraunthaler und Lindl, 2013] In diesem Stadium besteht eine
dichteabh&ngige Proliferationshemmung (Kontaktinhibition). Das regelmaRige
Passagieren ist notwendig, damit die Zellen in einem teilungsfahigen Zustand bleiben

und weiterhin ein logarithmisches Wachstum gegeben ist.

Fir die Trypsinisierung, also das Lésen der Zellen von der Unterlage mit Hilfe von
Trypsin oder Trypsin/EDTA — Losung, werden alle verwendeten Substanzen im
Wasserbad auf ca. 37°C erwarmt. Ganz allgemein 16st Trypsin dabei die Zell-Matrix-
Verbindung, wahrend der Chelator EDTA die Zell-Zell-Verbindungen aufbricht.
[Gstraunthaler und Lindl, 2013] Unter sterilen Bedingungen wird zunéchst das
komplette Medium abgesaugt. Danach werden die Zellen mit ca. 2ml Trypsin/EDTA —
Losung (1x), (0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA) (PAA Laboratories GmbH) bedeckt und
die Losung vorsichtig verteilt, um restliches Medium wegzuwaschen und die
Wirksamkeit der Trypsin/EDTA — Losung (1x) zu erhéhen. Sofort danach wird die
Trypsin/EDTA — Losung (1x) entfernt und erneut werden ca. 2ml Trypsin/EDTA —
Losung (1x) auf die Zellen pipettiert. Unmittelbar darauffolgend werden die
Kulturflaschen fiir das Losen der Zellen vom Boden in den Inkubator (37°C, 5% CO,)
gestellt. Dabei sollte die Einwirkzeit moglichst kurz gehalten werden. Langerer Kontakt
mit Trypsin/EDTA — Lésung (1x) kann die Zellen irreversibel schadigen. [Gstraunthaler
und Lindl, 2013] Fir die sich leicht I6senden SH-SY5Y Zellen ist eine Einwirkzeit von
zwei bis vier Minuten ausreichend. Die HepG2 Zellen haften fester am Flaschenboden
und benotigen eine Inkubationsdauer von ca. zehn Minuten. Hartnéckig festsitzende
Zellen konnen durch direktes daraufpipettieren mit Trypsin/EDTA — Loésung (1x)
abgetrennt werden. Nachdem sich alle Zellen abgelost haben, wird die
Trypsinisierungsreaktion durch Zugabe wvon frischem Medium gestoppt und
neutralisiert. Um die Zellen zu vereinzeln und Klumpenbildung zu vermeiden, kann das
Medium mit den Zellen mehrmals auf- und abgesaugt werden. AnschlieBende werden
die Zellen gezédhlt und durch Zugabe von frischem Medium wird die gewinschte
Zelldichte eingestellt. Nun konnen die Zellen in einer neuen Kulturflasche

weitergezuchtet oder fiir die Versuche ausgesetzt werden.
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Bei den SH-SY5Y Zellen wird eine Subkultivierung in einem Verhaltnis von 1:20 bis
1:50 ab einer Zellkonzentration von 8x10° bis 1x10° Zellen/cm2 empfohlen. [,SH-SY5Y
ATCC ® CRL-2266™ Homo sapiens bone marrow neuroblast®, 0. J.]

Bei der Zelllinie HepG2 wird geraten im Verhéltnis 1:4 alle drei Tage zu splitten oder
im Verhéltnis 1:8 alle sechs Tage. [,,HepG2 (liver hepatocellular carcinoma): cell

culture and transfection protocol®, 0. J.]

3.1.7 Zellz&hlung — Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl spielt bei der Wachstumsgeschwindigkeit von adhdrenten Zellen eine
grolle Rolle. Bei einer zu diinnen Zelldichte wachsen die Zellen nur sehr langsam,
wahrend zu dicht ausgesetzte Zellen sofort wieder Konfluenz erreichen. [Gstraunthaler
und Lindl, 2013] Auch fir die Aussagekraft und Vergleichbarkeit der Experimente ist
es notwendig immer eine konstante Zelldichte auszusetzen. Deshalb werden alle Zellen,
die zuvor in Suspension gebracht werden, mittels des automatischen Mikrozellzahler
CC-108 (Sysmex) gezahlt.

Fir die Zellz&hlung wird in der Sterilwerkbank ca. 1 ml der Zellsuspension in ein
Mikrozentrifugenrohchen (Eppendorf) pipettiert. Die Zellzahlung erfolgt unter nicht-
sterilen Bedingungen, indem 200ul der Zellsuspension in ein spezielles Zellzadhlergefal
pipettiert und mit 9,8ml Zellz&hlerflussigkeit (Cellpack PK-30, Sysmex) vermengt
werden. Die automatische Zellzahlbestimmung erfolgt zweimal in direkt
aufeinanderfolgenden Messungen. Die Zellzahl wird in Millionen Zellen/ ml

angegeben.
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3.1.8 Kryopreservation - Einfrieren der Zellen

Zellen konnen bei schonendem Einfrieren in flissigem Stickstoff (-196°C) nahezu
unbegrenzt gelagert und bei Bedarf jederzeit wieder aufgetaut werden. [Gstraunthaler
und Lindl, 2013] Die Lagerung bewahrt die Zellen beispielsweise vor Kontamination

und Alterung, somit ist auch gewabhrleistet, dass es immer Zellen auf Vorrat gibt.

Fir die Kryopreservation werden zu Beginn die bendtigten Kryoréhrchen (Cryovial) flr
15 Min. im Kiuhlschrank oder auf Eis gekihlt. Die Zellen werden nach dem
Trypsinisieren und der Zellzéhlung bei 250 x g fir 5 Min. bei 4°C zentrifugiert
(Eppendorf Zentrifuge 5415 R). Der Uberstand wird unter sterilen Bedingungen
abgesaugt und das Zellpellet wird im kryoprotektiven, komplementiertem Medium
(komplementiertes DMEM/Ham’s F-12 oder DMEM + 10% (v/v) DMSO (Sigma
Aldrich)) resuspendiert. DMSO (Dimethylsulfoxid) dient dabei als Frostschutzmittel,
indem es das Zellwasser bindet oder ersetzt, wird die Kristallbildung innerhalb und
aullerhalb der Zellen sowie die teilweise Dehydration des Zytoplasmas verhindert.
(Gstraunthaler & Lindl, 2013) Die Zellen werden auf eine Dichte von ca. 2 Millionen
Zellen/ml eingestellt. 1-1,5 ml der Zellsuspension werden in jedes gekihlte
Kryordhrchen transferiert, um anschlieBend die Kryoréhrchen in einen speziellen mit
Isopropanol gefullten Einfrierbehdlter zu platzieren (Nalgene Cryo 1°C Freezing
Container). Dieser bewirkt ein langsames Herunterkilhlen der Temperatur von -
1°C/Minute im -80°C Tiefkuhler. Nach 80 Stunden kdnnen die Kryoréhchen in einen
Behalter mit flissigem Stickstoff bei -196°C zur weiteren Lagerung transferiert werden.

Abbildung 14: Nalgene Cryo 1°C Freezing Container
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3.1.9 Auftauen der Zellen

Im Gegensatz zum Einfrieren sollte das Auftauen schnell erfolgen. Die Kryordhrchen
werden dem Stickstoffbehélter entnommen und 1-2 Minuten bei Raumtemperatur
aufgetaut und unmittelbar danach in einem 37°C Wasserbad erwérmt bis die
Zellsuspension vollstandig aufgetaut ist. Danach wird die Suspension unter sterilen
Bedingungen in einer Zellkulturflasche mit 10ml komplementiertem Medium verdinnt.
Nun gibt es zwei Moglichkeiten. Zum einen kdnnen die Zellen sofort in den Inkubator
platziert werden. Am darauffolgenden Tag wird das Medium gewechselt, um das
Kryomedium noch weiter zu verdinnen. Zum anderen kann die verdinnte
Zellsuspension in einem 15ml Roéhrchen bei 250 x g fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert werden. Der Uberstand wird danach abgesaugt und das Zellpellet wird mit
frischem, komplementiertem Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche
transferiert und im Brutschrank platziert. Dadurch ist gewahrleistet, dass das
Kryomedium vollstandig entfernt wird, jedoch kann es auch zu einem Verlust an Zellen

kommen.

3.1.10 Inkubation der Zellen

Fur die Inkubation werden die in Zellkulturflaschen kultivierten Zellen zunéchst
trypsinisiert, gezahlt und auf eine Zellzahl von 0,5x10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellen

werden fir die verschieden Versuche unterschiedlich ausgesetzt.

Fur die LIP-Messung werden 200ul/Well der Zellsuspension in spezielle sterile 96-
Wellplatten pipettiert, um eine Zelldichte von 1x10° Zellen/Well zu erreichen. Die
HepG2 Zellen werden ausschlieRlich auf ungecoatete Platten ausgesetzt. Fir die SH-
SY5Y Zellen werden sowohl ungecoatete Platten als auch fir einen festeren Halt auf
dem Plattenboden mit 0,1% Gelatine gecoatete Platten verwendet. Dazu verdinnt man
1%ige Gelatine mit destilliertem Wasser auf 0,1%. 150ul/Well der 0,1%igen Gelatine
werden verwendet und nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur abgesaugt.

AnschlieBend kénnen die Zellen in die gecoateten Platten ausgesetzt werden.



58 Materialien und Methoden

Fir den Ferritin-ELISA werden 2 ml/Well der Zellsuspension in 6-Well-Platten (Sigma-

Aldrich GmbH) verwendet, um eine Zelldichte von 1x10° Zellen/Well einzustellen.

Die ausgesetzten Zellen werden 24 bis 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5%-
iger CO, Atmosphére inkubiert. Alle Arbeitsschritte werden unter sterilen Bedingungen

durchgefunhrt.

Vor der Inkubation mit den Reagenzien wird das Medium abgesaugt und anschlieRend
wird auf die Zellen Kontrollemedium bzw. Inkubationsmedium mit den
Versuchssubstanzen (DMOG [1mM], DMOG [0,5 mM], EPO [3,3 U/ml], DMOG
[ImM] + EPO [3,3 U/ml]) pipettiert. Danach erfolgen je nach Versuch unterschiedliche
Inkubationsperioden (3 Stunden, 6 Stunden, 24 Stunden) im Brutschrank bei 37°C und
5%iger CO,-Atmosphére.

Vor der Inkubation mit den vorbereiteten Substanzen wird bei den zuvor in spezielle 96-
Well-Platten oder 6-Wellplatten ausgesetzten Zellen unter sterilen Bedingungen das
Medium abgesaugt. Unmittelbar danach werden die Zellen mit 1ml/Well (6-Well-Platte)
der verschiedenen Inkubationslésungen behandelt und erneut bei 37°C und 5%-iger
CO, Atmosphaére fir 2h, 6h oder 24h inkubiert.

3.1.10.1 Inkubation mit Dimethyloxalylglycin

Dimethyloxalylglycin (DMOG) (Cayman Chemicals) ist ein zelldurchl&ssiger,
kompetitiver Inhibitor des sauerstoffsensitiven Enzyms HIF-1a Prolylhydroxylase
(HIF-PHD) und stabilisiert somit die HIF-1a Expression bei normalem Sauerstoffgehalt
in Zellkulturen in Konzentrationen zwischen 0,1mM und 1mM. [,,DMOG -
Dimethyloxalyl Glycine (CAS 89464-63-1) || Cayman Chemical | Supplier®, o. J.]

DMOG (MW 175,1 g/mol) wird als kristalliner Feststoff geliefert und fir die
biologischen Experimente in PBS (1x) (pH 7,3) (phosphate buffered saline) geldst. Die
Losung wird sofort verwendet. Die Lagerung von DMOG als Feststoff erfolgt bei
-20°C.
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Herstellung von PBS (5x) PBS (1x), (pH 7,3)

NaCl 80

(Carl Roth GmbH + Co. KG) g
KCI (Merck) 29
KH,PO, (Merck) 29
Na;HPO,4 x 12 H,0 (Merck) 30g
H,O dest. Ergénzung auf 2 Liter
pH Wert einstellen 7,3

Tabelle 1: Herstellungsanleitung PBS (5x), pH 7,3

Fur die Herstellung des PBS (1x) wird PBS (5x) (pH 7,3) mit destilliertem Wasser 1:5
verdunnt. Die Lagerung erfolgt bei 4°C.

Im Rahmen dieser Masterarbeit wird das in PBS (1x) geléste DMOG in

Konzentrationen von 1mM und 0,5mM verwendet.

Stammlosung — 2mg DMOG geldst in 200ul PBS (1x)

DMOG [ImM] — 9,83ml Medium (DMEM/Ham’s F-12 oder
DMEM) + 170ul Stammldsung (DMOG in PBS
(1x)),

sterile Filtration durch 0,22um Einmalfilter

DMOG [0,5mM] — 1:2 Verdiinnung von DMOG [1mM] mit Medium
(DMEM/Ham’s F-12 oder DMEM),
5ml DMOG [1mM] + 5ml Medium
(DMEM/Ham’s F-12 oder DMEM)
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3.1.10.2 Inkubation mit Erythropoietin

Die Lieferung von Erythropoietin (EPO) erfolgt als 0,3ml-Injektion (2000U)
(NeoRecormon). Fir die Versuche wird eine Konzentration von 3,3U/ml verwendet.
EPO wird bei 4°C gelagert.

Stammldsung 20000U/300pl
—  6,66U/l
— 19,9U/6ml
— 3,3U/ml

3pl EPO (2000U) + 6ml Medium
(DMEM/Ham’s F-12 oder DMEM)

3.1.10.3 Inkubation mit Dimethyloxalylglycin und Erythropoietin

Aulerdem werden die Zellen mit der Kombination aus DMOG [0,5mM] und EPO
[3,3U/MI] inkubiert.

DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] 3ul EPO (2000U) + 12ml Medium (DMEM/Ham’s
F-12 oder DMEM)

3.1.11 Herstellung des Lysispuffers

Der NP40 Lysispuffer wird zum Abldsung der Zellen vom Wellboden eingesetzt. Die
Komplementierung des NP40 Puffers erfolgt durch die Zugabe des Protease-Inhibitors
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF). Dafur wird auf dem Magnetrihrer (IKA RCT
basic) bei einer Geschwindigkeit von ca. 300 U/min. bei Raumtemperatur 10ul PMSF

in 10ml NP40 Puffer pipettiert, um eine Suspension zu erhalten.
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3.1.12 Ernten der Zellen

Alle Schritte werden beim Ernten der Zellen auf Eis durchgefiihrt, um abbauende
Enzyme wie Proteasen und den Zellstoffwechsel zu verlangsamen. Dabei kann unter

nicht-sterilen Bedingungen gearbeitet werden.

Nach Ablauf der vorgesehenen Inkubationszeit (2h, 6h oder 24h) werden die 6-Well-
Platten auf Eis gestellt und das Medium abgesaugt. In jedes Well wird nun langsam,
seitlich Iml PBS (1x) pipettiert, um die Inkubationslésungen und extrazellulares Ferritin
zu entfernen. Nach Wegsaugen des PBS (1x) wird 50ul/Well des zuvor
komplementierten NP40 Lysispuffer hinzugegeben. Wéhrend der Einwirkzeit des
Lysispuffers kann man die eisgekihlten Wells zur besseren Ablosung der Zellen
zusétzlich auf einen Belly Dancer (Stovall Life Science INC) kreisformig bewegen.
Nachdem sich die Zellen vom Boden abgetrennt haben, wird der Lysispuffer von einem
Duplikatwell in ein anderes Well mit gleicher Behandlung pipettiert, so dass man ein
Endvolumen von 100ul erhdlt. Die Zellen kdnnen zusétzlich mit einem speziellen
Zellschaber (Greiner Bio-One) vom Well-Boden abgetrennt werden. Die jeweils
100ul/Well Zellsuspension werden danach in vorher vorbereitete und gekuhlte 1,5ml
Eppendorftubes transferiert. Zum Zellaufschluss, also dem Lysieren der Zellen und
Freisetzung innerer Komponenten, wird die Zellsuspension wenige Sekunden
Ultraschall (Branson Sonic Power Company) ausgesetzt. Im Anschluss werden die
Zellsuspensionen bei 10000 x g bei 4°C fir 12 min. zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge
5415 R). Der Uberstand wird drauf in ein 1,5ml Eppendorftube tberfithrt und daraus
werden drei 20ul Aliguote entnommen und in neue Eppendorfgeféale transferiert, um sie

flr kurze Zeit bei -20°C und Uber einen langeren Zeitraum bei -80°C zu lagern.
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3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration wassriger Ldsungen erfolgt
photometrisch nach der Methode von Bradford (1976) basierend auf dem Prinzip der
Protein-Farbstoffbindung.

Die Methode basiert auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brillant-Blau G-250
an die Seitenketten von Aminoséuren/Aminogruppen in Proteinen. In saurem Milieu
kommt es als Folge der Komplexbildung zu einem Farbumschlag von braun nach blau-
braun bzw. blau und einer messbaren Verschiebung das Absorptionsmaximums von 465
nm nach 595 nm (oder 600 nm). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm wird
photometrisch detektiert. [Bradford, 1976]

Die Proteinkonzentration wird anhand einer mit Bovine Serum Albumin (BSA)
erstellten Eichkurve (Konzentrationsbereich von 2 pg/ml bis 10 pg/ml) ermittelt.
Zunachst verdinnt man die BSA Stammlésung (Img BSA/ml) im Verhéltnis 1:10 mit
destilliertem Wasser (100ul BSA Stammldsung + 900ul H,O dest.). Als Leerwert wird

destilliertes Wasser verwendet. Die Durchfiihrung erfolgt im Doppelansatz.

BSA Ldsung (1:10 Verdiinnung) | H,O dest. Konzentration
20 pl 780 pl 2 pg/ml

40 pl 760 pl 4 png/mi

60 pl 740 pl 6 pg/ml

80 pul 720 pl 8 pg/ml

100 pl 700 pl 10 pg/ml
Leerwert 800 pl H,O dest.

Tabelle 2: Pipettierschema fiir die Standardreihe der Proteinbestimmung

Die eingesetzten Proben (Zelllysate je nach Proteingehalt 2-2,5ul) werden mit

destilliertem Wasser auf 800ml aufgefillt. Die Standards, Leerwerte und Proben werden
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fir den Start der Farbreaktion mit 200ul Bradford-Reagenz versetzt. Je 200ul der
Standards, Leerwerte und Proben werden innerhalb von 20 Minuten (maximal 40
Minuten) bei Raumtemperatur (18-25°C) in eine 96-Wellplatte transferiert und die
Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm (oder 600 nm) photometrisch
(VICTOR?) gemessen.

Abbildungen 15 und 16: Proteinbestimmung nach Bradford in Mikrotiterplatte,
VICTOR? Photometer

Auswertung

Die Proteinkonzentrationen der unbekannten Proben werden anhand der Standardkurve
mittels GraphPadPrism Version 5 berechnet. Das Ergebnis wird in pg Protein der
Probe/eingesetzte pl Zelllysat angegeben.



64 Materialien und Methoden

3.3 Anti-Calcein-Antikorper: Antikorperproduktion und -gewinnung

Um einen Antikorper gegen Calcein zu produzieren wird Calcein-Thyroglobulin-
Konjugat als Antigen verwendet.

Die Induktion der Antikorperbildung in einem Kaninchen erfolgt durch wiederholte
subkutane Injektion des Calcein-Thyroglobulin-Konjugates nach folgendem Schema:

1. Injektion: 0,5ml Calcein-Thyroglobulin + 0,5ml komplettes Adjuvans

2. Injektion: 0,5ml Calcein-Thyroglobulin + 0,5ml unvollstandiges Adjuvans (zwei
Wochen nach der ersten Injektion)

3. Injektion: 0,5ml Calcein-Thyroglobulin + 0,5ml unvollstandiges Adjuvans (zwei

Wochen nach der zweiten Injektion)

Die erste Blutung wird 10-14 Tage nach der dritten Injektion durchgefihrt.

Fraktionierung des Antikorpers aus dem Serum

Die Fraktionierung von IgG aus dem Serum erfolgt mit Hilfe von 20ml 77,7%igem
geséttigtem Ammoniumsulfat (25g (NH4).SO4/50ml H,O, pH-Wert mit verdiinntem
NH; auf 7,2-7,4 eingestellt), das zu 30ml Serum dazugegeben und unter stdndiger
Bewegung auf dem Belly Dancer (Stovall Life Science Inc) bei Raumtemperatur flr
mindestens eine Stunde inkubiert wird. Anschliefend wird die Losung fur 20-30
Minuten bei 22°C und 5000 x g (Eppendorf Zenrifuge 5415 R) zentrifugiert. Der
Uberstand wird entfernt und das Proteinpellet in 300ul PBS (1x) resuspendiert und
gevortext bis es sich aufgeltdst hat. Danach wird die Lésung in einen vorgequollenen
Dialyseschlauch (Spectrum Laboratories Inc) transferiert und gegen zwei Liter PBS (1x)
flr drei Tage unter standiger Bewegung bei 4°C dialysiert, um das Ammoniumsulfat zu
entfernen. Nach jeweils 24 Stunden muss das PBS (1x) erneuert werden. AnschlieRend
wird das Dialysat (ca. 7ml) mit bereits vorhandenem Antikorper in Bezug auf die
Féhigkeit die Fluoreszenz von Calcein zu quenchen, verglichen (mittels Funktionstest

des Anti-Calcein-Antikdrpers, siehe unten) und falls nétig mit PBS (1x) verdinnt. Flr



Materialien und Methoden 65

die Aufbewahrung werden ca. 35ul 0,02% NaNj; dazugegeben. Die Lagerung des
Antikdrpers erfolgt bei 4°C.

Funktionstest des Anti-Calcein Antikorpers

Fir den Funktionstest des frisch hergestellten Anti-Calcein Antikorpers werden zu 4l
der 1gG Fraktion 1ml Calcein-Puffer [0,1nM] dazugemischt (also ca. 5yl AK/ml
Calcein-Puffer), um die Ausléschung der Fluoreszenz zu testen (Perkin Elmer LS 50B —
Excitation wavelength: 488nm / Emission wavelenght: 517nm / Exciation and Emission
slit: 20nm).

Um Calcein-HBS-Puffer [0,1nM] zu erhalten werden 31,125mg Calcein (Sigma) in 5ml
HBS-Puffer (HEPES buffered saline, 20mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) (Merck) und 150mM NaCl (Carl Roth GmbH + Co.KG,
pH 7.4) gelost und mit 5%igem Serdolit CHE (Serva) behandelt, um eine eisenfreie

Ldsung zu erhalten.

3.4 CAL-Methode - LIP-Messung

Die CAL-Methode ist ein fluoreszenzspektroskopisches Verfahren zur Quantifizierung

des labilen Eisenpools (LIP).

Die Methode verwendet einen sensitiven, fluoreszierenden Eisenchelator als Indikator
fur die intrazelluldre Eisenkonzentration. Sie ist wenig invasiv und ermdglicht die

Messung in lebenden, intakten Zellen. (Kruszewski, 2003)
Das Verfahren besteht aus zwei Messschritten.

1. Die Zellen werden mit dem nicht-fluoreszierenden und membranpermeablen Calcein-
Acetoxymethylester (CAL-AM), einem Calceinderivat, beladen. Erst nach Aufnahme in
die Zelle wird der Ester gespalten und es entsteht das fluoreszierende Calcein (CAL),
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ein Fluorescein konjugiert mit einer EDTA-ahnliche Einheit (Ethylendiamintetraacetat).
Das vorhandene Eisen bindet an das fluoreszierende CAL, wodurch dessen Fluoreszenz
gequencht wird. Die Bildung des CAL-Eisen-Komplexes und damit das Quenching der
Fluoreszenz ist direkt proportional zur intrazelluldren LIP Konzentration. Anti-Calcein
Antikorper werden hinzugefiigt, um extrazelluldres CAL zu binden und sicherzugehen,
dass die Reaktion nur intrazelluldr stattfindet. Anschlielend erfolgt die erste

Fluoreszenzmessung.

2. Im zweiten Schritt wird der Eisenchelator Salicylaldehydisonicotinoylhydrazon (SIH)
hinzugefugt um das an CAL gebunden Eisen zu binden, wodurch CAL wieder
freigesetzt wird und es zu einer Zunahme der Fluoreszenz kommt. Somit kann durch die
Zugabe von SIH die Menge an zellassoziiertem CAL-Eisen-Komplex ermittelt werden.

Unmittelbar danach  wird die zweite  Fluoreszenzmessung durchgefihrt.

Abbildung 17: Prinzip der CAL-Methode zur Messung des
LIPs [Kakhlon und Cabantchik, 2002]

Metalle wie Calcium (Ca) oder Magnesium (Mg) beeinflussen die CAL-Fluoreszenz
nicht. Kupfer (Cu) (1+, 2+) kommt in der Zelle nicht in labiler Form vor und wird im
Zusammenhang mit dem Fluoreszenz-Assay kaum von der Zelle durch SIH mobilisiert.
Somit beeinflusst Cu, das bei geschadigten Zellen vermehrt freigesetzt wird, nicht die
LIP Messung. Auch pH-Werte im Bereich von 6,5 — 7,5 haben nur einen geringen
Einfluss auf die CAL-Fluoreszenz. [Kakhlon und Cabantchik, 2002]
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Vorbereitung der Versuchslésungen

Fur die LIP-Messungen mit SH-SYSY Zellen wird DMEM/Ham’s F12 ,,0 Medium®
und fiir die Versuche mit HepG2 Zellen DMEM ,,0 Medium* verwendet.

Verwendete Stammldsungen:

1. 2-[4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl]-ethansulfonsiure - HEPES (400 mM, pH 7,3)

o fur 100 ml: 9,5 g HEPES in destilliertem Wasser 16sen
o pH 7,3 einstellen

o auf 100 ml mit destilliertem Wasser auffillen

o steril filtrieren

o bei4°C lagern

2. Diethylentriaminpentaessigsiaure - DTPA (5 mM, pH 7,3)

o fir 100 ml: 197 mg DTPA in destilliertem Wasser 16sen
o pH 7,3 einstellen

o auf 100 ml mit destilliertem Wasser auffullen

o steril filtrieren

o bei 4°C lagern

3. Salicylaldehyd Isonicotinoyl Hydrazon - SIH (2,5 mM)

o 21 mg SIH-Pulver in 18 ml DMSO (Dimethylsulfoxid) und 22 ml destilliertem
Wasser 16sen

o bei -20°C lagern



68 Materialien und Methoden

Substanzen fur den Versuch mit SH-SY5Y Zellen:

1. DMEM/Ham’s F12 ..0 Medium” mit 20 mM HEPES

o Jje ml DMEM/Ham’s F12 ,,0 Medium* werden 50 ul HEPES (Stammldsung:
HEPES 400 mM, pH 7,3) zugesetzt

o fur eine vollbesetzte 96 Wellplatte:
- 30 ml DMEM/Ham’s F12 ,,0 Medium* mit 1,5 ml HEPES (Stammlésung:
HEPES 400 mM, pH 7,3) versetzen

2. DMEM/Ham’s F12 ..0 Medium” mit 50 um DTPA

o je ml DMEM/Ham’s F12 ,,0 Medium* werden 10ul DTPA (Stammlésung:
DTPA 5 mM, pH 7,3) zugesetzt

o fir eine vollbesetzte 96 Wellplatte:
- 20 ml DMEM/Ham’s F12 ,,0 Medium* mit 200 ul DTPA (Stammlésung:
DTPA 5 mM, pH 7,3) versetzen

3.SIH 100 yM

o 1:10 Verdinnung 10 pl SIH (2,5 mM) in 240 ul DMEM/Ham’s F12 ,,0
Medium*/HEPES lésen

o fur eine vollbesetzte 96 Wellplatte:
- 1 ml DMEM/Ham’s F12 ,,0 Medium*“/HEPES mit 41 pl SIH (Stammldsung:
SIH 2,5 mM) versetzen

4. Calcein- Acetoxymethylester — CAL-AM (0,25 uM)

o 50 pg Pulver in 100 uM DMSO (Sigma Glasphiole, wasserfrei) 16sen,
lichtgeschutzt arbeiten und gut vortexen

o 10 pl in Eppendorftubes abfillen

o licht- und feuchtigkeitsgeschiitzt bei -20°C lagern

o furden Versuch: 1:4 Verdinnung CAL-AM mit HEPES

o fur eine vollbesetzte 96 Wellplatte
- 16 ml DMEM/Ham’s F12/HEPES mit 8 ul CAL-AM
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5. Anti-Calcein Antikorper (AK) (3.Blutung)

o je ml DMEM/Ham’s F12,,0 Medium“/HEPES werden 10 pl Anti-Calcein-AK
(fraktioniert durch Ammoniumsulfatféllung, 3.Blutung) verwendet

o fir eine vollbesetzte 96 Wellplatte:
- 10 ml DMEM/Ham’s F12 ,,0 Medium*“/HEPES mit 100 pl Anti-Calcein-AK

Versuchsaufbau und -durchfihrung

SH-SYS5Y Zellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F 12 (10% FBS nicht
hitzeinaktiviert, 1% L-Glutamin (200 mM), 0,1 % Gentamycin (50 mg/ml)) kultiviert,
trypsinisiert mit Trypsin (1x, 0,25% in PBS), auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen
eingestellt und 200 pl/Well in eine sterile, schwarze 96-Well-Mikrotiterplatte (Greiner
Bio-One) ausgesetzt. Nach 48 Stunden werden die Zellen mit DMOG [1 mM], DMOG
[0,5 mM], EPO [3,3 U/ml] sowie DMOG [0,5 mM] + EPO [3,3U/ml] fur 2 Stunden, 6
Stunden und 24 Stunden inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wird das Medium entfernt und die Zellen einmal mit 150 ml
DTPA (50 uM, pH 7,3)/ DMEM/Ham’s F 12 ,,0 Medium®“ fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur (18-25°C) behandelt. Danach folgen zwei Waschschritte mit 200 pl
DMEM/Ham’s F 12 ,,0 Medium*. AnschlieBend werden 100 pl CaAM (0,25 pM) pro
Well pipettiert und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Darauffolgend werden die Zellen
erneut einmal mit 100 ul DMEM/Ham’s F 12 ,,0 Medium* gewaschen. Im nédchsten
Schritt werden die Zellen mit 100 pl HEPES (20 mM, pH 7,3)/ DMEM/Ham’s F 12 ,,0
Medium* + Anti-Calcein AK (3.Blutung) inkubiert.

Als ndchstes folgt die erste Messung der Calceinfluoreszenz in vier
aufeinanderfolgenden Zyklen (vierfach Kinetik) bei 37°C (Anthos Zenyth 3100/

excitation 485 nm, emission 535 nm).

Nun werden 10 pl vorverdinnte SIH-L6sung zu den 100 pl/Well zugesetzt und nach 3

Minuten bei 37°C erneut die Caceinfluoreszenz im zweiten Messschritt in vier



70 Materialien und Methoden

aufeinanderfolgenden Zyklen (vierfach Kinetik, Anthos Zenyth 3100/ excitation 485

nm, emission 535 nm) bestimmt.

Abbildungen 18 und 19: Spezielle 96-Well-Mikrotiterplatte (schwarz mit transparentem
Boden) fiir die LIP Messung, Anthos Zenyth 3100

Das Ausmald der Fluoreszenzanderung zwischen den zwei Messschritten ermdglicht
eine Berechnung des gesamten zelluldren, calceingebunden Eisens und somit eine

Quantifizierung des LIP.

Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt mittels Tabellenkalkulationsprogramm Excel
(Microsoft Office) und dem Statistikprogramm GraphPadPrism Version 5. Die
Differenz zwischen zweiter und erster Fluoreszenzmessung wird berechnet und der
Mittelwert der unbehandelten Kontrollen auf 100% normiert. Um signifikante
Unterschiede zwischen den Kontrollen und den behandelten Zellen zu bestimmen, wird
der ungepaarte t-Test verwendet. Signifikate Unterschiede werden angegeben mit *(p <
0,05), **(p < 0,01) und ***(p < 0,001).
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3.5 Ferritin Enzym-linked Immunosorbent Assay

Der Ferritin Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) (BioCheck, Inc.) ist ein
antikorperbasiertes Nachweisverfahren fur die quantitative Bestimmung von humanem

Ferritin.

Abbildungen 20 und 21: Ferritin Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Testkit
(BioCheck, Inc.)

Das verwendete Testkit bietet eine schnelle, sensitive und zuverlassige Quantifizierung
einer minimalen humanen Ferritinkonzentration von bis zu 5,0 ng/ml und einer
minimale Kreuzreaktion mit humanem Serumalbumin, Alpha-Fetoprotein, humanem
Hamoglobin, humanem Transferrin und Eisenchlorid. Bei Nichtgebrauch wird das Test
Kit bei 2-8°C gelagert. Vor der Verwendung des Tests sollten alle Reagenzien
Raumtemperatur (18-25°C) erreichen und durch leichtes Kippen oder Schwenken
gemischt werden. Proben, bei denen Werte Gber 1000 ng/ml zu erwarten sind, sollten
vorher mit dem Nullstandard (destilliertes Wasser) verdinnt werden. Eine

Anfangsverdiinnung von 1:10 wird empfohlen.

Das Prinzip des Tests basiert auf der Grundlage des Sandwich-ELISAs. Es werden zwei
Antikorper verwendet, die spezifisch an das nachzuweisende Ferritin binden. Dafur
wird bei diesem Test Kaninchen Anti-Ferritin als feste Phase (Mikrotiterplatte mit 96-
Wells) und Maus monoklonal  Anti-Ferritin  in  der  Antikdrper-Enzym
(Meerrettichperoxidase) Konjugationslosung benutzt. Die Probe reagiert mit den
Antikorpern, so dass die Ferritinmolekiile zwischen der festen Phase und den Enzym-
gekoppelten  Antikérpern gebunden werden. Es entsteht ein  Sandwich.

Vor Beginn des Tests wird die bendtigte Anzahl an gecoateten Wells in der Halterung
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befestigt. 20 pl/ Well der Standards, Proben und Kontrollen werden benétigt und
anschlieBend 100 ul/Well Enzymkonjugationsreagenz hinzupipettiert. Anschlielend
wird vorsichtig fur 30 Sekunden gemischt. Es folgt eine Inkubationsphase von 45
Minuten bei Raumtemperatur(18-25°C).

Abbildung 22: Ferritin ELISA. Gecoatete Wells in der Halterung mit 20 pl/ Well der

Standards, Proben und Kontrollen und 100 pl/Well Enzymkonjugationsreagenz

Danach wird der flussige Inhalt der Wells durch Umschwenken in einen geeigneten
Abfallbehélter entsorgt und die Wells finfmal mit destilliertem Wasser gewaschen, um
ungebundene Antikorper zu entfernen. Restliche Wassertropfen in den Wells werden
durch Schlagen auf Absorbanzpapier vollstandig entfernt. Eine 3, 3°5, 5°-
Tetramethylbenzidin (TMB) Losung wird hinzugeftgt, fur 5 Sekunden gemischt und 20

Minuten im Dunkeln inkubiert.

Abbildungen 23, 24 und 25: Ferritin ELISA. Farbreaktion nach Zugabe von 1M HCI
(Stopplésung)

Dabei entwickelt sich eine blaue Féarbung, die durch das Zugeben von 100 pl 1M HCI
(Stopplésung) und funfsekindigem mischen blockiert wird und sofort in eine gelbe
Verfarbung umschlagt. Nun wird innerhalb von 15 Minuten bei 450 nm photometrisch
gemessen. Die Ferritinkonzentration ist direkt proportional zur Farbintensitat der
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Proben. Fur den quantitativen Nachweis wird eine Serie mit bekannter

Ferritinkonzentration (Standardreihe) gemessen, um eine Kalibrationskurve zu erhalten.
Reagenzien und Materialien des Test Kits

1. Antikorper gecoatete Wells (1 Platte, 96 Wells)

Mikrotiter Wells gecoatet mit Kaninchen Anti-Ferritin

2. Enzymkonjugationsreagenz (13 ml)

Maus monoklonal Anti-Ferritin konjugiert mit Meerrettichperoxidase
3. Referenz Standardset (0,5 ml/vial)

0, 15, 80, 250, 500, 1000 ng/ml humanes Leber oder Milz Ferritin
4. TMB Reagenz (1 Flasche, 11 ml)

3, 3%, 5, 5° Tetramethylbenzidin (TMB) in Pufferlosung
5. Stoppldsung (1 M HCI) (1 Flasche, 11 ml)

verdiinnte Salzsaure

Auswertung

Die Auswertung erfolgt mittels Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft
Office) und dem  Statistikprogramm  GraphPad  Prism  Version 5.
Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse werden die Mittelwerte der
Absorptionsmessung (ODysp) fiir jedes Paar Standards, Proben und Kontrollen
ausgerechnet. Die Standardkurve zeigt die Mittelwerte der Absorption jedes Standards
(y-Achse) gegen die Konzentration in ng/ml (x-Achse). Aus der Standardkurve kdnnen
die entsprechenden Konzentrationen der Proben in ng/ml ermittelt werden. Fir die
verdunnten Proben muss der Verdiinnungsfaktor mitgerechnet werden. Zur Bestimmung
der Signifikanz wird der ungepaarte t-Test verwendet. Signifikate Unterschiede werden
angegeben mit *(p < 0,05), **(p < 0,01) und ***(p < 0,001).
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3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine analytische Methode um verschiedene Arten von
Molekdlen im elektrischen Feld aufzutrennen. Im Rahmen dieser Masterarbeit wird das
Verfahren zur Auftrennung von Proteingemischen und anschlieRend zur Identifizierung

des mitochondrialen Ferritins in SH-SY5Y und HepG2 Zellen verwendet.

Elektrophorese ist die Wanderung elektrisch geladener Teilchen in einem elektrisch
geladenen Feld. Der Denaturing Sample Puffer enthélt das anionische Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS), dadurch werden die Proteine zu negativ geladenen SDS-
Protein-Komplexen. Die denaturierten Proteine liegen nun als Anionen vor und
wandern unter elektrischer Spannung von der Kathode zur Anode, wodurch eine
Auftrennung der Proteine nach ihrer Gréf3e erfolgt, da die Menge an gebundenem SDS
proportional zum Molekulargewicht ist und das Gel nach GréRRe trennt. Durch die
Verwendung einer Molekulargewichtsleiter mit bekannten Molekulargewichten als

Marker, kann das Molekulargewicht des gesuchten Proteins abgeschétzt werden.

3.6.1 Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Glasplatten (10,1cm x 7,3 cm x & 10,1cm x 8,2 cm), Spacer (1,5 mm) und die 10-Well-
Kamme werden zu Beginn mit Ethanol (70%) gereinigt, um Fettreste zu entfernen und
das korrekte Laufen der Proteine im elektrischen Feld zu gewahrleisten, und
anschlieBend getrocknet. Bevor die Glasplatten im Gelgiel3stand fixiert werden, wird die
Dichtung mit einem Parafilm noch weiter abgedichtet, um das Auslaufen des Gels zu
verhindern.

Nach dem Aufbau der Gelapparatur wird das 12%ige SDS-Polyacrylamid-Trenngel im
Abzug hergestellt, da Acrylamid giftig ist. Daflir werden alle Komponenten nach dem
Pipettierschema zunachst in ein sauberes 50ml Falcon Réhrchen (Becton Dickinson
Labware) zusammenvermengt. Durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) als
Radikalbilder und N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator
zur Acrylamidlésung wird die Polymerisation gestartet und eine Kettenreaktion in Gang
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gesetzt. Acrylamid wird dabei vollstandig zum unschadlichen Polyacrylamid
polymerisiert. Nach Zugabe von APS und TEMED und griindlichem mischen muss das
Trenngel sofort zwischen die Glasplatten pipettiert werden. Danach wird das Gel, um
eine glatte Oberflache zu erhalten, mit Isopropanol (25%) beschichtet. Die vollstdndige

Polymerisation bend6tigt mindestens 30 min. bei Raumtemperatur.

Nach der Polymerisation des Trenngels wird das Isopropanol (25%) vollstandig
entfernt, mit H,O dest. nachgespult und Uberschissige Flussigkeit mit einem
saugfahigen Filterpapier aufgenommen. AnschlieBend wird das 5%ige Sammelgel nach
Pipettierschema in einem sauberen 50 ml Falcon Réhrchen hergestellt und zwischen die
Glasplatten fast bis zum oberen Rand auf das Trenngel gegossen. Nun wird der 10-
Well-Kamm vorsichtig unter Vermeidung von Luftblasen in das Sammelgel gesteckt.
Erneut erfolgt eine Polymerisation bei Raumtemperatur fur mindestens 30 min.. Das
Gel kann sofort verwendet oder bis zu einer Woche bei 4°C gelagert werden. Fir die
Lagerung kann entweder der 10-Well-Kamm entfernt werden, dann fullt man jede
Taschen mit Elektrophorese-Puffer, oder man beldsst den Kamm im Sammelgel. In
beiden Fallen wird das Gel mit einem H,O dest. befeuchtetem Papier umwickelt und in

einer Plastikfolie bei 4°C gelagert.



76 Materialien und Methoden

12%iges Trenngel |5%iges Sammelgel
(far 2 Gele) (far 2 Gele)
H,O dest. 9,8 ml 3,75 ml
ProSieve 50 gel solution
(Cambrex) 4,8 ml 500 pl
1,5 M Tris'-HCI, pH 8,8 5,0 ml -
1 M Tris*-HCI, pH 6,6 - 650 pl
10% SDS Solution (Fa. Roth) |200 pl 50 pl
10% APS? (Fa. Pharmacia
Biotech) 200 pl 50 pl
TEMED?® (Fa. Pharmacia
Biotech) 8,0 ul 50ul

! Tris(hydromethyl)-aminomethan
2 Ammoniumpersulfat
N, N, N, N¢-Tetramethylethylendiamin

Tabelle 3: Pipettierschema fr die Herstellung von zwei 12%igen Trenngelen und zwei

5%igen Sammelgelen

Probenvorbereitung

Nach der Probengewinnung und Proteinbestimmung stellt man einen einheitlichen
Proteingehalt der Zelllysate ein, dieser richtet sich nach der verwendeter Zellart und
dem nachzuweisenden Protein. Bei dieser Masterarbeit wurden verschiedene
Proteinkonzentrationen zwischen 20 und 200 pg/ul getestet. Die besten Ergebnisse
wurden aufgrund der geringen Mengen an nachzuweisendem Protein (mitochondriales
Ferritin) im Zelllysat bei hohen eingesetzten Proteinkonzentrationen erzielt. Um ein
gleiches Endvolumen zu erhalten, erganzt man die verschiedenen Zelllysate auf ein
einheitliches Volumen (bis 50 pl) mit H,O dest. oder PBS (1x).

Die Proben werden bei geringen Proteinkonzentrationen 1:1 mit Denaturing Sample
Puffer (2x) versetzt und bei hohen eingesetzter Probenvolumen wird der Denaturing

Sample Puffer (4x) im Verhdltnis 1:3 verwendet. Der Denaturing Sample Puffer enthélt
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das anionische Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat), dadurch werden die Proteine zu
negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen und wandern im elektrischen Feld zur

Anode. Es erfolgt eine Auftrennung nach ProteingroRe.

1 M Tris-HCI, pH 6,6 2,5 ml
Glycerol (Merck) 4 ml
10 % SDS 19
0,1 % (w/v) Bromphenolblau (Pharmacia Biotech) 1ml
mit H,O dest. auf 20 ml aufgefullt

Tabelle 4: 2x Denaturing Sample Puffer

Der Denaturing Sample Puffer wird bei Raumtemperatur verwendet und in die
eisgekiihlten Proben pipettiert und gevortext. Da SDS bei niedrigen Temperaturen
ausfallt, werden die Proben vor der Verwendung kurz im Wasserbad erwarmt, restliche
Luftblaschen durch zentrifugieren flr 1 min. bei 2000 x g (Zentrifuge 5414C,
Eppendorf) entfernt und 20 bis 70 ul der Proben pro Geltasche mit speziellen
Gelelektrophoresepipettenspitzen (Biozym) aufgetragen. Vor dem Pipettieren der
Proben wird die Elektrophoresekammer mit Elektrophoresepuffer befillt und die
Geltaschen mit dem Puffer gesplt, um restliche Luftblaschen zu entfernen. AulRerdem
wird eine Tasche mit 5 pl einer Molekulargewichtsleiter (Spectra Multicolor High
Range Protein Ladder; Fermentas) beladen, um eine Gré3enbestimmung der Proteine zu
ermoglichen und den Fortschritt des elektrophoretischen Laufes zu Uberwachen.

3.6.2 Elektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgt in einer mit Elektrophoresepuffer gefullten
Elektrophoresekammer bei einer konstanten elektrischen Spannung von 180 Volt bei

einer Temperatur von 4°C fiir die Dauer von ca. 35 min.

Fur die Elektrophorese werden zwei Puffer hergestellt.
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Tris (Merck) 121 g

Tricin® (Amresco) 179 g

mit H,O dest. auf 1 Liter auffiillen

N-(Tri(hydroxymethyl)methyl)glycin

Tabelle 5: Tris/Tricin Puffer (10x)

Tris/Tricin Puffer (10x) 100 ml

10% SDS-Lo6sung 10 ml

mit H,O dest. auf 1 Liter auffullen

Tabelle 6: Elektrophoresepuffer

Der Elektrophoresepuffer kann mehrmals verwendet werden.

3.7 Western Blot

Als Western Blot bezeichnet man die Ubertragung von Proteinen auf eine
Trégermembran und den anschlieBenden immunologischen Nachweis der Proteine

mittels markierten Antikorpern.

Die bei der SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden aus
der Polyacrylamidmatrix auf eine Nitrozellulose-Membran (PorengréRe 0,2 pm
(BioRad)) transferiert. Das bei der elektrophoretischen Auftrennung entstandene Muster
bleibt bei der Ubertragung bestehen, das an die Proteine angelagerte SDS wird jedoch
ausgewaschen, wodurch die Proteine renaturieren und teilweise wieder ihre Sekundar-
und Tertidrstruktur einnehmen. Die immobilisierten Proteine werden durch

Immunodetektion mit Hilfe spezifischer Antikdrper nachgewiesen.

Der Proteintransfer beim Western Blot erfolgt in einem sogenannten ,,Blotsandwich* in

einer mit Blotpuffer gefiillten Apparatur (BioRad).
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Fiber pad
Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Fiber pad

Abbildung 26: Aufbau eines ,,Blotsandwiches*

Vor dem Aufbau zum ,Blotsandwich® werden die verwendeten Schwimme, das
Filterpapier und die Nitrozellulose-Membran in Blotpuffer getrankt. VVor dem Blotten
trennt man das Sammelgel vom Trenngel ab. Die einzelnen Schichten werden wie in
Abbildung 26 platziert und eventuell entstandene Luftblaschen zwischen den Lagen mit
Hilfe eines auf dem Sandwich rollenden Roéhrchens durch Bewegen von der Mitte nach

auflen entfernt.

In die Blotapparatur wird vor dem Einfullen des Blotpuffers zusatzlich ein Eisbehélter
mit Eis zur Kihlung gesteckt. Das Blotten erfolgt bei einer konstanten elektrischen

Stromstérke von 0,5 mA bei einer Temperatur von 4°C fir die Dauer von ca. 35 min.



80 Materialien und Methoden

Tris (Merck) 309
Tricin (Amresco) 144 g
mit H,O dest. auf 1 Liter auffillen

Tabelle 7: Herstellungsanleitung Tris/Glycin Puffer (10x)

Tris/Glycin (10x) 100 ml
Methanol 200 ml
10% SDS-L06sung 200 pl
mit H,O dest. auf 1 Liter auffullen

Tabelle 8: Herstellungsanleitung des Blot Puffers

3.7.1 Proteindetektion Ponceau S

e
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Abbildung 27: Ponceau S [,,Ponceau S for microscopy (Hist.) | Sigma-Aldrich®, o. J.]

Zur Uberprifung und Visualisierung des Transfers auf die Nitrozellulose-Membran
werden die Proteine mit einem Farbstoff sichtbar gemacht. Dafur wird die
Nitrozellulose-Membran kurz (2-5 min.) mit einer roten 0,5%igen Ponceau S Ldsung
(Merck) eingefarbt und anschlielend mit destilliertem Wasser gewaschen und entfarbt,

die Ubertragenen Proteine bleiben dabei temporar gefarbt.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/81460?lang=de&region=AT
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Abbildung 28: Gefarbte Protein-Banden (SH-SY5Y Zellen) auf Nitrozellulose-
Membran (0,2 um, BioRad). Proteinmenge 200 pg/Geltasche, gefarbt mit 0,5 %igem
Ponceau S (Merck)

Abbildung 29: Geférbte Protein-Banden (SH-SY5Y Zellen) auf Nitrozellulose-
Membran (0,2 um, BioRad). Proteinmenge 140 pg/Geltasche, gefarbt mit 0,5 %igem
Ponceau S (Merck)



82 Materialien und Methoden

3.7.2 Immunodetektion einzelner Proteine

Bestimmte Proteinbanden werden mit Hilfe spezifischer Antikorper identifiziert. Der
spezifische Antikorper (monoklonal) bindet an das passende Epitop des Antigens, der

gesuchten Proteinbanden, auf der Nitrozellulose-Membran.

Mitochondriales Ferritin

Mitochondriales Ferritin wird als Precursorprotein mit einer Molekularmasse von
30kDa und einer Leitsequenz von 60 Aminosauren in den Mitochondrien synthetisiert.
Die Leitsequenz wird proteolytisch abgespalten und es entsteht eine 22kDa Ferritin-
Untereinheit, die Ferroxidaseaktivitat besitzt und somit potentiell schadliches freies
Eisen sequenzieren kann. Mitochondriales Ferritin hat eine organspezifische
Expression, so wurden nur geringe Mengen in Eisenspeicherorganen gefunden.
[Drysdale et al., 2002]

Beta-Aktin

Beta-Aktin ist eine der sechs Isoformen des Aktins. Es ist ein hochkonserviertes Protein
mit einer Molekularmasse von 42 kDa und wird als Ladekontrolle verwendet, da es in

allen eukaryotischen Zellen vorkommt. [Ng et al., 1985]

Antikdrper

1. Antikorper: Anti-Ferritin mitochondrial Antikorper (ab 30 749), Maus, monoklonal,
gelagert bei -20°C

2. Antikorper: Anti-Mouse, gelagert bei -20°C

2. Antikorper: Beta-Aktin (abcam), gelagert bei -20°C
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3.7.2.1 Blockieren

Um unspezifische Antikdrperbindungen zu vermeiden, wird die Nitrozellulosemembran

nach dem Blotten mit 5%iger Milchpulverldsung blockiert.

Die Nitrozellulose-Membran wird in einem 50 ml Plastikrohrchen (Becton Dickinson
Labware) oder einer Plastikschissel mit Abdeckung unter standigem Rollen bzw. auf
dem Belly Dancer fur 1h bei Raumtemperatur oder (iber Nacht bei 4°C im Kihlschrank

in 5%iger Milchpulverlésung blockiert.

PBS (1x) 11
0,05 % Tween 20 (Pharmacia
Biotech) 500 pl

Tabelle 9: PBS/Tween 20 (Waschpuffer)

PBS/Tween 20 40 ml

5% Milchpulver 29

Tabelle 10: Blockierlésung (fir 2 Blots)

Nach dem Blockieren werden die Blots mit je 10-15 ml Waschpuffer fir 3x 2 min.

gewaschen.

3.7.2.2 Inkubation mit dem primaren Antikorper

Der 1. Antikorper bindet spezifisch an das Epitop des gesuchten Proteins. Je nach
verwendetem Antikoérper wird dieser in unterschiedlichem Verhaltnis in PBS/Tween 20,
1% Magermilchpulver verdiinnt. Die 1%ige Milchpulverldsung dient bei der Inkubation

als Antikorpertrager. Es wurden verschiedene Antikdrperkonzentrationen getestet.

Die Inkubation mit dem 1. Antikorper erfolgt in einem 50 ml Plastikrohrchen ber

Nacht bei 4°C unter standigem Rollen.
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mouse-anti-human ferritin mitrochondrial 10ml PBS/Tween 20 + 1%
Antikorper (ab 30 749) (1:500) Milchpulver +

20l mouse-anti-human ferritin
mitrochondrial Antikorper

10ml PBS/Tween 20 + 1%
Mouse anti beta-actin (abcam) (1:15000) Milchpulver +

0,666l mouse anti beta-actin
Antikorper

Tabelle 11: 1. Antikorper, Angaben fir die Stammldsungen (je 2ml pro Réhrchen

verwendet)

Der 1. Antikorper wird nach der ersten Verwendung zur Konservierung mit 0,05%
Natriumazidlosung (5ul 10%ige Na-Azidldsung/ml) versetzt und kann mehrere Wochen

verwendet werden.

Nach der Inkubation mit dem 1. Antikorper und vor der Behandlung mit dem 2.
Antikdrper werden, um Uberschissigen, nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen, funf
Waschschritte mit je 10-15ml Waschpuffer durchgefihrt.

-2X 5 min.
-1x 15 min.
-2X  5min.

3.7.2.3 Inkubation mit dem sekundaren Antikorper

Der 2. Antikorper richtet sich spezifisch gegen die Spezies in der der 1. Antikorper
hergestellt wurde und bindet an diesen. AuRerdem ist der 2. Antikrper an ein Enzym,
z.B. HRP (horseradish peroxidase), gekoppelt. HRP katalysiert die Umsetzung von

Luminol, wobei Chemilumneszens entsteht.

Die Inkubation mit dem 2. Antikorper erfolgt fir 1h in einem abdeckbaren Behélter
unter standiger Bewegung auf dem Belly Dancer bei Raumtemperatur. Der 2.
Antikorper wird immer frisch hergestellt.
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mouse-anti-human ferritin mitochondrial
Antikorper (ab 30 749) (1:15000)

10ml PBS/Tween 20 + 1%
Milchpulver +
0,667ul anti-mouse Antikorper

Mouse anti beta-actin (abcam) (1:15000)

10ml PBS/Tween 20 + 1%
Milchpulver +
0,667l anti-mouse Antikérper

Tabelle 12: 2. Antikdrper, Angaben flr die Stammldsungen (je 2ml pro Réhrchen

verwendet)

Nach der Inkubation mit dem 2. Antikorper sind wieder flinf Waschschritte mit 10-15ml

Waschpuffer erforderlich, um tberschussige, ungebundene Antikorper zu entfernen.

-2X 5 min.
-1x 15 min.
-2X 5 min.

3.7.2.4 Detektion — Chemilumineszenz

Chemilumineszenz ist die Emission von Licht (meist im sichtbaren Bereich zwischen

400 und 700 nm) von Atomen oder Molekilen in elektronisch angeregtem Zustand

durch eine chemische Reaktion. [Albrecht et al., 0. J.]

Ausgansstoff fur die Chemilumineszenz sind sogenannte Luminophore.

Das

bekannteste ist Luminol (3-Amino-Phthalsdurehydrazid). Durch die Reaktion des

Substrats Luminol mit Peroxiden, katalysiert durch das am sekundaren Antikorper

gekoppelte Enzym HRP (horseradish peroxidase, eine Peroxidase aus Meerrettich)

entstehen instabile Verbindungen, oft Dioxetane, die unter Lichtemission noch weiter

zerfallen und somit durch Chemilumineszenzdetektion gemessen werden konnen.
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Abbildung 30: Reaktionsmechanismus Chemilumineszenz [Albrecht et al., 1990]

Kurz vor der Chemilumineszenzdetektion werden die zwei Substratldsungen,
Luminol/Enhancer Solution und Stable Peroxide Solution eines Clarity Western ECL
Substrate Kits (BioRad) im Verhéltnis 1:1 gemischt und auf dem Blot verteilt.

Luminol/Enhancer Solution 500 pl
Stable Peroxide Solution 500 pl

Tabelle 13: Mischverhaltnis der Substratlésungen des Clarity Western ECL Substrate
Kits (BioRad)

AnschlieBend wird die Nitrozellulose-Membran mit einer sauberen Plastikfolie bedeckt,
die Luftbldschen vorsichtig entfernt und unmittelbar danach die Lichtemission im
Chemilumineszenz-Detektor (Fusion Fx7 PEQLAB) detektiert. Die Belichtungszeit

richtet sich nach den verwendeten und vorhandenen Antikdrpern.
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NH, O

Chemilumineszenz Reaktion

" Antigen

Abbildung 31: Schema der Immundetektion. Reaktionsreihfolge: Antigen auf
Nitrozellulose-Membran — primérer Antikorper — sekundarer Antikorper mit
gekoppeltem HRP — Chemilumineszenzreaktion [Burnette, 1981]

Abbildung 32: Chemilumineszenz-Detektor (Fusion Fx7 PEQLAB)

Auswertung

Nach der Chemilumineszenzdetektion erfolgt die Auswertung mit Hilfe der Software
AlphaEaseFC, Alpha Innotech. Die erhaltenen Daten werden mittels der Software
GraphPad Prism Version 5.0 analysiert. Der Mittelwert der Kontrollen wird auf 100%
normiert und mit den Mittelwerten der Replikate verglichen. Zur Bestimmung der
Signifikanz wird der ungepaarte t-Test verwendet. Signifikate Unterschiede werden
angegeben mit *(p < 0,05), **(p < 0,01) und ***(p < 0,001).
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3.7.2.5 Strippen der Nitrozellulose-Membran

Durch die Methode des Strippens kdnnen die im Western Blot eingesetzten Antikorper
von der Nitrozellulose-Membran annéhernd vollstdndig entfernt werden, um die

Membran danach wieder mit anderen Antikérpern zu behandeln.

Die Nitrozellulose-Membran wird mit 10ml Stripping Puffer, pH 2,2 in einem Gefal}

mit Deckel bei Raumtemperatur tber Nacht inkubiert.

Am néchsten Tag erfolgen zwei Waschschritte von je 30 Minuten mit PBS/Tween 20.
Nach einstiindigem Blockieren mit Blockierlésung bei Raumtemperatur und funf
Waschschritten (2 x 5 min., 1 x 15 min., 2 x 5 min.) kann die Nitrozellulose-Membran
erneut mit dem ersten und folgend mit dem zweiten Antikorper inkubiert werden nach

dem Prinzip wie oben beschrieben.

Glycin (2 M, pH 2,2) 159
SDS 10% 10 mi
Tween 20 10 ml

mit H,O dest. auf einen Liter aufgefillt und pH Wert von 2,2

mit 5 M HCI eingestellt

Tabelle 14: Herstellungsanleitung des Stripping Puffers

3.8 Elektrochemiluminescence Immunoassay

Der MSD-ECLIA (Meso Scale Discovery - Elektrochemiluminescence Immunoassay,
Sector Imager 2400) bietet eine Kombination aus Elektrochemilumineszenzdetektion
und einem Reverse Phase Protein Array. Die Methode beruht auf dem Prinzip der
Lichtemissionsmessung und bietet eine hohe Prézision, sowie Sensitivitat und ist
weniger zeit- und arbeitsintensiv als SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
Western Blot. Im Rahmen dieser Masterarbeit wird der MSD-ECLIA fir die

quantitative Bestimmung von mitochondrialem Ferritin in SH-SY5Y und HepG2 Zellen
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verwendet. Die Intensitdt des Lichtsignals, das bei einer chemischen Reaktion mit dem
Analyten emittiert, wird gemessen. Auf der Array-Plattform wird dafir Ruthenium (11)-
tris-bipyridin-(4-methylsulfon) [Ru (bpy)s] als Tracer verwendet, der mit dem Analyten
konjugiert. Durch die dabei entstehende rasche Redoxreaktion wird Licht in Gegenwart
einer angelegten Spannung emittiert. [Top 10 Tips for Meso Scale Discovery (MSD)

Assay Prep and Analysis]
LIGHT Measured signal is light
Luminescence
j-h;vy\ * T
X oA ‘
‘ ' Chemi-
(hemical Energy
JRulbpy),** ~ Ru(bpy)y* — TPA TPA™*
Ny Fd fleco-
\v Electrochemscally Initiated
e Electrode e

Abbildung 33: Schema der Elektrochemilumineszenzprozesse [Wilbur, 2004]

Probenvorbereitung

Zunéchst wird fur die verwendeten Zelllysate die Proteinmenge bestimmt. Ausgehend
von den Ergebnissen der Proteinbestimmung werden eine Standardlésung (bestehend
aus Kontroll-Zelllysat) mit einer Proteinmenge von 1ug/ul und die Proben (Zelllysate
der behandelten Zellen) mit einer Proteinmenge von 0,05ug/pl hergestellt und mit
PBS/TWEEN 20/Proteaseinhibitoren auf ein Endvolumen von 30ul der Standardldsung
und 100upl der Proben erganzt. Dafir wird 1ml PBS/TWEEN 20 mit drei
Proteaseinhibitoren versetzt: 1) 10upl Natriumflorid (NaF), 2) 10ul Sigma
Proteaseinhibitor und 3) 10ul Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, P-7626) (100mM).
Aus dem Ausgangsstandard (Kontroll-Zelllysat, Proteinkonzentration 1ug/pl) wird nun

eine achtfache Standardverdinnungsreihe erstellt.
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Standard
(Kontroll-Zelllysat) pg Protein/Well

4
2

1

0,5
0,25
0,125
0,063
0,031

O INO OB [WIN |-

Tabelle 15; Standardreihe fiir den ECLIA

Reagenzien

Waschlosung PBS/0,05% TWEEN 20 500ml PBS (1x) + 250ul TWEEN 20
100mg BSA (Trockenpulver, MSD)

1% MSD Block A in 10ml PBS (1x)
300mg BSA (Trockenpulver, MSD)
3% MSD Block A in 10ml PBS (1x)

Tabelle 16: Reagenzien fur den ECLIA
Antikorper
Fir die Detektion von humanem Ferritin mitochondrial:

1. Antikorper: Anti-human Ferritin mitochondrial Antikdrper (ab 30 749), Maus,
monoklonal, 1:10 vorverdlnnt, gelagert bei -20°C
2. Antikorper: Anti-Mouse SulfoTAG, MSD, gelagert bei 4°C

Fir die Detektion von Beta-Actin (als Ladekontrolle):

1. Antikorper: Beta-Aktin (abcam), gelagert bei -20°C
2. Antikorper: Anti-Mouse SulfoTAG, MSD, gelagert bei 4°C
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Durchftihrung des ECLIAs

Fir die Messung werden spezielle Mikrotiter-Platten (MULTI-ARRAY™ Plates,
MA2400 96 High Binding Plate) mit Kohleelektroden, die auf dem Boden angeordnet
sind, verwendet. 4ul/Well der Standards im Doppelansatz und der Proben im
Vierfachansatz werden mittels Reverse Pipetting auf die Mikrotiter-Platten mittig
aufgetragen. Es erfolgt eine Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur in
Ruhe. Danach wird die restliche Flussigkeit in den Wells durch schwungvolles
Ausleeren und ausklopfen auf saugendem Papier entfernt und 150ul/Well
Blockierlosung (PBS/TWEEN 20 + 3% MSD Block A) aufgetragen, die
Mikrotiterplatte durch ein Klebeband verschlossen und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Belly Dancer inkubiert. Vor dem Auftragen des ersten und
zweiten Antikorpers erfolgen drei Waschschritte mit jeweils 150ul/Well PBS/TWEEN
20. Fur die zwei bendtigten Antikérpermischung werden zum einen ca. 2ul des ersten
Antikorpers (Anti-Ferritin mitochondrial Antikorper (ab 30 749), 1:10 Verdunnung),
21l des zweiten Antikdrpers (Anti-Mouse SulfoTAG, MSD) und 2ml PBS/TWEEN 20/
1% MSD Block A in einem Eppendorftube zusammen pipettiert und zum anderen
werden 0,25ul erster Antikorper (Beta-Aktin Antikorper, abcam), 1ul zweier Antikdrper
(Anti-Mouse SulfoTAG, MSD) und 0,5ml PBS/TWEEN 20/ 1% MSD Block A
zusammen vermischt. 25ul/Well der Antikdrpergemische werden aufgetragen, die Platte
wird erneut mit einer Klebefolie gut verschlossen und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Belly Dancer inkubiert, bevor sie tiber Nacht bei 4°C auf dem

Belly Dancer inkubiert wird.

Am néchsten Tag werden die Antikdrpergemische durch rasches Umschwenken
entfernt, restliche Tropfen mit saugfahigem Papier beseitigt und die Wells mit je 150ul
PBS/TWEEN 20 dreimal gewaschen. 5ml des MSD Read Buffers (4x) werden mit 15ml
destilliertem Wasser verdiinnt und 150ul des verdinnten MSD Read Buffers werden pro
Well mittels Reverse Pipetting aufgetragen, um das Entstehen von Luftblasen zu
vermeiden, die sich stérend auf das Messergebnis auswirken. Sofort danach erfolgt die

Messung im Meso Scale Discovery Sector Imager 2400.
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Abbildung 34: Sector Imager 2400, MSD (Meso Scale Discovery)

Auswertung

Die Auswertung erfolgt mittels Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft
Office) und dem  Statistikprogramm  GraphPad  Prism  Version 5.
Fir die statistische Auswertung der Ergebnisse wird eine Standardgerade (ug

Protein/Well Zelllysat) des Kontroll-Zelllysats erstellt.

In den Zelllysaten der vorinkubierten Zellen werden die erhaltenen Werte flr das
mitochondriale Ferritin auf die Werte des Beta-Aktins in den Lysaten normiert. Zur
Bestimmung der Signifikanz wird der ungepaarte t-Test verwendet. Signifikante
Unterschiede werden angegeben mit *(p < 0,05), **(p < 0,01) und ***(p < 0,001).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Das zentrale Ziel der in vitro Studie ist die Analyse des Eisenstoffwechsels nach der
Behandlung mit Erythropoietin (EPO) und/oder bei chemisch induzierter Hypoxie durch
Dimethyloxalylglycin (DMOG) in humanen neuronalen Zellen und humanen

Hepatozyten.

Als Modell fur humane neuronale Zellen wird die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y
verwendet. Die SH-SY5Y Zellen exprimieren alle drei Isoformen der Prolyl-4-
Hydroxylase (PHD). [Smirnova et al., 2010] AulRerdem wird die systemische Wirkung
von EPO und/oder DMOG am Beispiel der humanen Hepatokarzinomzelllinie HepG2
als Modell fur Hepatozyten getestet, da die Leber das Hauptspeicherorgan flr Eisen
darstellt und die HepG2 Zelllinie ein weit verbreitetes Modell fir die Untersuchungen

von Genexpressionen unter Hypoxie ist.

In dieser Studie wird der Effekt von EPO unter Normoxie geprift. Durch die
Behandlung mit DMOG wird eine chemisch induzierte Hypoxie hervorgerufen. Der
Einfluss von EPO wird zusétzlich auch unter gleichzeitiger Gabe von DMOG und somit

unter chemisch induzierter Hypoxie untersucht.

Alle Behandlungen erfolgen zeitabhangig (2h, 6h, 24h). EPO wird in der Konzentration
von [3,3 U/ml] den Zellen verabreicht. DMOG wird in zwei verschiedenen
Konzentrationen, [0,5mM] und [1mM], verwendet. Die eingesetzten Konzentrationen
fur DMOG werden aufgrund der Ergebnisse von MTT-Zellviabilitattests an SH-SY5Y
einer vorherigen Masterarbeit (Cornelius, 2011) bestimmt. AuBerdem liegen die
Empfehlungen des Herstellers (Cayman Chemicals) und der Literatur (Nagel et al.,
2011) fur die zu verwendenden Konzentrationen von DMOG in Zellkulturversuchen bei

einer Spanne von [0,1mM] bis [ImM].

Bei der Studie werden verschiedene Komponenten des Eisenstoffwechsels analysiert.
Zum einen wird der labile Eisenpool (LIP) mittels fluoreszenzspektroskopischem
Verfahren untersucht. Zum anderen wird die zytosolische Ferritinkonzentration mit
Hilfe eines Ferritin Enzym-linked Immunosorbent Assays (ELISA) gemessen.

Aullerdem wird auch der mitochondriale Ferritingehalt nach Elektrophorese mittels
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Western Blot und Chemilumineszenzdetektion sowie mittels Elektrochemilumineszenz

Immunoassay (ECLIA) bestimmt.

Bei den Resultaten der Zellkulturstudie muss jedoch beachtet werden, dass die Zellen
als Monolayer unter 95% Luft/ 5% CO, (ca. 152 mmHg O,; 1 mmHg = 0,133 kPa) und
somit in einer hyperoxischen Umgebung im Vergleich zu den meisten humanen
Korperzellen kultiviert werden. [Halliwell, 2007] In der Mehrzahl der adulten Gewebe
liegt die Sauerstoffkonzentration im Bereich von 3-5%. [Semenza, 2012] Im Vergleich
dazu betragt der Luftsauerstoffgehalt 21%, der auch beim Kultivieren der Zellen

verwendet wird. [Chepelev und Willmore, 2011]

Zeitabhdngige Effekte (2h, 6h, 24h) von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool in SH-
SY5Y Zellen

Der zellulare labile Eisenpool (LIP) bildet den Ubergangspool zwischen dem zellular
benotigten Eisen, der Eisenaufnahme und —speicherung und ist ein kritischer Faktor bei
der Produktion von Hydroxylradikalen (OHe¢) durch die Fenton-Reaktion. Um einen
Uberschuss an ,,freiem* Eisen zu vermeiden, wird die GroRe des LIP in engen Grenzen
reguliert. [Kakhlon und Cabantchik, 2002], [Kruszewski, 2003] Durch die Expression
von Proteinen wie IRP1, Ferritin und/oder DMT1, die bei der Eisenhomdostase beteiligt
sind, wird das zellulére LIP Level eingestellt. [Kruszewski, 2003] Ein Ansatzpunkt fur

eine Therapie bei Eisentiberladung ist daher der intrazellulare LIP. [Glickstein, 2005]



Ergebnisse und Diskussion 95

SH-SY5Y, Inkubation: 2h
150+
)
o
"Eloo- — _:c_
(@)
X *kk
3 2 ) 2
&\o/ 504
o
|
O 1 1 1 T T
2 NN N\ N Y
S & &
S Y %
N O €3
L oY oF
T Ny & &
\X
(@
Q«
oc’\
Q
Q

Abbildung 35: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 2 Stunden
Inkubation in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit
einer Dichte von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 2 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Der Effekt der Substanzen auf den labilen Eisenpool (LIP) wird mittels
Fluoreszenzanalyse gemessen. Die Fluoreszenzléschung des Mittelwerts der Kontrollen wird auf 100%
normiert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale Verfiigbarkeit an zytoplasmatischem labilen
Eisen £ SEM, berechnet aus drei separaten Experimenten im Mehrfachansatz. Signifikate Unterschiede
sind angegeben mit *(p < 0,05) und ***(p < 0,001).

Nach 2 Stunden Inkubation der SH-SY5Y mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM] und
EPO [3,3U/ml] zeigen sich deutliche, hoch signifikante Reduzierungen des LIP. Bei der
Behandlung mit DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] wird noch eine signifikante
Senkung des LIP im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle deutlich, die jedoch

geringer ist als bei den seperaten Behandlungen.
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Abbildung 36: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 6 Stunden
Inkubation in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit
einer Dichte von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 6 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale Verfigbarkeit an
zytoplasmatischem labilen Eisen + SEM, berechnet aus drei separaten Experimenten im Mehrfachansatz.
Signifikate Unterschiede sind angegeben mit *(p < 0,05) und ***(p < 0,001). Detaillierte Informationen
Uber die CAL-Methode zur Messung des LIPs siehe Legende Abbildung 35.

Nach 6 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen lassen sich andere Auswirkungen
beobachten als nach 2 Stunden Inkubation. Das LIP Level sinkt zwar noch bei der
Behandlung mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM] und EPO [3,3U/ml]. Jedoch l&sst
sich nur noch fir DMOG [1mM] und EPO [3,3U/ml] eine Signifikanz feststellen. Eine
deutliche Veranderung gibt es bei DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml], dabei wird eine

eindeutige, hoch signifikante Steigerung der LIP Konzentration gemessen.
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Abbildung 37: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 24 Stunden
Inkubation in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) gezlchtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit
einer Dichte von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fir 24 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale Verflgbarkeit an
zytoplasmatischem labilen Eisen + SEM, berechnet aus drei separaten Experimenten im Mehrfachansatz.
Signifikate Unterschiede sind angegeben mit **(p < 0,01) und ***(p < 0,001). Detaillierte Informationen
tber die CAL-Methode zur Messung des LIPs siehe Legende Abbildung 35.

Nach 24 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen herrscht ein &hnliches Bild wie nach 6
Stunden Inkubation. Die Effekte sind jedoch deutlicher zu erkennen. Die LIP
Konzentration bei der Behandlung mit DMOG [1mM] sinkt hoch signifikant und bei
der Inkubation mit DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] ist ein hoch signifikanter Anstieg
zu beobachten. Unter der DMOG [0,5 mM] Konzentration ist jetzt eine signifikante
Reduzierung zu erkennen, wéhrend kein Effekt nach EPO [3,3U/ml] Gabe mehr

sichtbar ist.
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Abbildung 38: Zeitabhdngige Effekte (2h, 6h, 24h) von DMOG [1mM] (A), DMOG
[0,5mM] (B), EPO [3,3U/ml] (C) und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] (D) auf den
labilen Eisenpool in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) gezlchtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit
einer Dichte von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fur 2Stunden, 6Stunden und 24 Stunden im Inkubator
bei 37°C und 5%iger CO, Atmosphdre kultiviert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale
Verfiigbarkeit an zytoplasmatischem labilen Eisen + SEM, berechnet aus mindestens drei separaten
Experimenten im Mehrfachansatz. Signifikate Unterschiede sind angegeben mit *(p < 0,05), **(p < 0,01)
und ***(p < 0,001). Detaillierte Informationen Uber die CAL-Methode zur Messung des LIPs siehe
Legende Abbildung 35.

Bei der Gegeniiberstellung der zeitabhéngigen Effekte (2h, 6h, 24h) wird ersichtlich,
dass mit DMOG [1mM)] die deutlichste Reduzierung des LIPs erfolgt. Eine hoch
signifikante Verringerung des LIP ist zu allen Zeitpunkten sichtbar. Mit DMOG
[0,5mM] wird auch eine Verminderung des LIP zu allen Zeitpunkten festgestellt, jedoch
ist der Effekt nicht ganz so deutlich (nach 2h und 24h sehr signifikant, nach 6h
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signifikant) wie bei DMOG in der htheren Konzentration. Bei der Behandlung mit EPO
ist ein eindeutiger Kurzzeiteffekt erkennbar. Nach 2h und 6h findet eine hoch
signifikante Reduzierung des LIP statt, wahrend nach 24h der Effekt nicht mehr
vorhanden zu sein scheint. Uberraschenderweise und im Gegensatz zu den anderen
Ergebnissen gibt es bei chemisch induzierter Hypoxie durch Inkubation mit DMOG
[0,5mM] mit EPO [3,3U/ml] nach 6h und 24h eine deutliche, hoch signifikante
Erhohung des LIP. Bei einer Inkubationszeit von 2h werden noch keine Effekte

gemessen.

DMOG zeigte im Zellkulturmodell an humanen mesenzephalischen neuralen
Vorlauferzellen (hmNPC) HIF-1a Stabilisation erst in zytotoxischen Dosen (0,5mM).
Bei einer nicht-toxischen Dosis von 100uM DMOG konnte nur eine ungenlgende HIF-

la Stabilisation nachgewiesen werden. [Milosevic et al., 2009]

Im Tiermodell (Ratten) des ischamischen Schlaganfalls zeigte sich ein dosisabhéngiger
Effekt bei der Vor- und Nachbehandlung mit DMOG. Dabei bot eine geringere Dosis
(40 mg/kg Korpergewicht) besseren Schutz als eine hohere Dosis (200 mg/kg
Korpergewicht), aber nur bei der hohen Dosis zeigte sich eine signifikante Erhéhung
des HIF-1a Levels nach 24h. [Nagel et al., 2011]
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Zeitabhdngige Effekte (2h, 6h, 24h) von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO

[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool in HepG2
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Abbildung 39: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 2 Stunden

Inkubation in HepG2 Zellen

HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin
und 0,1% Gentamycin) gezuchtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit einer Dichte von
1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [ImM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 2 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Der Effekt der Substanzen auf den labilen Eisenpool (LIP) wird mittels
Fluoreszenzanalyse gemessen. Die Fluoreszenzloschung des Mittelwerts der Kontrollen wird auf 100%
normiert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale Verfiigbarkeit an zytoplasmatischem labilen
Eisen £ SEM, berechnet aus drei separaten Experimenten im Mehrfachansatz.

Nach einer zweistindigen Inkubationszeit mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] in HepG2 Zellen sind keine Effekte
auf den LIP im Vergleich zur Kontrolle erkennbar.
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Abbildung 40: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 6 Stunden
Inkubation in HepG2 Zellen

HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin
und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit einer Dichte von
1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/mI] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 6 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale Verflgbarkeit an
zytoplasmatischem labilen Eisen + SEM, berechnet aus drei separaten Experimenten im Mehrfachansatz.
Detaillierte Informationen tiber die CAL-Methode zur Messung des LIPs siehe Legende Abbildung 39.

Auch nach 6h Behandlungsphase konnen keine signifikanten Effekte festgestellt
werden. Es sind hochsten sehr kleine Tendenzen erkennbar, dabei scheint der LIP durch
die Inkubation mit DMOG [1mM] tendenziell erhéht, wéhrend es bei DMOG [0,5mM],
EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] zu einer tendenziellen
Verringerung des LIPs kommt.
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HepG2, Inkubation: 24h
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Abbildung 41: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 24 Stunden
Inkubation in HepG2 Zellen

HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin
und 0,1% Gentamycin) gezuchtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit einer Dichte von
1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 24 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale Verfigbarkeit an
zytoplasmatischem labilen Eisen + SEM, berechnet aus drei separaten Experimenten im Mehrfachansatz.
Signifikate Unterschiede sind angegeben mit ***(p < 0,001). Detaillierte Informationen uber die CAL-
Methode zur Messung des LIPs siehe Legende Abbildung 39.

Nach 24h sind deutliche Effekte auf die GroRe des LIP sichtbar. Bei der Behandlung
mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] kommt es
zu einer hoch signifikanten Erhéhung des LIP. Unter Einfluss von EPO [3,3U/ml] gibt

es keine Veranderung des LIP im Vergleich zur Kontrolle.

Im Gegensatz zur beobachteten LIP Erhéhung in HepG2 Zellen nach 24h durch
chemisch induzierte Hypoxie mittels DMOG in dieser Studie, konnte in anderen in vitro

Untersuchungen mit anderem Studiendesign eine merkliche Reduzierung des LIPs in
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HepG2 Zellen nach einer 12-stindigen Behandlung mit den Eisenchelatoren Deferipron,

Desferrioxamin und ICL670 gezeigt werden. [Glickstein, 2005]

Borcar et al. ermittelten die Wirkung von drei PHD-Inhibitoren (CoCl,, Desferrioxamin
und Dimethyloxalylglycin) auf die HIF-Stabilisation unter anderem in humanen
Hepatomazellen (HepG2). Durch alle drei Inhibitoren (Inkubation: 24h) wurden das
HIF-1a Level dosisabhdngig und im unterschiedlichen Ausmal} erhoht. DMOG erhohte
die HIF-1 Konzentration nicht im selben Umfang in Vergleich zu den anderen zwei
Inhibitoren. [Borcar et al., 2012]
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Abbildung 42: Zeitabhéngige Effekte (2h, 6h, 24h) von DMOG [1mM] (A), DMOG
[0,5mM] (B), EPO [3,3U/ml] (C) und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] (D) auf den
labilen Eisenpool in HepG2 Zellen

HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin
und 0,1% Gentamycin) gezichtet. Die Zellen werden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit einer Dichte von
1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/mI] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 2Stunden, 6Stunden und 24 Stunden im Inkubator bei 37°C
und 5%iger CO, Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale Verfugbarkeit an
zytoplasmatischem labilen Eisen + SEM, berechnet aus mindestens drei separaten Experimenten im
Mehrfachansatz. Signifikate Unterschiede sind angegeben mit ***(p < 0,001). Detaillierte Informationen
liber die CAL-Methode zur Messung des LIPs siehe Legende Abbildung 39.

Bei der Betrachtung der zeitabhéngigen Effekte (2h, 6h, 24h) der Substanzen l&sst sich
allgemein sagen, dass es in HepG2 Zellen erst nach 24h zu Auswirkungen auf den LIP
kommt. Bei der Inkubation mit DMOG in beiden verwendeten Konzentrationen kommt
es nach 24h zur hoch signifikanten Erhéhung des LIP, wobei die Auspragung bei
DMOG [0,5mM] noch starker vorhanden ist. Auch bei der Behandlung mit DMOG
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[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] zeigt sich nach 24h eine hoch signifikante Steigerung der
LIP Konzentration. EPO [3,3U/ml] hat nach allen Zeitmessungen keinen Effekt auf den
LIP Spiegel in HepG2 Zellen.

Vergleich der Mittelwerter + SEM der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM],
EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach
2 Stunden, 6Stunden und 24 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

Der labile Eisenpool ist bei verschiedenen Zelltypen unterschiedlich groB. Diese
Unterschiede reflektieren die verschiedenen Funktionen von bestimmten Organen und
ihren Bedarf an Eisenionen in einem Organismus. [Kruszewski, 2003]

In den folgenden Tabellen sind die Mittelwerte + SEM von SH-SY5Y und HepG2
Zellen nach den unterschiedlichen Behandlungen zusammengefasst.

DMOG [0,5mM]
Kontrolle | DMOG [1mM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3 U/mI] | + EPO [3,3 U/ml]
2h 2h 2h 2h 2h
LIP
- SH-SY5Y | Mittelwert | 100,0 56,9 69,9 61,1 87,5
+ SEM 2,6 6,1 8,2 47 5,2
LIP
-HepG2 | Mittelwert| 100,0 101,2 103,3 106,3 107,6
+ SEM 3,0 43 35 3,9 6,0

Tabelle 17: Mittelwert + SEM

Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 2 Stunden
Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen
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DMOG [0,5mM]

Kontrolle | DMOG [1mM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3 U/ml] | + EPO [3,3 U/ml]
6h 6h 6h 6h 6h
LIP
- SH-SY5Y | Mittelwert | 90,0 68,2 79,4 73,0 130,4
+ SEM 4,5 8,4 4,8 6,5 6,8
LIP
- HepG2 Mittelwert | 99,6 106,6 94,9 92,6 97,4
+ SEM 2,8 3,3 4,1 3.1 33
Tabelle 18: Mittelwert + SEM
Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 6 Stunden
Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen
DMOG [0,5mM]
Kontrolle | DMOG [1mM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3U/ml] | +EPO [3,3 U/ml]
24h 24h 24h 24h 24h
LIP
- SH-SY5Y | Mittelwert | 100,0 68,1 81,6 95,1 145,4
+ SEM 2,7 6,7 4,7 4,1 6,7
LIP
-HepG2 | Mittelwert | 96,9 129,4 139,8 92,6 130,3
+ SEM 2,5 55 5,9 3,9 32

Tabelle 19: Mittelwert + SEM

Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf den labilen Eisenpool nach 24 Stunden
Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

Allgemein gibt es bei der LIP Messung breite Variationen zwischen den Ergebnissen,

die bei beiden Zelllinien vorkommen, jedoch vermehrt bei den SH-SY5Y Zellen zu

beobachten sind. Dennoch kénnen deutliche Effekte und Signifikanzen nachgewiesen

werden.

Die Resultate bei den LIP Messungen unterscheiden sich maligeblich zwischen den

verwendeten Zelllinien, SH-SY5Y und HepG2. Zum einen vom Zeitpunkt bei dem

signifikante Effekte auf den LIP Spiegel zu beobachten sind und zum anderen von der

Effektrichtungen, die bei den einzelnen Substanzen gemessen werden.
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In SH-SY5Y Zellen sind bei allen Substanzen, auler bei der Behandlung mit DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml], schon signifikante Effekte nach 2h nachweisbar, wahrend in
den HepG2 Zellen die Auswirkungen, auf3er bei der Inkubation mit EPO [3,3U/ml], erst
nach 24h das Signifikanzniveau erreichen. Gemeinsamkeiten zwischen den beiden
Zelllinien sind bei der Wirksamkeit von EPO [3,3U/ml] nach 24h feststellbar.

EPO [3,3U/ml] wirkt in SH-SY5Y zunéchst nach 2h und 6h LIP senkend. In HepG2
Zellen nach allen Zeiteinheiten und in SH-SY5Y Zellen nach 24h hat die Behandlung
mit EPO [3,3U/ml] keine Auswirkungen auf den LIP.

Eine weitere Gemeinsamkeit zeigt sich in der Effektrichtung bei der Behandlung mit
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] nach 24h, dabei kommt es in HepG2 Zellen sowie in
SH-SY5Y Zellen zu einer gesteigerten LIP Konzentration.

Gegensatze zwischen den Zellen gibt es in der Effektentwicklung wéhrend der
Inkubation mit DMOG [0,5mM] und DMOG [1mM], die besonders nach 24h deutlich
werden. Hier kommt es in den SH-SY5Y Zellen zu einer sehr signifikanten (DMOG
[0,5mM]) beziehungsweise zu einer hoch signifikanten (DMOG [1mM]) Reduzierung
des LIPs, wahrend im Kontrast dazu eine hoch signifikante Erhéhung des LIPs in

HepG2 bei diesen zwei Behandlungen gemessen wird.

Zeitabhdngige Effekte (2h, 6h, 24h) von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/mI] und DMOG [05mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von
zvtosolischem Ferritin in SH-SY5Y Zellen

Die Hauptaufgabe von Ferritin ist die dynamische Speicherung von zelluldrem Eisen,
wodurch die Zelle vor potentiellen, eisenabhéngigen Schaden durch freie Radikale
geschitzt wird. Auf der anderen Seite kann das gespeicherte Eisen bei Bedarf wieder
freigesetzt werden. [Friedman et al., 2011] Eine Uberexpression der H-chain
Ferritinuntereinheit senkt den LIP und dadurch die H,O, induzierte Zyto- und
Genotoxizitat. Auf der anderen Seite fuhrt eine Senkung des zelluldren Ferritinlevels
durch antisense-vermittelte Syntheseinhibitoren zu einer gesteigerten LIP Konzentration

und einer erhohten Anfalligkeit fir oxidativen Stress. [Kruszewski, 2003]
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SH-SY5Y, Inkubation: 2h
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Abbildung 43: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach
2 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte
von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 2 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Die quantitative Bestimmung des Effekts der Substanzen auf das humane,
zytosolische Ferritin erfolgt mittels antikdrperbasierendem Testkit und anschlieBender photometrischen
Messung. Fiir die statistische Auswertung werden die Mittelwerte fiir jedes Paar Standards, Proben und
Kontrollen berechnet. Die Diagramme zeigen die Ferritinkonzentration in ng Ferritin/mg Protein + SEM,
berechnet aus drei separaten Experimenten im Doppelsatz.

Die Messung der Expression des zytosolischen Ferritins in SH-SY5Y Zellen wird in ng
Ferritin/mg Protein angegeben. Der zytosolische Ferritingehalt der Kontrolle liegt bei
ca. 17 ng Ferritin/mg Protein. Bei einer Inkubationszeit von 2h gibt es sichtbare
Variationen zwischen den einzelnen Messungen, jedoch ist noch kein Effekt auf das

zytosolische Ferritin bei allen Behandlungen erkennbar.
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SH-SY5Y, Inkubation: 6h
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Abbildung 44: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach
6 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte
von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fir 6 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die Ferritinkonzentration in ng Ferritin/mg Protein £ SEM,
berechnet aus drei separaten Experimenten im Doppelsatz. Signifikate Unterschiede sind angegeben mit
**(p < 0,01). Detaillierte Informationen Uber die Methode zur Messung des zytosolischen Ferritins siehe
Legende Abbildung 43.

Nach 6h Inkubationszeit sind VVeranderungen in der zytosolischen Ferritinkonzentration
erkennbar. Eine tendenzielle Reduzierung vor allen bei DMOG [1mM], EPO [3,3U/ml]
und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] wird in der graphischen Darstellung deutlich,
jedoch kann statistisch nur fur die Behandlung mit DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml]
eine sehr signifikante Verringerung des Ferritin-Gehaltes festgestellt werden. Das
Ferritin Level sinkt ausgehend von ca. 12 ng Ferritin/mg Protein der Kontrolle bei der
Behandlung mit DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf ca. 10 ng Ferritin/mg Protein.
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SH-SY5Y, Inkubation: 24h
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Abbildung 45: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach
24 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte
von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und flir 24 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die Ferritinkonzentration in ng Ferritin/mg Protein £ SEM,
berechnet aus funf separaten Experimenten im Einzel- oder Doppelsatz. Signifikate Unterschiede sind
angegeben mit *(p < 0,05). Detaillierte Informationen uber die Methode zur Messung des zytosolischen
Ferritins siehe Legende Abbildung 43.

Eine Senkung der zytosolischen Ferritinkonzentration ist auch nach 24h Inkubationszeit
bei allen Behandlungen zu sehen. Der Effekt ist dabei starker erkennbar im Vergleich zu
den Behandlungen nach 6h. Mit der niedrigeren DMOG [0,5mM] Konzentration ist der
abnehmende Effekt auf den Ferritin-Gehalt starker als mit DMOG [1mM] in der
hoheren Konzentration. Nach statistischer Auswertung ergeben sich signifikante
Reduzierungen der Expression des zytosolischen Ferritins durch die Behandlung mit

EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml]. Der Ferritin-Gehalt verringert
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sich auf ca. 11 ng Ferritin/mg Protein durch EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] +
EPO [3,3U/ml] verglichen mit der Kontrolle, die bei ca. 17 ng Ferritin/mg Protein liegt.
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Abbildung 46: Zeitabhdngige Effekte (2h, 6h, 24h) von DMOG [1mM] (A), DMOG
[0,5mM] (B), EPO [3,3U/ml] (C) und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] (D) auf die
Expression von zytosolischem Ferritin in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) gezlchtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte
von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fir 2 Stunden, 6 Stunden und 24 Stunden im Inkubator bei
37°C und 5%iger CO, Atmosphére kultiviert. Die Diagramme zeigen die mittlere prozentuale
Ferritinkonzentration £ SEM, berechnet aus mindestens drei separaten Experimenten im Doppelsatz.
Signifikate Unterschiede sind angegeben mit *(p < 0,05), **(p < 0,01) und ***(p < 0,001). Detaillierte
Informationen Uber die Methode zur Messung des zytosolischen Ferritins siehe Legende Abbildung 43.
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Nach 24h sind die deutlichsten Effekte der einzelnen Substanzen zu sehen, wenn der
prozentuale Ferritin-Gehalt angegeben ist. Die Kontrolle ist auf 100% gesetzt. Fir beide
eingesetzten DMOG Konzentrationen wird eine sehr signifikante Reduzierung
berechnet. Fir EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] ergeben sich
noch hohere signifikante Unterschiede. Eine hoch signifikante Verminderung kann fur
beide Substanzen nachgewiesen werden. Nach 6h kann eine hoch signifikante Abnahme
des zytosolischen Ferritins bei der Behandlung mit DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml],
eine sehr signifikante Verringerung bei DMOG [1mM] Inkubation und eine signifikante
Reduktion unter EPO [3,3U/ml] Einfluss festgestellt werden. Eine zweistundige
Inkubationsphase hat unter allen Behandlungen keine signifikanten Auswirkungen auf

den zytosolische Ferritin-Gehalt.

Auch in anderen Studien wurden die Effekte von EPO auf die Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren erst nach léngerer Inkubationszeit sichtbar,

nahmen im Zeitverlauf aber wieder ab.

In einer Studie von Genc et al. zeigte die Behandlung mit EPO nach 12h ihre
Maximalwirksamkeit. Es wurde der Effekt von EPO (1U/ml, Inkubation: 24h) auf die
Transkription und Aktivierung von Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), ein
Schlusseltranskriptionfaktor des zelluldaren Antioxidantabwehrsystems, in SH-SY5Y
Zellen wurde untersucht. Die Translokation von zytosolischem und nuklearem Nrf2
durch EPO erfolgte zeitabhangig. Dabei zeigte sich ein Maximalgehalt an Kern-Nrf2 bei
EPO Gabe nach 3-6h und eine Abnahme an nuklearem Nrf2 nach 12h. Der zytosolische
Nrf2-Gehalt verhielt sich reziprok zu der Kern-Nrf2 Expression. [Genc et al., 2010]
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Zeitabhéngige Effekte (2h, 6h, 24h) von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/mI] und DMOG [05mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von
zytosolischem Ferritin in HepG2 Zellen

HepG2, Inkubation: 2h
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Abbildung 47: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach
2 Stunden Inkubation in HepG2 Zellen

HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin
und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte von 1x10°
Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] +
EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 2 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO, Atmosphare
kultiviert. Die quantitative Bestimmung des Effekts der Substanzen auf das humane zytosolische Ferritin
erfolgt mittels antikrperbasiertem Testkit und anschlieRender photometrischer Messung. Fur die
statistische Auswertung werden die Mittelwerte fur jedes Paar Standards, Proben und Kontrollen
berechnet. Die Diagramme zeigen die Ferritinkonzentration in ng Ferritin/mg Protein + SEM, berechnet
aus drei separaten Experimenten im Doppelsatz.

Die Expression des zytosolischen Ferritins wird ebenfalls in HepG2 Zellen gemessen
und graphisch in ng Ferritin/mg Protein angegeben. Der Ferritingehalt liegt hier bei der

Kontrolle bei ca. 100 ng/mg Protein. Unter zweistindiger Inkubation sind keine
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signifikanten Effekte auf die Ferritinkonzentration feststellbar. Jedoch gibt es auch hier,

wie schon beim SH-SY5Y Zellmodell, nach 2h Inkubation bei der zytosolischen

Ferritinbestimmung deutlichen Variationen zwischen den einzelnen Messungen.

ng Ferritin/mg Protein

HepG2, Inkubation: 6h
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Abbildung 48: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach
6 Stunden Inkubation in HepG2 Zellen

HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin
und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte von 1x10°
Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] +
EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 6 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO, Atmosphare
kultiviert. Die Diagramme zeigen die Ferritinkonzentration in ng Ferritin/mg Protein £ SEM, berechnet
aus drei separaten Experimenten im Doppelsatz. Detaillierte Informationen ber die Methode zur
Messung des zytosolischen Ferritins siehe Legende Abbildung 47.

Auch nach 6h Inkubation sind keine nennenswerten Veranderungen der zytosolischen

Ferritinkonzentration sichtbar. Es scheint eine tendenzielle Verringerung durch die
Behandlung mit DMOG [1mM] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] zu geben. Bei
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DMOG [0,5mM] und EPO [3,3U/ml] alleine ist kein Effekt im Vergleich zur Kontrolle
erkennbar. Die Ferritinkonzentration der Kontrolle liegt hier bei ca. 90 ng Ferritin/mg

Protein.

In anderen Studien wurden weitere Einflussfaktoren auf die
Eisenstoffwechselregulationsmechanismen  unter  Kurzzeithypoxie im  HepG2

Zellmodell analysiert.

So untersuchten Luo et al. in HepG2 Zellen welchen Beitrag HIF-1 bei der Expression
von IRP 1, das bei der interzellularen Eisenhomoostase eine wichtige Rolle spielt,
leistet und den potentiellen Mechanismus, der dabei beteiligt ist. Unter kurzzeitlicher
(Oh, 2h, 4h oder 6h) physikalischer Hypoxie (1% O, Hypoxiekammer) und chemischer
Hypoxie (400pmol CoCl,) fanden sie heraus, dass sich das IRP 1 mRNA Level nach 4-
und 6-sttindiger physikalischer Hypoxie signifikant im Vergleich zu Zellen kultiviert
unter Normoxie reduzierte. Im Kontrast dazu gab es bei chemischer Hypoxie keine
offensichtlichen Effekte. Der Gehalt an HIF-1a nach physikalischer und chemischer
Hypoxie stieg signifikant neben einer deutliche Expressionsreduzierung von IRP 1 und
TfR. Dieser Effekt war jedoch nur auf kurzzeitige Hypoxiebedingungen beschrankt.
Unter langzeitiger Hypoxie (> 8h) gab es eine Hochregulierung des IRP 1 mRNA
Levels. [Luo et al., 2011]
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HepG2, Inbubation 24h
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Abbildung 49: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach
24 Stunden Inkubation in HepG2 Zellen

HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin
und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte von 1x10°
Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] +
EPO [3,3U/ml] behandelt und fur 24 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO, Atmosphére
kultiviert. Die Diagramme zeigen die Ferritinkonzentration in ng Ferritin/mg Protein = SEM, berechnet
aus drei separaten Experimenten im Doppelsatz. Detaillierte Informationen (ber die Methode zur
Messung des zytosolischen Ferritins siehe Legende Abbildung 47.

Nach einer Behandlungszeit von 24h konnen auch keine signifikanten Effekte auf die
Expression des zytosolischen Ferritins gemessen werden. Es gibt eine anhaltende
Entwicklung zur Reduzierung der Ferritinkonzentration im Vergleich zur Kontrolle, die
teilweise schon nach 6h sichtbare wird. Der Ferritin-Gehalt der Kontrolle liegt bei ca.

180 ng Ferritin/mg Protein.
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Vergleich der Mittelwerte + SEM der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM],

EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von

zvtosolischem Ferritin nach 2 Stunden, 6Stunden und 24 Stunden Inkubation in SH-

SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

DMOG [0,5mM] +

Kontrolle | DMOG [1mM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3 U/ml] EPO [3,3 U/ml]
2h 2h 2h 2h 2h

Ferritin
- SH-SY5Y | Mittelwert 17,3 18,6 19,4 20,3 20,6

+ SEM 3,5 3,2 43 6,6 7,2
Ferritin
- HepG2 Mittelwert 100,4 103,3 99,4 89,0 95,2

+ SEM 13,2 18,3 21,7 19,0 25,2

Tabelle 20: Mittelwert + SEM

Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach

2 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

DMOG [0,5mM] +

Kontrolle | DMOG [1mM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3 U/ml] EPO [3,3 U/ml]

6h 6h 6h 6h 6h

Ferritin
- SH-SY5Y | Mittelwert 12,0 9,5 11,0 9,8 8,8
+ SEM 0,8 1,0 0,3 0,7 0,1

Ferritin
- HepG2 Mittelwert 88,3 69,3 85,0 85,7 82,3
+ SEM 7,1 6,6 14,0 2,0 12,1

Tabelle 21: Mittelwert + SEM

Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach

6 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen
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DMOG [0,5mM] +
Kontrolle | DMOG [1mM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3U/ml] | EPO [3,3 U/ml]
24h 24h 24h 24h 24h
Ferritin
- SH-SY5Y | Mittelwert 17,6 14,9 12,3 11,4 10,9
+ SEM 2,3 2,4 2.1 1,4 1,0
Ferritin
- HepG2 Mittelwert | 184,2 1427 151,0 148,9 137,3
+ SEM 24,1 24.4 36,1 31,2 32,0

Tabelle 22: Mittelwert + SEM
Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und

DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von zytosolischem Ferritin nach
24 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

Bei einem direkten Vergleich der Effekte auf die Expression des zytosolischen Ferritins
SH-SY5Y HepG2
Ausgangsferritingehalt bei den Leberkarzinomzellen HepG2 (zwischen 90 und 180 ng
Kontrolle) deutlich hoher

zwischen und Zellen wird anschaulich, dass der

Ferritin/mg Protein bei der liegt, als bei der
Neuroblastomazelllinie SH-SY5Y (zwischen 12 und 17 ng Ferritin/mg Protein bei der
Kontrolle). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Tatsache, dass die Leber das grofte
Eisenspeicherorgan darstellt und die Eisengehalte in neuronalen Zellen deutlich
geringer sind. Auflerdem fallt auf, dass die Variationen zwischen den einzelnen
Messungen bei den HepG2 Zellen im Vergleich zu den SH-SY5Y Zellen gréRer zu sein
scheinen. Bei den HepG2 Zellen kdnnen nach allen Inkubationszeiten bei allen
Behandlungen keine signifikanten Effekte festgestellt werden. Hingegen ergeben sich
bei den SH-SY5Y Zellen bei der Betrachtung des Ferritingehaltes in ng Ferritin/mg
Protein sehr signifikante Verminderungen nach 6h bei der Behandlung mit DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] und eine signifikante Abnahme nach 24h bei EPO [3,3U/ml]
und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml]. Bei der Darstellung des prozentualen
Ferritingehalts der verwendeten Substanzen in Bezug auf die auf 100% gesetzte
Kontrolle in SH-SY5Y Zellen werden die reduzierenden Effekte graphisch und
statistisch noch deutlicher. Besonders nach 24h ergeben sich fir EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] hoch signifikante VVerminderungen und bei DMOG
in beiden Konzentrationen ([0,5mM]; [1ImM]) eine sehr signifikante Abnahmen der

Ferritinexpression.
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Die H-chain Untereinheit ist der Hauptregulator fur die Ferritinaktivitat. Eine
Uberexpression modifiziert den zellularen Phanotyp. Dies wurde zum ersten Mal an
Mauseerythroleukamiezellklonen, die mit einer Maus-H-chain transfiziert wurden,
dargestellt. Die Zellen zeigten einen Eisenmangelphénotyp mit reduziertem LIP, einer
Hochregulierung des Transferrin Rezeptors und verminderter Hamoglobinsynthese.
AuBerdem produzierten die Zellen auch weniger ROS nach einer Behandlung mit

Wasserstoffperoxid im Vergleich zu den Kontrollzellen. [Arosio und Levi, 2002]

Ein Beweis fur den mdglichen protektiven Schutz von Ferritin gegen oxidativen Stress
wurde durch eine Studie an Endothelzellen bestétigt, die zuerst mit Eisen und danach
mit Wasserstoffperoxid und Ham beladen wurden. Die Vorbehandlung bewahrte die
Zellen vor oxidativem Stress und es wurde vermutet, dass Ferritin dabei das protektive
Agens darstellte. [Arosio und Levi, 2002]

Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Verdnderung des LIP Levels und die
Expression von zytosolischem Ferritin nach 2 Stunden, 6Stunden und 24 Stunden
Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

Die intrazelluldre Eisenkonzentration ist in einem engen steady state geregelt, dabei
spielen der labile Eisenpool und die zytosolische Ferrtinkonzentration eine zentrale
Rolle. Eine theoretische Annahme ist, dass sich die LIP Konzentration entgegengesetzt

zum Ferritinspiegel verhélt.

Epsztejn et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen LIP und Ferritin bzw. H-
Ferritin in Mauseerythroleukédmiezellen. Zellen mit erhdéhtem H-Ferritinlevel zeigten
geringe LIP Konzentrationen und damit niedrigere ROS Produktion. Die Studie belegt,
dass H-Ferritin als Regulator des LIP eine Rolle spielt und somit zur moglichen

Verringerung von oxidativem Stress beitragt. [Epsztejn et al., 1999]
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In den folgenden Tabellen wird versucht die Effekte der einzelnen Inkubationen auf den
labilen Eisenpool und auf Ferritin zusammenfassend darzustellen. Dabei werden die
folgenden Symbole fur statistisch signifikante Effektauspragung sowie tendenzielle

Effekte, die statistisch jedoch nicht signifikant sind, verwendet:

Statistisch signifikante Effektauspragung im Vergleich zur Kontrolle:
lu7t...leicht

llu1t ... stark

14l u 111 ... sehr stark

Tendenzieller Effekt im Vergleich zur Kontrolle, statistisch jedoch nicht signifikant:

(D u(7) ... leicht
(1) u (1) ... stark
(L) u(111) ... sehr stark

DMOG [0,5mM]

Inkubation: 2h DMOG [ImM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3U/mI] | EPO [3,3 U/mi]
LIP - SH-SY5Y L L L !
Ferritin - SH-SY5Y / / / /

Tabelle 23: Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf das Verhalten des labilen
Eisenpools und die Expression von zytosolischem Ferritin nach 2 Stunden Inkubation in
SH-SY5Y-Zellen
In SH-SY5Y-Zellen hat schon eine Inkubationszeit von 2h einen deutlich reduzierenden
Einfluss auf die LIP Konzentration, wahrend der Ferritin-Gehalt noch unverandert

bleibt.

Die reduzierende Wirkung von EPO [3,3U/ml] auf den LIP ist nach 2h Inkubation in
SH-SY5Y Zellen am deutlichsten.

Das hamatopoetische Glykoprotein EPO zeigt neuroprotektive Effekte bei

verschiedenen neuronalen Zelltypen in vivo und in vitro. [Um et al., 2007]

Wenker et al. testeten die neuroprotektiven Effekte von EPO speziell in der Mikroglia
im SH-SY5Y Zellmodell. Die Zellen wurden in einer apoptosestimulierenden
Umgebung (Medium mit EOC-2 Mikrogliazellen oder Makrophagen (RAW 264.7))
kultiviert, die durch EPO (25 U/mL) und EpoR aufgehoben wurde. AuBerdem wurde
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gezeigt, dass EPO Kkeine direkten antiinflammatorischen Effekte auf die
Mikrogliaaktivierung hatte, es beeinflusste aber indirekt die Resistenz der Neuronen

gegen eine proinflammatorische Umgebung. [Wenker et al., 2013]

Pregi et al. zeigten die apoptosepraventive Wirkung von EPO in SH-SY5Y Zellen. Die
Zellen wurden mit EPO (25 U/ml, Inkubation: 12h) vorbehandelt und danach wurde
TNF-0.  (Tumornekrosefaktor-a) (25 ng/ml), ein proinflammatorisches Zytokin,
zugesetzt. Durch die EPO Vorbehandlung wurden die Zellen resistent gegen den
Zelltod. Der Effekt zeigte sich jedoch nicht bei gleichzeitiger Gabe. [Pregi et al., 2009]

Misonou et al. zeigten, dass durch H,O, (100-250 uM) induzierter oxidativer Stress das
Level an intrazellularem AP in SH-SY5Y Zellen steigerte. [Misonou et al., 2000]

Inkubation: 6h DMOG [ImM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3 U/ml] PE"P%G[£03;5$2]A,]]
LIP - SH-SY5Y | / l 11
Ferritin - SH-SY5Y (@) (@) ) I

Tabelle 24: Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf das Verhalten des labilen
Eisenpools und die Expression von zytosolischem Ferritin nach 6 Stunden Inkubation in
SH-SY5Y-Zellen
Nach 6h nimmt die anfangs starke Verminderung des LIP Spiegels ab. Bei der
Behandlung mit DMOG [0,5mM] + EPO [3,3 U/ml] schlagt der Effekt ins Gegenteil zu
einer sehr starken LIP Erhohung um. Auch bei Ferritin zeigen sich nun leichte
Verénderungen. Bei allen Substanzen ist eine Abnahme des Ferritins zu beobachten.
Die Reduzierung erfolgt bei den Behandlungen mit DMOG [1mM] und EPO [3,3 U/ml]
parallel zur Senkung der LIP Konzentration. Uberraschenderweise gibt es ein
gegensitzliches Verhalten von LIP 111 und Ferritin || bei der Behandlung mit DMOG

[0,5mM] + EPO [3,3 U/ml].
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Inkubation: 24h DMOG [ImM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3 U/ml] EE"P%G[??;SL'D”'\?,]]
LIP - SH-SY5Y L Ll / 1
Ferritin - SH-SY5Y () (1) l !

Tabelle 25: Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf das Verhalten des labilen
Eisenpools und die Expression von zytosolischem Ferritin nach 24 Stunden Inkubation
in SH-SY5Y-Zellen
Nach 24h Inkubationszeit wird eine parallel laufende Reduzierung von LIP und Ferritin
bei DMOG [0,5mM] und DMOG [1mM] sichtbar. Eine Ausnahme bildet wieder
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3 U/ml], wo sich wie schon nach 6h Inkubation LIP 7171 und

Ferritin | entgegengesetzt zueinander verhalten.

Chin et al. konnten in NT2 Zellen zwei molekulare Effekte nachweisen. Zum einen eine
Induktion der EPO Produktion unter Hypoxie (2% O,, 5% CO,) und zum anderen eine
gesteigerte EpoR Expression und somit eine erh6hte EPO Sensitivitat. Die Ergebnisse
unterstiitzen die Vermutung, dass die EPO und EpoR Expression eine neuroprotektive

Rolle bei Ischamie oder Hypoxie spielen. [Chin et al., 2000]

Das Ausmal} an EpoR Expression reguliert die EPO Antwort im Gehirn. Obwohl die
Expression des EpoR nicht HIF abhéngig ist, kann die Expression in Endothelzellen in
der Zellkultur mit einer Kombination aus EPO Behandlung und geringerem

Sauerstoffgehalt induziert werden. [Alnaeeli et al., 2012]

Um et al. zeigten, dass EPO (25 pM, Inkubation: 24h) Staurosporin-induzierte Apoptose
(0,1 pM Staurosporin) in humanen Neuroblastomazellen (SH-SY5Y Zellen)
verhinderte. AuBerdem wurde dokumentiert, dass der EpoR essenziell fur die
antiapoptotischen Effekte von EPO ist und EPO mit hoher Affinitdt an den Rezeptor

bindet. [Um et al., 2007]
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Inkubation: 2h

DMOG [1mM]

DMOG [0,5mM]

EPO [3,3 U/ml]

DMOG [0,5mM]
+ EPO [3,3 U/mi]

LIP - HepG2

/

/

/

/

Ferritin - HepG2

/

/

/

/

Tabelle 26: Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf das Verhalten des labilen
Eisenpools und die Expression von zytosolischem Ferritin nach 2 Stunden Inkubation in
HepG2-Zellen

In den HepG2-Zellen sind nach 2h keine Auswirkungen weder auf die Grole des labilen

Eisenpools noch auf den Ferritin-Gehalt feststellbar.

DMOG [0,5mM]

Inkubation: 6h DMOG [ImM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3 U/ml] + EPO [3,3 U/mi]
LIP - HepG2 / / / /
Ferritin - HepG2 ) / / @)

Tabelle 27: Vergleich der Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf das Verhalten des labilen
Eisenpools und die Expression von zytosolischem Ferritin nach 6 Stunden Inkubation in
HepG2-Zellen

Nach einer Einwirkzeit von 6h zeigt sich ebenfalls keine Auswirkung auf den LIP.

Auch der Ferritinspiegel wird wenig beeinflusst. Eine tendenzielle Verringerung sind
bei den Behandlungen mit DMOG [1mM] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml]

feststellbar.

DMOG [0,5mM]

Inkubation: 24h DMOG [ImM] | DMOG [0,5mM] | EPO [3,3U/ml] | EPO [3,3 U/ml]
LIP - HepG2 11 11 / 11
Ferritin - HepG2 () () () ()

Tabelle 28: Vergleich der Effekte von DMOG [ImM], DMOG [0,5mM], EPO
[3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf das Verhalten des labilen
Eisenpools und die Expression von zytosolischem Ferritin nach 24 Stunden Inkubation
in HepG2-Zellen

Deutliche Effekte in den HepG2-Zellen ergeben sich erst nach 24h Inkubation. Dabeli
kommt es zu einer starken Erhéhung des LIP Spiegels bei DMOG [LmM], DMOG [0,5
mM] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml], wahrend der Ferritin-Gehalt eher
abnimmt. EPO [3,3U/ml] alleine scheint auch nach 24h keinen Einfluss auf den LIP zu

haben.
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Eine mogliche Erklarung fir eine erniedrigte Ferritinkonzentration kdnnte mit einer
erhdhten Eisenverfligbarkeit fur andere Zellen und Gewebe als Antwort auf eine
Hypoxiestimulation der Erythropoese und somit einer gesteigerten Hamsynthese sein.
[Chepelev und Willmore, 2011]

Hepcidin ist dabei eine Schliisselkomponente der systemischen Eisenregulation [De
Domenico et al., 2008], wird vor allem von Hepatozyten der Leber produziert und auf
Transkriptionsebene eisen- und sauerstoffsensitiv reguliert. [Haase, 2013], [De
Domenico et al., 2008]

Der Eisenbedarf im Knochenmark steigt bei Stimulation der Erythropoese durch
Hypoxie durch erhdhte EPO Synthese in der Niere und der Leber. Dabei wird Hepcidin
durch Hypoxie unterdriickt. In Folge dessen kommt zu einer hoheren intestinalen
Eisenaufnahme und einer vermehrten Freisetzung aus internen Speichern. [Liu et al.,
2012]

In einer Studie an gesunden, ménnlichen Freiwilligen zeigte sich, dass 50 1U/kg rhEPO
nach 4 Stunden im Vergleich zur Placeboinjektion das Serumhepcidin signifikant
anstiegen lie}, wahrend die Eisen- und Transferrinséttigung stark sank. 12 und 24
Stunden nach rhEPO Injektion lag das Hepcidinlevel jedoch unter dem der
Placebobehandlung. [Lainé et al., 2011]

Hepcidin mRNA in Hepatomazellen (HepG2 Zellen) wurde durch chemische HIF-
Stabilisation beziehungsweise Eisenchelatoren herrunterreguliert. Im Mausemodell, das
Kohlenmonoxid, Hypoxie oder chemischen HIF-Induzierern (N-Oxalglycin) ausgesetzt
war, erhohte sich die Leberhepcidin mRNA statt reduziert zu werden. Volke et al.
schlossen daraus, dass Hepcidin weder direkt noch indirekt durch HIF reguliert wird.
Die Hepcidinexpression in vitro hangt von den Serumfaktoren ab und gleicht dem der
TfR2 Expression. [Volke et al., 2009]
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Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] +
EPO [3,3U/ml] nach 24 Stunden Inkubation auf die Expression von mitochondrialem
Ferritin in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

Mitochondriales Ferritin hat eine organspezifische Expression, so wurden nur geringe
Mengen in Eisenspeicherorganen gefunden. Hohe Konzentrationen an mitochondrialem
Ferritin kdnnen zu einer verminderten Expression von zytosolischem Ferritin fihren
und somit zu einer erhdhten Expression des Transferrin Rezeptors. Hohe mitochondriale
Ferritinlevel fuhren also zu einem Eisendefizitphdnotyp im Zytosol. Dies konnte ein
Grund sein, warum der mitochondriale Ferritin-Gehalt in normalen Zellen auf einem
niedrigen Niveau gehalten wird. Die Regulierung der Expression von mitochondrialem
Ferritin und mdgliche therapeutische Anwendungen haben Bedeutung fiir neurologische
Storungen. [Drysdale et al., 2002]

Mitochondriales Ferritin scheint eine hohe Affinitdt fur Eisen zu besitzen. Eine
Erhdhung an mitochondrialem Ferritin in HelLa Zellen (Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms) flihrte zu einem Eisenmangel im Zytosol, einer Reduzierung des LIP,
einer Synthese von H-chain Ferritin und einer Steigerung des Transferrinrezeptors.
[Drysdale et al.,, 2002] Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass das
mitochondriale Ferritin zusammen mit dem zytosolischen Ferritin und dem Transferrin
Rezeptor gemeinsam die Eisenhomd@ostase im Zytoplasma und in den Mitochondrien
reguliert. [Yang et al., 2013]
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Abbildung 50: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von mitochondrialem Ferritin
nach 24 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) gezuchtet. Die Zellen werden in 6-Well-Platten mit einer Dichte
von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und DMOG
[0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 24 Stunden im Inkubator bei 37°C und 5%iger CO,
Atmosphére kultiviert. Der Effekt der Substanzen auf Expression des humanen mitochondrialen Ferritins
erfolgt mittels semi-quantitativem Western Blot und Chemilumineszenzdetektion. Fir die statistische
Auswertung wird der Quotient aus Intensitat des mitochondrialem Ferritins und der gemessenen Intensitat
des B-Aktins herangezogen. Das Diagramm zeigt die relative Intensitdt der mitochondrialen Ferritin-
Expression + SEM, aus einem Experiment.

Das mitochondriale Ferritin wird in den SH-SY5Y Zellen mittels Western Blot und
Chemilumineszenzdetektion nach 24h Inkubation bestimmt. HepG2 Zellen kénnen nur
sehr geringen Mengen an mitchondrialem Ferritin exprimieren, die unter der
Nachweisgrenze des Western Blots liegen. In Folge dessen wird zur Bestimmung des
mitochondrialen Ferritins in HepG2 Zellen nur die wesentlich empfindlichere Methode
des Elektrochemilumineszenz Immunoassays zur weiteren Analyse verwendet. Western

Blot und Chemilumineszenzdetektion werden als einfach Experiment durchgefihrt und
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besitzen dadurch nur eine geringe Aussagekraft. Es ergibt sich nach 24h Inkubation in
SH-SY5Y Zellen eine Reduzierung des mitochondrialen Ferritin nach allen
Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle. Dieses Ergebnis bildet einen Gegensatz zu
dem Resultat des Elektrochemilumineszenz Immunoassays. Den deutlichsten,
reduzierenden Einfluss beim Western Blot und der Chemilumineszenzdetektion besitzt
die Behandlung mit EPO [3,3U/ml]. Dieses Ergebnis steht kontrar zu dem Resultat des
Elektrochemilumineszenz Immunoassay, bei dem EPO [3,3U/ml] zum starksten Anstieg
der mitochondrialen Ferritinexpression beitrédgt. Auch die Behandlungen mit DMOG
[LmM] und [0,5mM] sowie mit DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] stehen ebenfalls im

Widerspruch zu den Ergebnissen des Elektrochemilumineszenz Immunoassays.

SH-SY5Y, HepG2, Inkubation: 24h
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Abbildung 51: Effekte von DMOG [1mM], DMOG [0,5mM], EPO [3,3U/ml] und
DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] auf die Expression von mitochondrialem Ferritin
nach 24 Stunden Inkubation in SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen

SH-SY5Y Neuroblastomzellen werden in komplementiertem DMEM/Ham’s F-12 Medium (10% FBS,
1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) und HepG2 Hepatokarzinomzellen werden in komplementiertem
DMEM Medium (10% FBS, 1% L-Glutamin und 0,1% Gentamycin) geziichtet. Die Zellen werden in 6-
Well-Platten mit einer Dichte von 1x10° Zellen/Well ausgesetzt, mit DMOG [1mM], DMOG [0,5mM],
EPO [3,3U/ml] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] behandelt und fiir 24 Stunden im Inkubator bei
37°C und 5%iger CO, Atmosphare kultiviert. Die quantitative Bestimmung des Effekts der Substanzen
auf das humane mitochondriale Ferritin erfolgt mittels Elektrochemilumineszenz Immunoassay. Fir die
statistische Auswertung wird der Quotient aus der Intensitdt des mitochondrialen Ferritins und der
gemessenen Intensitidt des B-Aktins herangezogen. Das Diagramm zeigt die Intensitat der Quotienten +
SEM, berechnet aus drei separaten Experimenten im Doppelansatz. Signifikate Unterschiede sind
angegeben mit *(p < 0,05) und ***(p < 0,001).
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Bei der Bestimmung des mitochondrialen Ferritins mittels Elektrochemilumineszenz
Immunoassay wird auf den ersten Blick deutlich, dass sich die mitochondrialen
Ferritinkonzentrationen zwischen SH-SY5Y Zellen und HepG2 Zellen unterscheiden.
Die Ferritinkonzentration ist direkt proportional zur gemessenen Intensitat. Je gro3er die
Intensitét, desto hoher der mitochondriale Ferritingehalt.

SH-SY5Y Zellen weisen eine sichtbar hthere mitochondriale Ferritinkonzentration als
HepG2 Zellen auf. Bei den SH-SY5Y Zellen zeigen sich nach 24h Inkubation auch
deutlichere Effekte. Die offenkundigste Wirkung hat die Behandlung mit EPO
[3,3U/ml]. Eine hoch signifikante Steigerung der mitochondrialen Ferritinkonzentration
ist feststellbar und auch bei der Inkubation mit DMOG [0,5mM] kann eine hoch
signifikante Erhohung bewiesen werden. Bei der kombinierten Behandlung aus beiden
Substanzen DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml] zeigt sich noch eine signifikante
Erhohung. Bei DMOG [1mM] wird kein Effekt im Vergleich zur Kontrolle deutlich.

Betrachtet man die HepG2 Zellen, so kdnnen nach 24h keine statistischen signifikanten
Verénderungen der mitochondrialen Ferritinexpression durch die Behandlungen
nachgewiesen werden. Eine leichte, nicht signifikante Abnahme des mitochondrialen
Ferritin-Gehaltes ist bei der Inkubation mit EPO [3,3U/ml] feststellbar. Bei DMOG
[0,5mM] und DMOG [0,5mM] + EPO [3,3U/ml]_sind nur leicht erhdhte Expression von
mitochondrialem Ferritin graphisch ablesbar. DMOG [1mM] hat keinen Einfluss auf die

Expression von mitochondrialem Ferritin.

Vergleicht man die Effekte in den beiden Zelllinie, wird anschaulich, dass es den
deutlichsten Effekt bei der Behandlung mit EPO [3,3U/ml] gibt. Eine hoch signifikante
Erhohung des mitochondrialen Ferritins in SH-SY5Y und eine tendenzielle
Verringerung bei HepG2 Zellen spiegelt die vollkommen entgegengesetzte Wirkung
von EPO [3,3U/ml] in den unterschiedlichen Organen wider. Bei den Behandlungen mit
den anderen Substanzen (DMOG [1mM], DMOG [0,5mM] und DMOG [0,5mM] +
EPO [3,3U/ml]) kann kein kontréres Resultat beobachtet werden. Die Auspragung der
Wirkung ist jedoch graphisch und statistisch in SH-SY5Y Zellen hoher als in der
HepG2 Zelllinie.
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Auch in anderen Studien wurde die mogliche neuroprotektive Wirkung des

mitochondrialen Ferritins untersucht.

Neuroblastomazellen (IMR-32 Zellen) zeigten eine Expressionsteigerung an
mitochondrialem Ferritin nach einer Behandlung mit Wasserstoffperoxid in
Kombination mit ARi.4, welche oxidativen Stress auslost. Die Uberexpression an

mitochondrialem Ferritin stellte einen neuroprotektiven Effekt dar. [Yang et al., 2013]

Wu et al. konnten ahnliche Effekte feststellen. Mitochondriales Ferritin wurde von
Neuroblastomazellen (SH-SY5Y Zellen) Uberexprimiert und danach mit ARys.3s
behandelt. Die Behandlung mit AR5 35 lieR die mitochondriale Ferritinkonzentration in
mitochondrialem Ferritin Uberexprimienden Zellen noch weiter leicht ansteigen. Der
Anstieg des LIP wurde stark inhibiert im Vergleich zu den Zellen die nur eine hohere
Expression an mitochondrialem Ferritin zeigten und bei denen der LIP nur langsam
sank. [Wu et al., 2013]
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5 Schlussbetrachtung

Weltweit erreichen viele Bevolkerungsgruppen eine durchschnittliche Lebenserwartung
bis ins spate neunte Jahrzehnt. So steigt auch die Prdavalenz der meisten
neurodegenerativen Erkrankung dramatisch mit dem fortgeschrittenen Lebensalter an.
[Forman et al., 2004]

Eisen und oxidativer Stress korrelieren dabei stark mit einer Vielzahl von

neurodegenerativen Stérungen. [Yang et al., 2013]

Eisen spielt eine essentielle Rolle im Gehirn und ist ein Schlisselelement bei der
Kontrolle von schédlichen Prozessen wie beispielsweise Hypoxie. Es bildet einen Link
zwischen Sauerstofftransport und Eisenmetabolismus, Assoziationen der Physiologie
von Hypoxieantwort und der Kontrolle von verfligbarem Eisen im Gehirn sind wichtig
fur die Entwicklung von Behandlungsmoglichkeiten. [Weinreb et al., 2010], [Johnstone
und Milward, 2010]

Die neuropathologischen Verénderungen von neurodegenerativen Erkrankungen wie
beispielsweise der Alzheimer-Krankheit entstehen schon Jahre vor dem Auftreten erster
kognitiver Symptome. Die Quantifizierung des Eisengehaltes konnte ein Marker fur die

Frihzeitdiagnose der Krankheiten sein. [Leskovjan et al., 2011]

Die Therapie einer Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen ist nur
symptomatisch und verhindert nicht eine Krankheitsprogression. Da Eisen eine kausale
Rolle spielt, ist es wichtig den Gehalt an freiem Eisen durch geeignete Medikamente

wie beispielsweise Eisenchelatoren zu verringern. [Schneider und Bhatia, 2013]

Weiterer Therapieansitze mit neuroprotektiver Wirkung sind die Erhéhung von
endogenen EPO Konzentrationen im Gehirn beispielsweise durch HIF-1a Stabilisatoren
und die Gabe von exogenem EPO, das in seiner Wirksamkeit moglichst auf das Gehirn

beschrankt ist.

HIF-1a.  Stabilisatoren  zeigen erfolgreiche neuroprotektive ~ Wirkung und
uberlebensfordende Effekte durch die Aktivierung von Downstreamgenen wie
beispielsweise EPO. [Milosevic et al., 2009]
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DMOG ist ein kompetitiver, nichtselektiver Inhibitor des sauerstoffsensitiven Enzyms

Prolylhydroxylase und gehort somit zu den HIF-1a Stabilisatoren.

DMOG zeigte im Zellkultur- und Tiermodell in hoheren Dosen wirksame
neuroprotektive Effekte, die aber auch zytotoxische Nebenwirkungen aufwiesen. Daher
ist es moglicherweise kein geeigneter Kandidat als klinisches Arzneimittel. DMOG gibt
jedoch Einblicke in die Mechanismen der PHD Inhibierung fir mdogliche

neuroprotektive Therapieentwicklungen. [Nagel et al., 2011], [Milosevic et al., 2009]

EPO st ein Glykoprotein, das als rhEPO und EPO Derivate bei peripherer
Verabreichung die Blut-Hirn-Schranke passieren kann und im Gehirn neuroprotektive
Effekt hervorruft. [Sirén et al., 2009]

RhEPO wird seit mehr als zwei Dekaden zur klinischen Behandlung von Andmie in

Verbindung mit verschiedenen Krankheitsbildern eingesetzt. [Alnaeeli et al., 2012]

Die Sicherheit und Effizienz der Behandlung von verschiedenen neurologischen
Erkrankungen mit EPO wird zurzeit in Klinischen Studien an Patientenpopulation vom

Neugeborenen bis zum Erwachsenen getestet. [Kumral et al., 2011]

EPO Derivate, wie beispielsweise asialo-EPO und CEPO, die die Blut-Hirn-Schranke
leichter passieren, reduzierte Nebenwirkungen zeigen und keine hématopoetische

Aktivitat besitzen, werden derzeit in klinischen und vorklinischen Studien geprdift.

Die mdglichen Therapieansdtze, DMOG und EPO, wurden im Rahmen dieser
Masterarbeit im Zusammenhang mit einer Adaption des Eisenstoffwechsels in vitro

untersucht.

Die Verteilungsmuster von LIP, zytosolischem Ferritin und mitochondrialem Ferritin
nach der Behandlungen mit DMOG und EPO lassen drauf schlieBen, dass die
Eisenanpassung unterschiedlichen Regulierungsmechanismen im systemischen und
organspezifischem Stoffwechsel unterliegt, eine wichtige Rolle in der Physiologie und
Pathologie des Gehirns spielt und fir die Therapieentwicklung bei neurodegenerativen

Erkrankungen genutzt werden kann.
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6 Zusammenfassung

Viele neurodegenerative Erkrankungen sind gekennzeichnet durch Eisenanomalie und
den dadurch verursachten oxidativen Stress. Im Rahmen dieser Masterarbeit wurden die
Behandlungen mit Dimethyloxalylglycin (DMOG) in den Konzentrationen [0,5mM]
sowie [1lmM] und/oder Erythropoietin (EPO) in der Konzentration [3,3U/ml] im
Zusammenhang mit der Adaption des Eisenstoffwechsels in vitro an
Neuroblastomzellen (SH-SY5Y Zellen), als Beispiel fir eine organspezifische Wirkung
im Gehirn, und an Hepatokarzinomzellen (HepG2 Zellen), als Testmodell fir den
systemischen Effekt, zeitabhéngig nach 2h, 6h und 24h untersucht. Die Wirkung und
der Effekt von DMOG und EPO auf die Eisenstoffwechselkomponenten labiler
Eisenpool (LIP), zytosolisches Ferritin und mitochondriales Ferritin unterscheiden sich
zeit-, dosis- und zellartabhéngig. In den Neuroblastomzellen zeigten alle Behandlungen
nach 2h eine signifikante Reduktion des LIPs. Nach 6h und 24h wurde ein Anstieg des
LIP bei der kombinierten Inkubation mit DMOG und EPO gemessen. DMOG alleine
fuhrte weiterhin zu einer LIP Senkung. EPO hatte nach 24h auf den LIP keine Wirkung
mehr. Die deutlichsten, reduzierenden Effekte auf die zytosolische Ferritinkonzentration
wurden nach 24h ermittelt. Signifikanz konnte dabei bei der Einzelbehandlung mit EPO
und in Kombination mit DMOG berechnet werden. Bei der mitochondrialen
Ferritinmessung gab es eine signifikante Erhdhung nach der Inkubation mit EPO,
DMOG in der niedrigeren Konzentration und nach der kombinierten Behandlung. In
den Hepatokarzinomzellen fiihrten alle Behandlung aufler EPO nach 24h zu einer
Erhohung des LIP, wahrend bei EPO sich kein Effekt zeigte. Bei Ferritin konnten eine
tendenzielle Reduzierung festgestellt werden, die jedoch statistisch nicht signifikant
war. Auch beim mitochondrialen Ferritin konnten keine signifikante Anderung der

Expression ermittelt werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es zellspezifische Unterschiede
zwischen  den  Zelllinien  SH-SY5Y und  HepG2  hinsichtlich  der
Eisenstoffwechselanpassung nach den Behandlungen mit DMOG und/oder EPO gab. In
den Neuroblastomzellen konnte in Bezug auf die Eisenadaption eine mdgliche

neuroprotektive Wirkung durch Reduzierung des freien Eisens nachgewiesen werden.
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Summary

Many neurodegenerative diseases are characterized by abnormal iron homeostasis and
subsequent oxidative stress. The present in vitro study was performed to analyze the
effects of dimethyloxalylglycine (DMOG) in concentrations of [0,5mM] and [ImM]
and/or erythropoietin (EPO) in the concentration of [3,3U/ml] on the adaptation of iron
metabolism. Neuroblastoma cells (SH-SY5Y cells) were used as a test model for organ-
specific effects in the brain and hepatoma cells (HepG2 cells) were used as an example
of systemic effects. Cells were treated for 2h, 6h or 24h. The effect of DMOG and EPO
on the iron metabolism components labile iron pool (LIP), cytosolic ferritin and

mitochondrial ferritin are time-, dose- and cell type-dependent.

In SH-SY5Y cells all treatments showed a significant reduction of the LIP after 2h. The
simultaneous treatment with DMOG and EPO led to an increase of LIP after an
incubation of 6h and 24h. DMOG alone led to a further reduction of LIP. The EPO
treatment showed no longer effects after 24h of incubation. The clearest reducing
effects on the cytosolic ferritin were determined after 24h. Significance was found after
the treatment of EPO alone and in combination with DMOG. Mitochondrial ferritin
expression was significantly increased after EPO and DMOG [0,5mM] alone and after

simultaneous treatment.

In HepG2 cells all treatments except EPO led to an increase in the LIP after 24h.
Treatment with EPO showed no effects. A trend towards a reduction in ferritin could be
detected, but there was no statistical significance. For mitochondrial ferritin no

significant change in expression can be detected either.

In conclusion, it was shown that there are cell-specific differences between the cell lines
SH-SY5Y and HepG2 in terms of iron metabolism adjustment after the treatment with
DMOG and/or EPO. In neuroblastoma cells, a potential neuroprotective effect was

demonstrated by the adaption of iron metabolism through the reduction of free iron.
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