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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Eisenstoffwechsel

Eisen ist ein essentielles Spurenelement, das in vielen zelluldren Prozessen
eine wichtige Rolle spielt. Dazu gehdren vor allem der Sauerstofftransport im
Blut, die Sauerstoffspeicherung im Muskel (Hamoglobin und Myoglobin) sowie
enzymatische Reaktionen der Atmungskette (Cytochrome). Peroxidasen und Katalasen, die
Ha&mmolekile im katalytischen Zentrum tragen, sind am Abbau von zelltoxischem
Wasserstoffperoxid beteiligt. Als Bestandteil der Ribonukleotid-Reduktase ist Eisen
auBerdem fur die DNA-Synthese essentiell (Loffler et al 2007).

Neben den wichtigen Funktionen katalysiert Eisen jedoch auch die Entstehung freier
Sauerstoffradikale, die toxische Zellschaden hervorrufen. Eine konsequente Regulation des
Eisenhaushaltes ist daher von grofRer Bedeutung, um auf der einen Seite eine ausreichende
Versorgung des Organismus mit Eisen sicher zu stellen und auf der anderen Seite eine
Anreicherung des freien, toxischen Eisens zu verhindern (Mufioz et al. 2010b).

Der menschliche Korper enthélt ca. 3-5 g Eisen, wovon téglich bis zu 2 mg tber den Darm
verloren gehen. Dieser Verlust wird durch die Aufnahme von Eisen aus der Nahrung
ausgeglichen, wahrend der Eisenbedarf fir die Erythropoese ausschlielich durch
Recycling des Eisens aus abgebauten Erythrozyten gedeckt wird (Hentze et al. 2010,
Knutson 2010) [Abb.1].

Die Eisenresorption findet vor allem im Duodenum statt. In der Nahrung liegt Eisen in
zwei verschiedenen Formen vor: an Hamoglobin gebunden (Hameisen) oder als
anorganisches lon (Nicht-Hameisen) (Mufioz et al. 2010a). Nicht-Hameisen wird an der
apikalen Seite der Enterozyten durch duodenales Cytochrom B (DcytB) zu zweiwertigem
Eisen reduziert (Mufioz et al. 2009). Dieses wird dann Uber den divalenten
Metalltransporter DMT1, welcher neben Eisen auch andere zweiwertige Metallionen
transportiert, in die Darmzelle aufgenommen (Anderson et al. 2009, Mufioz et al. 2009).
Die intrazelluldren Transport- und Speichermechanismen fur Eisen sind bislang
weitestgehend ungeklart. An der basolateralen Membran wird Eisen Uber Ferroportin (iron
regulated proteinl/IREG1) in die Blutbahn abgegeben (Anderson und Vulpe 2009).
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Dort wird das zweiwertige Eisen durch Hephaestin oxidiert, an das Plasmaprotein
Transferrin (Tf) gebunden und zu den Zielzellen transportiert. In Eisenspeicher-Organen
wie z.B. der Leber und dem Knochenmark bindet das Tf-gebundene Eisen spezifisch an
den Transferrinrezeptor 1 (TFR-1). Der Komplex aus Tf und TFR-1 wird mittels
Endozytose in die Zielzelle aufgenommen (Mufioz et al. 2009, Mufioz et al. 2010a).
Im entstandenen Endosom 16st sich Eisen nach Ansduerung des Milieus von Tf und wird
anschlieBend in das Zytosol abgegeben (Loffler et al. 2007). Der Tf-TFR-1-Komplex wird
wieder zur Zellmembran transportiert und Transferrin wird nach erfolgter Exozytose in den
Blutkreislauf freigesetzt. In der Leber ist die Expression von TFR-1 wesentlich geringer als
die Expression von TFR-2. Deshalb wird Eisen in der Leber primédr uber TFR-2
aufgenommen (Johnson und Enns 2004, Robb und Wessling-Resnick 2004).

Im Gegensatz zum dreiwertigen Eisen wird Hameisen Uber einen bisher unbekannten
Mechanismus resorbiert (Anderson et al. 2009, Mufioz et al. 2009). Im Anschluss setzt

eine Hamoxygenase das Eisen aus dem Porphyringerust frei (Hentze et al. 2010).

Freies Eisen, welches nicht fir die Hamoglobinsynthese und andere Prozesse bendtigt
wird, wird intrazellulér in Ferritin gespeichert. Dieses Speicherprotein, das etwa 20 % des
Korpereisens bindet, kommt hauptséchlich in der Leber, aber auch im Knochenmark, der

Milz und den Enterozyten vor.
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Abb. 1 : Eisenhomdostase (Hentze et al. 2004)
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Benotigt der Korper vermehrt Eisen, kann schnell auf die Ferritinspeicher zugegriffen
werden. Ist der Eisenbedarf des Organismus ausreichend gedeckt, geht ein geringer Teil
mit den mukosalen Speichern bei Abstoflung der Darmepithelzellen Gber den Stuhl

verloren (Anderson et al. 2009).

1.2 Struktur von Hepcidin

Hepcidin, welches erstmalig in menschlichem Plasma und Urin nachgewiesen werden
konnte, ist ein Peptidhormon (Park et al. 2001). Dieses Peptidhormon nimmt als zentraler
Regulator der Eisenaufnahme eine bedeutende Rolle im Eisenstoffwechsel ein.

Gleichzeitig weist es aber auch antimikrobielle Eigenschaften auf (Pigeon et al. 2001).

Das Hepcidin-Gen enthélt drei Exons, die ein Pra-Prohormon kodieren. Dieses besteht aus
84 Aminoséuren (AS) (Park et al. 2001): die ersten 24 AS kodieren ein Signalpeptid fir
den Transport in das endoplasmatische Retikulum (Collins et al. 2008). Nach Abspaltung
des Signalpeptides wird das 60 AS-Prohormon, vermittelt durch die Prohormon-
Konvertase Furin, zum aktiven C-terminalen Hepcidin mit 25 AS gespalten (Gagliardo et
al. 2008, Valore und Ganz 2008). Im Urin wurden dartber hinaus zwei weitere Formen mit
22 bzw. 20 AS gefunden, deren biologische Funktion bislang jedoch unklar ist (Park et al.
2001) [Abb. 2].

Neben der eisenregulatorischen Funktion (siehe 1.4) wirkt Hepcidin in vitro antimikrobiell
gegen grampositive und gramnegative Bakterien, sowie Pilze. Es gehort zu den Defensin-
ahnlichen Proteinen (Krause et al. 2000, Park et al. 2001). In Struktur und
antimikrobiellem Wirkspektrum dhnelt es dem humanen R-Defensin 1 (Zucht et al. 1998).
Waéhrend jedoch R-Defensine sechs Cystein-Reste enthalten, die durch drei
Disulfidbriicken verbunden sind, enthalt Hepcidin acht Cystein-Reste, die Uber vier
Disulfidbricken verbunden sind (Bals 2000). Dadurch bildet Hepcidin in der
Tertidrstruktur eine flir Defensine typische Haarnadelschleife aus (Schibli et al. 2002).
Das aktive Hormon besteht in der Primarstruktur Gberwiegend aus basischen Aminosauren,
was eine positive Gesamtladung bewirkt. Dies verleiht Hepcidin eine amphipatische
Struktur, welche es antimikrobiellen Peptiden erlaubt die Membran von Mikroorganismen

zu passieren und Pathogene zu lysieren (Hancook & Lehrer 1998).
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Abbildung 2: Aminosauresequenz von Hepcidin und seinen Vorlaufermolekilen
(veréndert nach Kulaksiz et al. 2004)

1.3 Der Hepcidinrezeptor Ferroportin

Der bisher einzige bekannte Rezeptor fir Hepcidin ist Ferroportin, das u.a. auf der
Membranoberflache von Hepatozyten, der basolateralen Seite der Enterozyten sowie auf
Makrophagen exprimiert wird (Ganz 2005, Nemeth et al. 2004). AulRerdem ist es der
bislang einzige bekannte Eisenexporter der Zelle (Donovan et al. 2005, Montosi et al.
2001). Ferroportin ist ein Homodimer aus 12 Transmembrandomanen und insgesamt 571
Aminoséuren (De Domenico et al. 2007a, De Domenico et al. 2008). Jedes der beiden
Ferroportin-Monomere verfugt jeweils Uber eine extrazellular lokalisierte Hepcidin-
bindesstelle (De Domenico et al. 2009).

Die Bindung des aktiven Hepcidins an Ferroportin vermittelt die Bindung
und Aktivierung von Jak 2 (Janus Kinase 2), sowie die darauffolgende Phosphorylierung
von Ferroportin und fuhrt somit zur Internalisierung des Ferroportin/Hepcidin-Komplexes.
Einmal internalisiert, werden die Phosphate entfernt und Ferroportin wird ubiquitiniert (De
Domenico et al. 2007Db).

Im Anschluss wird das ubiquitinierte Ferroportin lysosomal abgebaut. VVoraussetzung fur
diesen Prozess sind zwei funktionierende Ferroportin-Monomere mit jeweils intakten
Hepcidinbindestellen und Phosphorylierungsstellen (De Domenico et al 2009). Durch
Internalisierung verringert sich die Zahl der Ferroportin-Proteine auf der Oberflache der
Zelle, der Eisenexport wird blockiert und das Eisen reichert sich in der Zelle an. Der

Eisenverlust im Rahmen des physiologischen Zelltodes mit Zellabschilferung der
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Enterozyten ist die einzige Moglichkeit Eisen aktiv aus dem Kdorperkreislauf zu entfernen.
Durch einen hohen Hepcidin-Spiegel wird also zum einen weniger Eisen aus der Nahrung
aufgenommen, zum anderen kann das Eisen, welches durch Makrophagen aus alten
Erythrozyten recycelt wird, nicht in die Blutbahn abgegeben werden.

Im Gegensatz dazu resultiert aus einem niedrigen Hepcidin-Spiegel eine vermehrte
Eisenabgabe aus Enterozyten und Makrophagen in die Blutbahn, da mehr Ferroportin an

der Zelloberflache verbleibt.

1.4 Funktion und Regulation von Hepcidin

Hepcidin wird vorwiegend von Hepatozyten produziert (Park et al. 2001), aber auch in
R-Zellen des Pankreas, im Herzen und der Niere (Kulaksiz et al. 2005, Merle et al. 2007,

Kulaksiz et al. 2008) konnte die Expression von Hepcidin nachgewiesen werden.

Hepcidin erfullt zwei wichtige Funktionen. Durch die Internalisierung von Ferroportin
steuert Hepcidin die intestinale Eisenabsorption und ibernimmt eine zentrale Rolle in der
Eisenhomdoostase (Ganz 2003, Kulaksiz et al. 2004). Diese eisenregulatorische Funktion
von Hepcidin wurde in gentechnisch veranderten Mausen entdeckt: Mause mit Hepcidin-
Uberexpression entwickelten massive Andmien (Nemeth und Ganz 2006, Nicolas et al.
2002), wohingegen ein Mangel an Hepcidin in Knockout-Mé&usen zu einer
Eiseniiberladung in Leber, Pankreas und Herz fiihrte (Nicolas et al. 2001). Dieses Muster
der Eisenlberladung konnte auch bei Patienten mit angeborener Hamochromatose
beobachtet werden (Pietrangelo 2010). Dabei zeigt sich in Folge geringer Serum-
Hepcidinlevel eine Eisenuberladung der Leber (Roetto et al. 2003). Schédigungen
verschiedenster  Organsysteme  resultieren aus diesen nicht bedarfsgerechten
Eisenablagerungen (Niederau et al. 1994, Pietrangelo 2007). Ursachen sind dabei
Mutationen verschiedener Eisenregulations-Gene. Am héufigsten ist davon das HFE-Gen
betroffen, Mutationen des Transferrin-Rezeptors 2 (TFR-2), des Haemojuvelin-Gens
(HFE2), des Ferroportin-Gens (IREG1) sowie des Hepcidin-Gens (HAMP) sind weniger
haufig (Pietrangelo 2007).

Neben seiner Funktion im Eisenstoffwechsel ist Hepcidin als Akute-Phase-Protein ein
wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems (Nemeth et al. 2003). Durch
bakterielle Infektionen oder Entziindungsprozesse wird in den Makrophagen vermehrt

Interleukin-6 (IL-6) produziert, welches die Expression von Hepcidin steigert (Nemeth et
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al. 2003, Wessling-Resnick 2010). IL-6 scheint der wichtigste Induktor der
Hepcidinsynthese zu sein, aber Untersuchungen am Mausmodell zeigen, dass auch andere
Zytokine, wie IL-1, transforming growth factor-B (TGF-R) und bone morphogenetic
proteins (BMP 2, 4 und 6), eine aktivierende Rolle bei der infektassoziierten Regulation
von Hepcidin spielen (Babitt et al. 2006, Lee et al. 2005, Truksa et al. 2006, Wang et al.
2005). In Patienten mit chronischen Entziindungen und Tumoren kommt es zu einem
chronischen, zytokininduzierten Hepcidinanstieg (Ganz 2003, Ganz 2006). Uber
Ferroportin reduziert Hepcidin dabei die Eisenaufnahme bzw. die Eisenfreisetzung und die
daraus resultierenden sinkenden Eisenspiegel fiihren zur Ausbildung einer Infektandmie
(Nemeth et al. 2003, Rivera et al. 2005, Weinstein et al. 2002). Hepcidin wirkt somit in
zweifacher Hinsicht gegen Mikroorganismen. Zum einen direkt durch seine bakterizide
und fungizide Wirkung. Zum anderen indem es den Mikroorganismen das fir ihr

Wachstum notwendige Eisen entzieht (Verga Falzacappa und Muckenthaler 2005).

Obwohl bereits bekannt ist, dass Eisenmangelzustande, Hypoxie und Andmie zu einer
Abnahme der Hepcidin-Konzentration im Blut fuhren (Ganz und Nemeth 2009, Nicolas et
al. 2002) ist die Regulation von Hepcidin bis heute nicht vollstdndig erforscht. Eine
Verringerung der Hepcidinsynthese wird auch nach Gabe von Erythropoetin beobachtet
(Ashby et al. 2010, Fein et al. 2007). Im Falle von Andmie oder Hypoxie scheint die
kompensatorische Erythropoese mit erhdhtem Eisenbedarf der wesentliche Trigger der
abnehmenden Hepcidinkonzentration zu sein (Ganz und Nemeth 2009). Eine gesteigerte
Hepcidinexpression wird wie bereits erwéhnt durch Entziindungsmediatoren sowie

Eiseniiberladung ausgelst.

Bisher wurden zwei Signalwege identifiziert, Gber welche die Regulation von hepatischem
Hepcidin in Abhéangigkeit von Eisen erfolgt. Der eine Signalweg ist abhéngig von BMP-6.
BMP’s sind eine Gruppe von Signalpeptiden, welche die Zellproliferation und die
Differenzierung regulieren (Collins et al. 2010). BMP-6 bindet im Falle einer Eisen-
uberladung an einen Komplex aus BMPR (bone morphogenetic protein receptor) und
membranstdndigem  Hamojuvelin ~ (HJV).  Daraufhin ~ wird intrazellular  die
Phosphorylierung von SMAD-Proteinen ausgelost. Phosphorylierte  SMAD-Proteine
translozieren in den Zellkern und induzieren die Expression von Zielgenen, u.a. Hepcidin
(Anderson und Darshan 2008, Deugnier 2010). Wird in M&usen das leberspezifische
SMAD4 ausgeknockt, ist die Expression von Hepcidin stark reduziert (Kautz et al. 2008).



Einleitung

Der zweite Signalweg ist abhangig vom Transferrinrezeptor 2 (TFR-2). Neben dem
nahezu ubiquitar vorkommenden TFR-1 wurde 1999 der Transferrin-Rezeptor TFR-2
entdeckt (Kawabata et al., 1999). TFR-2 bindet wie TFR-1 an Transferrin und ist fir die
zellulére Eisenaufnahme verantwortlich, jedoch ist seine Affinitat zu Transferrin 25-mal
geringer (Anderson und Vulpe, 2009). TFR-2 wird im Gegensatz zu TFR-1 vorwiegend in
Hepatozyten exprimiert. Transferrin-assoziiertes Eisen bindet an einen Komplex aus
TFR-2 und HFE-1 (high-Fe gene) und initialisiert die Aktivierung der Hepcidinexpression.
Die intrazelluldre Signalkaskade ist dabei noch nicht vollstandig verstanden. Es wird
jedoch vermutet, dass es zu einer Uberschneidung mit dem BMP/SMAD Signalweg
kommt (Camaschella und Silvestri 2008, Knutson 2010).

Die Hepcidinregulation im Rahmen von Entziindungsprozessen erfolgt Uber den
IL-6/STAT3-Pathway. Ligandenbindung an den IL-6-Rezeptor fuhrt zu einer
Jak-2-vermittelten Phosphorylierung von STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3). Nach Translokation von phosphoryliertem STAT3 in den Zellkern wird
die Genexpression von Hepcidin induziert (Nemeth et al. 2003, Pigeon et al. 2001,
Wessling-Resnick 2010) [Abb.3].
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Abb. 3: Intrazellulére Signalwege der Hepcidinregulation (Anderson und Darshan 2008)
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1.5 Hormonelle Regulationsmechanismen

Hormone sind biochemische Botenstoffe, die von spezialisierten Zellen gebildet werden
und Uber Rezeptorinteraktion spezifische Regulationsfunktionen an ihren jeweiligen
Zielzellen verrichten.

Der grofite Teil der Hormone ist nicht membrangangig und bindet an einen in der
Zellmembran befindlichen Rezeptor. Durch Bindung des Hormons wird die zytosolische
Doméne des Rezeptors aktiviert und das Signal weitergeleitet. Bei diesen
Transmembranproteinen unterscheidet man wiederum drei verschiede Grundtypen:
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, ligandenaktivierte lonenkanéle und enzymgekoppelte

Rezeptoren (Deutzmann 2006).

In der hier vorliegenden Arbeit wird in diesem Zusammenhang vorwiegend Ferroportin als
Rezeptor fiir das Peptidhormon Hepcidin betrachtet. Die Struktur von Ferroportin ist noch

nicht ausreichend erforscht, um diesen Rezeptor in eine der 0.g. Kategorien einzuteilen.

Wie in Kapitel 1.3 jedoch beschrieben handelt es sich bei Ferroportin am ehesten um einen
Transmembranrezeptor mit assoziierter Tyrosinkinase (Jak2). Bei diesen Rezeptoren fiihrt
eine Bindung des Liganden zur Rezeptor-Dimerisierung und Autophosphorylierung der
Janus-Kinasen. Diese phosphorylieren Tyrosinreste des Rezeptors und erzeugen
so Bindungsstellen fir Proteine mit SH2-Doménen (src-homology 2). Insbesondere
STAT-Proteine binden an diese Domane und werden tber die Kinase an einem Tyrosinrest
phosphoryliert. Phosphorylisierte STAT-Dimere diffundieren in den Kern und aktivieren
die Transkription JAK-STAT-regulierter Gene (Deutzmann 2006).

Von vielen Peptidhormonen ist bekannt, dass sie neben einem endokrinen zusatzlich einem
autokrinen Sekretionsmechanismus unterliegen, bei dem die abgegebenen Hormone und
hormondhnlichen Substanzen auf die absondernde Zelle selbst wirken. Hierbei
wird vorausgesetzt, dass die betreffende Zelle Rezeptoren und nachgeschaltete
Signaliibertragungssysteme fiir dieses ,eigene“ Hormon besitzt und dass dadurch
wiederum eine dem Signal angemessene Antwort ausgeldst wird. Dabei kann es lokal zu
einem positiven oder negativen Feedback kommen. Die Antwort kann dabei aber auch die

Empfindlichkeit dieser Zelle fir andere Signale modulieren (Kéhrle 2006).
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1.6 Ziele der Forschungsarbeit

Die Regulation von Hepcidin in Abhéngigkeit von verschiedenen Stimuli wie Eisen und
Entzindungsprozessen ist bereits gut aufgeklart. Eine mogliche autokrine Regulation von
Hepcidin hingegen wurde bisher nicht untersucht. Im Rahmen der vorliegenden
Forschungsarbeit sollte deshalb analysiert werden, ob die Expression von Hepcidin
autokrin reguliert wird. Dazu wurden humane Hepatomazellinien als Modellsystem
verwendet und diese mit synthetischem Hepcidin behandelt. Der Einfluss von Hepcidin auf
seine eigene Expression wurde sowohl auf RNA-Ebene als auch auf Proteinebene
untersucht.

Zusétzlich sollten, ebenfalls im Zellkulturmodell mégliche Signaltransduktionswege dieser

Regulation untersucht werden.
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2.1. Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid

Agarose

APS

R-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Coomassie Blue
Entwickler/Fixierer-Losung
Ethanol

Fetales Kéalberserum (FCS)
Glycerin

Glycin

Isopropanol

Methanol

N, N’ Methylen-bis-Acrylamid

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin,
1,2-Bis(dimethylamino)-ethan

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

SDS ultrapure

Tricin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris)

Tween20

Xylol

Material und Methoden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Bio Rad, Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Tetenal AG & Co. KG, Norderstedt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Honeywell Riedel-de Haen, Hanover
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chmie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
neoLab, Heidelberg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

SERVA, Feinbiochemica, Heidelberg
VWR, Ulm
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2.1.2. Kits und Materialien

a.) Zellkultur:

Allgemeines:

Grundmedien (Advanced DMEM, DMEM und RPMI) Invitrogen, Darmstadt

Medienzusétze (FCS, Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin) Invitrogen, Darmstadt

Zellkulturflaschen BD-Falcon, Heidelberg

Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Zellschaber Sarstedt, Numbrecht

Trypsin-EDTA PAA, Colbe

Stimulationen und Transfektionen:

Hepcidin Bachem, Weil a. R.

HiPerfect Reagenz Qiagen, Hilden

siRNA (Ferroportin), SiRNA (Hepcidin) AppliedBiosystems,
Darmstadt

b.) Genexpressions-Bestimmungen

RNA-Isolierung:

High Pure RNA Isolaton Kit Roche, Mannheim

cDNA-Synthese:

SuperScript 111 Reverse Transkriptase Kit Invitrogen, Darmstadt
dNTP (10mM) PeqgLab, Erlangen

Oligo(dT)zo-Primer Invitrogen, Darmstadt



RT-PCR:
RT2-Real Time SYBR Green/Rox
Fast Optical 96-Well Reaction Plate

MicroAmp Optical Adhesive Film

c.) Proteinanalysen

Proteinbestimmung:

Farbstoff-Konzentrat
Bovines Serumalbumin

Kulturplatte mit 96 Vertiefungen

Western Blot:

Novex Sharp Protein Standard
FluoroTrans PVDF-Transfermembran
ECL Western Blotting Detection Reagent

Cronex 5 Medical X-Ray Film

Immunfluoreszenz:

Deckglaser

Objekttrager
Feuchtinkubations-Kammer
FluorSave Reagent

Triton-X-100

Material und Methoden

Biomol, Hamburg
AppliedBiosystems, Darmstadt
AppliedBiosystems, Darmstadt

Bio Rad, Miinchen
SERVA, Heidelberg

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Invitrogen, Darmstadt
Pall Cooperation, Dreieich
GE-Healthcare, Miinchen
AGFA, Dusseldorf

Marienfeld, Lauda
VWR, Ulm

Kobe, Marburg
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich
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2.1.3. Pufferlésungen & Stammlésungen

a.) Proteinextraktion & Proteinbestimmung

Extraktionspuffer
flr Hepcidin: 10 mM Tris
0,5% Triton-X-100
pH 7,5
flr Membranproteine: 100 mM NaCl
50 mM Tris-HCL (pH 7,4)
10 % Glycerol
1% Triton-X-100
b.) Westernblot
Giellen der Gele:
Gelpuffer (Tricingel) 54549 Tris
4,5 ml 10% iges SDS
ad 150 ml H0 dest.
pH 8,45
Gelpuffer (SDS-Gel)
Sammelgelpuffer: 60,59 Tris
600 ml destilliertes H,O
pH 6,8
ad 1 Liter VE-H,0
Trenngelpuffer: 181,71 ¢ Tris
500 ml destilliertes H,O
pH 8,8
ad 1 Liter VE-H,0
T40/C3 7,76 g Acrylamid
0,249 Bisacrylamid
ad 20 ml VE-H,0
T40/C6 18,89 Acrylamid
1,29 Bisacrylamid

ad 50 ml VE-H,0



Gelelektrophorese:

Gel-Ladepuffer (5-fach)

Gel-Laufpuffer (SDS-Gel)

Gel-Auftragspuffer

Anodenpuffer (Tricin-Gel)

Kathodenpuffer (Tricin-Gel)

Blotting:
Blottingpuffer

Sonstiges:
Tris-Buffered-Saline (TBS)

TBST

Material und Methoden

3,125 mi IM Tris-HCL pH 6,8

1g SDS

59 Glycerin

2,5 ml R-Mercaptoethanol
375 ul H.0

1 Spatelspitze Bromphonolblau
59 SDS

15¢ Tris

72 ¢ Glycin

adl Liter VE H,O
bei 70°C-80°C im Wasserbad l6sen

Gel-Ladepuffer mit jeweiligem
Extraktionspuffer 1:5 verdiinnen

24,22 g Tris

ad 1 Liter VE-H,0
12,11 ¢ Tris
17,92 g Tricin

10 ml 10% SDS

ad 1 Liter VE-H,O

3,03¢g Tris

11,26 g Glycin

100 ml Methanol

ad 1 Liter VE-H,0 dest.
pH 8,3

8,79 NaCl

1,21 Tris

adl Liter VE-H,0O

pH 7

1 Liter TBS

1ml Tween20



c¢.) Immunfluoreszenz

Phosphate-buffered-saline (PBS)

2.1.4. Gerate

7500 Fast Real-Time PCR System
mit Software: Sequence detection
Software, Version 1.4

Analysewaage

Brutschrank Typ ST5050

Criterion Blotter

ELISA-Reader SLT Spectra Il

Heizblock DRI-Block

Mini-PROTEAN System

MS1 Minishaker (Vortexer)

Olympus Colorview Kamera

Fluoreszenzmikroskop 1X 71
mit Software: Simple PCI6

Peltier Thermal Cycler

pH-Meter DRI-Block

Photometer Ultrospec 1100 pro

PowerPac HC Power Supply

Sterilbank Lamin Air HLB 2448

Vortex Genie 2

Zahlkammer nach Neubauer

Zentrifuge 5417C

Material und Methoden

Losung A: 0,2 M Na2PO4 (27,89)
Losung B: 0,2 M Na2HPO4 (35,69)
ad jeweils 1 Liter VE-H,O

50 ml Losung A

200 ml Ldsung B

43,859 NaCl

ad 5 Liter VE-H,0

AppliedBiosystems, Darmstadt
AppliedBiosystems, Darmstadt

Sartorius AG, Gottingen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Bio Rad, Munchen

Gemini BV, Niederlande

Biostep GmbH, Jahnsdorf

Bio Rad, Munchen

IKA, Staufen

Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg

Photonics GmbH, Deutschland
Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf
Biostep GmbH, Jahnsdorf

GE Healthcare, Miinchen

Bio Rad, Munchen

Hereaus Instruments GmbH, Hanau
Scientific Industries, USA

Brand GmbH & Co. KG, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg
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2.2. Methoden
2.2.1 Zellkultur

Zelllinien

Fur die Versuche wurden die humanen Hepatomazelllinien HepG2, Hep3B, Huh7, die
humane embryonale Nierenzellen (HEK), sowie die Magenepithelzelllinien AGS
verwendet. Alle diese Zelllinien sind bereits gut etablierte Zellen und werden regelmaRig
fir Regulationsstudien verwendet. HepG2-Zellen sind dariiber hinaus bereits mehrfach fir
Studien der Hepcidinregulation verwendet worden (Fein et al. 2007, Kulaksiz et al. 2004).
In Huh7 Zellen lag eine mit der Hdmochromatose-Mutation C282Y vergleichbare Deletion
vor, welche verhindert, dass HFE auf der Zelloberflache exprimiert wird (Vecchi et al.
2009).

Kultivierung der Zellen

Die in vitro-Kultivierung der adhérenten Zellen erfolgte je nach Versuch in
unterschiedlichen ZellkulturgefaBen bei 37°C und 5% Luftfeuchtigkeit. HepG2-Zellen
wurden in RPMI-Medium, Hep3B Zellen in Advanced DMEM-Medium und Huh7-Zellen
sowie HEK und AGS Zellen in DMEM-Medium kultiviert. Den Grundmedien wurden
jeweils 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin zugefiigt. Die Medien fir die Hep3B

und Huh7-Zellen wurden zusatzlich mit 0,5% L-Glutamin versetzt.

Losen, Passagieren und Ausséen der Zellen

Zur Sicherstellung eines gleichmaiiigen Zellwachstums in Monolayern wurden die Zellen
bei zu grofRer Konfluenz in regelméaRigen Abstanden gesplittet. Um dafir die adhérenten
Zellen von der Zellkulturflasche zu lésen, wurde das Medium entfernt, die Zellen mit
10 ml warmem PBS gewaschen und nach Zugabe von Trypsin (2 ml je 75 cm?
Wachstumsflache) fir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden 10 ml
Kulturmedium zugegeben und die Zellen mithilfe einer Pipette vereinzelt und gleichméRig
in Losung gebracht. Zum Splitten der Zellen wurde ein Teil dieses Zelllysates in eine neue
Zellkulturflasche Uberfuhrt. Zur Vorbereitung eines Versuchs wurde eine definierte
Zellzahl (siehe ,,Zellzahlbestimmung®) in kleinere ZellkulturgefélRe ausgeséat und bis zu

einer Konfluenz von 90% kultiviert.
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Zellzahlbestimmung

Zur Gewahrleistung der Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit der Versuche wurde
immer die gleiche Anzahl an Zellen pro Zellkulturgefal? ausgesat. Die Zellzahlbestimmung
erfolgte mittels einer Neubauer-Zahlkammer, auf die 10 pl einer Zellsuspension
aufgetragen wurde. Unter Verwendung eines inversen Mikroskops wurden alle Zellen in
den 4 grofRen Quadranten ausgezéhlt. Die Zellzahl pro Milliliter ergab sich aus folgender

Formel:
Zellen/ml = (Anzahl der Zellen in den 4 Quadranten x 10%)/ 4

Stimulation der Zellen

Um die Regulationsmechanismen der Zelle in Anwesenheit von exogenem Hepcidin
beurteilen zu konnen, wurde den verschiedenen Zelllinien 1,5 pg/ml synthetisches
Hepcidin (Bachem) zugefuhrt. Diese Stimulation wurde entweder in Zellkulturflaschen
(Wachstumsflache 25 cm?) oder in Gewebekulturplatten mit sechs Vertiefungen
(Wachstumsflache 9,6 cm?) durchgefiihrt. Die Zellen wurden dabei jeweils bis zu einer
Konfluenz von 90% kultiviert. Direkt vor einer Stimulation wurde immer das
Kulturmedium durch frisches Medium ersetzt, um ein optimales und vergleichbares Milieu
zu schaffen. Das Medium wurde unmittelbar im Anschluss mit 1,5 pg/ml synthetischem
Hepcidin versetzt. Die Inkubationszeiten betrugen 6 h (fiir RNA-Analysen) und 24 h (fiir
Untersuchungen auf Proteinebene).

Transfektion der Zellen

a.) Ferroportin-GFP

Um die Lokalisation von Ferroportin in An- und Abwesenheit von Hepcidin direkt
untersuchen zu kdnnen, wurde ein GFP-Ferroportin-Fusionsprotein hergestellt und in einen
Vektor eingebracht. HEK-Zellen wurden im Anschluss mit diesem Vektor transfiziert.
Diese Fpn-GFP-transfizierten HEK-Zellen wurden uns freundlicherweise von der
amerikanischen Arbeitsgruppe um Jerry Kaplan zur Verfligung gestellt (Nemeth et al.
2004). GFP (green fluorescent protein) ist ein Reporterprotein, dass unter UV-Licht griin
fluoresziert. Co-Faktoren oder beigefligte Substrate werden nicht bendtigt (Chalfie et al.,
1994). GFP-Fusionsproteine werden hdufig dazu verwendet, Proteinlokalisationen zu

untersuchen.
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In den verwendeten Zellen unterliegt die Expression des GFP-Ferroportin-Fusionsproteins
der Kontrolle eines Ecdyson-Promotors, der durch Zugabe von Ponasterone (10 pg; 24 h)
aktiviert wurde (Nemeth et al. 2004). Erst im Anschluss wurden die Zellen mit Hepcidin

stimuliert.
b.) small interfering RNA'’s

Das Einbringen von synthetischer siRNA in Zellen diente dazu, Uber
RNA-Interferenz die Expression von spezifischen Zielgenen zu verringern. Dieser Prozess

ermoglichte Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung des betreffenden Gens.

Die Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgte in Gewebekulturplatten mit sechs
Vertiefungen (Wachstumsflache 9,6 cm?). Dazu wurden pro Vertiefung 9,9 x 10° Zellen in
1,9 ml Medium ausgesat. Im Anschluss wurden die Ferroportin- oder Hepcidin-siRNA-
Komplexe vorbereitet und nach 10-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur vorsichtig in
das vorgelegte Medium getropft. Die Komplexe bestanden pro Ansatz aus 16,5 pl einer
2 UM siRNA-Stammlésung, 13,2 pl HiPerfect Reagenz und 70,3 pl FCS-freiem Medium.

Als Kontrollen dienten sowohl eine Control-siRNA, die in die Zellen aufgenommen wird,
aber die Genexpression nicht beeinflusst, als auch unbehandelte Zellen. In Vorversuchen
wurden die Zellen mit siRNA transfiziert und mittels qRT-PCR wurde analysiert, wie

lange die Down-Regulation der jeweiligen Genexpression anhielt.

Dabei zeigte sich eine stabile Down-Regulation bis zu 96 h nach Transfektion. Basierend
auf diesem Befund wurden die Zellen in weiteren Versuchen etwa 68 h nach Transfektion

fir 6 h mit 1,5 pg/ml Hepcidin stimuliert.

2.2.2. RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Um die mRNA-Expression verschiedener Gene zu untersuchen, musste aus den Zelllysaten
zunichst die Gesamt-RNA isoliert werden. Aus der isolierten Gesamt-RNA konnte
daraufhin cDNA synthetisiert und diese mittels gRT-PCR untersucht werden.

Fir die Isolierung der Gesamt-RNA wurde der High Pure RNA Isolation Kit nach
Anleitung verwendet. Dazu wurden die jeweiligen Zellen mit 400 pl
Lysis-Buffer versetzt, mit einem Zellkulturschaber vom Boden der Kulturflasche gelést und
in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR mit 200 pl sterilem PBS aufgenommen. Anschliefend wurde

das Zelllysat auf einem Vortexer 15 sec gemischt und in ein Filtertube Gberfuhrt. Nach
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einer Zentrifugation (2 Minuten, 8000 g) wurde jedes Filtertube mit einem Mix aus 90 pl
DNase-Incubation-Buffer und 10 pl DNase beladen. Die Inkubation erfolgte (ber

15 Minuten bei Raumtemperatur.

Im Anschluss wurde der Filter mit 500 pl Wash-Buffer 1 bzw. 500 pl
Wash-Buffer 1l gewaschen und die Waschlésung durch  Zentrifugation
entfernt (jeweils 15 Sekunden, 8000 g). In einem dritten Waschschritt wurde mit 200 pl
Wash-Buffer Il gewaschen und die  Membran anschlielend  getrocknet
(4 min, 13000 g). Zum Abschluss erfolgte die Elution der RNA durch Zugabe von
25-100 pl Elution-Buffer und einer 1-mindtiger Zentrifugation bei 8000 g.

AnschlieBend wurde die Konzentration der RNA durch UV-photometrische Messung
bestimmt. Zur Reinheitsbestimmung wurde der Quotient der Absorptionen bei 260/280 nm

ermittelt.

Fur die Synthese der komplementaren DNA (cDNA) wurden jeweils 2 pg RNA (ad 12 pl
H,O) mit 1 pl dNTP und 1 pl Oligo(dT),0—Primer versetzt und fur 5 Minuten bei 65°C
inkubiert. Danach wurde der Ansatz durch 1 pul 0,1 M DTT, 4 ul 5-fach First Strand Buffer
und 1 pl des Enzyms Superscript 111 erganzt. Mit Hilfe eines Peltier Thermal Cycler und

folgendem Programm wurde dann der komplementére Strang synthetisiert:
1.) 25°C fur 5 Minuten
2.) 50°C fur 50 Minuten

3.) Inaktivierung des Enzyms bei 70°C flr 15 Minuten

2.2.3. Quantitative Real Time-PCR

Mit Hilfe der quantitativen Real Time-PCR mittels des Fast Real Time PCR Systems
lassen sich die Transkriptmengen einzelner Gene bestimmen. Die Methode basiert auf der
Einlagerung von Fluorophoren — in diesem Fall SYBR Green - in doppelstrangige
Nukleinsduren. Das Fast Real Time PCR System bestimmt dabei Uber den gesamten
Verlauf der PCR die Zunahme der Fluoreszenz. Grafisch dargestellt, ergibt sich dabei ein
sigmoidaler Kurvenverlauf. Zum Rickschluss auf die Menge der enthaltenen bzw.
synthetisierten  Nukleinsduren betrachtet man jeweils den Wendepunkt der

Kurve. In diesem Bereich wird die PCR nicht durch eine dNTP-Limitierung oder



Material und Methoden

der  Zusammenlagerung von  PCR-Produkten  aufgrund eines  unginstigen
Primer-Template-Verhaltnisses gestort, sondern verlauft unter optimalen Bedingungen.
Dieser Wendepunkt wird schlielich von der Sequence Detection Software Version 1.4
berechnet und ausgegeben. Dabei gilt, je friher der Wendepunkt erreicht wird, desto mehr
Template ist im Ansatz enthalten bzw. desto starker wird das zu untersuchende Gen
exprimiert. In dieser Arbeit wurde die quantitative Real Time-PCR dazu verwendet, die

Transkriptmenge verschiedener Gene (relativ zu 3-Actin) zu bestimmen.

Die Reaktionen fur die gRT-PCR wurden in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen
angesetzt und enthielten pro Vertiefung jeweils 8 pl RT-PCR-Mastermix, 1 ul zu
untersuchende cDNA und 1 pl Primergemisch. Der RT-PCR-Mastermix bestand aus 5 pl
SYBR-Mix und 3 pl sterilem H,O dest. Das Primergemisch bestand pro Ansatz aus 0,03 pl
eines Hinprimers (100 pmol) und 0,03 pul eines Rickprimers (100 pmol) ad 1 pl H,O dest.

Die Primer fur HAMP (Hepcidin), IREG1 (Ferroportin), TFR-2 (Transferrin-Rezeptor 2),
HFE-1, IL-6, BMP-6 (bone morphogenetic protein), FTL (Ferritin), Cp (Ceruloplasmin),
SMAD4, [2M (R2-Mikroglobulin), STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3), ID1 (inhibitor of DNA binding 1), IRP1, IRP2 (iron regulatory proteins)
und B-Actin als housekeeping-Gen wurden uber die Biomers AG Ulm bezogen [Sequenzen
in Tabellel].

Zu Beginn der gRT-PCR erfolgte eine 10-miniltige Hitzeaktivierung der
im SYBR-Mix enthaltenen Polymerase bei 95°C. Der anschliefende Replikationszyklus
enthielt eine Denaturierung (15 Sekunden bei 95°C), sowie das Annealing der Primer und
die Elongation der DNA-Doppelstrange (1 Minute bei 60°C). Es wurden insgesamt 45
Zyklen durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Sequence Detection
Software (Version 1.4). Das Programm ermittelt dabei den c-Wert (Wendepunkt der Kurve
der  Fluoreszenz) der einzelnen Proben, mit dem (Uber die Formel
y=2Yy = 2" (-[ciZielgen — cB-Actin]) das Expressionslevel relativ zu B-Actin bestimmt

werden kann.



Tabelle 1: Primersequenzen
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Zielgen

Hinprimer

Rickprimer

HAMP

5'-gcc-tet-gga-aca-tgg-gcea-t-3'

5'-gac-ggg-aca-act-tgc-aga-gc-3'

IREG1

5'-ctt-cag-cct-ggc-aag-tta-cat-g-3'

5'-ttc-tca-aag-gca-ttt-gaa-agg-g-3'

TFR-2

5'-gat-tca-ggg-tca-ggg-agg-tg-3'

5'-gaa-ggg-gct-gtg-att-gaa-gg-3'

HFE-1

5°-caa-caa-gtg-cct-cct-ttg-gt-3°

5’-gcc-act-tca-tgg-tga-tgt-tc-3°

Cp

5°-taa-cag-cac-ctg-gaa-gtg-ac-3’

5°-gcc-aag-atg-cte-tte-ttc-ag-3°

FTL

5°-cta-cgt-tta-cct-gtc-cat-gt-3

5°-gct-tca-tca-gtt-tct-cag-ca-3°

BMP-6

5°-cac-aga-gac-tct-gac-ctg-tt-3°

5°-gtg-gac-tcc-atc-cct-tgt-ca-3’

SMAD4

5’-tgg-tcg-gaa-agg-att-tcc-tc-3°

5"-cct-gag-aga-tca-att-cca-gg-3”

STAT3

5’-tca-aga-ttg-ggc-ata-tgc-gg-3°

5°-tca-aga-tac-ctg-ctc-tga-ag-3°

IRP1

5°-gtt-agg-agg-aga-tcc-aga-ga-3°

5°-ctg-taa-act-gtc-tgc-cct-tc-3°

IRP2

5°-gtg-att-ctg-gag-aac-tag-gc-3’

5°-cac-tgt-ttc-agg-ttc-agg-ca-3°

R2M

5’-cta-tcc-agc-gta-ctc-caa-ag-3’

5’-gac-cag-tcc-ttg-ctg-aaa-ga-3°

ID1

5’-gac-atg-aac-ggc-tgt-tac-tc-3’

5’-ctg-atg-tag-tcg-atg-acg-tg-3’

R-Actin

5’-cag-ggc-tga-gat-gcc-gtc-gag-3’

5’-ctc-cac-aag-cgc-ctt-cgg-tcc-3°

11-6

5’-ctc-cac-aag-cgc-ctt-cgg-tcc-3°

5’-cag-ggc-tga-gat-gcc-gtc-gag-3’
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2.2.4. Proteinextraktion und Proteinbestimmung

Fur die Bestimmung des Proteingehalts im Zelllysat mit Hilfe des Western Blots musste
zuerst die  Gesamt-Proteinmenge extrahiert werden. Zur Sicherstellung der
Vergleichbarkeit der Proteinbanden musste jede Geltasche die gleiche Proteinmenge
enthalten. Die Proteinmenge der Zelllysate wurde im Anschluss an die Proteinextraktion

mittels Photometrie bestimmt.

Die Proteinextraktion aus den Zellen erfolgte mittels verschiedener Extraktionspuffer,
abhangig davon, ob das zu untersuchende Protein in der Zellmembran oder dem
Zytoplasma lokalisiert war. Dazu wurden abhéngig von den Wachstumsflachen der
Kulturflaschen 110-300 pl des entsprechenden Puffers auf die Zellen gegeben und diese
mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden des Behéltnisses geldst. Mit einer Kanile
(Durchmesser 0,45 mm) wurde durch mehrmaliges Auf- und Abziehen des Zelllysates die
DNA abgeschert. Im Anschluss wurden 20 pl der Zellsuspension fur die
Proteinbestimmung entnommen und der restlichen Probe Ladepuffer zugegeben (1:5).
Nach erneutem Auf- und Abziehen durch eine Kantle, wurden die Proben fiir 10 Minuten
bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert. Dadurch setzten sich Zelltrimmer in Form eines Pellets

ab. Nur der Uberstand wurde fiir die Proteinbestimmung verwendet.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach dem Prinzip von Bradford. Dieses beruht auf der
Interaktion des in der Bradfordreagenz enthaltenen Coomassie Brilliant Blue mit
Argininresten der Proteine, wobei es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
von 465 auf 595 nm kommt. Uber den Abgleich mit einer Standardkurve konnte die
Konzentration des Gesamtproteins in den einzelnen Proben berechnet werden. Fir die
Proteinbestimmung wurde die Bradford-L6ésung 1:5 mit H,O dest. verdiunnt. Im Anschluss
wurde mit Hilfe von BSA eine Verdunnungsreihe pipettiert, die dem ELISA-Reader zur
Erstellung einer Standardkurve diente. Von den zu bestimmenden Proben wurden jeweils
2,5 pl mit 500 ul Bradford-Losung versetzt und auf einem Vortexer fir 30 Sekunden gut
gemischt. Sowohl von der Verdinnungsreihe, als auch von den Probenlésungen wurden im

Anschluss 200 ul auf eine Gewebekulturplatte mit 96 Vertiefungen aufgetragen.

Ein mit dem ELISA-Reader verbundener Computer berechnete aus der zuvor
erstellten Standardkurve die Proteinkonzentration der Probeldsungen. Eventuelle

Verdunnungsfaktoren mussten im Anschluss noch mit einberechnet werden.
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2.2.5. Western Blot

Beim Western Blot werden mittels Elektrophorese Proteine anhand ihrer Grol3e getrennt
und auf eine Tragermembran (bertragen. Die Proteinbanden kodnnen dann mittels
Antikorperreaktionen sichtbar gemacht werden. Der primére Antikorper bindet dabei an
sein Antigen, welches auf der Membran fixiert ist. An diesen wiederum bindet der
sekundére Antikorper, der z. B. mit dem Enzym HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt
ist. HRP katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, dessen

Chemilumineszenz detektiert werden kann.

Zur Auftrennung der Proteine mittels Elektrophorese wurden zwei Arten von Gelen
gegossen. Fir die Untersuchung von Prohepcidin wurden Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gele
(16,5 %) gegossen. Fur die Analyse von Membranproteinen, wie Ferroportin und TFR-2
wurden SDS-Gele (6-8 %) hergestellt.

Nach den unten aufgeflihrten Pipettierschemata eines Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gels
wurden die Mischungen fir Trenn-, Sammel- und Spacergel hergestellt. Zuerst wurde das
Trenngel in die Gelkammer gegossen. Direkt im Anschluss wurde das Spacergel darauf
geschichtet, wobei vermieden werden musste, dass sich die Schichten mischen. Darauf
folgte eine diinne Schicht Isopropanol, welches in der 30-mindtigen Polymerisationszeit
flr eine glatte Oberflache sorgte. Nach der Aushartung wurde das Isopropanol abgegossen
und die Oberflache vorsichtig mit Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Sammelgel
Uber das Spacergel geschichtet und ein Kamm zur Formung der Probentaschen eingesetzt.
Die Herstellung des SDS-Gels erfolgte analog nur ohne Spacergel.

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel zum Denaturieren fur finf Minuten bei
95°C erhitzt. AnschlieBend wurde eine definierte Menge an Protein pro Tasche
aufgetragen. Die eingesetzte Menge des Proteinmarkers betrug 7 pl, leere Taschen wurden
mit 10 pl Ladepuffer beflllt. Zur Auftrennung der Proteine wurden die Gele in eine
Laufkammer gegeben, wobei bei den Tricin-SDS-Gelen in die innere Kammer

Kathodenpuffer und in die duliere Kammer Anodenpuffer geflllt wurde.

Bei den SDS-Gelen wurde sowohl innen, als auch aulRen Gel-Laufpuffer eingefullt. Dann
wurde zum Einlauf des Gels fiir 30 Minuten eine Spannung von 60 Volt angelegt. Fir den
eigentlichen Gellauf wurde die Spannung auf 130 Volt erhéht und Uber 1,5 Stunden
beibehalten.


http://de.wikipedia.org/wiki/Meerrettichperoxidase
http://de.wikipedia.org/wiki/Luminol
http://de.wikipedia.org/wiki/Chemilumineszenz
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Tabelle 2-1: Pipettierschema zur Herstellung von Tricin-SDS-Polyacrylamid Gelen (16,5 %)

Ansatz fiir 2 Gele Trenngel (4cm) Spacergel (1cm) Sammelgel (2cm)
H,0 390 410 pl 1560 pl
Tricin-Gelpuffer 2300 pl 330 pl 600 pl
Glycerol 159 - -
T40 C6 2850 pl C3 250 pl C3 240 pl
APS (10%) 25 pl 5ul 12l
Temed 3 ul 1ul 2,5 ul
Tabelle 2-2: Piepettierschema zur Herstellung von 6 und 8 %-igen SDS-Gelen
Trenngel 6% Trenngel 8% Sammelgel

Ansatz fiir 2 Gele (Molekulargewicht (Molekulargewicht (identisch fur beide Gele)

< 90kDa) < 90kDa)
H,0 4,14 ml 4,12 ml 3ml
Trenngelpuffer Trenngelpuffer Sammelgelpuffer

Gelpuffer 2,6 ml 2,6 ml 1,3ml
10 % iges SDS 60ul 80 pl 50 pl
R°t'ph‘3’gese el 33 ml 33 ml 750 ul
APS (10%) 50 pl 50 pl 25 ul
Temed 15 ul 15 ul 5ul

Das Blotten auf eine PVDF-Membran erfolgte bei 75 Volt fir 1 h 10 Min in einer
Blotkammer mit Transferpuffer. AnschlieBend wurden die Membranen zweimal fir
5 Minuten mit TBST gewaschen und daraufhin die Proteinbindestellen mit BSA
(3% in TBST) geblockt. Direkt im Anschluss wurde der Erstantikdérper (siehe Tab. 3-1) in
der jeweiligen Verdinnung auf die Membran gegeben und iber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am néchsten Tag wurde nach mehrmaligem Waschen der jeweils entsprechende
ZweitantikOrper (Tab. 3-2) auf die Membran gegeben. Nach wiederholten Waschschritten
folgte die Inkubation mit ECL fir 2 Minuten. ECL diente als Substrat der HRP-
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vermittelten Lumineszenzreaktion. Im Anschluss wurde die Membran zusammen mit
einem RoOntgenfilm fur eine bestimmte Zeit in eine Rontgenkassette gelegt. Die Filme
wurden daraufhin entwickelt und fixiert. Die Bestimmung der jeweiligen Banden-
intensitaten erfolgte quantitativ mittels der Software ImageJ 1.36b® (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA).

2.2.6. Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz kdnnen Proteine mittels Antikorper sichtbar gemacht
werden. Neben dem Nachweis eines bestimmten Proteins in einem Gewebe, ist es

auflerdem mdoglich die genaue Lokalisation dessen zu untersuchen.

HepG2-Zellen wurden, wie oben bereits erwahnt, gezahlt und im Anschluss
auf in einer Petrischale liegende Objekttragern ausgesat. Nach zwei Tagen wurden die
Zellen bei einer Konfluenz von ca. 50 % stimuliert. Dafur wurde in kleine Plastiktiiten
5 ml Medium vorgelegt und die einzelnen Objekttrager hineingeschoben. Nach Zugabe
von 1,5 pg/ml Hepcidin, wurden die Titen verschweilt und die Objekttrager fur
24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Objekttrager mit den Zellen wurden zur
Fixierung der Zellen fiir 4 Minuten in Methanol geschwenkt. Im Anschluss erfolgten drei
5-minitige Waschgénge in PBS und die Inkubation fiir 10 Minuten in 0,5 % Triton-X-100
zur Permeabilisierung der Zellmembran. Nach wiederholtem Waschen wurden
unspezifische Proteinbindestellen tber 30 Minuten mit FCS (10 % in PBS) geblockt und
200 pl des Erstantikorpers in entsprechender Verdinnung auf den Objekttréger pipettiert.
Die Inkubation des Erstantikorpers (Tab. 3-1) erfolgte tiber Nacht in einer Feuchtkammer
bei 4°C.

Am darauffolgenden Tag erfolgten erneut drei 5-minutige Waschgénge in PBS sowie die
Inkubation des fluoreszierenden Zweitantikorpers (Tab. 3-2) bei Dunkelheit und
Raumtemperatur. Nach Ende der einstlindigen Inkubationszeit wurden die Schnitte erneut
gewaschen und anschlieBend mit Fluorsafe und Deckglasern versehen. Nach zweisttindiger
Trocknung erfolgte die Auswertung der Immunfluoreszenz unter dem Fluoreszenz-

mikroskop.
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Tab. 3-1: Priméare Antikorper

Antikorper Reaktivitat Spezies Antitkorperproduktion
Anti-Hepcidin: . .
EG(5)-HepN/2 Mensch Kaninchen Fein et al. 2007
Anti-Ferroportin Mensch Kaninchen Harrison-Findik et al. 2007
EG(1)-TFR2 Mensch Kaninchen Merle et al. 2007

Tab. 3-2: Sekundare Antikorper

Antikorper Reaktivitat Spezies Firma
Anti-rabbit IgG-HRP Kaninchen Ziege Dianova GmbH, Deutschland
Cy3-anit-rabbit IgG Kaninchen Ziege Jackson Immuno-Research, USA

2.3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels Student T-Test (zweiseitig) fur
paarige  Ergebnisse, = wobei  p<0,05 als signifikant  angesehen  wurde.
Signifikante Ergebnisse sind in den Abbildungen dieser Forschungsarbeit mit einem Stern

(*) gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Regulation von Ferroportin durch Hepcidin in HepG2-Zellen

Wie bereits in vorangegangenen Studien an Fpn-GFP transfizierten HEK-Zellen gezeigt,
verringert sich die Anzahl der membranstandigen Ferroportin-Molekiile in Anwesenheit
von aktivem Hepcidin (Hepcidin 25) durch Internalisierung und Degradierung des
Ferroportin/Hepcidin-Komplexes (De Domenico et al. 2009, Nemeth et al. 2004).
Um die biologische Aktivitat des verwendeten, synthetischen Hepcidins zu untersuchen,
wurden ebenfalls Fpn-GFP transfizierte HEK293-Zellen verwendet. Waéhrend sich
Ferroportin in Abwesenheit von Hepcidin mittels Immunfluoreszenz entlang der
Zellmembran nachweisen lieB, zeigten sich dessen Abbauprodukte nach Stimulation
intrazellular [Abb. 4]. Damit wurde, als Basis flr weitere Stimulationsversuche, die

biologische Aktivitat des synthetischen Hepcidins sichergestellt.

Um zu untersuchen, ob sich diese Interaktion von Hepcidin mit Ferroportin auf humane
Leberzelllinien Ubertragen lasst, wurden HepG2-Zellen Uber 24 h mit synthetischem
Hepcidin (1,5 pg/ml) stimuliert und im Anschluss mittels Immunfluoreszenz und Western
Blot analysiert. Im Western Blot detektierten Ferroportin-spezifische Antikorper eine

Bande bei 100 kDa [Abb. 5A], was dem Molekulargewicht von Ferroportin entspricht.

unstimuliert stimuliert

Abbildung 4: Fluoreszenzmikroskopie von HEK293-Fpn-GFP-Zellen (vorbehandelt mit 10uM Ponasteron
Uber 24 h) mit und ohne Hepcidinstimulation (1,5ug/ml, 24 h). Universitat Ulm, Juli 2009
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Die quantitative Bestimmung der Bandenintensitaten mittels der Software ImageJ® 1.36b
zeigte, dass diese in Zellextrakten nach Hepcidinstimulation signifikant schwécher waren
als die Intensitdten in Extrakten unstimulierter Zellen (p=0,02) [Abb. 5B]. Dieser Befund
konnte in Immunfluoreszenz-Untersuchungen bestétigt werden. Das Fluoreszenzsignal in

stimulierten Zellen war deutlich schwécher als in unbehandelten Kontrollzellen [Abb. 5C].
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Abbildung 5: In HepG2-Zellen wird Ferroportin durch exogenes Hepcidin auf Proteinebene downreguliert.
(A) Western Blot von HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidinstimulation (1,5pug/ml tber 24h); 1.Antikdrper:
anti-Ferroportin 1:10000, 2.Antikdrper: anti-rabbit 1gG-HRP 1:25000 (B) Auswertung der quantitativen
Bandenintensitit der Banden aus A mittels ImageJ® mit und ohne Hepcidinstimulation. (C) Darstellung von
Ferroportin mit und ohne Hepcidinstimulation mittels Immunfluoreszenz in HepG2-Zellen (1,5pug/ml tGber 24 h);
1.Antikdrper: anti-Ferroportin 1:1000, 2.Antikdrper: Cy3-anti-rabbit 1gG 1:200. Universitat Ulm, Mai 2010
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3.2 Autokrine Regulation von Hepcidin in HepG2-Zellen

Viele Regulationsmechanismen von Hepcidin wie z.B. durch Eisen oder Entziindungs-
prozesse sind bereits bekannt. Da bislang aber ungeklart war, ob Hepcidin auch einem
autokrinen Sekretionsmechanismus unterliegt, wurde untersucht, ob die hepatische
Hepcidinexpression durch exogenes Hepcidin beeinflusst wird. Dazu wurden HepG2-
Zellen mit 1,5 pg/ml Hepcidin stimuliert. Die Zelllysate wurden im Anschluss sowohl auf
RNA-Ebene als auch auf Proteinebene untersucht. Mittels qRT-PCR zeigte sich ein
signifikanter Abfall der endogenen Hepcidinexpression nach Hepcidinstimulation
(p=0,029) [Abb. 6]. Verglichen mit unbehandelten HepG2-Zellen, war die Hepcidin-
expression dabei auf 60% reduziert. Auch auf Proteinebene war ein Abfall des
Hepcidinlevels nach Stimulation zu erkennen. Im Western Blot detektierte der
polyklonale Prohepcidin-Antikdrper EG(5)-HepN/2 eine Bande bei etwa 8 kDa
[Abb. 7A]. Diese Grolie entspricht in etwa der berechneten Molekiilmasse von Prohepcidin
(Kulaksiz et al. 2004). Messungen der Bandenintensitdt ergaben einen Abfall des
Proteinlevels nach Stimulation von etwa 20% [Abb. 7B]. Mit Hilfe von Immun-
fluoreszenz-Analysen wurden die Western Blot Ergebnisse bestétigt. Auch hier zeigte sich
eine Abnahme der Fluoreszenzintensitdt nach Zugabe von Hepcidin zum Kulturmedium
[Abb. 7C].
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Abbildung 6: Mittlere Expression von Hepcidin (relativ zu R-Actin) in HepG2-Zellen mit und ohne

Hepcidinstimulation (1,5ug/ml tGber 6 h). n=4. Universitat Ulm, August 2009
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Abbildung 7: In HepG2-Zellen wird das hepatische Hepcidin durch exogenes Hepcidin auf Proteinebene
downreguliert. (A) Hepcidin Western Blot von HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidinstimulation (1,5ug/ml Gber
24h); 1.Antikorper: anti-Hepcidin EG(5)HepN/2 1:3000, 2.Antikoérper: anti-rabbit IgG-HRP 1:10000 (B)
Auswertung der quantitativen Bandenintensitit der Banden aus A mittels Image® mit und ohne
Hepcidinstimulation. (C) Immunfluoreszenz von HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidinstimulation (1,5ug/ml Uber
24 h); 1.Antikorper: anti-Hepcidin EG(5)-HepN/2 1:1000, 2.Antikorper: Cy3-anti-rabbit 1gG 1:200. Universitat
Ulm, September 2009

Um auszuschlielen, dass es sich bei diesen Ergebnissen um einen HepG2-Zell-
spezifischen Effekt handelt, wurden zusatzlich Hep3B-Zellen mit synthetischem Hepcidin
stimuliert. Auch in dieser Hepatomazelllinie zeigte sich nach Hepcidinstimulation ein
signifikanter Abfall der endogenen Hepcidinexpression (p=0,0002). Das mRNA-Level fiel
verglichen mit unbehandelten Hep3B-Zellen nach der Stimulation mit Hepcidin auf 20%
ab [Abb. 8].

Nachdem die autokrine Downregulation von Hepcidin in mehreren Leberzelllinien
gezeigt wurde, sollte untersucht werden, ob sich dieser Effekt auch in anderen
Organsystemen nachweisen lasst. Dazu wurden zusatzlich humane embryonale
Nierenzellen (HEK293-Zellen) und Magenepithelzellen (AGS-Zellen) mit Hepcidin

stimuliert.
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Sowohl in AGS-Zellen, als auch in HEK293-Zellen war kein Unterschied in der Hepcidin-
expression mit und ohne Hepcidinstimulation zu erkennen (A p=0,5 B p=0,7) [Abb. 9].
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Abbildung 8> Mittlere Expression von Hepcidin (relativ zu B-Actin) in Hep3B-Zellen mit und ohne Hepcidin-
stimulation (1,5pg/ml Giber 6 h). n=2. Universitat Ulm, September 2009
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Abbildung 9: Mittlere Expression von Hepcidin (relativ zu R-Actin) in (A) AGS-Zellen und (B) HEK193-Zellen
mit und ohne Hepcidinstimulation (1,5ug/ml Gber 6 h). Universitat Ulm, Dezember 2009
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3.3 Untersuchung des intrazelluldren Eisenstoffwechsels als mogliche

Ursache fir die autokrine Hepcidin-Regulation

Da Hepcidin der zentrale Regulator des Eisenstoffwechsels ist und seine Expression direkt
von Eisen abhéngig ist, sollte sichergestellt werden, dass die beobachteten Effekte nicht
auf Anderungen des Eisenstoffwechsels zuriickzufiihren sind.

Dafur wurden die Expressionen des Eisenspeicherproteins Ferritin sowie der Iron
Response Proteins (IRP1 und IRP2) in HepG2-Zellen in An- und Abwesenheit von
Hepcidin untersucht [Abb. 10A-C]. Die untersuchten Gene wiesen keine Anderung der

Expression in Abhangigkeit von Hepcidin auf (A p=0,8 B p=0,7 C p=0,8).
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Abbildung 10: Mittlere Expression von (A) IRP1, (B) IRP2, (C) Ferritin (alle relativ zu R-Actin) in
HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidinstimulation (1,5ug/ml tGber 6 h). Universitat Ulm, August 2010
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3.4 Mogliche Mechanismen der autokrinen Hepcidinregulation in der Leber
Bisher sind drei Signalweg bekannt, die die Expression von Hepcidin regulieren:

1.) Signalweg tber IL-6 und STAT3

2.) Signalweg uber BMP-6 und SMAD4

3.) Signalweg Uber TFR-2 und HFE-1

Um zu untersuchen, ob diese Signalwege auch eine Rolle bei der autokrinen Regulation
von Hepcidin spielen, wurden erneut HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidinstimulation
verwendet. Dabei wurden die Genexpressionen von an der Signalibertragung beteiligter

Proteine mittels gRT-PCR untersucht.

1.) Signalweg tber IL-6

IL-6 gilt als einer der Hauptinduktoren der Hochregulation von Hepcidin im Rahmen
entzindlicher Prozesse (Ganz und Nemeth 2009). Verglichen mit unstimulierten
Kontrollzellen war die IL-6-Expression in mit Hepcidin stimulierten HepG2-Zellen zwar
erhoht, aber die Unterschiede waren nicht signifikant (p=0,3) [Abb. 11A]. In Hep3B und
Huh7-Zellen konnte keine Anderung der Expression in Abhéngigkeit von Hepcidin im
Kulturmedium beobachtet werden (B: p= 0,8 C: p=0,4) [Abb. 11B, C]. Die Genexpression
von STATS3, welches als Transkriptionsfaktor des IL-6-Signalweges wirkt, war nach
Hepcidinstimulation ebenfalls unveréndert (p=0,1) [Abb. 11D].

2.) Signalweg tber BMP-6 und SMAD-Proteine

Auch dieser Signalweg zéhlt zu den etablierten Signalwegen der Hepcidin-Geninduktion
(Anderson und Darshan 2008). Die Expressionen von BMP-6 und SMAD4 in Hepcidin-
stimulierten HepG2-Zellen waren zwar tendenziell leicht vermindert, aber nicht signifikant
[Abb. 12]. ID1 ist ein Transkriptionsfaktor, der als direktes Target fir den BMP6-
Signalweg gilt und Auskunft Gber dessen Signalaktivitat gibt (Corradini et al. 2009). Auch
ID1 zeigte in HepG2-Zellen keine Verénderung nach Hepcidinstimulation [Abb.13].
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Abbildung 11: Mittlere Expression von IL-6 in (A) HepG2, (B) Hep3B und (C) Huh7 mit und ohne
Hepcidinstimulation relativ zu B-Actin (1,5pug/ml Ober 6 h). (D) STAT3 in HepG2-Zellen mit und ohne
Hepcidinstimulation (1,5ug/ml Gber 6 h) relativ zu 3-Actin. Universitat Ulm, Juni 2010
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Abbildung 12 : Mittlere Expression von (A) BMP-6 und (B) SMAD4 in HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidin-
stimulation relativ zu 3-Actin (1,5ug/ml tGber 6 h). Universtiat Ulm, Mai 2010
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Abbildung 13 : Mittlere Expression von ID1 in HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidinstimulation relativ zu
R-Actin (1,5pg/ml Gber 6 h). Universitat Ulm, Oktober 2010

3.) Signalweg Uber TFR-2 und HFE-1
TFR-2

TFR-2 nimmt als Haupteisentransporter der Leber eine wichtige Rolle im
Eisenstoffwechsel ein. Nach Stimulation von HepG2-Zellen mit exogenem Hepcidin zeigte
sich eine nicht ganz signifikant verringerte Expression von TFR-2 im Vergleich zur
Expression in den Kontrollzellen (p=0,07) [Abb.14A]. Auch auf Proteinebene konnte der
Abfall des TFR-2-Levels in Anwesenheit von Hepcidin nachgewiesen werden [Abb.14B].
Analysen der Bandenintensitdten zeigten einen Abfall von 20%, verglichen mit
unbehandelten Zellen (p=0,5) [Abb.14C].

Unklar war aber, ob dieser Effekt direkt durch das exogene Hepcidin hervorgerufen wird
oder auf die damit verbundene Downregulation des endogenen Hepcidins zuriickzufuhren
ist. Um diesen Sachverhalt zu untersuchen wurde die Expression von Hepcidin in HepG2-
Zellen durch spezifische Hepcidin-siRNA inhibiert und im Anschluss die Genexpression
von TFR-2 bestimmt. Die gRT-PCR-Ergebnisse zeigten einen signifikanten Abfall von
TFR-2 nach Hepcidin-siRNA-Transfektion (p=0,03) [Abb.15].



Ergebnisse

A 0,009 - unstimuliert stimuliert

c I

©

<

2 0,006 -

=3

]

=

@

o

S 0,003 1

uwy

wy

o

O

-

[

0 .

- 110 kDa

1,2 1

1,0 1

E

0,6 -

H

Bandenintensitat relativ zu unstimuliert

0,0 T

Abbildung 14: In HepG2-Zellen wird TFR-2 durch exogenes Hepcidin auf mRNA-Ebene und Proteinebene
downreguliert. (A) Mittlere Expression von TFR-2 (relativ zu B-Actin) in HepG2-Zellen mit und ohne
Hepcidinstimulation (1,5pg/ml tUber 6 h) (B) TFR2 Western Blot von HepG2-Zellen mit und ohne
Hepcidinstimulation (1,5ug/ml Gber 24h); 1.Antikérper: EG(1)-TFR2 1:6000, 2.Antikorper: anti-rabbit 1gG-HRP
1:13000 (C) Auswertung der quantitativen Bandenintensitat der Banden aus A mittels ImageJ® mit und ohne

Hepcidinstimulation. Universitat Ulm, Januar 2010
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Abbildung 15: Mittlere Expression von TFR-2 (relativ zu 3-Actin) in HepG2-Zellen und ohne Hepcidin-
siRNA-Transfektion. Universitat Ulm, Juni 2010

HFE-1

Der Effekt von exogenem Hepcidin auf die Expression des Peptidhormones wurde initial
auch in der Leberzelllinie Huh7 untersucht. Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine mit der
H&mochromatose-Mutation C282Y vergleichbare Deletion aus. Bei dieser Mutation wird
die Bindung des HFE1-Proteins an 2-Mikroglobulin blockiert, wodurch die Expression
von HFE-1 auf die Zelloberflache verhindert wird (Feder et al. 1997, Vecchi 2010).
Genexpressions-Analysen bestatigten die Ergebnisse aus den HepG2- und Hep3B-Zellen.
Auch in Huh7-Zellen war die Expression von Hepcidin nach exogener Hepcidingabe
verringert. Dieses Ergebnis deutete bereits an, dass HFE-1 wahrscheinlich nicht an der
autokrinen Regulation von Hepcidin beteiligt ist. Die Untersuchung des HFE-1-
spezifischen Expressionslevels verdeutlichte dies. Die Zugabe von Hepcidin zum
Kulturmedium hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Synthese von HFE-1.
R2-Mikroglobulin  wirkt als Chaperon und ist somit wichtig far die
Zelloberflachenexpression von HFE-1 (Bhatt et al. 2007, Bhatt et al. 2009). In mit
Hepcidin stimulierten HepG2-Zellen zeigte sich zur Bestitigung keine Anderung der
HFE-1-Expression. Auch die Expression von 32-Mikroglobulin war in Anwesenheit von
Hepcidin im Kulturmedium unveréndert (p=0,2) [Abb. 17A, B].
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Abbildung 16: Mittlere Expression von Hepcidin (relativ zu 3-Actin) in Huh7-Zellen mit und ohne Hepcidin-
stimulation (1,5pg/ml Giber 6 h) n=2. Universitat Ulm, Mai 2010
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Abbildung 17 : Mittlere Expression von (A) HFE-1 und (B) 32M (relativ zu R-Actin) in HepG2-Zellen mit und
ohne Hepcidinstimulation (1,5ug/ml Giber 6 h). Universitat Ulm, Juni 2010
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3.5 Ferroportin als moglicher Signaltransduktor der autokrinen Hepcidin-

regulation

Da die Untersuchung der 3 etablierten Regulationswege keinen sicheren Anhaltspunkt fur
eine Beteiligung dieser an der autokrinen Downregulation von Hepcidin lieferte, wurde ein

mdoglicher vierter Signalweg in Betracht gezogen.

Ferroportin ist der einzige bislang bekannte Rezeptor fur Hepcidin. Dartiber hinaus gab es
aus der Literatur Hinweise darauf, dass Hepcidin Ferroporin nicht nur auf der Proteinebene
(siehe Ergebnisse Abb. 5), sondern auch auf der mRNA-Ebene reguliert (Ramey et al.
2010).

Um dies in unserem Modellsystem genauer zu untersuchen, wurde mittels gRT-PCR die
Expression von Ferroportin in HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidinstimulation gemessen.
Dabei zeigte sich auch in der Leberzelllinie ein signifikanter Abfall der Ferroportin-mRNA
um etwa 50% verglichen mit unbehandelten Kontrollzellen (p=0,012) [Abb. 18].

Unklar war, ob dieses Ergebnis direkt durch exogenes Hepcidin hervorgerufen wird, oder
ob die damit verbundene Downregulation des endogenen Hepcidins die Ferroportin-
Expression beeinflusst. Um diese Frage zu klaren, wurden mit Hepcidin-siRNA-
transfizierte HepG2-Zellen auf eine Veranderung in der Genexpression von Ferroportin
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Ferroportin-Expression nicht durch eine

Anderung der Hepcidinexpression reguliert wird (p=0,7) [Abb. 19].
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Abbildung 18: Mittlere Expression von Ferroportin (relativ zu B-Actin) in HepG2-Zellen mit und ohne Hepcidin-
stimulation (1,5ug/ml Gber 6 h). Universitat Ulm, Oktober 2009
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Abbildung 19: Mittlere Expression von Ferroportin (relativ zu B-Actin) in HepG2-Zellen und ohne Hepcidin-
siRNA-Transfektion. Universitat Ulm, Oktober 2010

Von grofRer Bedeutung fur die Stabilitit des transmembrandren Ferroportin ist die
Ferroxidase Coeruloplasmin (De Domenico et al. 2007b), deren Aktivitdt die treibende
Kraft fur den Eisenexport tiber Ferroporin darstellt. Ein Fehlen von Coeruloplasmin flhrt
zur sofortigen Internalisierung und Degradierung von Ferroportin (De Domenico et al.
2009). Um zu untersuchen, ob eine Veranderung der Coeruloplasmin-Expression und
damit verbunden auch Ferroportin die Ursache fur die Downregulation von Hepcidin durch
exogene Hepcidingabe sein konnte, wurde mittels gRT-PCR das Expressionslevel von
Coeruloplasmin bestimmt. Verglichen mit Kontrollzellen, zeigten sich in Anwesenheit von
Hepcidin im Kulturmedium keine Unterschiede (p=0,6) [Abb. 20].

0.3

0,2 A

0.1 A

Expression relativ zu B-Actin

unstimuliert stimuliert

Abbildung 20: Mittlere Expression von Coeruloplasmin (relativ zu R-Actin) in HepG2-Zellen mit und ohne
Hepcidinstimulation (1,5pg/ml tiber 6 h). Universitat Ulm, Januar 2010
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Der Befund der reduzierten Ferroportin-Expression nach Stimulation der Leberzelllinie mit
Hepcidin unterstlitzte die Theorie, dass die Downregulation von Hepcidin Uber eine
Anderung seines Rezeptors vermittelt wird. Um dies eingehender zu tberpriifen, sollte die
Hepcidinexpression nach Hepcidinstimulation in HepG2-Zellen untersucht werden, in
denen die Ferroportin-Expression durch spezifische SiRNA geblockt wurde. In
Vorversuchen wurden zundchst verschiedene Fpn-siRNA’s und deren Konzentrationen

ausgetestet, sowie geeignete Transfektionszeiten bestimmt [Abb. 21 A-C].
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Abbildung 21: Mittlere Expression von Ferroportin in HepG2-Zellen nach Transfektion mit spezifischen Fpn-
siRNNA’s nach (A) 48h mit und 10uM Fpn-siRNA (B) 72h, 10uM und (C) 96 h, 10pM . Universitat Ulm,
September 2010
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Verglichen mit einer Transfektionskontrolle und unbehandelten Zellen erzielten alle
getesteten Fpn-siRNA’s einen Knock-Down der Ferroportin-Expression. Dieser war bei
einer Konzentration von 10uM deutlicher als bei 5uM. Bei der Fpn-siRNA#2 (in einer
Konzentration von 10uM) konnte Uber die verschiedenen Transfektionszeiten der

konstanteste Knock-Down beobachtet werden.

Fur die weiterfihrenden Versuche wurden die mit Fpn-siRNA # 2 transfizierten
HepG2-Zellen zusétzlich mit 1,5ug/ml Hepcidin stimuliert und 6 h spater geerntet. Die
Stimulation wurde dabei ca. 68 Stunden nach Transfektion durchgefiihrt, da nach dieser
Zeit die Ferroportin-Expression in den transfizierten Zellen auf 20 % des Levels
untransfizierter Zellen reduziert war. Die Genexpression von Hepcidin wurde im
Anschluss mittels qRT-PCR bestimmt [Abb. 22].

Dabei zeigte sich erneut eine Downregulation von Hepcidin um etwa 15% nach Addition
von Hepcidin in das Kulturmedium. Des Weiteren konnte man beobachten, dass in mit
Fpn-siRNA transfizierten Zellen auch ohne Hepcidinstimulation die Expression des
endogenen Hepcidins ebenfalls um 15% reduziert war. Eine zusatzliche Stimulation der
Ferroportin-siRNA transfizierten Zellen mit Hepcidin fuhrte zu keiner weiteren Reduktion
des Hepcidin-Expressionslevels und verdeutlicht, dass der Knockdown der Ferroportin-

Produktion Hepcidin schon maximal supprimiert.
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Abbildung 22: Mittlere Expression von Hepcidin in mit Fpn-siRNA (10uM, 68 h) transfizierten HepG2-Zellen
und ohne zusétzliche Hepcidinstimulation (1,5pg, 6 h), n=2. Zum Vergleich HepG2-Zellen ohne
siRNA-Transfektion mit und ohne Hepcidinstimulation. Universitat Ulm, November 2010
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4. Diskussion

Das Peptidhormon Hepcidin spielt im Eisenstoffwechsel eine zentrale Rolle (Ganz 2003,
Kulaksiz et al. 2004, Pigeon et al. 2001). Die Hepcidin-vermittelte Internalisierung von
Ferroportin fihrt zu einem reduzierten, zelluldren Eisenexport und ermdglicht es dem

Organismus, die Eisenaufnahme tber Hepcidin zu steuern (Nemeth et al. 2004).

Die Rolle von Hepcidin wurde in den letzten Jahren beztiglich des Eisenstoffwechsels,
Entzindungen und Infektionen sowie Faktoren der Blutbildung eingehend untersucht.
Dennoch ist die hepatische Hepcidinexpression noch nicht vollstdndig bekannt. Obwohl
andere Peptidhormone haufig zusétzlich autokrinen Regulationsmechanismen unterliegen,
wurde bislang nicht untersucht, ob auch Hepcidin Teil eines autokrinen Biofeedbacks sein
konnte. Eine Vorarbeit von 2004 lieR vermuten, dass in Mdausen solch eine autokrine
Autoregulation von Hepcidin stattfindet. Dabei wurde Mausen fur drei Tage synthetisches
Hepcidin injiziert (100 pg) und im Anschluss die endogene Hepcidinexpression bestimmt.
Es zeigte sich ein Abfall der endogenen Hepcidinexpression nach Hepcidininjektion
(Laftah et al. 2004).

Gegenstand dieser Arbeit war es herauszufinden, ob die hepatische Hepcidinexpression

auch in humanen Leberzellen durch exogenes Hepcidin beeinflusst werden kann.

In Anwesenheit von exogen zugefuhrtem Hepcidin konnte ein signifikanter Abfall der
endogenen Hepcidinexpression beobachtet werden. Dieser Effekt konnte in mehreren
Leberzelllinien nachgewiesen werden. In HepG2-Zellen zeigten sich nach Stimulation mit
Hepcidin zudem verringerte Hepcidin-Proteinlevel, was die Ergebnisse der RNA-Analysen
bestatigte. Die autokrine Downregulation von Hepcidin in der Leber wiirde bedeuten,
dass das in einem Hepatozyten synthetisierte Hepcidin direkt auf dieselbe Zelle wieder
eine Wirkung ausubt. Ein Beispiel fir autokrine Mediatoren stellen die Eicosanoide
(Prostaglandine, Leukotriene, Thromboxane) dar, die aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer
direkt am Ort ihrer Entstehung wirken (Boyce 2007).

Neben der Leber als Hauptsyntheseort fur Hepcidin wird das Peptidhormon u.a. auch in
der Gallenblase, der Niere und dem Magen exprimiert. In humanen embryonalen
Nierenzellen (HEK-Zellen) sowie Magenepithelzellen (AGS) konnte jedoch keine
Anderung des Expressionslevels in Anwesenheit von exogenem Hepcidin im

Kulturmedium festgestellt werden.
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Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse schlussfolgern, dass die autokrine Regulation
organspezifisch ist und vorwiegend in der Leber stattfindet. Eine mogliche Ursache dafir
kdnnte sein, dass Hepcidin in den ubrigen Organsystemen in geringeren Mengen vorliegt
als in der Leber und wahrscheinlich eine lokale Funktion ausibt (Schwarz et al 2011).
Weitere Befunde lassen auBerdem vermuten, dass das in peripheren Organen gebildete
Hepcidin wahrscheinlich nicht ins Blut abgegeben wird und somit keine systemische
Wirkung erfiillen kann (Schwarz et al. 2011, Kulaksiz et al. 2008, Merle et al. 2007, Strnad
et al. 2010).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Hepcidin einem autokrinen Sekretionsmechanismus
unterliegt, stellte sich die Frage, welcher Signaltransduktionsweg daflr verantwortlich ist.
Bisher waren drei Signaltransduktionswege bekannt, welche die Hepcidinexpression
regulieren: Der Signalweg tber IL-6/STAT3, der Signalweg Uber BMP-6/SMAD, sowie
der Signalweg Uber HFE-1/TFR-2. Bezlglich des IL-6/STAT3-Signalweges, sowie des
BMP-6/SMAD-Signalweges zeigten die Ergebnisse keinen mdglichen Zusammenhang zur

autokrinen Downregulation von Hepcidin.

Bei Untersuchungen zur Hepcidinexpression in Huh7-Zellen konnte festgestellt werden,
dass auch in dieser Zelllinie in Anwesenheit von exogenem Hepcidin die endogene
Hepcidinexpression downreguliert war. Die Mutation des HFE-Gens in diesen Zellen (die
verhindert, dass HFE auf der Zelloberflache exprimiert) hat keinen Einfluss auf die
Hepcidin-Downregulation. Dieser Befund legt nahe, dass HFE an der Hepcidin-
Downregulation nicht beteiligt ist. Dartiber hinaus konnten auch in der Expression von
R2-Mikroglobulin, das an HFE-1 bindet und dieses auf der Zelloberflache stabilisiert, keine
Verénderungen nach der Hepcidin-Behandlung festgestellt werden.

Lediglich TFR-2 war in Anwesenheit von Hepcidin sowohl auf RNA-Ebene als auch auf
Proteinebene im Vergleich zu unstimulierten Zellen veréndert. Auch in mit spezifischer
Hepcidin-siRNA transfizierten HepG2-Zellen war die Expression von TFR-2 signifikant
reduziert. Dies zeigt, dass es sich beim Abfall von TFR-2 in Anwesenheit von Hepcidin
wahrscheinlich um einen indirekten Effekt der Downregulation des endogenen Hepcidins
handelt. Da TFR-2 fir die Regulation von Hepcidin essentiell ist und eine Mutation von
TFR-2 in H&mochromatose-Patienten und in Mausmodellen zu einer Stérung der
Hepcidin-Produktion fiihrt (Niederau et al. 1994, Pietrangelo 2007) sollte in
weiterfihrenden Versuchen die Rolle von TFR-2 bei der autokrinen Regulation von

Hepcidin n&her untersucht werden.
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Aufgrund der Beobachtung, dass die autokrine Downregulation von Hepcidin durch die
bereits etablierten Regulationswege nicht zu erklaren war, musste es weitere
Regulationswege fir Hepcidin geben. Da es sich bei Ferroportin um den bislang einzigen
bekannten Hepcidinrezeptor handelt und ein signifikanter Effekt von Hepcidin auf dessen
Expression beobachtet werden konnte, wurde Ferroportin als Ausgangspunkt eines

weiteren Signalweges untersucht.

Durch die Entdeckung von Ferroportin als Rezeptor fur Hepcidin, wurde die
Wirkungsweise von Hepcidin auf zelluléarer Ebene neu verstanden. Die Interaktion von
Hepcidin und Ferroportin war in Fpn-GFP-transfizierten HEK-Zellen bereits gut
untersucht. Eine Arbeitsgruppe aus Osterreich konnte kiirzlich zeigen, dass Hepcidin in
THP-1 Zellen, einer humanen Monozytenzelllinie, ebenfalls die Internalisierung von
Ferroportin bedingt (Theurl et al. 2008).

Unklar blieb, ob dieser Mechanismus auch in humanen Hepatozyten von Bedeutung ist. In
dieser Arbeit zeigten Western Blot Untersuchungen, dass es auch in humanen
Hepatomazelllinen durch Anwesenheit von Hepcidin im Kulturmedium zu einem Abfall
des Ferroportinlevels kommt. Die Verwendung Ferroportin-spezifischer Antikorper
ermoglichte darlber hinaus in Immunfluoreszenz Untersuchungen den Nachweis, dass
Ferroportin durch die Hepcidinwirkung von der Zelloberflache entfernt und intrazellulér
abgebaut wird, wie es bereits in Fpn-GFP transfizierten HEK-Zellen beobachtet worden
war (De Domenico et al. 2009, Nemeth et al. 2004).

Die Ergebnisse einer Pariser Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2009 lieRen dartiber hinaus
vermuten, dass Hepcidin in isolieren Maushepatozyten Ferroportin nicht nur auf
Proteinebene, sondern auch auf RNA-Ebene beeinflusst (Ramey et al. 2009). In der
vorliegenden Forschungsarbeit konnte dies fiir humane Hepatomazellen bestétigt werden.
Auswertungen quantitativer Real Time-PCR zeigten einen signifikanten Abfall der

Ferroportin-mRNA in Anwesenheit von Hepcidin.

Eine Rolle von Ferroportin bei der autokrinen Downregulation von Hepcidin zeigte sich in
mit spezifischer Fpn-siRNA transfizierten HepG2-Zellen. Allein die Stimulation mit
Fpn-siRNA fiihrte in HepG2-Zellen zu einer Abnahme der endogenen Hepcidinexpression.
Diese Supprimierung liell sich auch durch zusatzliche Hepcidinstimulation nicht
verstarken. Die Schlussfolgerung daraus war, dass die alleinige Downregulation von
Ferroportin durch exogenes Hepcidin in einer Abnahme der endogenen Hepcidin-

expression resultiert [Abb. 23].
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In den Versuchen mit Ferroportin-SiRNA war der beobachtete Abfall der
Hepcidinexpression deutlich geringer als in den Hepcidin-Stimulationsversuchen ohne
siRNA-Transfektion. Ein Grund dafur ist wahrscheinlich der modifizierte Versuchsaufbau.
Zum einen verlangerte sich durch die Transfektion die Kulturzeit von 54 h auf 90 h. Zum
anderen musste aus diesem Grund auch die Zellzahl reduziert werden, um zu verhindern,
dass die Konfluenz 100 % ubersteigt. Bereits in vorherigen Versuchen konnte beobachtet
werden, dass die Zelldichte fur die Effektivitat der Stimulation mit Hepcidin eine wichtige
Rolle spielt. Es ist deshalb nicht auszuschliel3en, dass nach Transfektion mit sSiRNA eine
optimale Zelldichte nicht mehr gegeben war und der Effekt auf die Hepcidinexpression aus

dem Grunde nicht so deutlich ausféllt.

Zwei weitere mogliche Mechanismen, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht
wurden, aber in weiterfuhrenden Versuchen analysiert werden sollten, sind die Signalwege
uber JAK2 und/oder uber Abbauprodukte der Ferroportin-Internalisierung und
Degradation. Es wurde bereits gezeigt, dass die Bindung von Hepcidin an Ferroportin die
Tyrosinkinase JAK2 aktiviert (De Domenico et al. 2009). Andere Vorarbeiten zeigten
auflerdem, dass JAK2 die Phosphorylierung von STAT3 initiiert, welches daraufhin als
intrazelluléarer ~Signaltransmitter wirkt (Maliken et al. 2011). Im Rahmen der
entziindungsbedingten Hepcidinregulation taucht STAT3 im IL-6-Regulationsweg bereits
als Signaltransmitter fir Hepcidin auf (Wessling-Resnick 2010). Somit sollte STAT3 im
Rahmen der autokrinen Hepcidinregulation auf RNA- und Proteinebene zukiinftig genauer

untersucht werden.

Dartiber hinaus kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass beim Abbau des Hepcidin-
Ferroportin-Komplexes Signalkaskaden aktiviert werden. Allerdings ist dieser Prozess

bisher noch nicht ausreichend aufgeklart, um mdgliche Kandidaten gezielt zu untersuchen.
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Hepatozyt Blut

Abbildung 23: Modell der autokrinen Hepcidinregulation tiber Ferroportin. Universitat Ulm, Dezember 2010

Da Hepcidin unmittelbar mit dem Eisenstoffwechsel verbunden ist, wurde durch
erganzende Experimente sichergestellt, dass die durch Hepcicin hervorgerufenen Effekte
nicht indirekt durch einen veranderten Eisenstoffwechsel der Hepatozyten zu erkléren sind.
Die Messungen des Eisenspeicherproteins Ferritin, sowie der eisenregulatorischen Proteine
IRP1 und IRP2 lieferten mit und ohne Hepcidinstimulation die gleichen Ergebnisse, so
dass angenommen werden konnte, dass der hepatozytdre Eisenhaushalt die Ergebnisse
dieser Arbeit nicht beeinflusst hat.

Die Zusammenschau aller Ergebnisse dieser Forschungsarbeit vor einem
pathophysiologischen Hintergrund fuhrt zu der Aussage, dass die autokrine
Downregulation von Hepcidin in der Leber hdochstwahrscheinlich dazu dient, hohe
zirkulierende Hepcidinspiegel schnellstmoglich auf ein bedarfsgerechtes Level zu
reduzieren. Wie im Folgenden genauer beschrieben schitzt dieser autokrine Feedback-
Mechanismus den Organismus vor langanhaltenden hohen Hepcidinspiegeln und damit
verbunden vor extremen Eisenmangelzustdnden im Rahmen von Entziindungsprozessen.
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Im Falle von Entziindungsprozessen steigern hohe Konzentrationen an IL-6 Uber die
Bindung an den hepatischen IL-6-Rezeptor und die nachfolgende Phosphorylierung von
STATS3 die Hepcidinproduktion der Leber sowie anderer Hepcidin-produzierender Organe.
In Folge dessen kommt es zu einer massiven Erhohung des zirkulierenden Hepcidins.
Resultierend daraus sind die Eisenaufnahme im Duodenum und die Eisenabgabe aus
Makrophagen stark reduziert. Bei permanent hohen Hepcidinspiegeln und der daraus
resultierenden Abnahme der Eisenresorption sowie der Blockierung der Eisenreserven in
Makrophagen nehmen im Laufe der Zeit auch die Eisendepots des Organsismus ab. Als
Folge daraus kénnen Eisenmangelandmien entstehen (Mufioz et al. 2010, Sasu et al. 2010).
Die Bindung des zirkulierenden Hepcidins an Ferroportin fiihrt moglicherweise parallel zu
der beschriebenen I1L-6 bedingten Upregulation von Hepcidin zu einer autokrinen
Gegenregulation. In Folge kann der Hepcidinspiegel nach Abklingen der induzierenden

Stimuli schneller wieder auf ein bedarfsgerechtes Level reduziert werden [Abb. 23].

Es ist bekannt, dass ein Zusammenhang zwischen hohen Hepcidinspiegeln bei chronischen
Entziindungen und Eisenmangelandmien (Infektandmie) besteht (Nemeth et al. 2003,
Rivera et al. 2005, Weinstein et al. 2002). Im Rahmen chronischer Entziindungsprozesse
liegen Hepcidin induzierende Faktoren und in Folge dessen auch Hepcidin dauerhaft
erhoht vor (Nemeth et al. 2003, Rivera et al. 2005, Weinstein et al. 2002). Im Gegensatz
dazu waren die Leberzelllinien in unseren Versuchen einmalig fir kurze Zeit hohen
exogenen Hepcidinkonzentrationen ausgesetzt. Die Versuche simulieren daher eher eine
akute Entziindungsreaktion. Um zu Uberprifen, ob die autokrine Hepcidinregulation auch
bei chronischer Stimulation eine Rolle spielt, waren weitere Versuche mit langerfristiger
Hepcidingabe wichtig. Daraus kénnte sich auch ein besseres Verstandnis daftr entwickeln,
warum in vivo nicht jeder akute Entziindungsprozess zu einer Infektandmie fiihren muss,

chronische Entziindungen jedoch haufig mit Eisenmangelanamien assoziiert sind.

Im Falle einer Eisenuberladung des Organismus kénnte die autokrine Hepcidinregulation
einem &hnlichen Zweck dienen. Durch die anhaltenden hohen Hepcidinspiegel k&me es in
diesem Fall zu einer inadéquaten Regulation mit verminderter Eisenresorption,
Anreicherung des Eisens in Makrophagen und daraus resultierenden Eisenmangel-
zustanden. Das Ziel der autokrinen Downregulation ware auch hier wieder die schnelle
Normalisierung des Hepcidin-Blutspiegels und die damit verbundene Balancierung des
Eisenhaushaltes [Abb. 23].
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Hinsichtlich einer Eisenliberladung lassen sich die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit
noch unter einem weiteren Gesichtspunkt betrachten. Die durch Hepcidin verursachte
Reduktion der Ferroportinexpression wurde bislang nur als Zwischenschritt fur die
autokrine Downregulation von Hepcidin diskutiert. Bei erhéhten Hepcidinspiegeln durch
Eisentiberladung konnte diese Downregulation auflerdem dazu dienen den Eisenexport aus
der Leber, dem Haupteisenspeicherorgan, zu stoppen. Somit wirde vermieden werden,
dass periphere Organe im Rahmen einer bereits bestehenden Eisenliberladung zusatzlichen
Mengen an Eisen ausgesetzt werden. Moglicherweise ist dies der Grund, warum es bei der

Hamochromatose primar zu einer Eisenuberladung der Leber kommt.

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit beschreiben eine neue Form der
Hepcidinregulation. Erkrankungen, die auf Storungen der Hepcidinregulation beruhen
(z.B. Hamochromatose, bestimmte Formen der Eisenmangelandmien) konnen bislang
kaum addquat therapiert werden. Die Kenntnisse Uber die exakten Regulations-
mechanismen von Hepcidin erlangen daher eine grof3e Bedeutung und kdnnen in Zukunft

neue Therapieanséatze bei fehlregulierter Hepcidinexpression definieren.
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Abbildung 24: Modell der humanen Pathophysiologie der autokrinen Downregulation von Hepcidin in der Leber.

Universitat Ulm, Dezember 2010



Zusammmenfassung

5. Zusammenfassung

Das antimikrobielle Peptid Hepcidin stellt einerseits eine Komponente der angeborenen
Immmunabwehr dar, andererseits Gbernimmt es die zentrale Rolle in der Regulation des
Eisenstoffwechsels. Die Interaktion von Hepcidin mit Ferroportin, dem bisher einzigen
bekannten Hepcidinrezeptor und Eisenexporter, fihrt zu einer Hemmung der
Eisenaufnahme aus dem Darm, zu einer Hemmung der Eisenabgabe aus Makrophagen,
sowie zu einer Hemmung der Eisenbereitstellung aus der Leber. Die Leber ist das Organ
der systemischen Hepcidinsynthese, der Eisenspeicherung sowie der Regulation des
Zusammenspiels zwischen Eisenhaushalt und Hepcidinproduktion. Somit ist eine strenge
Regulation der hepatischen Hepcidinexpression von grofRer pathophysiologischer

Bedeutung.

Die Interaktion von Hepcidin und Ferroportin in humanen Leberzelllinien konnte in dieser
Arbeit durch molekularbiologische und immunhistochemische Methoden gezeigt werden.
Hepcidin beeinflusst durch diese Interaktion nicht nur die Eisenaufnahme im Darm,
sondern auch seine eigene Expression. In Zellstimulationsversuchen mit humanen
Hepatomazellinien zeigte sich eine autokrine Downregulation des endogenen Hepcidins als
Antwort auf eine Stimulation mit exogenem Hepcidin. Diesen Effekt zeigten weder
humane embryonale Nierenzellen noch Magenepithelzellen, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass es sich dabei um einen leberzellspezifischen Regulationsmechanismus
handelt.

Untersuchungen der bisher bekannten Signaltransduktionswege der Hepcidinregulation
ergaben auf RNA-Ebene keine Hinweise darauf, dass diese eine Rolle in der autokrinen
hepatischen Downregulation von Hepcidin spielen. Schlussfolgernd missen weitere, bisher
nicht identifizierte Faktoren existieren, die Hepcidin autokrin regulieren. Ferroportin bzw.

die Interaktion von Hepcidin mit Ferroportin kdnnte ein solcher Faktor sein.

Neben dem erniedrigten Proteinlevel von Ferroportin, zeigten Expressionsmessungen
auBerdem einen Abfall der Ferroportinexpression in Anwesenheit von Hepcidin.
Ein Zusammenhang dieser Downregulation und der autokrinen Downregulation von
Hepcidin ergab sich anhand von Versuchen mit spezifischer Ferroportin-siRNA.
In Hepatomazelllinien, in denen die Expression von Ferroportin inhibiert war, zeigte sich

unabhéngig von exogenem Hepcidin ein Expressionsabfall des endogenen Hepcidins.



Zusammenfassung

Die vorliegenden Ergebnisse beschreiben also einen autokrinen Regulationsmechanismus
von Hepcidin, dessen Signaltransduktionsweg wahrscheinlich abhéngig von Ferroportin

ist. Die genauen Mechanismen, die diesem Transduktionsweg zu Grunde liegen, sind zum

jetzigen Zeitpunkt noch ungeklart.
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