Dissertation

Putative Eisenregulation von Fractalkin (CX3CL1),
pathophysiologische Rolle von CX3CL1 in Plattchenmodellen
und Eisenhaushalt in der Megakaryopoese

Charles Pierre Paul Breyer



Aus dem Labor fir molekulare Hepatologie der
Medizinischen Klinik und Poliklinik 2
der Universitat Wirzburg

Direktor: Prof. Dr. med. Hermann Einsele

Putative Eisenregulation von Fractalkin (CX3CL1), pathophysiologische Rolle
von CX3CL1 in Plattchenmodellen und Eisenhaushalt in der Megakaryopoese

Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg
vorgelegt von
Charles Pierre Paul Breyer

aus Luxemburg

Wirzburg, Oktober 2020




Referent: Prof. Dr. med. Andreas Geier

Koreferent/in: Prof. Dr. med. Thomas Dandekar

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der miindlichen Priifung: 07.05.2021

Der Promovend ist Arzt



Inhaltsverzeichnis

O 1] =11 7 T R 1
1.1.  EiSeNhOMOOSTASE .....ciiiiiiiiinnnniiiiiniiiiinmnmsiiiieniiimemssmsssssseeiimeessmsssssssessssesssssssssssssssesss 1
1.1.1. EisenhomOOStase iM KOFPEX .........cccuieiiiiiiie ettt e b s e e sbaeeneas
1.1.2. Regulation der Eisenhomdostase
1.1.3. Erkrankungen der systemischen Eisenhomoostase ..............ccccceveeiiiiiiiniinieneeneenieene. 10
W N S = Vot - | | 143 PP 14
1.2.1. [0l =T 1T (T 4 TP 14
1.2.2. [0 of s TSP P PO PPPPPPPTTNN 14
1.2.3. (00 0l & TP PP PPPPPPPTTRNN 15
1.2.4. Funktionen der CX3CL1L/CX3CRI-ACKSE..........c.cccueveiiteeetieeteeeteeeteeete ettt sae s 16
2. Ziel dieSer ArDeit............ccovveeeuereiiineeneuniiiiinnnnessisissinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 21
3.  Material und MetROAEN...............ccovveeeueeiiiiriereneiiisiiirrnnisississsnassissssssssssssssssessnns 23
3.1. Verwendete Materialien.........ccciiiirimuniiiiiiiiiiinniniiiiess 23
3.1.1. 2] |11 =T TSRS 23
3.1.2. Primare Zellen und VersuchStiere..............cccooviieiiiieniiei ettt 23
3.1.3. Medien und Zellkulturreagenzien...............ccceoiiiiriinienieseeeee e 24
3.1.4. Losungen, Puffer, REagENZIEN.............ccceeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee et 24
3.1.5. Verwendete Software Und GErate.............cccueevieeiiieeciiii e s 26
3.1.6. (1 £ O PPN PR UPPUPRPTPPRRIRt 27
3.1.7. SUMUIANEIEN ... e e e e e e ae e s b e e s te e sbeesabeesaseas 27
3.1.8. N | e T« 1T OSSP 27
3.1.9. 11 1= O PR PTROPPUPRPTPPRRRRE 29
307 R |, 114 T Y [T o TN 31
3.2.1. Hfe- und Hfe2-Knockout IMIAUSE .............cc.coouiiiiiiiiiiiieie ettt sttt 31
3.2.2. Zellbiologische Methoden................ccooiiiiiiiiiiie et 31
3.2.3. Molekularbiologische Methoden................cccooiiiiiiiiiin e 35
3.2.4. AUSWEITUNG ...ttt e e s ebe e e s s be e s sb e e e s anaee s 40
B 1 (o [ 22 £ PN 41
4.1. Untersuchung der Cx3cl1-Expression in Mausmodellen der Eiseniiberladung ....... 41
4.2. Fractalkin-Expression und Eisenregulation in Endothelzellen..............ccccervevvnannnn. 42
4.2.1. MSL1-ENdOtheElzellEn ............cooviiiiiiiiece et be e e sane s 42
4.2.2. HUVEC ... ... ettt et e ettt et e e e e et be et e e e e e s e aasbeteeeeeaesanbabeeeeeeesaannns 47

4.3. Eisenhaushalt und Fractalkin-Expression/-Regulation durch freie Eisenionen in

Modellen der MegakaryOpoese ........ccceceeeeiiiiirenmnniisieiiiiimmsssssssieiiiimssssssseeiiimssssssssssssssan 50
4.3.1. Untersuchung der Megakaryopoese und des Eisenhaushalts im megakaryopoetischen
DiIffereNnNZI@rUNGSPIOZESS ........c.eiiiiiiiiiieieee ettt ettt ettt et st st sat e sbeesbeesbe e beenbeenees 50
4.3.2. Einfluss von Eisen auf den letzten Tag der Megakarypoese ..............cccoceviinieneenennne. 55
4.3.3. CX3CL1/CX3CR1-Achse bei Megakaryozyten................cccoeeueeuieieiieiieericececiesieee s 56

DUSKUSSION cuueeeeeeeeeeeeeeeereereernereeseesesrossossossossossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 61



L o N O

5.1. Hepatische Fractalkin-Expression im Modell der Eiseniiberladung in Hfe/Hfe2-

defizienten IMEUSEN ........ciiiiiiiiiiiiiiccniiersieee s ireesssssssssessseeesssssssssssssaeessssssssssssssessnnns 61
5.2.  Fractalkin-Expression und -Regulation in Endothelzellen ..........cccccevvvuuniiiiininnennn. 62
5.3. Eisenhaushalt in der Megakaryopoese.........cccccvvsrsiiieniiinrnnnnssiieniinnennsnssssssessneeennes 65

5.4. CX3CL1/CX3CR1-Expression in Megakaryozyten und pathophysiologische Rolle der

Fractalkin-AchSe .....ccooiiiiiiiiiiiiiirrrrrrrrrrrr e 67
ZUSAMMENSASSUNG ...ccveuueirrrrvnnuniisnsiesmanssssrmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 70
LiteraturverzeiChNis .............eeeeeeeeeeeeeeueruuessiiiisiiiiiiiiieerensseeeeeeseessssssssssssssssssas 73
Abbildungs- und Tabellenverzeichnis ................ccevvveveensiirieeeennssissnnneneesssssssennnns 81
ADBKUrzungSverzeiChNIs. .............eevvvveenneieiiiinennesessniinnssisssssmsssssissssssssssssssssssssnns 82

10.  Primer-Effizi@NzZenN ............ccovvveveeeeiiirivenenniiisnnnnnnnsssssnnssssssssssssssssssssssssssssnssns 84



1. Einleitung

1.1. Eisenhomoostase

Eisen ist ein essentielles Spurenelement mit lebensnotwendigen Funktionen in fast
allen Spezies der sechs Reiche der Lebewesen, von Prokaryonten bis hin zu den
Eukaryonten. Es prasentiert sich biochemisch in den zwei Formen des organischen und
anorganischen Eisens. In der Natur kann es in acht verschiedenen Oxidationszustdanden
(von -2 bis +6) vorkommen, wobei physiologisch vor allem Fe? und Fe3* von
Bedeutung sind. Dabei spielt Fe?* eine wichtige Rolle als Elektronendonor, wihrend
Fe3* in biologischen Prozessen als anorganischer Elektronenakzeptor dient. Die
Sdugetier-Zelle macht sich diese Redox-Eigenschaften in mehreren enzymatischen
Reaktionen und Transportprozessen zunutze. Hierin befindet sich Eisen in
Proteinkomplexen, welche sich in drei Klassen einteilen lassen: die Eisen-Schwefel-
Cluster, Him-beinhaltende und Eisen-beinhaltende Proteine (1, 2). Zu den wichtigsten
Eisen-vermittelten Funktionen gehodren DNA-Biosynthese, oxidative
Phosphorylierungen, Xenobiotika-Metabolismus und - die wohl wichtigsten Funktionen
- der Sauerstoff-Transport und die Teilnahme an der mitochondrialen Atmungskette.
Auf der anderen Seite fuhrt das starke Redox-Potential von freiem Fe?* in der Fenton
Reaktion zur Generierung von toxischen reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen
Species, ROS) wie Hydroxyl-Radikalen. Dieser oxidative Stress kann zur Peroxidation
von angrenzenden Lipiden, oxidativer Schadigung der DNA und anderen
Makromolekiilen und letztendlich zum Eisen-induzierten Zelltod fiihren (3). Um diese
Schaden zu vermeiden, liegen freie ionische Formen von Eisen in Bindung an Proteine
wie Ferritin und Transferrin vor. Das restliche Eisen, bezeichnet als ,labiles” Eisen,
macht nur einen Bruchteil des Gesamt- Eisens aus und weist auf eng abgestimmte

Zufluss-, Abfluss- und Speicher-Mechanismen hin.

Der Hauptspeicher von intrazellularem Eisen bildet das sich vor allem in Leber, Milz

und Knochenmark akkumulierende Ferritin. Ferritin ist aus einer Proteinhille mit



zentralem Eisen-speichernden Kern aufgebaut, welche bis zu 4500 Eisenmolekile
beinhalten kann. Die Proteinhiille besteht aus 24 schweren (H) und leichten (L)
Untereinheiten, wobei die H-Einheit Ferroxidase-Aktivitat aufweist und
dementsprechend Ferritin das Eisen in unreaktiver Fe3*-Form speichert (4, 5).
Plasmatisches Ferritin, welches mit den intrazelluliren Bestianden korreliert, wird
klinisch als Eisenspeicher-Marker in Erkrankungen wie Eisenmangelanamie und
Eisenliberladung in Kombination mit Transferrin/Transferrin-Sattigung eingesetzt. Des
Weiteren ist Ferritin ein Akute-Phase-Protein und steigt im Rahmen bakterieller
Entziindungen drastisch an, um die notwendige Eisenaufnahme der Erreger zu
unterbinden. Ferner wirkt Ferritin inhibitorisch auf die Proliferation von humanen
hamatopoetischen Progenitorzellen und immunsuppressiv gegen T-Lymphozyten (6,

7).

Im extrazelluldren Blutplasma werden Eisenmolekile durch Transferrin einerseits
gespeichert und des Weiteren durch den Blutstrom zu den Zielzellen transportiert.
Dieses sogenannte Transferrin-gebundene Eisen (Transferrin-Bound-Iron, TBI) wird
vom nicht-Transferrin-gebundenen Eisen  (Non-Transferrin-Bound-Iron,  NTBI)
unterschieden. Im Gegensatz zum Ferritin besitzt Transferrin eine Bindungskapazitat
von nur je 2 Fe**-Molekiilen und ist physiologisch zu ca. 30% geséttigt (4). In seiner
Transportfunktion spielt Transferrin eine zentrale Rolle in der Regulation der
systemischen Eisenhomoostase und dient als plasmatischer Vermittler zwischen den
vier beteiligten Zelltypen, ndmlich duodenaler Enterozyt, Erythrozyt, Makrophage und

Hepatozyt.
1.1.1. Eisenhomoostase im Korper

Im physiologischen menschlichen Organismus wird die Menge an Eisen durch ein
komplexes und gut abgestimmtes Zusammenspiel aus Absorption, Verteilung,
Speicherung, Mobilisation und Recycling auf etwa 4-5g konstant gehalten. Aktive
Eisen-Exkretionsmechanismen sind nicht bekannt, die Elimination erfolgt durch
Desquamation von Enterozyten (ca. 1-2mg pro Tag) und physiologischen

Blutungen/Menstruation. Die Eisenaufnahme, welche fir die tagliche Hamoglobin-



Synthese der Erythropoese einer Menge von 25-30mg entspricht, erfolgt nur zu 10%
durch Erndhrung (8). Diese Eisenabsorption findet primar in den duodenalen
Enterozyten durch bis jetzt zwei identifizierte Mechanismen statt: Mit der Nahrung
aufgenommenes Ham wird durch das Heme Carrier Protein 1 (HCP1), welches reichlich
an der luminalen Enterozytenmembran exprimiert ist, aufgenommen. Inorganisches
Eisen wird luminal durch die Ferrireduktase duodenales Cytochrom B (dCytB) in Fe?*
umgewandelt und anschlieend durch den divalenten Metall-Transporter DMT1
(kodiert durch das SLC11A2 Gen) in die Enterozyten aufgenommen (3, 9). Neben der
apikalen Enterozytenmembran befindet sich DMT1 intrazellular in
Endosomenmembranen und vermittelt die Freisetzung von Eisen in das Zytoplasma.
Dabei ist DMT1 pH abhangig mit einem Aktivitats-Optimum bei pH 5 (10). DMT1
kommt in den vorher angesprochenen vier Zelltypen, namlich Enterozyt, Erythrozyt,
Makrophage und Hepatozyt vor. Im Enterozyten wird das aufgenommene Eisen in
Ferritin gespeichert, zum Protein-Metabolismus benutzt oder durch den einzigen bis
jetzt bekannten Eisen-Exporter, Ferroportin (kodiert durch das SLC40A1 Gen), in das
Blutplasma gegeben. Fir diese Ausschleusung ist die Mitwirkung der Ferroxidase
Hephaestin notwendig. Die Zielzellen nehmen das im Plasma zum grofRten Teil an
Transferrin gebundene Eisen mittels Transferrin Rezeptoren (TFRs) auf. Dabei
interagiert der TFR nur mit durch Eisen beladenem Transferrin und bildet einen TFR-
Transferrin Proteinkomplex. Diese Interaktion induziert eine endozytdre Internalisation
des Komplexes. In dem sauren Milieu des gebildeten Lysosoms kommt es zur
Freisetzung der Eisenmolekile aus Transferrin. Anschliefend wird das freie Eisen nach
Reduktion durch eine endosomale Ferrireduktase per DMT1 der Zelle zum weiteren
Gebrauch zur Verfugung gestellt und TFR/apo-Transferrin (eisenloses-Transferrin)
durch Exozytose erneut in den Umlauf gebracht (11). Zwei Isoformen der TFRs sind in
der Sdugetier-Zelle bekannt, TFRC (TFR1) und TFR2. Die eben beschriebene Funktion
der Eisenbereitstellung an Zielzellen erfolgt hauptsachlich durch den TFRC. Besonders
in der Erythropoese ist TFRC fiur die Erythroblasten, welche im Gegensatz zu z.B.
Hepatozyten und pankreatischen Zellen keine Alternative in Form einer NTBI-

Aufnahme besitzen, der einzige Eisenzufuhr-Weg. Trotz einer Homologie zu dem TFRC



unterscheidet sich TFR2 funktionell durch eine ca. 25-fach erniedrigte Transferrin-
Affinitat. Ferner weist die mRNA von TFR2 im Gegensatz zu TFRC kein iron responsive
element (IRE) auf und ist primdr in Hepatozyten und duodenalen Enterozyten
exprimiert. Wegen diesen Unterschieden und der Tatsache, dass ein Verlust von TFRC
sich in Mdusen durch eine schwere Andamie embryonisch letal dullert, die TFR2
Mutation aber den Phanotyp einer Eisentberladung hervorruft, wird dem TFR2 neben
seiner untergeordneten Rolle der Eisenaufnahme eine Funktion als Eisensensor fiir die
Eisenhomdostase zugeschrieben; diese ist jedoch in ihren mechanistischen Details

noch nicht ausreichend geklart (12-14).

Neben der gut beschriebenen TBI-Aufnahme deutet steigende experimentelle Evidenz
auf die Existenz von NTBI-Aufnahmewegen und deren mogliche pathophysiologische
Rolle hin. Neben DMT1 wurden mehrere neue Proteine als Komponenten der NTBI-
Aufnahme identifiziert. Die SLC39 Familie, auch ZRT/IRT-like proteins (ZIP) genannt, ist
eine Gruppe von Transmembran-Zn?*-Transporter mit 14 bekannten Mitgliedern.
Studien haben gezeigt, dass ZIP14 und ZIP8 eine zusatzliche Rolle als NTBI-Transporter
aufweisen. Der NTBI-Einfluss in der Leber scheint also u.a. durch ZIP14 vermittelt zu
werden, in Kardiomyozyten wird derzeit die Rolle von Kalziumkanalen im NTBI-
Transport untersucht. Allgemein wird angenommen, dass im Eiseniberladungszustand
eine Uberforderte Transferrin-Achse zu erhéhten NTBI-Spiegeln fihrt und die NTBI-
Aufnahme in  Leber, Pankreas und Herz einen ausschlaggebenden

pathophysiologischen Mechanismus darstellt (15-18).

Der grofRte Teil des Eisens wird durch Recycling von alten Erythrozyten, dessen
Lebenslange nur ca. 120 Tage umfasst, im Retikuloendothelialen System (RES) zur
Verfligung gestellt. Dabei erkennen die Makrophagen eine Kombination aus Alters-
abhdngigen Markern wie Phosphatidylserin in der Membran, schlechte
Membranflexibilitit und molekularen Verdanderungen, welche eine Phagozytose
induziert. Im Phagolysosomen wird Ham durch Lyse des Erythrozyten freigesetzt und
das Eisen durch die Him Oxygenase 1 (HO1) extrahiert. AnschlieRend erfolgt der

Transport ins Zytoplasma tUber DMT1, die Freisetzung aus dem Makrophagen uber



Ferroportin und die Oxidation zu dem fur die Bindung an Transferrin bendotigten Fe3*

durch Coeruloplasmin (1).

Kommt es zuletzt im systemischen Umlauf zu einem gesteigerten Eisenspiegel, so wird
Uberflussiges Eisen gespeichert, wobei die Leber die wohl wichtigste Rolle spielt. Dabei
kénnen Hepatozyten Eisen in Form von Transferrin (TBI), molekularem Eisen (NTBI),
Hamoglobin, Haptoglobin und Hamopexin aus dem Blut aufnehmen. Zusatzlich hat die

Leber eine zentrale Funktion in der Regulation der systemischen Eisenhomdostase.

1.1.2. Regulation der Eisenhomdéostase

1.1.2.1. HFE und HFE2

Das Hereditare Himochromatose (HH) auslésende Gen HFE kodiert das strukturell den
MHC-Klasse | Proteinen dhnliche HFE-Protein. HFE-Expression wurde auf den
epithelialen Zellen des Gastrointestinal-Trakts (GIT) vom Osophagus bis zum Rektum,
in Immunzellen einschlieBlich Makrophagen und Granulozyten und in der Leber in
Hepatozyten, Kupffer-Zellen und Endothel festgestellt (19-21). HFE bindet den TFRC,
was zu einer Reduzierung der Affinitat von TFRC fur Transferrin um den Faktor 5-10
fihrt und moglicherweise so die Eisenaufnahme reguliert (22). Ferner wird eine Rolle
von HFE in der Regulation der Hepcidin-Expression angenommen, da HFE-Mutationen
in der Maus und beim Menschen die Hepcidin-Expression herunterreguliert (23). Die

genaue Funktion von HFE in einigen Zelltypen ist aber noch unklar.

HFE2, auch Hdmojuvelin genannt, wurde initial als das fiir die Himochromatose Typ 2b
verantwortliche Gen gefunden. HFE2 wird eine Rolle als positiver Regulator in der

Hepcidin-Expression als BMP-Korezeptor zugeschrieben (24, 25).
1.1.2.2. Hepcidin

Hepcidin (kodiert durch das HAMP-Gen) gilt als zentrales Schliisselprotein in der
Regulation der systemischen Eisenhomdostase und wird nach Produktion in den
Hepatozyten in den Blutstrom freigesetzt. Mduse mit fehlender Hepcidin Expression
zeigten phanotypisch die Entwicklung einer schweren Eiseniiberladungsstérung, eine

Hepcidin-Uberexpression fiihrte dagegen zur Ausprigung einer Eisenmangelaniamie.



Mechanistisch wurde gezeigt, dass Hepcidin an Ferroportin bindet, was eine

Internalisation, Ubiquitinierung und lysosomale Degradation des Komplexes induziert.

Diese Hemmung von Ferroportin fiihrt in Enterozyten und Makrophagen zu einer

Reduktion der systemischen Bereitstellung von Eisen (26).

Die komplexe Regulation der Hepcidin-Expression ist in ihren Einzelheiten noch nicht

ausreichend geklart, kann aber inhaltlich in drei Gruppen von Signalwegen gegliedert

werden.

a)

b)

c)

Untersuchungen unterstitzen die Hypothese der Rolle von HFE als Schalter
zwischen den beiden Transferrin-Rezeptoren TFRC und TFR2 (Abb. 1): Transferrin-
TFRC Bindung soll demnach zu einer Dissoziation des TFRC-HFE Komplexes und
einer Interaktion zwischen TFR2 und HFE fihren. Die dadurch verbesserte
Stabilisation von TFR2 sowie BMP6-BMPR mit seinem Korezeptor HFE2 sollen
demnach eine Phosphorylierung von SMAD1/5/8 und Uber Rekrutierung von
SMAD1/5/8 und SMAD4 an den proximalen Promotor eine erhdhte Hepcidin-
Expression induzieren. Neulich konnten die sinusoidalen Endothelzellen der Leber
(LSEC) als weitere Schlisselregulatoren der Eisenhomoostase in der Leber
identifiziert werden, da eine Hemmung des BMP-Signalwegs spezifisch in LSECs in
Mausen zu einer Eisenliberladung fuhrte. Der BMP/SMAD-Weg ist demnach der
wichtigste Mechanismus zur Regulation der Eisenhomd&ostase durch systemische
Eisenverfligbarkeit (27-29).

Des Weiteren wird Hepcidin als Akute-Phase Protein in inflammatorischen
Zustinden induziert. Dabei wurde der die Hepcidin-Expression hervorrufende
Effekt von IL-6 (iber den JAK-STAT3 Weg ausgiebig erforscht (30).

Zuletzt wird Hepcidin Gber hypoxische und erythropoetische, bis jetzt noch nicht

ausreichend beschriebene Signal-Mechanismen reguliert.
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Abbildung 1: Hepcidin-Regulation im Hepatozyten

Transferrin-TFRC Bindung soll zu einer Dissoziation des TFRC-HFE Komplexes und
einer Interaktion zwischen TFR2 und HFE fihren. Ferner wird durch erhodhte
Eisenspiegel die BMP6-Expression im Hepatozyten gesteigert. Die HFE-bedingte,
verbesserte Stabilisation von TFR2 sowie BMP6-BMPR mit seinem Korezeptor HFE2
sollen demnach eine Phosphorylierung von SMAD1/5/8 und tber Rekrutierung von
SMAD1/5/8 und SMAD4 an den proximalen Promotor eine erhéhte Hepcidin-
Expression induzieren. Zusatzlich wird Hepcidin als Akute-Phase Protein in
inflammatorischen Zustanden durch IL-6 Giber den JAK-STAT3 Weg induziert.

1.1.2.3. IRP/IRE

Iron Regulatory Proteins (IRPs) regulieren posttranskriptional die Expression von
bestimmten, hauptsachlich am Eisenmetabolismus beteiligten Genen, indem sie an
sogenannte Iron Responsive Elements (IREs) der mRNAs binden. Die zwei Mitglieder
der IRP-Familie, IRP1 und IRP2, sind dabei unerlisslich fiir das Uberleben des
Organismus, wie es der letale Phanotyp bei Irp17- und Irp2”/- doppelt defizienten
Mausen zeigt. IREs befinden sich in der 5’oder 3’-untranslatierten Region (UTR) der
MRNA und weisen eine stem-loop-Struktur auf. Dabei besteht die Schlinge aus einer 6
Nukleotide umfassenden Sequenz mit folgender Abfolge 5'-CAGUGX-3" (X steht hierbei
fir A, C oder U).



IRPs werden durch Bedingungen wie niedriger zelluldrer Eisenspiegel, H.O, oder
Hypoxie aktiviert und binden an IREs (Abb. 2). Bindet ein IRP dabei an ein in der 5-UTR
lokalisiertes IRE der mRNA des Zielgens, kommt es durch Hemmung der Bildung des fir
die Translation wichtigen Prainitiations-Komplexes zu einer Inhibierung der jeweiligen
Gen-Expression. Gene mit IRE in der 5-UTR sind u.a. diejenigen, die fir Ferritin,
Ferroportin, 5-Aminoldvulinsdure-Synthase 2 (ALAS2, katalysiert den ersten Schritt der
Ham-Biosynthese) und Hypoxie induzierter Faktor 2a. (HIF2a) kodieren. Bindet ein
aktives IRP dagegen ein IRE in der 3’-UTR eines Zielgens, wie bei den Genen fiir TFRC
und DMT1 der Fall ist, kommt es durch eine mRNA-Stabilisierung zu einer erhéhten
Expression. Die Lokalisation des IRE im 5°- oder 3’-Bereich der Zielgen-mRNA legt
demnach fest, ob es zu einer stimulierenden oder reprimierenden Aktivitdit kommt.
Uber diesen Mechanismus kénnen IRPs die zellulire Eisenabsorption also erhéhen und
Speicherung/Abfluss von Eisen hemmen, um einen passenden intrazelluldren

Eisenspiegel aufrecht zu erhalten.

Ist die zelluldre Eisenkonzentration jedoch erhéht, werden die IRPs inaktiviert. Dabei
kommt es zur Degradation von IRP2; IRP1 wechselt seine Funktion zu einer
zytosolischen, in ihrer Funktion der mitochondrialen entsprechenden Aconitase. Hoher
Eisenspiegel fihrt also dazu, dass mRNAs mit 5°-UTR-IRE nicht mehr blockiert werden
(erhéhte Translation) und mRNAs mit 3°-UTR-IRE destabilisiert werden (reduzierte

Translation) (3, 31, 32).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der IRP/IRE-Regulation

Auswirkung der Eisenkonzentration und Zellstress auf die Regulation IRE-haltiger Gene. a)
Niedrige Fe-Spiegel, Hypoxie und H,0, fiihren durch Bindung des aktiven IRP (griin) in
Abhdngigkeit von der Lokalisierung des IRE im 5°oder 3" Bereich zu einer gegenlaufigen
Regulation der Translation/mRNA-Stabilitat. b) Hoher Fe-Spiegel dagegen inaktiviert oder
degradiert IRPs (gelb), welche folglich nicht mehr IREs binden. Demensprechend kommt es zu
einer verstarkten Translation von mRNA mit einer 5-IRE und einer Destabilisierung von
MRNA mit IRE im 3’-Bereich.

Der exakte Mechanismus ist im vorausgegangenen Text ausfihrlich beschrieben.
Modifiziert nach: (3)

1.1.2.4. HIF

Eine transkriptionale Regulation erfolgt durch den, unter Hypoxie und niedrigen
Eisenspiegeln induzierten Transkriptionsfaktor Hypoxie induzierter Faktor (HIF). HIF
besitzt eine in Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration regulierte a-Untereinheit
und eine konstitutiv exprimierte B-Untereinheit. Sinkende Sauerstoffspiegel und
niedrige Eisenkonzentration flihren demnach zu einer Stabilisierung/Aktivierung von
HIFs, welche Hypoxia Responsive Elements (HRE) in Promotoren binden und eine
Regulation der Zielgene hervorrufen. Die verschiedenen HIFs (HIF1a, HIF2a und HIF3a)

beeinflussen dabei die Expression von verschiedenen, aber auch uberlappenden



Zielgenen (33, 34). Dazu gehdren Gene, die u.a. fir DMT1 und dCytB (34), TFRC (35)
und Hepcidin (36) kodieren.

1.1.3. Erkrankungen der systemischen Eisenhomdéostase

1.1.3.1. Eisenmangelanamie

Die Eisenmangelandamie (EMA) steht auf Platz 9 von 26, von der World Health
Organization (WHQO) im Global Burden of Disease 2000 eingeschatzten, globalen
Risikofaktoren. Von allen Andamien zeigt der Eisenmangel als Ursache die haufigste
Pravalenz mit einem Anteil von ca. 50% aller Andamien auf (37). Die WHO definiert die
EMA ab einer Hamoglobinkonzentration <12g/dL bei Frauen und <13g/dL bei
Mannern. Atiologie sind unzureichende Eisenaufnahme mit der Erndhrung, erhdhter
Eisen-Bedarf in Wachstumsperioden (Kinder, Schwangerschaft) und chronischer
Blutverlust. Klinisch duBert sich die Erkrankung in Mudigkeit, schlechter mentaler
Leistung, neurologischer Symptomatik (Restless-Legs-Syndrom, Pica) und kognitiver
Dysfunktion (38). Neben den Veranderungen der Erythrozyten kann bei der EMA auch
die Plattchen-Zahl verdndert sein. Dabei berichten Studien bei moderater EMA Uber
reaktive Thrombozytose; Thrombozytopenie scheint seltener, bei einer schlimmeren
EMA, vorzukommen. Die Mechanismen dieser Verdanderungen sind nicht ausreichend
geklart, in allen Fallen fihrte eine addquate Eisensubstitution jedoch zu einer

Normalisierung der Plattchenanzahl (39-41).
1.1.3.2. Hamochromatose

Der Begriff ,Hdimochromatose” wurde 1889 durch Friedrich Daniel von Recklinghausen
zur Beschreibung von den hamatogenen Pigmenten zugeschriebener, bronzefarbener
Morphologie von Organen geprdagt. Nach der von Joseph H. Sheldon 1935
vorgeschlagenen Hypothese einer hereditdren Erkrankung dauerte es 60 Jahre bis
Feder et al. 1996 diese auf eine vererbbare pathogene Variante von HFE (C282Y)
zuriickfuhren konnten. Spater wurde die gestorte Funktion von weiteren Genen wie
HFE2, HAMP, TFR2 und SLC40A1 als Ursache von Hereditarer Himochromatose
gefunden (42).
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Die HH hat eine geschlechterspezifische Penetranz, die zwischen 1% bei Frauen und bis
zu 30% bei Mannern variieren kann. Klassische Symptomtrias bildet die Erkrankung der
Leber, Diabetes Mellitus (DM) und Hyperpigmentierung der Haut, wobei die Leber als
Hauptspeicherorgan am frihsten betroffen ist und von Inflammation Gber die Fibrose
zu einer Leberzirrhose fortschreiten kann. Ferner flihren Eisenablagerungen in Herz,
Gelenken und Hypophyse zu entsprechenden Krankheitsbildern. Bei Verdacht auf HH
(hohe Transferrinsattigung und erhdhtes Serumferritin) sollte im weiteren klinischen
Vorgehen ein Gentest fiir HFE und die seltenen Formen der HH erfolgen. Ist Ferritin
>1000ug/L erhoht, sollte durch nichtinvasive Verfahren (z.B. transiente Elastografie)
oder Leberpunktion das Leberfibrosestadium bestimmt werden. Bei letzterer kann
unter unklarer Genetik eine Eisenquantifizierung durch Bestimmung des
Lebereisenindexes und damit die Diagnose gesichert werden. Therapeutisch werden
Aderlasse durchgefiihrt, bei Patienten im Frihstadium (ohne Zirrhose oder DM) wird
damit eine normale Lebenserwartung erreicht. In besonderen Fallen kann eine

medikamentdse Therapie mit Eisenchelatoren in Erwagung gezogen werden (43, 44).
1.1.3.3. Einteilung der Hereditiren Himochromatose

Die HFE-bedingte HH Typ 1 ist eine der haufigsten vererbbaren metabolischen
Erkrankungen und kommt am haufigsten in kaukasischen Populationen vor. Bis jetzt
konnten zwei auslosende Mutationen, C282Y und H36D, identifiziert werden. Die
Pravalenz der C282Y Homozygotie in weiBen Individuen befinden sich zwischen 1:200
und 1:300, und C282Y Homozygotie macht 80% aller Hamochromatosefille bei
Patienten nordeuropdischer Abstammung aus. Die Verdanderung des HFE-Proteins
beeinflusst dessen Interaktion mit TFRC. Pathophysiologisch zeigt sich eine erhéhte
intestinale Eisen-Absorption und verstarkte basolaterale Eisenfreisetzung aus
Enterozyten ins Plasma. Des Weiteren haben Patienten mit HFE-bedingter HH trotz
Eisenliberladung eine reduzierte Hepcidin-Expression, die genaue Ursache dafir ist

noch immer unklar (42, 45, 46).

Die schwerer und schneller verlaufende juvenile Hdmochromatose (HH Typ 2) wird in

der Regel schon ab dem 2. Lebensjahrzehnt symptomatisch. Schlimme kardiale
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Dysfunktion, Leberzirrhose, endokrine Storung, Diabetes und Arthropathie sind dabei
deutlich haufiger als bei den anderen HH Typen. In Subtyp A der juvenilen
Hamochromatose ist HFE2 mutiert, bei dem Subtyp B das HAMP-Gen. Wie bei der HFE-
bedingten HH kommt es durch gesteigerte didtetische Eisenabsorption zur
Eisenliberladung. Die Hepcidin-Expression ist reprimiert und kann teilweise unter den

nachweisbaren Spiegel sinken (47, 48).

Eine autosomal rezessive Mutation in TFR2 fihrt zur HH Typ 3, welche als
»intermedidre” Erkrankung zwischen juveniler und Typ 1 HH bezeichnet werden kann.
Die Auspragung der Erkrankung erfolgt im jungen Erwachsenenalter (> 30. Lebensjahr)

und gleicht in ihrer Symptomatik und ihrem Verlauf der HH Typ 1 (48).

Zuletzt resultieren Mutationen in Ferroportin in der autosomal dominant vererbten HH
Typ 4. Ferroportin Mutationen fiihren in der Regel zu keinen schweren pathologischen
Symptomen. In einigen Fallen flihren erhohte Plasma-Eisenspiegel zu einer
Akkumulation im Leberparenchym, in den meisten Fallen kommt es jedoch zu einer
Akkumulation im RES und Plasmaspiegel bleiben niedrig. Bis jetzt wurden mehrere
Ferroportin-Mutationen identifiziert, die entweder die Transportfunktion (Typ 4A)
oder die Hepcidin-Bindungsfahigkeit (Typ 4B) beeintrachtigen. HH Typ 4 ist die
haufigste nicht-HFE bedingte Form der primaren Eisenliberladung (49). In Tabelle 1

sind die Charakteristika der verschiedenen Typen der HH zusammengefasst.

HH | mutiertes | Vererbung | Hepcidin Ferritin | Transferrin- | Phdnotyp

Typ | Gen Sattigung
1 HFE autosomal | Niedrig iy hoch Parenchymale
rezessiv Leberiiberladung,
2A | HFE2 autosomal | sehr iy hoch schwere
rezessiv niedrig parenchymale
2B | HAMP autosomal | sehr 1 hoch Leberuberladung,
(Hepcidin) | rezessiv niedrig bis kardiale
abwesend Dysfunktion,
Leberzirrhose,
endokrine
Stérung,
Diabetes,

Arthropathie
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3 TFR2 autosomal | niedrig hoch Parenchymale
rezessiv Leberiiberladung

4A | SLC40A1 autosomal | niedrig bis niedrig bis | Uberladung von
(Transport- | dominant | normal normal Leberparenchym
funktion) und RES

4B | SLC40A1 autosomal | hoch hoch Parenchymale
(Hepcidin- | dominant Leberiberladung
Resistenz)

Tabelle 1: Verschiedene Typen der HH, modifiziert nach (49, 50)
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1.2. Fractalkin

1.2.1. Chemokine

Chemokine bilden eine groRBe Familie von kleinen, in der Regel 7-15kDa schweren,
Zytokinen. Zusammen mit ihren Rezeptoren vermitteln sie u.a. Aufenthalt und
Migration aller Immunzellen. Strukturell sind die Chemokine durch Sequenzhomologie
und ein gemeinsames, konserviertes Cysteine umfassendes Motiv charakterisiert. Die
strukturelle Einteilung erfolgt nach der Anzahl an Aminosauren, welche sich zwischen
den ersten zwei N-terminal auftretenden Cysteinen befinden, und umfasst folgende
vier Gruppen: C-, CC-, CXC- und CX3C-. Die meisten Chemokine sind ,,inflammatorisch”;
ihre Produktion erfolgt nur im Rahmen einer Inflammation oder Infektion und wird
durch Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen induziert. Sie werden
funktionell von den sogenannten ,homdéostatischen” Chemokinen unterschieden,
welche Rollen in der Kontrolle von Zellmigration wahrend Gewebeentwicklung und -

erhaltung spielen (51, 52).
1.2.2. CX3CL1

CX3CL1, auch Fractalkin genannt, ist das einzige bis jetzt bekannte Mitglied der CX3C-
Familie. Ferner ist es der einzige zu diesem Zeitpunkt bekannte Ligand des Rezeptors
CX3CR1. Fractalkin offenbart sich, sowohl in Struktur als auch in Funktion, als

besonderes, von anderen Chemokinen klar zu unterscheidendes Chemokin.
1.2.2.1. Struktur und Funktion

Das CX3CL1-Protein besteht, im Gegensatz zu den sonst nur selten Uber 100
Aminosdure langen Chemokinen, aus 373 Aminosdauren. Bei der membranstandigen
Form von CX3CL1 handelt es sich um ein transmembranares Glykoprotein, welches aus
vier Regionen besteht: eine kurze intrazellulire Domane, ein transmembrandres
Segment, ein Muzin-dhnlicher Bereich und schliellich die N-terminale, CX3C-Motiv
enthaltende Chemokin-Domdne. Diese membran-verankerte Form besitzt die fiir ein
Chemokin erstaunliche Fahigkeit, die Adhasion von CX3CR1*-Zellen unabhangig der

klassischen Wege wie Integrine oder Selektine auszuldsen. Interessanterweise kommt
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CX3CL1, wie es auch bei CXCL16 der Fall ist, neben seiner membrandren auch in
|6slicher Form vor. Die l6sliche, chemotaktisch wirkende und ca. 95kDa schwere Form
ergibt sich durch enzymatische Abspaltung von dem membrandren Protein durch

Metalloproteasen wie ADAM10 und ADAM17 (53-55).
1.2.2.2. CX3CL1-Expression

CX3CL1 wird in zahlreichen Organen wie Gehirn, endokrinen Organen (Schilddrise,
Nebenschilddriisen, Nebennieren), Knochenmark, sekundar lymphatischen Organen,
Skelett- und glatter Muskulatur, Herz, Leber, Gallenblase, GIT, Niere, Ovar, Brustdrise,
Hoden, Prostata und Haut exprimiert. Die CX3CL1 Expression in den verschiedenen
Geweben kann konstitutiv oder induzierbar sein. Dabei wurde die stark induzierbare
Expression bis jetzt hauptsdchlich in glatten Muskelzellen und Endothelzellen
nachgewiesen, eine konstitutive Expression findet sich v.a. in Monozyten und

natlrlichen Killerzellen (56, 57).

Die Regulation der Expression erfolgt auf verschiedenen Ebenen: Neben einer
transkriptionalen und translationalen Regulation besteht die Maoglichkeit einer
Regulation der enzymatischen Abspaltung und so Freisetzung der I6slichen Form.
Beide, CX3CL1-Expression und Abspaltung, werden durch proinflammatorische Stimuli
wie LPS, IFNy, TNFoa und IL-1B induziert. Weiterhin fihrt eine Stimulation der
Metalloproteasen-Produktion zu einer verstarkten CX3CL1 Abspaltung. Zuletzt wird die
Expression des membranstandigen CX3CL1-Anteils durch Endozytose reguliert. Das
internalisierte CX3CL1 kann so gespeichert und im Rahmen einer Inflammation schnell
auf der Membran prasentiert werden, ohne dass die akute Reaktion durch

Neusynthese zeitlich verzogert wird (58-60).
1.2.3. CX3CR1

1998 konnten Combadiere et al. dem bis dahin ,Waise“ gebliebenen Chemokin £
receptor-like 1 (CMK-BRL1) eine spezifische Fractalkin-Bindung nachweisen, was zur
Umbenennung zu CX3CR1 fiihrte (61). Klassisch fir die Chemokin-Rezeptoren handelt

es sich auch bei CX3CR1 um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor. Beim Menschen
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kommen funf Varianten von CX3CR1 vor, welche sich in ihren transmembranéaren
Regionen unterscheiden. Dieser genetische Polymorphismus wurde mit
Veranderungen der CX3CL1/CX3CR1-Funktion (v.a. Adhasion) in Verbindung gesetzt
und verschiedene Varianten haben protektive oder negative Auswirkungen auf
verschiedene Erkrankungen. Populations-Studien haben z.B. eine statistische
Assoziation der CX3CR1-M280 Variante mit einer verringerten Prdvalenz von
Atherosklerose, koronarer Endothel-Dysfunktion und akutem Koronar-Syndrom

gezeigt (62).
1.2.3.1. CX3CR1-Expression

Beim Menschen wird CX3CR1 hauptsachlich in hamatopoetischen Zellen, v.a.
Leukozyten exprimiert. Dazu gehdéren Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen,
NK-Zellen, einige Lymphozyten-Unterpopulationen (z.B. zytotoxische T-Zellen),
neutrophile Granulozyten und Blutplattchen. CX3CR1 wird aber auch von nicht

blutbildenden Zellen wie glatten Muskelzellen und Endothelzellen exprimiert (63, 64).
1.2.4. Funktionen der CX3CL1/CX3CR1-Achse

Allgemein wirkt das l6sliche CX3CL1 chemotaktisch auf CX3CR1*-Zellen und ermdglicht
deren Rekrutierung an den Ort der CX3CL1-Produktion. Des Weiteren leitet CX3CL1
eine Adhdsion und damit die Transmigration von CX3CR1*-Zellen durch das Endothel in
das Zielgewebe ein. Dabei kann die Adhdsion wegen der Besonderheit dieses
Chemokins ber zwei Wege erfolgen: Zuerst kann |6sliches CX3CL1, wie es auch bei
fast allen anderen Chemokinen der Fall ist, durch Rezeptorbindung eine Aktivierung
des Integrin-Systems und damit eine Adhdsion an Zellen, welche entsprechende
Rezeptoren (ICAM, VCAM) besitzen, auslosen. Die zweite, CX3CL1-spezifische
Adhasion, entsteht durch die membranare, als direktes Adhasionsmolekil wirkende
Form von CX3CL1 (65, 66). Zuletzt wurde Fractalkin in mehreren verschiedenen
Krankheitsmodellen eine antiapoptotische Wirkung zugeschrieben, was zu einer
Progression der Erkrankung (z.B. bei Atherosklerose) fiihrte oder protektive Effekte

(z.B. bei Inflammation der Leber) hatte (67).
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Die CX3CL1/CX3CR1-Achse besitzt vielseitige (patho)-physiologische Funktionen. Im
Knochenumsatz wird CX3CL1 von den Osteoblasten exprimiert, was eine Rekrutierung
von CX3CR1*-Osteoklasten-Vorlaufern induziert und eine wichtige Rolle in der
nachfolgenden Differenzierung zu Osteoklasten spielt (68). Im zentralen Nervensystem
wird CX3CL1 und CX3CR1 in Neuronen, Mikroglia und Astrozyten exprimiert. Der
CX3CL1/CX3CR1 Signalweg fiihrt dabei zu einer Abschwdchung der mikroglialen
Aktivitat und schrankt die Neurotoxizitdt im inflammatorischen Zustand ein. In diesem
Kontext wird die Neuron-Mikroglia-Kommunikation in  neurodegenerativen
Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson untersucht (69). In einem Mausmodell von
Alzheimer konnte z.B. die Defizienz von CX3CR1 in Mikroglia einen Neuronenverlust
verhindern (70). Des Weiteren wurde CX3CR1 als Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)
-Korezeptor identifiziert, ist aber fiir die Zellinfektion nicht unerldsslich. Neben der
Korezeptor-Funktion konnte der CX3CL1/CX3CR1-Achse aber eine Beteiligung an dem

Verlauf der viralen HIV-Infektion nachgewiesen werden (71, 72).
1.2.4.1. Inflammation

Unter inflammatorischen Bedingungen flhrt die induzierte CX3CL1-Expression des
vaskuldaren Endothels zu einer Rekrutierung von spezifischen CX3CR1*-Leukozyten-
Unterpopulationen. Die membranare Fractalkin-Form ermoglicht anschlielend die
Adhéasion und Diapedese durch die endotheliale Barriere in das Zielgewebe (73).
Neben der Adhdsion kann die Interaktion des membrandren Endothel-CX3CL1 mit
seinem Rezeptor zu einem aktivierenden Signal in der CX3CR1*-Zelle fiihren. CX3CL1-
Bindung flihrt so in zytotoxischen Zellen wie die NK-Zellen zur Degranulation mit
anschlieBenden zytotoxischen Schdaden am Endothel sowie zu einer IFNy-Produktion.
Dies induziert wiederum eine verstarkte Chemokin-Sekretion und CX3CL1-Produktion
in den Endothelzellen. Diese parakrine Feedback-Schleife ermdoglicht es, die

Inflammation und Immunantwort aufrechtzuerhalten (74).

In zahlreichen Pathologien konnte eine Beteiligung der CX3CL1/CX3CR1-Achse am
inflammatorischen Prozess gezeigt werden. Bei Morbus Crohn-Patienten wurde eine

erhohte CX3CL1-Expression in entziindeten Ldsionen im Vergleich zu nicht-
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entziindetem mukosalem Kolongewebe gefunden (75). Untersuchungen der
rheumatoiden Arthritis zeigten eine Hochregulation der Matrix-Metalloproteinase-2 in
durch Fractalkin stimulierten synovialen Fibroblasten (76). In rezenten Arbeiten war
Fractalkin und CX3CR1 in allergischen Erkrankungen erhéht. Bei allergischem Asthma
kontrolliert CX3CR1 das Uberleben von TH1-und TH2-Zellen in der entziindeten Lunge,
bei der atopischen Dermatitis flihrt CX3CR1 zur Retention der TH1- und TH2-Zellen am
Ort der Inflammation (77). SchlieBlich konnte auch bei Leberschaden eine verstarkte

Expression von Fractalkin und seinem Rezeptor beobachtet werden (78).
1.2.4.2. Tumor

Der Fractalkin-Achse wird abhdngig von der Art des Tumors und aufgrund ihrer

verschiedenen Funktionen eine pro- oder anti-tumorale Wirkung zugeschrieben.

Prostata-, Mamma- und Pankreas-Karzinome (CA) zeigen eine Uberexpression von
CX3CR1. In Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Fractalkin-Achse in diesen
Karzinomen die Krebszellen metastatisch in Richtung Knochen und Gehirn dirigieren.
Der im Knochen u.a. durch Osteoblasten und im ZNS durch Neuronen freigesetzte
CX3CL1-Gradient fuhrt dabei zu einer Attraktion von CX3CR1*-Tumorzellen und die
Adhasions-Komponente fordert eine erfolgreiche Transmigration und Einnistung in
dem sekunddren Krankheitsherd. Im Mausmodell des Mamma-CA fihrte die
Beimpfung von CX3CL17- Tieren mit Tumorzellen zu einer stark reduzierten skelettalen
Dissemination verglichen mit den Wildtypen. CX3CR1, CX3CL1 und Metalloproteasen
sind demnach potentielle Angriffspunkte zur Hemmung der Dissemination von
CX3CR1*-Tumoren. Auf der anderen Seite sind hohe CX3CL1-Spiegel in Mamma-,
kolorektalem und hepatozelluldrem-CA Biomarker fiir eine gute Prognose. Diese anti-
tumoralen Effekte lassen sich durch die verstarkte Attraktion von Immunzellen, v.a.

zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen, erklaren (79, 80).
1.2.4.3. Atherosklerose

Im Verlauf der Atherosklerose sind komplexe Chemokin-Mechanismen an den

verschiedenen Stadien der Erkrankung beteiligt. Zahlreiche Studien zeigen die
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Mitwirkung von Fractalkin als wichtigen Mediator in allen Schritten der Atherogenese.
Die wichtigsten beteiligten Zellen sind dabei vaskuldare Endothelzelle, Monozyt, T-Zelle,

glatte Muskelzelle und Thrombozyt (Abb. 3).

Babendreyer et al. zeigten, dass statisch kultivierte Endothelzellen unter niedriger
Scherbelastung eine stark induzierbare CX3CL1-Expression aufzeigen. Dagegen war die
CX3CL1-Induktion in Zellen unter hohen Scherkonditionen stark reduziert. Im frihen
Stadium der vaskuldaren Inflammation verstarkt also eine niedrige Scherbelastung,
welche typischerweise in fiir Atherosklerose-pradisponierenden Orten durch Rickfluss
und Turbulenzen vorkommt, die endotheliale CX3CL1-Expression und damit die
Rekrutierung von Monozyten (81). Interessanterweise zeigte Fractalkin im
Flusskammerversuch eine maximale Leukozytenadhision bei 2 dynes/cm? und
minimale bei arteriellen 10 dynes/cm?. Allerdings verdoppelte die Koimmobilisation
von CX3CL1 und VCAM-1, verglichen mit VCAM-1 alleine, die Anzahl der adhadrenten
Zellen bei 10 dynes/cm? (82). Ferner wurde die Rolle von den CX3CR1-exprimierenden
Plattchen in der Fractalkin-assoziierten Monozyten-Adhasion am Endothel untersucht.
CX3CL1-induzierte Plattchenaktivierung fiihrte zur Degranulation und P-Selektin-
Expression auf der Plattchen-Oberflache, was eine lokale Akkumulation von
Leukozyten unter arteriellen Scherkonditionen verstarkt ermdéglicht und deshalb einen
essentiellen Schritt in der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen darstellt (83).
Ferner ist die Fractalkin-Achse an der Progression der atherosklerotischen Plaques
beteiligt. In diesem Kontext wurde eine CX3CR1-Expression in glatten Muskelzellen in
der Neointima von atherosklerotischen Plaques nachgewiesen. Zusatzlich wanderten in
vitro kultivierte primare, koronare glatte Muskelzellen Richtung CX3CL1 (84).
SchlieB8lich hat Fractalkin einen zytotoxischen Effekt auf das Endothel und wirkt jedoch
antiapoptotisch und proliferativ auf vaskuldre Zellen, was Plaque-Komponenten

verandert und die Stabilitat der Plaques beeinflusst (85).

Die CX3CL1/CX3CR1-Achse in der Atherogenese wurde auch in vivo untersucht.
CX3CR1/Apolipoprotein E doppelt defiziente Maduse zeigten eine reduzierte Bildung

von atherosklerotischen Lasionen (86). Des Weiteren wurde Fractalkin in mehreren
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klinischen Studien als potentieller diagnostischer oder prognostischer Biomarker in
kardiovaskuldren Erkrankungen untersucht; jedoch handelt es sich dabei groBtenteils

um kleinere, monozentrische Studien, groRangelegte Studien fehlen (87).

P - %cm “ ’ ?q

Plattchen T-Zelle
Glatte Muskelzelle *  Aktivierung « Chemotaxis Monozyt
* Migration * Leukozyten-Adhision ¢ Adhésion * Chemgtams
* Antiapoptose *+ Migration * Adhasion
* Proliferation « Antiapoptose * Migration
* Antiapoptose
CX3CL1
Zytotoxische Zelle é

* Chemotaxis .. 8 ADAM10/ADAM17
* Adhasion - .
* Aktivierung A
. Zytotoxizitat G G
I Endothelzelle
> * Fractalkin-Expression T

Abbildung 3: CX3CL1/CX3CR1-Achse in den an der Atherogenese beteiligten Zellen

Membranstandiges, endotheliales CX3CL1 wird von Metalloproteasen wie
ADAM10/ADAM17 abgespalten. Das entstandene |6sliche CX3CL1 wirkt chemotaktisch auf
CX3CR1*-Zellen und l6st die fir die einzelnen Zelltypen aufgefiihrten Funktionen aus.
Zytotoxische Zellen-vermittelte Schadigung des Endothels fihrt dabei wiederum zu
erhohter Fractalkin-Expression.

Modifiziert nach: (87)
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2. Ziel dieser Arbeit

Gene mit konservierter, Spezies-Ubergreifendender IRE-Sequenz in ihrer mRNA haben
physiologisch sehr wichtige, teilweise fiir das Uberleben unentbehrliche, Funktionen.
Dieser Arbeit vorausgehend wurde von der AG Dandekar (Lehrstuhl fiir Bioinformatik,
Universitat Wdurzburg) in Kooperation mit der AG Nieswandt (Lehrstuhl fir
Experimentelle Biomedizin |, Universitatsklinikum Wirzburg) durch bioinformatische
Analysen ein bei Mensch, Schimpanse, Orang-Utan, Ratte und Maus konserviertes,
putatives IRE im Gen von Fractalkin gefunden (unpublizierte Daten). Ferner wurde in
einigen Arbeiten eine verdanderte CX3CL1-Expression unter hypoxischen Bedingungen
beschrieben (88-90). Die Bedeutung veradnderter Eisenkonzentrationen fiir die
Fractalkin-Expression, potentiell reguliert durch das putative IRE, wurde dagegen noch

nicht untersucht und ist Gegenstand dieser Arbeit.

Ferner deutet die Arbeit von Wandzik et al. (91) im Zellkultur-Modell der K562-Zelllinie
auf eine wichtige Rolle von Eisen in der Megakaryopoese hin, allerdings wurden
primare Megakaryozyten und einige Eisenhaushaltgene in diesem Zusammenhang
noch nicht untersucht. Da Eisenmangel eine reaktive Thrombozytose, in gravierenden
Fallen aber auch eine Thrombozytopenie herrvorufen kann (92), allgemein der
Eisenhaushalt und beteiligte Eisenhaushaltgene im Kontext der Megakaryopoese aber
sehr schlecht untersucht sind, sollen in dieser Arbeit in den genutzten Modellen die
Expression von Eisenhaushaltgenen in der Megakaryopoese sowie der Einfluss von

Eisen auf die megakaryopoetische Differenzierung untersucht werden.

SchlieRlich soll die pathophysiologische Rolle der CX3CL1/CX3CR1-Achse in
Inflammation in Hinsicht der Beteiligung von Blutplattchen analysiert werden. Obwohl
die Rolle von CX3CR1 in Plattchen bereits im Kontext von kardiovaskuldren
Erkrankungen untersucht wurde, wurde bis zu diesem Zeitpunkt die Mitwirkung der
Plattchen-Fractalkin-Achse in allgemein inflammatorischen Erkrankungen nur selten
postuliert und ist schlecht erforscht. In dieser Arbeit wird untersucht, ob Plattchen

neben einer schon beschriebenen geringen konstitutiven CX3CL1-Expression, welcher
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keine groRBe Funktion zugeordnet wird, auch eine induzierbare Expression aufweisen
und diese eine verstarkende parakrine/autokrine Wirkung auf den inflammatorischen

Prozess in Zustanden akuter und/oder chronischer Entziindung haben kénnte.
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3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Materialien

3.1.1. Zelllinien

Zellen Morphologie/Kultureigenschaften Organismus
MS1 Endothelzellen, adharent Mus musculus
K562 Lymphoblasten, in Suspension Homo sapiens sapiens

3.1.2. Primare Zellen und Versuchstiere

Die benutzten primdren Megakaryozyten wurden aus Knochenmark von Mausen

gewonnen und zur Differenzierung entsprechend kultiviert.

Die HUVECs samt Kulturmedium wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Marc
Schmidt der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie des

Universitatsklinikums Wirzburg zur Verfliigung gestellt.

Versuch Beschreibung der benutzen M3duse | Anzahl und | Alter bei

Geschlecht Ernte
MK-Differenzierung- C57BL/6)J 10, weiblich 15 Wochen
Zeitreihe

Einfluss von FeCls/DFX | C57BL/6JR]j (Janvier Labs, Le Genest- | 10, mannlich 12 Wochen
an den letzten Tagen | Saint-Isle)

der MK-

Differenzierung

Zytokin-Stimulation C57BL/6JR]j (Janvier Labs, Le Genest- | 15, weiblich 10 Wochen
und FeCls/DFX- | Saint-Isle)

Behandlung reifer MKs

Untersuchung von | -B6.129S6-Hfetm2Nea/) (Artikel-Nr. | 2 Wildtyp, 5 | 4 Monate

Lebergewebe 017784, Jackson Laboratory, Bar | Knock-Out,
Harbor) und Wildtyp mannlich
-129S-Hfe2tmiNca/) (Artikel-Nr. | 6 Wildtyp, 4 | 3 Monate
017788, Jackson Laboratory, Bar | Knock-Out,
Harbor) und Wildtyp mannlich
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3.1.3. Medien und Zellkulturreagenzien

Gibco® DMEM (1X) + GlutaMAX™-| (Life Technologies, Carlsbad)
e +4,5g/L D-Glucose
e + Pyruvat
e Gibco® DMEM (1X) (Life Technologies, Carlsbad)
e +4,5g/L D-Glucose
e - L-Glutamine
e —Pyruvat
e Gibco® RPMI Medium 1640 (1X) + GlutaMAX™-| (Life Technologies, Carlsbad)
e StemPro®-34 SFM (1X) (Life Technologies, Carlsbad)
e Fetal Bovine Serum: FBS Superior (Biochrom GmbH, Berlin)
e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
e Trypsin-EDTA Lésung (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
e L-Glutamin Losung (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
e Penicillin-Streptomycin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
e Trypan Blue Stain (NanoEnTek, Seoul)
e EDTA (AppliChem, Darmstadt)

3.1.4. Losungen, Puffer, Reagenzien

e Bond-Breaker™ TCEP Lésung (Thermo Fisher Scientific, Waltham)
e TCEP HCI Lésung (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

e recombinante DNase (Machery Nagel, Diiren)

e FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) (Roche, Mannheim)
e SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems, Foster)

e Biotinylated Protein Ladder (Cell Signaling Technology, Danvers)

e PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham)

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien zur Herstellung der
folgenden Puffer von Sigma Aldrich (St. Louis, MO), AppliChem (Darmstadt) oder Carl

Roth (Karlsruhe) bezogen.
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FACS-Puffer
e 1Flasche DPBS
e 25mLFBS
e 0,1% Na-Azid

Zell-Lysis -Puffer

e 10mL Triton X 100 Lysis-Puffer
=  20mM Tris-HCI (pH 7,5)
= 150mM Nacl
= 10mM NaF
= 1mM EDTA
= 1% Triton X 100
e pro 10 ml: 1 Tablette cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack
Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Mannheim)
e pro 10 ml: 1 Tablette PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets
(Roche, Mannheim)

Laemmli-Puffer (2X)

e 0,125M Tris (pH 6,8)

e 4% SDS

e 20% Glycerin

e 10% B-Mercaptoethanol

e 0,004% Bromphenolblau
Bis-Tris HCl Gel Puffer (pH 6,8)

e 1,25M Bis-Tris HCI
MOPS-SDS Laufpuffer

e 250mM Tris

e 250mM MOPS
e 5mMEDTA

e 0,5% SDS

e 5mM Sodium Bisulfite (frisch vor dem Lauf hinzugeben)
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e Anode-Puffer | (pH 10,4)

e 300mM Tris
e 20% Methanol
e Anode-Puffer Il (pH 10,4)

e 25mM Tris
e 20% Methanol

e Kathoden-Puffer

e 40mM 6-Aminocapron-Saure
e 20% Methanol
e TBS-Tween Puffer 10X (pH 7,6)

e 1,37M NaCl
e 200mM Tris
e 1% Tween

e Stripping-Puffer (pH 6,7)

e 62,5mM Tris
e 2%SDS
3.1.5. Verwendete Software und Gerdte
e Nanodrop 2000 + Nanodrop 2000/2000c v1.4.2-Software (Thermo Fisher Scientific,
Waltham)
e peqgSTAR Thermocycler (Peqglab Biotechnologie, Erlangen)
e ViiA™7 Real-Time PCR System + ViiA™7 v1.2.1-Software (Applied Biosystems,
Foster)
e ChemiDoc™MP Imaging System + Image Lab v5.2.1 (Bio-Rad, Hercules)
e FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes) + Cellquest
e EVE™ Automatic cell counter (NanoEnTek, Seoul)
e Homogeniser VDI12 (VWR International, Radnor)
e PerlPrimerv1.1.21
e Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Foster)
e Microsoft Office 2010 Paket

e Graphpad Prism v6
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3.1.6. Kits

NucleoSpin® RNA-isolation Kit (Macherey-Nagel, Diiren)

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster)

3.1.7. Stimulantien

Animal-Free™ Recombinant Mouse SCF (R&D Systems, Minneapolis)
Thrombopoetin, von Prof. Harald Schulze (Lehrstuhl fiir Experimentelle Biomedizin
[, Universitatsklinikum Wurzburg) zur Verfligung gestellt
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (Merck KGaA, Darmstadt)

Eisen (ll1)-chlorid Hexahydrat granuliert (Carl Roth, Karlsruhe)

Deferoxamine Mesylate (DFX), Produkt-Nummer D9533 (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO)

Recombinantes murines IFNy (PeproTech, Rocky Hill)

Recombinantes murines IL-1B (PeproTech, Rocky Hill)

Recombinantes murines TNFa (PeproTech, Rocky Hill)

Recombinantes humanes IFNy (PeproTech, Rocky Hill)

Recombinantes humanes TNFa (Knoll AG)

Recombinantes humanes IL-1 (PeproTech, Rocky Hill)

Recombinantes humanes IL-4 (PeproTech, Rocky Hill)

3.1.8. Antikorper

Primar-Antikorper

Antikorper | Klonalitat Wirts- Anbieter Benutzte Menge | Verwendung
Spezies (FACS)/Verdiinnung | und Kopplung
(WB) (FACS)
a-Cx3cl1 Monoklonal | Ratte R&D 5ulL/10° Zellen FACS, Alexa
(IgG2A) Systems Fluor 488
Isotyp- Monoklonal | Ratte R&D 5ulL/10° Zellen FACS, Alexa
Kontrolle (IgG2A) Systems Fluor 488
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Isotyp-
Kontrolle

-
Phospho-
p38
(Thri80,
Tyrl82)

Monoklonal

(IgG1)

Monoklonal

(IgG1)

Monoklonal

(18G)

Polyklonal

Kaninchen

Kaninchen

Santa Cruz

Sigma
Aldrich

Cell
Signaling

Technology

Thermo
Fisher
Scientific

10uL/108 Zellen

1:1000

FACS,
Phycoerythrin
(PE)

WB

a-lkBa

Polyklonal

Kaninchen

Cell
Signaling

Technology

1:1000

WB
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Sekundar-Antikorper

Antikorper Klonalitat Wirts- Anbieter Verdiinnung fiir | Gekoppelt
Spezies Western-Blot

o- Monoklonal | Ziege Cell 1:4000 Horseradish

Kaninchen (IgG) Signaling Peroxidase
Technology (HRP)

ao-Maus Monoklonal | Pferd Cell 1:4000 Horseradish

(1gG) Signaling Peroxidase

Technology (HRP)

a-Biotin Ziege Cell 1:4000 Horseradish
Signaling Peroxidase
Technology (HRP)

3.1.9. Primer

Murine Primer

Gen Sequenz forward Sequenz reverse

mCcl2 CATCCACGTGTTGGCTCA GATCATCTTGCTGGTGAATGAGT

mCrp GGAGTCTGCTACGGGGATTG CCTTGTGCAGACTTTTCCGC

mCx3cll CCGCGTTCTTCCATTTGTGT AAGCCACTGGGATTCGTGAG

mCx3crl AGAAGTTCCCTTCCCATCTGCT GCCACAATGTCGCCCAAA

mSele CAAATCCCAGTCTGCAAAGCT GACATTTCATGTTGCCCTGCT

mGplba CTCTGTTCCTCCAAAGGACTGTCT TCACAGTTTACTTCCAGCAGGC

mHamp CCAGTGTGGTATCTGTTGCAAAAC AATCGTCTTTATTTCAAGGTCATTGG

mHfe CCATGATTATCGGAATCATCAGTG CACAGTCTGTTAAGACATAGCCACC

mHfe2 CTGGCTGGATAGGTATGG GGATCTTGCACTGGGAGT

micaml GCCCACGCTACCTCTGCTC GATGGATACCTGAGCATCACCA

mitga2b GCCCTTCTTCCATTCGCC GCTCACACTCCACCACCGTA

mRplp0 GAAACTGCTGCCTCACATCCG CTGGCACAGTGACCTCACACG

mSlcl1la2 | AATCCTATTCTAAGAGCACAGACCCT | GCTGTAGGCAGGGTTGATGG

mSaa2 ACTTCCATGCTCGGGGGA ACTGCGATGTCTGTTG

mSlc40al | TCCTGTGAACAAGCTCCC TTGCTGAGGTCAGGTAGT
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mTfrc GCCGAGCTATAAGCTTTGGGT CTGGCTTGATCCATCATTCTCAG
mTfr2 TGCATCGAGGGCTTTGC GACCATGGAAGAGAAGGTCCG
mZip14 CCTGGCTATTGGTGCCTCC CAGCATTGAGCAGGATGACG

Humane Primer

Gen Sequenz forward Sequenz reverse

hCX3CL1 CGCGCAATCATCTTGGAGAC GTGCCGCCATTTCGAGTTAG
hCX3CR1 CCTGCAAGAACCACAAGAAAGC AACACGATGACCACCAGAAGG
hEGR1 GCCCTACGAGCACCTGACC TGGTTTGGCTGGGGTAACTG
hGP1BA TGTGACAAGAGGAATCTGACAGC | TTGCCAGGGAGAAGGTGTACA
hGP1BB CAACACGGGCCTGCAAAC AGGAGTTCTGTCCCACGTGG
hHFE GCTGGATAACCTTGGCTGTACC GCAATTCCACTGATGACTCCAAT
hHFE2 TTCCTCTTTCCTCAGCAACCC CAAAGCCACAGAACAAAGAGCC
hHPRT TGGGAGGCCATCACATTGTA AGCAGGTCAGCAAAGAATTTATAG
hiITGA2B GGAGAATGAGACCAGGGTGGT GGCTGTTCTTGCTCCGTATCTG
hSLC40A1 CATGGATGGGTTCTCACTTCCT TGCTAGTTTGCTTCTGTCTTCTCC

hTFRC

ACCCATGATGTTGAATTGAACCT

GCCCATTTCCTTTATGTCTGCTC
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3.2. Methoden

3.2.1. Hfe- und Hfe2-knockout Mause

Die Hfe- und Hfe2-knockout Mause wurden von Jackson Laboratory (Bar Harbor)
erworben. Dabei wurden in den Hfe-knockout Tieren Teile von Exon 3 und das ganze
Exon 4, bei den Hfe2-knockout Tieren Exon 3 und der kodierende Bereich von Exon 4
durch einen Zielvektor per Cre/loxP-Rekombinations-System ausgewechselt. Die
Versuchstiere wurden in Kafigen mit Pappeleinstreu, welches einmal woéchentlich
gewechselt wurde, bei konstant 21-24°C gehalten. Eine Beleuchtungsanlage sorgte per

Zeitschalter fir einen alternierenden Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 12 Stunden.

3.2.2. Zellbiologische Methoden
3.2.2.1. Zellkultur

Die MS1-Endothelzellen wurden in einem Medium bestehend aus DMEM GlutaMAX
bzw. DMEM mit selbst hinzugefiigtem L-Glutamin (1%) und 10% FBS sowie 1%
Penicillin-Streptomycin bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Dabei war zu beobachten, dass
die Zellen eine Praferenz zu DMEM GlutaMax zeigten, insbesondere bei ldnger
offenem Medium. Neu aufgetaute Zellen wurden also in DMEM GlutaMax kultiviert
um ein gutes Wachstum zu garantieren. Die Zellen wurden in 10cm Kulturschalen
(10mL Medium je Schale) passagiert und fiir Versuche auf 6-well-Platten (3mL Medium
je well) in einer Zelldichte von 1,5-3x10° Zellen/mL ausgesit. Mindestens jeden
zweiten Tag wurden die Zellen je nach Zellzahl im Verhaltnis 1:3-1:9 gesplittet. Dazu
wurde erst das alte Medium abgesaugt, die Zellen vorsichtig mit PBS abgespiilt und mit
1 mL Trypsin-EDTA Losung fir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Durch leichtes
Klopfen wurden die Zellen gelost und anschlieBend in neuem Medium resuspendiert.
Die Zellernte erfolgte nach Absaugen des Mediums und PBS-Abspuilung durch direkte

Zugabe des jeweiligen Lysis-Puffers fiir die RNA- oder Proteinaufbereitung in die wells.

Die K562-Zellen wurden in Flaschen in 20mL RPMI GlutaMAX-Medium mit Zusatz von
10% FBS und 1% Penicillin-Streptomycin bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Die Zellen

mussten nur alle 2-4 Tage im Verhaltnis 1:2-1:5 gesplittet werden. Fir Versuche
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wurden die Zellen auf 12-well-Platten ausgesat (1mL Medium je well). Dabei wurden
die Zellen, die zur Differenzierung angeregt werden sollten, in einer Konzentration von
2,5x10° Zellen/mL, die undifferenzierten Kontroll- Zellen in einer Konzentration von
1,5x10° Zellen/mL ausgesat. Die Differenzierung erfolgte durch Stimulation mit 100nM
PMA und dauerte 4 Tage. Die Zellernte sowie das Splitten erfolgte durch
Abzentrifugieren der Zellen, Absaugen des Uberstands und erneutem Waschen in 1mL

PBS.

Die HUVEC-Zellen wurden in einer Dichte von 1x10° Zellen pro well auf 6-well-Platten

ausgesat. Die Kultivierung und Zellernte erfolgten analog zu den MS1-Zellen.

Fir die Zytokin-Stimulationen wurden bei -20°C gelagerte Zytokin-Aliquots aufgetaut
und, wenn nétig, mit PBS zu entsprechenden Konzentrationen vorverdiinnt. Die FeCls-
Losung wurde fir jeden Versuch frisch mit destilliertem H;O zu einer Stock-
Konzentration von 100mM angesetzt. Flr die Versuche mit gleichzeitiger Zytokin- und
FeCls/DFX-Stimulation wurden die MS1- und K562-Zellen 16h mit FeCls/DFX
vorinkubiert und anschlieBend fiir weitere 8h das entsprechende inflammatorische
Zytokin hinzugefligt. Bei den HUVEC und primdren Megakaryozyten erfolgte nur eine
30-minutige Vorinkubation mit FeCls/DFX und bei den HUVECs eine 20-stiindige

Zytokin-Stimulation.

3.2.2.2. Primdre Megakaryozyten-Versuche

3.2.2.2.1. Gewinnung und Kultivierung von primaren Megakaryozyten

Fir jeden Versuchsansatz wurden die Femora von jeweils funf geernteten Mausen vom
Weichteilgewebe freiprapariert. Nach Abtrennung der proximalen und distalen
Knochenenden wurde das Knochenmark mit einer 22-27g Kaniile mit 1mL StemPro-34
Medium pro Maus aus dem Knochen ausgespiilt. Zwecks Homogenisierung der
Zellsuspension wurde die Zell-Lésung mit der gleichen Spritze erst flinfmal hoch- und
runterpipettiert, dann mit einer neuen, diesmal obligat 22g Kandlle, erneut zehnmal.
Die so erhaltene Einzellsuspension wurde durch ein 100um Zellsieb in ein Falcon
Uberfihrt. AnschlieBend wurden 2,5mL Zellsuspension zusammen mit je 7,5mL

StemPro-34 Medium auf zwei 10cm Kulturschalen gegeben. Nach Stimulation mit 5plL
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SCF pro Kulturschale wurden die Zellen fiir 2 Tage bei 37°C und 5% CO> kultiviert. Nach
2 Tagen wurde ein Mediumwechsel durch Abzentrifugieren bei 200g in 15mL Falcons
far 5min durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde in frisches 10mL Medium aufgenommen
und diesmal mit 5uL SCF und 50uL TPO fiir zwei Tage inkubiert. Nach 2 Tagen wurde
auf gleiche Weise ein Mediumwechsel durchgefiihrt, die Zellen in einem Verhaltnis von
1:2 aufgeteilt und mit 50uL TPO pro Schale fiir weitere 2 Tage zur finalen

Differenzierung angeregt.
3.2.2.2.2. Aufbau der verschiedenen Versuche

Fur die verschiedenen Tage der Differenzierung und/oder anschlieBende Versuche mit
reifen Megakaryozyten wurden die Zellen je nach Versuch unterschiedlich behandelt

und kultiviert.

Zur Untersuchung der einzelnen Schritte des Differenzierungsprozesses wurde sofort
nach Zellernte und taglich fur die ersten 4 Tage des Versuchs 500uL Zellsuspension
entnommen. Um vergleichbare Proben fir jeden Tag zu erhalten wurden an Tag 5 und
6 von je 2 Platten (Zelldichte zu diesem Zeitpunkt ja um den Faktor 2 verdiinnt) 500uL

Zellsuspension gepoolt (Abb. 4a).

Um den Einfluss von Eisen auf den letzten Tag der Differenzierung zu analysieren
wurden die Zellen nach Tag 2 von einer 10cm Kulturschale auf je 3 wells von einer 6-
well-Platte Ubertragen. Die Aufteilung nach Tag 4 erfolgte dementsprechend auf im
Ganzen 6 wells einer 6-well-Platte. Fir den letzten Tag mit TPO-Behandlung wurden

die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen FeCls/DFX fiir 24h inkubiert (Abb. 4b).

Schlieflich wurden im letzten Versuch reife Megakaryozyten nach Tag 6 auf 12-well-
Platten verteilt. Die Zellen wurden 30 Minuten mit FeCls/DFX vorinkubiert und

anschlieBend fir 16h mit den jeweiligen Zytokinen stimuliert (Abb. 4c).
3.2.2.2.3. Zellernte

Im ersten MK- Versuch wurden in Analogie zu den K562-Zellen alle geernteten Zellen in

1,5mL Eppendorfgefdlle abzentrifugiert. Nach Waschen mit PBS stand das Zellpellet
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sofort der weiteren Verarbeitung und Untersuchung zur Verfligung. Bei den weiteren
zwei Versuchen wurden die reifen Zellen durch einen BSA-Gradienten aufgereinigt.
Dazu wurde fiir jede Probe in einem 15mL Falcon vorsichtig auf 1,5mL 3%-BSA/PBS-
Losung weitere 1,5mL einer 1,5% BSA/PBS-Losung aufgeschichtet. Die Proben wurden
durch Abzentrifugieren und Absaugen von uUberflissigem Medium zu 1mlL
konzentrierter Zellsuspension reduziert und vorsichtig auf den BSA-Gradienten
pipettiert. Nach 30 Minuten hatten sich die gréBeren Megakaryozyten als Zellpellet

abgesetzt und konnten von ungewollten und toten Zellen getrennt werden.

Tag 0: 500uL Q 10cm Platte

Tag 1: 500pL
Tag 2: 500uL
v v
Tag 4: 5004l 2d SCF+TPO 2d SCF+TPO
|
Tag 5: 500pL 2d TPO
(je Platte) 2d TPO letzter Tag: FeCl,/DFX-
Tag 6: 500uL Stimulationen Uberfiihrung auf
(je Platte) * 12-Well-Platte
30min FeCl,/DFX-
Purifikation anhand Vorinkubation,
BSA-Gradienten anschlieBend 16h
Zytokinstimulationen
v
Purifikation anhand
BSA-Gradienten
a) b) c)

Abbildung 4: Aufbau der verschiedenen Megakaryozytenversuche
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3.2.2.3. Zellzdhlung

Die Bestimmung der Vitalitdt und Zelldichte erfolgte anhand dem EVE™ Automatic cell
counter (NanoEnTek, Seoul). Die Zellsuspension wurde durch Auf- und Abpipettieren
homogenisiert und anschlieBend 10uL der Losung mit 10uL Trypanblau gemischt und
auf die Zahllamelle gegeben. Die Auswertung wurde automatisch vom Gerat
durchgefliihrt. Alle Zellzahlungen erfolgten in Duplikaten und die arithmetischen

Mittelwerte wurden bestimmt.

3.2.3. Molekularbiologische Methoden
3.2.3.1. RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde mit dem NucleoSpin® RNA-Isolationskit (Macherey-Nagel,
Diren) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Je Probe wurden 350uL RA1-Puffer mit
8uL TCEP als Lysis-Puffer auf die sich in 1,5mL EppendorfgefalRen befindenden Proben
gegeben. Um eine ausreichende Bedeckung zu erreichen wurde fiir MS1- und HUVEC-
Versuche die doppelte Menge Lysis-Puffer auf die 6-well-Platten gegeben. Fiir die
Aufbereitung des murinen Lebergewebes wurden 20mg Proben in fllissigem Stickstoff
zugeschnitten, in 2mL EppendorfgefaBen in Lysis-Puffer gegeben und mit dem
Homogenisierer VDI12 (VWR International, Radnor) zerkleinert. Zwischen
verschiedenen Proben wurde der Homogenisierer mit Isopropanol und destilliertem
H,O gesplilt. Die RNA-Extraktion wurde anschlieBend nach dem Protokoll

durchgefihrt.
3.2.3.2. RNA-Konzentrationsmessung

Nach jeder RNA-Isolation wurde die gewonnene RNA-Konzentration mittels Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham) gemessen. Vor der Bestimmung der Proben
selbst wurde eine Kontroll-Messung mit destilliertem H>O zur Uberpriifung der

»Blank“-Funktion durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten in Duplikaten.
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3.2.3.3. Reverse Transkription

Die Reverse Transkription wurde mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems, Foster) durchgefiihrt. Je Probe wurde, wenn maoglich, 1000ng
RNA in 10,5uL wassriger Losung umgeschrieben, ansonsten wurde entsprechend der
Probe mit der niedrigsten RNA-Konzentration weniger (200-650ng) fiir den gesamten
Versuch umgeschrieben. Der benutzte Mastermix setzte sich je Probe wie folgt

Zusammen:

2ulL 10 x RT-Puffer

0,8 uL 100mM dNTPs

2ul 10 x Random Primer

0,5uL MultiScribe Reverse Transkriptase

4,2uL H,0

Die Umschreibung im pegSTAR Thermocylcer (Peglab Biotechnologie, Erlangen)
erfolgte mit den im Handbuch des Kits angegeben Einstellungen. Die cDNA wurde 1:3

mit RNase freiem H,0 verdiinnt und gleich weiterbenutzt oder bei -20°C gelagert.
3.2.3.4. Primer Design

Die eingesetzten Primer waren entweder schon im Labor vorhanden oder wurden
selbst neu designet. Dabei wurden die entsprechenden Nukleinsdure-Sequenzen
(http://www.ensembl.org/index.html) in die PerlPrimer Software eingegeben (93) und
nach passenden Primervorschlagen gesucht. Diese wurden dann nochmal auf
Schmelztemperatur in der Primer Express™ Software (Applied Biosystems) tUberpruft.
Gefundene Primer wurden anschlieBend auf ihre Selektivitdit getestet

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
3.2.3.5. Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR wurde zur Bestimmung von cDNA-Gehalt der Proben
benutzt. Die Analyse erfolgte auf 384-well Platten, wobei jedes well mit folgendem

Ansatz beladen wurde:

36



5uL FastStart Universal SYBR Green
Master (ROX)/ SYBR® Select Master
Mix

3uL H,0

0,5uL Primer forward

0,5uL Primer reverse

1uL cDNA-Probe

Jede Probe wurde in technischen Duplikaten aufgetragen. Die quantitative Real-Time

PCR wurde abhdngig vom benutzen Mastermix nach folgenden Programmen

durchgefihrt:

FastStart Universal SYBR Green SYBR® Select Master Mix

Master (ROX)

1x 50°C 2min 1x 50°C 2min
95°C 10min 95°C 2min

40x 95°C 10s 40x 95°C 1s
60°C 30s 60°C 30s

1x 95°C 15s 1x 95°C 15s
60°C 1min 60°C 1min
95°C 15s 95°C 15s

3.2.3.6. Durchflusszytometrie

Zur Untersuchung der adharenten MS1 Zellen wurden diese durch 10mM EDTA-PBS-
Lésung von den Platten gel6st. Durch Auf- und Abpipettieren wurde eine wie bei den
K562 vorhandene Einzelzellsuspension erreicht. Vor Durchfihrung der Zellzdhlung
wurden 3mL Zellsuspension mit 1,5mL FACS-Puffer in FACS-Réhrchen abzentrifugiert
(5min, 1250rpm, 4°C). Pro Réhrchen wurden 5x10° Zellen aufgeteilt, mit 2mL FACS-
Puffer gewaschen und in 100uL FACS-Puffer aufgenommen. Die Farbung wurde mit
Antikorpern in angegebener Menge fir 30min im dunklen 4°C-Kiihlschrank

durchgeflhrt. Nach erneutem Waschen mit FACS-Puffer konnte die Messung erfolgen.
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3.2.3.7. Herstellung von Zelllysaten

Auf den 6-well-Platten wurde das Kulturmedium abgesaugt und je well 200uL Lysis-
Puffer (vorher auf Eis gestellt) hinzugegeben. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen
von der Platte gelost. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen in
1,5mL EppendorfgefaBe lberfihrt, gut gevortext und fiir 30min auf Eis gestellt (jede
10min vortexen). Nach Abzentrifugieren (10min, maximale RPM, 4°C) wurde der
Uberstand mit den darin gel6sten Proteinen in ein neues EppendorfgefaR tberfiihrt.

Die Proben wurden entweder sofort weiterverwendet oder bei -20°C gelagert.
3.2.3.8. Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroR3e erfolgte durch Elektrophorese in einem

zweischichtigen, aus 5% Sammelgel und 10% Trenngel bestehenden Acrylamidgel.

Zusammensetzung Trenngel 10%: Zusammensetzung Sammelgel 5%:

7,6mL destilliertes H,O 10,76mL destilliertes H,O

6,66mL 30% Acrylamid/Bis Solution 3,32mL 30% Acrylamid/Bis Solution 37.5:1
37.5:1

5,72mL Bis-Tris HCI Gel Puffer 5,72mL Bis-Tris HCI Gel Puffer

200pL 10% APS 200pL 10% APS

8uL TEMED 20uL TEMED

Hierflir wurden die Zelllysate mit 4xLaemmli-Puffer fir 5min bei 95°C aufgekocht und
zusammen mit der Biotinylated Protein Ladder (Cell Signaling Technology, Danvers)
und der PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific,
Waltham) in die Taschen des Gels in der mit MOPS-SDS Laufpuffer gefillten
Elektrophoresekammer aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100V

flir 1,5 Stunden oder bis der Marker die gewlinschte Hohe erreicht hatte.
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3.2.3.9. Western Blot und Farbung

Nach Auftrennung der Proteine wurden diese in einer Semidry Blotting Kammer auf
eine Nitrozellulose Membran (GE Healthcare, Little Chalfont) Ubertragen. Die
Membran wurde fiir 30s in Methanol aktiviert, Membran und Gel in entsprechendem
Puffer equilibriert und mit in Puffer getrankten Whatman-Papier Chromatography

3MM Chr (GE Healthcare, Little Chalfont) nach folgendem Schema aufgebaut.

Anode

1. 5x Whatman-Papier getrankt in Anode-Puffer |

2. 3x Whatman-Papier getrankt in Anode-Puffer Il

3. Nitrozellulose Blotting Membran in Anode-Puffer Il
4. Gel in Kathoden-Puffer

5. 5x Whatman-Papier getrankt in Kathoden-Puffer
Kathode

Die Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte fiir 1 Stunde bei
0,8mA pro cm? Gelfliche. AnschlieBend wurde die Membran fiir 15min bei
Raumtemperatur mit 10% BSA-1xTBST Losung geblockt und zweimal mit 1xTBST
gewaschen. Der Primadrantikérper wurde tGber Nacht bei 4°C in 5% BSA-1xTBST Losung
auf die Membran gegeben. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal gewaschen
(einmal 15min, zweimal 5min in 1xTBST) und mit einer Sekundarantikdrper-1xTBST
Losung fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreifachen Waschen
erfolgte die Detektion mit Clarity ™ Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules) im

ChemiDoc ™MP Imaging System (Bio-Rad, Hercules).

Fir zweite Detektionen wurde die Membran fiir 20min bei 70°C in Stripping-Puffer
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen konnte die Membran erneut geblockt und mit

neuen Antikérper-Losungen wie beschrieben angefarbt werden.
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3.2.4. Auswertung

Die Auswertung der quantitativen Real-Time PCR erfolgte nach der Delta-Delta-CT
Methode. Dabei wurden ,,undetermined“-Werte zur quantitativen Auswertung auf den
maximalen CT-Wert von 40 gesetzt. Fiir jeden Primer wurde die Funktion in einem
Primer-Effizienz Test Gberprift. Die statistische Auswertung wurde mit dem gepaartem
Student’s t-test durchgefiihrt, dabei wurden Ergebnisse mit p<0,05 als statistisch
signifikant betrachtet. In den Ergebnissen werden Mittelwerte und Standardfehler der

Mittelwerte (SEM) dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchung der Cx3cl1-Expression in Mausmodellen der

Eiseniiberladung

Die Proteine HFE und HFE2 (HJV) spielen eine wichtige Rolle in der Regulation des
Eisenhaushalts und Mutationen in ihren Genen dullern sich phanotypisch in einer
Eisenliberladungsstorung. Zur Untersuchung einer potentiellen Eisenregulation von
Cx3cl1 wurde das Lebergewebe im murinen in-vivo-Modell von Hfe- und Hfe2-

knockout Tieren untersucht.

c Cx3cl1 c Tfre c Sic40at
2 25 2 2.0 2 4
[ » »
[ n ] »
2 20 ® Hfe o °
o s 1.5 s 3 m
x L4 B Hfe2 2 u 2
w ° w w
4 1.5 L u u ° - u

° ° < 1.0 — < 2
z = o WE =
x 1.0 — - . [ ] x © n [ L]
£ u £ [ ] £ lsl
© 05 L] o 05 s 11 % -f;ﬁ- °
2z > >
s oo & Py o £
o 0 T T = 0.0 = 0
ry T T T T
= wT Ko 2 wT KO 2 wT Ko
c Hamp c Tfr2 c Sic11a2
° 4 2 2.0 2 2.0
» » »
n n n
o n o o [ ]

3 [ ]
o 5 1.5 5 1.5 ]
x % o = L. x - iLre
w2 n i [l w .
< ° < 1.0 g . < 10 —o— e m
z z L] z -
(3 — o [ ] Py (3
£ ° ] e £ o = € [ 1] .
L= [ | 0.5 . 0.5

z o : . :
o o o
s T T < 0.0 T T < 0.0 T T
o o o
- wT KO - wT KO - wT KO
c Crp c Saaz2 c Ccl2
o 2.0 2 2.0 o
» » »
o u n n
e " 2 u" <
5 1.5 —_— s 1.5 s
X L X I X
w n [ u w —n w

° ° < ° L] <
< 1.0 — Smpgl 57— < 1.0 <
3 L] 'Y} z ° ] 3
© n © L ©

M .

E s E s o E
o o . —— o
4 2 . 2
= = ° =
= 0.0 T T = 0.0 T T <
o o o
- wT Ko - wT KO -

Abbildung 5: Gen-Expression in Lebergewebe von Hfe- und Hfe2-knockout Mausen im
Vergleich zu Wildtypen

Die Cx3cl1, Eisengen- und Entzlindungsgen-Expression wurde mithilfe der RT-qPCR analysiert
und gegen RplpO normalisiert. Individuelle Werte und Mittelwerte sind abgebildet, der
Mittelwert der Wildtypen wurde gleich 1 gesetzt. Die Hfe WT und KO Tiere sind rot, die Hfe2
blau abgebildet.
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Die Expression von Fractalkin und den restlichen untersuchten Genen
(Transferrinrezeptor 1, Tfrc; Transferrinrezeptor 2, Tfr2; Ferroportin, SIc40a1; Hepcidin,
Hamp; Divalenter Metallionen Transporter 1, Sic11a2) erfolgte in der Real-Time gPCR
(Abb. 5). Diese zeigte eine stark reduzierte Expression von Tfrc in beiden knockout
Modellen. Die Slc40al-Expression war in den Hfe2”/ Tieren deutlich, in den Hfe”
geringer erhoht. Flir Hamp wurde bei beiden knockout Tieren eine vergleichbar
reduzierte mRNA-Expression gefunden. Bei der Tfr2 und Slc1la2-Expression wichen
beide Modelle voneinander ab. Die Hfe’~ Maiuse zeigten ein erniedrigtes
Expressionsmuster von Tfr2 und Slc11a2 im Vergleich zu ihren Wildtyp-Kontrollen, die
Hfe2”/- wiesen dagegen eine 1,3-fach erhéhte Expression von Tfr2 und Sic11a2 auf.
Interessanterweise zeigte sich bei beiden knockout Tieren eine ca. 1,3-fach erhohte
Cx3cl1-Expression. Um einen Eindruck des Entziindungsstatus der Lebern zu
bekommen wurde die Gene fiir das C-reaktive Protein (Crp), Serum-Amyloid A2 (Saa2)
und CC-Chemokinligand 2 (Ccl2) untersucht. Die Hfe” Tiere zeigten keinen Unterschied
in der mRNA-Expression von Crp; Saa2 und Ccl2 waren sogar reduziert exprimiert. Bei
den Hfe2/- Miausen zeigte sich dagegen eine leichte Erhdhung der Crp und Saa2-

Expression, Ccl2 war dagegen wie bei den Hfe”- Mausen reduziert exprimiert.

4.2. Fractalkin-Expression und Eisenregulation in

Endothelzellen

4.2.1. MS1-Endothelzellen

Da Endothelzellen unter Stimulation mit Zytokinen im Rahmen von Entziindung
vermehrt entziindliche Chemokine exprimieren und Fractalkin initial als induzierbares
Chemokin auf Endothelzellen nachgewiesen wurde (53), wurden anschlieRend
Endothelzellen in Zellkulturversuchen untersucht. Die fir die folgenden Versuche
benutzten MS1-Endothelzellen sind murine, immortalisierte sinusoidale Endothelzellen
aus den Langerhans-Inseln des Pankreas. Um diese Zelllinie in Bezug auf den Beitrag
einer veranderten Eisenkonzentration auf die Expression von Fractalkin zu

untersuchen, wurden zuerst die mRNA-Spiegel mittels Real-Time qPCR analysiert.
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Als Erstes wurde mit zwei Zytokinen, die eine prominente Rolle in
Entziindungsprozessen spielen, auf eine induzierbare Cx3cl1-Expression gescreent.
Zeitgleich wurde die Stimulationsdauer, die zur starksten Cx3cl1-Expression fiihrte,
bestimmt. In Abbildung 6 ist zu erkennen, dass die Stimulation mit IL-18 und IFNy zu
einem deutlichen Anstieg der mRNA-Spiegel von Cx3cl1 fiihrte. Dabei war IFNy deutlich
potenter und eine eingesetzte Konzentration von 500U/mL IFNy reichte vollig aus.
Zeitlich gesehen stieg die Cx3cl1-Expression bis zu einer Stimulation von 8h Stunden
auf Uber 10-fache Expression an und schien bei 16-stiindiger Stimulation nicht viel
weiter zu steigen. Als Kontrolle —vor allem fir IL-1B- wurde die Expression der Gene fiir
E-Selektin (Sele) und das interzellulare Adhasionsmolekil-1 (lcam1) mitbestimmt.
Beide zeigten eine schnelle und starke Reaktion auf IL-1B Stimulation, die Expression
nach IFNy-Stimulation fiel deutlich schwacher aus, stieg jedoch kontinuierlich bis zu

einer ca. 2-fachen Sele und ca. 5-fachen Icam1-Expression nach 16h an.
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Abbildung 6: Einfluss von IL-1 und IFNy auf die Cx3c/1-Expression in MS1-Endothelzellen

Die Cx3cl1, Sele und Icam1-Expression wurde mithilfe der RT-gPCR analysiert und gegen Rp/p0
normalisiert. Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM) fir n=3, der Mittelwert der
unbehandelten Proben wurden gleich 1 gesetzt. Die Zellen wurden fir 2h, 4h, 8h und 16h mit
IL-1B und IFNy stimuliert. Nach der RNA-Extraktion wurde 1ug RNA revers transkribiert und fur
die RT-gPCR eingesetzt.
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Anschliefend, um den Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen freier Eisenionen im
Kulturmedium auf die Cx3c/1-Expression zu untersuchen, wurden die MS1 Zellen mit
Desferoxamine Mesylate (DFX; 100uM) und verschiedenen Konzentrationen
Eisenchlorid (FeCls; 1-20uM) fir 16h vorinkubiert und anschlieBend mit [IFNy
(500U/mL) fur 8h stimuliert (Abb. 7).
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Abbildung 7: Einfluss von DFX/FeCl; auf die Zytokin-induzierte Cx3cl1-Expression in MS1-
Endothelzellen

Die Cx3cl1 und Tfrc-Expression wurde mithilfe der RT-gPCR analysiert und gegen Rplp0O
normalisiert. Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM) fir n=5 bei DFX, n=3 bei FeCls, die
unbehandelten und unstimulierten Proben wurden gleich 1 gesetzt. Die Zellen wurden 16h mit
DFX/FeCls vorinkubiert und anschlieRend fiir 8h mit IFNy stimuliert. Nach der RNA-Extraktion
wurde 1ug RNA revers transkribiert und flr die RT-qPCR eingesetzt.

Die alleinige Vorinkubation mit DFX flUhrte zu einer 2,4-fachen Erhéhung der Cx3cl1-
Expression, IFNy zu einer 10-fachen. Deutlich wurde der verstdrkende Effekt von DFX
durch Kombination von DFX und IFNy was eine ca. 24-fach erhdhte Cx3cl1-Expression
hervorrief. FeClz dagegen zeigte selbst bei sehr hohen Konzentrationen keinen Einfluss

auf die konstitutive und durch IFNy-induzierbare Cx3cl1-Expression. Tfrc wurde zur
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Uberpriifung der Eisenbehandlung analysiert und zeigte einen deutlichen Effekt schon
bei 1uM FeCls, wurde aber selbst nicht durch IFNy in seiner Expression beeinflusst. Die
Herunterregulation von Tfrc wurde durch hohere FeCls;-Konzentrationen nicht viel

weiter verstarkt.

Um die auf RNA-Ebene beobachteten Regulationen auf Proteinebene zu untersuchen,
erfolgte eine Proteinanalyse mithilfe der Durchflusszytometrie (Abb. 8). Dabei konnten
keine Unterschiede der Proteinexpression weder nach Stimulation mit DFX, FeCls und
IFNy alleine, noch nach kombinierter Stimulation mit IFNy und DFX/FeCls beobachtet
werden (Abb. 8a). Da in Versuchen von Schulz et al. (83) erst die Kostimulation mit
IFNy+TNFa zu einer starken Proteinexpression fiihrte, wurde in einem angepassten
Versuch (Abb. 8b) die CX3CL1-Proteinexpression nach IFNy, TNFa und IFNy+TNFa

untersucht. Auch hier lieB sich keine induzierbare Proteinexpression feststellen.
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Abbildung 8: CX3CL1-Expression in der Durchflusszytometrie von MS1-Endothelzellen nach
IFNy, TNFa, DFX und FeCl; Behandlung

CX3CL1 Protein-Expression in der Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden 16h mit DFX/FeCl;
vorinkubiert und/oder fur 8h mit den entsprechenden Zytokinen stimuliert. (n=1)
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Nachfolgend wurde die CX3CL1-Proteinexpression und die durch verschiedene
Zytokine hervorgerufene Signalkaskade im Western Blot untersucht. Wie in Abbildung
9a zu sehen ist, zeigte sich im Western Blot nach Stimulationen mit IFNy, TNFa und
IFNy+TNFa sowie zuséatzlich DFX/FeCls-Behandlung keine CX3CL1-Bande. Eine
Gegenfarbung mit a-Tubulin war durch zu langer Zeitperiode zwischen erster und
zweiter Anfarbung oder unvollstdndiges Strippen nicht erfolgreich, die unspezifische
Hintergrundfarbung zeigt aber deutlich eine homogene Beladung der Nitrozellulose

Membran mit aufgetrennten Proteinen.
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Abbildung 9: CX3CL1-Expression und Signalkaskade in MS1-Endothelzellen im Western Blot

Western Blot-Analyse aus Zelllysaten. a) Die Zellen wurden 30min mit 100uM DFX und 20uM
FeCls vorinkubiert, 20h mit IFNy 500U/mL und 50ng/mL TNFa stimuliert, lysiert und die
CX3CL1-Expression mithilfe eines Western Blots untersucht. Der dargestellte Western Blot
wurde nur einmal durchgefihrt. b) Die Zellen wurden 15 min mit 500U/mL IFNy, 50ng/mL TNFa
und 10ng/mL IL-1B stimuliert, lysiert und die Signalwege mithilfe eines Western Blots auf die
Aktivierung der angegebenen Signalproteine untersucht. Der dargestellte Western Blot ist
reprasentativ fr drei unabhangige Experimente.
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Um festzustellen ob die Zytokinsignale bei den MS1-Zellen ankamen, wurde
anschliefend die Signalkaskade nach 20min Stimulation mit jeweils IFNy, TNFa, IL-1
und die Kombination aus IFNy mit jeweils TNFa oder IL-1B analysiert (Abb. 9b). Als
Beladungskontrolle wurde fir jedes Gel eine Gegenfarbung gegen a-Tubulin
durchgefliihrt. Unter IFNy-Stimulation zeigte sich eine Phosphorylierung von Tyrosin
701 und Serin 727 von STATL1. Im Gegensatz zum Tyrosin 701 wurde das Serin 727 von
STAT1 auch durch eine TNFa- oder IL-1B-Stimulation phosphoryliert, allerdings in
geringerem MalRe als mit IFNy. Die Farbung vom gesamten STAT1 zeigte eine
gleichmaRige Expression in allen Proben. Die Serin-/Threoninkinase p38 war besonders
nach TNFa, IL-1B sowie unter den Kombinations-Konditionen, phosphoryliert. Des
Weiteren zeigte sich eine Degradation von IkBa nach TNFa- und IL-1B-Stimulation,

welche bei TNFa starker ausfiel.
4.2.2. HUVEC

Der MS1-Endothelzelllinie wurden primdre, aus der menschlichen Nabelschnur
isolierte, vendse Endothelzellen (HUVECs) gegeniibergestellt. In Analogie zu den MS1-
Versuchen wurde zunachst der Einfluss von FeCls und DFX auf die CX3CL1-Expression in
der Real-Time gqPCR untersucht (Abb. 10). Nach Stimulation mit IFNy und TNFa zeigte
sich eine sehr starke, 250- bis 300-fache Induktion der Fractalkin-Expression im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen. Des Weiteren fihrte die Stimulation von
IFNy kombiniert mit TNFa zu einer potenten Verstarkung dieses Effekts. Nach
Vorinkubation mit DFX konnte in diesen zur starken CX3CL1-Expression induzierten
Zellen eine Reduzierung der CX3CL1-Expression um die Halfte von einer ca. 12000- auf
eine 6000-fache relative Expression beobachtet werden. FeCls zeigte dagegen keinen
groRen Einfluss auf die IFNy/TNFa-induzierbare CX3CLI-Expression. Als Positiv-
Kontrolle fur die FeCls/DFX-Behandlung wurden erneut die bekannten Zielgene TFRC
und SLC40A1 untersucht. TFRC wurde unter Eisenmangel nach Chelatierung
hochreguliert und ein Eisenlberschuss fiihrte zu einer Inhibierung der TFRC-
Expression. Die Stimulation mit IFNy oder TNFa alleine zeigte keinen signifikanten

Einfluss auf die TFRC-Expression. Die Expression von SLC40A1 war sowohl durch IFNy
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als auch durch TNFa stark reprimiert, wobei der Effekt von TNFa deutlich starker

ausgepragt war. Dadurch war ein moglicher Einfluss der Eisenkonzentration nicht mehr

evaluierbar.
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Abbildung 10: Einfluss von DFX/FeCl; auf die CX3CL1-Expression in HUVECs

Die CX3CL1, TFRC und SLC40A1-Expression wurde mithilfe der RT-gPCR analysiert und gegen
HPRT normalisiert. Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM) fir n=2, die unbehandelten
und unstimulierten Proben wurden gleich 1 gesetzt. Die Zellen wurden 30min mit 100uM
DFX/20uM FeCl; vorinkubiert und anschlieRend fiir 8h mit 500U/mL IFNy und 50ng/mL TNFa
stimuliert. Nach der RNA-Extraktion wurde 1ug RNA revers transkribiert und fiir die RT-gPCR
eingesetzt. Es ist zu beachten, dass die CX3CL1-Expression aufgrund der starken Potenz der
IFNy+TNFa-Kostimulation mit Skalabruch sowie Anderung der Skalenabstiande abgebildet ist.

AnschlieBend wurde die Protein-Expression unter den gleichen wie in der Real-Time
gPCR untersuchten Konditionen analysiert. Wie in Abbildung 11a zu erkennen ist,

zeigte sich eine nur sehr schwache CX3CL1-Bande nach Stimulation mit IFNy und TNFa
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alleine. Die quantitative Auswertung zeigte entsprechend eine 2-fach erhodhte
Proteinexpression. Dagegen fiihrte die Kostimulation mit IFNy und TNFa zu einer
starken Proteinexpression. Die Inkubation mit DFX dul3erte sich in einer Reduzierung
der CX3CL1-Expression um ca. die Halfte, die FeClz-Behandlung zeigte keine grole
Verdnderung. Eine Gegenfarbung erfolgte mit a-Tubulin und wurde in Beziehung zur
der CX3CL1-Expression zur Quantifizierung benutzt. Die im Western Blot gefundenen
Ergebnisse der Proteinexpression stehen im Verhaltnis zu den in der Real-Time gPCR

gefundenen Effekten auf RNA-Ebene
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Abbildung 11: CX3CL1-Expression und Signalkaskade in HUVECs im Western Blot

Western Blot-Analyse aus Zelllysaten. Die Zellen wurden 30min mit 100uM DFX und 20uM
FeCls vorinkubiert, 20h mit IFNy 500U/mL und 50ng/mL TNFa stimuliert und die Zellen lysiert.
a) Die CX3CL1-Expression wurde im Western Blot dargestellt und zusatzlich quantitativ im
Verhaltnis zum Tubulin ausgewertet. Normalisierung gegen die unbehandelte, unstimulierte
Probe. b) In einem weiteren Western Blot wurden die Signalwege auf die Aktivierung der
angegebenen Signalproteine untersucht. Die dargestellten Western Blots sind reprasentativ flr
zwei unabhangige Experimente.
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Zusatzlich wurde die Signalkaskade auf ein Korrelat des DFX-Effektes mit den gleichen
Proben untersucht (Abb. 11b). Im Western Blot zeigte sich eine durch IFNy
hervorgerufene Tyrosin 701- und Serin 727-Phosphorylierung von STAT1. Beide
Phosphorylierungen waren weniger ausgepragt bei DFX-Behandlung. Das gesamte
STAT1 war nach alleiniger IFNy-Stimulation héher exprimiert als nach kombinierter
IFNy- und TNFa-Stimulation. Unter DFX-Inkubation zeigte sich eine reduziert
vorhandene Expression von STAT1. Die Behandlung mit FeCls hatte keinen Einfluss auf
die Tyrosin- oder Serinphosphorylierung von STAT1. Das phosphorylierte p38 liel sich
auf die TNFa-Stimulationen zuriickschlieen. Auch hier zeigte die DFX-Behandlung eine
etwas reduzierte Expression von phosphoryliertem p38. In der p38-Farbung waren die
mit IFNy und TNFa kostimulierten Proben reduziert exprimiert. Schliel§lich war eine
TNFa-bedingte IkBa-Degeneration zu beobachten, welche durch DFX-Behandlung

starker ausfiel.

4.3. Eisenhaushalt und Fractalkin-Expression/-Regulation

durch freie Eisenionen in Modellen der Megakaryopoese

Zur Untersuchung des megakaryopoetischen Eisenhaushalts und einer potentiellen
Rolle der Fractalkin/CX3CR1-Achse in Megakaryozyten sowie derer eventuellen
Beeinflussung durch unterschiedliche Konzentrationen an freien Eisenionen wurden
der K562-Zelllinie primdre Megakaryozyten, kultiviert aus Knochenmark von Mausen,
gegenibergestellt. Bei den K562 Zellen handelt es sich um menschliche Knochenmark-
Zellen mit chronisch-myeloisch-leukdmischen Hintergrund (CML), welche durch
Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) zur megakaryopoetischen

Differenzierung angeregt werden konnen (94).

4.3.1. Untersuchung der Megakaryopoese und des Eisenhaushalts im
megakaryopoetischen Differenzierungsprozess

4.3.1.1. K562

Die megakaryopoetische K562-Differenzierung wurde durch Zellzahlung, Morphologie,

Durchflusszytometrie und Real-Time gPCR objektiviert. In Tabelle 2 sind die
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durchschnittlichen Zellzahlen und Vitalitaten von je sechs unstimulierten und sechs mit
PMA stimulierten Proben zusammengefasst. Es zeigte sich eine deutlich niedrigere
Zellzahl der differenzierten Zellen, welche aufgrund ihrer Differenzierung aufhérten zu

proliferieren. Ebenfalls zeigten die differenzierten Zellen eine niedrigere Vitalitat.

unbehandelt Gesamt (Zellen/mL) 1,35x10° + 2,35x10°
Lebendig (Zellen/mL) 1,14x10°+ 1,45x10°
Tot (Zellen/mL) 8,62x10%+ 2,41x10*
Vitalitat (%) 92,83+1,17

PMA 100nM Gesamt (Zellen/mL) 3,58x10° + 5,35x10%
Lebendig (Zellen/mL) 2,81x10° + 3,98x10*
Tot (Zellen/mL) 7,71x10*+ 2,15x10*
Vitalitat (%) 78,83 + 3,60

Tabelle 2: Durchschnittliche Zellzdhlung von unstimulierten und PMA-differenzierten
K562-Zellen (n=6)

Morphologisch konnten megakaryopoetische Merkmale in ZellgréBenzunahme,
groRen runden, in der Lichtmikroskopie blaulich durchschimmernden Zellkernen, sowie
charakteristischem Randsaum beobachtet werden (Abb. 12a). In der
Durchflusszytometrie wurden die Zellen nach Farbung mit Antikérpern gegen den
Megakaryozyten- und Plattchenmarker Integrin alpha-llb (/TGA2B, CD41a) untersucht
(Abb. 12b). Ferner wurden die Megakaryozytenmarker Glykoprotein Ib alpha- und
beta-Untereinheit (GP1BA, GP1BB), ITGA2B sowie selektierte Eisenhaushalt-Gene (HFE,
HFE2, SLC40A1, TFRC) auf RNA-Ebene per Real-Time gPCR untersucht (Abb. 13). Die
PMA-stimulierten Zellen zeigten hier eine signifikante Augmentation der GP1BB und
ITGA2B-Expression, die GP1BA-Expression war auch tendenziell erhéht. Was die
Eisenhaushalt-Gene betrifft, so konnte eine deutlich erhéhte HFE und HFE2 Expression

festgestellt werden. SLC40A1 war signifikant herunterreguliert und TFRC gering erhoht.
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Eisengene-Expression wurde mithilfe der RT-qPCR analysiert
Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM) fiir n=3, die
unbehandelten Proben wurden gleich 1 gesetzt. Die Zellen wurden 4 Tage mit 100nM PMA zur
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4.3.1.2. Primdre Megakaryozyten

Der Fortschritt der Kultivierung der primdaren Megakaryozyten wurde bei der
Untersuchung der Megakaryopoese taglich durch Abnahme einer Probe verfolgt. In
Abbildung 14 kann man die kultivierten Zellen an Tag 6 des Differenzierungsprozesses
erkennen. Am Anfang der Kultivierung befanden sich viele kleine, nicht sicher zu
unterscheidende, Knochenmarkzellen in Zellsuspension. Durch SCF-Stimulation
wurden die pluripotenten Stammzellen zur Proliferation und mit TPO zur
megakaryopoetischen Differenzierung angeregt. Zum Ende der Versuche zeigten sich
deutliche, groRe Megakaryozyten welche teilweise, wie beschrieben (95), von einer

Wolke von abgesonderten Propldattchen umgeben waren.

Abbildung 14: primdre Megakaryozyten an Tag 6 der Kultivierung

Lichtmikroskopisches Bild, links 20x, rechts 40x VergroRerung

Die Expression der Megakaryozytenmarker und der Eisenhaushaltgene wurde durch
Real-Time qPCR ermittelt (Abb. 15). Die Expression der Megakaryozytenmarker Gplba
und /tga2b veranderten sich in den ersten 2 Tagen unter alleiniger SCF-Stimulation nur
gering. Die starkste Erhohung dieser Marker fiel nach Tag 5 und 6, also der alleinigen
Stimulation mit TPO ohne SCF, auf. Wie bei den K562-Zellen war Hfe2 bei den
differenzierten Zellen hochreguliert und die Expression von Slc40al stark reduziert.
Dagegen unterschieden sich die primdren Megakaryozyten in ihrer Hfe-Expression von
den K562: hier zeigte sich ein Trend zu eher erniedrigter Hfe-Expression der
differenzierten Megakaryozyten im Vergleich zu den undifferenzierten Zellen zu

Versuchsbeginn. SchlieRlich zeigte die Tfrc-Expression keine groReren Veranderungen.
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Abbildung 15: Zeitreihe des Differenzierungsprozesses von primaren Megakaryozyten

Die Megakaryozytenmarker, selektierte Eisengene, Cx3c/l1 und Cx3crl-Expressionen wurden
mithilfe RT-gPCR
Standardabweichung (SEM) fiir n=3, die Proben an Tag 0 wurden gleich 1 gesetzt. Die Zellen

der analysiert und gegen Rplp0 normalisiert. Mittelwerte mit

wurden 6 Tage nach angegebenem Protokoll kultiviert und der Differenzierungsprozess durch
tagliche Probeentnahme verfolgt.
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4.3.2. Einfluss von Eisen auf den letzten Tag der Megakarypoese

Die Ergebnisse der reduzierten Ferroportin-Expression, sowohl bei K562 und in den
primaren Megakaryozyten, die gering erhohte Tfrc-Expression in den K562-Zellen
sowie die Veranderungen in Hfe- und Hfe2-Expressionen deuteten auf eine potentiell
wichtige Rolle von Eisen in der Megakaryopoese hin. Aus diesem Grund wurde in
einem weiteren Versuchsansatz der Einfluss von DFX und FeCls auf den letzten Tag der
Megakaryopoese, bei dem sich in der Zeitreihe starke Veranderungen der
Megakaryozytenmarker und Hfe2 gezeigt hatten, untersucht. Die Zellen wurden vor
der Ernte lichtmikroskopisch auf Morphologie verglichen, dabei fielen keine

Unterschiede zwischen den verschiedenen Proben auf.
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Abbildung 16: Einfluss von verschiedenen Eisenkonditionen auf den letzten Tag der
megakaryopoetischen Differenzierung von primaren Megakaryozyten

Die Megakaryozytenmarker und selektierte Eisengene-Expression wurde mithilfe der RT-qPCR
analysiert und gegen RplpO normalisiert. Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM) fiir n=2,
die unbehandelten Proben wurden gleich 1 gesetzt. Die Zellen wurden 5 Tage nach
angegebenem Protokoll kultiviert und fiir den letzten Tag mit verschiedenen Konzentrationen
DFX und FeCls inkubiert.
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In der Abbildung 16 sind die relativen RNA-Expressionen unter je zwei verschiedenen
FeCls- und DFX-Konzentrationen dargestellt. Auf RNA-Ebene zeigten verschiedene
FeCls. und DFX-Behandlungen nur minimale Einflisse auf die Expression der
untersuchten Zielgene am letzten Tag der Megakaryopoese. Die Expression von Gplba
und /tga2b blieb unter den Proben vergleichbar. Nach DFX-Behandlung wurde eine
leicht erhohte Hfe-Expression festgestellt, sonst gab es keine groRen Unterschiede in
der Hfe- und Hfe2-Expression. Die Tfrc-Expression zeigte sich nur bei 20uM FeCls
erniedrigt, erstaunlicherweise zeigte sich keine Reaktion auf DFX-Behandlung. Auch die
Slc40a1-Expression danderte sich unter den verschiedenen Eisenlberladung- und
Eisenmangel-Zustianden nur gering. Zur Uberpriifung, ob der Eisenhaushalt der
Megakaryozyten nach der FeCls-Behandlung vielleicht deutlicher  Gber
Transferrin/Transferrinrezeptor-unabhdngige  Non-Transferrin-Bound-lron  (NTBI)-
Aufnahmewege wie Dmtl oder Zip14 erfolgte, wurden letztere Gene untersucht. Dabei

zeigten auch diese keine Regulation.

4.3.3. CX3CL1/CX3CR1-Achse bei Megakaryozyten
4.3.3.1. K562

Wie bei den Endothelzellen erfolgte die Untersuchung der Fractalkin-Expression zuerst
in einem Vorversuch, bei dem mit verschiedenen Zytokinen auf eine Induktion der
Fractalkin-Expression getestet wurde. Dabei erschien auf RNA-Ebene eine Regulation
der Fractalkin-Expression durch TNFa und PMA selbst moglich, wahrend IFNy, IL-1f3
und IL-4 keine Wirkung zu haben schienen (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde in
einem grolReren Versuchsansatz nur TNFa untersucht. Wie in Abbildung 17 zu
erkennen ist, zeigte die TNFa-Stimulation eine stark induzierte CX3CL1-Expression nach
3h und 8h Stimulation wobei die nach 3h am starksten ausfiel. Wie in Tabelle 3 zu
sehen ist, war allerdings zu beachten, dass dieser durch PMA induzierter hundertfache
Anstieg sich auch aus einer Veranderung der HPRT-Expression nach PMA-Behandlung
sowie die bei den undifferenzierten Zellen sehr geringe bis fehlende CX3CL1-
Expression (arbitrare Wertfestsetzung auf CT=40) zusammenstellte. Die CX3CR1-

Expression war nach Differenzierung mit PMA erhoht (auch eher auf die HPRT-
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Veranderung zurlickzufiihren), die TNFa-Stimulation fiihrte aber zu keinem solchen
Unterschied wie bei CX3CL1. Als Positiv-Kontrolle der PMA-Behandlung wurde die Early
Growth Response 1 (EGR1)-Expression bestimmt, wobei EGR1 ein in vielen Zelltypen
schnell nach mitogener Behandlung aktivierter Transkriptionsfaktor ist und an der
PMA-abhdngigen megakaryopoetischen Differenzierung von K562-Zellen beteiligt ist
(96).
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Abbildung 17: Zeitlicher Einfluss von TNFa auf die CX3CL1- und CX3CR1-Expression in
differenzierten K562-Zellen

Die CX3CL1, CX3CR1 und EGR1-Expression wurde mithilfe der RT-qPCR analysiert und gegen
HPRT normalisiert (n=3). Die unbehandelten, unstimulierten Proben wurden gleich 1 gesetzt.
Die Zellen wurden 4 Tage mit PMA differenziert und anschliefend 1h, 3h oder 8h mit TNFa
stimuliert.
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Probe CT-Wert CX3CL1 CT-Wert CX3CR1 CT-Wert HPRT

Versuch A B C A B C A B C

¢, 1)) 40,000 37,592 40,000 | 32,304 31,683 32,625 | 22,423 21,996 22,978
40,000 37,625 40,000 | 32,768 31,774 32,965 | 22,265 21,605 22,853

¢, TNFa 1h 36,574 34,636 40,000 | 33,187 32,047 32,924 | 21,932 21,966 23,089
35,246 34,724 37,448 | 33,006 31,966 32,795 | 22,139 21,687 23,167

¢, TNFa 3h 30,386 30,580 31,653 | 31,967 31,953 32,409 | 22,061 21,618 22,944
30,527 30,498 32,382 | 31,905 31,089 32,979 | 21,923 21,515 23,054

¢, TNFa 8h 30,692 32,134 33,484 | 32,125 32,787 34,533 | 21,968 21,626 23,096
30,862 31,649 36,443 | 32,293 31,551 34,342 | 21,919 21,646 22,973

PMA, 1)) 35,578 34,745 35,389 | 31,221 30,373 32,203 | 24,746 23,672 23,693

34,894 34,487 35,919 | 31,327 30,587 31,919 | 24,111 23,483 25,319
PMA, TNFa 1h 33,543 31,979 32,315 | 31,603 31,977 31,764 | 24,410 23,156 23,846
32,972 32,006 31,686 | 31,027 30,355 31,853 | 24,008 23,108 23,890
PMA, TNFa 3h 31,257 30,173 29,533 | 30,597 29,864 32,046 | 24,118 23,305 23,953
31,463 30,581 29,702 | 30,666 30,074 31,473 | 24,245 23,156 23,903
PMA, TNFa 8h 31,683 31,168 32,192 | 31,340 29,211 31,570 | 24,155 23,390 24,412
31,248 31,134 32,584 | 31,544 29,397 31,314 | 24,814 23,562 24,523

Tabelle 3: Einfluss von TNFa auf die CX3CL1-Expression in differenzierten K562-Zellen, RT-
PCR Rohdaten des Versuchs von Abb. 17

4.3.3.2. Primdre Megakaryozyten

Da bei den K562 alleine der Differenzierungsprozess eine Anderung der Fractalkin- und
Fractalkinrezeptor-Expression zeigte, wurden beide Gene in der Zeitreihe der
Megakaryopoese untersucht (Abb. 15). Dabei konnte bei Cx3c/1 wahrend den ersten 4
Kulturtagen keine Unterschiede, an Tag 5 und 6 dann eine leicht erhdhte Expression
beobachtet werden. Die Cx3crl-Expression blieb nach einem Abfall nach dem ersten

Tag SCF-Stimulation vergleichbar konstant.

SchlieRlich wurde in einem Kombinationsversuch die Cx3c/1/Cx3cr1-Expression in fertig
differenzierten Megakaryozyten unter Stimulation mit IFNy, TNFa, IFNy und TNFa
sowie zusatzliche FeCls- und DFX-Inkubation untersucht (Abb. 18). In der Real-Time
gPCR-Analyse zeigte sich eine ca. 1,5-fache Induktion der Cx3c/1-Expression unter IFNy-
und TNFa-Stimulation. Im Gegensatz zu den Endothelzellen konnte allerdings kein
verstarkender Effekt durch Kostimulation mit IFNy und TNFa beobachtet werden. Die
Cx3crl-Expression wurde durch die TNFa-Stimulation erhdht. Ferner konnte ein
inhibitorischer Effekt von IFNy auf die Cx3cr1-Expression nachgewiesen werden. Eine

DFX-Behandlung fiihrte zu einem leichten Anstieg der Expression von Cx3cl/1 und Tfrc,
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Slc40a1 war unter dieser Kondition etwas erniedrigt. Nach Inkubation mit 20uM FeCl3
zeigte sich eine leicht reduzierte Cx3cl1-Expression. Die Tfrc-Expression reagierte nicht
auf die FeCls-Stimulation, der eisenregulierende Effekt war bei S/c40al besser zu
sehen. Des Weiteren zeigte die Zipl4-Expression eine potentielle, leichte
Eisenregulation die in ihrem Schema der Cx3c/1-Expression dhnelte. Diese Tendenz war

zumindest bei der DFX-Inkubation auch bei Slc11a2 zu erkennen.
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Abbildung 18: Einfluss von IFNy, TNFa, DFX und FeCl; auf die Cx3cl1, Cx3cr1 und Eisengene
mRNA-Expression in fertig differenzierten, primaren Megakaryozyten

Die Cx3cl1, Cx3crl und Eisengene-Expression wurde mithilfe der RT-qPCR analysiert und gegen
Rplp0O normalisiert (n=3). Die unbehandelten, unstimulierten Proben wurden gleich 1 gesetzt.
Die Zellen wurden 6 Tage nach angegebenem Protokoll kultiviert, 30min mit DFX und FeCls
vorinkubiert und anschlieBend fiir 16h mit IFNy und TNFa stimuliert.
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Wie man in Abbildung 19 erkennen kann, wurden die Megakaryozyten-Proben
ebenfalls im Western Blot gegen CX3CL1 gefarbt. Eine klare CX3CL1-Bande war neben

vielen unspezifischen Banden nicht nachzuweisen.
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Abbildung 19: CX3CL1-Expression in differenzierten primaren Megakaryozyten im Western
Blot

Western Blot-Analyse aus Zelllysaten. Die Zellen wurden 6 Tage nach angegebenem Protokoll
kultiviert, 30min mit DFX und FeCls; vorinkubiert, fiir 16h mit IFNy und TNFa stimuliert (die
eingesetzten Konzentrationen entsprechen dem Versuch in Abb.18) und anschlieRend lysiert.
Die CX3CL1-Expression wurde mithilfe eines Western Blots untersucht. Der dargestellte
Western Blot ist reprasentativ fiir zwei unabhangige Experimente.
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5. Diskussion

5.1. Hepatische Fractalkin-Expression im Modell der

Eiseniiberladung in Hfe/Hfe2-defizienten Mdusen

Die Hfe- und Hfe2-defizienten Mauslinien stellen etablierte Modelle der
Eisenliberladung dar und sind phanotypisch umfangreich beschrieben (97-100). Die
Modelle wurden von uns verwendet, um in vivo zu untersuchen, ob sich ein
Zusammenhang zwischen dem mit der Hfe- und Hfe2-Defizienz einhergehenden
erhohten Eisenspiegel und der Fractalkin-Expression zeigen lasst. Dabei wurde die
Leber als zentrales, fiir die Akkumulation von Uberschiissigem plasmatischen Eisen
pradisponiertes Organ, zur Untersuchung ausgewahlt. Allerdings zeigt sich bei der
murinen Hfe-Defizienz im Gegensatz zu der humanen HH keine lebenslanglich
progressive Eisenladung und die hepatische Entziindung und Fibrosierung fallt milder
aus. Tatsachlich steigt die hepatische Eisenladung primar in den ersten postnatalen
Wochen an und erreicht nach 8-12 Wochen eine Plateau-Phase (101).
Dementsprechend wurde das Alter der benutzten Tiere mit 3 und 4 Monaten bewusst
jung gewahlt, um einerseits einen ausgeprdgten Phanotyp der Eisenlberladung zu
erhalten, andererseits aber die Auspragung einer Entziindung durch zeitlich langem
oxidativen Stress, und damit eine inflammatorisch bedingte Veranderung der

Fractalkin-Expression, zu reduzieren.

Was die Hfe’-Mause betrifft, so stimmen die hier gefundenen Ergebnisse (Abb. 5)
einer reduzierten Hamp- und Tfrc- sowie einer erhdhten Slc40al-Expression mit
Genexpressionsanalysen (100, 102) Gberein. Ferner konnten wir die von Fleming et al.
(103) beschriebene, nicht signifikant reduzierte Expression von Tfr2 in Hfe’-Mé&usen
reproduzieren. Im Gegensatz zu Hfe stehen fiir Hfe2/-Mause noch keine ausfiihrlichen
Genexpressionsanalysen zur Verfigung. Wir konnten neben der bekannten
reduzierten Hamp-Expression und erhdhten S/lc40a1-Expression (99), eine geghemmte
Tfrc-Expression sowie eine leicht erhdhte Tfr2-Expression in Hfe2”/-Méausen

beobachten. Interessanterweise war Slc11a2 in Hfe2/ Tieren erhéht, was die
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Hypothese einer wichtigen pathophysiologischen Rolle von NTBI-Aufnahmewegen in
der hepatischen Eiseniliberladung unterstiitzt. Die Fractalkin-Expression war in beiden
KO-Madusen ca. 1,3x erhéht und kénnte auf eine durch die Eisenliberladung bedingte
Regulation von Fractalkin durch freies molekulare Eisen deuten. Allerdings ist bei
Leberschaden eine erhohte Fractalkin-Expression in der Literatur beschrieben und
kdnnte hier durch oxidativ bedingte Entziindung induziert worden sein (78). Passend
dazu waren in den Hfe2”/" Tieren die Expression von C-reaktives-Protein (Crp) und
Serum Amyloid A2 (Saa2), beides akute-Phase-Proteine und Marker fiir diverse
Inflammationsreaktionen, erhéht. Jedoch konnten in den Hfe’" Tieren keine Crp und
Saa2-Erhéhung und ferner in keinen der beiden KO-Tier-Gruppen eine erhdhte Ccl2-
Expression nachgewiesen werden. Bei CCL2 handelt es sich um ein Monozyten-
rekrutierendes Chemokin. Diese Resultate deuten auf keine Entziindung in den Hfe”
Mausen und einen beginnenden entziindlichen Prozess in den Hfe2”- Mausen hin und
passt zu dem schneller progressiv und schlimmer verlaufenden Bild der HH Typ 2A.
Warum sich die Fractalkin-Expressionen in beiden KO-Mausen nicht deutlicher
unterscheiden, ob die beobachtete Cx3c/1-Expression entziindungsbedingt ist und
welchen Einfluss der erhdhte Eisenspiegel auf die Fractalkin-Expression hat, bleibt

somit unklar.
5.2. Fractalkin-Expression und -Regulation in Endothelzellen

Endothelzellen sind starke Fractalkin-produzierende Zellen. Ferner zeigt diese
Expression, neben einem konstitutiven, einen induzierbaren Charakter, welchen wir
uns als verstarkenden Faktor zur Untersuchung einer potentiellen Eisenregulation von
Fractalkin zunutze gemacht haben. Die murine MS1-Endothelzellinie (sinusoidale
Endothelzellen aus den Langerhans-Inseln des Pankreas) zeigte nach IFNy-Stimulation
die starkste Induktion der Cx3c/1-mRNA-Expression (Abb. 6). Diese Expression stieg in
Beziehung zu der Dauer der IFNy-Stimulation auf Uber das 10-fache an. Die
Eisenchelatierung mit DFX flhrte zu einem deutlichen Anstieg der Fractalkin-
Expression, die Inkubation mit FeCls zeigte dagegen keine Unterschiede, auch nicht bei

hoher Konzentration von 20uM. Erstaunlicherweise konnte diese Regulation nicht auf
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Proteinebene bestatigt werden, da weder die Durchflusszytometrie (Abb. 8a) noch die
Western Blot-Analyse (Abb. 9a) zu einem deutlichen Proteinnachweis fuhrte. Schulz et
al. (83) zeigten in humanen, umbilikalen Venen-Endothelzellen (HUVECs), dass die
Stimulation alleine mit IFNy oder TNFa zu einer nur sehr geringen Induktion der
Fractalkin-Proteinexpression fihrte. Die IFNy+TNFoa-Kostimulation &ullerte sich
dagegen in einer starken Fractalkin-Induktion. Dieser Synergismus wird in der Literatur
einerseits durch transkriptionale Regulation durch synergistische Stimulation der
Fractalkin-Promotoraktivitat, aber auch durch posttranskriptionale Mechanismen
erklart (104). In einem angepassten Versuch (Abb. 8b) zeigten die MS1-Zellen jedoch
auch nach IFNy+TNFoa-Kostimulation keine verdanderte Fractalkin-Expression. Die zum
Ausschluss von technischen Fehlern durchgefiihrte Untersuchung der verschiedenen
Zytokinsignalwege (Abb. 9b) zeigte eine regelrechte Phosphorylierung von STAT1
durch IFNy, p38-Phosphorylierungen durch TNFo/IL-1B sowie IkBa-Degradation, und
erklart somit die fehlende Proteinantwort nicht. Da MS1 immortalisierte Zellen sind,
konnte der Immortalisierungsprozess anhand SV40-Transformation neben gewollten
zelluldaren Veranderungen auch zu einer Beeintrachtigung der Proteinsynthese von
Fractalkin geflihrt haben, der genaue Grund der fehlenden Proteinantwort ist aber

unklar.

Um beobachtete Effekte auch auf Proteinebene untersuchen zu kdonnen, wurden
analoge Versuche mit HUVECs durchgefiihrt. In den HUVECs fihrte die IFNy-
Stimulation zu einer ca. 250-fachen, also im Vergleich zu den MS1 deutlich starkeren,
CX3CL1-mRNA-Induktion (Abb. 10). Ferner konnte der schon beschriebene
Synergismus von IFNy und TNFa auf die Fractalkin-Expression gezeigt werden, was in
einer potenten, ca. 12000-fach erhoéhten Fractalkin-mRNA-Expression resultierte. Im
Gegensatz zu den MS1-Zellen, fihrte die DFX-Behandlung in HUVECs zu einer
reduzierten Fractalkin-Expression, was den Resultaten von Yamashita et al. (88)
entspricht. Zusatzlich standen die im Western Blot gefundenen Ergebnisse der
Proteinexpression (Abb. 11a) im Verhaltnis zu den in der RT-gPCR gemessenen
Effekten auf RNA-Ebene. Untersuchungen der molekularen transkriptionalen

Regulationsmechanismen von Fractalkin konnten u.a. NFxB, STAT1/STAT3 und
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Aktivator-Protein 1 (AP1) als Transkriptionsfaktoren bedeutender Rolle fir die
Fractalkin-Induktion identifizieren (105). In unserer Western Blot-Analyse der
Zytokinsignalwege (Abb. 11b) konnte der Effekt von DFX v.a. mit einer reduzierten
Phosphorylierung von STAT1, sowohl an Tyrosin 701 als an Serin 727, verbunden
werden. Allgemein ist der Effekt von DFX auf den STAT1-Signalweg wenig untersucht:
teilweise wird der von uns gefundene inhibitorische Effekt von DFX auf die STAT1-
Phophorylierung in der Literatur bestdtigt (106), andere Studien berichten jedoch

genau umgekehrt von einem stimulierenden Effekt von DFX (107, 108).

Die zwei verschiedenen Endothelzellen zeigten also beide eine deutliche Reaktion auf
DFX, obwohl sich die Richtung der Regulation unterschied. Allerdings konnte in keinen
der beiden Endothelzellen eine deutliche Veranderung der Fractalkin-Expression auf
erhohte Eisenspiegel durch FeCl; festgestellt werden, was sich von dem
Expressionsmuster der Positivkontrolle TFRC, welche ein bestatigtes 3 -UTR-IRE besitzt,
drastisch unterscheidet (Abb. 7 und Abb. 10). Zusammengefasst lassen unsere
Ergebnisse nicht klar auf eine Eisen-Regulation von Fractalkin schlieBen, was das
Vorhandensein eines regulierenden IRE in der CX3CLI-mRNA in Endothelzellen
unwahrscheinlich macht. Ferner zeigten neuere verfeinerte Algorithmen zur
Untersuchung der im Genom verschiedener Spezies vorkommender IREs, dass es sich
bei dem IRE des Fractalkin-Gens um ein auf dem anti-sense Strang lokalisiertes IRE
handelt, was erklart, warum die klassische Eisenregulation hier nicht zu beobachten
war. Leider standen diese bioinformatischen Ergebnisse erst nach Abschluss der
Experimente zur Verfliigung. Da DFX zusatzlich hypoxie-mimetische Eigenschaften in
der Stabilisierung von HIF-1 besitzt (109), kénnten die beobachteten Resultate jedoch
auf HIF-Regulation von Fractalkin in Endothelzellen deuten. Weitere Untersuchungen,

u.a. ein genetisches Screening des Fractalkin Gens auf ein HRE, sind notig.

Was die Abweichungen der DFX-bedingten Fractalkin-Expression in MS1 verglichen mit
HUVECs betrifft, so handelt es sich bei beiden um verschiedene Spezies und
verschiedene Anteile des blutleitenden Systems: die einen murin sinusoidal, die

anderen human vends. Es ist denkbar, dass unter inflammatorischen Zustanden mit
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Hypoxie/Eisenmangel eine erhohte Fractalkin-Expression im sinusoidalen System zu
einer verstarkten Rekrutierung und Einwanderung von Leukozyten in das Zielgewebe
flhrt, das , Aufhalten” von Leukozyten im vendsen System jedoch durch niedrige

Fractalkin-Expression verhindert wird.

5.3. Eisenhaushalt in der Megakaryopoese

Thrombozyten besitzen keinen Zellkern und ihre Fahigkeit zur begrenzten Neusynthese
von Proteinen basiert auf, von Megakaryozyten (MKs) zur Verfligung gestellter, mRNA.
Zur in vitro Untersuchung von Regulationsmechanismen in Thrombozyten ist daher die
Kultivierung von MKs am besten geeignet. Die Gewinnung und Kultivierung von
primaren MKs erweist sich jedoch als zeitaufwendig und teuer, weshalb mehrere
Zelllinien, hauptsachlich etabliert aus Blut von Leukdamiepatienten, zur Verfiigung
stehen (110). In dieser Arbeit wurden K562-Zellen, undifferenzierte menschliche
Knochenmarkzellen mit chronisch-myeloisch-leukdmischen Hintergrund, durch
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), ein Proteinkinase C-Aktivator, zum Einschlagen
des megakaryopoetischen Differenzierungwegs gebracht und mit primaren murinen
MKs verglichen. Beim Betrachten der Resultate ist zu beachten, dass die
differenzierten K562-Zellen eher als megakaryoblastare Zwischenstufen anzusehen
sind und deshalb nur eine Anndherung der megakaryopoetischen Differenzierung
darstellen. Die primdren murinen MKs konnten dagegen bis zum Stadium der
Proplattchen-Absonderung kultiviert werden (Abb. 14) (95), und sind daher als reife
MKs anzusehen. Die erfolgreiche PMA-Stimulation der K562 wurde, wie in der Literatur
beschrieben (110, 111), durch verdnderte Morphologie (Abb. 12a), Hemmung der
Proliferation (Tab. 2), Protein-Expression des Megakaryozytenmarkers Integrin alpha-
Ilb (CD41a, ITGA2B) (Abb. 12b) und mRNA-Expression von ITGA2B sowie Glykoprotein
Ib alpha- und beta-Untereinheit (GP1BA, GP1BB) bestatigt (Abb. 13). Auch in den
primaren MKs spiegelten die Itga2b- und Gp1ba-mRNA-Expressionen das Fortschreiten
des morphologisch beobachteten Differenzierungsprozesses wider (Abb. 14+15). Der
Eisenhaushalt wadhrend der Megakaryopoese ist in der Literatur nur schlecht

untersucht und wurde zum Zeitpunkt dieser Arbeit nur in einer Studie beschrieben
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(91). Den Resultaten von Wandzik et al. (91) entsprechend, konnten wir eine starke
Herunterregulation der Ferroportin-Expression wahrend der megakaryopoetischen
Differenzierung, sowohl in den differenzierten K562-Zellen (Abb. 13) als in den
primdren MKs (Abb. 15), beobachten. Dagegen konnte bei unseren Versuchen, weder
bei den differenzierten K562 noch bei den primaren MKs, eine deutliche Veranderung
der TFRC-Expression gefunden werden. Ferner zeigte sich bei unseren K562-
Versuchen, wie bei Wandzik et al. (91), eine erhohte HFE-Expression wahrend der
Differenzierung. Dagegen blieb die Hfe-Expression in den primdren MKs nach initialem
Abfall relativ konstant. Diese Resultate lassen also entweder auf keine deutliche Rolle
von HFE in der megakaryopoetischen Differenzierung oder auf einen Unterschied
zwischen Mensch und Maus schlieRen. Zusatzlich zeigte die Untersuchung von, vor
dieser Arbeit noch nicht in der Megakaryopoese analysiertem, HFE2, eine
Augmentation der Expression in sowohl differenzierten K562 als auch primaren MKs,

bei Letzteren spezifisch in den letzten zwei Tagen des Differenzierungsprozesses.

Diese Resultate deuten auf einen erhdhten, hauptsachlich durch Hemmung des
Eisenexports durch Ferroportin verursachten, Eisenspiegel in sich differenzierenden
Megakaryozyten hin. Dies wird von neuen durchgefiihrten Untersuchungen dieser AG
unterstitzt, welche normale Thrombozytenzahlen in Mausen mit Plattchen-
spezifischer Ferroportin-Defizienz, jedoch einen thrombozytopenischen Phanotyp bei
Plattchen-spezifischen Transferrinrezeptor-defizienten Mausen feststellen konnten
(unpublizierte Daten). Wandzik et al. (91) schlagen vor, dass diese durch Ferroportin-
Hemmung vermittelte Eisenakkumulation einer Reduktion der zelluldren
Eisenkonzentration durch VergréBerung des zytoplasmatischen Kompartiments im
Rahmen der Differenzierung entgegensteuert. Was die Funktion von HFE2 betrifft, so
berichten Lin et al. (112), dass HFE2 in einer Zell-assoziierten aber auch l6slichen Form
vorkommt. Dabei fungiert die zellulare HFE2-Form wie beschrieben als positiver
Regulator der Hepcidin-Expression (27), die l6sliche Form scheint dagegen ein
Gegenspieler von Hepcidin zu sein (112). In unserem Kontext der Megakaryopoese
bleibt die Funktion vom zelluldren HFE2 also unklar, da Megakaryozyten selbst kein

Hepcidin produzieren. Die erhdhte HFE2-Expression in reifen MKs kénnte jedoch zu
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einer Verschiebung des Gleichgewichts von zellularem/I6slichem HFE2 zugunsten des
l6slichen HFE2 fiihren und dementsprechend, lber Reduzierung von hepatischer
Hepcidin-Produktion, der Ferroportin-Hemmung auf Proteinebene entgegenwirken.
Dieser feedback-Mechanismus zwischen megakaryopoetischen Kompartiment und
hepatischer Hepcidin-Produktion kénnte eine fein regulierte Alternative zur direkten
transkriptionalen Regulation von megakaryopoetischem Ferroportin sein, da reife MKs
noch immer einen erhéhten Eisenbedarf im Rahmen der Plattchen-Produktion durch
die sich standig abspielende Absonderung von Zytoplasmaanteilen und damit
einhergehenden Eisenverlusten haben, dieser Eisenzufuhrbedarf jedoch im Vergleich
zu sich differenzierenden MKs weniger stark ausgepragt sein konnte. Weitere

Untersuchungen der Rolle von HFE2 in Megakaryozyten sind nétig.

Was den Einfluss von Eisenmangel/Eiseniberschuss wahrend der
megakaryopoetischen Differenzierung betrifft, so konnten wir wahrend des letzten
Tags der Megakaryopoese keine Verdanderungen in Morphologie und Itga2b/Gplba-
Expression der primaren MKs (Abb. 16) nach verschiedenen FeCls/DFX-Behandlungen
feststellen. Interessanterweise konnten unter diesen Konditionen ebenfalls keine
charakteristischen IRE/IRP-bedingten Verdnderungen der S/c40al-Expression in
differenzierten MKs beobachtet werden. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass die
durch die Differenzierung bedingte transkriptionale Regulation von Eisengenen den

IRE/IRP-Regulationsmechanismus ausschalten (91).

5.4. CX3CL1/CX3CR1-Expression in Megakaryozyten und

pathophysiologische Rolle der Fractalkin-Achse

Seit dem ersten Bericht Uber Fractalkin 1997 durch Bazan et al. (53), wurden der
CX3CL1/CX3CR1-Achse, bedingt durch die auRergewohnlichen Funktionen von
Fractalkin in sowohl Chemotaxis als auch Adhasion, zahlreiche wichtige (patho-)
physiologischen Rollen zugewiesen. Im Rahmen von kardiovaskularen Erkrankungen
wurde die Rolle von CX3CR1 in Plattchen, aber nicht Megakaryozyten, bereits teilweise
untersucht, die Rolle von Plattchen-produziertem CX3CL1 im inflammatorischen

Kontext ist jedoch schlecht erforscht. Um festzustellen, ob Plattchen eine induzierbare
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Fractalkin-Expression aufweisen, wurden PMA-differenzierte K562-Zellen sowie reife
primdare MKs mit Zytokinen stimuliert. Dabei wurde beobachtet, dass TNFa-
Stimulation von undifferenzierten und differenzierten K562 Zellen zu einer erhéhten
CX3CL1-Expression fuhrte. Interessanterweise rief die PMA-Differenzierung alleine eine
verstarkte Fractalkin-Expression hervor (Abb. 17). Die TNFo-abhadngigen CX3CL1-
Expressionen waren in den differenzierten im Vergleich zu den undifferenzierten Zellen
starker ausgepragt, wobei die relative Fractalkin-Induktion von undifferenzierten
Zellen durch TNFo. hoher war. Dementsprechend kénnte Fractalkin in Megakaryozyten
basal héher exprimiert sein und in der Folge weniger stark durch TNFa induzierbar
sein. Da es sich bei den benutzen differenzierten K562-Zellen um megakaryoblastdre
Zwischenstufen handelt und zusatzlich bei der Kultivierung der primaren MKs eine
Aufreinigung mittels BSA-Gradienten durchgefiihrt wurde, stellte sich letztere als
Uberlegenes Modell fiir die Untersuchung der Fractalkin-Expression heraus. Allerdings
fuhrte die Stimulation von primaren MKs mit IFNy, TNFo. und Kostimulation mit beiden
(Abb. 18) zu keiner starken, mit der in Endothelzellen vergleichbaren, Erhhung der
Cx3cl1-Expression, was gegen die Arbeitshypothese einer stark induzierbaren
Fractalkin-Expression auf Megakaryozyten spricht. Ob diese nur geringe Fractalkin-
Induktion auf murinen primdaren MKs einen Unterschied zwischen Mensch und Maus
darstellt und ob die in differenzierten K562-Zellen beobachtete hohe Fractalkin-
Induktionen moglicherweise durch Kontamination durch restliche undifferenzierten
Knochenmarkszellen hervorgerufen wurde, muss in weiterfliihrenden Untersuchungen

geklart werden.

Des Weiteren spielen Plattchen eine wichtige Rolle in der Immunantwort
inflammatorischer Prozesse, indem sie u.a. mit Monozyten, Neutrophilen,
dendritischen Zellen, Lymphozyten und Endothelzellen, alles CX3CL1*-Zellen,
interagieren und an diese adhéarieren (113). Was die CX3CR1-Expression betrifft, so
wird in der Literatur beschrieben, dass Plattchenaktivierung einerseits durch
CX3CL1/CX3CR1-Interaktion ausgelost werden kann und ferner eine erhohte
Expression von CX3CR1 hervorruft (114). Interessanterweise flihrte in unseren

Versuchen die TNFa-Stimulation zu einer ca. 3-fach erhéhten Cx3crl1-Expression in
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reifen MKs (Abb. 18). Dementsprechend koénnten erhdohte TNFa-Spiegel, welche in
zahlreichen Zustanden akuter und chronischer Inflammation beschrieben sind (115), in
MKs eine verstarkte CX3CR1-Expression bewirken und damit moglicherweise eine
verstarkte Thrombozyten-Interaktion mit CX3CL1*-Zellen hervorrufen. In der Folge
konnte dies in einer verstdarkten Plattchenaktivierung resultieren. Dabei scheint der
Fractalkinrezeptor eine wichtige Rolle als besonders schneller Adhdsionsmediator zu
spielen, da die CX3CL1/CX3CR1 vermittelte Adhasion nur 60ms dauert und damit viel
schneller als der klassische Weg des Integrin-Systems (durchschnittlich 190ms) ablduft
(116). Zusammengenommen stellen unsere Ergebnisse eine zusatzliche Seite der
facettenreichen Rolle von Plattchen in der Immunantwort unter inflammatorischen

Bedingungen dar.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das einzige bis jetzt bekannte Mitglied der CX3C-
Chemokinfamilie und in seiner l6slichen Form als Chemokin, in seiner
membranstdandigen Form jedoch als Adhadsionsmolekil wirkende, Fractalkin (CX3CL1)
auf eine putative Regulation durch molekulares Eisen im Sinne des klassischen IRE/IRP-
Weges untersucht. Zuerst wurden Hfe- und Hfe2-defiziente Mauslinien benutzt, um in
vivo zu untersuchen, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem mit der Hfe- und Hfe2-
Defizienz einhergehenden erhdhten Eisenspiegel und der Fractalkin-Expression zeigen
lasst. Die Fractalkin-mRNA-Expression war in den fir die Akkumulation von
Uberschissigem Eisen pradisponierten Lebern beider KO-Mause ca. 1,3x erhdht, es
bleibt aber unklar ob dies entziindungsbedingt war oder auf eine Regulation durch
erhohte Eisenspiegel hindeuten ldsst. Da Endothelzellen unter Stimulation mit
Zytokinen im Rahmen von Entziindung vermehrt entziindliche Chemokine exprimieren
und Fractalkin initial von Bazan et al. (53) als induzierbares Chemokin auf
Endothelzellen nachgewiesen wurde, wurden anschlieBend die MS1-Zelllinie
(sinusoidale Endothelzellen aus den Langerhans-Inseln des Pankreas) und HUVECs
(humane, umbilikalen Venen-Endothelzellen) in Zellkulturversuchen untersucht. Beide
zeigten eine starke Induktion der Fractalkin-mRNA-Expression, die MS1-Zellen nach
IFNy-Stimulation, die HUVECs am stdarksten nach synergistischer Stimulation mit
IFNy+TNFa. In keiner der beiden Endothelzellen konnte eine deutliche Veranderung
der Fractalkin-Expression auf erhohte Eisenspiegel durch FeCls festgestellt werden.
Allerdings zeigten beide Zelllinien eine deutliche Reaktion auf Eisenchelatierung durch
DFX, obwohl sich die Richtung der Regulation unterschied: in MS1-Zellen fiihrte DFX zu
einer Erhéhung, in HUVECs dagegen zu einer Reduzierung der Fractalkin-Expression.
Zusammengefasst lassen unsere Ergebnisse nicht klar auf eine Eisen-Regulation von
Fractalkin schlieBen, was das Vorhandensein eines regulierenden IRE in der CX3CL1-
MmRNA in Endothelzellen unwahrscheinlich macht. Da DFX zusatzlich Hypoxie-
mimetische Eigenschaften in der Stabilisierung von HIF-1 besitzt (109), kdnnten die

beobachteten Resultate jedoch auf HIF-Regulation von Fractalkin in Endothelzellen
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deuten. Weitere Untersuchungen, u.a. eine genetisches Sequenzanalyse des Fractalkin

Gens auf ein HRE, sind notig.

Zusatzlich wurde die Expression von Eisenhaushaltgenen in der Megakaryopoese sowie
der Einfluss von Eisen auf die megakaryopoetische Differenzierung untersucht. Dazu
wurden PMA-differenzierte K562-Zellen und aus Madusen gewonnene primdre
Megakaryozyten verwendet. In beiden konnten wir, den Resultaten von Wandzik et al.
(91), die jedoch nur K562 Zellen untersuchten, entsprechend, eine starke
Herunterregulation der Ferroportin-Expression wahrend der megakaryopoetischen
Differenzierung feststellen. Zusatzlich zeigte sich eine Augmentation der HFE2-
Expression aber keine deutliche Veranderung der TFRC-Expression. Diese Resultate
deuten auf einen erhohten, hauptsachlich durch Hemmung des Eisenexports durch
Ferroportin verursachten, Eisenspiegel in sich differenzierenden Megakaryozyten hin.
Dies wird von neuen durchgefiihrten Untersuchungen dieser AG unterstitzt, welche
normale Thrombozytenzahlen in Madusen mit Plattchen-spezifischer Ferroportin-
Defizienz, jedoch einen thrombozytopenischen Phanotyp bei Plattchen-spezifischen
Transferrinrezeptor-defizienten Mausen feststellen konnten (unpublizierte Daten).
Ferner berichten wir zum ersten Mal von einer potentiell wichtigen Rolle von HFE2 in
Megakaryozyten, welche jedoch molekular unklar bleibt. Weitere Untersuchungen der
Rolle von HFE2 in Megakaryozyten sind noétig. Was den Einfluss von
Eisenmangel/Eiseniberschuss wahrend der megakaryopoetischen Differenzierung
betrifft, so zeigte die Inkubation mit FeCls und DFX am letzten Tag der Differenzierung
der primdren Megakaryozyten keinen Einfluss auf Morphologie und Expression der

megakaryozytaren Marker Itga2b und Gplba.

SchlieBlich wurde in den benutzen Megakaryozyten-Modellen untersucht, ob Plattchen
neben einer schon beschriebenen geringen konstitutiven CX3CL1-Expression, welcher
keine groRe pathophysiologische Funktion zugeordnet wird, auch eine, mit
Endothelzellen vergleichbare, induzierbare Expression aufweisen und diese eine
verstarkende parakrine/autokrine Wirkung auf den inflammatorischen Prozess in

Zustanden akuter und/oder chronischer Entziindung haben koénnte. Dabei wurde
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beobachtet, dass TNFoa-Stimulation von undifferenzierten und differenzierten K562-
Zellen zu einer erhohten CX3CL1-Expression fuhrte. Allerdings flhrte die Stimulation
von primdren MKs mit IFNy, TNFo und Kostimulation mit beiden zu keiner deutlichen,
mit der in Endothelzellen vergleichbaren, Erhéhung der Cx3cl1-Expression. Ob diese
nur geringe Fractalkin-Induktion auf murinen primdaren MKs einen Unterschied
zwischen Mensch und Maus darstellt und ob die in differenzierten K562-Zellen
beobachtete hohe Fractalkin-Induktionen moglicherweise durch Kontamination durch
restliche undifferenzierten Knochenmarkszellen hervorgerufen wurde, muss in
weiterfiihrenden Untersuchungen geklart werden. Interessanterweise fiihrte in
unseren Versuchen die TNFa-Stimulation zu einer ca. 3-fach erhohten Cx3cri-
Expression in reifen MKs .Dementsprechend kdnnten erhéhte TNFa-Spiegel, welche in
zahlreichen Zustdanden akuter und chronischer Inflammation beschrieben sind (115) in
MKs eine verstarkte CX3CR1-Expression bewirken und damit moglicherweise eine
verstarkte Thrombozyten-Interaktion mit CX3CL1*-Zellen hervorrufen. In der Folge
kdnnte dies in einer verstarkten Plattchenaktivierung resultieren.
Zusammengenommen stellen unsere Ergebnisse eine zusatzliche Seite der
facettenreichen Rolle von Plattchen in der Immunantwort unter inflammatorischen

Bedingungen dar.
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MHC — Major Histocompatibility Complex

min — Minute

MK — Megakaryozyt

MRNA — Messenger RNA

NK-Zellen — Naturliche-Killer-Zellen

NTBI — Non Transferrin Bound Iron

PMA — Phorbol-12-myristate-13-acetate

RES — Retikuloendotheliales System

RNA — Ribonukleinsaure

ROS — Reactive Oxygen Species

RPLPO —ribosomal protein lateral stalk subunit PO
RT-gPCR — Realtime Quantitative Polymerase Chain Reaction
SCF — Stem Cell Factor

STAT - Signal Tranducers and Activators of Transcription
TBI — Transferrin Bound Iron

TFR2 — Transferrin-Rezeptor 2

TFRC — Transferrin-Rezeptor 1

TNFo. — Tumornekrosefaktor a

TPO — Thrombopoietin

UTR — untranslatierte Region

WB — Western Blot

WT — Wildtyp
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10. Primer-Effizienzen

Zur Bestimmung der Primereffizienzen wurden Verdinnungsreihen angelegt und
anhand der gemessenen CT-Werte ein logarithmisches Kurvendiagramm in Bezug zur
Verdinnung erstellt. Die Effizienz E jedes Primers lieR sich anhand der Steigung dieser
Kurve mit folgender Formel errechnen:

E= 101/—Steigung

Hierunter sind exemplarisch die fir mRplp0 in der RT-qPCR ermittelten CT-Kurven der
Verdinnungsreihe sowie die daraus erstellte logarithmische Kurve dargestellt. In der
Tabelle sind die fur jeden Primer gefundene Steigung sowie die daraus berechnete

Effizienz zusammengefasst.

Amplification Plot

ARn

0.1 / /

0.001 - v + v
10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 2 34 36 38 4

mRplp0
30 +
20 +
1
o ’
= y =-3.5137x + 16.409
- R?=0.9986
(3]
10 -
k + + + + 86
-3.00 -2.40 -1.80 -1.20 -0.60 0.00

log(Verdiinnung)
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Murine Steigung Effizienz E Humane Steigung Effizienz E
Primer Primer

mCcl2 -3,3498 1,9885 hCX3CL1 -4,9306 1,5952
mCx3cll -3,4778 1,9388 hCX3CR1 -3,3643 1,9826
mCx3crl -3,6061 1,8937 hEGR1 -3,7490 1,8482
mSele -3,2962 2,0108 hGP1BA -4,1541 1,7407
mGplba -3,8398 1,8215 hGP1BB -3,6697 1,8728
mHamp -3,5074 1,9280 hHFE -4,1142 1,7501
mHfe -3,4753 1,9397 hHFE2 -3,1774 2,0641
mHfe2 -3,3787 1,9768 hHPRT -3,4585 1,9460
micaml -3,5344 1,9184 hITGA2B -3,4407 1,9527
mitga2b -3,8075 1,8308 hSLC40A1 -3,8446 1,8201
mRplp0 -3,5137 1,9258 hTFRC -3,6153 1,8906
mSicl1la2 -3,6080 1,8930

mSaa2 -3,4863 1,9357

mSic40al -3,2714 2,0215

mTfrc -3,6280 1,8864

mTfr2 -3,3782 1,9770

mZipl4 -3,6540 1,8779
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