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1. Einleitung

1.1  Eisen und seine biologische Bedeutung

Eisen besitzt die Fahigkeit, zwischen zwei Oxidationszustinden, Fe** und Fe*', zu wechseln, weshalb
diesem essentiellen Spurenelement eine besondere Rolle fiir den menschlichen Organismus zukommt.
Durch diese Redox-Eigenschaft ist Eisen Bestandteil vieler Proteine, die an einer Vielzahl von
wesentlichen biochemischen Reaktionen, wie Sauerstofftransport oder Elektronentransport in der
Atmungskette (aerobe Energiegewinnung), beteiligt sind (Tabelle 1). Dabei gibt es drei groBere Klassen
von Proteinen, die Eisen enthalten: Eisen-Schwefel-Cluster Proteine (/ron-sulfur Cluster, ISCs), die
chemische Reaktionen katalysieren oder Komponenten der Elektronentransportkomplexe sind [1],
Ham-enthaltende Proteine, die Funktionen im Sauerstofftransport erfiillen [2] und Eisen-enthaltende
Enzyme, die an einer Vielfalt von Reaktionen beteiligt sind [3]. Die Erythropoese stellt beim Menschen
dabei den biologischen Prozess mit dem hochsten Eisenbedarf dar, da Eisen fiir die Synthese von Ham,
einem Porphyrinmolekiil mit Fe?* als Zentralatom, benétigt wird.

Obwohl Eisen bei all diesen Reaktionen eine wichtige Rolle spielt, hat es zugleich toxische
Eigenschaften, wenn es ungebunden als freies Eisen vorliegt. Die Redox-Eigenschaft von Eisen
zwischen den Oxidationsstufen zu wechseln, birgt die Gefahr der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies, kurz ROS genannt. Freies Eisen katalysiert dabei die Fentonreaktion, wobei Fe?* mit
Wasserstoffperoxid (H,0;) oder Lipidperoxiden zu hochreaktiven OH*, LO* und LOO"® Radikalen reagiert
[4]. Diese konnen zu DNA-Schadigungen, Lipidperoxidation oder abweichenden posttranslationalen
Proteinmodifikationen und damit zu Zell- und Gewebeschaden fiihren [5-7].

Um solche toxischen Eisen-Effekte sowohl intra- als auch extrazelluldr zu vermeiden, verfiigt der
Korper Gber Mechanismen, die das Vorliegen von freiem Eisen minimieren. Eisen, das nicht Bestandteil
von funktionellen Proteinen ist, wird dafiir an Transport- oder Speicherproteine in einer nicht
toxischen Form gebunden [4]. Im Blut liegt Eisen zum Transport in oxidierter Form (Fe®*) an Transferrin
gebunden vor [8], wahrend es in der Zelle an das Eisenspeicherprotein Ferritin gebunden wird.

In der Nahrung kommt Eisen in zwei Formen vor: Dem anorganischen nicht-Ham Eisen und dem Ham-
Eisen. In anorganischer Form liegt Eisen sowohl in pflanzlichen als auch in tierischen Lebensmitteln
vor, allerdings mit geringer Bioverflgbarkeit fir den menschlichen Koérper. Him-Eisen tragt im
Gegensatz dazu zwar nur mit 10-15% zur totalen Eisenaufnahme in der nicht-vegetarischen
Bevolkerung bei. Allerdings ist die Absorption des Ham-Eisens deutlich hoher als die der anorganischen

Form [9].
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Tabelle 1: Beispiele von Eisen-enthaltenden Proteinen [10, 11]

Funktion Proteinbeispiel Klasse an
Eisenproteinen

Sauerstofftransport Hamoglobin und Myoglobin Ham

Energieproduktion/Elektronen- Atmungskette Komplex I-Il ISC

transfer in Mitochondrien Cytochrom C, Cytochrom C Oxidase, Cytochrom Ham

C Reduktase, Cytochrom B und NADH

Dehydrogenase
Intermediarstoffwechsel und Ribonucleotid Reductase, Aminosaure ISC
Detoxifikation Oxidasen, Fettsduren Desaturasen,

Cytochrom P450 Familie Him
Nukleinsdureverarbeitung und Phosphoribosyl-pyrophosphat ISC
DNA Replikation Aminotransferase, ATP Bindeprotein E1,

DNA Primase, Elongationsprotein 3

Eisenspeicher und -transport Transferrin und Ferritin Fe3*

Aufgrund der beschriebenen ambivalenten Eigenschaften von Eisen ist der Eisen-Metabolismus im
menschlichen Koérper sowohl intrazellular als auch systemisch sehr streng reguliert, um eine
Eisenliberladung des Korpers und damit eine erhéhte Gefahr der ROS-Generierung zu vermeiden und
gleichzeitig eine ausreichende Versorgung mit Eisen zu gewahrleisten [12]. Da auch Bakterien Eisen
zur Proliferation benétigen, spielt die Regulation der Eisenhomdostase auch bei der Immunabwehr

eine bedeutende Rolle [10].

1.2 Eisenhomoostase im Menschen

Beim erwachsenen Menschen verfligt der Korper tGber etwa 3-5 g Eisen. Diese Variation kommt sowohl
durch Alters- und Gewichts- als auch durch Geschlechterunterschiede zustande [13]. Bis zu 80% des
Eisens, etwa 2300 mg, liegt an Hamoglobin gebunden in Erythrozyten im Blut vor. Etwa 10% des Eisens
ist als Myoglobin in der Muskulatur und anderen Geweben als Enzyme oder in Cytochromen
gespeichert (350 mg). Der restliche Teil des Eisens ist in Makrophagen des Retikuloendothelialen
Systems (RES) (500 mg) und Hepatozyten (200 mg) in Form von Ferritin und Himosiderin gespeichert
oder liegt im Knochenmark (150 mg) vor [14, 15].

Firr die erythropoetische Aktivitat benotigt der Korper pro Tag etwa 20 mg Eisen, das Gberwiegend aus
dem Recycling von alten Erythrozyten, deren Lebensdauer etwa 120 Tage betragt, durch Makrophagen
bereitgestellt wird. Durch die Abschilferung von Darmepithel- und Hautzellen sowie durch

SchweiRproduktion und Menstruation kommt es zu taglichen Eisenverlusten von etwa 1-2 mg [16].
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Abbildung 1: Eisenverteilung im menschlichen Kérper

Der menschliche Kérper bendétigt eine tagliche Eisenaufnahme von ca. 25 mg, wovon 80% zur Erythropoese
verwendet werden. Etwa 18-19 mg werden durch das Recycling von gealterten Erythrozyten bereitgestellt, 1-2
mg stammen aus der taglichen Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt. Modifiziert nach Yun et al. (2015) [14].

Dieser Verlust muss durch die Zuflihrung und Aufnahme von Eisen ausgeglichen werden [17]
(Abbildung 1). Da es fiir Eisen keinen aktiven Prozess der Eisenausscheidung gibt, wird die

Eisenhomoostase vor allem auf der Ebene der intestinalen Eisenabsorption reguliert [15].

1.2.1 Intestinale Eisenabsorption

Die Absorption von Eisen erfolgt im Duodenum und oberen Jejunum [18] und dient dazu, die
minimalen Eisen-Verluste auszugleichen und dem Korper eben diese wieder Uber die Nahrung
zuzufihren. Der Bedarf an Eisen betrdgt dabei etwa 1-2 mg und steigt durch Blutverluste
(Menstruation, Blutungen) sowie bei Schwangerschaft durch fetales Wachstum und Wachstum in der

Kindheit durch die VergroRBerung des Blutvolumens an [10].
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Abbildung 2: Eisenaufnahme in unterschiedlichen Zelltypen.

(A) Eisenaufnahme aus dem Darmlumen Uber die apikale Membran in den Enterozyten und Freisetzung von Eisen
an der basolateralen Seite durch Ferroportin in den Blutkreislauf. (B) Eisenaufnahme in den Makrophagen und
Freisetzung von Eisen ins Blutplasma. Modifiziert nach Evstatiev et al. (2011) [11].

In der Nahrung liegt Eisen in zwei Formen vor. Demensprechend erfolgt die Aufnahme von Eisen in den
Enterozyten entweder als inorganisches oder als Ham-Eisen [17], wobei letzteres vor allem in
Lebensmitteln tierischen Ursprungs und inorganisches Eisen (berwiegend in pflanzlichen
Lebensmitteln vorkommt. Die Hdm-Eisen-Aufnahme tragt schatzungsweise nur zu 10-15% der totalen
Eisenaufnahme bei, doch durch eine hohere Absorptionsrate macht die Aufnahme aus Ham-Eisen bei
nicht-Vegetariern allerdings mindestens 40% des absorbierten Eisens aus [19, 20]. Inorganisches
Nahrungseisen liegt meist in der oxidierten Form (Fe®*) vor und ist vor allem bei einem pH-Wert >6
sehr unléslich. Die Hohe an absorbiertem Eisen hdangt von mehreren Faktoren ab: Dem Eisenstatus der
Individuen, wobei die Absorptionsrate auf 30% ansteigen kann, und dem Gleichgewicht von
Absorptionsinhibitoren und -verstarkern, die in der Nahrung vorliegen [9]. Wahrend Phytate,
Polyphenole, Calcium und Proteine aus Milch, Ei und Soja die Eisenabsorption durch Komplexbildung
oder Veranderung der Loslichkeit vermindern, erh6ht Ascorbinsaure durch die Fahigkeit inorganisches
Eisen zu Fe?* zu reduzieren die Eisenabsorption [9].

Inorganisches Eisen wird bereits im Magen durch das Vorliegen von Magensaure aus dem Lebensmittel
freigesetzt und entweder chemisch durch Magensaure oder durch das Reduktaseenzym Duodenales

Cytochrom B (DcytB, auch Ferrireduktase genannt) an der apikalen Membran der Darmschleimhaut zu
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Fe?* reduziert [21]. Ein erhdhter pH-Wert im Magen durch verminderte Magensiurebildung,
beispielsweise durch Gastritis, oder eine veranderte Duodenalmukosa im Darm, beispielsweise durch
chronisch entziindliche Darmerkrankungen, kann dabei zu einer reduzierten Eisenabsorption fiihren
[22, 23]. AnschlieBend gelangt Fe?* durch den apikalen divalenten Metalltransporter 1 (DMT-1) und die
Bildung eines Protonengradienten in den Enterozyten [24] (Abbildung 2).

Ham-gebundenes Eisen wird durch das Ham Carrier Protein 1 (HCP-1), das in hohem Male in
Enterozyten exprimiert wird, durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in den Enterozyten
aufgenommen [25, 26] (Abbildung 2, A). In der Zelle wird Eisen durch die Himoxygenase-1 (HO-1) aus
dem Protoporphyrinring freigesetzt und es entsteht Fe?*, Biliverdin-IXa und Kohlenstoffmonooxid (CO)
[27] (Abbildung 2, A).

Freies Eisen, aus beiden Eisenquellen stammend, gelangt in den Eisenpool und wird entweder in Form
von Ferritin, dem Eisenspeicherprotein, gespeichert oder es gelangt fir die Biosynthese von Ham und
ISCs direkt in die Mitochondrien. Eine dritte Moglichkeit besteht im direkten Export von Eisen aus dem
Enterozyten, wobei Fe?* {iber den bislang einzig bekannten Eisen-Exporter Ferroportin, auch unter
IREG1 bekannt, an das Plasma abgegeben wird (Abbildung 2, A) [28—30]. Da absorbierende Enterozyten
eine Lebensdauer von nur zwei Tagen haben und danach in das Darmlumen abgeschiefert werden,
entscheidet der basolaterale Transport tber Ferroportin dartiber, ob das oral aufgenommene Eisen in

die Blutzirkulation gelangt oder durch die Abschilferung der Enterozyten verloren geht [31].

1.2.2 Zelluldre Eisenaufnahme und intrazelluldrer Transport

Ein Mechanismus, den alle Zellen, die in den Eisenstoffwechsel involviert sind, gemeinsam haben, ist
die Aufnahme von Transferrin-gebundenem Eisen. Zu diesen Zellen gehdren Makrophagen des RES,
Erythroblasten, die im Knochenmark vorliegen sowie Hepatozyten.

Transferrin gehort zu den wichtigsten Eisenbindungsproteinen und ist ein 80 kD groRes Glycoprotein,
das im Plasma zirkuliert [32]. Ein bis zwei Eisen-lonen sind dabei reversibel mit hoher Affinitat an
Transferrin gebunden [33] und die intrazelluldre Aufnahme erfolgt Gber den Transferrin-Rezeptor 1
(TfR1), der auf allen am Eisenstoffwechsel beteiligten Zellen exprimiert wird [34, 35]. In Abbildung 2,
B ist die Transferrin-Aufnahme am Beispiel von Makrophagen dargestellt. Nach Bindung von Eisen-
gebundenem Transferrin an den TfR1 wird dieser Komplex endozytiert und es entstehen friihe
Endosome. Durch Konformationsdanderung des Transferrins bei niedrigerem pH-Wert im Endosom, der
durch ATP-abhangige Protonenpumpen erzeugt wird, wird das Eisen wieder freigesetzt, durch die
Metalloreduktase Steapl zu Fe? reduziert und iiber den DMT-1 Transporter in der Endosommembran

ins Zytosol transportiert [35]. Der TfR1-Transferrin-Komplex gelangt zuriick auf die Zelloberflache, wo
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es durch hoheren pH-Wert zur Freisetzung des Eisen-unbeladenen Transferrins (Apo-Transferrin) vom
Rezeptor kommt [35] (Abbildung 2, B).

Eine weitere Form der Eisen-Aufnahme in Makrophagen besteht in der Form von Hamoglobin, das im
Plasma an das Akut-Phase-Protein Haptoglobin gebunden wird. Durch den Rezeptor CD163, der stark
auf der Membran von Makrophagen exprimiert wird [36], kommt es zu einer Bindung von CD163 mit
dem Hamoglobin-Haptoglobin-Komplex und schlieBlich zu dessen Endozytose [37] (Abbildung 2, B).
Dieser Prozess spielt bei der Hamolyse, bei der die Erythrozytenmembran zerstort und dadurch das
Hamoglobin in das Plasma Ubertritt, eine wichtige Rolle [36].

Eisen-Recycling spielt im Eisenstoffwechsel eine maligebliche Rolle. Um das Eisen von gealterten
Erythrozyten wieder zu verwerten, werden diese von Makrophagen in der Milz, in der Leber und im
Knochenmark durch Phagozytose aufgenommen [38] (Abbildung 2, B). Makrophagen erkennen dabei
gealterte Erythrozyten an einer Reihe von Markern auf der Oberflache [39]. Nach der Phagozytose
unterliegen die Erythrozyten in Lysosomen einer Himolyse. Him-gebundenes Eisen wird durch HO-1
zu freiem Eisen (Fe?*) und Gber den DMT-1 Transporter in das Zytoplasma freigesetzt.

Wie genau der Transport von Eisen von der apikalen zur basolateralen Membran und innerhalb der
Zelle erfolgt, ist bisher nicht vollstandig geklart [40]. Es wird angenommen, dass das zytosolische Eisen-
Chaperon PCBP1 (Poly (rC) binding protein 1) Eisen aufnimmt und an Ferritin abgibt [41]. Ein weiterer
Ansatzpunkt, der aus Studien mit reifenden Erythrozyten stammt, die eine hohe Menge an Eisen
aufnehmen, weist darauf hin, dass Transferrin-enthaltende Endosome das Eisen direkt an die
Mitochondrien abgeben und somit das Sauerstoff-reiche Zytosol umgehen [42]. Der Transport durch
die Mitochondrienmembran erfolgt durch Mitoferrin 1 und 2 [43], wodurch Eisen an den Hauptort der

Ham- und ISC-Synthese gelangt.

1.2.3 Eisenspeicher

Hepatozyten und Makrophagen sind der Hauptort der Eisenspeicherung. In diesen Zellen wird Eisen
intrazelluldar im Zytoplasma und zu einem geringen Teil auch in Mitochondrien, in Ferritin gebunden
und gespeichert, um das Vorliegen von Redox-sensitivem und dadurch toxischem freien Eisen zu
minimieren. Ferritin ist ein ubiquitdr vorkommendes Protein, das aus zwei Untereinheiten aufgebaut
ist, wobei H- (heavy) und L-Untereinheiten (light) unterschieden werden. 24 von diesen Untereinheiten
stellen zusammen die kugelformige Apoferrinhiille dar. Die H- und L-Untereinheiten kénnen zu
unterschiedlichen Verhéltnissen am Aufbau von Apoferritin beteiligt sein [44]. Ein Ferritin-Molekl
kann bis zu etwa 4500 Eisenionen (Fe3*) zusammen mit Sauerstoffatomen aufnehmen und im Kern als

Fe,0sz speichern. Dabei besitzt die H-Untereinheit eine Ferroxidase-Aktivitit, um Fe?* zu Fe3* zu
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oxidieren und im Inneren der Ferritinhiille zu speichern [45]. Bei zellular niedrigen Eisenspiegeln kann
Eisen aus Ferritin freigesetzt werden, wobei der Prozess bislang nicht vollstandig aufgeklart ist.
Ferritin wird sowohl auf DNA- (Uber die ARE-Sequenz, Erklarung siehe Nrf2), als auch auf mRNA-Ebene
reguliert [46], [47]. Wahrend Entziindungen, Infektionen, oxidativer Stress und Eisenliberladung zu
einer erhohten Ferritinakkumulation in der Zelle flhren, wird Ferritin durch einen Eisenmangel
gehemmt, um Eisen verfligbar zu machen [47].

Obwohl Ferritin vorwiegend dazu dient, Eisen in Zellen zu speichern, liegt ein kleiner Teil auch im
Plasma vor. Es gibt Hinweise darauf, dass Ferritin von Makrophagen, Hepatozyten und Kupfferzellen
an das Blut abgegeben werden kann, doch die genauen Transportwege sind nicht abschlieRend geklart
[48]. Serum-Ferritin ist, im Vergleich zu intrazellularem Ferritin, im Kern Eisen-arm. Die physiologische
Bedeutung von Ferritin im Plasma ist nicht vollstandig geklart. Es scheint einem effizienten
Eisentransport im Korper zu dienen [49, 50]. Die Bestimmung der extrazelluldren Ferritinkonzentration
findet in der Medizin Anwendung. Eine niedrige Ferritinkonzentration gibt dabei spezifisch Hinweis auf
eine Eisenverarmung [51]. Darlber hinaus ist Ferritin ein Akut-Phase-Protein, das durch akute und
chronische Entziindungen erhoht wird [52, 53].

Eine weitere Form der Eisenspeicherung findet durch das Eisenspeicherpotein Hemosiderin statt.
Wahrend es unter physiologischen Bedingungen nur in geringem MaRe vorkommt, steigt es wahrend
einer Eisenlberladung stark an und spielt dabei eine protektive Rolle. Hemosiderin entsteht als eine
Art Abbauprodukt von Ferritin nach dessen lysosomalen Abbau, wobei der genaue Ablauf bislang nicht

genau aufgeklart ist [54].

1.2.4 Eisenexport durch Ferroportin und Transport im Plasma

Wie bereits erwahnt, ist Ferroportin (auch bekannt als SCL40A1, Fpnl, MTP1 oder IREG1) der einzig
bislang bekannte Eisentransporter, der freies Eisen (Fe?") aus der Zelle durch die Membran
transportiert [29]. Dieser wird auf allen Zellen exprimiert, die Eisen aus den Zellen in das Plasma
abgeben: Auf der basolateralen Membrane der duodenalen Enterozyten, der Membrane der RES
Makrophagen, Hepatozyten und der Plazentazellen. Die Regulation der Ferroportin-Expression ist
komplex und findet auf transkriptioneller, posttranskriptioneller und posttranslationaler Ebene statt
und variiert je nach Zelltyp, um den systemischen Eisenfluss flexibel in unterschiedlichen Situationen
kontrollieren zu kénnen [55]. In Makrophagen induziert Hdm, sowie die Aktivierung von Nrf2 (nuclear
factor erythroid 2-related factor 2) die Transkription von Ferroportin mRNA [56], wahrend Eisen selbst
die Translation von Ferroportin mRNA in Makrophagen erhoht. Dariiber hinaus wird die Prasenz von
Ferroportin posttranslational durch ein in der Leber gebildetes Peptidhormon reguliert, dem

sogenannten Hepcidin, dessen Bindung an Ferroportin zur Internalisation und Degradation des
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Transporters fiihrt [28]. Diese Regulation stellt die wichtigste Regulation im Eisenstoffwechsel dar,
weshalb auf das Peptidhormon Hepcidin genauer in Kapitel 1.3 eingegangen wird.

Bislang ist wenig bekannt Gber den Mechanismus, durch den Eisen durch Ferroportin transportiert
wird [55]. Nachdem zweiwertiges Eisen durch den multitransmembranen Eisenexporter Ferroportin
Uber die Membran transportiert wurde, wird es durch die im Serum zirkulierende Ferroxidase
Ceruloplasmin und dessen intestinalen Homolog Haephaestin, die sich auf der Membranoberflache
von Enterozyten befinden, zu Fe3* oxidiert (Abbildung 2 A,B) [57, 58]. In seiner oxidierten Form kann
Eisen dann an das Plasma Transportprotein Transferrin gebunden werden [59].

Transferrin wird in der Leber synthetisiert und anschlieend in die Blutzirkulation abgegeben. Es ist ein
Glykoprotein, das Fe** mit hoher Affinitét reversibel binden kann und je zwei Bindungsstellen fiir Fe3*-
lonen aufweist (Fe,Tf) [60]. Man unterscheidet drei Transferrin-Ladungszustande: Apo-Transferrin
(apo-Tf), wenn Transferrin ohne gebundenes Eisen vorliegt, ,monoferric” Transferrin, wenn ein
einzelnes Eisen-lon gebunden ist, und holo-Transferrin (holo-Tf), wenn zwei Eisen-lonen an Transferrin
gebunden sind [61].

Die Aufnahme von Transferrin in die Zelle erfolgt wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben.

Nur etwa 30% des zirkulierenden Transferrins ist mit Eisen beladen, so dass im Falle einer

Eisenliberladung eine ausreichende Pufferkapazitat im Blut vorhanden ist [62].

1.2.5 Intrazellulare Eisenhomoostase

Um auf zelluldrer Ebene die Eisenhomdostase aufrechtzuerhalten, wird die Synthese von Proteinen,
die in den Eisenstoffwechsel involviert sind, durch den Eisenstatus in der Zelle geregelt. Bei dieser
Regulation spielt vor allem die posttranskriptionelle Kontrolle durch das IRE/IRP-System (l/ron-
regulatory Elements/Iron-regulatory Proteins) eine zentrale Rolle [63].

Zu den dabei regulierten Proteinen gehdéren wu.a. Ferritin H und L als Speicherproteine,
Transferrinrezeptor 1 und DMT-1 als Proteine der Eisenaufnahme, Ferroportin als Eisenexporter und
einige Proteine der Eisenverwertung [64]. Bei niedrigen intrazellularen Eisenspiegeln binden die Eisen-
regulatorischen Proteine 1 und 2 an Eisen-regulatorische Elemente in der mRNA von regulatorischen
Proteinen [4]. Die Bindung der IRPs hat je nach Lokalisation der Ziel-IREs unterschiedliche
Auswirkungen. Entstehen IRP/IRE-Komplexe in der 5-UTR (untranslatierten Region) einer mRNA
(Ferritin H und L oder Ferroportin), wird deren Translation unterdriickt, wahrend eine Bindung an die
3°-UTR einer TfR1-mRNA zu einer verstarkten Stabilitdt und Konzentration fihrt [65-67].
Dementsprechend sinkt die Ferritin- und Ferroportin-Konzentration im Falle eines niedrigen
intrazelluldaren Eisenstatus, wahrend die TfR1-Konzentration steigt, um das intrazelluldre Eisendefizit

auszugleichen und Eisen fiir zelluldre metabolische Prozesse bereit zu stellen [4].
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1.3 Hepcidin als systemischer Regulator der Eisenhom&ostase

Da unterschiedliche Zelltypen an der Eisenhomodostase beteiligt sind, wobei die Leber als
Eisenspeicher, Makrophagen als Zellen des Eisenrecyclings und die Enterozyten als Zellen der
systemischen Eisenaufnahme fungieren, wird die Eisenhomdostase vom Korper systemisch reguliert.
Ein Schlisselfaktor dieser systemischen Regulation wurde erst im Jahre 2001 entdeckt: Hepcidin wurde
als antimikrobielles Peptid (Defensin) aus dem Urin isoliert und nach dem Ursprungsort seiner Bildung,
den Hepatozyten, benannt [68]. Die Verbindung von Hepcidin mit dem Eisenstoffwechsel wurde im
gleichen Jahr bei der Suche nach Genen, die beim Vorliegen einer Eisenliberladung der Leber vermehrt
in der Leber von Mausen exprimiert werden, hergestellt [69]. Seine Funktion als systemischer
Eisenregulator wurde durch Hepcidin-Knockout-Tiere bekannt, da diese Tiere eine massive
Eisenliberladung durch ungehemmte Eisenabsorption im Darm aufwiesen [70]. Transgene Tiere mit
einer Uberexpression von Hepcidin [71] oder Tiere, denen Hepcidin injiziert wurden [72], litten
hingegen an schwerer Eisen-defizitdrer Anamie.

Seither ist die Expression und Wirkung des friher als LEAP-1 (liver-expressed antimicrobial peptide)
bezeichneten antimikrobiellen Peptids intensiv beforscht worden.

Hepcidin wird vor allem in der Leber und zu einem geringen Teil in Makrophagen synthetisiert. Es wird
durch das HAMP-Gen, das auf Chromosom 19 (19q13.1) lokalisiert ist, codiert. Zunachst erfolgt die
Synthese als physiologisch inaktives 84 Aminosauren langes Pre-Prohepcidin, das eine typische N-
terminale 24 Aminosauren lange endoplasmatische Retikulum Signalsequenz, die 25-Aminosauren
lange aktive Sequenz und eine Furin-Spaltungsstelle enthélt [73, 74]. Die Reifung von Hepcidin findet
in der Zelle statt, wobei die Prohormon-Konvertase Furin die inaktive Hepcidin-Vorstufe proteolytisch
zu dem aktiven Hepcidin-25 spaltet [73]. N-terminale Degradation fihrt zu kiirzeren Isoformen
(Hepcidin-24, -23, -22 und -20), deren genaue Bedeutung bislang nicht bekannt ist [75-77]. Die
molekulare Struktur von Hepcidin ist in Abbildung 3 dargestellt.

Schatzungsweise <3-89% des im Blut zirkulierenden Hepcidins ist an a-2-Makroglobulin und Albumin
gebunden [78, 79].

Die Eliminationsmechanismen von Serum Hepcidin wurden bislang nur wenig untersucht. Die
Ausscheidung tber den Urin erfolgt relativ zligig innerhalb weniger Stunden [72] und Hepcidin wird
dabei als 20-25 Aminosaure Peptid ausgeschieden [68]. Generell korrelieren die Hepcidin-Spiegel im

Serum mit denen im Urin [80], mit der Ausnahme bei Vorliegen von Nierenerkrankungen [81].

Die Hauptwirkung von Hepcidin in der systemischen Eisenregulation wird durch die Bindung an den
bislang einzig bekannten Eisenexporter Ferroportin vermittelt. Durch die Interaktion von Hepcidin mit

Ferroportin wird der Eisenexporter ubiquitiniert, was zu dessen Internalisierung und lysosomale
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Abbildung 3: Molekulare Struktur von Hepcidin
Arg
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/ Modifiziert nach Kemna et al. (2008) [83].

Degradation fihrt [28]. Somit reguliert Hepcidin den Zustrom von Eisen aus den Zellen in das Plasma:
Durch die durch Hepcidin-Bindung hervorgerufene Verringerung der Ferroportin-Exporter in
Enterozyten, Makrophagen und Hepatozyten verbleibt das Eisen in diesen Zellen des
Eisenstoffwechsels und steht somit dem Organismus nicht mehr zur Verfligung [28, 82, 83].
Verbleibendes Eisen in den Enterozyten geht mit deren Abschilferung verloren, wodurch die

natlirlichen taglichen Eisenverluste nicht ausgeglichen werden kénnen.

Die Expression des systemischen Eisenregulators Hepcidin ist fein reguliert. Wahrend das Vorliegen
einer Eisentberladung, Infektion und Inflammation die Hepcidin-Expression hoch reguliert [84—-86],
fihrt ein Eisendefizit, Hypoxie, Anamie und verstarkte Erythropoese zu einer verminderten Hepcidin-
Expression [87, 88] (Abbildung 4).

Auf die einzelnen Regulationsmechanismen wird im Folgenden genauer eingegangen.

1.3.1 Hepcidin-Regulation durch den Eisenstatus

Die Regulation der Hepcidin-Expression durch Eisen ist ein Mechanismus des Korpers, durch den es
ermoglicht wird, sowohl die toxischen Effekte einer Eiseniiberladung, als auch negative physiologische
Folgen eines Eisenmangels zu vermeiden [89].

Einige Proteine, die auf der Oberflache von Hepatozyten vorkommen, werden als sogenannte , Eisen-
Sensoren” betrachtet, wozu Hamojuvelin (HJV), hereditdare-Hamochromatose-Protein (HFE), TfR1 und
TfR2 gehoren [89] (Abbildung 4). Dabei spielen knochenbildungsanregende Proteine, sogenannte Bone
morphogenetic Proteins (BMPs), eine wichtige Rolle. Diese sind Zytokine, die zur Familie der
transformierenden Wachstumsfaktoren beta, kurz TGF-B, gehéren [90].

Der BMP-SMAD-Signalweg spielt bei der Regulation der Hepcidin-Expression eine wesentliche Rolle.
Dafir interagieren BMPs, maligeblich BMP6 [91], mit dem BMP-Korezeptor Hamojuvelin (HJV) [92] als
auch mit BMP-Rezeptor-Komplexen Typ 1 und Typ 2. Durch diese Interaktion wird eine Signalkaskade

in Gang gesetzt, die zu einer Phosphorylierung zytosolischer SMADs, zu denen SMAD1, SMADS5 und
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Abbildung 4: Mechanismen der Hepcidin Gen-Expression in Hepatozyten

(A) Erhohte Eisenspiegel und (B) Entziindungen und Infektionen stimulieren die Hepcidin Genexpression,
wahrend (C) Hypoxie und (D) Anamie und Erythropoese die Expression unterdriicken. Die Mechanismen, die zu
einer Hochregulation fiihren, beinhalten die Bindung von zirkulierenden Proteinen wie Holo-Tf, BMPs und Ils an
Rezeptoren. Dadurch werden Signalkaskaden aktiviert, zu denen der ERK/MPK-, der SMAD- und JAK-STAT-
Signalweg gehort und die zu einer erhdhten Hepcidin-Expression fuhren. Losliche und membran-gebundene
Proteine wie sHJV und MT2 hingegen kdnnen zu einer Hemmung des SMAD-Signalwegs fiihren. Bei Hypoxie wird
der HIF-1 Proteinkomplex stabilisiert und kann an den Hepcidin-Promoter binden und die Hepcidin-Transkription
zu unterdriicken. Wahrend einer Anamie und erhéhten Erythropoese werden zirkulierende Proteine gebildet,
die Uber bislang unbekannte Rezeptoren ihre hemmende Wirkung auf die Hepcidin-Expression vermitteln.
Modifiziert nach Silva et al. (2015) [89].

SMADS8 gehoren, fuhrt [93, 92]. Die phosphorylierten SMADs komplexieren mit dem im Zytosol
lokalisierten SMADA4, was zu einer Translokation dieses Komplexes in den Zellkern fihrt. Der Komplex
bindet folglich an sogenannte BMP responsive Elemente (BMP-REs), die sich im Hepcidin-Promoter
befinden. Dadurch wird die Transkription von Hepcidin induziert [94, 95].

Der Eisenstatus selbst reguliert die Aktivitdit des BMP6-SMAD-Signalwegs, wodurch die Hepcidin-
Expression kontrolliert wird, doch die genauen Mechanismen sind bislang nicht vollstéandig geklart [96].
Sowohl zirkulierendes als auch in der Leber gespeichertes Eisen scheint den Signalweg durch
unterschiedliche Mechanismen zu stimulieren [97, 98]. Die Aufnahme von 65 mg oralem Eisen fiihrte
bei Gesunden zu einem Uber flinffachen Hepcidin-Anstieg innerhalb der ersten 24 Stunden [86]. In
Mausen korrelierte der Eisengehalt in der Leber positiv mit dem BMP6 mRNA Level und der Aktivitat
des BMP-SMAD-Signalwegs [99, 98]. Durch die Injektion eines neutralisierenden BMP6-Antikorpers
konnte die Hepcidin-Induktion durch Eisen inhibiert werden [98]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,

dass Eisen den BMP-SMAD-Signalweg zumindest teilweise durch die Regulation der BMP6-Expression
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reguliert [96]. Eine neue Studie weist darauf hin, dass Leberendothelzellen der Hauptproduktionsort
von BMP6 in der Leber sind, das parakrine Wirkungen auf Himojuvelin in Hepatozyten ausibt, um die
Hepcidin-Expression und damit die Eisenhomdostase zu kontrollieren [100].

Auch die Membranproteine HFE und der Transferrin-Rezeptor 2 (TfR2) sind involviert in die Regulation
der Eisen-abhangigen Hepcidin-Expression. HFE und/oder TfR2-Knockout-Tiere zeigen deutlich den
Zusammenhang mit der Hepcidin-Regulation, da diese Tiere eine Eiseniliberladung vorweisen [101,
102]. HFE liegt bei niedriger Zirkulation von Transferrin-gebundenem Eisen, dem holo-Transferrin, an
TfR1 gebunden vor und scheint dadurch die Induktion der Hepcidin-Expression zu unterdriicken [85].
Es wird angenommen, dass bei erhohter Zirkulation von holo-Transferrin, demnach bei hoher
Transferrinsattigung, dieses an den TfR1 mit hoherer Affinitdt bindet und HFE ersetzt. Durch die
Verdrangung von HFE durch TfR1 kommt es zu einer Interaktion von HFE mit TfR2 [85, 103]. Der
gebildete HFE-TfR2-Komplex bildet zusatzlich mit holo-Transferrin eine Art Signalkomplex. Dieser
induziert die Phosphorylierung der extrazelluldren Signal-regulierten Kinase (ERK1/2) und dessen
ERK/Mitogen aktivierten Protein Kinase (MAPK) Signalweg (Abbildung 4, A) [104], was wiederum zu
einer Erh6hung von pSMAD1/5/8 und damit zur Hepcidin-Expression fiihrt [105].

Wie bereits erwahnt, reguliert der intrazellulare Eisenstatus die Eisen-regulierenden Proteine (IRPs).
Bei hohem Eisenstatus der Zelle kdnnen IRPs nicht mehr an die IREs im 3’-UTR der TfR1 mRNA binden,
wodurch die TfR1 mRNA destabilisiert und vermindert translatiert wird. Dadurch komplexiert HFE
vermehrt mit TfR2, was zu einer Induktion der Hepcidin-Expression fiihrt [64].

Ein weiterer Mechanismus der Hepcidin-Regulation wird durch |6sliches Hamojuvelin (s-HJV)
vermittelt (Abbildung 4, A). Dieses wirkt als I6slicher Rezeptor, der BMPs bindet und somit die
Interaktion mit dem Membran-gebundenen HIJV verhindert, wodurch die Hepcidin-Expression
wahrend eines Eisenmangels vermindert wird [106].

Auch SMAD?7 agiert als transkriptioneller Repressor der Hepcidin-Induktion, um eine iberschieSende
Hepcidin-Antwort zu unterbinden und wirkt somit als Feedback-Inhibitor [107].

Es wird angenommen, dass auch die Transmembran-Serin-Protease TMPRSS6, die auch als Matriptase-
2 (MT2) bezeichnet wird, ein weiterer Regulator des Eisenstatus ist, indem es bei einem Eisendefizit
die Hepcidin-Induktion unterdrtickt [108]. Vermittelt wird dieser Effekt durch einen MT2-induzierten
Abbau des BMP-Korezeptors HJV, wodurch es zu einer Unterbindung des BMP-SMAD-Signalweges
kommt und dadurch die Hepcidin-Expression vermindert wird [108, 109]. Mutationen im TMPRSS6-
Gen bewirken folglich das Auftreten einer hereditdren Eisen-defizitiren Anamie, die durch hohe

Hepcidin-Konzentrationen gekennzeichnet ist [110, 111, 108, 112].
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Abbildung 5: Molekulare Mechanismen der inflammatorisch-vermittelten Hepcidin-Expression

Durch Inflammation, die Zytokine wie IL-6 vermittelt, wird der JAK/STAT-Signalweg induziert. Phosphoryliertes
STAT3 binden an das STAT3 responsive Element im proximalen Hepcidin-Promotor und induzierte dessen
Expression. Dieser Signalweg ist abhdngig von einem intakten BMP-responsiven Element, das auch im
proximalen Hepcidin-Promotor lokalisiert ist. Zudem fiihrt die Inflammation zu ER Stress, wodurch CREBH an
dessen responsiven Element bindet und zu einer Induktion von Hepcidin fiihrt. Nach Babitt and Lin (2010) [140].

1.3.2 Hepcidin-Regulation durch Inflammation

Auch Pathogene benétigen zum Uberleben und fiir die Proliferation Eisen. Dafiir bedienen sich Erreger
zur Deckung des eigenen Bedarfs am Eisenpool des Wirtes. Es gehort deshalb zum angeborenen und
zur adaptiven Antwort des Immunsystems, den Erregern durch die Erzeugung einer Hypoferramie im
Plasma Eisen zu entziehen, um ihre Proliferation dadurch zu unterbinden [86].

Die Induktion der Hypoferramie wird durch das Akut-Phase-Protein Hepcidin vermittelt [113], das
durch seine Defensin-dhnliche Struktur anfanglich zur Gruppe der Defensine gezahlt wurde [114, 68].
Patienten mit Sepsis, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED), Myelom, Verbrennungen
oder mit C-reaktiven Proteinspiegeln (CRP) >10 mg/dl weisen signifikant erhohte Hepcidin-
Plasmaspiegel auf [113, 115-118]. Der Grund hierfir liegt in der Entziindungs-vermittelten Aktivierung
von Makrophagen [119]. Diese setzen im Falle einer Entziindung eine Reihe von Entziindungsfaktoren
frei, zu denen Zytokine gehoren. Unter diesen ist maRgeblich Interleukin-6 (IL-6) der Hauptregulator,
der in Leberzellen die Hepcidin-Synthese stimuliert [120, 86, 121].

Dafir bindet IL-6 an seinen Membran-gebundenen IL-6-Rezeptor a der Leberzellen (gp80). Das IL-6-
gp80 Dimer interagiert dadurch mit seiner Signal-transduzierenden Einheit gp130. Diese Komplex-
Formierung fuhrt zu einer Aktivierung der intrazelluldren Januskinase 2 (JAK 2), welche Tyrosinreste
der zytoplasmatischen Domane der gp130 phosphoryliert. Diese Phosphorylierung wiederum fihrt zu

einer Dimerisierung von gp130 und dadurch zu einer Phosphorylierung und damit Aktivierung von
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STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription) [122—125] (Abbildung 4, B). Es folgt dadurch
die Translokation von pSTAT3 in den Nukleus und dessen Bindung an STAT3 responsive Elemente im
proximalen Hepcidin-Promotor, was zur Expression von Hepcidin fihrt [126-129] (Abbildung 4, A;
Abbildung 5).

Neben IL-6 induzieren auch andere Zytokine, wie IL-1 [130], IL-22 [131], Oncostatin M, das auch zur IL-
6 Familie gehort [132], sowie Interferon o [133] die Hepcidin-Expression durch den JAK/STAT-
Signalweg. Ein STAT3-Knockout fiihrt demnach zu einer Unterbindung der Hepcidin-Expression durch
Zytokine [129]. Auch Transforming Growth Factor 81 (TGF-B1) induziert die Hepcidin-Expression,
allerdings tber die Induktion von SMAD 1/5/8 und nicht iber den JAK/STAT-Signalweg [134].
Bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), Endotoxine und Komponente der auReren Membran von Gram-
negativen Bakterien, bewirken pathogene inflammatorische Signale, wodurch die Hepcidin-Expression
stimuliert wird. Diese Hepcidin-Induktion beruht dabei wahrscheinlich auf einem Zusammenspiel
verschiedener Signalwege. Vorranging kommt es jedoch zu einer LPS-induzierten Zytokin-Produktion,
maRgeblich von IL-6, durch Monozyten und Makrophagen als Antwort des Immunsystems auf
Pathogene, was schlieRlich zur Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges und damit zur Hepcidin-
Induktion flihrt [121, 135, 136]. Mause, die mit einem IL-6 Antikérper behandelt und mit LPS stimuliert
wurden, wiesen keine erhohte Hepcidin-Expression auf [86].

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass die Hepcidin-Induktion durch IL-6 einen intakten BMP-
SMAD-Signalweg bendtigt. Ein Knockout des Mediators SMAD4 [137], die Administration von l6slichem
HJV [138] oder von Inhibitoren der BMP Typ 1 Rezeptor-Kinase-Aktivitat [139] beeintrachtigen jeweils
die IL-6-induzierte Hepcidin-Aktivitdt [140]. Dieser Crosstalk zwischen den Signalwegen beruht
zumindest teilweise auf der Aktivitat des proximalen Promotors, da das STAT3 responsive Element
neben dem proximalen BMP-responsiven Element (BMP-RE1) liegt und dessen Mutation zu einer
verminderten IL-6-induzierten Hepcidin-Expression fiihrt [95, 141].

Ein weiterer Signalweg, durch den proinflammatorische Zytokine und bakterielles LPS zu einer
Hepcidin-Induktion fihren koénnen, wird durch Zytokin- und LPS-induzierten endoplasmatischen
Retikulum (ER) Stress und die daraus resultierende ,unfolded Protein response” vermittelt [142]. Die
erhohte Expression und Spaltung des ER Stress-assoziierten Leber-spezifischen Transkriptionsfaktors
CREBH (zyklisches AMP responsives Element-Bindungprotein H), fihrt zu einer Aktivierung der
Transkription von Akut-Phase-Proteinen in der Leber und durch die Bindung von CREBH an das
responsive Element im Hepcidin-Promotor (CREBH-RE) zu einer Induktion der Hepcidin-Expression
[143, 143] (Abbildung 5).

Durch Infektionen und bestehende Inflammation kommt es, vorrangig liber die Produktion von IL-6,
zu einer Induktion von Hepcidin, was wiederum zu einer Blockierung der Eisenfreisetzung aus

Makrophagen und der intestinalen Absorption von Eisen flihrt und letztlich in einer Hypoferramie
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endet. Die daraus resultierende Anamie wird deshalb auch als Andmie der chronischen Inflammation

bezeichnet und wird in Kapitel 1.4 naher beschrieben.

1.3.3 Hepcidin-Regulation durch Erythropoese und Hypoxie

Die Erythropoese dient der Nachbildung von Erythrozyten, die eine Lebensdauer von 120 Tagen haben
und von Makrophagen des retikuloendothelialen Systems zum Recycling von Eisen phagozytiert
werden. Taglich missen diese gealterten und phagozytierten Erythrozyten, die etwa 1 % der gesamten
Erythrozyten ausmachen, im Knochenmark neu gebildet werden.

Fiir die Erythropoese wird eine groRe Menge an Eisen bendétigt, weshalb bei hoher erythropoetischer
Aktivitat, der Inhibierung der Hepcidin-Expression eine groRe physiologische Bedeutung zukommt
[144, 145]. Dafiir wird die Hepcidin-Expression unabhangig vom Eisenstatus inhibiert.

Es konnte gezeigt werden, dass Erythropoetin (EPO) nicht direkt als Vermittler dieser Hepcidin-
Inhibierung wirkt, sondern Hepcidin nur indirekt Gber EPO inhibiert wird [145]. Seither wurden einige
Faktoren als Erythropoese-Regulatoren auf die Hepcidin-Expression vorgeschlagen [146].

Lange Zeit gab es Hinweise darauf, dass von Erythroblasten, den Vorlauferzellen der Erythrozyten,
I6sliche Faktoren abgegeben werden, die diesen Effekt vermitteln sollen [145]. Zu diesen Faktoren
gehort der Wachstums- und Differenzierungsfaktor 15 (GDF15), ein Ligand der TGF-B/BMP
Superfamilie sowie TWSG1 (twisted gastrulation protein 1) [147, 148]. Beide werden von
Erythroblastenvorlauferzellen abgegeben. GDF15 aktiviert SMAD2 und SMAD3 und TWSG1 kann
sowohl als BMP-Agonist, als auch -Antagonist wirken [149-152]. Es konnte gezeigt werden, dass die
Hemmung der Hepcidin mRNA-Expression in primdren Hepatozyten von Patienten mit B-Thalassamie,
einer Synthesestorung der B-Globinkette des Hamoglobins, zumindest teilweise auf GDF15 zuriick zu
fihren war [147]. Neuere translationale Studien fanden allerdings keine signifikante Auswirkung von
GDF15 auf die Hemmung der Hepcidin-Expression, weder bei Vorliegen eines Eisendefizits [153, 154]
noch bei einer Anamie der chronischen Inflammation [154]. Auch der Aderlass bei Wildtyp oder GDF15
Knockout-Mausen zeigte keine unterschiedliche Auswirkung bezliglich der Hemmung der Hepcidin-
Expression [155]. Zusammengefasst ldsst sich aus diesen Studien somit schlieRen, dass GDF15 keinen
notwendigen Einfluss auf die Hemmung der Hepcidin-Expression zu haben scheint [146]. Ahnliches
lasst sich Giber TWSG1 berichten, da Studien auch hier keinen Zusammenhang zwischen verminderter
Hepcidin-Expression und TWSG1 fanden, wodurch eine Verbindung zwischen GDF15 und TWSG1 und
der Inhibition der Hepcidin-Expression fraglich bleibt [146, 156, 157].

Das Hormon Erythroferron (ERFE), das aus dem EPO-responsiven Gen exprimiert wird, ist ein relativ
neu beschriebener Suppressor der Hepcidin-Expression [156]. Eine Injektion von Mausen mit EPO

flhrte zu einer signifikant erhéhten ERFE mRNA-Expression durch Erythroblasten. Ein Knockout von

15



Einleitung

ERFE hob dessen hemmende Wirkung auf die Hepcidin-Expression auf. Damit scheint ERFE eine
bedeutende Rolle in der Vermittlung der Hepcidin-Hemmung unter Stress-Erythropoese zu spielen und
der Effekt Gber den JAK2-STAT5-Signalweg vermittelt zu werden [156]. Weitere Studien sind notig, um
die exakte Rolle von ERFE in der Eisenhomdostase zu klaren.

Neben erhohter Erythropoese hemmt auch das Vorliegen einer Sauerstoffarmut, einer Hypoxie, die
Hepcidin-Expression [158] und die Signalwege, die zu dieser Repression filihren, scheinen eng
miteinander verbunden zu sein [159]. Durch eine Minderversorgung des Korpers mit Sauerstoff,
reagiert der Korper mit einer Erhdhung der Sauerstofftransportkapazitat, gezeichnet durch eine
Erhéhung der zirkulierenden EPO-Spiegel im Blut und Stimulierung der Erythropoese wahrend
hypoxischem Stress, um die Himoglobinsynthese zu steigern [160, 158]. Dadurch wird vermehrt Eisen
bendtigt, weshalb es zu einer Hemmung der Hepcidin-Expression kommt, um vermehrt Eisen
aufnehmen zu kénnen [158].

Hypoxie-induzierte Faktoren (HIF) werden als Mediatoren der Hypoxie-induzierten Hepcidin-
Hemmung diskutiert [161]. Als HIF werden eine Familie von Transkriptionsfaktoren bezeichnet, die
Gene regulieren, welche in die Adaptation an Sauerstoffarmut involviert sind [161, 162]. HIFs sind
Heterodimere, die posttranskriptional reguliert werden. Ist Sauerstoff vorhanden, werden die
regulatorischen Untereinheiten, zu denen HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a gehéren, degradiert, wahrend
bei Hypoxie keine Degradierung stattfindet. Somit akkumuliert und transloziert die regulatorische
Untereinheit in den Kern und bindet an HIF-1B, um als Heterodimer an Hypoxie-responsive Elemente
zu binden. Einige Studien fanden einen direkten Effekt von HIF auf die Hepcidin-Expression durch
Bindung an responsive Elemente im Hepcidin-Promotor [161]. Eine andere Studie wiederum konnte
keinen direkten Effekt von HIF auf die Hepcidin-Hemmung nachweisen, da der Knockdown von HIFla
oder HIF2a nicht zu einer Aufhebung der Hypoxie-induzierten Hepcidin-Hemmung fihrte [163]. Somit
ist die Rolle von Hypoxie-induziertem HIF nicht abschlieRend geklart.

Durch die Induktion von Hypoxie bei gesunden Probanden konnte im Blut ein weiterer Faktor gefunden
werden, der sogenannte PDGF-BB (platelet derived growth factor), dessen Konzentration invers mit
der Konzentration von Hepcidin korreliert [158]. Die Autoren konnten zeigen, dass dieser Faktor ein

Hauptinhibitor der Hypoxie-induzierten Hepcidin-Hemmung zu sein scheint.

1.3.4 Eisenregulationsstérungen und Hepcidin

Mutationen in Genen, die am Eisenstoffwechsel beteiligt sind, fihren zu Stérungen des
Eisenstoffwechsels.
Bei der klassischen hereditaren Himochromatose (HH Typ1) kommt es aufgrund einer Mutation im

HFE-Gen zu einer Eiseniiberladung von Geweben und damit zu Gewebsschaden [164], da eine fehlende

16



Einleitung

Hepcidin-Expression zu einer erhéhten Ferroportin-Aktivitat fihrt [165]. Neben der klassischen sind
zwei Formen der juvenilen Hdmochromatose bekannt. HH Typ2A wird durch eine Mutation im
Hamojuvelin-Gen (HJV, auch HFE2) induziert [166], wdhrend Typ2B durch eine Mutation im Hepcidin-
Gen selbst hervorgerufen wird [167], da auch diese Mutationen zur Verhinderung der Hepcidin-
Expression flihren. Eine weitere Form von Himochromatose, die im Erwachsenenalter beginnt, wird
durch Mutationen im TfR2-Gen hervorgerufen (HH Typ3) [168]. Auch die Mutation des Eisen-Exporters
und gleichzeitigen Hepcidin-Rezeptors Ferroportin (FPN) fiihrt zu einer zelluldren Eisenlberladung (HH
Typ4) [169].

Neben der Eiseniberladung kdnnen Mutationen in Genen, die zu einer unausgeglichenen Hepcidin-
Ferroportin-Achse fiihren, auch Anamien hervorrufen. Die Eisen-refraktdre Eisen-defizitire Andamie
(IRIDA) wird durch Mutationen im Matriptase-2-Gen (TMPRSS6-Gen) hervorgerufen, da diese
Mutation einen Verlust der Hepcidin-Repression durch Matriptase-2 hervorruft [109, 111, 170].

Zwar ist die Andmie der chronischen Inflammation (ACI) nicht auf eine Mutation, aber dennoch auf
eine Storung der Hepcidin-Ferroportin-Achse durch erhohte Hepcidin-Expression zurtickzufiihren

[113]. Im Folgenden wird naher auf die Anamie mit besonderer Beriicksichtigung der ACI eingegangen.

1.4 Anamie

Eine Anamie liegt laut WHO 1998 dann vor, wenn der Himoglobin- oder Hamatokritwert unter einem
bestimmten alters- und geschlechtsspezifischen Grenzwert liegt, wobei der Hamatokritwert den Anteil
von Erythrozyten im Blutvolumen darstellt. Diese Grenzwerte gelten fir Personen, die auf Hohe des
Meeresspiegels leben [171] und sind in Tabelle 2 dargestellt.

Klinische Symptome bei Eisenmangelanamie sind sehr unterschiedlich und kénnen schleichend
auftreten. Bei schweren Anamieformen koénnen Miuidigkeit, verminderte Leistungsfahigkeit,
Belastungsdyspnoe, Schwindel und depressive Verstimmungen auftreten. Zu den objektiven
Symptomen zdhlen Bldsse der Haut und Schleimhdute, Tachykardie, rissige Haut, Haarausfall,
Briichigkeit der Nagel und Mundwinkelrhagaden, Glossitis, Zungenbrennen oder
Schleimhautverdnderungen des Osophagus (Plummer-Vinson-Syndrom) [172]. Die Hauptsymptome
der Andamie, die Dyspnoe und Tachykardie, werden durch verminderte Sauerstoffspiegel im Blut
bedingt durch verminderte Hamoglobinwerte verursacht [173].

Anidmien kénnen aufgrund sehr unterschiedlicher Atiologie auftreten, auf die im Folgenden niher

eingegangen wird.
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Tabelle 2: Minimale Hamoglobin- und Hamatokritwerte zur Abklarung einer Andmie [171]

Hamoglobin (g/dL) Hamatokrit (%)
Kinder % bis 5 Jahre 11,0 33
Kinder 5 bis 11 Jahre 11,5 34
Kinder 12 bis 14 Jahre 12,0 36
Nicht schwangere Frauen 12,0 36
Schwangere 11,0 33
Manner 13,0 39

1.4.1 Eisenmangelandamie

Ein Eisenmangel im Koérper kann zu einer gestorten Blutbildung und damit zu einer Anamie fihren und
entsteht dann, wenn die Aufnahme den Bedarf nicht deckt. Die Entstehung eines Eisendefizits im
Korper kann folgende unterschiedliche Ursachen haben: Malabsorption, erhéhter Bedarf und erhdhte
Verluste [174-177].

Ursache einer Malabsorption kdnnen unterschiedliche Erkrankungen sein, wie z.B. Zéliakie, chronisch
entzlindliche Darmerkrankungen (CED) oder durch duodenale Resektionen bedingt [177]. Ein erhohter
Eisenbedarf liegt wahrend einer Schwangerschaft oder Stillzeit, aber auch wahrend der Kindheit vor
[177]. Blutverluste durch Regelblutungen, Blutspenden, Erkrankungen wie CED oder Operationen, die
den Magen-Darm-Trakt betreffen, um nur einige zu nennen, kénnen wichtige Ursachen eines
Eisenmangels sein [178, 176].

Auch andere Faktoren, wie eine unglinstige und selektive Nahrungszusammensetzung oder die Eisen-
Malabsorption beispielsweise durch verminderten Magen-pH-Wert oder durch eine entziindete
Darmmukosa, kdnnen zu der Entstehung einer IDA beitragen [176, 179].

Zur Klassifikation der Andamie werden verschiedene Laborparameter herangezogen (Tabelle 3).
Klassisches Merkmal der fortgeschrittenen Eisenmangelandmie ist ein erniedrigtes mittleres
korpuskulares Volumen (MCV) der Erythrozyten. Eine Transferrinsattigung (TfS) <20% und ein sehr
niedriger Ferritin-Wert sind indikativ flr eine Eisenmangelanamie [180]. Hilfreich kann auch das
Heranziehen der Konzentration des l6slichen Transferrinrezeptors (sTfR) bzw. der sTfR-Index (sTfR-
Konzentration/log Ferritinkonzentration >2) sein. Diese sind beim Vorliegen einer Eisenmangelanimie
erhoht [181-184]. Auch ein reduzierter retikulozytarer Hamoglobingehalt (CHr) ist ein Indikator von
gegenwartigem Eisenmangel [179]. Eine reduzierte Verfligbarkeit von Eisen fiir die Erythropoese
resultiert im vermehrten Einbau von Zink anstelle von Eisen in das Protoporphyringerist, weshalb

Zinkprotoporphyrin (ZPP) anstelle von Ham entsteht. ZPP-Spiegel im Blut sind ein direkter Marker des

18



Einleitung

Eisenstatus im Knochenmark wahrend der Erythropoese [179]. Erhohtes ZPP deutet auf einen

Eisenmangel hin.

1.4.2 Anamie der chronischen Erkrankungen

Entsteht die Andmie durch eine zugrunde liegende inflammatorische Grunderkrankung, die
gekennzeichnet ist durch chronische Inflammation im Korper, so liegt eine Andmie der chronischen
Entziindung (Anemia of chronic inflammation, ACI) vor [179]. Zu diesen chronischen entziindlichen
Erkrankungen zdhlen u.a. chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) wie Morbus Crohn und
Colitis Ulcerosa, Infektionen, rheumatische Erkrankungen, chronische Nieren- oder auch Krebsleiden
[144]. Auch schwere Adipositas ist assoziiert mit dem Vorliegen einer leichtgradigen Entziindung [185].
Diese resultiert aus der erhohten Sekretion von Adipokinen und Zytokinen, die von dem vermehrten
weillen Fettgewebe, wodurch Adipositas gekennzeichnet ist, freigesetzt werden [186, 187]. Diese
flihren bei adipésen Erwachsenen zu erhéhten Hepcidin-Konzentrationen im Serum, was wiederum
die Entstehung einer ACI begiinstigen [188, 189]. ACI ist nach der Eisenmangelandamie die zweit
haufigste Anamieform [190].

Bei 60-80% aller Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen liegt ein Eisendefizit vor
und eine Anamie wird bei etwa einem Drittel dieser Patienten diagnostiziert. Andamie stellt damit die
haufigste extraintestinale Komplikation bei CED-Patienten dar [191].

Der Grund fiir die Entstehung der Andamie beim Vorliegen chronischer Entziindungen liegt in der
erhohten Expression von Hepcidin, die, wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, durch das Vorliegen von
proinflammatorischen Zytokinen bedingt ist und zu einer veranderten Eisenhomoostase fihrt [192,
193]. Durch die Expression von Hepcidin in der Leber wird der Eisenexport von Makrophagen des
Reticuloendothelialen Systems (RES) durch die Reduktion des Exporters Ferroportin reduziert. Dadurch
fallt die Transferrinsattigung ab und der Eisentransport zu den Erythroblasten im Knochenmark ist
reduziert, was einen funktionellen Eisenmangel fiir die Erythropoese auslost und die Erythropoese
damit reduziert [194].

ACl ist charakterisiert durch vermindertes mittleres korpuskuldres Volumen (MCV), reduziertes Serum-
Eisen und reduzierte totale Eisenbindungskapazitat (TIBC). Charakteristisch ist zudem das Vorliegen
von erhohtem Serum Ferritin, das beim Bestehen einer Inflammation als Akut-Phase-Protein induziert
wird. Inflammatorische oder maligne Erkrankungen, Lebererkrankungen oder eine Schwangerschaft
kénnen zu falsch normalen oder erhéhten Ferritinkonzentrationen fiihren und das Vorliegen eines
Eisendefizits verschleiern. Deshalb sollte Ferritin immer unter Berlicksichtigung des CRP-Wertes
betrachtet werden (Tabelle 3). Ein erh6hter CRP-Wert (C-reaktives Protein) (CRP>5 mg/L) kann das

Vorliegen einer Inflammation aufdecken und auf eine aktive Erkrankung hindeuten [179].
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Im Gegensatz zum Vorliegen einer IDA kommt es im Falle einer ACI zu einem erniedrigten sTfR-F-Index,

da der dabei errechnete Quotient durch das Vorliegen hoher Ferritinwerte abfallt.

1.4.3 Mischformen der Anamie

Gerade bei chronischen Erkrankungen liegt oftmals eine Mischform aus IDA und ACI vor, die oftmals
durch das Vorliegen einer chronischen Entziindungsreaktion mit gleichzeitig vorhandenem absolutem
Eisenmangel aufgrund von chronischem Blutverlust resultiert. Zur Unterscheidung werden deshalb
verschiedene Laborparameter herangezogen, die in Tabelle 3 dargestellt sind [15]. Die Klassifikation
der Anamie ist besonders deshalb von Bedeutung, um eine sinnvolle und ansprechende Therapie zu
wahlen.

Weitere Ursachen einer Andmie kénnen zuséatzlich in einem Vitamin Bi>- und/oder Folsauremangel
begriindet sein [195]. Vitamin B, und Folsdure dienen als Kofaktoren der DNA-Synthese, wodurch ein
Mangel dieser Vitamine Auswirkungen auf die Erythropoese haben kann und zu megaloblastar-
hyperchromen Erythrozyten fiihren kann [196, 197]. Deshalb sollten bei der Diagnosestellung Andmie
auch die Serumspiegel von Vitamin B, und Folsdure berlcksichtigt werden, um einen Vitaminmangel

auszuschlieRen oder entsprechend zu behandeln [194, 198].

Tabelle 3: Laborwerte bei IDA, ACD und Mischtyp IDA/ACI

Laborwert Normal IDA ACI IDA/ACI
Eisen im Knochenmark 2-3 0-1 2 1-2
Eisen im Serum 40-165 pg/L 1) ] ]
Mcv 80-96 fl ] Jod.n Jod.n
Serum Ferritin 16-350 pg/L [] 1 fod.n
Transferrin 1 1 Jod.n l
Transferrin-Sattigung 20-50 % ] ] ]
*sTfR 0,8-2,2 mg/l 1 Jod.n fod.n
*STfR-F Index hoch (>2) hoch (>2) niedrig (<1) hoch (>2)
CHr >29 pg u lod.n lod.n
PHRC 1-5% >5% <5%

*Zink Protoporphyrin < 40 (umol/mol Ham) >80 >80 >80
C-reaktives Protein <5 mg/L n ]I ]

*Werte variieren je nach Assaysystem

Chr: Hdmoglobingehalt von Retukulozyten; PHRC: Prozent von Hypochromen Erythrozyten; sTfR:
Serum Transferrin-Rezeptor; sTfR-F: l6slicher Transferrin-Rezeptor/log Ferritin; n: normal
(modifiziert nach Stein et al., 2012 [179])
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1.4.4 Therapie der Andamie

Jede manifeste Anamie sollte therapiert werden [199]. Dazu kann eine orale Eisentherapie erfolgen
oder intravenose Eisensubstitutionspraparate verwendet werden. Die Entscheidung liber die Form der

Therapie ist abhdngig vom AusmaR sowie der Atiologie der Andmie (IDA vs. ACI) [15].

Orale Eisensubstitution

Orales Eisen kann in der Dosierung 50-150 mg elementares Eisen/Tag eingenommen werden. Da
Eisen(ll) besser l6slich ist und es damit eine hohere Bioverfligbarkeit hat, wird diese Verbindung
bevorzugt gegeben [200]. Eine orale Eisensubstitution ist dann induziert, wenn eine milde Form der
Anamie vorliegt (Hb >10g/dL) und es sich um eine Eisenmangelandmie handelt, da in diesem Fall eine
normale intestinale Eisenabsorption vorliegt [201]. Kontrainduziert ist eine orale Substitution immer
dann, wenn eine chronische Entziindung im Korper besteht, da, wie bereits erwahnt, das Eisen aus der
Darmmukosa, aufgrund der Hepcidin-induzierten Degradation von Ferroportin, nicht in den
Blutkreislauf gelangt [28]. Das Duodenum kann taglich nur etwa 10-20 mg des aufgenommenen Eisens
resorbieren. Mehr als 90% bleibt nicht absorbiert im Darm zurlick und sorgt haufig fir gastrointestinale
Nebenwirkungen. Zu diesen gehdren Ubelkeit, Flatulenz, Diarrhoe und Magenerosion [200, 179],
wodurch letztlich auch die Adhdrenz der Patienten sinken kann und entsprechend Ulberpriift werden
sollte [179, 202]. Dariiber hinaus kann im Darm verbleibendes Eisen das Vorliegen einer chronischen
Entziindung durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Fenton-Reaktion) im Darm verschlimmern,
was sowohl Tierstudien als auch Studien an Patienten zeigen konnten [203-205, 179]. Ist nach vier
Wochen keine wesentliche Verbesserung des Himoglobinspiegels festzustellen (Hb-Zunahme <2g/dL
in 4 Wochen) oder liegt eine Intoleranz auf orales Eisen vor, sollte eine intravendse Eisentherapie

durchgefiihrt werden.

Intravendse Eisentherapie

Die intravendse Gabe von Eisen ist eine oftmals besser vertragliche Therapieform bei Patienten, die
unter den oben aufgefiihrten Nebenwirkungen leiden. Zudem sollten Patienten mit einer schweren
Andmie (Hb<10g/dL) und Patienten mit hoher Entziindungsaktivitdt mit intravenésem (IV) Eisen
therapiert werden [199], da dadurch u.s. die Andmie auf schnellerem Weg korrigiert werden kann,
verglichen mit oraler Supplementation.

Intravendses Eisen wird inzwischen in einem weiten Spektrum von Erkrankungen eingesetzt und gilt
als effektiv und gut vertraglich mit der Ausnahme von hochmolekularem Eisen-Dextran, das zu
schweren anaphylaktischen Schocks gefiihrt hat und deshalb inzwischen vom Markt genommen wurde
[176, 206, 194, 207]. Eisen(lll)-Carboxymaltose (Ferinject®), Eisen(lll)-Hydroxid-Saccharose-Praparate

(z.B. Venofer®) oder Eisen(lll)-Gluconat-Sucrose-Komplex (Ferrlecit®) finden heute als IV
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Eisenprdparate Anwendung und ermoéglichen eine hohe Eisengabe (bis zu 1000 mg Eisen(lll)-
Carboxymaltose) in kurzer Zeit [177]. Der Eisenbedarf (elementarer Eisenbedarf) zur Korrektur der
Andmie wird heute nicht mehr nach einer Formel berechnet, sondern grob auf Grundlage des
Hamoglobinspiegels und des Kérpergewichts geschatzt [15].

Der Nachteil einer IV Eisengabe liegt darin, dass der Patient (iber die Infusionszeit in einer
professionellen Einrichtung bleiben muss, was die Kosten der Therapie ansteigen ldsst [177]. Da die
Ferritinwerte 4-8 Wochen nach intravenoéser Eisentherapie erhéht sein kdnnen, sollten diese erst nach
8-12 Wochen tberpriift werden [177]. Es wird dann von einem Ansprechen der Therapie gesprochen,
wenn der Hamoglobinspiegel >2g/dL in 4-8 Wochen nach Eisengabe gestiegen und die
Transferrinsattigung auf 230% angestiegen ist. Therapieversagen kann vorkommen beim Vorliegen
einer ACI, wobei die zuséatzliche Behandlung mit Erythropoese-stimulierenden Substanzen in Betracht
gezogen werden sollte [177].

Eine Bluttransfusion sollte erst als letztes Mittel der Wahl in Betracht gezogen werden, wenn es darum

geht, eine lebensbedrohliche Situation schnellstmoglich zu therapieren [176].

1.5 Nrf2-Signalweg

Der Nuclear factor-erythroid 2 (NF-E2)-related factor 2, kurz Nrf2, ist ein Redox-sensitiver
Transkriptionsfaktor, der zu der cap'n'collar Subfamilie gehort und eine Leucin-Zipper-Struktur
aufweist [208, 209]. Nrf2 spielt eine wesentliche Rolle in der zellularen Abwehr gegen oxidativen und
elektrophilen Stress. Die Induktion des Nrf2-Signalwegs gehort aus diesem Grund zu den wichtigsten
Mechanismen der Zellabwehr, indem es die Entgiftung von reaktiven und krebsférdernden Substanzen
hervorruft [210, 211].

Um diese antioxidative Antwort zu induzieren, gibt es drei wichtige Komponente: Kelch-like ECH-
associated protein 1 (Keap1l), Nrf2 und antioxidant response elements (ARE), weshalb von dem Keap1-
Nrf2-ARE-Signalweg gesprochen wird.

Unter normalen Bedingungen liegt Nrf2 im Zytoplasma von Zellen an Keapl gebunden vor, das
wiederum im Zytoskelett an Aktin verankert vorliegt und als negativer Regulator von Nrf2 dient [210].
Die Interaktion zwischen Nrf2 und Keapl fiihrt zu einer Ubiquitinierung von Nrf2 durch die Cullin
3(Cul3)-abhangige-E3-Ubiquitin-Ligase [212], die mit der BTB-Doméne von Keap1 interagiert, was zu
einer proteasomalen Degradation des markierten Nrf2 fiihrt (Abbildung 6) [213, 214]. Durch diese
Regulation von Nrf2 wird dessen Level in der Zelle auf niedrigem Niveau gehalten [210].

Eine Vielfalt an Stimuli kénnen zu einer Aktivierung des Nrf2-Signalweges flihren. Diese Stimuli
interagieren mit bestimmten Cysteinresten von Keap1l, wodurch diese zur Sulfensdure oxidiert oder

durch Elektrophile alkyliert werden kénnen [215-217]. Keapl enthdlt 27 solcher Cysteinreste, von
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Abbildung 6: Mechanismus der Interaktion von Nrf2 und Keap1

Unter normalen Bedingungen liegt Nrf2 im Zytoplasma durch die Interaktion mit zwei Molekilen von Keap1l
gebunden vor, was die Ubiquitinierung und proteasomale Degradation von Nrf2 fordert. Keapl dimerisiert
durch seine BTB-Domaéne und ist durch die DGR-Region an Aktin gebunden. Bei oxidativem Stress und durch das
Vorhandensein von Elektrophilen, interagieren diese mit Cyteinresten von Keapl, was zu dessen
Konformationsanderung und damit zur Freisetzung von Nrf2 und dessen Translokation in den Nukleus fiihrt.
Dort bindet Nrf2 an ARE (antioxidant response element) in Gen-Promotoren und aktiviert dadurch verschiedene
Gene (modifiziert nach Lee et al. (2005) [211].

denen sieben hoch reaktiv auf ROS und Elektrophile reagieren [218]. Die Modifikation dieser Thiol-
Gruppen von Keap1 fiihrt zu dessen Konformationsdanderung, wodurch die Affinitat zu Nrf2 sinkt und
Nrf2 freigesetzt wird [210, 215]. Neu freigesetztes Nrf2 transloziert in den Nukleus und dimerisiert dort
mit Mitgliedern der Maf (masuloaponeurotic fibrosarcoma) Proteinfamilie. Das entstehende
Heterodimer fordert die Bindung von Nrf2 an AREs im Promotor von einer Vielzahl von zytoprotektiven
und metabolischen Genen, zu denen Phase Il Enzyme sowie antioxidative Stressproteine und
zugehorigen Stressantwort-Proteine gehdren, wodurch deren Transkription erhéht wird (Abbildung 6)
[210, 219-221]. Die ARE-Sequenz beinhaltet als Kern-Nukleotid-Sequenz 5-GTGACNNNGCN-3’, die im
Promotor dieser Zielgene enthalten ist [208]. Zu diesen Nrf2-ARE gesteuerten Genen gehoren
NAD(P)H:Quinone Oxidoreduktase (NQO1), Glutathion S-Transerase (GST), Himoxygenase-1 (HO-1),
um nur wenige zu nennen, die eine Rolle bei der Zellentgiftung von zytotoxischen Elektrophilen und
den ROS spielen [209]. Inzwischen ist bekannt, dass Nrf2 etwa 200 Gene reguliert, die in den Zellschutz
(Biotransformation, Phase I, Il und Ill), den Lipid- und Kohlenhydratmetabolismus, den Hdm- und
Eisenstoffwechsel und die Gentranskription involviert sind. Eine ausflhrliche Auflistung der Nrf2-
regulierten Gene wurde von Hayes et al. (2014) beschrieben [222].

Nrf2 kann dariiber hinaus auch Keapl-unabhangig durch Phosphorylierung beeinflusst werden. Die

Nrf2-Phosphorylierung kann durch die Proteinkinase C (PKC), mitogenaktivierte Proteinkinasen
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(MAPKs), Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und einige andere Proteinkinasen induziert werden, was
die Translokation von Nrf2 beeinflussen kann [211, 223].

Da ROS- und Elektrophile-induzierte Mutationen eine kritische Rolle bei der Karzinogenese spielen,
wurde Nrf2 als eines der bedeutendsten und vielversprechendsten molekularen Targets zur
Chemopravention betrachtet [208, 224]. Auch der Schutz vor chronischen Erkrankungen wie
kardiovaskuldren und neurogenerativen Erkrankungen sowie pulmonéaren Schaden konnte mit Nrf2 in
Verbindung gebracht werden [225-227]. Studien konnten zeigen, dass Nrf2 auf proinflammatorische
Stimuli reagiert und die Zellen vor inflammatorischen Schdden schitzt [208, 228]. Nrf2-
Knockoutmause entwickelten komplexe Krankheitsmanifestationen, die von Lupus-dhnlichen
inflammatorischen Lasionen in samtlichen Organen gepragt waren und zu einer friilheren Mortalitat
aufgrund einer progressiven glomerularen Nephritis fliihrten [229].

Eine Verbindung von Nrf2 mit dem Eisenstoffwechsel wurde bei Nrf2-defizitaren Mausen hergestellt.
Sie wiesen einen entfarbten Zahnschmelz auf, den die Autoren auf eine Eisentransportstérung zurtick
fihrten [230]. Es konnte bei Nrf2-Knockout-Mausen zudem gezeigt werden, dass eine Erndhrungs-
induzierte Eiseniberladung zu einer Aktivierung von Nrf2 und dessen zytoprotektiven Downstream-
Genen fihrt. Die Nrf2-Aktivierung schiitzte Wildtyp-Mause vor dem hepatischen Zelltod, wahrend
Knockout-Mause eine progressive Leberschadigung erlitten [231].

Neben der Vielzahl an positiven Eigenschaften wurden dennoch auch die negativen Seiten des Nrf2-
Signalweges, auch als ,dark side of Nrf2“ bezeichnet, durch intensive Beforschung des
Transkriptionsfaktors in den letzten Jahren bekannt. Beispielsweise unterstiitzt Nrf2 das Uberleben
von Karzinomzellen und verleiht den Zellen Resistenzen gegeniliber Chemotherapeutika und

Radiotherapie [232], was die Doppelbedeutung des Nrf2-Signalweges deutlich macht.

1.5.1 Nrf2 downstream Target Himoxygenase 1 (HO-1)

Die Hdmoxygenase 1 (HO-1) gehort der Gruppe von Enzymen an, deren Transkription durch Nrf2
hochreguliert wird, wobei HO-1 ausgepragte antiinflammatorische sowie antioxidative Eigenschaften
aufweist [208]. Der HO-1-Promotor enthalt eine ARE-Sequenz, weshalb die Induktion von Nrf2 zu einer
erhohten Expression von HO-1 in verschiedenen Zelltypen fiihrt [233—-235].

HO-1 katabolisiert den ersten enzymatischen Schritt der Himdegradation, wodurch Kohlenmonoxid
(CO), freies Eisen (Fe?*) und Biliverdin entstehen, wobei letzteres durch die Biliverdin-Reduktase zu
Bilirubin (BR) konvertiert wird [236, 237].

Es sind zwei Isoformen der Himoxygenase bekannt, HO-1 und HO-2. Wé&hrend letztere eine nicht-
induzierbare Isoform darstellt, die hauptsachlich in Gehirn und Hoden exprimiert wird [238], stellt HO-

1 die induzierbare Isoform dar. Diese weist niedrige basale Expressionsspiegel in den meisten Zellen
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und Geweben auf, deren Level durch eine Vielzahl an Stimuli stark ansteigen kann [239]. Zu diesen
zahlen hohe Ham-Konzentrationen, oxidativer Zellstress, radioaktive Strahlung, Schwermetalle, sowie
Zytokine [240-242].

Die antioxidativen Eigenschaften von HO-1 wurden bislang auf die Bildung der antiinflammatorischen
HO-1-Metabolite CO, Biliverdin und Bilirubin zurlickgefihrt [243, 244, 27, 245, 246]. Dariber hinaus
werden heute weitere Effekte der Himoxygenase beschrieben, die wichtige physiologische Funktionen
beinhalten, die nicht mit der enzymatischen Aktivitdt zusammenhangen. Beispielsweise werden
Protein-Protein-Interaktionen beschrieben, in denen die Hamoxygenase als Chaperon-dhnliches
Protein wirkt. Dariber hinaus wurde eine HO-1-Isoform unter bestimmten Bedingungen auch im
Zellkern und anderen Zellkompartimenten gefunden und dort die Aktivitat von bestimmten nukledren
Transkriptionsfaktoren reguliert [247]. Diese Aktivitditen wurden kirzlich auch als nicht-kanonische
Funktionen von HO-1 zusammengefasst [248]. Die genauen Signalwege und Funktionen dieser nicht-

kanonischen Funktionen bedirfen jedoch weiterer Untersuchungen.

1.5.2 Nrf2-Aktivator Dimethylfumarat (DMF)

Dimethylfumarat, kurz DMF, (Abbildung 7, A) gehort zu der Gruppe der Fumarsaureester (FAEs). Diese
sind kleine Molekiile, die sich als wirkungsvoll bezliglich der Verbesserung von Psoriasis erwiesen
haben und eine Reihe von immunmodulatorischen Effekten und antioxidativen Eigenschaften
aufweisen [249, 250]. FAEs wurden in Deutschland durch die FDA als Fumaderm®, das als
Hauptwirkstoff DMF beinhaltet, im Jahr 1994 fir schwere und spater auch fir moderate Plaque
Psoriasis zugelassen [251].

In den darauf folgenden Jahrzehnten wurde DMF intensiv beforscht und zugrundeliegende
Mechanismen der therapeutischen Effekte von DMF identifiziert und charakterisiert. Da DMF sowohl
antiinflammatorische als auch antioxidative Eigenschaften aufweist, wurde DMF auch als effektives
Therapeutikum bei der Multiplen Sklerose entdeckt [252, 253]. Seit 2013 ist DMF, auch als BG-12
bekannt, als gut charakterisiertes Medikament mit einem guten Sicherheitsprofil fir Patienten mit
rezividierender-remitierender Multipler Sklerose (RRMS) als Tecfidera® zugelassen [254].

Wie bereits erwdhnt gibt es eine Vielzahl an Aktivatoren des Nrf2-Signalwegs, zu denen auch DMF zahlt
[255]. Viele der Nrf2-aktivierenden Chemikalien sind elektrophil und fahig mit nukleophilen
Thiolgruppen, zu denen Cystein-Sulfhydrylgruppen des Nrf2-Repressors Keapl gehoren, zu
interagieren und dadurch Nrf2 freizusetzen [256]. Auch Dimethylfumarat reagiert mit dem Cysteinrest

Cys151 des Keap1, was die Freisetzung von Nrf2 induziert [257].

25



Einleitung

0]

A B C o
0 CH3(CH2)3CH3 ~
0 CH
HyC” W/\)LO/ 3 9 48 HOM
.C

.S
o HoC™ o> ""N? o
15-Deoxy-A'?!*-prostaglandin J,
Dimethylfumarat (DMF) Sulforaphan (SFN) (15d-PGlJ,)

Abbildung 7: Molekularstruktur von DMF, SFN und 15d-PGJ,

1.5.3 Nrf2-Aktivator 15-Deoxy-A'>** Prostaglandin J, (15d-PGJ,)

15-Deoxy-A'*1* Prostaglandin J; ist ein elektrophiles cyclopentatonisches Prostaglandin (Abbildung 7,
C), das aus der Arachidonsdure gebildet wird. Nach der Freisetzung der Arachidonsdure aus der
Phospholipidmembran katabolisieren die Cyclooxygenase-1 und -2 (COX-1/-2) die oxidative
Konversion von Arachidonsaure zu Prostaglandin H, (PGH,), das durch die PGD,-Synthase zu PGD;
konvertiert wird. Durch chemische Dehydrierung entsteht daraus schliefSlich das cyclopentatonische
Prostaglandin PGJ; und Derivate [258].

Die Aktivitat von 15d-PGJ; ist auf die elektrophile, ungesattigte Carbonylgruppe im Cyclopentatonring
zurickzufihren. Diese kann Proteine mehrerer Signalwege modifizieren, indem es mit Cysteinen der
Proteine interagiert [259]. 15d-PGJ; interagiert beispielsweise mit Cysteinen des Keapl und fiihrt
durch Konformationsanderung zur Freisetzung von Nrf2 [222].

15d-PGJ; wird als antiinflammatorisches Prostaglandin beschrieben. Diese biologischen Effekte
werden durch die Interaktion mit einer Vielzahl an Redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren bewirkt,
zu denen neben Nrf2 auch NF-kB (nuclear factor-kappaB) sowie AP1 und STAT3 z&hlen [259]. Dariber
hinaus ist 15d-PGJ; ein gut charakterisierter endogener Ligand des PPAR-y (Peroxisom Proliferator-
activated receptor gamma), mit einer Vielzahl an physiologischen Eigenschaften [259]. Zudem
interagieren die Transkriptionsfaktoren untereinander [259], was die Effekte von 15d-PGJ, sehr

komplex macht.

1.5.4 Nrf2-Aktivator Sulforaphan (SFN)

Sulforaphan (SFN) ist ein natlrlich vorkommendes Isothiocyanat (1-isothiocyanate-(4R)-
(methylsulfinyl) butane) in Kreuzbliitengewéachsen, zu denen Brokkoli zdhlt. Bei Zerstérung des
Pflanzengewebes wird das Enzym Myrosinase freigesetzt, das die Hydrolyse von Glucoraphanin, dem

Haupt-Glukosinolat in Brokkoli, zu SFN bewirkt [260].
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SFN bewirkt pleiotrope Effekte und gilt als eines der potentesten Aktivatoren von Phase Il Enzymen.
Dadurch wird SFN chemopraventive sowie antioxidative Effekte zugeschrieben, die hauptsachlich auf
die Aktivierung von Nrf2 zurick zu fihren sind. Wie bereits fir DMF und 15d-PGJ; beschrieben,
interagiert auch SFN mit seiner elektrophilen Isothiozyanatgruppe (Abbildung 7, B) mit Cysteinresten
des Repressors Keapl, wodurch Nrf2 freigesetzt wird [261].

Die chemopraventive Wirkung von SFN wird neben der Aktivierung von Nrf2 durch zahlreiche andere
Effekte vermittelt. SFN wirkt zudem als Histon-Deacetylase-Inhibitor, wodurch SFN eine Rolle in der
epigenetischen Regulation von Genen zukommt. Zudem kann SFN Apoptose induzieren sowie die
Angiogenese hemmen [262-264].

Neben den beschriebenen antikarzinogenen Eigenschaften wirkt SFN auch antiinflammatorisch, indem

es den Transkriptionsfaktor NF-kB, wie bereits fiir 15d-PGJ; beschrieben, hemmt [208].

1.6 Die Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Oncostatin M (OSM)

Zur Familie der Interleukin-6 (IL-6) Zytokine gehéren neben IL-6 u.a. auch IL-11 auch LIF (leukemia
inhibitory factor) und OSM (Oncostatin M). Mitglieder dieser Zytokin-Familie konnen sowohl pro- als
auch antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen und spielen eine Rolle bei einer Vielzahl von
biologischen Prozessen der Proliferation und Differenzierung in der Immunregulation, Inflammation,
Hamatopoese und Onkogenese [125, 265]. In der Leber stimulieren IL-6-Zytokine die Induktion von
Genen der Akut-Phase-Antwort (CRP, Hepcidin).

Zur Signaltransduktion binden die Zytokine der IL-6-Familie an Plasmamembranrezeptorkomplexe, die
sich spezifisch fiir jedes Zytokin zusammensetzen. IL-6 bindet zundchst an seine IL-6-a-Rezeptor-
Untereinheit. Dadurch werden zwei Molekiile der signalgebenden Rezeptoruntereinheit gp130
(Glykoprotein 130) rekrutiert, die ein Homodimer bilden. Durch diese Komplexbildung aus IL-6/IL-6-0-
Rezeptor/gp130/gp130 wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt [125]. OSM hingegen kann sowohl an
den OSM-, als auch an den LIF-Rezeptor binden, wodurch ein Heterodimer mit der
signaltransduzierenden Untereinheit gp130 gebildet wird [125]. Durch die Stimulation und die
beschriebene Komplexbildung werden gpl30-assoziierte Kinasen (JAKs) aktiviert, die einen
zytoplasmatischen Teil von gp130 phosphorylieren. An diese wiederum binden STAT-Faktoren, vor
allem STAT3 und STAT1, die dadurch selbst phosphoryliert werden, Dimere bilden und in den Kern
translozieren, um die Transkription von Zielgenen zu regulieren [125]. Aufgrund dieser Signalkaskade
wird von dem JAK/STAT-Signalweg gesprochen, der durch IL-6-Zytokine aktiviert wird [266].

Obwohl gp130 ubiquitar exprimiert wird, ist die Anzahl an Zelltypen, die auf bestimmte Zytokine der
IL-6-Familie reagieren, beschrdankt, da die spezifischen a-Untereinheiten (LIF-R, OSM-R, IL-6-R)

eingeschrankt exprimiert und stark reguliert sind [125].
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Um eine UberschieBende Signalwirkung von IL-6-Zytokinen zu vermeiden, existiert ein negativer
Feedback-Mechanismus. So genannte SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling) binden an JAKs, um die
weitere Signaltransduktion zu inhibieren [265, 267].

Die Expression der Zytokine wird stark reguliert und unter normalen Umstanden auf niedrigem Niveau
gehalten, wahrend durch Infektion, Trauma oder anderen Stresssituationen eine Kaskade an
Ereignissen in Gang gesetzt wird, die typisch ist beim Vorliegen einer Inflammation, wozu die
Leukozytose, Thrombozytose, Lymphozytenaktivierung und Akut-Phase-Protein-Synthese gehoren
[268]. Die Regulation und Expression des IL-6-Gens ist der Funktion von IL-6 angepasst und der IL-6-
Promotor enthalt Bindungsstellen fiir eine Reihe von Transkriptionsfaktoren zu denen u.a. NF-kB, CREB
und C/EBP gehoren [268]. Es reagiert als eine Art systemisches Alarmsignal, um verschiedene
Abwehrmechanismen in Gang zu setzen, um eine Schadigung von Gewebe zu vermeiden [268]. Zu den
IL-6 produzierenden Zellen gehéren vorrangig Makrophagen/Monozyten, T-Zellen, Mastzellen und
Endothelzellen [269]. Die Produktion von IL-6 wird in Makrophagen unter anderem durch TNF-a, PGE;,
LPS und oxidativem Stress induziert [270].

IL-6 bt eine Reihe von Funktionen im Organismus aus, da es nicht nur an B-Zellen, sondern auch an T-
Zellen, Hepatozyten, hamatopoetischen Progenitorzellen und Fibroblasten wirkt [265].

Die kontinuierliche Uberproduktion von IL-6 wurde inzwischen als Pathogenese einer Vielzahl von
inflammatorischer Erkrankungen erkannt, zu denen Rheumatoide Arthritis und chronisch entziindliche
Darmerkrankungen (CED) gehoren [265, 271].

Auch OSM wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen exprimiert, zu denen aktivierte
Makrophagen, Monozyten, T-Zellen und Dendritische Zellen zdhlen [272]. Als Mitglied der IL-6-Familie
hat OSM zwar redundante Funktionen dieser Zytokine, doch dariiber hinaus scheint OSM einzigartige
Effekte zu induzieren, die wahrscheinlich durch die spezifischen Rezeptoren aktiviert werden [272].
Urspringlich wurde das Interesse an OSM durch die anti-proliferative und damit kontrare Wirkung zu
IL-6 geweckt [273]. Daten weisen aullerdem auf eine wichtige Rolle von OSM bei der Unterdriickung
von Autoimmunerkrankungen hin [274]. Durch die pleiotropen Wirkungen und Fahigkeit von OSM
viele Organsysteme mit zu regulieren, ist ein weiterfiihrendes Verstandnis seiner vielfaltigen

Wirkungen notwendig, um OSM als Ansatzpunkt moglicher neuer Therapien nutzen zu kénnen [272].
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2. Zielsetzung

Patienten mit chronischen Entziindungen, wie chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, leiden
haufig an Andmie, die sich bei diesen Patienten als Anamie der chronischen Entziindung (ACI)
manifestiert. Grund dafiir ist die entziindungsbedingte Sekretion proinflammatorischer Zytokine, die
in der Leber das Akut-Phase-Protein Hepcidin induzieren. Dieses wirkt als Rezeptorligand an dem
einzigen bekannten Eisenexporter Ferroportin und induziert dessen Internalisation und Degradation.
Dadurch verbleibt das Eisen in den am Eisenstoffwechsel beteiligten Zellen und steht dem Kérper nicht
mehr fir die Bildung neuer Himoglobin-haltiger Erythrozyten zur Verfligung, weshalb sich eine Anamie
manifestiert.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, mogliche neue Stoffe zu finden, die der Zytokin-induzierten Hepcidin-
Expression entgegenwirken kénnen und deren molekulare Signalwirkung zu untersuchen. Besonderes
Augenmerk sollte dabei auf eine mogliche Beteiligung des Transkriptionsfaktors Nrf2 gelegt und
dessen Rolle bei der Eisenhomdostase untersucht werden. Zu den untersuchten Parametern des
Eisenstoffwechsels gehorten dabei insbesondere, neben der Regulation von Hepcidin, die Parameter

Ferritin als Eisenspeicherprotein und Ferroportin, dem Eisenexporter.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Name

Hersteller

Acrylamid
Agar
Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumin)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Ethanol 99,8%

Ethidiumbromid

Formaldehyde Load Dye
Glycerol

Isopropanol

Luria Broth Base (Miller's LB Broth Base)®

Methanol

Nariumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
SDS (sodium dodecyl sulfate)
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris

Triton X-100

Trizol Reagent

Trypanblau

UltraPure Agarose

B-Mercaptoethanol

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim,Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ambion lifetechnologies, Karlsruhe Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
VWR International, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
ThermoFisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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3.1.2 Einwegmaterialien

Tabelle 5: Verwendete Einwegmaterialien

Name

Hersteller

15 ml, 50 ml ReaktionsgefdRe (Falcon)
5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml Vollpipetten
6 Well, 96 well plates

60/15 mm Gewebekulturschalen

75 ml, 175 ml, 250 ml Gewebekulturflaschen
Agar Schalen

Kryoréhrchen 2 ml PP

Objekttrager und Deckglaser
Pasteurpipetten

PP-PCR-Platten 96 well

Membran (PVDF)

Zellschaber

Klebefolie fiir MicroAmp®Fast 96-Well Reaction
Plate (0.1 ml)

MicroAmp®Fast 96-Well Reaction Plate

(0.1 ml)

10er, 12er, 15er Kdimme (1.5 mm)
Spacerplatten (1.5 mm)

0,22 um, 0.45 um Spritzenfilter

Nitrocellulose Membran Pierce 0,45 um

1,5 ml, 2 ml Eppi
0,5-10 pl, 200 pl, 1000 pl Spitzen
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Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland

GE Healthcare Amersham (Buckinghamshire,
GB)

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Life  Technologies (applied biosystems),
Darmstadt, Deutschland

bsb 11 Biotech Service blu, Nottuln, Deutschland
bsb 11 Biotech Service blu, Nottuln, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
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3.1.3 Gerate und Zubehor

Tabelle 6: Verwendete Gerdte und Zubehor

Gerate und Zubehor

Hersteller

DNA Elektrophorese Apparatur
Gelelektrophoresekammer -
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Gelelektrophoresekammer Criterion™ Cell
Mikroplatten-Photometer Infinite®M200
micropolate reader

Inkubatoren fur Zellkulturen
Kihlzentrifuge J2-21

Mikroskop, Olympus CK-2

Nano Drop 2000c

Odyssey Infrarot-Aufnahmesystem

peqSTAR Thermocycler

Pipettierhilfe, Accu- jet® pro
Schittelinkubator MaxQ4000

Sicherheitswerkbank HERAsafe®
Kipp-/Rollenmischer Stuart Roller Mixer

StepOne™ Real-Time PCR System

Thermomixer comfort

UV-Transilluminator GelDoc

VV3 Vortexer

Wasserbad

Zellzahlsystem — TC10 Automated Cell Counter

Zentrifuge - Varifuge 3.0R
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Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Tecan Group, Ltd., Mannedorf

BINDER, Tuttlingen, Deutschland

Beckman, Krefeld, Deutschland

Olympus, Japan

NanoDrop Technologies, USA

LI-COR Biotechnology, Bad Homburg
PEQLAB-VWR International GmbH, Erlangen,
Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Kendro-Heraeus Sepatech, Berlin, Deutschland
Stuart, Staffordshire, UK

Life  Technologies (applied biosystems),
Darmstadt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
GFL Gesellschaft fur Labortechnik, GroBwedel
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Kendro-Heraeus Sepatech, Berlin, Deutschland
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3.1.4 Verwendete Kits

Tabelle 7: Verwendete Kitsysteme

Verwendete Kits

Hersteller

Dual-Glo® Luciferase Assay System Kit

High Capacity RNA-to-cDNA Kit

Lipofectamine®LTX mit Plus™ Reagent
Nuclear Extract Kit
NucleoBond® Xtra Maxi / Maxi Plus Kit

NucleoSpin® Plasmid Kit

Promega, Mannheim, Deutschland
Life  Technologies (Applied Biosystems®),
Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Active Motif®, La Hulpe, Belgien

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

3.1.5 Verwendete Enzyme und Reagenzien

Tabelle 8: Verwendete Enzyme und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

100bp-GroRenstandard
1Kb-GréRenstandard

6x DNS Loading Dye

Complete protease inhibitor cocktail
(EDTA free)
Desoxynucleotid-Mischung

(dNTP; 10mM je Nucleotid)

DNA Restriktionsendonucleasen:
Xhol, HindllI-HF

DNase | (RNase-free)

Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix (2X)

Precision Plus ProteinTM Standards (All blue)

T4 DNA-Ligase

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Life  Technologies (Applied Biosystems®),
Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
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3.1.6 Verwendete Puffer und Lésungen

Tabelle 9: Verwendete Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung
TAE Puffer 40 mM TRIS
1 mM EDTA

1,14 % (v/v) Essigsdure

EtBr-Losung 2mg/mlEthidiumbromid (EtBr)
Trypanblau-Farbeldsung 0,4% Trypanblau

0,9% NaCl
PBS-T PBS

0,1% Tween-20

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI pH6,8
Transferpuffer (ohne SDS) 25 mMTris

192 mMGlycin

20% Methanol

Laufpuffer (SDS-PAGE) 10x 250 mMTris

1,92 M Glycin

1% SDS
SDS-Probenpuffer (5x) 250 mMTris/HCI, pH 8,0

5 mM EDTA, pH 8,0
10%SDS
10%Mercaptoethanol
50%Glycerol

0,05% Bromphenolblau

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung und Passagieren von adhdrenten Zellen

Alle Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), das 10 % hitze-inaktiviertes fetales
Kalberserum (FKS), 1 % nicht-essentielle Aminosduren, 1 % Natriumpyruvat und 1 %
Penicillin/Streptomycin enthielt, kultiviert. Die Lagerung der verwendeten Zellen erfolgte bei 37°C in

einem 5% CO; Inkubator bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95%.
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Tabelle 10: Verwendete Medien

Medium Inhaltsstoffe Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland

Fotales Kalberserum (FCS) Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland
L-Glutamin 200 mM Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland
Penicillin / Streptomycin Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland
Trypsin EDTA Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland
ohne Phenolrot

MEM, nicht-essentielle Aminosauren, 100x Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Opti-MEM Reduced Serum Medium Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland
RPMI Medium 1640 Life Technologies (Gibco®), Darmstadt, Deutschland

Die Zellen wurden zwei Mal pro Woche passagiert. Daflir wurden die adharenten Zellen mit 3 ml
Trypsin-EDTA (TE) gewaschen und in 6 ml TE fiir 5-8 Minuten im Inkubator zum Abldsen der Zellen
inkubiert. Die gelosten Zellen wurden in 9 ml Medium resuspendiert und die entstandene
Zellsuspension in einem 15ml Falcon bei 1200 rpm flir 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstands wurden die Zellen in 2 ml frischem Medium zur Verminderung der Zellklumpenbildung mit
einer Kaniile resuspendiert und je nach Dichte der Zellen 0,3-0,5 ml des Zellsuspension in eine neue
Zellkulturflasche Uberfihrt und mit 25ml neuem Medium aufgefiillt.

Die Zellen wurden maximal bis Passage 30 fiir Versuche verwendet und danach verworfen.

3.2.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Fir die Lagerung der Zellen Uber einen langeren Zeitraum wurden diese wie oben beschrieben
abtrypsiniert und nach dem Zentrifugationsschritt in antibiotikafreiem Medium resuspendiert, auf ca.
9ml Medium aufgefiillt und mit dem Zellzahler gezahlt. Die gewiinschte Zellanzahl wurde in ein neues
Falcon Uberfuhrt und nochmals zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfriermedium (antibiotikafreies
Medium + 10% DMSO) resuspendiert und das Volumen entsprechend so aufgefiillt, dass in pro ml
Medium 5 Millionen Zellen gelost waren. Je 1ml der Suspensionslésung wurde pro Kryoréhrchen
Uberfihrt und bei -80°C eingefroren.

Fir ein schonendes Auftauen wurden die Zellen in vorgewarmten Medium resuspendiert und in einer

mittleren Zellkulturflasche ausgesat.
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3.2.3 Lebendzellzahlbestimmung mit Trypanblau

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 20 ml Zellsuspension in ein neues Reaktionsgefald tiberfiihrt und
mit 20 ul Trypanblau-Lésung (0,4% (w/v) Trypanblau; 0,81% (w/v) NaCl; 0,06% (w/v) KH,POQ4).
vorsichtig resuspendiert. Mittels des Zellzahlgerates , TC10 automated Cell Counter” wurde die Zellzahl

bestimmt.

3.2.4 Isolierung humaner Monozyten aus Leukozytenkonzentraten und Differenzierung

zu Makrophagen

Zur Isolierung von Monozyten wurden Leukozytenkonzentrationen, sogenannte Buffy-Coats, aus
venésem Blut gesunder, erwachsener Spender isoliert. Die Konzentrate wurden Uber den
Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes in Frankfurt bezogen.

Die Isolierung erfolgte unter einer Sicherheitswerkbank und wurde separat fir jeden Spender
durchgefiihrt. In 50 ml Zentrifugenréhrchen wurden 10 ml 5%-Dextranldsung in 1x PBS vorgelegt und
mit 30-40 ml Leukozytenkonzentrat vermischt. Anschliefend sedimentierten die Erythrozyten fiir 30
min  bei RT sodass die gewonnenen Plasmalberstinde vorsichtig auf 10 ml
Lymphozytenseparationsmedium (LSM) in 50 ml Zentrifugenréhrchen geschichtet werden konnten.
Durch die anschliefende Dichtezentrifugation fiir 10 min bei 2300 rpm und RT ohne Bremse trennten
sich die verschiedenen Zelltypen charakteristisch in Thrombozyten, mononukledre Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) bzw. Monozyten und polymorphkernige Leukozyten (PMNL) mit den
restlichen Erythrozyten auf. Dabei lagen die PMNL unten vor mit einem dartiber liegenden Monozyte-
Ring und einer ganz oben liegenden Thromozyteniberstand.

Nach der Dichtezentrifugation wurde das thromozytenreiche Plasma oberhalb des Rings mit einer 25
ml Pipette abgenommen und verworfen, um die Zellen des Monozytenrings mit einer Pipette in ein
neues Zentrifugenrohrchen Gberfiihren zu kénnen. Die isolierten Zellen wurden mit 1x PBS
resuspendiert und bei 1500 rpm fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet ein zweites Mal gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen in vorgewarmten (37°C) RPMI
Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin resuspendiert und auf Zellkulturschalen ausgesat. Die Zellen
eines Spenders wurden hierfir in 80 ml Medium suspendiert und auf 8 Kulturschalen zu je 10 ml
verteilt. Es erfolgte eine einstiindige Inkubation der Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,, in der

die im Medium enthaltenen Monozyten am Zellkulturschalenboden adharierten.

Differenzierung zu Makrophagen
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Nach der einstiindigen Inkubation wurde das Medium entnommen und die adhéarierten Monozyten
zwei Mal mit 5 ml vorgewarmten (37°C) RPMI Medium (1% Penicilin/Streptomycin) gewaschen. Pro
Kulturschale wurden danach 10 ml RPMI Medium mit 1% Pen/Strep und 5% Humanplasma
hinzugegeben. Im Brutschrank wurden die Monozyten bei 37°C und 5% CO; fiir sieben Tage unter
zweimaligem Waschen mit Medienwechsel zu Makrophagen differenziert. Die Differenzierung wurde
regelmaRig unter dem Mikroskop kontrolliert. Auch diese Arbeitsschritte erfolgen unter einer

Sterilbank.

Differenzierung zu M1-Makrophagen (Makrophagen Typ1)

Wihrend der siebentégigen Differenzierung der Monozyten wurde den Zellen an allen Tagen 10 ng/ml
GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierender-Faktor) und von Tag sechs bis sieben 10
ng/ml IFN-y (Interferon-y) zugesetzt.

Die Inkubation der Makrophagen mit Substanzen erfolgte am 7. Tag nach dem Aussden in 10 ml RPMI-

Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin und 5% Humanplasma.

3.2.5 Aussden der Zellen (HepG2)

Fiir das Aussden der Zellen wurden die Zellen wie beschrieben passagiert. Ein Teil der Zellen wurde in
einer neuen Zellkulturflasche ausgesat, der andere Teil auf ca. 8 ml mit neuem Medium aufgefillt und
wie beschrieben gezahlt.

Je nach Versuch wurden die Zellen in 96well-Platten mit je 10 000 Zellen/well in 100ul Medium
ausgesat. Dafiir wurde ein Ansatz fiir 110 wells hergestellt und mittels Multistep-Pipette ausgesat.
Fur Versuche im 6well-Format wurden 0,3 Mio bzw. 1 Mio Zellen/well in 2 ml Medium ausgeséat. Auch
hierfiir wurde vorher ein entsprechender Ansatz hergestellt.

Fiir die Proteinanalysen wurden die Zellen in Zellkulturschalen von 6mm Durchmesser in 5 ml Medium

ausgesat.

3.2.6 Behandeln der Zellen (HepG2)

Wenn nicht anders beschrieben, wurden je nach Versuch die Zellen fiir die Behandlung am Vortag
passagiert und auf Zellkulturplatten in 10% FCS HI Medium ausgesat. Zur Untersuchung wurden die

Zellen mit den entsprechenden Substanzen in 1% FCS HI Medium fiir die angegebene Zeiten inkubiert.

37



Material und Methoden

3.2.7 Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA

Bei der Transfektion handelt es sich um eine Methode, bei der fremde RNA/DNA in Zellen eingebracht
wird. Fur die Transfektion zum Einbringen von Plasmid-DNA wurde die Zellen am Tag (~24h zuvor) im
96-well Format mit 10.000 Zellen/well ausgesét. Bei einer Konfluenz von ~70-80% wurden die Zellen
mittels dem Lipofektamin® LTX Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben
transfiziert. Daflir wurde ein Ansatz fiir die zu transfizierenden Wells hergestellt. Pro well wurde 200ng
Plasmid-DNA mit 12 ng/well des Renilla-Kontrollplasmids vermengt und auf ein Endvolumen von 20 pl
mit Opti-MEM® Medium aufgefiillt. Nach Zugabe von 0,1 ul Plus™ Reagent mit einer Inkubationszeit
von 5 min wurde pro well 0,5 pl Lipofectamine™ LTX Reagent dazu gegeben und fiir weiter 25 min
inkubiert. Zwischenzeitlich wurde das Medium der Zellen durch Absaugen entfernt und durch 100
ul/well antibiotikafreies weilRes 10% DMEM Medium ersetzt. Nach abgelaufener Inkubationszeit
wurde 20 pl des Ansatzes pro well mit der Multistep-Pipette pro well hinzu pipettiert. 24 h nach der
Transfektion konnte das Medium entfernt und durch Behandlungsmedium fiir den Versuchsablauf

ersetzt werden.

Tabelle 11: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Herkunft

-2762 HepLuc  Hepcidin-Promotor von 2762 bp in pGL4.17 Olivier Loreal, University of

basic (Luciferase Reporter Gen)

Rennes [275]

pRL-SV40 pRL Renilla Luciferase Reporter Vector Promega

HeplLuc_Mut_  Eingefligte Punktmutation in ARE-Sequenz Zielgerichtete Mutagenese
ARE 5"-GTGACNNNGC-3" im Hepcidin-Promotor mit -2762 HepLuc

HepLuc_Mut Eingefigte Punktmutation in BMP-RE2- Zielgerichtete Mutagenese
BMP-RE2 Sequenz im Hepcidin-Promotor mit -2762 HeplLuc

3.2.8 Transfektion von Zellen mit siRNA

Bei der transienten Transfektion von Zellen mit siRNA (short interfering RNA) lagert sich die
verwendete siRNA an die komplementare Nukleotidsequenz eines Zielgens an, unterbindet dadurch
die Translation der RNA und sorgt somit zur Degradation dieser.

Fir die Transfektion in HepG2-Zellen wurde Lipofectamin RNAIMAX™ (Thermo Fisher Scientific) und
ein spezielles Herstellerprotokoll fiir diesen Zelltyp zur reversen Transfektion verwendet. Dabei

wurden die Zellen zeitgleich mit dem Aussden in 6-well-Platten transfiziert. Dazu wurde die
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gewlinschte Menge an siRNA, wenn nicht anders beschrieben 100 pmol siRNA, in ein Reaktionsgefal
pipettiert, mit 500 pl OptiMEM-Medium aufgefillt, mit 5 ul RNAiMax versetzt und fir 15 min inkubiert.
In der Zwischenzeit wurde ein Zellansatz mit 0,3 Mio Zellen in 2,5 ml Antibiotika-freiem Medium/well
fir die entsprechende well-Anzahl hergestellt und in die wells pipettiert. Nach abgelaufener
Inkubationszeit wurde der siRNA-Ansatz zu den Zellen hinzu gegeben und fir 24h bei 37°C inkubiert,

bevor die Zellen fiir den jeweiligen Versuch behandelt wurden.

3.2.9 Reportergenassay (Luciferaseassay)

Der Reportergenassay wird verwendet, um die Aktivitdit und Regulation eines Promotors zu
analysieren. Das Reportergen, in diesem Fall die Firefly-Luciferase, befindet sich direkt hinter dem zu
untersuchenden Promoter. Durch Bindung eines Transkriptionsfaktors an den Promotor wird je nach
aktivierenden oder inhibierenden Eigenschaften dieses Faktors die Expression der Luciferase induziert
oder inhibiert. Zur Normierung des Lumineszenzsignals der Firefly-Luciferase auf das
Zellexpressionsniveau der Plasmide wurde die Renilla-Luciferase, die sich hinter einem Housekeeping-
Gen befindet, verwendet.

Nach der transienten Transfektion (siehe Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA) und der
gewinschten Inkubationszeit wurde die Aktivitdit der Firefly- und Renilla-Luciferase nach
Herstellerprotokoll mittels Dual-Luciferase®Reporter Assay System von Promega ermittelt. Dazu
wurde das Inkubationsmedium aus den wells abgesaugt, durch 50 pul weiRes DMEM-Medium ersetzt
und 50 pl Dual-Glo Luciferase Reagenz hinzugegeben. Nach 10 min lichtgeschiitzter Inkubation bei RT
auf einem Plattenschittler wurden die lysierten Zellen in eine weilRe Lumitrac 200 Platte (Greiner Bio-
One) mit der Mehrkanal-Pipette Gberfihrt und die Firefly-Luciferase-Aktivitat am Tecan Infinite®M200
Mikroplatten-Photometer (Tecan Group) ausgelesen. Um anschliefend die Luciferase-Aktivitat zu
stoppen und gleichzeitig die Renilla-Luciferase zu messen, wurde 50 ul frisch angesetzten Stop&Glo
Substrat (Promega) zugegeben, flir 10 min bei RT lichtgeschiitzt inkubiert und am Infiite®M200
Mikroplatten-Photometer gemessen. Die gemessenen Lumineszenzwerte der Firefly-Luciferase
wurden mit den Werten der Renilla-Luciferase ins Verhéltnis gesetzt, um Werte flr die relativen

Lumineszenzeinheiten zu erhalten.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Agarosegelelektrophorese

Um RNA und DNA-Molekiile gemaR ihrer GroRe aufzutrennen, wird die Agarosegelelektrophorese

verwendet. Die Auftrennung erfolgt aufgrund der negativen Ladung des Phosphatriickgrades von
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Nukleinsduren, die durch Anlegen einer Spannung zur Anode wandern. Die Nukleinsduren werden
hinsichtlich ihrer GroRe aufgetrennt, da kleine Nukleinsdure-Fragmente schneller durch die Agarose-
Matrix wandern kénnen. Entsprechend der aufzutrennenden Nukleinsdure-Molekiile wurde 1% oder
2% (w/v) Agarose in TAE-Puffer durch Erhitzen gel6st, Ethidiumbromid dazu gegeben, in eine
horizontale Gelkammer gegossen und mit einem Kamm versehen. Das auspolymerisierte Gel wurde in
eine mit 1x TAE gefillte Elektrophoresekammer gesetzt. Etwa 2000 ng DNA bzw. RNA-Proben wurden
auf 4 pl mit MQ versetzt und mit 3 ul Formaldehyde Load Dye versetzt und in die Geltaschen pipettiert.
Durch das Anlegen von 100 Volt erfolgte die Separation elektrophoretisch. Durch die Einlagerung des
Ethidiumbromids in die DNA bzw. RNA wurden die Nukleinsduren mit dem UV-Transilluminator bei

254/365 nm sichtbar gemacht und dokumentiert.

3.3.2 Transformation von E.coli

Um DNA zu vervielfiltigen, werden Bakterienzellen verwendet. Die Transformation dient dem
Einbringen von DNA in kompetente Bakterienzellen. Fir die Transformation in SURE (Stop
Rearrangement Events)-Bakterien wurde 1 pl DNA mit 100 pl Bakterien fiir 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte fiir 45 sec bei 42°C eine kurze Hitzeschockperiode, um die Aufnahme der
Plasmid-DNA in die Bakterien zu bewirken. AnschlieBend wurden die Bakterien fir weitere 10 min auf
Eis inkubiert. Durch Zugabe von 500 pl LB Medium folgte die Regeneration der Bakterien flir 1 bei 37°C
auf dem Schittler. AnschlieBend wurde fiir 10 min auf hochster Stufe zentrifugiert, um die Bakterien
zu verdichten, der Uberstand grob verworfen und die mit dem restlichen Medium resuspendierte
Bakterienlosung auf eine vorgewarmte Ampicillin-haltige Agar-LB-Platte ausgestrichen und tGber Nacht

bei 37°C inkubiert.

3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur lsolierung der Plasmid-DNA mittels Bakterienlyse wurde das NucleoBond® Xtra Maxi Kit von
Macherey-Nagel entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

Dafiir wurden am Tag zuvor Bakterienklone, die auf der Ampicillin-haltigen Agar-LB-Platte gewachsen
waren, gepickt und Gber Nacht in 500 ml Ampicillin-haltigen LB-Medium bei 37°C und 300 rpm
kultiviert. Zur Isolierung der DNA aus den Bakterien wurden das Bakterien-haltige Medium fiir 10 min
bei 5500 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und mittels Kit und Herstellerangabe

wurde die DNA geerntet, gewaschen und gelost.
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3.3.4 Kontrollverdau der Plasmid-DNA

Um zu lberprifen, ob bei der Transformation der Plasmid-DNA die spezifischen Plasmide vervielfaltigt
wurde, wurde ein Kontrollverdau durchgefiihrt. Dabei werden die spezifischen Schnittstellen der
Insertation der Fragmente verwendet. Da bei dem HepLuc-Plasmid Konstrukt, der 2762 bp lange
Hepcidin-Promoter zwischen den Restriktionsstellen Xpnl und Xhol in den pGL4.17 Basisvektor
(Promega) eingefiigt wurde, konnten diese Stellen fiir den Verdau verwendet werden. Der Ansatz
dafir ist in Tabelle 12 dargestellt. Dieser wurde fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend erfolgte
bei 80°C flr 20 min die Hitzeinaktivierung der Enzyme und der Ansatz wurde auf ein 1% Agarosegel
aufgetragen (siehe Agarosegelelektrophorese), um nach der GréRenauftrennung die zwei GroRRen-

spezifischen DNA-Fragmente unter dem UV-Transilluminator sichtbar zu machen

Tabelle 12: Kontrollverdau nach Transformation

Kontrollverdau-Ansatz

Plasmid (~600 ng) X ul
Puffer 4 NEB (10x) 5ul
Restriktionsendonuklease Kpnl-HF™ (NEB) 1 pl
Restiktionsendonuklease Xhol (NEB) 1l
BSA (100x) 0,5 pl
MQ y ul
Gesamtansatz 50 ul

3.3.5 Zielgerichtete Mutagenese

Die zielgerichtete Mutagenese ist ein Verfahren, bei dem speziell entworfene Primer verwendet
werden, um eine gewlinschte Mutation in doppelstrangige Plasmid-DNA einzufligen [276]. Dazu wurde
ein Mastermix-Ansatz aus Mutationsprimer, Puffer, Enzym und Plasmid-DNA hergestellt (Tabelle 14)
und im PCR-Cycler unter Verwendung des PCR-Programms, wie in Tabelle 13 beschrieben, inkubiert.
Die verwendeten Mutationsprimer sind in Tabelle 15 aufgefiihrt. AnschlieRend wurde 10 pl der PCR-
Probe mit DNA Loading Dye auf ein 1 %iges Agarosegel zur Kontrolle aufgetragen (siehe
Agarosegelelektrophorese), um sicherzustellen, dass nur eine DNA-Bande zu sehen war. Bei positivem
Agarosegel wurde das Ursprungs-Plasmid verdaut. Dazu wurden die verbleibenden 40 pl der PCR-
Probe mit 1 pl Dpnl (10 u/pl) und 5ul (10 x) BSA versetzt und fir 45 min bei 37°C inkubiert. Zur
Uberpriifung der bestehenden Mutation in der doppelstrangigen Plasmid-DNA wurde die Probe zur

DNA-Sequenzierung (Scientific Research and Development GmbH (SRD), Bad Homburg) abgegeben.
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Bei positivem Sequenzierungsergebnis wurden 5 pl der verdauten PCR-Probe zur Transformation in

kompetente Bakterien verwendet (siehe Transformation von E.coli).

Tabelle 13: PCR-Programm fiir zielgerichtete Mutagenese

PCR-Programm

Zyklus 1 (1 x) 95°C fiir 30 sek Start

Zyklus 2 (16-18 x) 95°C fiir 15 sek Denaturierung
(60°C) fur 1 min Anlagerung
72°C fiir 15 min (Pfu I: 2 min/kbp) Verlangerung

Zyklus 3 (1x) 72°C fur 5 min Ende

Zyklus 4 Unendlich Lagerung

Tabelle 14: Zusammensetzung Ansatz fiir zielgerichtete Mutagenese

Mutagenese-Ansatz

Reaktionspuffer (10 x Pfu Puffer) 5 ul
50 ng Plasmid x ul
Forward Primer (50 uM) 1pl
Reverse Primer (50 uM( 1l
dNTP mix (10 Mm) 1ul
Pfu (2,5 u/pul) 1l
MQ yul
Gesamtvolumen 50 pl

Tabelle 15: Verwendete Primersequenzen fiir zielgerichtete Mutagenese

Verwendete Primersequenz

HeplLuc_Mut ARE fwd 5’-CCGGGCTCTGGTAACTTGACTGACACTGGATG-3"
rev5- CATCCAGTGTCAGTCAAGTTACCAGAGCCCGG-3
HepLuc_Mut BMP-RE2 fwd 5-CCTTGCACCAAGGCTCTGGTGCCTGTGCTGTGACCC-3"
rev 5-GGGTCACAGCACAGGCACCAGAGCCTTGGTGCAAGG-3
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3.3.6 Isolierung und Fallung von RNA aus Zellen und anschlieRende cDNA-Synthese

Zur Isolierung von RNA wurden die Zellen in 6-well-Schalen ausgesat und ca. 24 h spater fiir die
entsprechende Inkubationszeit behandelt. Nach Ende dieser Behandlungszeit wurden die Zellen mit
eiskalten PBS gewaschen, in 1 ml Trizol aufgenommen und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfihrt.
Nach ca. 10 mindtiger Inkubation auf Eis wurde 200 pl Chloroform zugegeben, 15 sec auf héchster
Stufe gevortext und nochmals 10 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde bei 4°C und 12000 g fir
30-45 min zentrifugiert. Die obere RNA-haltige Phase wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt,
mit 500 ul 2-Propanol, 5 pl 3M NaAc und 1 pl Glycoblue, zur Visualisierung der RNA, versetzt und
bei -20°C fir 3 h oder lGber Nacht gefallt. Im Anschluss folgte ein Zentrifugationsschritt fir 30-45 min
bei 4°Cund 12000 g. Nach sorgfiltigem Verwerfen des Uberstandes wurde das entstandene RNA-Pellet
mit 500 pl 70%-Ethanol-Lésung zum Waschen des Pellets versetzt und nochmals fiir 30-45 min bei 4°C
und 12000 G zentrifugiert. Zur Trocknung des RNA-Pellets wurde der Uberstand wieder sorgfiltig
entfernt und nach 5-10 min wurde das Pellet in 32 ul DEPC-Wasser resuspendiert. Der anschlieRende
Verdau der enthaltene DNA erfolgte durch Zugabe von 4 ul 10x Reaction Buffer mit MgCl2 (Thermo
Scientific) und 2 pl DNAse | (1 U/ul, Thermo Scientific), wobei dieser Ansatz fiir 30 min bei 37°C
inkubiert wurde. Darauf folgend wurde die RNA zur Verbesserung der Reinheit mit 200 pl Ethanol, 1 ul
Glycoblue und 4 pl Natriumacetat (3 M) wieder gefallt und fir mind. 30 min bei -80°C gefallt.
AnschlieRend wurde fiir 30-45 min bei 4°C und 12000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet bei RT fir 5-10 min getrocknet. Nach Resuspension in 20-35ul DEPC-Wasser und l6sen des
Pellets fiir 5 min im Thermomixer bei 37°C wurde mittels NanoDrop 2000c die Konzentration der RNA
photometrisch bestimmt. Zur Uberpriifung der RNA-Integritat wurde anschlieRend etwa 2000 ng RNA
Uber ein 1%iges Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Agarosegelelektrophorese).

Fir die cDNA Synthese wurde 2000 ng RNA eingesetzt und entsprechend auf ein Endvolumen von 9 pl
mit DEPC-Wasser aufgefiillt (Tabelle 16). Die reverse Transkription der RNA zu cDNA erfolgte durch
den Einsatz des High Capacity RNA-to-cDNA Kits (Thermo Fisher Scientific) entsprechend den
Herstellerangaben. Dieser Ansatz wurde fiir 1h bei 37°C und anschlieBend 5 min bei 95°C im PCR-Cycler

inkubiert.

Tabelle 16: Zusammensetzung der cDNA Synthese

cDNA Synthese Ansatz

RT Puffer (2 x) 10 ul
Enzym Mix (20x) 1u
2000 ng RNA Probe 9 ul
Gesamtvolumen 20 ul
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3.3.7 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Um die Genexpression in Zellen zu analysieren und gleichzeitig die Expression zu quantifizieren, wurde
die gRT-PCR angewendet. Dazu wurde die aus der RNA umgeschriebene cDNA und die DNA-abhangige
Polymerase eingesetzt, welche einzelstrangige DNA als Vorlage nutzt. Zudem wurde Gen-spezifische
Primer bestehend aus Oligonukleotiden verwendet. Die <c¢DNA wird dabei mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Dazu lagern sich die Primer in vorwaérts sowie rliickwarts
Richtung an die DNA-Vorlage an. Durch einen thermischen Zyklus, der aus einem Denaturierungsschritt
zur Dissoziation doppelstrangiger DNA, einem Hybridisierungsschritt zur Anlagerung der Primer an die
Einzelstrange sowie einem Verlangerungsschritt zur Anlagerung weiterer Nukleotide an den Primer um
einen komplementaren DNA-Strang zu erzeugen, erfolgt die exponentielle Amplifikation der Template-
Sequenz. Die Quantifizierung erfolgte mit dem DNA-Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, der sich
wahrend der Amplifikation an die DNA anlagert und zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat flhrt.
Dabei steigt die Fluoreszenzintensitdt proportional mit der Menge an PCR-Produkt an, was
Rickschliisse auf die Genexpression der Zielgene zuldsst. Das dabei ablaufende PCR Programm ist in
Tabelle XY dargestellt.

Fiir den qRT-PCR Ansatz wurde die cDNA (s. cDNA-Synthese) 1:5 verdiinnt und die Primer in einer
Konzentration von 2 pmol/ul eingesetzt. Der genaue PCR Ansatz fir eine Probe ist in Tabelle 17
zusammengetragen.

Nach dem Pipettieren des PCR-Reaktionsansatzes in eine 96-well Platte wurde die Platte fiir 1 min bei
1800 rpm zentrifugiert und anschlieBend mit dem PCR-Cycler (StepOnePlus, Applied Bioscience)
analysiert. Das Protokoll fiir das verwendete PCR-Programm ist in Tabelle 18 dargestellt.

Zur Quantifizierung der DNA-Amplifikation wurde die AACt Methode nach Livak et al. verwendet [277].
Zur Normierung der amplifizierten DNA wurde das Referenz-Gen GAPDH verwendet.

Die Analyse der PCR-Fragmente erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Tabelle 17: pRT-PCR Ansatz pro Probe

PRT-PCR-Ansatz

SYBR Green gPCR Master mix (2 x) 12,5 ul

Primer forward 3,75 ul
Primer reverse 3,75 ul
MQ 4l
Gesamtvolumen 25 ul
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Tabelle 18: Verwendetes qRT-PCR Programm

PCR-Programm

Zyklus 1 (1 x) 95°C fir 10 min Start

Zyklus 2 (40 x) 95°C fir 15 sek Denaturierung, Anlagerung
60°C fur 1 min Verlangerung

Zyklus 3 (1x) 95°C fur 15 sek Ende der Verlangerung sowie

Zyklus 4 (1x) 60°C fur 1 min Schmelzkurvenbestimmung

Zyklus 5 (1 x) 95°C fur 15 sek

Zyklus 6 Unendlich Lagerung

Tabelle 19: Verwendete Primer-Oligonukleotide fiir die Expressionsanalyse

Bezeichnung Zielgen Primer-Oligonukleotidsequenz Tm (°C)

Hepcidin fwd 5-CAGCTGGATGCCCATGTTC-3'
rev 5‘CGCAGCAGAAAATGCAGATG-3’
Ferritin (FTH1) fwd 5-TGGGAGCGCCCGAAT-3’
rev 5-CCAGGGTGTGCTTGTCAAAGA-3'
Ferroportin fwd 5-AGTCATCGGCTGTGGCTTTATT-3*
rev 5-CGTACTCCACGCACATGGA-3'
HO-1 fwd 5'-CAGGCAGAGGGTGATAGAAGAG-3’
rev 5-GGAGCGGGTGTTGAGTGG-3’
Nrf2 fwd 5'-GGACATGGATTTGATTGACATAC-3'
rev 5-CTCCTTTTGGAGTTGTTCTTGT-3'
NQO1 Fwd 5"'CAATTCAGAGTGGCATTC-3’
Rev 5'"GAAGTTTAGGTCAAAGAGG-3’
GAPDH fwd 5'-GGCCTCCAAGGAGTAAGACC-3/
rev 5 -AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3*
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3.4 Proteinbiochemie

3.4.1 Zelllyse fir die zytoplasmatische und nukleéare Proteinernte

Um die Proteine aus den behandelten Zellen nach der gewtinschte Inkubationszeit zu ernten und dabei
gleichzeitig Proteine aus dem Zytoplasma und dem Nukleus zu trennen, wurde das Nuclear Extract Kit
von Active Motif® verwendet und das Herstellerangaben vorgegangen. Alle Schritte wurden auf Eis
durchgefiihrt und die Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C. Zunachst wurde Medium verworfen
und die Zellen mit 800 pl des zuvor nach Herstellerangaben angesetzten PBS/Phosphataseinhibitor-
Puffer gewaschen. Die Zellen wurden danach in 1 ml des Puffers mit einem Zellschaber abgeschabt
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} iberflihrt. AnschlieBend wurde die Zelllésung fiir 5 min bei 200 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 250 pl des vorher nach
Herstellerangaben angesetzten hypotonischen Puffers durch mehrmaliges auf und ab pipettieren
gelost und fur 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 15 ul Detergenz hinzugefiigt, fiir 10 sek
gevortext und fiir 30 sek bei 14000 x g bei 4°C zentrifugiert. Die dadurch im Uberstand erhaltene
Zytoplasmaproteinfraktion (CF) wurde in ein neues beschriftetes ReaktionsgefaR griindlich Gberfiihrt
und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Das verbleibende Zellpellet, das
Zellfraktionsbestandteile und den Zellkern enthielt, wurde in 25 ul des frisch angesetzten Lysepuffers
(CLB) resuspendiert, um den Zellkern zu lysieren, mit 1,3 ul Detergenz versetzt und fiir 10 sek
gevortext. AnschlieBend erfolgte ein Inkubationsschritt fiir 30 min auf einem Plattenschiittler bei 150
Mot 1/min und auf Eis. Danach wurden die ReaktionsgefdRe fiir 10 min bei 12000 x g zentrifugiert. Die
im Uberstand enthaltene Kernproteinfraktion (NF) wurde in ein neues ReaktionsgefiR Uberfiihrt,

bei -80°C eingefroren oder direkt zur Proteinbestimmung nach Bradford weiterverwendet.

3.4.2 Zelllyse fir Gesamtproteinernte

Um alle Proteine aus den Zellen zu I6sen (Gesamtzellextrakt), wurde auch hierfiir die Kitkomponenten
des Nuklear Extract Kit von Active Mofif® verwendet und nach dem Protokoll der Gesamternte
vorgegangen (whole cell extraction). Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt und die
Zentriguationsschritte erfolgten bei 4°C. Zunachst wurden das Medium entfernt und die Zellen mit 1
ml zuvor nach Herstellerangaben angesetztem eiskaltem PBS/Phosphatase Inhibitor Puffer
gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml frisch hinzugefligtem selbigen Puffer mit einem Zellschaber
abgeschabt, in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfihrt und fir 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 300 ul zuvor nach Herstellerangaben angesetztem
Gesamtlysepuffer (CLB) durch mehrmaliges auf und ab pipettieren resuspendiert. Nach 30 min

Inkubation auf Eis auf einem Schiittler bei 150 rpm wurden die Reaktionsgefalle fiir 30 sek gevortext
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und es folgte ein 20 min Zentrifugationsschritt bei 14000 x g. Der Uberstand wurde in ein neues
beschriftetes Reaktionsgefal} iberfiihrt und entweder bei -80°C eingefroren und es wurde mit der

Proteinkonzentrationsbestimmung fortgefahren.

3.4.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Assay ist eine kalorimetrische Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration mit
Hilfe des Farbstoffes CoomassieBrilliant Blue G250. Der Farbstoff bildet dabei Komplexe mit
Aminosduren, wobei es zu einem Absorptionsshift von 470 nm auf 595 nm kommt [278]. Die
Proteinproben wurde dazu vorher 1:50 verdiinnt und 10 pl der Verdiinnung auf eine 96-well Platte in
Triplikaten pipettiert. AnschlieBend wurden 200 pl des 1:5 verdiinnten Bradfordlésung auf die Proben
gegeben, fir 5 min bei RT inkubiert und am Mikroplatten-Photometer bei 595 nm gemessen. Die
Proteinbestimmung erfolgte durch gleichzeitiges pipettieren einer Standardproteingerade, wozu der
ebenfalls 1:50 verdinnte jeweilige Puffer und eine definierte Bovine Serumalbumin

Proteinkonzentration verwendet wurde.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels diskontinuierlicher Polyacrylamid Gelelektrophorese,
wobei die Proteine hinsichtlich ihres Molekulargewichtes aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Durch
die Verwendung von sodium dodecyl sulfate (SDS) werden die Proteine mit negativer Ladung versehen,
wodurch sie nach Anlegen eines elektrischen Feldes zunachst durch das grolRporige Sammelgel
wandern. AnschlieBend werden sie in einem kleinerporigen Trenngel nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. 80 ug Protein wurden dafiir nach der Proteinkonzentrationsbestimmung auf 22,5 pl mit
MQ aufgefillt und mit 7,5 pl SDS-Ladepuffer (250 mM Tris-HCL pH 6,8, 8% SDS, 40% Glycerol, 20% 2-
Mercaptoethanol, 0,05% Bromphenolblau) versetzt und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Gele
wurden vor der Verwendung selbst hergestellt und die Zusammensetzung ist in Tabelle 20 aufgefiihrt.
Die Auftrennung erfolgte durch zunachst langsames Einlaufen bei 90 V und 20 min durch das

Sammelgel und weiteren ~90 min bei 120 V in einer vertikalen Laufkammer.
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Tabelle 20: Zusammensetzung von Sammel- (4%) und Trenngel (10%)

Sammelgel (4%) (ul) Trenngel (10%) (ul)
30% Acrylamid 533 30% Acrylamid 2333
0,5M Tris-HCL, ph=6,8 1008 1,5M Tris-HCL, ph=8,8 1773
10% SDS 40 10% SDS 70
MQ 2389 MQ 2744
APS 24 APS 72
TEMED 6 TEMED 8

Die Mengenverhéltnisse beziehen sich auf eine Geldicke von 1,5mm und 1

Gelkammer

3.4.4 Western Blot und Immundetektion

Im Anschluss an die Separation der Proteine durch die SDS-PAGE wurde die Wetblot-Methode
angewandt, um die Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran zu transferieren [279]. In
eine Blotting-Kassette, die in einer mit Transferpuffer gefiillte Wanne gelegt wird, werden folgende
Teile aufeinander geschichtet: Ein getrankter Schwamm, 4 Whatman-Filterpapiere, das SDS-Gel
(Sammelgel vorher abgetrennt), die Nitrozellulosemembran, erneut 4 Whatman-Filterpapiere und ein
weiterer Schwamm. Die Kassette wird danach zusammengeklappt und vertikal in die Wetblot-
Apparatur gestellt. Durch das Anlegen einer Spannung von 90 V erfolgt 85 min der Proteintransfer.
Nach dieser Zeit wurde die Kassette wieder auseinander gebaut und die Membran fiir 1h bei RT in
Blockierldsung (Odyssey Blocking Buffer 1:1 mit PBS verdiinnt) inkubiert, um unspezifische Bindungen
zu blockieren. AnschlieBend konnte die Membran mit dem Priméarantikérper bei 4°C tber Nacht
inkubiert werden. Nach der Inkubationsphase wurde die Membran drei Mal mit Waschlésung (PBS mit
0,1% Tween-20) fiir 5 min bei RT gewaschen und 1 weiteres Mal mit reinem PBS. Im Anschluss erfolgte
die Inkubation mit dem Fluorophor-konjugiertem Sekundarantikorper fir 1h bei RT. Danach wurde die
Membran wieder drei Mal mit Waschlosung und ein Mal mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte
die Detektion des Antikdrpers im Odyssey Infrarot-Aufnahmesystem bei einer Wellenldange von 700
nm (rot) oder 800 nm (griin). Die Analyse der Western Blots erfolgte mit der Software Image Studio

Lite (Version 5.2, LI-COR).
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Tabelle 21: Verwendete primdre Antikérper

Primarer Antikorper Molekular-  Verdiinnung Inkubationszeit Hersteller
gewicht und -temperatur
[-Aktin, mouse 42 kDa 1:10.000 1h bei RT Sigma
HO-1, rabbit 28 kDa 1:1.000 24 h bei 4°C Cell Signaling
Lamin A/C, rabbit 70 kDa 1:1.000 24 h bei 4°C Cell Signaling
Nrf2, rabbit 98 kDa 1:1.000 24 h bei 4°C Cell Signaling
Phospho-Stat3, rabbit 86 kDa 1:1.000 24 h bei 4°C Cell Signaling
Stat3, rabbit 86 kDa 1:1.000 24 h bei 4°C Cell Signaling
pSMAD1/5/8, rabbit 60 kDa 1:1.000 24 h bei 4°C Cell Signaling
Tabelle 22: Verwendete sekundare Antikorper
sekundarer Antikorper Verdiinnung Inkubationszeit Hersteller
und -temperatur
donkey-anti-rabbit, IRDye 800 1 :5.000 1h bei RT LI-COR
donkey-anti-rabbit, IRDye 680 1:10.000 1h bei RT LI-COR
goat-anti-mouse, IRDye 800 1:10.000 1h bei RT LI-COR
goat-anti-mouse, IRDye 680 1:10.000 1h bei RT LI-COR
goat-anti-rabbit, IRDye 800 1:10.000 1h bei RT LI-COR

3.5 Statistische Auswertung

Die statistischen Untersuchungen zur Expressionsanalyse wurde mittels einer ANOVA Analyse (one-
way bzw. Two-way ANOVA, Tukey's Post-Hoc-Test) unter Verwendung der Software GraphPad-Prism
7.0 ermittelt. Wenn nicht anders beschrieben, sind alle Daten als Mittelwert £+ SEM angegeben. Als

signifikant gelten Werte p <0,05 mit *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001. Als nicht signifikant (ns)

gelten Werte p>0,05.

49



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1

Untersuchung der Hepcidin-Expression

4.1.1 Einfluss der Zytokine IL-6 und OSM auf die Hepcidin-Expression

Zur Untersuchung der Auswirkung von Zytokinen auf die Hepcidin-Expression in der Leber wurden

HepG2-Zellen verwendet. Interleukin-6 (IL-6) und Oncostatin M (OSM) wurden als Zytokine aus der IL-

6-Familie zur Stimulation verwendet und, wenn nicht anders beschrieben, immer in der Konzentration

10 ng/ml eingesetzt. Zur Analyse der Hepcidin-Promotoraktivitdt wurde ein Luciferaseplasmid mit

vorgesetztem Volllange-Hepcidin-Promotor (-2762 bp) verwendet.

Nach einer 6h und 16h Inkubationsdauer wurde die Hepcidin-Promotoraktivitat, wie in Kapitel 3.2.7

beschrieben, mittels Reportergenassay und die Hepcidin mRNA-Expression mittels gRT-PCR gemessen.
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Abbildung 8: Einfluss von IL-6 und OSM auf die Hepcidin-Expression

HepG2 Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-6 oder OSM fiir 6h (A,C) oder 16h (B,D) behandelt. AnschlieRend wurde die
Hepcidin-Promotoraktivitat mittels Reportergenassay (A,B) und die Hepcidin mRNA-Expression mittels qRT-PCR
(C,D) gemessen. Beide Zytokine aktivierten die Hepcidin-Expression auf Promotor- und mRNA-Ebene signifikant. Die
Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhéngigen Experimenten (***p<0,001,

*%p<0,01, *p<0,05).
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Sowohl die Behandlung mit IL-6 als auch OSM filihrten nach 6h und 16h zu einer etwa drei- bis
vierfachen signifikanten Induktion der Hepcidin-Promotoraktivitdt (Abbildung 8 A,B). Auch die
Hepcidin mRNA-Expression wurde durch die Behandlung mit IL-6 und OSM nach 6h und 16h signifikant

auf das zwei- bis dreifache Level, verglichen mit der Kontrolle, induziert (Abbildung 8 C,D).

4.1.2 Untersuchung von Gegenregulatoren der Hepcidin-Expression

Auf der Suche nach moglichen Gegenregulatoren der Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression wurde
die Fumarsaure Dimethylfumarat (DMF), das Isothiocyanat Sulforaphan (SFN) und das Prostaglandin
15-Deoxy-A*1* Prostaglandin J, (15d-PGJ;) verwendet und ihre Effekte auf den systemischen
Eisenregulator Hepcidin untersucht. Alle drei Substanzen verbindet die Fahigkeit, als Elektrophile zu
agieren und den Transkriptionsfaktor Nrf2 zu aktivieren.

Zur Untersuchung der Effekte von DMF, SFN und 15d-PGJ; auf die Hepcidin-Promotoraktivitat wurden

HepG2-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von DMF (10, 50 und 100 uM) fir eine
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Abbildung 9: Effekte von DMF, SFN und 15d-PGJ; auf die Hepcidin-Promotoraktivitat
Der Effekt unterschiedlicher Konzentrationen von DMF (A) und 15d-PGJ; (C) sowie von 10 uM SFN (B) auf die
Hepcidin-Promotoraktivitit wurde nach 6h und 16h mittels Reportergenassay untersucht. Die Daten sind

dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhingigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05, "p>0,05, bezogen auf die Kontrolle).
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Inkubationsdauer von 6h und 16h behandelt (Abbildung 9, A). Bereits nach 6h konnten die DMF-
Konzentrationen 50 und 100 uM die Hepcidin-Promotoraktivitiat im Vergleich zur Kontrolle signifikant
hemmen. Nach 16h Inkubationsdauer zeigte sich eine signifikante Hemmung der Hepcidin-
Promotoraktivitat bei allen DMF-Konzentrationen. Die deutlichste Hemmung zeigte sich bei 100 uM
DMF und einer Inkubationszeit von 16h, wobei die Promotoraktivitat im Vergleich zur Kontrolle um
etwa 50% gesenkt wurde (Abbildung 9, A). Da die DMF-Konzentration 100 puM damit den
prominentesten Effekt nach 16h vermittelte, wurde diese Konzentration und Inkubationsdauer fir
anschlieRende Experimente verwendet.

Interessanterweise induzierte SFN, im Vergleich zur Kontrolle, die Hepcidin-Promotoraktivitat nach 6h
Inkubationsdauer signifikant auf das 1,5-fache. Nach 16h Inkubation mit SFN zeigte sich eine
signifikante Hemmung der Hepcidin-Promotoraktivitdit um etwa 50% (Abbildung 9, B).

15d-PGJ; zeigte bei einer Inkubationsdauer von 6h weder bei 5 uM noch bei 10 M einen signifikanten
Einfluss auf die Hepcidin-Promotoraktivitat. Erst nach 16h Inkubationsdauer konnten beiden

Konzentrationen die Hepcidin-Promotoraktivitat signifikant um ca. 30% hemmen (Abbildung 9, C).
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Abbildung 10: Hemmung der Zytokin-induzierten Hepcidin-Promotoraktivitat durch DFM, SFN und
15d-PGJ;

HepG2-Zellen wurden mit 10 ng/ml der Zytokine IL-6 und OSM und den Substanzen DMF (100 pM), SFN (10 uM)
oder 15d-PGJ; (10uM) alleine oder in der Kombination von Zytokin mit DMF (A), SFN (B), 15d-PGJ, oder PGE; (C)
fir 16h behandelt. Anschliefend wurde die Promotoraktivitdt mittels Reportergenassay untersucht. Die Daten
sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhdngigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05, "“p>0,05, bezogen auf die Kontrolle).
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Nachdem alle drei Substanzen nach 16h einen hemmenden Effekt auf die Hepcidin-Expression gezeigt
haben, wurde weiter untersucht, ob die Substanzen der Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression
entgegen wirken kénnen. Dazu wurden HepG2-Zellen mit DMF (100 uM), SFN (10 uM) oder 15d-PGJ;
(10 uM) sowie den Zytokinen IL-6 oder OSM alleine oder in den Kombinationen fiir 16h behandelt und
mittels Reportergenassay die Hepcidin-Promotoraktivitdt gemessen (Abbildung 10). Sowohl DMF (A)
als auch SFN (B) und 15d-PGJ; (C) konnten nach 16h Koinkubation mit dem Zytokin IL-6- oder OSM,
deren signifikant induzierte Hepcidin-Promotoraktivitat auf etwa die Halfte reduzieren.

Um ferner zu zeigen, dass es sich bei der Inhibition der Hepcidin-Expression durch 15d-PGJ; um einen
spezifischen Effekt dieses cyclopentatonischen Prostaglandins handelt, wurde als Kontrolle das
proinflammatorische PGE, verwendet. PGE; konnte der Zytokin-induzierten Hepcidin
Promotoraktivitdt nicht entgegenwirken (Abbildung 10, C), was deutlich die Spezifitat von 15d-PGJ;
zeigt.

Die Gegenregulation der Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression durch DMF, SFN und 15d-PGJ;

wurde nicht nur auf Promotorebene, sondern auch auf mRNA-Ebene untersucht. Dafiir wurden
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Abbildung 11: Hemmung der Zytokin-induzierten Hepcidin mRNA-Expression durch DMF, SFN und
15d-PGlJ,

HepG2-Zellen wurden mit 10 ng/ml der Zytokine IL-6 und OSM und den Substanzen DMF (100 uM), SFN (10 uM)
oder 15d-PGJ; (10uM) alleine oder in der Kombination von Zytokin mit DMF (A), SFN (B) oder 15d-PGJ, (C) fur
16h behandelt. AnschlieRend wurde die Hepcidin mRNA-Expression mittels gRT-PCR untersucht. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhdngigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05, "p>0,05, bezogen auf die Kontrolle).
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Relative Hepcidin Protein-Expression

Abbildung 12: Hemmung der IL-6-induzierten Hepcidin Protein-Expression durch DMF, SFN und 15d-
PGJ;

HepG2-Zellen wurden mit IL-6 (10 ng/ml) und den Substanzen DMF (100 uM), SFN (10 pM) und 15d-PGJ; alleine
oder in Kombination fiir 16h behandelt. AnschlieBend wurde der Uberstand fiir die Analyse der Hepcidin Protein-
Expression mittels LC-MS/MS gesammelt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei
unabhdangigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ™p>0,05, bezogen auf die Kontrolle).

HepG2-Zellen 16h mit den entsprechenden Substanzen behandelt und anschlieBend mRNA fir die
gRT-PCR isoliert. Die Koinkubation von IL-6 oder OSM mit DMF (Abbildung 11, A), SFN (B) oder 15d-
PGJ; (C) konnte jeweils der Zytokin-induzierten Hepcidin mRNA-Expression signifikant entgegen
wirken.

Um folglich die beobachteten Effekte der Hemmung der Hepcidin-Expression von der Promotor- und
mRNA-Ebene auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurde nach 16h Inkubation mit den jeweiligen
Substanzen eine LC-MS/MS-Messung durchgefihrt, um die Proteinkonzentration von Hepcidin im
Zelliberstand zu messen. Dabei kam es nach einer 16h Inkubation mit IL-6 (10 ng/ml) zu einem etwa
vierfachen Anstieg des Hepcidin-Proteins (Abbildung 12). Diese Hepcidin-Protein-Induktion durch IL-6
konnte durch die Koinkubation mit DMF (100 uM), SFN (10 uM) oder 15d-PGJ; (10 uM) signifikant auf
etwa die Halfte reduziert werden (Abbildung 12)(p<0,05). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Hepcidin-
Expression auf der Ebene der Transkriptionsinitiation reguliert wird und Ergebnisse der

Promotorebene auch auf Ergebnisse der mRNA- und Proteineben Ubertragen werden kénnen.

4.1.3 Untersuchung von Gegenregulatoren der Hepcidin-Expression in Makrophagen

Neben Leberzellen kénnen auch Makrophagen zur Hepcidin-Expression beitragen. Um zu untersuchen,
welchen Einfluss die Substanzen DMF und 15d-PGJ; auf die Hepcidin-Expression in Makrophagen
austben, wurden Monozyten aus dem Vollblut gesunder Spender isoliert und nach sieben Tagen

Ausdifferenzierung zu Typl Makrophagen mit IL-6 (10 ng/ml), DMF (100 uM) und 15d-PGJ; (10 uM)
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Abbildung 13: Hepcidin-Expression in Typ1l Makrophagen

Ausdifferenzierte Typl Makrophagen wurden zur Analyse der Hepcidin-Expression fir 16h mit IL-6 (10 ng/ml),
15d-PGJ; (10 uM) und DMF (100 uM) alleine oder in Kombination behandelt. AnschlieBRend wurde die Hepcidin
MRNA-Expression mittels gRT-PCR untersucht. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens
drei unabhéngigen Experimenten (***p<0,001).

alleine oder in Kombination fir 16h inkubiert. AnschlieBend wurde mRNA fir die Analyse der Hepcidin-
Expression mittels gRT-PCR geerntet.

Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen (Typ 1) nicht auf den Stimulus mit den Zytokinen IL-6
und OSM reagieren (getestet fiir beide Zytokine, dargestellt fir IL-6, Abbildung 13), was vermuten
lasst, dass Makrophagen zwar die primare Quelle der Zytokin-Expression darstellen [272], selbst aber
nicht sensitiv auf die Zytokine sind. Die Behandlung von 15d-PG)J; alleine oder in Kombination mit IL-6
flhrte hingegen zu einer signifikanten Inhibierung der Hepcidin mRNA-Expression auf etwa die Halfte
verglichen mit der Grundstimulation der Kontrolle (p<0,001). Die Inkubation mit DMF hatte hingegen
keine signifikante Auswirkung auf die Hepcidin-Expression, auch wenn eine tendenziell leichte
Verringerung zu erkennen war (Abbildung 13). Daraus lasst sich ableiten, dass vor allem das
Prostaglandin 15d-PGJ; einen interessanten Regulator der Hepcidin-Expression in Makrophagen (Typ1)

darstellt, welcher unabhangig von IL-6 wirkt.

4.1.4 Beteiligung von STAT3 an Induktion und Hemmung der Hepcidin-Expression

Um den in der Literatur beschriebenen Signalweg der Hepcidin-Expressionsaktivierung durch IL-6 (iber
den JAK/STAT-Signalweg zu bestatigen, wurden HepG2-Zellen mit 10 ng/ml IL-6 alleine sowie IL-6 und
dem STAT3-Inhibitor S3I-201 (Sigma Aldrich) behandelt. Nach 16h Inkubation wurde die Hepcidin-
Promotoraktivitat mittels Reportergenassay gemessen. Die Koinkubation von IL-6 mit 100 uM S3I1-21
konnte die IL-6-induzierte Hepcidin-Promotoraktivitat signifikant auf etwa die Halfte reduzieren

(p<0,01) (Abbildung 14). Dies bestatigte die IL-6-induzierte Hepcidin-Promotoraktivierung durch den
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Abbildung 14: Hemmung der IL-6-induzierten Hepcidin-Promotoraktivitdat durch STAT3-Inhibierung

HepG2-Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-6 alleine sowie mit IL-6 und verschiedenen Konzentrationen des STAT3-
Inhibitors S31-201 fir 16h behandelt. Zur Untersuchung der Hepcidin-Promotoraktivitdit wurde der
Reportergenassay durchgefiihrt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei
unabhangigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01).

JAK/STAT-Signalweg. Um zu Gberprifen, ob die Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ, Einfluss auf diese
Signaltransduktion der Zytokine nehmen und dadurch der beobachtete Effekt der Hepcidin-
Expressionshemmung durch die Substanzen zu erklaren ist, wurden der JAK-STAT-Signalweg genauer
untersucht.

Da es, wie bereits beschrieben, bei der Signaltransduktion der Zytokine zu einer Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors STAT3 kommt, wurde die Intensitdt der pSTAT3-Bildung in HepG2-Zellen bei der
Behandlung mit Zytokinen und der Koinkubation mit Zytokinen und den Substanzen auf Proteinebene
untersucht. Dafur wurden HepG2-Zellen fur 16h mit IL-6 (10 ng/ml), DMF (100 uM), SFN (10 uM) oder
15d-PGJ; (10 pM) inkubiert und anschliefend fir die Gesamtproteinextraktion lysiert. Mittels
Western-Blot-Analyse wurden pSTAT3, STAT3 und Aktin anschlieBend immunologisch detektiert. In
Abbildung 15 sind exemplarische Blots fiir die Wirkung von SFN und DMF (Abbildung 15, A) sowie von
15d-PGJ; (Abbildung 15, B) dargestellt. Es konnte kein Einfluss von SFN, DMF oder 15d-PGJ, auf die
Phosphorylierung von STAT3 nach 16h (Abbildung 15) und friiheren/spateren Zeitpunkten (6h, 24h,
nicht dargestellt) beobachtet werden. Im Rahmen der Masterarbeit von Anne Lapicz (2016) wurde die
Wirkung von DMF und 15d-PGJ; auf die Phosphorylierung von STAT3 zudem densitometrisch
untersucht und gerade beschriebene Ergebnisse bestatigt.

Daraus lasst sich die Schlussfolgerung ableiten, dass die Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ; keinen
hemmenden Effekt auf die Signaltransduktion der Zytokine IL-6 und OSM durch eine Veranderung der
pSTAT3-Bildung ausiiben. Der beobachtete Hemmeffekt der Substanzen auf die Hepcidin-Expression

ist damit nicht durch Veranderungen dieses Signalweges zu erklaren.
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Abbildung 15: pSTAT-Proteinlevel nach 16h Behandlung mit Zytokinen, SFN, DMF und 15d-PGJ,

HepG2-Zellen wurden fiir 16h mit den Substanzen IL-6, DMF, SFN und den Kombinationen (A) oder IL-6, OSM und
15d-PGJ; (B) inkubiert. AnschlieRend wurde das Gesamtprotein der Zellen geerntet. Mittels Western-Blot-
Analyse wurden pSTAT3, STAT3 und Aktin immunologisch detektiert. Dargestellt sind exemplarische Blots.

4.1.5 Untersuchung der Beteiligung von Nrf2 an der Hepcidin-Regulation

Auf der Suche nach den Mechanismen, die den Hemmeffekt auf die Hepcidin-Expression durch die
Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ; vermitteln, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Fokus auf den
Transkriptionsfaktor Nrf2 gelegt.

Alle Substanzen, die verwendet wurden und eine hemmende Wirkung auf die Hepcidin-Expression
vermittelten, sind in der Literatur beschriebene Nrf2-Aktivatoren. Deshalb wurde folglich die

Involvierung dieses Transkriptionsfaktors in der Vermittlung der Hepcidin-Inhibierung untersucht.

Induktion von Nrf2 durch DMF und 15d-PGJ,

Zunachst wurde deshalb die Induktion des Transkriptionsfaktors Nrf2 und dessen Translokation in den
Zellkern fir die Substanzen DMF und 15d-PGJ; untersucht. Dafiir wurden HepG2 Zellen fir 16h
behandelt und anschlieBend die Zytoplasma- und Kernproteinfraktionen getrennt isoliert. Mittels
Western-Blot-Analyse wurde die Prasenz von Nrf2 im Kern immunologisch nachgewiesen. In Abbildung
16 sind exemplarische Western-Blots dargestellt. Es konnte keine Nrf2-Proteinexpression im
Zytoplasma gemessen werden. Es zeigt sich jedoch eine deutliche Aktivierung der Nrf2-
Proteinexpression durch die Substanzen 15d-PGJ, (Abbildung 16, A) und DMF (Abbildung 16, B) in der
Kernfraktion, die nicht beeinflusst wird durch die Behandlung mit Zytokinen. Auch hierfiir wurden im
Rahmen der Masterarbeit von Anne Lapicz (2016) densitometrische Auswertungen der Anreicherung
von Nrf2 in der nuklearen Fraktion durchgefiihrt, die oben genannte Ergebnisse bestatigen.

Um ferner die Aktivitdt von Nrf2 zu bestadtigen, wurde die Induktion der Nrf2-Downstreamtargets
NQO-1 und HO-1 auf mRNA-Ebene durch die Substanz 15d-PGJ; gezeigt. Sowohl NQO-1 (Abbildung 16,
C) als auch HO-1 (Abbildung 16, D) wurden signifikant durch die 16h Inkubation mit 15d-PGJ; (10 uM)

auf mRNA-Ebene induziert.

57



Ergebnisse

N\
D N N N N D
A (&}@ QQQ <,’5Q0 %@ bg(? B 0%@ \$\ . \‘\&\ .
k§q' «0\@ Q’Q QG’W o \'?QQ "’\(’9 & \0\@ & \"'00 "6} ’\9{& Q\&
& DS N © © & & & E N N
& A5 o N o A\ X © & N Q o N/ W~
) B o Nrf2 ‘ ~ Nrf2

WY PRy Sy P Sy sy S [omin SRR W w——— N W— | 3in

2.51 10 *-).-*_-I_
ok —
-5 20 - &
ol 58
g 2 1,54 T e
o u% g u% 5
£ 4 1.0 B4
2% CE
4
£ 0.51 £
00 : P e
N N Q& &
<« Q§ \ﬂ\ Q§~
& o & O
+ ki + hg
(<) ()
bﬁ £
K N

Abbildung 16: Induktion von Nrf2 durch DMF und 15d-PGJ,

HepG2-Zellen wurden mit OSM, IL-6, 15d-PGJ, und DMF alleine oder in Kombination inkubiert. AnschlieRend
wurde Zytoplasma- und Kernfraktion fir die Westerblotanalyse getrennt gewonnen (A und B) oder mRNA zur
Analyse der mRNA-Expression der Nrf2-Downstreamtargets NQO-1 (C) und HO-1 (D) extrahiert und mittels gRT-
PCR ausgewertet. Nrf2 wurde in der Kernfraktion immunologisch detektiert (A,B). Die mRNA-Daten sind
dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhangigen Experimenten (***p<0,001).

Hemmung der Nrf2-Translokation mit Trigonellin

Um den Effekt von aktiviertem Nrf2 auf die Hepcidin-Promotoraktivitdat zu untersuchen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit zundchst versucht, die Translokation von Nrf2 in den Nukleus und dadurch
dessen Aktivitdt zu unterbinden. Daflir wurde das Alkaloid Trigonellin (Sigma-Aldrich), das in der
Literatur als Nrf2-Translokations-Inhibitor beschrieben wurde, verwendet. HepG2-Zellen wurden dafiir
mit IL-6 (10 ng/ml), 15d-PGJ, (10 uM), DMF (100 puM) und deren Kombination sowie den
Kombinationen aus IL-6+15d-PGJ,+Trignoellin (5uM) bzw. IL-6+DMF+Trigonellin behandelt. Nach 16h
Inkubation wurde die Hepcidin-Promotoraktivitat mittels Reportergenassay untersucht (Abbildung
17). Es konnte jedoch kein Unterschied zwischen den Behandlungen IL-6+15d-PGJ, bzw. IL-6+DMF und
deren zuséatzlicher Behandlung mit Trigonellin (5 uM) beobachtet werden.

Mittels Western-Blot konnte jedoch gezeigt werden, dass Trigonellin in unterschiedlicher
Konzentration nicht, wie in der Literatur beschrieben, zu einer Hemmung der Translokation von Nrf2
fihrt (Daten in Masterarbeit von Anne Lapicz, 2016). Somit konnten durch die zusatzliche Behandlung
mit Trigonellin keine Riickschliisse auf die Involvierung von Nrf2 bei der beobachteten Inhibition der

Hepcidin-Expression durch DMF und 15d-PGJ; gezogen werden.
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Abbildung 17: Versuch der Hemmung der Nrf2-Translokation mit Trigonellin

HepG2-Zellen wurden fir 16h mit IL-6 (10 ng/ml), 15d-PGJ, (10 uM), DMF (100 uM) und Trigonellin (5 uM)
alleine oder in Kombination, wie dargestellt, inkubiert. AnschlieBend wurde die Hepcidin-Promotoraktivitat
mittels Reportergenassay untersucht. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei
unabhingigen Experimenten (***p<0,001 zur Kontrolle; ##p<0,001 zur IL-6-Behandlung).

Uberexpression von Nrf2

Um weiter der Frage nachzugehen, in wie weit Nrf2 Effekte auf die Hepcidin-Expression auslibt, wurde
ein Nrf2-Uberexpressionsplasmid verwendet. Dazu wurden HepG2-Zellen mit dem Nrf2-
Uberexpressionsplasmid oder einem Kontrollplasmid (mock) transfiziert. Am néchsten Tag wurde das
Medium gewechselt und nach 16h wurde mRNA fiir die gRT-PCR extrahiert. Die Transfektion mit dem
Uberexpressionsplasmid fiihrte zu einer signifikanten Induktion der Nrf2 mRNA-Expression (Abbildung
18, A)(p<0,05). Es zeigte sich, dass die Uberexpression von Nrf2 auch zu einer leichten Induktion der
MRNA-Expression des Nrf2-Downstreamtargets HO-1 fiihrte (Abbildung 18, B), was zeigt, dass Nrf2
nicht nur Gberexprimiert wird, sondern das gebildete Nrf2 auch aktiv ist. Allerdings war die Induktion
von HO-1 statistisch nicht signifikant. Da Nrf2 zur Aktivitdit im Zellkern vorliegen muss, sollte
sichergestellt werden, dass Nrf2 auch in den Zellkern transloziert wird, weshalb die Translokation von
Nrf2 immunologisch mittels Western-Blot nachgewiesen wurde. Dazu wurden HepG2-Zellen mit dem
Nrf2-Uberexpressionsplasmid oder einem Kontrollplasmid (mock) transfiziert und eine untransfizierte
Kontrolle mitgefiihrt. 24h nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt und nach 16 weiteren
Stunden die Zytoplasma- und Nuklearproteinfraktion aus den Zellen getrennt isoliert, um die Zeiten
der 16h-Behandlung fiir die Hepcidin-Expressionsanalyse beizubehalten. Mittels Western-Blot-Analyse

wurde die Prasenz von Nrf2 in den beiden Fraktionen nachgewiesen (Abbildung 19).
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Abbildung 18: Auswirkung der Nrf2-Uberexpression auf die Hepcidin-Expression

HepG2 Zellen wurden mit einem Nrf2-Uberexpressionsplasmid oder einem Kontrollplasmid (mock) transfiziert
und fir 16h mit neuem Medium oder mit IL-6 (10 ng/ml) inkubiert. AnschlieRend wurden mRNA extrahiert und
gRT-PCR durchgefiihrt, um die mRNA-Expression von Nrf2 (A), HO-1 (B) oder Hepcidin (C) zu untersuchen. Der
Einfluss der Nrf2-Uberexpression auf die Hepcidin-Promotoraktivitit wurde mittels Reportergenassay
untersucht, wozu HepG2-Zellen mit HeplLuc und unterschiedlichen Konzentration des Nrf2-
Uberexpressionsplasmids fiir 16h inkubiert wurden. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von
mindestens drei unabhangigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).

Sowohl in der Zytoplasma- (Abbildung 19, A), als auch in der Nuklearfraktion (Abbildung 19, B) konnte
Nrf2 detektiert werden. Um zu lberprifen, ob nun Nrf2 eine Auswirkung auf die Hepcidin-Expression
auslibt und der IL-6-induzierten Hepcidin-Expression entgegenwirkt, wurden HepG2-Zellen wie eben
beschrieben mit einem Kontrollplasmid fiir alle nicht-Nrf2-Behandlungen (mock fiir Kontrolle und IL-
6) oder dem Nrf2-Uberexpressionsplasmid (vgl. Abbildung 18, C: Nrf2 alleine oder IL-6+Nrf2)
transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen entsprechend behandelt und nach 16h Inkubation mRNA zur
gRT-PCR-Analyse der Hepcidin-Expression extrahiert (Abbildung 18, C). Weder die Transfektion mit
Nrf2 ohne weitere Behandlung hatte Auswirkungen auf die Hepcidin-Expression noch konnte die Nrf2-
Uberexpression der IL-6-induzierten Hepcidin-Expression entgegenwirken. Auch auf Reportegen-

Ebene hatte eine anteilige Kotransfektion mit einer Nrf2-Uberexpressionsplasmidmenge von 0,25, 0,5,
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Abbildung 19: Uberexpression von Nrf2 und dessen Translokation in den Nukleus

HepG2 Zellen wurden mit einem Nrf2-Uberexpressionplasmid, oder einem Kontrollplasmid transfiziert und
zusétzlich eine untransfizierte Kontrolle mitgefiihrt. Zur Uberpriifung der effektiven Translokation wurde das
Medium nach 24h gewechselt. Nach weiteren 16h wurden Proteine der Zytoplasma- (A) und Nuklearfraktion (B)
separiert und mittels Western-Blot die Nrf2-Translokation in den Nukleus immunologisch detektiert. Dargestellt
ist ein exemplarischer Blot.

0,75 oder der gleichen Menge des HeplLuc-Plasmids keine Auswirkung auf die Hepcidin-
Promotoraktivitat (Abbildung 18, D).

Diese Daten deuten auf keinen Zusammenhang zwischen Hepcidin und einer Nrf2-Beteiligung hin.

Knockdown von Nrf2

Um weiter der Frage nachzugehen, ob Nrf2 bei der Hemmung der Hepcidin-Expression involviert ist,
wurde ein Knockdown von Nrf2 mittels spezifischer Nrf2-siRNA durchgefiihrt, um die Genexpression
von Nrf2 und damit dessen Aktivitdt zu senken.

Dafiir wurden HepG2-Zellen zeitgleich beim Aussden revers mit Nrf2-spezifischer siRNA oder als
Kontrolle mit nonsense RNA transfiziert (Abbildung 20). 24h nach der Transfektion mit Lipofektamin
wurde das Medium gewechselt und mit entsprechenden Behandlungen fiir weitere 16h inkubiert.
Um die Knockdown-Effizienz der Nrf2-siRNA-Transfektion zu Uberprifen, wurde die Nrf2 mRNA-
Expression von nonsense-transfizierten und unbehandelten Zellen mit Nrf2-siRNA-transfizierten und
unbehandelten Zellen verglichen (Abbildung 20, A). Die Nrf2 mRNA-Expression konnte durch die
Transfektion mit spezifischer siRNA um 85% gesenkt werden.

Um die Wirksamkeit des Nrf2-Knockdowns zu zeigen, wurden transfizierte Zellen mit den Nrf2-
Aktivatoren 15d-PGlJ; (5 uM), DMF (100 uM) und SFN (10 uM) behandelt und die mRNA-Expression des
Nrf2-Downstreamtargets HO-1 untersucht (Abbildung 20, B). Die induzierte HO-1 mRNA-Expression
durch 15d-PGJ; konnte durch die Transfektion mit Nrf2-siRNA signifikant auf etwa ein Viertel der
Induktion gesenkt werden. Die HO-1 mRNA-Induktion durch DMF und SFN konnte durch die
Transfektion mit Nrf2 siRNA fast vollstandig gehemmt werden (Abbildung 20, B). Diese Ergebnisse

zeigen deutlich die Wirksamkeit des Nrf2-Knockdowns.
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Die 16h Behandlung mit IL-6 (10 ng/ml) zeigte, dass Nrf2 siRNA-transfizierte Zellen eine signifikant
hohere IL-induzierte Hepcidin-Expression aufwiesen als IL-6-behandelte Zellen, die mit nonsense
transfiziert wurden (Abbildung 20, C) (p<0,01). Dieses erste Ergebnis deutet darauf hin, dass Nrf2 der
IL-6-induzierten Hepcidin-Expression entgegenzuwirken scheint.

Um weiter der Frage nachzugehen, inwieweit Nrf2 bei der Gegenregulation der IL-6-induzierten
Hepcidin-Expression durch die Substanzen 15d-PGJ,, DMF und SFN, die beschriebene Nrf2-Aktivatoren

sind, beteiligt ist, wurden nonsense- und Nrf2 siRNA-transfizierte Zellen mit IL-6 (10 ng/ml), 15d-PGJ;
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Abbildung 20: Knockdown von Nrf2 und Auswirkung auf die Hepcidin-Expression

HepG2-Zellen wurden zeitgleich mit dem Aussden revers mit spezifischer Nrf2 siRNA oder nonsense RNA als
Kontrolle mittels Lipofektion transfiziert. Nach 24h wurde das Medium gewechselt und fur weitere 16h mit
den entsprechenden Substanzen inkubiert. Zur Uberpriifung der Knockdown-Effizienz wurde von
unbehandelten, transfizierten Zellen nach 16h mRNA extrahiert und die Nrf2 mRNA-Expression mittels qRT-
PCR quantifiziert (A). Zur weiteren Untersuchung eines wirksamen Nrf2-Knockdowns wurden Zellen fir 16h
mit 15d-PGJ; (5uM), DMF (100 uM) oder SFN (10 uM) behandelt und die Auswirkung des Knockdowns auf
die Induktion des Nrf2-Downstreamtargets HO-1 untersucht. Zur Untersuchung der Auswirkung der Nrf2-
siRNA-Transfektion auf die Hepcidin-Expression wurden nonsense transfizierte und Nrf2 siRNA-transfizierte
Zellen mit IL-6 (10 ng/ml) alleine (C) oder IL-6 (10 ng/ml), 15d-PGJ; (5 uM), DMF (100 uM) und SFN (10 pM)
und deren Kombinationen behandelt (D). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei
unabhingigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, "p>0,05; #*#p<0,001 verglichen mit IL-6).
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(5 uM), DMF (100 uM) und SFN (10 uM) alleine oder in Kombination 24h nach der Transfektion fiir
weitere 16h behandelt. AnschlieBRend wurde mRNA fiir die qRT-PCR isoliert.

Um den Einfluss der unterschiedlichen IL-6-Induktionen auf die Hepcidin-Expression zwischen
nonsense- und Nrf2-siRNA-transfizierten Zellen zu normieren, wurde die Induktion der Hepcidin
MRNA-Expression durch IL-6 auf 100% gesetzt und die entsprechenden Behandlungen darauf normiert
(Abbildung 20, D). Alle drei Substanzen (15d-PGJ;, DMF und SFN) hemmten nach wie vor die IL-6-
induzierte Hepcidin-Expression. Es gab bei den Substanzen 15d-PGJ; und DMF keinen Unterschied
zwischen den nonsense- und Nrf2-siRNA-transfizierten Zellen. Die Behandlung mit SFN flihrte bei den
Nrf2-siRNA-transfizierten Zellen zu einer signifikant starkeren Inhibierung der Hepcidin-Expression,
verglichen mit nonsense-transfizierten Zellen (p<0,001) (Abbildung 20, D).

Zusammengefasst deuten diese Nrf2-Knockdown-Daten darauf hin, dass Nrf2 keine Rolle zu spielen
scheint beziiglich der beobachteten Hemmung der Hepcidin-Expression durch die drei verwendeten

Substanzen.

Mutation des ARE-Responsiven Elements im Hepcidin-Promotor

Im Laufe dieses Projektes publizierte Bayele et al. (2015) [280] eine Arbeit, in der eine ARE-Sequenz im
Hepcidin-Promotor gefunden wurde, an der Nrf2 bindet und dadurch eine Auswirkung auf die
Hepcidin-Expression aufweist.

Diese beschriebene ARE-Sequenz konnte auch in dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Volllangen-Hepcidin-Promotorplasmid gefunden werden. Um folglich die Effekte dieser Nrf2-
Bindungsstelle auf die Hepcidin-Promotoraktivitdt zu untersuchen, wurden die publizierten ARE-
Mutationsprimer verwendet, eine Ziel-gerichtete Mutagenese durchgefiihrt und das HeplLuc_Mut
ARE-Plasmid erhalten. Die eingefligte Mutation wurde durch eine Sequenzierung bestatigt. Zur
Analyse der Auswirkung dieser Mutation wurden HepG2-Zellen mit dem HeplLuc oder dem
HepLuc_Mut ARE-Plasmid transfiziert und nach 24h fir 16h mit IL-6 (10 ng/ml), 15d-PGJ, (10 uM), DMF
(100 uM) oder SFN (10 uM) alleine oder in Kombination inkubiert.

Es zeigte sich, dass die Grundstimulation der Hepcidin-Promotoraktivitdt bei den Zellen, die mit dem
HepLuc_Mut ARE-Plasmid transfiziert wurden, signifikant hoher war (p<0,05) (Abbildung 21, A),
verglichen mit HepLuc-transfizierten Zellen. Die beobachtet signifikante Hemmung der IL-6-
induzierten Hepcidin-Promotoraktivitat durch DMF, 15d-PGJ, und SFN unterschied sich hingegen in
HepLuc- und HepLuc_Mut ARE-transfizierten Zellen nicht (Abbildung 21, B).

Somit scheint die ARE-Sequenz an der Grundstimulation der Hepcidin-Promotoraktivitat beteiligt zu
sein, jedoch keinen Einfluss auf die beobachtete Hemmung der Zytokin-induzierten Hepcidin-

Promotoraktivitdt durch die Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ; auszuliben.
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Abbildung 21: ARE-Mutation im Hepcidin-Promotor und Auswirkung auf die Hepcidin-Expression

HepG2-Zellen wurden mit dem normalen Volllangen-Hepcidin-Promotor (HepLuc) mittels Lipofektion
transfiziert oder mit dem Hepcidin-Promotor mit mutierter ARE-Sequenz (HepLuc_Mut ARE). Die
Grundstimulation der Hepcidin-Promotoraktivitdt der beiden Hepcidin-Promotorplasmiden wurde mittels
Reportergenassay gemessen (A). Die unterschiedlich transfizierten Zellen wurden jeweils mit IL-6 (10 ng/ml),
DMF (100 uM, SFN (10 puM) oder 15d-PGJ, alleine oder in Kombination fir 16h behandelt und mittels
Reportergenassay die Hepcidin-Promotoraktivitat gemessen und die Aktivitat auf die IL-6-Behandlung normiert
(B). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhdngigen Experimenten
(***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, "p>0,05).

4.1.6 Untersuchung der Beteiligung von HO-1 an der Hepcidin-Expression

Um auszuschlieBen, dass das Nrf2-Downstreamtarget HO-1 an der Hemmung der Hepcidin-Expression
beteiligt ist, da bei dem Nrf2-Knockdown eine Restaktivierung des Nrf2-Downstreamtargets HO-1,
gerade bei der Behandlung mit 15d-PGlJ,, bestehen blieb, wurde die Involvierung von HO-1 in weiteren

Experimenten untersucht.

Hemmung der HO-1-Aktivitét durch Inhibitoren

Zunachst wurde versucht, durch die Inkubation mit dem in der Literatur beschriebenen kompetitiven
HO-1-Inhibitors Zinkprotoporphyrin IX (ZnPP IX) die Auswirkung einer HO-1-Hemmung auf die
Hepcidin-Expression zu untersuchen. Die 16h Inkubation von HepG2-Zellen mit ZnPP (5 uM) zeigte eine
signifikante Hemmung der Hepcidin-Promotoraktivitdt verglichen mit der Kontrolle (p<0,001)
(Abbildung 22). Um zu sehen, wie sich im Vergleich zu dem kompetitiven Inhibitor ZnPP eine Induktion
von HO-1 durch Hamin, dem Substrat der HO-1, auf die Hepcidin-Promotoraktivitat auswirkt, wurden

die Zellen fiir 16h mit 5 uM Hamin behandelt (Abbildung 22, A).
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Uberraschenderweise hatte auch die Inkubation mit Himin eine signifikante Hemmung der Hepcidin-
Promotoraktivitat zur Folge. Um folglich zu sehen, ob die zuséatzliche Behandlung von ZnPP zu IL-6 (10
ng/ml) und den Gegenregulatoren der Hepcidin-Expression DMF (100 uM) und 15d-PGJ; (10 pM) eine
Auswirkung auf die Hepcidin-Promotoraktivitdat hat, wurden HepG2-Zellen fir 16h mit den
entsprechenden Kombinationen inkubiert (Abbildung 22, B). Die zusatzliche Behandlung von IL-
6+DMF+ZnPP bzw. IL-6+15d-PGJ,+ZnPP zeigte eine tendenziell starkere Inhibition verglichen mit den
Behandlungen ohne zusatzliches ZnPP. Allerdings war diese Tendenz nicht statistisch signifikant.

Fraglich blieb zudem auch, welchen genauen Einfluss ZnPP auf die HO-1-Aktivitat auslibt, da durch die
Inkubation mit ZnPP die HO-1-Proteinexpression induziert wurde (Abbildung 23). Deshalb konnte
durch die Verwendung des kompetitiven HO-1 Inhibitors ZnPP die mogliche Rolle von HO-1 bei der

Hepcidin-Expression nicht geklart werden.
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Abbildung 22: Hemmung von HO-1 durch ZnPP

HepG2 Zellen wurden 24h nach Transfektion mit HepLuc mit dem HO-1-Inhibitor ZnPP (5 uM) oder dem HO-1-
Aktivator Hemin (5 uM) (A) oder mit IL-6 (10 ng/ml), 15d-PGJ, (10 pM), DMF (100 pM) und ZnPP (5 uM) oder der
Kombinationen, wie oben dargestellt (B), flir 16h inkubiert. AnschlieBend wurde zur Analyse der Hepcidin-
Promotoraktivitdt der Reportergenassay durchgefiihrt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von
mindestens drei unabhingigen Experimenten (***p<0,001, "p>0,05; ##p<0,001, #p<0,01,p<0,05 im Vergleich
mit IL-6).
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Abbildung 23: HO-1 Proteinexpression durch ZnPP

Zur Analyse der HO-1 Proteinexpression wurden HepG2 Zellen mit 15d-PGJ, (10uM), IL-6 (10 ng/ml), ZnPP (5 uM)
oder in Kombinationen fiir 16h inkubiert und anschlieRend Proteine geerntet. Mittels Western-Blot-Analyse
wurde die HO-1 Proteinexpression immunologisch detektiert. Dargestellt ist ein exemplarischer Blot.

HO-1-Knockdown

Um folglich den Einfluss von HO-1 auf die Hepcidin-Expression und dessen Beteiligung bei der
Gegenregulation der Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression durch DMF und 15d-PGJ; zu
untersuchen, wurde ein spezifischer HO-1-Knockdown durchgefiihrt. Dazu wurden HepG2-Zellen
revers mit spezifischer HO-1 siRNA oder als Kontrolle mit nicht spezifischer nonsense-RNA transfiziert.
Zur Kontrolle der Knockdown-Effizienz wurden die Zellen 24h nach der Transfektion mit neuem
Medium behandelt und nach weiteren 16h mRNA geerntet und mittels qRT-PCR die HO-1 mRNA-
Expression bestimmt. Dabei zeigte sich eine signifikante HO-1-Knockdown-Effizienz von etwa 85 %
verglichen mit der nonsense-transfizierten Kontrolle (Abbildung 24, A).

Um die Auswirkungen des HO-1-Knockdowns auf die Zytokin-induzierte Hepcidin-Expression und den
gegenregulatorischen Effekt von DMF und 15d-PGJ; zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen 24h nach
der Transfektion mit IL-6 (10 ng/ml), DMF (100 uM) und 15d-PGJ, (10 uM) sowie deren Kombination,
wie in Abbildung 24 (B) dargestellt, fiir 16h inkubiert. Es war kein statistisch signifikanter Unterschied
bei der Hemmung der Hepcidin-Expression durch die Koinkubation von IL-6+DMF sowie IL-6+15d-PGJ;
zwischen HO-1 siRNA-transfizierten und nonsense-transfizierten Zellen zu beobachten (Abbildung 24,
B).

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieRen, dass auch HO-1 nicht an der Hemmung der Zytokin-

induzierten Hepcidin-Expression durch DMF und 15d-PGJ; beteiligt ist.
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Abbildung 24: Einfluss des HO-1-Knockdowns auf die Hepcidin-Expression

HepG2-Zellen wurden mit spezifische HO-1 siRNA oder zur Kontrolle mit nonsense RNA revers transfiziert. Nach
24h wurden die Zellen mit neuem Medium (A) oder mit IL-6 (10 ng/ml), DMF (100 uM) und 15d-PGJ; (10 uM)
oder der Kombination (B) fiir 16h inkubiert und anschliefend RNA fiir die qRT-PCR isoliert. In (A) wurde die
Knockdown-Effizienz der HO-1 mRNA-Expression verglichen mit der nonsense Transfektion untersucht, die
Auswirkung des HO-1-Knockdowns auf die Hepcidin mRNA-Expression in (B). Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhangigen Experimenten ("p>0,05).

4.1.7 Untersuchung der Beteiligung des BMP-6-Signalwegs an der Hemmung der

Hepcidin-Expression

Da weder eine Beteiligung des IL-6-Signalweges noch des Transkriptionsfaktors Nrf2 an der Hemmung
der Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression zu erkennen waren, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Beteiligung des BMP-Signalweges bei der beobachteten Hepcidin-Expressionshemmung durch DMF,
SFN und 15d-PGJ; ansatzweise untersucht.

Zunichst wurde die Induktion der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktorkomplexes SMAD1/5/8
durch die verwendeten Behandlungen untersucht. HepG2-Zellen wurden dazu fiir 16h mit IL-6 (10
ng/ml), DMF (100 uM), SFN (10 uM) oder 15d-PGJ; (5 und 10 uM) und den Kombinationen inkubiert.
Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden die Zellen fiir die Gesamtproteinextraktion lysiert. Mittels
Western-Blot wurde die pSMAD1/5/8-Proteinexpression immunologisch detektiert (Abbildung 25,
A,B). Es konnte keine Induktion durch IL-6 oder eine Hemmung der pSMAD1/5/8-Proteinbildung durch
DMF, SFN (Abbildung 25, A) oder 15d-PGJ; (Abbildung 25, B) beobachtet werden.
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Abbildung 25: pSMAD1/5/8-Protein-Expression

Zur Analyse der pSMAD1/5/8-Protein-Expression wurden HepG2-Zellen fir 16h mit IL-6 (10 ng/ml), DMF (100
UM), SFN (10 uM) (A) oder IL-6 mit 15d-PGJ, (5uM und 10 uM) (B) inkubiert und das Gesamtprotein geerntet.
Mittels Western-Blot-Analyse wurden die pSMAD1/5/8-Proteinexpression immunologisch detektiert.
Dargestellt ist ein exemplarischer Blot fiir die Behandlungen mit SFN und DMF (A) und 15d-PGJ; (B).

Dieses erste Ergebnis deutet darauf hin, dass die Substanzen keinen Einfluss auf die Phosphorylierung
des Transkriptionsfaktorkomplexes pSMAD/1/5/8 nehmen und damit den BMP-Signalweg nicht
beeinflussen.

Um den Effekt der Substanzen auf den BMP-Signalweg weiter zu untersuchen, wurde der Effekt auf
der Hepcidin-Promotorebene untersucht. Wie in Abbildung 5 dargestellt, bindet der durch den BMP-
Signalweg-induzierte pSMAD1/5/8-SMAD4-Komplex an zwei verschieden gelegene BMP responsive
Elemente, dem proximalen BMP-RE1, das nahe dem STAT3-RE liegt, und dem distalen BMP-RE2. Da
das intakte proximal gelegene BMP-RE1 ndtig ist, um den IL-6-Effekt Uber das STAT3-Element zu
induzierten [95, 141], wurde das distale BMP-RE2 mittels Mutagenese mutiert, um die Bindung des
Transkriptionsfaktorkomplexes zu verhindern. Dadurch wurde das HepLuc_BMP RE2 erhalten.

Um die Auswirkung dieser Mutation zu untersuchen, wurden HepG2 Zellen mit HepLuc_BMP RE2 oder
zur Kontrolle mit dem Volllangen-Hepcidin-Promotor HepLuc transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen
mit IL-6 (10 ng/ml), DMF (100 puM), SFN (10 uM) und 15d-PGJ; (5 und 10 uM) alleine oder in
Kombination, wie in Abbildung 26 dargestellt, fir 16h inkubiert. AnschlieBend wurde mittels
Reportergen-Assay die Hepcidin-Promotoraktivitat gemessen.

Es zeigte sich, dass das BMP-RE2 wesentlich zur Grundstimulation der Hepcidin-Promotoraktivitat
beitragt (Abbildung 26, A). Im Vergleich zu HepLuc-transfizierten Zellen war die Grundstimulation bei
HepLuc_Mut RE2-transfizierten Zellen um etwa 35% signifikant niedriger (p<0,001). Bezlglich der
Hemmung der IL-6-induzierten Hepcidin-Promotoraktivitat durch DMF, SFN und 15d-PGJ, zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen HepLuc- und HepLuc_Mut RE2-transfizierten Zellen (p>0,05).
Folglich spielt die Mutation des BMP-RE2 keine Rolle bei der beobachteten Hemmung der IL-6-

induzierten Hepcidin-Promotoraktivitat.
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Abbildung 26: Einfluss des BMP-RE2 auf die Hepcidin-Expression

Zur Uberpriifung des Einflusses des BMP-RE2 auf die Hepcidin-Promotoraktivitit wurden HepG2-Zellen mit dem
Vollangen-Hepcidin-Promotorplasmid (HepLuc) oder dem Hepcidin-Promotorplasmid mit mutiertem RE2
(HepLuc_MutRE2) transfiziert. 24h danach wurde das Medium gewechselt und die Zellen entsprechend
behandelt. Zur Kontrolle der Grundstimulation der Plasmide auf die Hepcidin-Promotoraktivitdit wurden die
Zellen nur mit neuem Medium inkubiert (A). Zur Kontrolle des Einflusses des RE2 auf die Zytokin-induzierte
Hepcidin-Expression und deren Gegenregulation wurden die Zellen fiir 16h mit IL-6 (10 ng/ml), 15d-PGJ, (5 und
10 uM), DMF (100 uM), und SFN (10 uM) oder deren Kombination inkubiert. AnschliefRend wurde die Hepcidin-
Promotoraktivitdt mittels Reportergen-Assay analysiert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von
mindestens drei unabhingigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, "*p>0,05; ##p<0,001 verglichen
mit IL-6).

Die Frage durch welchen Signalweg die beobachtete Hepcidin-Hemmung durch die Substanzen DMF,
SFN, 15d-PGJ; vermittelt wird, konnte im Laufe dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden und

Bedarf deshalb der Untersuchung moglicher weiterer Signalwege.

4.2  Untersuchung der Auswirkung von DMF, SFN und 15d-PGJ, auf weitere

Parameter des Eisenstoffwechsels

Neben dem Effekt der Substanzen auf die Hepcidin-Expression, wurde deren Auswirkung auf weitere
Parameter des Eisenstoffwechsels untersucht.

Es wurde dabei besonderes Augenmerk auf die Expression des einzig bekannten Eisentransporters
Ferroportin gelegt, der zugleich den Hepcidin-Rezeptor darstellt. Wie bereits in Kapitel 1.3

beschrieben, fiihrt die Bindung von Hepcidin an Ferroportin zu dessen Internalisierung und
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Abbildung 27: Effekt von DMF, SFN und 15d-PGJ, auf die Ferroportin und Ferritin-Expression in
HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden fiir 16h mit den Substanzen DMF (100 uM), SFN (10 uM) und 15d-PGJ; (10 uM) inkubiert.
AnschlieRend wurde die RNA isoliert und mittels gRT-PCR die Ferroportin mRNA-Expression (A) und Ferritin
MRNA-Expression (B) quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei
unabhangigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, verglichen der Kontrolle).

Degradation, wodurch Eisen in der Zelle verbleibt, was letztlich zu einem funktionellen Eisenmangel
fuhrt.
Zudem wurde der Effekt der Substanzen auf die Ferritin-Expression (FTH) untersucht, welches als

Eisenspeicher in der Zelle wirkt.

HepG2-Zellen

Wie in Abbildung 27 A dargestellt, induzierten SFN und 15d-PGJ; die Ferroportin mRNA-Expression in
HepG2-Zellen signifikant auf das zwei- bzw. 3,8-fache im Vergleich zur Kontrolle (*p<0,05 und
***p<0,001), wiahrend DMF tendenziell leicht die Expression induziert. Alle drei Substanzen hingegen

induzieren die Ferritin mRNA-Expression signifikant (*p<0,05 ,**p<0,01).

Typ1-Makrophagen

Da Makrophagen, wie bereits erwahnt, ebenfalls in den Eisenstoffwechsel involviert sind, wurde der
Effekt von DMF und 15d-PGJ; auch in Typl Makrophagen untersucht.

Dafur wurden ausdifferenzierte Typl Makrophagen mit DMF (100 uM) oder 15d-PGJ; (10 uM) fiir 16h
inkubiert. AnschlieRen wurden die RNA isoliert und mittels gRT-PCR die Ferroportin und Ferritin mRNA-

Expression bestimmt.
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Abbildung 28: Effekt von DMF und 15d-PGJ, auf die Ferroportin und Ferritin-Expression in Typ1l
Makrophagen

Ausdifferenzierte Typ 1 Makrophagen wurden fir 16h mit DMF (100 uM) und 15d-PGJ; (10 uM) behandelt.
AnschlieRend wurde die RNA isoliert und mittels gRT-PCR die Ferroportin mRNA-Expression (A) und Ferritin
MRNA-Expression (B) quantifiziert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei
unabhingigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, verglichen mit der Kontrolle).

15d-PGJ; (10 uM) induzierte die Ferroportin mRNA-Expression signifikant auf das Achtfache verglichen
mit der Kontrolle (**p<0,01), wahrend DMF (100 uM) die Ferroportin mRNA-Expression zwar nicht
statistisch signifikant, aber dennoch auf das 1,6-fache im Vergleich zur Kontrolle induzierte (Abbildung
28, A).

DMF (100 uM) zeigte keinen Effekt auf die Ferritin mRNA-Expression in Typl Makrophagen (Abbildung
28, B). 15d-PGJ; (10 uM) hingegen senkte Uberraschenderweise die Ferritin mRNA-Expression in
Makrophagen signifikant (**p<0,01) um etwa 30%, was kontrar ist zu dessen Effekt in HepG2-Zellen,
da 15d-PGJ; die Ferritin mRNA-Expression in diesen Zellen signifikant induzierte (Abbildung 27, B).

4.2.1 Untersuchung der Beteiligung von Nrf2 an der Induktion von Ferroportin und

Ferritin mRNA-Expression in HepG2-Zellen

Um den Signalweg des Effekts von DMF, SFN und 15d-PGJ, auf die Ferroportin- und Ferritin-Expression
aufzuschlisseln, wurde zunéachst die Beteiligung des Transkriptionsfaktors Nrf2 an den beobachteten
Effekten in HepG2-Zellen untersucht. Wie bereits in Abbildung 16 gezeigt, induzierten die Substanzen
DMF und 15d-PGJ; Nrf2, weshalb durch ein Knockdown dieses Transkriptionsfaktors dessen

Involvierung gepriift wurde.
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Die Knockdown-Effizienz der mit spezifischer Nrf2-siRNA behandelten Zellen betrug etwa 85%
(Abbildung 29, A). Die Funktionalitdt des Knockdowns konnte ferner durch die signifikant niedrigere
MRNA-Expression des Downstream-Targets HO-1 gezeigt werden (Abbildung 29, B), die bei der
Behandlung mit 15d-PGJ; (5 uM) zwar noch vorhanden, aber dennoch auf ein Viertel der Induktion,
verglichen mit den nonsense-transfizierten Zellen, gesenkt werden konnte. Bei den Behandlungen mit
DMF (100 uM) und SFN (10 uM) hingegen zeigte sich eine fast vollstandige Aufhebung der HO-1-
Induktion bei Nrf2-siRNA transfizierten Zellen, verglichen mit nonsense-transfizierten Zellen.

Die Behandlung von nonsense-transfizierten Zellen mit DMF (100 uM) fiihrte zu einer signifikanten
Induktion der Ferroportin mRNA-Expression (*p<0,05) auf das etwa 1,5-fache, verglichen mit der
Kontrollbehandlung (Abbildung 29, C). Auch die Koinkubation von DMF mit IL-6 (10 ng/ml) induzierte
die Ferroportin mRNA-Expression, wenn auch nicht statistisch signifikant. Bei Nrf2 k.d. Zellen war der
induzierende Effekt von DMF aufgehoben (Abbildung 29, C). Die Expression der Ferritin mRNA konnte
bei der Kontroll-transfizierten Zellen durch DMF signifikant (p<0,001) auf das etwa 1,5-fache induziert
werden. Auch diese Induktion wurde signifikant (***p<0,001) durch die Transfektion mit Nrf2 siRNA
inhibiert (Abbildung 29, D).

Die Behandlung mit SFN (10 uM) und die Koinkubation von SFN mit IL-6 (10 ng/ml) flhrte zu einer
signifikanten Erhohung der Ferroportin mRNA-Expression (***p<0,001) auf das etwa 2,5-fache,
verglichen mit der Kontrolle (Abbildung 29, E) und induzierte ebenfalls die Ferritin mRNA-Expression
signifikant (Abbildung 29, F). Auch diese Effekte waren bei Nrf2 k.d. Zellen nach SFN Behandlung nicht
mehr vorhanden und damit signifikant gehemmt (Abbildung 29, E,F).

Diese Beobachtung trifft ebenfalls auf die Behandlung von Kontroll- und Nrf2-siRNA-transfizierten
Zellen mit 15d-PGJ; (5 uM) und 15d-PGJ; mit IL-6 (10 ng/ml) fiir die Ferroportin mRNA-Expression zu
(Abbildung 29, G), die nur bei Kontroll-transfizierten Zellen signifikant induziert wurde.
Interessanterweise induzierte 15d-PGJ; auch die Ferritin mRNA-Expression auf das etwa 1,5-fache.
Diese Induktion wurde jedoch nicht durch einen Nrf2 k.d. aufgehoben, sondern unterschied sich nicht
zwischen Kontroll- und Nrf2 siRNA-transfizierten Zellen (Abbildung 29, H).

Zusammengefasst zeigt der Nrf2 Knockdown, dass die beobachtete Induktion der Ferroportin mRNA-
Expression durch die Behandlung mit DMF, SFN und 15d-PGJ, oder bei der Koinkubation mit IL-6 durch
den Transkriptionsfaktor Nrf2 vermittelt wird. Dieses Ergebnis trifft auch auf die beobachtete Ferritin-

Induktion durch DMF und SFN zu, allerdings nicht fiir die Behandlung mit 15d-PGJ,.
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Abbildung 29: Knockdown von Nrf2 und dessen Effekt auf die Induktion von Ferroportin und
Ferritin durch DMF, SFN und 15d-PGJ,

HepG2-Zellen wurden beim Aussden entweder mit spezifischer Nrf2-siRNA oder als Kontrolle mit nonsense-
siRNA transfiziert und nach 24h fiir 16h mit entsprechenden Substanzen behandelt. Anschliefend wurde RNA
isoliert und mittels gRT-PCR die entsprechenden mRNA-Expressionen untersucht. In (A) ist die Nrf2-
Knockdown-Effizienz von transfizierten, unbehandelten Zellen dargestellt. (B) zeigt den Einfluss des
Knockdowns auf die HO-1 mRNA-Expression durch die Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ,. In (C), (E) und (G)
ist der Einfluss des Knockdown und der Behandlungen auf die Ferroportin mRNA-Expression, in (D), (F) und
(H) auf die Ferritin mRNA dargestellt. Die Behandlung von IL-6 (10 ng/ml) und DMF (100 pM) zeigt die
Abbildung (C) und (D), mit SFN (10 uM) (E) und (F) und mit 15d-PGJ2 (5 uM) (G) und (H). Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhangigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01,
*n<0.05 und #¥n<0.001.#0<0.01.#0<0.05 verglichen mit der Kontrolle).
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4.2.2 Untersuchung der Beteiligung von HO-1 an der Ferroportin- und Ferritin-Induktion

durch DMF und 15d-PGJ; in HepG2-Zellen

Um weiter zu untersuchen, ob der Transkriptionsfaktor Nrf2 direkt die Effekte von DMF und 15d-PGJ;
auf die Ferroportin und Ferritin mRNA-Expression vermittelt

oder das Nrf2-Downstreamtarget HO-1 involviert ist, wurde ein HO-1 Knockdown durchgefiihrt.

Dazu wurden HepG2 Zellen mit spezifischer HO-1 siRNA oder zur Kontrolle mit nonsense siRNA revers
transfiziert und nach 24h fir weitere 16h mit IL-6 (10 ng/ml), DMF (100 uM) und 15d-PGJ; (10 uM)
oder deren Kombinationen inkubiert (Abbildung 30). Nach abgelaufener Inkubationszeit wurde die
RNA extrahiert und mittels gRT-PCR die Effekte der Behandlungen auf die Ferroportin und Ferritin
MRNA-Expression analysiert.

DMF induzierte die Ferroportin-Expression signifikant (*p<0,05) auf das etwa 1,5-fache, verglichen mit
der Kontrolle. Diese Induktion war tendenziell niedriger bei HO-1 k.d. Zellen und war signifikant
niedriger bzw. nicht mehr vorhanden bei HO-1 k.d. Zellen, die mit IL-6+DMF-behandelt wurden,
verglichen mit den Kontroll-transfizierten Zellen (*p<0,05) (Abbildung 30, A). Die signifikant durch
DMF- bzw. IL-6+DMF induzierte Ferritin mRNA-Expression (***p<0,001) war in Zellen, die mit HO-1
siRNA transfiziert wurden, nicht mehr vorhanden (Abbildung 30, B).

Auch die Behandlung mit 15d-PGJ; und IL-6+15d-PGJ; induzierten die Ferroportin mRNA-Expression
signifikant auf das etwa Zweifache, verglichen mit der Kontrolle. Zellen, die hingegen mit HO-1 siRNA
transfiziert wurden, zeigten keine signifikante Induktion der Ferroportin-Expression (Abbildung 30, C).
Die Ferritin mRNA-Expression wurde ebenfalls durch die Behandlung mit 15d-PGJ; bzw. IL-6+15d-PGJ;
signifikant (***p<0,001) auf das etwa 1,5-fache induziert (Abbildung 30, D). Zwar wurde die mRNA-
Expression von Ferritin auch von HO-1 k.d. Zellen signifikant induziert (*p<0,05), allerdings war die
Induktion signifikant niedriger als bei Kontroll-transfizierten Zellen gleicher Behandlung (Abbildung 30,
D).

Zusammengefasst zeigen die Daten des HO-1-Knockdowns, dass das Nrf2-Downstreamtarget HO-1 an
der Induktion der Ferroportin und Ferritin mRNA-Expression durch die Behandlung mit DMF
maRgeblich beteiligt ist. Auch an der Induktion durch die Behandlung mit 15d-PGJ; ist HO-1, zumindest

teilweise, beteiligt.
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Abbildung 30: Effekte des HO-1 k.d. auf die Ferroportin- und Ferritin-Induktion durch DMF und 15d-
PGJ;

HepG2-Zellen wurden beim Aussaen revers mit spezifischer HO-1 siRNA oder als Kontrolle mit nonsense-siRNA
transfiziert und nach 24h fiir weitere 16h mit IL-6 (10 ng/ml), DMF oder deren Kombination (A, B), oder mit IL-6
(10 ng/ml), 15d-PGJ; (10 uM) und deren Kombination (C, D) behandelt. AnschlieRend wurde RNA isoliert und
mittels qRT-PCR die entsprechenden mRNA-Expressionen untersucht. Die Effekte auf die Ferroportin mRNA-
Expression zeigen die Abbildungen (A) und (C), Effekte auf die Ferritin mRNA-Expression (B) und (D). Die Daten
sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhéngigen Experimenten (***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05 und #¥p<0,001,"p<0,01,%p<0,05 verglichen mit der Kontrolle).
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5. Diskussion

Hepcidin ist in seiner Funktion als systemischer Eisenregulator inzwischen seit 15 Jahren bekannt.
Seine Expression, die vorrangig in der Leber und zu einem geringeren Anteil in Makrophagen
stattfindet, ist im Falle von chronischer Entziindungen im Koérper erhoht und das Resultat einer
transkriptionellen Aktivierung maRgeblich durch die proinflammatorischen Zytokine der IL-6-Famlie
[132, 10]. Die Freisetzung von Hepcidin ins Serum fiihrt zu einer Bindung von Hepcidin an den einzig
bekannten Eisentransporter Ferroportin und zu dessen Ubiquitinierung, Internalisierung und letztlich
zur Degradation. Somit verbleibt Eisen in den Zellen des Eisenstoffwechsels, zu denen Makrophagen,
Enterozyten und Leberzellen gehoren. Diese Restriktion der Eisenverfiigbarkeit fiihrt zu einem
funktionellen Eisenmangel und damit zu der Entwicklung einer Anamie der chronischen Inflammation.
Diese ist eine verbreitete systemische Komplikation bei Patienten, die an einer chronischen
Entziindung, wie chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, leiden und deren Lebensqualitat
dadurch beeintrachtigt ist [194, 281, 86, 282]. Aus diesem Grund ist die Korrektur der Anamie bei
diesen Patienten von wesentlicher Bedeutung.

Herkdmmliche Therapieoptionen wie orale und parenterale Eisensupplementation oder die
Verwendung von Erythropoese-stimulierenden Substanzen flihren manchmal durch schlechtes
Ansprechen, gerade beim Vorliegen einer ACI, nicht zu der gewlinschten Korrektur der Andamie [283].
Deshalb ist die Suche nach Méglichkeiten einer direkten Beeinflussung der Hepcidin-Ferroportin-Achse
in den Fokus der Wissenschaft geriickt, um Substanzen zu finden, die eine zligige Korrektur der Anamie
bewirken kénnen.

Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus darauf gelegt, Substanzen zu finden, die
Einfluss auf die Regulierung der Hepcidin-Ferroportin-Achse nehmen kdénnen.

Im Folgenden werden die einzelnen Punkte einer moglichen Beeinflussung dieser Achse naher

diskutiert.

5.1 Einfluss von Zytokinen auf die Hepcidin-Expression

IL-6 spielt bei der Immunabwehr des Kérpers gegen unbekannten Pathogenen eine bedeutende Rolle
und ist ein wesentlicher Vermittler der Entziindung im Korper. Das Zytokin dient dazu, die Zellapoptose
wahrend der Entziindung zu verhindern und spielt eine Rolle in der Entwicklung, der Immunregulation,
dem Zellwachstum und der Zellhomoostase [284, 285]. Entsprechend ist die IL-6-Expression und damit
die IL-6-Serumspiegel bei chronischen Entziindungen im Kérper, wie sie bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen vorliegen, stark erhéht und korrelieren bei CED-Patienten mit der

Entziindungsaktivitat [286, 287, 281].
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Auch die OSM Protein-Expression war in Biopsien von Patienten mit aktiver CED erhoht, doch die
genaue Funktion von OSM bei der Pathogenese und dem Krankheitsgeschehen von CED ist bislang
nicht abschlieBend geklart [288].

Inzwischen etabliert ist die Rolle der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und OSM bei der Induktion
der Hepcidin-Expression [289]. Wie wichtig IL-6 bei der durch Bakterien induzierten Hepcidin-
Expression ist, zeigt eine Studie an Mausen. Wahrend eine bakterielle Infektion bei normalen Mausen
zu einer hohen Hepcidin-Expression flihrte, zeigten IL-6 KO-Mause keinen Anstieg der Hepcidin-
Expression [136]. Eine weitere Studie an adipdsen Mausen zeigte jedoch, dass die durch Adipositas
induzierte Entziindung auch unabhangig von IL-6 bei IL-6 KO-Mausen zu einem Hepcidin-Anstieg fiihrte
und somit auf eine Beteiligung anderer Zytokine an der Hepcidin-Induktion hindeutete [290].

Auch der Signalweg, durch den IL-6 und OSM die Hepcidin-Expression vermitteln, ist bekannt. Beide
Zytokine induzieren durch Bindung an die jeweiligen Rezeptoren den JAK-STAT-Signalweg, wodurch
letztlich STAT3 aktiviert und in den Zellkern transloziert wird, an das STAT3-responsive Element im
Hepcidin-Promotor bindet und den Hepcidin-Promotor aktiviert [127, 128, 126, 132].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass die Zytokine IL-6 und OSM in der
Konzentration 10 ng/ml, die Hepcidin-Expression in HepG2-Zellen auf Promotor- und mRNA-Ebene
induzieren und die Ergebnisse damit mit anderen Studien ibereinstimmt [132, 291]. Fir IL-6 wurde
dieser Effekt auch auf Proteinebene nachgewiesen. Auch die STAT3-Aktivierung und Translokation in
den Nukleus konnte bestatigt werden.

Die Zytokine wurden deshalb als geeignete Entziindungsmediatoren angesehen und zur Imitierung

einer chronischen Entziindung im Korper eingesetzt.

5.2 Méoglichkeiten einer Beeinflussung der Zytokin-induzierten Hepcidin-

Expression

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Substanzen gesucht, die in der Lage sind, die beschriebene Zytokin-
induzierte Hepcidin-Expression zu inhibieren. Dabei wurden die Substanzen SFN sowie, nach bestem
Wissen, zum ersten Mal auch DMF und 15d-PGJ; gefunden, die in der Lage sind die Hepcidin-Expression
auf Promotor-, mRNA und Proteinebene zu inhibieren.

Mogliche Signalwege, die an der Hemmung der Hepcidin-Expression beteiligt sein kénnten, wurden

folglich untersucht.
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5.2.1 Beeinflussung des IL-6/STAT3-Signalwegs

Bisherige pharmakologische Bemiihungen die Hepcidin-Ferroportin-Achse zu beeinflussen und die
Hepcidin-Expression zu hemmen, haben u.a. an der Zytokin-vermittelten Hepcidin-Expression
angesetzt und versucht den Hepcidin-Uberschuss zu minimieren.

Die Administration von monoklonalen IL-6 Antikorpern (Siltuximab) oder IL-6-Rezeptor Antikérpern
(Tocilizumab) flihrte beispielsweise bei Morbus Castleman Patienten zu niedrigeren Hepcidin-Spiegeln
und verbesserten damit die Anamie dieser Patienten, indem der IL-6-STAT-Signalweg unterbunden
wurde [292, 293]. Auch bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis verbesserte die Behandlung mit
Tocilizumab das Vorliegen der Anamie durch verringerte Hepcidin-Spiegel [294], ebenso bei Arthritis
in Affen [295]. Dennoch ist der grofRer Nachteil einer solchen Andmie-Behandlung mit Biologicals, dass
sie starke Nebenwirkungen nach sich ziehen kann und deshalb der Einsatz solcher Therapeutika
Uberlegt und nach Abwagen stattfinden sollte [296].

Studien in Zellen und Mausen induzierten eine Hemmung der STAT3-Aktivierung durch die
Verwendung von STAT3-Inhibitoren, zu denen Curcumin, AG490 und PpYLKTK zdhlen. Diese Klasse an
Hepcidin-Inhibitoren scheiterten an einer mogliche Weiterentwicklung vor allem aufgrund ihrer sehr
unspezifischen Wirkung und kdnnen damit nicht gezielt zur Hepcidin-Hemmung eingesetzt werden
[297-299].

Um zu Uberprifen, ob die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Substanzen DMF, SFN und
15d-PGJ;, zu einer Verdnderung des IL-6/STAT3-Signalwegs fiihren, wurde die Phosphorylierung und
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 auf Proteinebene untersucht. Es konnte kein verandertes
Phosphorylierungsniveau von STAT3 oder einer veranderte Translokation von pSTAT3 in den Nukleus
zu den Zeitpunkten 6h, 16h und 24h festgestellt werden. Auf Grundlage dieser Daten ist davon
auszugehen, dass die hier verwendeten Substanzen somit keinen Einfluss auf den IL-6/STAT3-
Signalweg ausiiben und den beobachteten Effekt der Hepcidin-Hemmung lber einen anderen
Signaltransduktionsweg vermitteln.

Dennoch gibt es Arbeiten, die zeigen, dass 15d-PGJ; sowie DMF zu einer Hemmung der pSTAT3-Bildung
flhren. Rajasingh et al. (2006) konnten eine Inhibierung der LIF-induzierten pSTAT3-Bildung durch 15d-
PGJ; (15-30 uM) nach 2h in embryonalen Mausestammzellen nachweisen [300]. Hosoi et al. (2015)
zeigten eine Hemmung der Leptin-induzierten pSTAT3-Bildung durch die Koinkubation mit 15d-PG)J;
nach 2-4h in Neuroblastom-Zellen [301]. Durch weitere Versuche mit PPAR-y Agonisten und dem
PPAR-y-Antagonisten GW9662 zeigten die Autoren, dass der beobachtete Effekt der 15d-PGlJ,-
induzierten pSTAT3-Hemmung, zumindest teilweise, durch PPAR-y vermittelt wird [301].

Auch im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde GW9662 eingesetzt, um zu Uberprifen, ob die
15d-PGJy-vermittelte Hepcidin-Hemmung durch die zusatzliche Inkubation mit dem PPAR-y-Inhibitor

aufgehoben wird. Es konnte jedoch kein Einfluss der zusatzlichen GW9662-Behandlung zu IL-6+15d-
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PGJ; festgestellt werden (Daten nicht dargestellt), weshalb die Involvierung von PPAR-y bei den hier
untersuchten Effekten ausgeschlossen und nicht weiter verfolgt wurde.

Die unterschiedlichen Ergebnisse kommen eventuell durch die Verwendung unterschiedlicher
Zelllinien, unterschiedlicher Inkubationszeitraume und unterschiedlicher 15d-PGJ,-Konzentrationen
zustande.

In Chondrozyten zeigten Li et al. (2014) eine Inhibierung der TNF-a-induzierten pSTAT3-Bildung durch
50 uM DMF nach 24h [302]. Auch in Maus-Praadipozyten wurden durch die Behandlung mit 75 uM
DMF die basalen STAT3-Spiegel im untersuchten Zeitraum von 0,5-6h gehemmt [303].

Diese Daten konnte in der hier vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Grund kénnte auch hierfir

in den unterschiedlich verwendeten Stimuli, Zelltypen, Zeiten und Konzentrationen liegen.

5.2.2 Beeinflussung des BMP-Signalwegs

Eine wichtige Rolle bei der Induktion der Hepcidin-Expression spielt der BMP-Signalweg. Durch
Bindung von BMP6 an den BMP-Rezeptor kommt es zur Aktivierung und Phosphorylierung der SMAD-
Proteine SMAD1/5/8, die an zwei BMP-responsive Elemente am Hepcidin-Promotor binden und die
Transkription induzieren [91, 92].

Interessanterweise wird die entziindungsbedingte Andmie zwar mafigeblich durch IL-6 und den STAT3-
Signalweg und die damit verbundene Hepcidin-Expression induziert, allerdings scheint der STAT3-
Signalweg durch die BMP-abhdngige SMAD-Aktivierung zusatzlich beeinflusst zu werden, jedoch nicht
umgekehrt [304-307].

Ein Ansatz der Interaktion zwischen den beiden Signalwegen wurde durch die entzlindungsbedingte
Induktion von Aktivin B gefunden. Die LPS-Behandlung von Mausen induzierte die Hepcidin- als auch
Aktivin B-Expression. Es konnte gezeigt werden, dass Aktivin B zu einer Phosphorylierung von SMAD

1/5/8 fuihrt und damit auch unabhéngig von IL-6 zu einer Hepcidin-Induktion fiihren kann [308].

Zur Hemmung der Hepcidin-Expression, auch im Falle der Anamie der chronischen Inflammation,
wurde pharmakologisch an verschiedenen Stellen des BMP-Signalwegs angesetzt.

Heparine zeigen eine hohe Affinitdat, BMPs zu binden. Patienten, die mit Heparin gegen tiefe
Venenthrombose behandelt wurden, wiesen reduzierte Serum-Hepcidinspiegel auf [309]. Da jedoch
die Eigenschaften von Heparin, als Antikoagulans zu wirken, nicht fiir die Reduktion eines Hepcidin-
Exzess gedacht sind, wurden Verdnderungen an der Heparinstruktur vorgenommen, die zu einer
verminderten antikoagulativen Aktivitat fihrten und dennoch die Hepcidin-Induktion inhibierten. lhre
Wirksamkeit und Sicherheit muss in randomisierten kontrollierten Studien noch sichergestellt werden

[296, 310].
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Auch bei HJV, dem BMP-Korezeptor, wurde angesetzt, um die Hepcidin-Induktion zu inhibieren. Ein
dafiir entwickelter monoklonaler HJV-Antikorper reduzierte die Hepcidin-Expression in Ratten und
Affen [311]. In Ratten- und Mausmodellen, die eine Andmie aufgrund von chronischer Inflammation
aufwiesen, fuhrte die Administration dieses Antikdrpers durch die Hepcidin-Inhibierung zu einer
Korrektur der Andmie [312]. Auch die Administration eines I6slichen HJV-Fusionsproteins konnte die
Hepcidin-Expression im Tiermodell inhibieren [304], scheiterte jedoch in einer klinischen Phase 2
Studie an der Rekrutierung von anamischen Patienten mit chronischer Nierenerkrankung im
Endstadium (ClinicalTrials.gov, NCT01873534).

Kleine Molekiile, wie Dorsomorphin und das Dorsomorphin-Derivat LDN-193189, wirken als
Inhibitoren des BMP-SMAD-Signalwegs durch eine Antagonisierung des BMP Typ I|-Rezeptors. Die
Verabreichung von LDN-193189 schwachte eine Entziindungs-bedingte Andamie im Tiermodell ab
[304]. Die Weiterentwicklung dieser Molekiile scheiterte jedoch auch hier letztlich an ihrer
unspezifischen Wirkung [313, 296].

Auf der Suche nach Hepcidin-Inhibitoren konnten Mu et al. (2015) das Flavonoid Myricetin
identifizieren, dass in vitro und in vivo die BMP6- und IL-6-induzierte Hepcidin-Expression hemmen
konnte [314]. Die Autoren zeigten, dass Myricetin nicht die Phosphorylierung von STAT3 hemmte, aber
zu unterschiedlichen Zeitpunkten (6-24h) zu einer Hemmung der pPSMAD1/5/8-Bildung fiihrte, worauf
der hemmende Effekt des Flavonoids zurlickzufiihren ist. Auch die Behandlung von HepG2-Zellen und
Mausen mit schwarzem Sojabohnensamenschale-Extrakt (BSSCE) bewirkte eine Verringerung der
Hepcidin-Expression [315]. Auch die BSSCE-Behandlung fiihrte nicht zu einer Veranderung der IL-6-
induzierten STAT3-Phosphorylierung, aber verringerte die Bildung von pSMAD1/5/8 zum Zeitpunkt 9-

24h, worauf die Autoren die reduzierte Hepcidin-Expression zurlickfiihrten [315].

Um zu Uberpriifen, inwieweit die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Substanzen einen Einfluss auf
den BMP-SMAD-Signalweg nehmen und dariiber der beobachtet Hemmeffekt auf die Hepcidin-
Expression zu erkldren ist, wurde die Phosphorylierung von SMAD1/5/8 untersucht. Auf Proteinebene

konnte jedoch zum gewahlten Zeitpunkt (16h) kein Unterschied gesehen werden.

Casanovas et al. (2014) zeigten durch Hepcidin-Promotoranalysen, wie der IL-6-Signalweg und der
BMP-Signalweg additiv auf die Hepcidin-Expression wirken kdnnen. Die Autoren mutierten die
unterschiedlichen Bindungsstellen im Hepcidin-Promotor, STATmut, BMP-RE1mut und BMP-RE2mut,
und verglichen die Induktion von IL-6 und BMP und deren Kombination auf die Hepcidin-
Promotoraktivierung [307]. Sie zeigten, dass bei einer BMP-RE1-Mutation eine extrem niedrige
Grundaktivierung der Hepcidin-Promotoraktivitat vorlag. IL-6 fiihrte bei diesem Mutationskonstrukt

kaum zu einer Aktivierung des Hepcidin-Promotors. Dieses Ergebnis wurde durch andere Publikation
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untermauert [95, 141], woraus geschlossen werden kann, dass ein intaktes BMP-RE1 notwendig ist,
damit IL-6 die Hepcidin-Expression induziert.

Um auf Promotorebene zu untersuchen, ob DMF, SFN oder 15d-PGJ; auf den SMAD-Signalweg
einwirken, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit folglich das BMP-RE2 mutiert, wodurch die SMAD-
Bindung an dieser Stelle des Promotors verhindert wird und folglich den Signalweg abschwacht. Durch
die Mutation konnte eine Reduktion der Hepcidin-Promotor-Grundaktivierung festgestellt werden,
was das Ergebnis anderer Studien widerspiegelt [307]. Es konnte jedoch kein Unterschied zwischen
der inhibierenden Wirkung der verwendeten Substanzen zwischen dem Wild-Typ Hepcidin-Promotor
und dem BMP-RE2-Mutations-Promotor festgestellt werden.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit der BMP-Signalweg beziiglich einer moglichen
Vermittlung des Hemmeffektes auf die Hepcidin-Expression durch die verwendeten Substanzen DMF,

SFN und 15d-PGJ; nicht weiter verfolgt.

5.3 Die Aktivierung von Nrf2 und dessen Auswirkung auf Parameter des

Eisenstoffwechsels

Oxidativer oder elektrophiler Stress kann durch Schadigung von Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren
die normale Zellfunktion stark beeintrachtigen. Diese Verdanderungen stehen in engem
Zusammenhang mit dem Alterungsprozess und alterstypischen Erkrankungen wie neurodegenerative
und kardiovaskulare Erkrankungen sowie Krebs [316—318]. Der Transkriptionsfaktor Nrf2 gilt als einer
der bedeutendsten Transkriptionsfaktoren zur Abwehr solcher Zellschdadigungen, indem er die
Expression von weit (iber 100 relevanter Gene reguliert [319]. Zu diesen Genen gehdren antioxidative
Proteine, Entgiftungsenzyme der Phase | und Il, Transportproteine und einige Transkriptionsfaktoren,
um nur einige zu nennen [319].

Die hier im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ, sind allesamt
etablierte Nrf2-Aktivatoren [319, 261, 255-257, 259, 215]. Die Ergebnisse dieser vorliegenden Arbeit
konnten die Nrf2-Aktivierung durch die Substanzen anhand der Translokation von Nrf2 in den Zellkern
bestdtigen, was immunologisch mittels Western Blot nachgewiesen werden konnte. Auch die
Induktion der Nrf2-Downstreamtargets (HO-1, NQO1) bestéatigte die Nrf2-Aktivierung. Ob und in
wieweit die Aktivierung von Nrf2 Parameter des Eisenstoffwechsels beeinflusst, sollte Uberprift

werden.
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5.3.1 Nrf2 und die Hepcidin-Expression

Da weder eine Beeinflussung des IL-6/STAT-Signalwegs noch eine Beeinflussung des BMP-SMAD-
Signalwegs durch die Behandlung mit DMF, SFN und 15d-PGJ; zu beobachten war, stellte sich die Frage,
ob die Nrf2-Aktivierung durch die Substanzen an der Hepcidin-Inhibierung beteiligt war. Diese
Untersuchung der Involvierung von Nrf2 an der Hepcidin-Expression war somit zentraler Aspekt der
vorliegenden Arbeit.

Zeitgleich mit dem Voranschreiten dieser Arbeit publizierte Bayele et al. (2015) einen Zusammenhang
der Hepcidin-Expression mit Nrf2 [280]. Im Rahmen dieser Studie wurde gezeigt, dass Phytoostrogene,
insbesondere Quercetin, durch die Nrf2-Aktivierung zu einer erhohten Hepcidin-Expression in
Leberzellen fihrte. Zudem wiesen die Autoren eine etablierte Nrf2-Bindestelle, die sogenannte ARE-
Sequenz, im Hepcidin-Promotor nach. Durch dessen Mutation wurde die Hepcidin-Induktion durch die
Phytodstrogene aufgehoben. Bayele et al. (2015) verwendeten ein Hepcidin-Promotorplasmid, das
nicht mit dem in der hier vorliegenden Arbeit gleichzusetzen ist, da es nur eine Teilsequenz des

Hepcidin-Promotors sowie mehrere zusatzlich einklonierte ARE-Sequenzen enthielt [280].

Eine natlirlich enthaltene ARE-Sequenz konnte in dem in dieser Arbeit verwendeten HepLuc-Konstrukt,
das den natirlichen Volllangen-Hepcidin-Promotor enthielt, bestatigt werden. Die Mutation dieser
Sequenz, wodurch das HeplLuc_AREmut-Konstrukt entstand, hob jedoch nicht die inhibierende
Wirkung von SFN, DMF oder 15d-PGJ; auf die Hepcidin-Expression auf. Dies deutet darauf hin, dass
eine direkte Bindung von Nrf2 an die ARE-Sequenz im Hepcidin-Promotor nicht fiir die Hemmung der
IL-6-induzierten Hepcidin-Expression verantwortlich ist.

Interessanter weise flihrte die ARE-Mutation jedoch zu einer erhéhten Hepcidin-Grundstimulierung in
unbehandelten Zellen, verglichen mit HeplLuc-transfizierten Zellen, was damit auf eine hemmende
Wirkung dieser Sequenz auf die Hepcidin-Expression hinweist und damit kontrar zu den Ergebnissen
von Bayele et al. [280] ist. Auch gegensitzlich sind die Ergebnisse einer Nrf2-Uberexpression auf die
Hepcidin-Promotoraktivitat. Wahrend Bayele et al. (2015) eine Hepcidin-Induktion durch eine Nrf2-
Uberexpression zeigten, konnte eine Uberexpression im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit keine
signifikanten Unterschiede liefern, sondern eher eine Tendenz der erniedrigten Hepcidin-Expression
beobachtet werden. Tanaka et al. (2012) konnten an Nrf2-KO-Mé&usen zeigen, dass diese Mause
verglichen mit Wildtyp-Mausen hohere basale Hepcidin-Expressionswerte aufwiesen [320]. Dieses
Ergebnis passt zu der in dieser vorliegenden Arbeit gezeigten hoheren Grundstimulierung durch eine
Mutation der ARE-Sequenz. Es ladsst sich dadurch die Hypothese ableiten, dass die ARE-Sequenz im
Hepcidin-Promotor die basale Hepcidin-Expression mitregulieren kdnnte. Eine weitere Studie mit Nrf2

KO-Mausen zeigte jedoch, dass die Hepcidin-Expression sich bei diesen Mausen nicht zu normalen
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Wildtyp-Mé&usen unterschied [231]. Somit sind die Daten aus Nrf2-KO-Zellen/M3usen zwischen den

Studien kontrar und die Involvierung von Nrf2 bei der Hepcidin-Expression nicht eindeutig.

Um der Frage nach dem Einfluss von Nrf2 auf die Hepcidin-Expression weiter nachzugehen, wurde
zunachst versucht, die DMF und 15d-PGJ;-induzierte Nrf2-Translokation in den Zellkern zu hemmen.
Es wurde in einigen Studien gezeigt, dass eine Behandlung mit dem Allkaloid Trigonellin zu einer
solchen Inhibierung der Nrf2-Translokation in den Zellkern fiihrt [321-323]. Das Ergebnis dieser
Studien konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden, da die zusatzliche Behandlung

mit Trigonellin nicht die Translokation von Nrf2 aufhob.

Um den Nrf2-Signalweg folglich zu unterdriicken, wurde ein Nrf2-Knockdown in HepG2-Zellen
durchgefiihrt. Durch die Senkung der Nrf2-Expression um etwa 85% konnte allerdings kein Unterschied
zu Kontrollzellen beziglich der inhibitorischen Wirkung von DMF, SFN und 15d-PGJ; beobachtet
werden. Da Knockdown-Versuche keine vollstandige Hemmung des Nrf2-Signalwegs zulassen, bleibt
die Frage bestehen, ob die Nrf2-Restaktivitdt ausreichen wiirde, um Nrf2-Effekte zu vermitteln. Die
Expression des Nrf2-Downstreamtargets HO-1 zeigt jedoch, dass insbesondere im Falle von DMF und
SFN keine Induktion von HO-1 durch den Knockdown stattfindet. Auch die Induktion von HO-1 durch
15d-PGJ; wurde auf ein Viertel der Induktion in Kontroll-transfizierten Zellen abgeschwacht. Deshalb
ist davon auszugehen, dass diese sinkenden Induktionen des Nrf2-Downstreamtargets HO-1 auch auf
die Hepcidin-Expression libertragen werden kann. Da diese jedoch nicht durch den Nrf2 Knockdown
beeinflusst wird, deuten diese Daten darauf hin, dass Nrf2 nicht an der hemmenden Wirkung der
Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression beteiligt ist.

Diese Daten werden untermauert durch Versuche an Makrophagen. Die LPS-induzierte Hepcidin-
Expression in Maus-Peritonealmakrophagen konnte durch zuséatzliche Behandlung mit SFN gehemmt
werden [56]. Diese Hemmung war bei Makrophagen aus Nrf2-KO-Mausen nicht aufgehoben, weshalb

auch diese Autoren einen Nrf2-unabhangigen Effekt postulierten [56].

5.3.2 Nrf2 und weitere Eisenstoffwechselparameter

Wie bereits erwdhnt, spielt Ferroportin als bislang einzig bekannter Eisentransporter im
Eisenstoffwechsel eine besondere Bedeutung. Zirkulierendes Hepcidin bindet an Ferroportin und
induziert dadurch dessen Internalisierung und Degradation, weshalb Eisen in der Zelle verbleibt und
somit dem Kérper nicht mehr zur Verfligung steht [28].

Pharmakologisch wurde deshalb versucht auch an Ferroportin anzusetzen, um die Bindung von
Hepcidin an Ferroportin zu unterbinden und damit in die Hepcidin-Ferroportin-Achse zu intervenieren

[296]. Fung et al. (2013) identifizierten das Thiaminderivat Fursultiamin, das in der Lage war an
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Ferroportin zu binden und dadurch die Bindung von Hepcidin unterdriickte [324]. Allerdings bestatigte
sich dessen Wirksamkeit in vivo nicht, weshalb Fursultiamin nur nach einer Weiterentwicklung als
Hepcidin-Antagonist eingesetzt werden kénnte [296]. Ein monoklonaler Ferroportin Antikérper
LY2928057 wurde in zwei Phase 1 Studien an Gesunden (ClinicalTrials.gov: NCT01330953) sowie an
anamischen Patienten mit chronischer Nierenerkrankung und Hamodialyse (ClinicalTrials.gov:

NCT01991483) getestet. Studienergebnisse sind dazu bislang nicht veroffentlicht.

Hinweise auf eine Involvierung von Nrf2 in den Eisenstoffwechsel lieferte eine Studie an Nrf2 KO-
Mausen, die Entfarbungen der natiirlichen braun-gelben Farbe ihrer Zdhne aufwiesen. Die natliirliche
Farbe ist durch Eiseneinlagerungen bedingt. Die Autoren fiihrten die Entfarbung auf einen gestorten
Eisentransport und damit veranderte Eisendeposition im Zahnschmelz zurtick [230].

Dass Nrf2 Ferroportin regulieren kann, zeigte Harada et al. (2011) in Makrophagen [56]. Wahrend LPS
die Ferroportin mRNA-Expression senkte, konnte die Behandlung mit dem Nrf2-Aktivator DEM die
Ferroportin mRNA-Expression induzieren [56]. Durch den Einsatz von Nrf2-KO-Makrophagen konnten
die Autoren nachweisen, dass die Induktion der Ferroportin mRNA Nrf2-abhangig war.

Eine ARE-Sequenz konnte auch im Ferroportin-Promotor nachgewiesen und mittels gezielter
Mutagenese eine Nrf2-abhangige Ferroportin-Expression gezeigt werden [325]. Im Falle einer Nrf2-
Aktivierung durch oxidativen Stress gehort die Ferroportin-Induktion zu der antioxidativen Antwort,
indem oxidativer Stress, der durch eine Eisenansammlung in der Zelle bedingt ist, vermindert wird,

indem das Eisen durch Ferroportin aus der Zelle geschleust wird [325].

Ob die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ; auch in der
Lage sind, nicht nur die Hepcidin-Expression zu inhibieren, sondern auch die Ferroportin-Expression zu
regulieren, um die Hepcidin-Ferroportin-Achse zu beeinflussen, war zentraler Aspekt der
Untersuchungen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle Substanzen die Ferroportin mRNA-
Expression induzierten, wobei sich 15d-PGJ, als starkster Aktivator herausstellte. Durch einen Nrf2-
Knockdown in HepG2-Zellen war die Ferroportin-Induktion durch die Substanzen nicht mehr
vorhanden, was eine eindeutige Nrf2-abhdngige Ferroportin mRNA-Expression aufzeigte und damit
mit anderen Studien Ubereinstimmte [56, 325]. Leider gab es keinen zu erwerbenden Ferroportin
Antikorper, der in HepG2-Zellen zuverlassig die Ferroportin Proteinexpression anzeigte, weshalb diese

Daten nicht auf Proteinexpressionsebene untersucht wurden.

Da Ferritin als Eisenspeicherprotein eine Rolle im Eisenstoffwechsel spielt und auch eine
nachgewiesene ARE-Sequenz im Promotor enthalt [326], wurde auch die Ferritin-Expression

untersucht. Die Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ; induzierten die Ferritin mRNA-Expression. Ein
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Knockdown von Nrf2 fiihrte bei DMF und SFN zu einer signifikanten Hemmung der Ferritin-Expression,
wenn doch die Ferritin-Aktivierung bei den Knockdown-Zellen nicht komplett verschwunden war.
Interessanterweise fihrte die Behandlung mit 15d-PGJ; trotz Nrf2 Knockdown nicht zu einer
signifikanten Hemmung der Ferritin-Expression, was darauf hindeutet, dass moglicherweise auch
andere (Transkriptions-) Faktoren zu der Ferritin-Induktion beitragen, wie es beispielsweise fir JunD,
einen AP1 Basic-Leucin-Zipper Transkriptionsfaktor, gezeigt wurde [326]. Auch die Induktion von
Ferritin als Eisenspeicherprotein ist als Teil der antioxidativen Antwort zu verstehen, um oxidativem

Stress durch freies Eisen zu minimieren, indem es in Ferritin gebunden wird [222].

5.3.3 Das Nrf2-Downstreamtarget HO-1 und dessen Einfluss auf die Hepcidin-Expression

und weitere Parameter des Eisenstoffwechsels

Der tatsachliche Signalweg, durch den die Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ; die Zytokin-induzierte
Hepcidin-Expression inhibieren, konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht abschlieBend geklart
werden. Der Fokus lag auf dem Transkriptionsfaktor Nrf2, der sich jedoch nicht als Ubermittler der
Hepcidin-Inhibierung heraus stellte.

Dennoch gibt es Arbeiten, die das Nrf2-Downstreamtarget HO-1 mit einer Hepcidin-Regulation in
Verbindung bringen. Shin et al. (2012) zeigten, dass eine Vorbehandlung mit einer CO-freisetzenden
Substanz zu einer Hemmung der Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression fihrt, indem sowohl der
STAT3-Signalweg, als auch der ER-Stress-induzierende CREBH-Signalweg gehemmt wird [327].
Antiinflammatorische Effekte von CO und HO-1, der enzymatischen Quelle fir CO, wurde in vitro und
in vivo intensiv untersucht, doch beteiligte Signalwege sind bisher noch nicht vollstandig aufgeklart
[27, 328].

Eine HO-1-Defizienz resultierte in vivo in einer Andamie und einer hepatischen und renalen
Hamosiderose und fiihrte zu einer chronischen Entziindung mit erhéhten CRP-, IL-6- und
Haptoglobinwerten [329—-332]. Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass HO-1 wesentlich ist,
um die Zellen gegen oxidativen Stress zu schiitzen und gleichzeitig die Eisenhomodostase aufrecht zu
erhalten [332]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine direkte Modulation der HO-1-Expression
oder der HO-1-Aktivitdat die Hepcidin-Expression nicht direkt beeinflussen kann [332]. Diese
Schlussfolgerung konnte auch im Rahmen dieser Doktorarbeit gezogen werden. In den HO-1
Knockdown-Versuchen dieser Arbeit zeigte ein HO-1-Knockdown keinen Einfluss auf die Hepcidin-
Inhibierung durch die Substanzen DMF und 15d-PGJ,. HO-1 (ibte somit keinen direkten Einfluss auf die

Hemmung der Zytokin-induzierte Hepcidin-Expression aus.

Bei welcher mRNA-Regulation HO-1 jedoch beteiligt ist, zeigte der HO-1 Knockdown bei der Expression

von Ferroportin und Ferritin. In HO-1-Knockdown-Zellen war die Induktion von Ferroportin und Ferritin
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durch die Substanzen DMF und 15d-PGJ; signifikant niedriger, als in Kontrollzellen, was damit auf die
Beteiligung des Nrf2-Downstreamtargets HO-1 bei der Induktion von Ferroportin und Ferritin
hindeutet.

Kartikasari et al. (2009) untersuchten in Monozyten den Einfluss von HO-1-Aktivatoren
und -Inhibitoren auf die HO-1 und Ferroportin-Expression und stellten eine Korrelation zwischen der
Ham-induzierten HO-1- und Ferroportin-Expression fest [332]. Die zuséatzliche Inkubation mit dem HO-
1-Inhibitor Zinn-Mesoporphyrin fiihrte zu einer Hemmung der Ham-induzierten Ferroportin-
Expression, was auf eine modulierenden Funktion von HO-1 auf die Expression des Eisentransporter
hinweist.

Chen et al. (2015) fanden in Meseangialzellen mit HO-1-Knockdown eine verminderte Ferritin-
Expression und sprachen erstmals von einer HO-1-Ferritin-Achse, durch die HO-1 ihrer Meinung nach
seinen zelluldren Schutz vermittelt [333]. Die Autoren flihrten die HO-1-induzierte Ferritin-Expression
auf die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie JunD zuriick [333]. Auch in HepG2-Zellen
wurde bereits gezeigt, dass dieser Transkriptionsfaktor der AP1-Familie als ARE Bindeprotein an die
ARE-Sequenz binden und Ferritin induzieren kann [326].

JunD ware somit auch ein Kandidat als Vermittler der im Rahmen dieser Arbeit gezeigten HO-1-
induzierten Ferritin- und Ferroportin-Expression. Dessen Beteiligung musste in weiteren Versuchen

untersucht werden.

5.4 Weitere Moglichkeiten der Beeinflussung der Hepcidin-Expression

Der direkteste Weg, eine ACI zu verhindern, ist der, am Ursprung zu intervenieren, also die Hepcidin-
Wirkung zu verhindern. Neutralisierende Antikorper wurden bereits bei Mausen und Affen eingesetzt
und konnten dort in den Eisenstoffwechsel intervenieren [334, 335]. Auch ein humaner Hepcidin-
Antikorper, LY2787106, wurde in einer Phase 1 Studie intravends Patienten mit Krebs und Anamie
verabreicht (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01340976). Die Patienten vertrugen den Antikorper gut
und es konnte eine leichte Eisenmobilisation und ein Anstieg der Retikulozyten festgestellt werden
[296]. Ein weiterer Hepcidin-Antikérper, PRS-080, der spezifisch an Hepcidin bindet und seine Aktivitat
hemmt [296], wurde bereits in einer Phase 1 Studie an Gesunden getestet (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02340572). Seit Mai 2016 lauft inzwischen eine Studie an anamischen chronischen
Nierenpatienten (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02754167). Dennoch kann der Einsatz von Biologicals
mit Nebenwirkungen verbunden sein, weshalb der Einsatz von Antikdrpern bei Anamie stark bedacht
und nach Abwagen eingesetzt werden sollte.

15d-PGJ; kann aufgrund einer elektrophilen ungesattigten Carbonylgruppe im Zyklopentatonring als

Michael-Akzeptor wirken und dadurch mit kritischen zellularen Nukleophilen, wie Cysteingruppe von
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Proteinen reagieren [259]. Viele biologische Effekte von 15d-PGJ, werden durch die Modulation der
Aktivitat von wesentlichen Redox-Transkriptionsfaktoren vermittelt. Zu diesen Faktoren gehoren
neben Nrf2 auch der Nuklear Faktor-kappaB (NF-kB), der Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF), sowie
Aktivator-Protein 1 (AP-1) [259, 336]. Auch fiir DMF konnte gezeigt werden, dass das Fumarat zu einer
Inhibierung des NF-kB-Signalweges fiihrt [337], was ebenfalls fir SFN nachgewiesen werden konnte
[338]. Da NF-kB eine zentrale Rolle bei der Regulation der angeborenen und adaptiven Immunantwort
spielt und eine Dysregulation mit chronischen Entziindungen zusammenhangt, ist auch eine
Beteiligung von NF-kB bei der Zytokin-vermittelten Hepcidin-Induktion denkbar.

Eine wahrscheinliche Beteiligung von NF-kB an der Induktion von Hepcidin liegt bei der LPS-induzierten
Hepcidin-Expression vor. Grund dafir ist kein direkter Einfluss von NF-kB auf die Hepcidin-Expression,
sondern vielmehr die Induktion der Expression von proinflammatorischen Zytokinen, die wiederum zu
einer Induktion der Hepcidin-Expression fiihren konnen [289, 339], was durch die Inkubation mit DMF

gehemmt werden kann [337].

Auch eine AP-1 Bindestelle im Hepcidin-Promotor wurde publiziert [127], die sich auch in dem hier
verwendeten HepLuc-Konstrukt nachweisen lies. Eine mdgliche Rolle von AP-1 in der Hemmung der
Zytokin-induzierten Hepcidin-Expression kdnnte untersucht werden, da die hier verwendeten Nrf2-
induzierenden Substanzen wie SFN und 15d-PGJ; auch AP-1 inhibieren kénnen [208]. Eine Beteiligung
dieser AP-1-Bindestelle im Hepcidin-Promotor an einer Hepcidin-Inhibierung wurde kiirzlich durch
Kotta-Loizou et al. (2013) nachgewiesen [340]. Dabei flihrte das Hepatitis C-Virus (HCV) Coreprotein
zu einer Inhibierung der Hepcidin-Expression, die durch die AP-1 Bindestelle im Hepcidin-Promotor
vermittelt wurde [340]. Es konnte in einer anderen Studie aulRerdem gezeigt werden, dass HCV die
Hepcidin-Expression durch eine Induktion von ROS und eine dadurch erhdhte Histondeacetylase
(HDAC)-Aktivitdat hemmt [341]. Die Autoren postulierten, dass die erhéhte Histondeacetylierung zu
einer verminderten Bindung der Transkriptionsfaktoren C/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein
alpha) und STAT3 am Hepcidin-Promotor fiihrt, wodurch die Inhibierung der Hepcidin-Expression
zustande kommt [341]. Ob diese Wirkmechanismen auf die hier vorliegende Arbeit zutreffe kénnte,
bleibt jedoch fraglich, da SFN als beschriebener HDAC-Inhibitor bekannt ist und damit vor allem im
Bereich der Krebsinhibierung bekannt ist [342]. Auch fiir DMF konnte eine tendenzielle Inhibierung der
HDAC:s festgestellt werden [343].

Dennoch beschrieben Miura et al. (2008) [341] eine inverse Beziehung zwischen der Hepcidin-
Expression und der Menge an ROS, die durch den Einsatz der Antioxidantien N-Acetylcystein (NAC) und
Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) gezeigt werden konnte [341].

Auch im Rahmen der hier vorliegenden Doktorarbeit wurde NAC verwendet und es konnte gezeigt

werden, dass die Inkubation mit diesem Antioxidans ausreichend ist, um die Hepcidin mRNA-
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Abbildung 31: NAC hebt die 15d-PGJ;-induzierte Hepcidin-Hemmung auf

HepG2-Zellen wurden mit IL-6 (10 ng/ml) und 15d-PGJ; (5 uM) sowie NAC (5 mM) alleine oder in der Kombination
fiir 16h inkubiert, wobei NAC fiir 1h vorinkubiert wurde. AnschlieRend wurde die Hepcidin mRNA-Expression
mittels gRT-PCR untersucht. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+SEM von mindestens drei unabhangigen
Experimenten (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, "p>0,05).

Expression signifikant zu induzieren (p<0,05) (Abbildung 31). Zudem konnte eine Vorinkubation von
15d-PGJ; mit NAC die Hepcidin-Inhibition des Prostaglandins aufheben. Erklart werden kann diese
Aufhebung zum einen dadurch, dass die Wirkung von 15d-PGJ; selbst durch NAC aufgehoben wird,
oder zum anderen, dass der 15d-PGJ,-induzierte oxidative Stress durch NAC abgeschwacht wird.
Letzteres wirde auf einen ROS-vermittelten Effekt der Hepcidin-Inhibierung durch 15d-PGJ; hindeuten
und bedarf weiterer Untersuchungen, um den exakten Mechanismus der Hepcidin-Inhibierung

aufzuklaren.

5.5 Klinische Relevanz

Die Anamie der chronischen Erkrankung stellt die zweithdchste Pravalenz der Andamieformen dar und
betrifft u.a. Patienten mit chronischen Entziindungen, was zu einer Verschlechterung der Morbiditat
und Mortalitat und damit zu einer Einschrankung der Lebensqualitdt dieser Patienten beitragt [344,
345, 194, 281]. Die zugrundeliegende Hepcidin-Induktion durch proinflammatorische Zytokine stellt
dabei die Ursache der ACl dar. Die Therapie der inflammatorischen Grunderkrankungen in

Kombination mit einer Korrektur der Andmie ist somit das Therapieziel.
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DMF stellt sich gerade hierbei als ein duRerst interessantes Medikament heraus. Als Therapeutikum
sind Fumarsaureester (FAEs), zu denen DMF als Hauptbestandteil zahlt, bereits seit 1994 fir die
Behandlung von schwerer und etwas spater auch von moderater Plaque Psoriasis als Fumaderm®
zugelassen [251]. Die Langzeitbehandlung dieser Patienten mit DMF wurde als sicher eingestuft [346].
Die Wirkungen von DMF wurden in den letzten Jahrzehnten intensiv beforscht und es konnten viele
immunmodulatorische und antioxidative Eigenschaften von DMF nachgewiesen werden [255, 347].
Durch diese Eigenschaften wurde DMF auch als effektives Therapeutikum flir Multiple Sklerose
entdeckt [253, 252] und seit 2014 als Tecfidera® fir Patienten mit schubférmig remittierender
Multipler Sklerose zugelassen. Daneben wird DMF auch als moégliche Therapie anderer Erkrankungen
untersucht. Dazu laufen aktuelle Studien zur Behandlung von Patienten mit obstruktiver Schlafapnoe
(ClinicalTrial.gov Identifier: NCT02438137) sowie zur Behandlung von Patienten mit refraktdrer
lymphatischen Leukdmie (ClinicalTrial.gov Identifier: NCT02784834). Auch die Anwendung von DMF
an Patienten mit Rheumatoider Arthritis als Kombination von DMF mit Methotrexat (NCT00810836)
wurde bereits untersucht.

Interessanterweise zeigen neue Studien, dass DMF moglicherweise auch fir die Behandlung von CED
interessant werden konnte. In einem (DSS-) Colitis-Modell an Méausen flhrte die orale Verabreichung
von DMF zu einer Verbesserung der Colitis durch eine Verminderung des Gewichtsverlustes, der
Kolonverkirzung und der pathologischen Schiaden des Kolons [348]. Die Autoren fiihrten diese Effekte
auf die Induktion von Nrf2 und einer Inhibierung der NLRP3 Inflammasom-Aktivierung zuriick [348],
wobei letzteres ein zytosolischer Proteinkomplex ist, der mafigeblich an der Vermittlung der
Inflammation durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine beteiligt ist [349]. Eine weitere
Studie an (DNBS-) Colitis-Mausen von Casili et al. (2016) zeigte ebenfalls die Wirksamkeit von DMF bei
Colitis [350]. Die orale Administration von DMF fiihrte auch bei diesem Colitis-Modell zu einer
wesentlichen Verbesserung des Ausmalies der Kolonentziindung und verminderte u.a. die TNF-a-
Expression. Die Autoren flihrten die DMF-induzierte Verbesserung der Colitis durch weiterfiihrende
molekulare Studien an humanen Epithelzellen auf eine Hemmung des NF-kB-Signalweges und eine
weniger beeintrichtigte Barrierefunktion zuriick [350]. Uber diese Tiermodellstudien hinaus konnte in
einer kleinen off-label Fallstudie an Crohn-Colitis-Patienten mit akut Steroid-refraktaren Schiiben,
durchgefiihrt von Prof. Dr. Dr. Stein in Frankfurt, gezeigt werden, dass orale FAEs mit DMF als
Hauptbestandteil bei drei von fiinf Patienten zu einer Remission filihrte [351]. Dariber hinaus
schlussfolgerten Wang et al. (2012) aus einer Studie, die die BMP-Hepcidin-Achse als therapeutisches
Target bei CED untersuchten, dass eine Verminderung der Hepcidin-Spiegel im Tiermodell auch die
intestinale Entziindung leicht vermindern kann [352]. Dabei zeigte sich bei Mausen mit T-Zell-Transfer-
Colitis durch die Verwendung von unterschiedlichen Hepcidin-Inhibitoren eine leichte Verbesserung

der Entziindung [352].
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Zusammengefasst zeigen diese Studien, dass DMF als potentielles neues Therapeutikum fir die
Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen infrage kommt. Aktuell steht jedoch die
Bestatigung der Wirksamkeit in Humanstudien noch aus. Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte die
Hemmung der Entziindungs-bedingten Hepcidin-Expression sowie eine leichte Induktion des
Eisentransporters Ferroportin durch DMF gezeigt werden. Damit bleibt festzuhalten: DMF kodnnte als
Therapeutikum bei CED-Patienten nicht nur zu einer Induktion der Remission flihren, sondern
gleichzeitig zu einer Verbesserung der Andamie der chronischen Inflammation, die bei diesen Patienten

mit einer hohen Prévalenz vorliegt, beitragen.

15d-PGJ; ist ein intrazellular gebildetes cyclopentatonisches Prostaglandin, das ein terminales Produkt
des Cyclooxygenase-2 (COX-2) -Signalweges mit dem Anfangsprodukt Arachidonsdure ist [259].
Arachidonsdure selbst wird in tierischen Organismen aus der Omega-6-Fettsdure Linolsdure
synthetisiert oder (iber die Nahrung aufgenommen. Durch den Metabolismus der Arachidonsdure
entsteht eine Vielzahl an Lipidfaktoren. Davon wirken einige als proinflammatorische Lipdimediatoren
und die Hochregulation dieser Faktoren wird mit einer Reihe an Krankheiten in Verbindung gebracht
[353, 354]. Eine gezielte Beeinflussung des Metabolismus der Arachidonsaure hin zu der Bildung des
als antiinflammatorisch beschriebenen cyclopentatonischen Prostaglandins 15d-PGJ, ist fraglich.

Deshalb ist die klinische Relevanz der im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Effekte offen.

Die vielfaltigen Effekte, die von Sulforaphan ausgehen, haben auch diese Substanz ins Licht der
klinischen Forschung gerickt. Eine Anzahl von 47 Studien ist bei ClinicalTrial.gov aufgefiihrt, die
Sulforaphan als klinische Intervention bei einer Vielzahl unterschiedlicher Erkrankungen eingesetzt
haben, angefangen bei unterschiedlichen Karzinomen, Uber gastrointestinale Erkrankungen, bis hin zu
psychischen Erkrankungen wie Schizophrenie (Stand Dezember 2016). Viele Studien haben dabei
Extrakt aus Brokkolisprossen als Nahrungserganzung verwendet, weshalb bei diesen
Interventionsarten geprift werden muss, ob die Bioverfligbarkeit hoch genug ist, um Sulforaphan auch
im Plasmaspiegel nachweisen zu kdnnen. In der Tat konnte in Studien an Gesunden nach dem Konsum
von Brokkoliextrakt bereits nach weniger als einer Stunde eine Isothiozyanat-Konzentration im Plasma
von etwa 1-2 uM festgestellt werden [355, 356]. Allerdings hdngt die Bioverfligbarkeit auch von der
Verarbeitung des Lebensmittels ab. So war die Bioverfiigbarkeit von Sulforaphan bei frischem Brokkoli
hoher verglichen mit Tiefkiihlbrokkoli [356].

Ob allerdings die Konzentrationen im Plasma ausreichend sind, um beobachtete in vitro Effekte auch
in vivo zu induzieren, ist kontrovers. Ein systematischer Review veranschaulichte, dass
Interventionsstudien mit SFN konsistente Ergebnisse bezliglich einer Verbesserung der klinischen
Blutparameter fir Glukose und Lipidprofil sowie fir molekulare Parameter flir oxidativen Stress

zeigten, aber weniger gute Evidenz fiir eine Verbesserung von inflammatorischen Zustidnden gezeigt
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werden konnte [357]. Jedoch brachte die Intervention mit SFN an Tiermodellen mit Karzinomen
vielversprechende Ergebnisse hervor, weshalb klinische Studien an Krebspatienten laufen und deren
Ergebnisse abzuwarten sind [358].

Auf Grundlage dieser Daten bleibt ungewiss, ob eine Intervention mit SFN auch in vivo zu der im
Rahmen dieser Doktorarbeit beobachteten Hemmung der Hepcidin-Expression und damit zu einer
Verbesserung der Anamie beitragen kann. Dies musste, nach Feststellen der richtigen Dosierung, in
einer klinischen Studie an andamischen Patienten mit chronischer Inflammation untersucht werden. Da
die Nebenwirkungen der Konsumierung von Brokkolisprossen oder Brokkoli generell Gberschaubar
und hauptsachlich von Flatulenz gekennzeichnet sind [358], sollte im Falle eines Nicht-Ansprechens
beziiglich der Korrektur der Andamie durch SFN-Einnahme zumindest keine negativen Effekte zu

erwarten sein.
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6. Zusammenfassung

Nach der Eisenmangelanamie stellt die Andmie der chronischen Entziindung, kurz ACI, die Anamieform
mit der zweit héchsten Pravalenz dar. Andmie gehort bei Patienten mit chronischen Entziindungen,
wie chronisch entziindlichen Darmerkrankungen oder Adipositas, zu einer der haufigsten
extraintestinalen Manifestationen und fihrt zu einer beeintrachtigten Lebensqualitdt und erhéhten
Hospitalisierungsrate dieser Patienten. Die Pathogenese der ACI wird durch erhéhte Serumspiegel von
proinflammatorischen Zytokinen ausgeldst, zu denen vor allem das Interleukin-6 (IL-6), aber auch
Oncostatin M (OSM) zahlen. Diese induzieren in Leberzellen und zu einem geringeren Teil auch in
Makrophagen, die Expression von Hepcidin, das heute als systemischer Eisenregulator bekannt ist.
Hepcidin vermittelt seine Wirkung durch die Bindung an den bislang einzig bekannten Eisenregulator
Ferroportin. Dadurch wird dieser internalisiert und degradiert, wodurch das Eisen in den Zellen
verbleibt und dem Korper nicht mehr zur Verfliigung steht. Dies fiihrt somit zu einem funktionellen
Eisenmangel und letztlich zu einer Anamie. Die Beeinflussung der Hepcidin-Ferroportin-Achse spielt
deshalb bei der Therapie der ACI bei Patienten mit chronischen Entziindungen eine wesentliche Rolle.
Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Substanzen zu finden, die in der Lage sind, durch eine
verminderte Zytokin-induzierte Hepcidin-Expression und/oder eine erhéhte Ferroportin-Expression
die Hepcidin-Ferroportin-Achse zu beeinflussen. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf den
Transkriptionsfaktor Nrf2 gelegt. Die Aktivierung dieses Faktors stellt durch die nachfolgende
Genaktivierung von Phase II-Proteinen den wohl wichtigsten Signalweg fiir die Abwehr von oxidativem
Stress sowie Giftstoffen dar und tragt damit zum Zellschutz bei.
Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Nrf2-Aktivatoren Dimethylfumarat (DMF),
Sulforaphan und 15-Deoxy-A'>'* Prostaglandin J, (15d-PGJ;) in der Lage sind in HepG2-
Leberkarzinomzellen der IL-6- bzw. OSM-induzierten Hepcidin-Expression auf Promotor- und mRNA-
Ebene entgegenzuwirken. Dieser Effekt konnte fiir IL-6 auch auf Proteinebene gezeigt werden. Auch
in Typl Makrophagen fiihrte 15d-PGJ, auf mRNA-Ebene zu einer Hemmung der Hepcidin-Expression.
Die Untersuchung dieses beobachteten Effekts zeigte, dass die Nrf2-Aktivatoren nicht zu einer
veranderten Phosphorylierung des IL-6- und OSM-induzierten Transkriptionsfaktors STAT3 fiihrten,
der durch die Bindung an das STAT3 responsive Element im Hepcidin-Promotor die Hepcidin-
Expression induziert. Somit wurde eine Hemmung des IL-6-STAT3-Signalweges durch DMF, SFN und
15d-PGJ; ausgeschlossen. Um zu Uberprifen, inwiefern Nrf2 an der Vermittlung der Hepcidin-
Hemmung durch die verwendeten Substanzen beteiligt ist, wurde Nrf2 (iberexprimiert sowie ein Nrf2-
Knockdown durchgefiihrt. Es konnte dabei jedoch kein Einfluss von Nrf2 auf die Hemmung der Zytokin-
induzierten Hepcidin-Expression durch die Nrf2-Aktivatoren festgestellt werden. Auch die Mutation

der im Hepcidin-Promotor identifizierten moglichen Nrf2-Bindestelle, der sogenannten ARE-Sequenz,
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flhrte nicht zu einer veranderten Hepcidin-Hemmung durch DMF, SFN und 15d-PGJ,, weshalb der
beobachtete Hemmeffekt unabhangig von Nrf2 auftritt.

Neben dem Einfluss auf die Hepcidin-Expression konnte auch eine Beeinflussung der Ferroportin-
Expression durch die verwendeten Substanzen aufgezeigt werden. Alle drei Substanzen induzierten
die Ferroportin-Expression auf mRNA-Ebene. Dieser Effekt war nicht nur abhangig von Nrf2, sondern
auch von dessen Zielgen Hamoxygenase-1 (HO-1). Auch die mRNA-Expression des
Eisenspeicherproteins Ferritin wurde durch DMF, SFN und 15d-PGJ, induziert und konnte durch den
Knockdown von Nrf2 und HO-1 inhibiert werden.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die Substanzen DMF, SFN und 15d-PGJ; die Hepcidin-
Ferroportin-Achse beeinflussen kdénnen, indem die Hepcidin-Expression Nrf2-unabhadngig runter
reguliert und die Ferroportin-Expression Nrf2/HO-1-abhdngig induziert wird. Vor allem das fur
Psoriasis und Multiple Sklerose zugelassene Arzneimittel DMF konnte damit ein vielversprechendes
Medikament zur Behandlung einer ACI darstellen. Darliber hinaus zeigen neue Studien an Mausen,
dass DMF effektiv bei der Behandlung von Colitis bei Mausen ist, weshalb der Einsatz von DMF bei

Patienten mit CED und Anamie durch weitere Studien untersucht werden sollte.
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7. Summary

Anemia is one of the most common extraintestinal manifestations of chronic inflammatory conditions
including inflammatory bowel disease and obesity. The detrimental effects of anemia on patient
quality of life and hospitalization rates are well documented. After iron deficiency, chronic
inflammation is the second most prevalent etiology of anemia in these patients (anemia of chronic
inflammation, ACI). The pathogenesis of ACl is triggered by raised serum levels of proinflammatory
cytokines, particularly interleukin-6 (IL-6) and oncostatin M (OSM), which induce the expression of
hepcidin in the liver cells and, to a lesser extent, in the macrophages. Hepcidin is known to play a role
in systemic iron regulation by binding to the only currently known iron transporter, ferroportin. As a
result, ferroportin is internalized and degraded, trapping iron in the cells and reducing its availability
in the body, and thus causing functional iron deficiency and, ultimately, anemia. Manipulation of the
hepcidin-ferroportin axis is therefore a promising therapeutic target for the treatment of ACI in
patients with chronic inflammatory disease.

The aim of this research was to identify substances capable of influencing the hepcidin-ferroportin
axis, either by diminishing cytokine-induced hepcidin expression, or by upregulating the expression of
ferroportin. The transcription factor Nrf2 was hereby a particular focus of attention: The genetic
transcription of phase-Il proteins via Nrf2 activation probably represents the most important signaling
pathway for the body’s immune response to oxidative stress and toxins. Nrf2 thus plays an essential
role in cell protection.

In this research project, three Nrf2 activators, dimethyl fumarate (DMF), sulforaphane (SFN) and 15-
Deoxy-A12,14 Prostaglandin J, (15d-PGJ,) were shown to counteract IL.-6 or OSM-induced hepcidin
expression at promotor and mRNA level in HepG2 liver carcinoma cells. This effect was also shown for
IL-6 on protein level. In addition, 15d-PGJ; had a suppressive effect on hepcidin expression in type 1
macrophages at mRNA level. Further experiments showed the phosphorylation of the IL-6 and OSM-
induced transcription factor STAT3, which stimulates hepcidin expression by binding to the STAT3
responsive element of the hepcidin promoter, to be unaffected by DMF, SFN and 15d-PGJ,, thus ruling
out a possible inhibition of the IL-6-STAT3 signaling pathway by the Nrf2 promoters.

Nrf2 hyperexpression and Nrf2 knockdown were used to investigate possible effects of Nrf2 on
cytokine-induced hepcidin downregulation triggered by the tested substances. However, hepcidin
expression was found to be independent of Nrf2 in these models. Similarly, hepcidin downregulation
by DMF, SFN und 15d-PGJ; was shown to be unaffected by a mutation brought about in the Nrf2
binding site in the hepcidin promoter, the so-called ARE sequence.

Besides affecting hepcidin levels, the tested substances were demonstrated to influence the

expression of the iron transporter ferroportin, with all three substances causing the induction of
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ferroportin on mRNA level. This effect was dependent not only on Nrf2, but also on its target gene,
hemoxygenase-1 (HO-1). Furthermore, mRNA expression of the iron storage protein, ferritin, was
induced by DMF, SFN and 15d.PGJ, and, conversely, inhibited in Nrf2 and HO-1 knockdown models.
Taken together, these data show that DMF, SFN and 15d-PGJ, are capable of influencing the
hepcidin-ferroportin axis via Nrf2-independent downregulation of hepcidin and concurrent Nrf2/HO-
1-dependent induction of ferroportin. In particular, DMF, which has already gained approval for the
treatment of psoriasis and multiple sclerosis, seems a promising therapeutic option in patients with
ACI. Moreover, DMF has been shown to be an effective treatment for colitis in mouse models,
suggesting the need for further studies to investigate its therapeutic potential in patients with

inflammatory bowel disease and anemia.
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