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1 Einleitung

1.1 Eisen als Spurenelement

Eisen ist fir den menschlichen Organismus ein unverzichtbares, essentielles
Spurenelement. Seine vielfaltigen Aufgaben (ibernimmt das Ubergangsmetall in
erster Linie als Bestandteil des Hamoglobins, das fir die Sauerstoffversorgung
des Korpers sorgt. Aber auch im Myoglobin und in wichtigen Enzymen ist es
vertreten, wo es bei chemischen Reaktionen eine groBe Bedeutung hat.

Tabelle 1-1 gibt einen Uberblick Giber die Verteilung des Kérpereisens, deren

Konzentration bei 50-60 mg/kg Kérpergewicht liegt.

Tabelle 1-1
Eisenverteilung im Kérper
Manner Frauen
mg mg/kg KG mg mg/kg KG

Eisenhaltige Fraktion

Hamoglobin 2,300 31 1,700 28
Myoglobin 320 4 180 3
Hamenzym-Eisen 80 1 60 1
Nichthdmenzym-Eisen 100 1 76 1
Ferritin 700 9 205 3
Hamosiderin 300 4 90 1
Total 3,800 50 2,311 37

Nach Schiimann 2001.

Entsprechend dem GroBteil der wasserunléslichen Elemente wird auch Eisen an
ein Protein gebunden (hier Transferrin) im Plasma transportiert. Zum Zielort
transportiertes, Uberschissiges Eisen wird im Zellkern als Ferritin  und
Hamosiderin gespeichert. Ferritin hat einen Eisengehalt von ca. 20 %. Aus dieser
Speicherform, die z. B. in der Leber, im Knochenmark, im Monozyten-

Makrophagen-System, der Dinndarmschleimhaut und gering auch im Plasma
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vorkommt, ist Eisen leicht freisetzbar. Hamosiderin ist das Abbauprodukt von
Ferritin und hat einen Eisengehalt von ca. 37 % und kommt vor allem in Milz,
Leber und Knochenmark vor.

Als Bestandteile des Hamoglobins und Myoglobins ist Eisen am
Sauerstofftransport im Blut und der Sauerstoffspeicherung im Muskel beteiligt. In
beiden Hamproteinen liegt Eisen als zweiwertiges lon vor. Eine weitere Aufgabe
besteht in der Funktion als Elektronentransporteur in der Atmungskette, an der

Cytochrome mitbeteiligt sind.

Tierische sowie auch pflanzliche Nahrungsmittel enthalten Eisen, wobei ihr
Gehalt stark variiert. Hochste Eisenwerte findet man in der Schweineleber mit
einem Gehalt von 15,8 mg Eisen/100 g (Leitzmann et al 2003). Da das Eisen in
pflanzlichen Lebensmitteln vor allem in dreiwertiger Form vorliegt, kann es vom
Kérper schlechter verwertet werden als das Eisen aus tierischer Nahrung. Die
ungunstigere Verwertung ist vor allem darauf zurtickzufihren, dass dreiwertiges
Eisen dazu neigt Komplexe auszubilden, die beim pH des Darmmileaus (pH 6-7)
hydrolysieren und als unlésliches Fe(OH); ausfallen. Tierische Nahrung enthalt
Eisen meist in Ham-gebundener Form als Hamoglobin und Myoglobin. Nicht-

Ham-Eisen findet sich hier als Hamosiderin, Ferritin und Eisenzitrat.

1.2 Eisenhomobostase

Die tagliche mit der Nahrung aufgenommene Eisenzufuhr entspricht in etwa 10-
20 mg pro Tag (Fauci et al 1999), wovon im Gastrointestinaltrakt zwischen 1-2
mg absorbiert werden (Abbildung 1-1). Im Blut zirkuliert das absorbierte Eisen in
Form von Transferrin und dient hauptsachlich der Versorgung des
Knochenmarks. Dort wird ein GroBteil des Eisens wahrend der Erythropoese als
Hamoglobin in Erythrozyten eingebaut. Aus dem physiologischen Abbau
veralterter roter Blutkdrperchen im Monozyten/ Makrophagen- System wird Eisen
wieder freigesetzt und in den Blutkreislauf abgegeben. Beim gesunden Menschen
werden Eisenabsorption und Eisenausscheidung streng reguliert, so dass eine
ausgeglichene Bilanz entsteht.
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Eisenmetabolismus bei ausgeglichener Eisenbilanz

extrahep.
Parenchym-Zellen
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Zell-Fe - Urin

/ Duodenum + Menstruation
(10-30 mg/mens)
Eisenabsorption Eisenverlust
Eisenzufuhr
(10-20 mg/d)

Abbildung 1-1

Normale Eisenhomdbostase beim Erwachsenen. Bei einer ausgeglichenen
Eisenbilanz werden téglich 1-2 mg Eisen lUber das Duodenum aus der Nahrung
absorbiert und als Transferrin im Blut transportiert. So gelangt es v.a. zum
Knochenmark, um bei der Erythropoese Eisen bereit zu stellen. Der Eisenverlust
Uber SchweiB3, Urin, Menstruationsblut und Zelluntergang steht in engem
Verhéltnis zur Eisenabsorption. Zahlenangaben sind in mg/Tag fir einen 70- kg
Mann berechnet. Nach Nielsen 2005.

1.2.1 Intestinale Eisenabsorption

Die intestinale Eisenabsorption erfolgt zum gréBten Teil im Darmlumen des
Duodenums (Abbildung 1-2). Im Detail wird Fe®* in der Blirstensaummembran der
Enterozyten in einem durch die Ferroreduktase Dcytb (duodenal cytochrome b)
katalysierten Schritt zu Fe®*" reduziert. Dieses I6sliche Ferro-Eisen (Fe**) kann
nun tber DMT1 (divalenter Metallionentransporter) in die Zellen aufgenommen
werden, wohingegen Ham-Fe?* (iber das erst kirzlich entdeckte HCP1 (heme
carrier protein 1) in die Zelle eingeschleust wird (Shayeghi et al 2005). Das
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intrazellulare Fe** wird entweder in den Enterozyten als so genanntes Ferritin
gespeichert oder in einem weiteren Schritt Uber den basolateralen Kanal Ireg1
(iron-regulated transporter, auch als Ferroportin bekannt) in die Blutbahn
exportiert. Bevor das Eisen in der Blutbahn zirkulieren kann, muss es in eine
transportfahige Struktur gebracht werden. Es wird Ober das membranstandige
Hephaestin von Fe** wieder zu Fe* oxidiert und an Transferrin gebunden
abtransportiert. Die Ausschleusung des Fe®* {ber den Ireg1 Kanal erfolgt in

einem durch HFE regulierten Prozess.

Lumen Enterozyt Blut
Fe —» | F Hephaestin
{pharmaceutical Fe) - - L .
; : .
Pflanzen - I Fe*ly
Fe3+ —% [Fei'—p Fez+ @
non-haem-iron A//" 4|=_/'
Lactoferrin —> — Fez*w ‘
Irec
'\ | Trf
b BRES
Hémoxygenase ? G
Caam Fa H(Ilp F BEIP, LEAP-1/Hepcidin (@
FLVCR fp @
Fleisch +
Hepcidin

Abbildung 1-2
Eisenabsorption im Darmlumen. Fe** wird (ber DMT1 (divalenter
Metallionentransporteur) in die Enterozyten aufgenommen, dort entweder als
Ferritin gespeichert oder (ber Ireg1 an die Blutbahn abgegeben. Bevor
pflanzliches Eisen (Fe®) iiber DMT1 absorbiert wird, reduziert die Dcytb es zu
Fe**. Hdm-Fe wird (iber den Rezeptor HCP1 in die Enterozyten aufgenommen,
wo es durch die Hdmoxygenase abgebaut und durch Bcrp, FLVCR exportiert
wird. Das (iber Ireg1 ausgeschleuste Fe** wird durch Hephaestin zu Fe®* oxidiert,
um als Transferrin in der Blutbahn zirkulieren zu kénnen. Nach Nielsen 2006 (Uni-
Med Verlag).

1.2.2 Regulation der Eisenabsorption

Im Mittelpunkt der Regulation der Eisenhomdostase steht Hepcidin.

Hepcidin ist ein Peptid, das aus 25 Aminosauren besteht und in der Leber
synthetisiert wird (Park et al 2001). Seit Viatte et al (2005) am Modell einer
Hepcidin-knockout Maus den Zusammenhang zwischen Hepcidin und dem
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Eisenstoffwechsel untersuchten, geht man davon aus, dass dieses Peptid eine
entscheidende Rolle an der Regulation der Eisenhombostase einnimmt. Weitere
von der Leber gebildete Proteine HJV (Hamojuvelin), TfR2 (Transferrin-Rezeptor
2) und HFE sind an diesem Regelkreis mitbeteiligt, indem sie die Expression und
Ausschittung von Hepcidin bestimmen.

Dass HFE die Expression von Hepcidin reguliert, postulierte schon Papanikolaou
et al 2004. Vor kurzem zeigte sich, dass HFE und HJV die Expression von
Hepcidin Uber einen Prozess induzieren (Schmidt et al 2008), an dem BMP (bone
morphogenetic protein) involviert ist. HJV ist ein co-Rezeptor fir BMP und nimmt
so eine entscheidende Rolle in der Regulation der Eisenhomdostase ein (Xia et al
2008).

TfR2 wird an der Oberflache von Hepatozyten exprimiert und kann aufgrund
seiner Interaktion mit Transferrin als Eisen-Sensor des Koérpereisens verstanden
werden. So reguliet TfR2 die Expression von Hepcidin Uber einen auf
molekularer Ebene noch nicht geklarten Mechanismus (Wallace et al 2006).

Des Weiteren erhdht eine Ausschittung der Zytokine Interleukine 1 und 6 die
Transkription von Hepcidin (Andrews 2004, Lee et al 2005). Hypoxie und Anamie
fihren auf der anderen Seite zu einer verminderten Expression von Hepcidin
(Nicolas et al 2002, Merle et al 2007), was zu einer erhéhten Eisenabsorption
fahrt (siehe Abbildung 1-3).
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Abbildung 1-3

Die Hepcidin-Synthese in der Leber wird (dber TfR2, HFE und HJV reguliert,
deren Stérungen bzw. Ausfédlle zu den verschiedenen Formen der
Hémochromatose flhren. Die Hepcidin-Synthese wird durch
Entziindungsprozesse, gefillte Eisenspeicher und erhéhtes Plasma-Eisen
stimuliert und durch Andmie und Eisenmangel gehemmt. Nach Nielsen 2006
(Uni-Med Verlag).

Heute weiBB man, dass Hepcidin selbst nicht nur Gber eine Bindung mit Ireg1 den
Transport von Fe?* aus den Enterozyten an deren basolateraler Membran hemmt
(Nemeth et al 2004) sondern zusatzlich auch die Transkription von DMT1 in der
Blrstensaummembran suppremiert (Mena et al 2008). AuBerdem wird die
Freisetzung von Eisen aus den Speichern in der Leber vermindert. Sind
dementsprechend die Eisenspeicher physiologisch gefillt, wird Hepcidin in der
Leber gebildet und verhindert eine weitere Eisenaufnahme aus dem
Gastrointestinaltrakt.

Aktuell wird postuliert, dass Patienten mit hereditdrer Hamochromatose einen
abgeschwachten TfR2-Eisen-Sensor-Mechanismus besitzen, so dass es zu einer

inadaquaten Hepcidin und HJV Expression kommt (Gleeson et al 2007).

1.2.3 Transferrin und Transferrin-Rezeptor

Das aus den Enterozyten Uber Ireg1 exportierte Eisen wird an der basolateralen
Membran (ber Hephaestin zu Fe®* oxidiet, um so an dem 80-kDa
Serumglykoprotein Transferrin (Trf) gebunden im Plasma zu zirkulieren. Die
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membransténdige Ferroxidase Hephaestin katalysiert die Bildung von Diferric-
Transferrin in der Prasenz von Fe?" und Apo-Transferrin (Griffiths et al 2005).
Deren vollstandige regulierende Funktion an der intestinalen Eisenabsorption ist
aber noch nicht geklart (Anderson et al 2002).

Das als Transferrin transportierte Eisen wird Uber eine Bindung mit dem
Zelloberflachen-Transferrinrezeptor (TfR) in Endosomen aufgenommen, wo das
Eisen nach Veranderung des pHs auf 5,5 vom Transferrin abdissoziiert (Dautry-
Varsat et al 1983). Bis heute sind zwei Rezeptoren bekannt, Transferrinrezeptor 1
(TfR1) und 2 (TfR2) (Kawabata et al 1999), wobei Transferrin mit héherer Affinitat
an TfR1 bindet. TfR2 wird ausschlieBlich in Hepatozyten und Erythroblasten
expremiert und ist bei einem kleinen Anteil von Hamochromatose-Erkrankten
mutiert (Kawabata et al 1999, Kawabata et al 2001).

Die Funktion von TfR2 bleibt noch weitestgehend unklar. Aber es gibt Hinweise
auf dessen entscheidende Rolle in der Eisenhomdostase, denn Mutationen im

TfR2 fihren zur Himochromatose Typ3 (Camaschella et al 2000).

1.2.4 DMT1, HCP und Ireg1

Da Eisen nicht durch Zellmembranen hindurch diffundieren kann, benétigt es
Kanéle bzw. Transporteure. Momentan sind drei davon bekannt. Der divalente
Metallionentransporteur DMT1 (syn. DCT1, Nramp2, SLC11A2) sitzt an der
luminalen Membran und ist wichtig fir den Import von nicht-Hdm-Fe aus dem
Dinndarm in die Enterozyten (Gunshin et al 1997, Canonne-Hergaux et al 1999).
Ham-Eisen wird Uber HCP1 (heme carrier protein 1) in die Zelle aufgenommen.
Dieser Rezeptor wurde erstmals von Wolf et al (1994) beschrieben und als HCP
von Shayeghi et al (2005) identifiziert. Intrazellular wird das Ham-Eisen Uber die
Hamoxygenase abgebaut und evtl. Uber einen &hnlichen Transporter (Bcrp,
FLVCR) an der basolateralen Membran wieder ins Blut abgegeben. Bisher konnte
man nur eindeutig zeigen, dass FLVCR den Ham-Export aus Makrophagen, die
alternde Erythrozyten aufnahmen, vermittelt (Keel et al 2008). Die Funktion
dieses Transporters in Enterozyten und in der Regulation der Eisenhomdostase
bleibt bis auf weiteres ungeklart.
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Der Eisenexporteur Ireg1 (syn. Ferroportin) ist am Transfer von Eisen aus den
Enterozyten in die Blutbahn beteiligt. Ein Mangel an Ferroportin resultiert in einer
Ansammlung von Eisen in Enterozyten aber auch Makrophagen und Hepatozyten
und bestatigt deren Funktion als Regulator-Protein in der Eisenhomdostase vor
allem auch in Bezug auf Eisenspeichererkrankungen wie der Hdmochromatose
(Donovan et al 2005).

1.3 Mangelzustande

Eisenmangel entsteht durch ein Ungleichgewicht aus Einfuhr und Ausfuhr. Eine
unzureichende Eisenzufuhr (selten), erhéhter Eisenverlust aufgrund von
Blutverlusten oder Absorptionsstérungen kénnen einen Mangel auslésen
(Abbildung 1-4). Das klinische Bild dominiert im Frihstadium durch verminderte
Leistungsfahigkeit, Erschépfung und Mudigkeit. Im fortgeschrittenen Stadium des
Eisenmangels kann es zu Bladsse, Mundwinkelrhagaden, Blutarmut und
Fingernagelatrophie kommen. Der Mangelzustand manifestiert sich klinisch in
einer hypochromen, mikrozytdren Andmie. Jeder Eisenmangel, insbesondere
jede Eisenmangel-anamie, auBerhalb von Risikogruppen muss sorgféltig
abgeklart werden (u.a. Blutverlustdiagnostik: Haemoccult-Test,
Osophagogastroduodenoskopie, Kolo-skopie), um blutende Tumore im Dick- und

DUnndarm frihzeitig zu erkennen.
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Abbildung 1-4
Eisenmangelzustdnde entstehen durch eine zu geringe Nahrungsaufnahme des
Spurenelements aber auch durch einen erhéhten Verbrauch. Besonders im
Wachstum, wéahrend der Menstruation und in der Schwangerschaft benétigt der
Kérper mehr Eisen. Kommt es zu einem vermehrten Blutverlust (Bluspender,
Hypermenorrhoe, Gastrointestinaler-Blutverlust) wird auch mehr Eisen vom
Kérper ausgeschieden und ein Eisenmangel kann daraus resultieren.

1.4 Eisenlberladung

Adaquat dem Eisenmangel entsteht auch eine EisenlUberladung durch eine
unausgewogene Bilanz. Da der menschliche Kdrper Uberschissiges Eisen nicht
entsprechend ausscheiden kann, muss eine chronisch erhéhte Eisenabsorption
im Gastrointestinaltrakt zwangslaufig zu einer Eisenltberladung flhren.

Unter primarer Eisenlberladung fasst man Erkrankungen zusammen, denen eine
falsch  hochregulierte intestinale Eisenresorption bei schon geflllten
Eisenspeichern zugrunde liegt. Offensichtlich sind genetisch bedingte
Funktionsausfalle bestimmter Proteine (z.B. HFE, TfR2, Hepcidin, Ireg1, HJV), die
an der Eisenhomdostase beteiligt sind, hierfr verantwortlich.

Krankheiten, bei denen die Erythropoese gestort arbeitet, kénnen zu einer
sekundaren Eisendberladung fihren. Zu ihnen gehéren Anamien wie die
sideroblastische Anamie oder die Thalassamie. Es kommt zu vermehrter

Eisenresorption aber auch zu iatrogener  Eisenlberladung durch



EINLEITUNG

Bluttransfusionen. Durch die Hyperplasie einer ineffektiven Erythropoese bei der
sideroblastischen Anamie kommt es u.a. zur systemischen Eisenlberladung, die
sogenannte ,iron-loading anaemia®.

Organschaden treten sekundar auf, diese kbénnen bei erworbenen
Eisenlberladungen (Anamie-Assoziierte, ernahrungsbedingte Eiseniberladung
oder chronische Lebererkrankungen) &hnliche pathologische und klinische
Veranderungen wie bei der hereditdren Hdmochromatose verursachen.

Der Lebereisengehalt des Menschen kann bei Uberladung auf das 100fache
ansteigen. Zwar ist Eisen als Spurenelement essentiell, kann aber auch stark
zelltoxisch wirken, wenn es in zu hoher Konzentration vorliegt (Beutler 2004).
Lipidperoxidation in der Leber und das Platzen von eisenlUberladenen Lysosomen
fihren zu einer Gewebeschadigung (Myers et al 1991) und zur Entwicklung einer
Zirrhose. Auch aktivierte Kupffer-Sternzellen kdénnen Uber eine gesteigerte
Kollagensynthese zu vermehrter Bildung von Bindegewebe in der Leber
beitragen. Wird eine Eisenuberladung frihzeitig diagnostiziert und behandelt,
kommt es nur zu diskreten Organschaden. Bei der Himochromatose spricht man
dann von einer préazirrhotischen oder frihen Form. Die Mehrzahl der heute
gefundenen Falle sind leichte Formen, nur wenige Patienten sind schwer

betroffen.

1.4.1 Einteilung der Hamochromatose

Bis heute sind 4 Typen der hereditairen Hamochromatose bekannt (ein weiterer
Typ 5 wird derzeit diskutiert) (Tabelle 1-2). Die haufigste Form ist die klassische
(adulte) HFE-assoziierte Hamochromatose Typ 1, die wie Typ 3 unbehandelt in
der 4. bis 5. Lebensdekade zu ersten symptomatischen Organschaden flihrt.
Beide Formen haben gemeinsam, dass es zu einer kontinuierlichen
Eisenlberladung kommt, die vor allem zu Leberschaden fihrt. Im Vergleich dazu
verlauft die juvenile Form (Typ 2) sehr viel rapider und schwerer, die meist schon
in der 2. Dekade schwerwiegende Schaden verursacht, da massiv erhdhtes
Serum-Ferritin und Transferrin-Uberséttigung fiir den Korper &uBerst toxisch

wirken.

10
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Tabelle 1-2
Klassifikation der hereditdren Himochromatose (modifiziert nach Pietrangelo 2004)

Feature HFE-assoziierte juvenile hereditare Hdmochromatose TfR2-assoziierte Ferroportin-
hereditére hereditére assoziierte
Hamochromatose™™ Hamochromatose Eiseniberladung***

OMIM* Typ 1 Typ 2, Subtyp A Typ 2, Subtyp B Typ 3 Typ 4

Klassifikation

Betroffenes Gen HFE, 6p21.3 HJV HAMP, 19q13.1 TfR2, 7922 SLC40A1

und (urspriinglich (urspriinglich SLC

Chromosomen HFE2), 1921 11A3, 2932)

Lokalisation

Gen Produkt HFE Hamojuvelin Hepcidin Transferrin- Ferroportin

Name rezeptor 2 (Eisenregulator-
Protein,
Metalltransporter-
Protein, Ireg1)

Vererbbarkeit autosomal rezessiv.  autosomal autosomal autosomal autosomal

rezessiv rezessiv rezessiv dominant

Beweise von friiheste friiheste friiheste friheste nur im

erhéhten Plasma nachweisbare nachweisbare nachweisbare nachweisbare fortgeschrittenen

Eisen- biochemische biochemische biochemische biochemische Stadium

Kompartimenten Anormalitét Anormalitét Anormalitét Anormalitat

(hohe Transferrin-

Sattigung)

Hauptorgane in Leber, endokrine Leber, endokrine  Leber, endokrine  Leber, endokrine Leber, Milz

denen Eisen Drisen, Herz Drisen, Herz Drisen, Herz Driisen, Herz

Akkumuliert

vorherrschende Parenchymal Parenchymal Parenchymal Parenchymal Retikuloendothelial

Zellverteilung der

Eisenakkumulation

Potential fur variabel hoch hoch variabel niedrig

Organschéadigung

Anschlagen Exzellent: Exzellent: Exzellent: Exzellent: Mittel: rapide

therapeutischer Abnahme von Abnahme von Abnahme von Abnahme von Abnahme der

Aderlasse Serum-Ferritin Serum-Ferritin Serum-Ferritin Serum-Ferritin Transferrin-

parallel zu
Transferrin-
Sattigung, kein
Andmie-Risiko

parallel zu
Transferrin-
Sattigung, kein
Andmie-Risiko

parallel zu
Transferrin-
Sattigung, kein
Andmie-Risiko

parallel zu
Transferrin-
Sattigung, kein
Anamie-Risiko

Sattigung mit
persistierendem
hohen Serum-
Ferritin;
bestehendes
Risiko einer
Ana&mie mit
Aderlass-Diat

Zeitraum bis zum 4. oder 5. Dekade 2. oder 3. 2. oder 3. 4. oder 5. Dekade 4. oder 5. Dekade
Auftreten Dekade Dekade

symptomatischer

Organschaden

*OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.
** auch genannt hereditdre Hdmochromatose, klassische Hamochromatose, HLA-linked Hamochromatose
*** auch bekannt als autosomal dominante Hamochromatose, Ferroportin-Krankheit, autosomal dominante retikuloendotheliale

Eisenliberladung

1.4.2 HFE-assoziierte hereditare Himochromatose Typ1

Bei dieser angeborenen Krankheit kommt es zu einer langsam ansteigenden

Akkumulation des durch die Nahrung aufgenommenen Eisens. Die intestinale

Eisenregulation lauft nicht mehr kontrolliert und der Kérper absorbiert zu viel des
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Spurenelementes. Die Hamochromatose Typ1 ist bei der nordeuropaischen
Bevdlkerung die h&ufigste mono-genetisch vererbte Erkrankung, wobei Manner
klinisch finf- bis zehnmal mehr betroffen sind als Frauen (Fauci et al 1999). Unter
Nordeuropaern liegt die Homozygoten-Frequenz bei etwa 1 auf 200 Personen
(Merryweather-Clarke et al 1997).

Der autosomal rezessiv vererbbare Gendefekt, der zur HFE-assoziierten
Hamochromatose flihrt, liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 in der Nahe
der MHC-Klasse-I-Region  (major  histocompatibility =~ complex). Das
Membranprotein, flir das dieses Gen codiert, wird als HFE bezeichnet. Die
dazugehérige Mutation liegt auf dem HFE (auch HLA-H- genannt) Gen. Die
Ahnlichkeit zu den MHC-Klasse-I-Proteinen ist offensichtlich, eine entsprechende
Funktion im Immunsystem ist aber bis heute unklar. Eine Punktmutation wurde
auf dem entsprechenden Gen gefunden, welches zur Transition von Guanin 845
nach Adenin fahrt. Dadurch liegt ein Aminosaureaustausch von Cystein 282 nach
Tyrosin vor (C282Y) (Feder et al 1996).

Im Rahmen einer normalen Eisenhomdostase reguliert Hepcidin die intestinale
Eisenabsorption, indem es u.a. an Ferroportin (lreg1) bindet und deren
Freisetzung aus intrazellularen Lysosomen bestimmt. Auch die Umverteilung des
Spurenelements aus Makrophagen und Enterozyten in den Blutkreislauf wird so
reguliert. Geht man bei der Hamochromatose davon aus, dass Hepcidin
unzureichend bzw. fehlerhaft vorliegt, kommt es intestinal an der basolateralen
Membran zu einer vermehrten Prasentation von Ferroportin (lreg1) und
intrazellulares Eisen wird verstarkt exportiert. Infolgedessen kommt es in den
Enterozyten zu einem relativen Eisenmangel, der in einer erhbéhten
Eisenabsorption aus dem Darmlumen resultiert. Weiterhin wird natirlich auch das
in den Makrophagen gespeicherte Eisen in das Blut transportiert und es kommt

zu einem erhdhten Serum-Eisenspiegel.

1.4.3 Juvenile hereditare Himochromatose Typ2A und 2B

Eine Mutation im Hamojuvelin (HJV, urspringlich HFE2) ist verantwortlich flr die
hereditidre Hamochromatose vom Typ2A (Papaniklaou et al 2004). Klinisch
unterscheidet sich dieser Typ von den anderen nur vom friihzeitigen Auftreten

12



EINLEITUNG

klinischer Symptome bereits im Jugendalter (Camaschella et al 2002) in Form
von Kardiomyopathie, Hypogonadismus und Diabetes.

Die haufigste Mutation im Hamojuvelin liegt auf G320V im Exon 4 des
Chromosoms 1 (Lanzara et al 2004). Den Zusammenhang zwischen Hamojuvelin
und HFE-Mutationen untersuchten Lee et al 2004 und postulierten, dass es bei
der Typ2A Hamochromatose zu einer hohen klinischen Penetration komme.
Patienten mit der Typ2B Hamochromatose haben eine Mutation im HAMP-Gen
(auf Chromosom 19q31.1), das flir Hepcidin kodiert. Aufgrund der klinischen
Anhnlichkeit zum Typ2A geht man von einer engen Regulation des Hamojuvelin
am Eisenstoffwechsel aus, obwohl der molekulare Mechanismus des

Hamojuvelin zurzeit noch nicht genau verstanden ist.

1.4.4 Transferrinrezeptor 2-assoziierte hereditare Himochromatose Typ3

Eine Mutation im Transferrinrezeptor 2 (TfR2) kann zu einer leichten Form der
hereditaren Hamochromatose flhren (Roetto et al 2001). Ein entsprechender
Phéanotyp fir diese Eisenspeicherkrankheit wurde bei TfR2-knockout Mausen
erkannt und weiterhin, dass deren Hepcidin-Expression starkt vermindert war
(Fleming et al 2002, Nemeth et al 2005). Eine Erklarung flr den Hepcidin-Mangel
gelang erst kirzlich. Die unterdriickte Expression von TfR2 an der Zellmembran
fihrt dazu, dass der Rezeptor nicht mehr mit Transferrin interagieren kann und
der Signalweg, Uber den Hepcidin induziert wird, bleibt aus (Wallace et al 2008).
Der Mangel an zirkulierendem Hepcidin im Kreislauf fuhrt folglich zu einer
Eisenlberladung, die dieses Krankheitsbild bestimmt.

1.4.5 Ferroportin-assoziierte hereditare Hamochromatose Typ4

Uber diese Form der autosomal dominant vererbbaren Hamochromatose ist
bisher am wenigsten bekannt. Als Ursache geht man von einer Mutation im
Ferroportin-Gen aus (Njajou et al 2001), die dazu fuhrt, dass es zu Ablagerungen
von Hamosiderin in verschiedenen Geweben u.a. in Leber und Magen kommt
(Montosi et al 2001). Typischerweise zeichnet sich das klinische Bild mit einem

frihen Anstieg von Serumferritin bei normaler Transferrin-Sattigung und Eisen-
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Ansammlung in den Kupffer-Zellen der Leber aus. Eine atypische Verlaufsform
der Ferroportin-Krankheit ist gekennzeichnet durch einen frihen Anstieg der
Transferrin-Sattigung und Speicherung von Eisen v.a. in den Hepatozyten. Die
verschiedenen Phanotypen sind auf unterschiedliche Mutationen im Ferroportin-
Gen zurickzufihren (am haufigsten V162del-Mutation) (Wallace et al 2007).

1.4.6 Klinisches Bild der Hamochromatose

Die klinische Manifestation der hereditdren Hamochromatose wird heute selten
gesehen, da die Erkrankung meist schon vorher diagnostiziert wird. Unbehandelt
entwickelt sich das volle klinische Bild erst im Erwachsenenalter aufgrund der
massiven Eisenablagerungen in fast allen Organen. Es kommt zur Leberzirrhose,
hepatozellularem Karzinom (Ko et al 2007) und anderen assoziierten
Erkrankungen wie der Arthropathie der zweiten und dritten Metakarpophalangeal-
Gelenke, erektiler  Dysfunktion, Hautveranderungen und  Mudigkeit.
Zusammengefasst geht man davon aus, dass unter allen C282Y-homozygoten
Tragern 38 % eine schwere Eisenlberladung in der Leber entwickeln, 25 % eine
Leberfibrose und 6 % eine Leberzirrhose (Whitlock et al 2006). Die Erwartungen,
dass sich bei diesen Gen-Tragern ein hepatozellulares Karzinom entwickelt,
liegen bei ca. 1-2 % (Willis et al 2005). Auch im Herzen kann in schweren Féllen
Uberschissiges Eisen abgelagert werden und kann dort vermutlich neben
Arrhythmien und Perikarditis zur Manifestation der Kardiomyopathie flhren
(Andrews 1999).

Das Erscheinungsbild des in alteren Lehrblchern dargestellten “Bronzediabetes”
ist sehr selten und der Zusammenhang zwischen hereditarer Hamochromatose
und Diabetes Typ 2 gilt heute als umstritten.

Interessanterweise unterscheidet sich der Phanotyp der Hamochromatose von
Mannern und Frauen. So entwickeln ca. 28 % der C282Y-homozygoten Manner
die oben beschriebenen, mit hereditdrer Hamochromatose assoziierten
Erkrankungen (Leberzirrhose, -fibrose, Hepatozellulares Karzinom und
Arthropathie), wohingegen dieses nur bei 1 % der homozygoten Frauen
beschrieben wird (Allen et al 2008).
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1.4.7 Diagnostik und Therapie

Angesichts neuester Erkentnisse Uber die Funktion von Hepcidin am
Eisenstoffwechsel, wéare es ein Fortschritt, dieses Hormon im Blut nachweisen zu
kénnen. Allerdings ist momentan noch kein reprasentativer Test hierfir erhaltlich.
Heute wird die Diagnose anhand von Blutparametern und Gewebeproben gestellt
(Serumferritin, Serumeisen, Sattigung der TEBK, Lebereisen, hepatischer
Eisenindex). Der Nachweis einer homozygoten Mutation im Hamochromatose
Gen C282Y steht des weiteren zur Verfigung. Die Verbindung aus erhdhter
Transferrinsattigung und Serumferritin steht flir eine Gberschissige Speicherung
von Eisen und sichert bei zuséatzlichem Gendefekt die Diagnose.

Bei nicht-HFE-assoziierter Himochromatose ist die Diagnose weitaus schwieriger
und stitzt sich vor allem auf den Lebereisengehalt, der mittels Biopsie oder nicht-
invasivem Verfahren wie mit dem SQUID-Biosuszeptometers ermittelt werden
kann. Dieses Verfahren kann den Gehalt des Lebereisens prazise und hdchst
reprasentativ ermitteln mit dem Vorteil, dass es keine invasive Methode ist
(Nielsen et al 2002).

Die Therapie der hereditaren Hadmochromatose beschrankt sich nach heutigen
Erkenntnissen vor allem auf Aderldasse, durch die dem Koérper Uberschissiges
Eisen wieder entzogen wird (500 ml Blut entspricht in etwa 250 mg Eisen
(Andrews 1999)). Deutliche Erfolge sind vor allem bei einer frihzeitigen
Diagnostik zu verzeichnen, da eine bereits bestehende Leberzirrhose durch
Aderlasse nicht verbessert werden kann.

Sekundare Eisenlberladung wird in erster Linie mit Chelatbildnern behandelt.
Diese meist lebenslange Therapie macht sich zum Ziel, die Kbérpereisenreserve
zu normalisieren und den Eisenzuwachs zu reduzieren. Bewahrt haben sich in
der Klinik die Therapeutika Desferrioxamin, welches parenteral gegeben wird und
Deferiprone als oraler Chelator. Desferrioxamin (DFO) ist bei sekundarer
EisenUberladung bisher Mittel der Wahl. Dieses Medikament wird per Infusion
Uber mehrere Stunden verabreicht und sorgt fir eine Eisenausscheidung Gber
Urin und Stuhl. Die tagliche Eisenausfuhr kann 20-50 mg betragen. Der neu
zugelassene orale Eisenchelator Deferasirox (Exjade®) kdénnte zukinftig DFO

verdrangen.
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1.5 Eisen und Arteriosklerose

Den Zusammenhang zwischen Eisen-Spiegeln und Arteriosklerose untersuchte
erstmalig und sehr ausgiebig Sullivan in verschiedenen Studien (1981, 2003). Er
stellte die Hypothese auf, dass menstruierende Frauen ein geringeres Risiko
haben, an Arteriosklerose zu erkranken als Manner, weil diese einen geringeren

Kdrpereisen-Gehalt haben als Manner (siehe hierzu auch Tabelle 1-1).

Bis heute sind viele Risikofaktoren flr das Auftreten von Arteriosklerose
identifiziert worden. Zu ihnen zahlen unter anderem Nikotin, Diabetes mellitus,
Hyperlipidamie und Hyperfibrinogenie, Toxine aber auch psychischer Stress und
familiare Belastung. Aus einer Vielzahl von epidemiologischen Studien geht
hervor, dass erhdhte Ferritin-Werte im Blutkreislauf einen weiteren Risikofaktor
darstellen kénnen (De Valk et al 1992). Es fahrt, eingelagert in
arteriosklerotischen Plaques, zu vermehrter Oxidation der LDL-Partikel
(Seppéanen et al 2004, Swain et al 1995, Wood et al 1995). Eine eiseninduzierte
Oxidation von LDL zeigten Ani et al (2007) in einem in vitro Versuch.

Makrophagen kbénnen das oxidierte LDL (oxLDL) aufnehmen, dadurch
aufschwemmen und sich zu so genannten Schaumzellen formieren (Joseph et al
1991). Diese Zellen werden vom Endothel arterieller GefaBe festgehalten und es
kommt zu einer ersten Ablagerung von Cholesterin, wobei freie Lipide in einem
durch die Lipoproteinlipase (LPL) katalysierten Schritt freigesetzt werden. Da sich
die LPL vermehrt in Schaumzellen arteriosklerotischer Plaques findet (O’Brien et
al 1992), wird der Zerfall von Schaumzellen beglnstigt. Die dabei freigesetzten
Fettsduren verbleiben in der Innenwand der Arterie, was zur Ausbildung von
Fettstreifen flhrt. Eine spatere Verkalkung der GefadBwand hat zur Folge, dass
arteriosklerotische Plagues entstehen (Schimann 2001), die das GefaBlumen
einengen und so der Blutstrom verlangsamt ist. Dadurch wird die
Sauerstoffversorgung angrenzender Organe gestort. Im weiteren Verlauf einer
Arteriosklerose kann es zu Folgekrankheiten wie der koronaren Herzkrankheit
kommen, die eine der fihrenden Todesursachen in den heutigen Industriestaaten

ist.
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Wie Abbildung 1-5 zusammenfassend veranschaulicht, ist Eisen alleine nicht an
der Entstehung der Arteriosklerose beteiligt, vielmehr ist es das gemeinsame
Aufeinandertreffen verschiedener Risikofaktoren. Zu denen z&hlen vor allem
erhdhte Homozystein-Spiegel, Bluthochdruck, Schaden durch entzindliche
Prozesse, erhéhte Eisen- und Kupfer-Spiegel, die wiederum reaktive
Sauerstoffspezies freisetzen kénnen. Weiterhin  kénnen hohe LDL-

Konzentrationen, Diabetes und Nikotin als Risikofaktoren gewertet werden.
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Abbildung 1-5
Gemeinsame Einwirkung verschiedener Risikofaktoren auf die Entstehung
arteriosklerotischer Plaques in BlutgefdBen, zu denen zdhlen erhéhte
Homozystein-Spiegel, Bluthochdruck, Schédden durch entzindliche Prozesse,
erhohte Eisen- und Kupfer-Spiegel, hohe LDL-Konzentrationen, Diabetes und
Nikotin. (Brewer 2007)

Die kontroverse Diskussion um den Zusammenhang von Eisen und
Arteriosklerose nimmt momentan nicht ab, es wird vermutet, dass eine C282Y
Mutation flar die koronare Herzkrankheit pradisponiert (Tuomainen et al 1999).
You und Wang erdrterten erst kdrzlich (2005) neueste Erkenntnisse aus
epidemiologischen Studien. 27 davon unterstltzten die Hypothese nicht, Eisen
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sei an der Entwicklung von Arteriosklerose beteiligt, wohingegen 12 Studien
diesen Zusammenhang bestéatigten. Vergleiche zwischen verschiedenen
epidemiologischen Studien bleiben aber weiterhin schwierig, da die gemessenen
Parameter (u.a. Ferritin, Transferrin-Sattigung) keinen konkreten Riickschluss auf
den schadlichen Charakter von Eisen gewéhrleisten (Lee et al 2004).

In einer aktuellen Studie untersuchten Vergnaud et al (2007) die Intima-Media-
Dicke und Pulswellengeschwindigkeit von 824 Mannern und Frauen Uber einen
Zeitraum von 7,5 Jahren in Bezug zu Serumferritin und taglicher Eisenaufnahme.
Letztendlich fanden sie keinen Hinweis zwischen Serumferritin-Werten und der
Intima-Media-Dicke. Diese Studie spricht somit gegen die von Sullivan

aufgestellte Hypothese von 2003.

1.6 Lipide

Die Stoffklasse der Lipide lasst sich in einfache und komplexe Lipide unterteilen.
Zu den einfachen Lipiden zahlt man Fette (Glycerin(tri)ester héherer Fettsauren),
Ole und Wachse. Phospholipide, Glykolipide, Carotinoide und Steroide sind
komplexere Lipide.

Fettsduren werden zur Gruppe der organischen Sauren gezahlt. Damit sind sie
langkettige Carbonsauren, die eine Carboxylgruppe- COOH und eine lange
Kohlenwasserstoffkette besitzen. Fettsduren haben demnach ein hydrophobes
und ein hydrophiles Ende. Abbildung 1-6 zeigt Palmitinsaure als Beispiel.

Abbildung 1-6

Palmitinsdure C16:0 (geséttigte Fettsdure)

Doppelbindungen in Fettsduren geben Aufschluss dariber, ob sie in die
Kategorie der geséttigten, einfach ungeséttigten oder mehrfach ungesattigten
Fettsduren gehdéren. Bei gesattigten Fettsduren (Palmitinsdure, Abbildung 1-6)
sind alle C-Atome mit Wasserstoffatomen gesattigt. Ungesattigte Fettsauren
hingegen weisen im hydrophoben Rest Doppelbindungen auf. Sind mehrere
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Doppelbindungen im Molekul der Fettsdure vertreten, spricht man von mehrfach
ungesattigten Fettsauren.

Essentielle Fettsauren sind Fettsauren, die vom Organismus nicht eigenstéandig
synthetisiert werden kénnen, sondern mit der Nahrung zugefiihrt werden mussen.
Zu ihnen gehdren Linolsaure (C18:2) und Linolensaure (C18:3(n-3)) (Abbildung

1-7).

1 3 6 9
e N VNG N N COCH
Abbildung 1-7

Linolensdure C18:3(n-3) (mehrfach ungeséttigte Fettsdure, gehdrt zu den
essentiellen Fettsduren)

1.6.1 Einteilung der Lipide

Zu den geséttigten Fettsduren (SFA: saturated fatty acids) zahlen u.a.
Myristinsaure (C14:0), Palmitinsdure (C16:0) und Stearinsdure (C18:0) sowie
Arachinsaure (C20:0) und Behensaure (C22:0).

Der wichtigste Vertreter einfach ungesattigter Fettsduren (MUFA: mono
unsaturated fatty acids) ist die Olsaure (C18:1(n-9)) (Abbildung 1-8). Aber auch
Palmit6lsdaure (C16:1), Vakzensaure (C18:1(n-7)), Eicosaensaure (C20:1) und

Erucasaure (C22:1) gehdren zu dieser Gruppe der Fettsauren.

Abbildung 1-8
Olsdure C18:1(n-9) (einfach ungeséttigte Fettsédure)

Vakzensaure wird vor allem im Umbauprozess von Membranen benétigt. Ol-, und
Palmitélsaure sind die am haufigsten vertretenen einfach ungesattigten
Fettsduren in  Membranphospholipiden,  Triglyceriden, =~ Wachsen und

Cholesterolestern.
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Zu den mehrfach ungesattigten Fettsduren (PUFA: poly unsaturated fatty acids)
gehoéren Linolsaure (C18:2) (Abbildung 1-9), Linolensaure (C18:3(n-3)),
Arachidonsaure (C20:4), Docosapenta- (C22:5) und Docosahexaenséaure
(C22:6).

N\WW COOH

Abbildung 1-9
Linolsdure C18:2 (mehrfach ungeséttigte Fettsédure)

Hauptséachlich sind sie an der Synthese von Mediatoren und Membranen beteiligt.
Thromboxane, Prostaglandine und Leukotriene werden von mehrfach
ungesattigten Fettsduren abgeleitet, wobei ihr Hauptvertreter die Arachidonsaure
ist.  Wichtig sind sie im Verlauf von Entziindungsprozessen und
Uberempfindlichkeitsreaktionen.

w-3-Fettsduren (Linolensaure als Hauptvertreter, Doppelbindung an Position 3)
sind an Veranderungen der Membran-Fluiditat, in der Signaltransduktion und der
Genexpression beteiligt. Des Weiteren haben sie anti-inflammatorische
Eigenschaften (McCowen 2005). Durch o-3-fettsdurereiche Nahrung lassen sich
Triglyceride im Serum stark senken (Biesalski et al 2004). AuBerdem konnte ein
protektiver Effekt gegen koronare Herzkrankheiten nachgewiesen werden. Dabei
wird diskutiert, ob die Stabilitdt so genannter Plaques erhéht ist (Thies et al 2003).
Aus einer Studie von Park et al (2003) geht hervor, dass -3-Fettsduren
postprandiale Triglyceride und Apo B48 reduzieren kénnen. Zusatzlich sind die
Halbwertszeit der Chylomikronen und deren GrdBe vermindert.
Docosahexaenséaure steht am Endpunkt der Synthese von -3-Fettsduren und

vermindert die Aufnahme von Arachidonsaure in membrandse Phospholipide.

1.6.2 Lipidverdauung

Mit der Nahrung aufgenommene Lipide (Cholesterin, Triglyceride und die
fettléslichen Vitamine A, D, E und K) werden nach der Verdauung mit
Chylomikronen {ber das Lymphsystem ins Blut beférdert. Dort tauschen
Chylomikronen und HDL (high density lipoproteins) Apolipoproteine vom Typ C
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und E aus. Die nun mit Apolipoprotein Cll beladenen Chylomikronen kénnen mit
Hilfe der endothelstandigen Lipoproteinlipase (Cofaktor von CIl) Triglyceride
hydrolysieren und an extrahepatische Gewebe (Fettgewebe, Muskelgewebe)
abgeben. Nach der Triglycerid-Abgabe bilden sich Oberflichen-Remnants und
cholesterinreiche Core-Remnants. Die Core-Remnants werden rezeptorvermittelt
tber Apo-E in die Leber aufgenommen.

In der Leber synthetisiertes VLDL (very low density proteins) besteht aus
endogenen Triglyceriden und Nahrungscholesterin. Die genaue VLDL-
Zusammensetzung ist nahrungsabhangig. In einem (ber die Lipoproteinlipase
katalysierten Schritt werden die VLDL zu IDL (intermediate density lipoproteins)
umgesetzt. IDL werden auf zwei unterschiedlichen Wegen weiterverarbeitet.
Entweder sie werden von der Leber Uber den Apo-B, E-Rezeptor gebunden oder
sie werden Uber die hepatische Triglyceridlipase vermittelt (Biesalski 2004) zu
LDL (low density lipoproteins) abgebaut. Das extrahepatische Gewebe und die
Leber entfernen LDL Uber Rezeptoren aus dem Plasma.

Endogenes Cholesterin und Cholesterin anderer Lipoproteine werden von HDL im
Blut transportiert. Diese Lipoproteine werden in der Leber und im Dinndarm
synthetisiert. Die von der Leber aufgenommenen Cholesterine werden
ausgeschieden bzw. fir die Bildung der Gallensdure verwendet. HDL haben
einen protektiven Effekt gegen Arteriosklerose, da sie in Verbindung mit einer
Serumesterase fir den Abbau oxidierter Lipide zustandig sind. Diese befinden
sich in arteriosklerotischen Lasionen.

1.7 Desaturation der Fettsauren

Saugetiere kénnen mit Hilfe von Desaturasen einfach ungeséttigte Fettsauren
aus gesattigten Fettsduren synthetisieren, indem durch eine oxidative
Desaturation den Fettsauren eine Doppelbindung hinzugefligt wird.

Desaturasen des tierischen Organismus sind nur in Lage zwischen dem C-Atom
an Position 9 und der Carboxylgruppe Doppelbindungen einzufligen. Die A9
Desaturase kann demnach an Position 9 eine Doppelbindung einfligen. Neben A9

Desaturasen gibt es noch A5 und A6 Desaturasen, die dementsprechend an
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Position 5 bzw. 6 Doppelbindungen hinzufigen kdnnen. Nur pflanzlichen
Organismen ist es vorbehalten, weiter entfernt gelegene Doppelbindungen
einzuflgen.

Dieser Mechanismus findet vor allem in der Leber statt und besteht aus einem
membrangebundenen Enzymkomplex aus NADPH/H"-Cytochrom bs-Reductase,
Desaturase und dem Flavoprotein Cytochrom bs. Als Coenzym werden FAD und
NADPH/H* benétigt, wobei Elektronen auf NADPH/H* (ibertragen werden. Fe®*
wird dabei zu Fe?* reduziert (Abbildung 1-10). Auf diesem Wege reagieren zwei
Elektronen mit dem gesattigten Acyl-CoA und molekularem Sauerstoff. Zwischen
die Kohlenstoffatome wird eine Doppelbindung eingefigt, und zwei Molekile

Wasser entstehen.

0,
NADPH/H" FAD 2 Fe** 2 Fe’* —CH,—CH,—
>< 2 Cyt bs )(Desaturase
NADP* FADH, 2 Fe’* 2 Fe?t —CH=CH-
2 H' 20"
2H'
2 H,0

Abbildung 1-10
Mechanismus der durch Desaturasen katalysierten Biosynthese ungeséttigter
Fettsduren aus geséttigten Fettsduren.

1.7.1 Stearoyl Coenzym A Desaturase

Die Desaturation von Stearinsdure zu Olsdure (und Palmitinsdure zu
Palmitdlsdure und Vakzensaure) wird durch die Stearoyl Coenzyme A
Desaturase (SCD) katalysiert (Abbildung 1-11).
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Stearinsaure C18:0

Stearoyl Coenzym A Desaturase

N/
\/\W\/\/\/ COCH
Olsaure C18:1(n-9)

Abbildung 1-11 )
Desaturation von Stearinsdure C18:0 zu Olsdure C18:1(n-9) katalysiert von der
Stearoyl Coenzym A Desaturase (SCD).
Die Stearoyl-CoenzymA-Desaturase (SCD) katalysiert die Synthese von
ungesattigten Fettsduren, deren Hauptprodukt Olsdure ist. Aber auch die
Desaturation von Palmitdlsdure aus Palmitinsdure wird Uber dieses Enzym
katalysiert. SCD befindet sich in der mikrosomalen Membran mit dem aktiven
Zentrum Richtung Cytosol und einem Molekulargewicht von 53 kDa. Nach
Translation wird das Enzym posttranslational an Eisen gebunden und so ins
endoplasmatische Retikulum abgegeben (Vance et al 1996).
Vier SCD Gene konnten bisher in Mausen geklont werden (SCD1-4). SCD1 und 2
lassen sich in fast allen Organen von Mausen nachweisen, wobei die Leber
ausschlieBlich SCD1 expremiert. Drei der murinen Isoformen (SCD1-3) wurden in
der Haut identifiziert, wahrend SCD4 als Herz-spezifische Desaturase erkannt
(Miyazaki et al 2003) wurde.
In Ratten konnten SCD1 und 2 lokalisiert werden, deren Isoformen denen der
Mause sehr &hnlich sind. Wiederum befindet sich SCD1 nur in der Rattenleber
und beide Isoformen (1 und 2) sind im Fettgewebe und anderen Organen zu
finden.
Von den beiden menschlichen Desaturasen HSCD1 und 5 (humane Stearoyl-
CoenzymA Desaturase) zeigt HSCD1 eine groBe Homologie mit den von Mausen
und Ratten (Zhang et al 1999), wohingegen humane SCD5 kaum Ahnlichkeit mit

Desaturasen von Nagetieren besitzt (Wang et al 2005).

Der Regelkreislauf von Desaturasen ist bis heute noch nicht vollstandig geklart.
Bisher zeigte sich, dass die SCD1 Expression in der Leber durch
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Nahrungskarenz sinkt und bei Nahrungs-Wiederaufnahme steigt (Ntambi 1995).
Eine weitere Mdglichkeit der Regulation von SCD1 und SCD2 in Bezug auf die
Zufuhr exogener ungesattigter Fettsduren durch die Nahrung wird weiter
untersucht. Frihere Studien zeigten, dass SCD1 und SCD2 mRNA Level in fast
allen Geweben von Mausen durch exogen zugegebene ungesattigte Fettsduren
unterdriickt werden (Kaestner et al 1989). Der Einfluss von Fettsduren auf SCD
wurde weiter verfolgt. Im Fettgewebe von Schweinen wurde die verminderte
Enzym Aktivitdt von SCD nach diatetischer Zufuhr von konjugierter Linolsaure
nachgewiesen (Smith et al 2002). Die Verminderung der Transkription von SCD1
auf ca. 50 % in Hepatozyten von Ratten, die eine Diat reich an mehrfach
ungesattigten Fettsduren erhielten (Bellenger et al 2004), belegt die schon altere
Hypothese, dass mehrfach ungeséttigte Fettsduren die Transkription von SCD1
und 2 hemmen (Tabor et al 1999).

Neben der Nahrung nehmen auch Spurenelemente und Hormone (z. B. Insulin)
Einfluss auf SCD. In diesem Rahmen kann Insulin die Expression von SCD
MRNA in Schweinen erhéhen (Daniel et al 2004).

Seit der Einflhrung einer SCD1-/- knockout Maus kann man den Einfluss dieser
Desaturase auf den Stoffwechsel-Metabolismus besser verstehen. Der Mangel an
SCD1 fahrt zu einer Aktivierung von Lipid-Oxidation und resultiert in einer
verminderten Triglyzerid-Synthese und Speicherung (Ntambi et al 2002). Diese
vermehrte Lipid-Oxidation verlauft Gber eine Aktivierung der AMP-Proteinkinase
(Dobrzyn et al 2004). SCD1-/- Mause sind vor Gewichtszunahme geschitzt und
zeigen einen erniedrigten Leptin und Insulin-Plasma-Spiegel und somit eine
gesteigerte Insulin-Sensitivitdt (Flowers et al 2007). Bezogen auf den
menschlichen Kérper und humanes SCD1 konnte in einer groB3 angelegten Studie
mit 1143 Mannern gezeigt werden, dass eine genetische Variation im HSCD1
Gen mit einem verminderten Huftfettumfang, BMI und erhdhter Insulin-Sensitivitat
einhergeht (Warensjé 2007). Nach diesen Erkenntnissen hat SCD1 eine
entscheidende Rolle im Fettsdurestoffwechsel und der Kérperfettzunahme und
auch der Entwicklung eines metabolischen Syndroms.
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1.8 Lipidperoxidation

Das Krankheitsbild der Eisentberladung wird vor allem unbehandelt begleitet von
Leberzirrhose, Diabetes mellitus, Hepatomegalie, hepatozellularem Karzinom,
Kardiomyopathie und Hautkolorierung (Brandsch 2002, Araujo et al 1995, Brunet
et al 1999). Trotz weniger Kenntnisse vermutet man, dass die durch Eisen
induzierte Freisetzung reaktiver Radikale und oxidativer Stress in diesem
Zusammenhang eine entscheidende Rolle spielt. Zielscheibe oxidativen Stresses
sind vor allem Lipide, die durch Oxidation verédndert und in weitere reaktive
Produkte zerlegt werden kdnnen, die oxidativen Schaden anrichten.

Unter dem Begriff Lipidperoxidation versteht man im Allgemeinen die Degradation
von Lipiden, die in den Schritten Initiation, Fragmentation, Propagation und
Termination ablauft (Girotti 1985). Zunachst wird durch freie Radikale unter
Wasserstoffabstraktion eines Lipidmolekils ein Lipid-Hydroxyperoxid (LHOOH)
gebildet. Das Lipid-Hydroxyperoxid kann wahrend der Fragmentation weiter
zerfallen und es enstehen die Radikale LHO' (Alkoxy-Radikal) und HO™ (Hydroxyl-
Radikal) und u.a. Malondialdehyd, das als Indikator fir Lipidperoxidation bekannt
ist (Draper et al 1984, Janero 1990, Del Rio et al 2005). Die Kettenreaktion kann
sich in Anwesenheit von Metallionen (Fe®*) weiter ausbreiten und es bilden sich
stdndig neue Lipid-Hydroxyperoxide (Propagation). Am Ende der
Lipidperoxidation steht die Termination, wenn entweder Radikalfanger die
Reaktion beenden oder sich freie Radikale verbinden.

Die bei der Propagation entstehenden Hydroxyl-Radikale kénnen zu groBen
Schaden im Organismus flhren und sind besonders toxisch (Bergamini et al
2004, McCord 2004, Bonkovsky et al 2003). Sie kébnnen im Rahmen der Haber-
Weiss-Reaktion (Abbildung 1-12, | und Il) (Haber et al 1934) und der Fenton-
Reaktion (Abbildung 1-12, II) (Fenton 1894) unter Beteiligung von Eisen-lonen

entstehen.

0", + Fe™® - 0, + Fe* (1)
Fe?* + H,0, — Fe* + HO® + OH (Il)
O._z + H202 —> 02 + HO. + OH (“l)

Abbildung 1-12
Haber-Weiss-und Fenton-Reaktion
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Besonders mehrfach ungesattigte Fettsduren sind sehr empfindlich gegen
oxidativen Stress. Im Verlauf der Lipidperoxidation (Abbildung 1-13) kann ein
Hydroxyl-Radikal ein Wasserstoffatom einer CH.-Gruppe abstrahieren, die sich
zwischen zwei Doppelbindungen befindet. Dabei wird Wasser gebildet und ein

Alkylradikal (—"CH-) zurlickgelassen:

—CHQ— + OH. — —.CH— + Hgo

Abbildung 1-13
Lipidperoxidation

Den Effekt von Eisen auf oxidativen Stress untersuchte Tuomainen et al 2007. In
dieser Studie wurde an 48 Mannern untersucht, ob es einen Zusammenhang
zwischen der Serum-Transferrin Konzentration, dem Serum l&slichen Transferrin-
Rezeptor Konzentration und oxidativen Stress gibt. Die Daten zeigten eindeutig

einen Zusammenhang zwischen Kérpereisengehalt und oxidativem Stress.

1.9 Eisen im Zellkern

UberméaBige Eisenablagerung findet in der Leber hauptséchlich in Hepatozyten,
Kupffer-Zellen und sinusoidalen Endothelzellen statt. Massive Eisenspeicherung
beginnt als Ferritin- und Hamosiderin-haltige Lysosomen, die auch Siderosomen
genannt werden. Nach extremer experimenteller Eiseniberladung, lagert sich
Eisen auch im Zellkern als Ferritin ab. Das intranukleare Ferritin oder
aggregiertes Eisen befindet sich hauptsachlich im Euchromatin (Dullmann et al
1992).

Histologisch sind Zellkerne in der mittleren Zone im Leberlappchen von
eisenlberladenen Ratten vergréBert. Es ist bekannt, dass Eisen die Anzahl
zweikerniger Zellen reduziert und zu einer chronischen Polyploidie flhrt.
Vermutungen liegen nahe, dass der polyploidale Effekt von Eisen auf eine
vermehrte DNA-Synthese und gestérte Kernteilung zurlickzufihren ist (Madra et
al 1995).

Bei chronischer Eiseniberladung tritt eine Wachstumsverzégerung ein (Cabrita et
al 2005) und Gewebeschaden folgen (Chen et al 2000). Ob diese Schaden von
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Ferritin oder ungebundenem freiem Eisen hervorgerufen werden, bedarf

genauerer Untersuchungen.

1.10 Fragestellung

Eisenspeicherkrankheiten gehéren zu den haufigsten genetischen Erkrankungen
bei der nordeuropéischen Bevdlkerung. In-vitro kann freies Eisen Gber die Haber-
Weiss-Reaktion die Bildung von Hydroxyl-Radikalen katalysieren; eine Reaktion,
die mdglicherweise bei Eisenlberladung auch in vitro ablaufen kann. Die
vermehrte Radikalbildung kénnte Uber eine verstarkte Lipidperoxidation z.B.
Einfluss auf den Fettstoffwechsel nehmen wund 2zu einer verstarkten
Arteriosklerose flihren, ein Zusammenhang, der in der Literatur seit langem

kontrovers diskutiert wird.

Ausgehend von einem gut untersuchten Tiermodell einer experimentellen
Eisenlberladung an Ratten durch Fitterung von einer Diat mit 0.5 % 3,5,5-
Trimethylhexanoyl-Ferrozen

1.) sollen die Fettsdureprofile im Plasma, Fettgewebe und Leber von Ratten mit
und ohne Eiseniberladung untersucht werden. Es gibt Hinweise in der Literatur,
dass die Stearoyl Coenzym A Desaturase 1 (SCD1) bei Eisenlberladung eine
erhdhte Aktivitat aufweist. Deshalb soll die Enzymaktivitat dieses Enzym in der
Leber direkt bestimmt werden. Indirekt kann auf die Enzymaktivitat geschlossen
werden, indem die direkten Produkte des Enzyms (Palmitél-, Vakzen- und
Olsaure) bestimmt werden.

2.)In einem zweiten Teil der Arbeit soll die Eisenkonzentration in
Zellkernextrakten von Leber aus Ratten mit und ohne Eisenlberladung gemessen
werden. Dazu wird zur Trennung der Fraktionen eine Ultrazentrifugationstechnik
verwendet und Eisen mit Atomabsorptionsspektroskopie gemessen. Es gibt
einige Hinweise in der Literatur, dass bereits bei normalen Eisenreserven
erhebliche Mengen an Eisen im Zellkern vorliegen. Die Funktion von Eisen im
Zellkern ist unklar.
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2 Material und Methoden

2.1 Proben

Die verwendeten Proben waren von einer friheren Tierversuchsreihe bereits
vorhanden und bei -80 °C gelagert.

Die Versuchsreihe erfolgte insgesamt an 28 weiblichen Ratten unter Beachtung
der Richtlinien des Hamburger Tierschutzgesetzes mit der
Genehmigungsnummer 37/04. Im Zeitraum von August bis November 2004
wurden die Tiere in der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf gehalten.

Die FlOtterung  erfolgte  nach  einem  bekannten = TMH-Ferrocen-
Eisenlberladungsmodell an Ratten von Nielsen et al (1992). Dem Modell zufolge
wird das extra hinzugeflgte Ferrocen-Eisen vorzugsweise in der Leber
eingelagert, wie es bei chronischen Eiseniberladungskrankheiten (Hereditare
Hamochromatose) der Fall ist. Die eisenreiche Didt setzte sich zusammen aus
Altromin C1038 + 0,5% TMH-Ferrocen und Wasser ad libidum und die eisenarme
Diat bestand aus Altromin C1038 und Wasser ad libidum.

Tabelle 2-1

Schema Uber Tiermodell
Ratte Gruppe n  Fltterungsdauer® Futterart

[Wochen]
F1-F5 0 5 0 ssniff R/M-H
F6-F10 1 5 4 eisenarm (Altromin C1038)
F11-F15 2 5 4 Altromin C1038 + 0,5% TMH-Ferrocen
F16-F20 3 5 12 eisenarm (Altromin C1038)
F21-F25 4 5 12 Altromin C1038 + 0,5% TMH-Ferrocen
F26-F28 5 3 2** Altromin C1038 + 0,5% TMH-Ferrocen

* nach Ankunft im Labor
** F26-F28 erhielten zunachst 12 Wochen eine eisenarme Diat und anschlieBend 2
Wochen eine eisenreiche Diat
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Die Untersuchungen erfolgten an entnommenem Lebergewebe, Fettgewebe
sowie Plasma. Das Material wurde nach bekannter Methode entnommen,
abgewogen und in Pyrexrdhrchen Uberflhrt. Die beschrifteten Réhrchen wurden

bis zur jeweiligen Untersuchung bei -80°C gelagert.

2.2 Gesamteisen in der Leber

Bevor der Lebereisengehalt der 28 Ratten mittels Atomabsorptionsspektrometrie
gemessen werden konnte, musste das Lebergewebe zunachst mit der Methode
der Mikrowellen-Nassveraschung in ein flissiges Medium Gberfahrt werden.

Die Mikrowellen-Nassveraschung wird vor allem daflr eingesetzt, organische
Proben mit Sauren fir chromatographische oder spektroskopische

Bestimmungsmethoden aufzuschlieBen.

2.2.1 Nassveraschung von Lebergewebe

Gerate:

- Waage Sartorius handy

- mit MLS-Behaltern

Material:

- Salpetersaure HNO3, 65% zur Analyse von Merck

- H>0s konz.

- Reagenzglaser

- Alle verwendeten Materialien wurden vorher eisenfrei gewaschen mit einer
Waschlésung aus 0,02 M HNO3; und 1% Triton X 100

0,5-1 g eingefrorenes Lebergewebe wurden aufgetaut, eingewogen und in
geeignete MLS-Behalter aus Teflon Uberfihrt. Die jeweilige Leberprobe wurde mit
5 ml Salpetersaure und 1 ml H>O, versetzt und anschlieBend im Microwave
Laboratory Systems 1200 verascht.

Die vollstandig abgeklhlte und veraschte klare Lésung wurde mit einer
Eppendorf-Pipette in eisenfrei gewaschene Messbecher Uberfihrt und mit H>O

aufgefullt.
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2.2.2 Eisenbestimmung mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)

Die Atomabsorptionsspektrometrie ist eine sehr zuverlassige und einfach
durchfiihrbare Methode zur quantitativen Bestimmung von Ubergangsmetallen.
Das Zerstauben des wassrigen Probenmaterials durch Hitze nutzt man als
effektive Methode zur Atomisierung. Selbst geringste Mengen der zu
untersuchenden Elemente kdnnen durch die Verwendung von Graphitrohréfen
nachgewiesen werden, da die Probe eine lange Verweilzeit im R6hrchen hat.

AAS-Gerate bestehen aus einer Hohlkathodenlampe, die elementspezifische
Linienspektren erzeugen und somit fir jedes Element unterschiedlich sind. Die
elektrisch beheizten Graphitréhrchen dienen der Atomisierung der jeweiligen
Probe durch sehr hohe Temperaturen. Ein elektrisches Signal wird durch einen
Photomultiplier  erzeugt.  Extinktionsanderungen sind  proportional  der
Konzentration des Elements in der Probe und werden durch ein Signalanzeige-

Gerat gemessen.

Gerate:

- Atomabsorptionsspekirometer (Perkin-Elmer 4100, Graphitrohrofentechnik,
Hohlkathodenlampe fir Eisen von Perkin-Elmer, Eisenmessprogramm
.Furnace Analysis®)

Material:

- Matrixlésung zum Verdinnen (0,02 M HNO3; und 1% Triton X 100)

- Eisenstandardlésung (100ug Fe/l 0,01 N HCI)

- Eisenfreigewaschene Pipettenspitzen, Combitips und AAS- GefaBe
(Polystyrene Sample Cup 2ml) mit einer Waschlésung aus 0,02 M HNO3; und
1% Triton X 100

- Graphitréhrchen und L'vov Plattform (massiv Pyrographit)

Bis zur endgultigen Messung bedarf es einer Vorbereitung des Probenmaterials.

Um Verschleppungen und Kontamination des Graphitrbhrchens zu vermeiden,
muss in einem Probelauf der Grad der Verdlinnung fir die jeweilige Leberprobe
bestimmt werden. Die Verdinnungen der Probe mit Matrixldsung wurden in
Zweifachbestimmung bereits in den fir die AAS Ublichen GefaBen vorgenommen.

Zunachst wurde anhand der Eisenstandardlésung eine Eichkurve erstellt. Bevor
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die eigentlichen Proben gemessen wurden, wurden zur Kontrolle zwei Proben mit
definierter Eisenkonzentration bestimmt.

Danach folgte die Messung aller Proben, wobei jede Probe dreifach gemessen
wurde. Die verdinnte Probe wurde mittels eines Autosamplers in ein
Graphitréhrchen pipettiert. Durch Temperaturen bis zu 2400 °C wurde die Probe
atomisiert und die Absorption bei einer Wellenldnge von 248,3 nm gemessen.
Aus einer Standardkurve lieB sich dann der Eisengehalt aus der detektierten
Absorption bestimmen.

Ergebnisse ergaben sich aus dem Mittelwert der Dreifachmessung.
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Abbildung 2-1
Kurve nach einer Eisenbestimmung. Absorption und Zeit werden gemessen und
der Eisengehalt wird anhand der Standardkurve und Verdinnung berechnet. Die
Absorption sollte 0,3 nicht (iberschreiten.

2.3 Bestimmungen der Fettsaureprofile mittels
Gaschromatographen

Die Konzentration der Fettsduren in Rattenlebern wurde mittels
Gaschromatographie gemessen. Mit dieser Methode werden freie und chemisch
gebundene Fettsduren anhand ihrer Methylester bestimmt. Zuvor missen die
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Fettsduren nach einem speziellen Verfahren aufbereitet und in ihre Methylester
Uberfihrt werden.

Die Gaschromatographie funktioniert nach dem Prinzip der Verteilung einer
gasférmigen Substanz zwischen einer mobilen und einer stationdren Phase. Die
stationare Phase ist in diesem Fall eine 30 m lange S&ule mit einem
Durchmesser von 0,25 mm, die mit einem Tragergas (Helium) belegt ist, welches
mit einem konstanten Druck durch die S&ule strémt. Als mobile Phase dient die
zu analysierende Substanz, welche mittels einer Injektionsnadel in den
Heliumstrom injiziert wird. Die einzelnen Fettsduren werden in der S&ule anhand
ihres spezifischen Siedepunktes/Polaritdt aufgetrennt und am Ende per
Flammenionisation bestimmt. Jede Fettsdure verlasst dementsprechend die
Saule zu einem anderen Zeitpunkt. Bei der Verbrennung in der Flamme
entstehen lonen, die durch ein elektrisches Feld detektiert werden. In Bezug auf
die Starke des entstehenden Stromflusses und den Zeitpunkt wird die
Konzentration der jeweiligen Fettsdure gemessen.

Die Proben werden anhand einer Dreifachbestimmung gemessen.

Gerate:

- Waage Sartorius LA120S

- Trockenschrank von Memmert

- Zentrifuge: Sigma Laboratory Centrifuges 6 K 15

- Ultra Turrax (Janke & Kunkel IKA-Labortechnik)

- HP 5890 Series Il Gaschromatograph (Agilent Technologies) mit

- HP 7673 B Autosampler (Agilent Technologies)

- HP 6890 Series Injector

- Chromatographische Bedingungen:
Injector 250 °C, split/splitless purge off 90 sec., septum purge: 1
ml/min; split 1:20
Injektionsvolumen 1 pl
Saule DB-225; 30 m x 0,25 mm; 0,25 um Filmdicke (J & W,
Agilent)
Constant Flow 1,5 ml/min, Helium
To 70° 1 min; 20 °C/min bis 180 °C; 3° C/min bis 238 °C; 22,57
min hold; Gesamtzeit 54 min
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Detektor FID 300 °C
- Verarbeitende Software HP-ChemStation

Material:

- Zentrifugenréhrchen mit Deckel, vorgespdlt mit Hexan, Schott

- Mikroeinsatz G 301s/6 mm (CS-Chromatographie Service GmbH)

- Flasche R 1, braun/6.2 mmBF (CS-Chromatographie Service GmbH)

- Boérdelkappe R 11-1.0/HP (CS-Chromatographie Service GmbH)

- Heptadecansaure (17:0, 200 mg/l in Ethanol), als interner Standard, Fluka

- BHT(Butyl-Hydroxy-Toluol)-Lésung (0,1 M in Ethanol) = 2,6-Di-tert-butyl-p-
cresol von Fluka Chemika als Antioxidationsmittel

- Methanol/Toluol Gemisch 4:1 p.A. oder HPLC-Qualitat

- Acetylchlorid, Fluka

- 6 %ige Natriumcarbonatlésung, 30 g Na,CO3; wasserfrei p.A. Merck ad 500 m|
H.O

- Hexan, SuperSolv, Merck

2.3.1 Fettsaureprofile von Rattenlebergewebe

Zur Aufbereitung der Proben wurden folgende Schritte zuerst durchgefihrt. Die
Leber wurde in situ perfundiert, entnommen und in N2 schockgefroren, dann bei
—-80 °C gelagert. Eine vordefinierte, eingefrorene Menge von jeweils ca. 150 mg
Lebergewebe wurde mit 250 pl BHT (einer 0,1 M Stammldsung) versetzt und 4 ml
Chloroform/Methanol (2:1) wurden hinzugegeben. Das Gewebe wurde 6x10
Sekunden mit dem Ultra Turrax auf Eis homogenisiert. Um Gewebeverluste zu
minimieren, wurde der Ultra Turrax Stab mit 2x1 ml eines Chloroform/Methanol
(2:1) Gemisches abgespllt. AnschlieBend wurde das Homogenat im Inkubator 30
min bei 160 rpm und 50 °C geschiittelt und danach 15 min bei RT und 4000 rpm
zentrifugiert.

Der Uberstand (5,5 ml) wurde in ein sauberes Zentrifugenrdhrchen tberfiihrt. Die
Dreifachbestimmung setzte sich jeweils aus 100 ul Uberstand, 50 pl
Heptadecansaure (200 pg/ml in MeOH/Toluol 4:1) als interner Standard und 2 ml
MeOH/Toluol (4:1) zusammen. 200 pl Acetylchlorid wurden unter vorsichtigem
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Vortexen zu dem Gemisch hinzugegeben. Die Zentrifugenréhrchen wurden
grindlich verschlossen und bei 100 °C fir 1 Stunde in den vorgeheizten
Trockenschrank gestellt. Der abgekiihlte Ansatz wurde mit Toluol versetzt, wobei
sich die jeweils zugesetzte Menge auf die Einwaage bezog. Nach Neutralisation
des Reaktionsansatzes mit 5 ml einer 6 %igen Natriumcarbonatlésung wurde bei
4000 rpm und 4 °C 5 min zentrifugiert. Aus der oberen Phase wurde eine auf die
Einwaage definierte Menge in Vials pipettiert. Die Vials wurden entweder sofort
im Gaschromatographen gemessen oder aus organisatorischen Griinden fir eine
spatere Messung bei -30 °C eingefroren.

Unter den hier gewéahlten Bedingungen wurden aus Lebergewebe 15 Fettsauren

getrennt detektiert.

2.3.2 Fettsaureprofile von Rattenfettgewebe

Die Fettsaureprofile vom Fettgewebe erfolgten gaschromatographisch nach
demselben Prinzip wie beim Lebergewebe.

2.3.3 Fettsaureprofile von Rattenplasma

Die Plasmaproben wurden mit dem Gaschromatographen auf ihre
Fettsdurezusammensetzung untersucht.

Dazu wurden 180 pl aufgetaute Plasmaprobe in ein Eppendorf GefaB abpipettiert,
nachdem sie auf dem Vortexer gemischt wurden. Eine Dreifachbestimmung mit
jeweils 50 ul Plasma, 50 pl Heptadecansaurestandard, 25 ul BHT-L6sung (als
Antioxidans) sowie 2 ml eines 4:1 Methanol/Toluol- Gemisches wurde angesetzt.
Die daflr verwendeten Pyrexréhrchen wurden zuvor mit Hexan gespult, um
Verunreinigungen zu beseitigen. Nach Zugabe von 200 pl Acetylchlorid wurden
die fest verschlossenen GefaBe fir eine Stunde bei 100 °C in den
Trockenschrank gestellt. AnschlieBend lieB man das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur abkihlen und gab 3 ml 12 %ige Natriumcarbonatlésung hinzu.
Die verschlossenen GeféaBe wurden bei 3000 u/min 5 Minuten zentrifugiert, wobei
die Zentrifuge auf 4 °C heruntergekihlt war. Aus der oberen Phase wurden
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jeweils ca. 150-200 pl in Inserts Uberfihrt und im Gaschromatographen

vermessen.

2.4 Eisenmessung im Zellkern

Um den Eisengehalt von Zellkernen bestimmen zu kénnen, wurden diese Uber
Ultrazentrifugation aus Leberhomogenat isoliert, mit dem Lichtmikroskop
identifiziert und zur Kontrollle wurde der DNA-Gehalt gemessen. Spéater wurde mit
der Technik der Atomabsorptionsspektrometrie der Eisengehalt aller
aufgetrennten Fraktionen detektiert.

Gerate:

- Waage Sartorius handy

- Potter-Elvehjem mit Teflon-GefaB3 von B.Braun

- Zentrifuge: Beckman Coulter Optima L-90 K Ultracentrifuge, Rotor: Type 90 Ti
Swinging-Bucket mit Zentrifugenréhrchen

- Lichtmikroskop Axioskop 40 von Zeiss

- Eppendorf BioPhotometer, dsDNA Methodenfaktor 1 Ezgo= 50 pl/ml

Material:

- Sucrose-Puffer (8 % (w/v), 25 mM KCI, 5 mM MgCl,, 20 mM Tricine/NaOH,
pH=7,8)

- Eppendorf-Tubes

- Puffer (150 mM KCI, 30 mM MgCl,, 120 mM Tricine/NaOH, pH=7,8)

- OptiPrep (60 % (w/v) lodixanol in H>0)

- Lésung A (50 % lodixanol in 25 mM KCI, 5 mM MgCl,, 20 mM Tricine/NaOH,
pH=7,8)

- 30 % lodixanol (L6sung A:Puffer (3:2, w/v))

- 35 % lodixanol (L6sung A:Puffer (7:3, w/v))

- Matrixlésung zum Verdinnen (1 % Triton X 100 und 0,02 M HNO3)

- Objekttrager, 76x26 mm von Engelbrecht

- Pasteurpipetten

- Eppendorf-Pipetten

- Kuivetten, Eppendorf UVette 50-2000 pl
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2.4.1 Kernisolation mittels Ultrazentrifugation

Um Lebergewebe in Fraktionen aufzutrennen und so die Kerne zu isolieren,
wurde zuerst ein Homogenat hergestellt. Hierzu wurde zwischen 0,8-1g
Lebergewebe aufgetaut, abgewogen und mit jeweils 4 ml gekihltem Sucrose-
Puffer auf 1 g Lebergewebe verdiinnt (entprechend ca. 3,2-4 ml Sucrose-Puffer,
je nach Einwaage). Die folgenden Schritte wurden alle auf Eis durchgefiihrt. Das
Gemisch wurde in ein Teflon-GefaB umgefllt und mit einem Potter-Elvehjem bei
600 rpm und 6 Hiben homogenisiert. In entsprechenden Réhrchen wurde das
Homogenat bei 1000 g fir 10 min bei 4 °C in einem Swinging-Bucket-Einsatz
zentrifugiert. Der Uberstand (1) (ca. 3,2-4 ml) wurde abgegossen und bei -30 °C
fir eventuelle spatere Messungen eingefroren. Das Pellet wurde in halb so viel
Lésung A (1,6-2 ml) unter den gleichen Bedingungen rezentrifugiert. Der
Uberstand (2) wurde wieder eingefroren und das Pellet mit einer Mischung aus
Lésung A und OptiPrep (1:1; v/v) versetzt, so dass ein Volumen von 5 ml
entstand. 4,8 ml dieses Gemisches wurden in ein neues Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt, um den Gradienten zu gieBen. Das Unterschichten erfolgte erst mit 2,4
ml 30 %igem lodixanol und dann mit 1,8 ml 35 %igem lodixanol (Abbildung 2-2)
mit Pasteur-Pipetten. Der Gradient wurde bei 10000 g fir 20 min im Swinging
Bucket zentrifugiert. Die einzelnen Fraktionen wurden von oben angefangen in 1
ml Schritten abpipettiert und in beschrifteten Eppendorf-GefaBen bei -30 °C
eingefroren. Bei eiseniiberladenem Gewebe wurde das am Boden entstandene
Pellet mit 1 ml Matrix-Lésung gelést und auch eingefroren.

Die einzelnen Fraktionen wurden direkt nach dem Abpipettieren unter dem
Lichtmikroskop begutachtet. Hierfir wurde jeweils ein kleiner Tropfen jeder
Fraktion abgenommen und auf einem Objekttrager aufgebracht. Unter dem
Lichtmikroskop lassen sich  Zelltritmmer und Zellkerne voneinander

unterscheiden.
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e*’e 25%
— 30%
35%

Abbildung 2-2
Préaparation von Zellkernen mit OptiPrep. Zellkerne befinden sich zwischen dem
30 % und 35 % Gradienten nach Ultrazentrifugation bei 10000 g.

Spater wurde der DNA-Gehalt im Photometer gemessen und der Eisengehalt von
9 Fraktionen mittels Atomabsorptionsspekirometrie bestimmt. Fir die DNA-
Messung wurden mit dest. H,O unterschiedliche Verdinnungen der Proben in
Eppendorf-GefaBen hergestellt. Die Verdinnungen wurden, Gberfihrt in eine
Kivette, mit dem Photometer gemessen, wobei eine Wellenldnge von 240 nm
den dsDNA-Gehalt detektiert, da dsDNA bei 240 nm ein Absorptionsmaximum

besitzt.

2.4.2 Messung der Fraktionen mittels Atomabsorptionsspektrometrie

Die mittels Ultrazentrifugation erhaltenen 9 Fraktionen wurden fur die
Eisenmessung am Atomabsorptionsspektrometer AAS zuerst aufgetaut. Um die
richtige Verdinnung fir den empfindlichen Messapparat herzustellen, wurde ein
Probedurchlauf vorgenommen. Idealerweise sollte die Absorption zwischen 0,1
und 0,3 liegen. Alle Proben wurden nach Maf verdinnt und gemessen (z.B. F13
eisenreich: Fraktion 1 1:900, Fraktionen 2,3,4,6,7,8 1:420 verdinnt; Fraktion 5
1:2100, Fraktion 9 1:42000). Aus dem Probedurchlauf ergaben sich die spateren
0.9. Verdinnungen fir die Eisenmessung. Nach erstellter Standardkurve konnten
die verdinnten Proben nach der gleichen Technik wie die Bestimmung des

Lebereisengehalts gemessen werden.
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2.5 Statistik

Die in dieser Arbeit vorgenommenen statistischen Auswertungen erfolgten mit
dem Programm Excel 2003 von Microsoft. Verdnderungen wurden mittels
Student’schem t-Test flr unverbundene Stichproben mit Angabe der p-Werte
ermittelt. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden gebildet, wobei p-Werte
kleiner als 0,05 als signifikant anzusehen sind.

Die Abbildungen wurden mit Slide Write Plus 6.1 fir Windows als
Saulendiagramme und Box-Whisker-Plots erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Proben

Es stand Probenmaterial von insgesamt 28 Ratten zur Verfligung. Die Tiere
bekamen Gber 2, 4 bzw. 12 Wochen entweder eine eisenarme (Gruppe 1 und 3)
oder eine eisenreiche Diat (Gruppe 2, 4 und 5).

Tabelle 3-1 gibt einen kurzen Uberblick iiber die Gruppenaufteilung, Art und Zeit
der Diat und die untersuchten Organe.

Fettgewebe von den Ratten F17 und F18 sowie eine Plasmaprobe von F11
waren nicht vorhanden.

Tabelle 3-1
Schema Uber das Probenmaterial

=
2
3
S *
g & g
g = % 3 @
2] [ < [ o
o o ] [}
) S £ © S 2 @
o 5 s £ g g E
s = g 2 g 2 g
Ratte G} i > '5 s &L a
F1 0 0 + + +
F2 0 0 + + +
F3 0 0 + + +
F4 0 0 + + +
F5 0 0 + + +
F6 1 4 + + + +
F7 1 4 + + + +
F8 1 4 + + + +
F9 1 4 + + + +
F10 1 4 + + + +
Fi1 2 4 + + +
F12 2 4 + + + +
F13 2 4 + + + +
F14 2 4 + + + +
F15 2 4 + + + +
F16 3 12 + + + +
F17 3 12 + + +
F18 3 12 + + +
F19 3 12 + + + +
F20 3 12 + + + +
F21 4 12 + + + +
F22 4 12 + + + +
F23 4 12 + + + +
F24 4 12 + + + +
F25 4 12 + + + +
F26 5 2 + + + +
F27 5 2 + + + +
F28 5 2 + + + +

* eisenarm (Altromin C1038)
** eisenreich (Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen)
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3.2 Gesamteisen in der Leber

Der Eisengehalt der Leber wurde nach  Veraschung  mittels
Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.
Die Abbildung 3-1 stellt den Lebereisengehalt von Ratten dar, die eine eisenarme

oder eisenreiche Diat erhielten. Es sind signifikante Unterschiede zu erkennen.

mg Eisen/g Leber

20

17
14
11
0 2 4 4 12 12
|| eisenarme Diat Futterungsdauer [Wochen]

eisenreiche Diat

Abbildung 3-1
Lebereisengehalt von Ratten, die eine eisenarme (Altromin C1038) oder
eisenreiche (Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen) Diét (ber einen Zeitraum
von bis zu 12 Wochen erhielten. Balken beschreiben Mittelwerte + SD; * p<0,05
VS. eisenarm.

00000~

e b

ovroOmo™NI®
T

Massive Eiseniberladung trat schon nach 2-wdchiger Fltterung von Altromin
C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen auf. Der Lebereisengehalt nahm bei den 3 Tieren
(F26, F27, F28) der Gruppe 5 im Vergleich zur Gruppe 0 um das fast 25fache zu.
Betrachtet man den Gehalt von Eisen in der Leber von 4 Wochen alten Ratten, so
ist er bei eisenreich erndhrten Tieren (Gruppe 2) auf das 60fache im Gegensatz
zu gleichaltrigen Tieren, die eine eisenarme Diat erhielten (5,4 + 0,99 mg Eisen/g
Leber eisenreich vs. 0,09 + 0,05 mg Eisen/g Leber), angestiegen. Gruppe 3 hatte

einen durchschnittlichen Lebereisengehalt von 0,13 + 0,04 mg Eisen/g Leber und
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Gruppe 4 von 16,2 =+ 3,3 mg Eisen/g Leber. Diese Zunahme entspricht dem
125fachen.

Nach 4-wéchiger eisenarmer Fltterung der Tiere aus Gruppe 1 war eine
deutliche Abnahme der Eiseneinspeicherung im untersuchten Organ zu
verzeichnen. Tiere der Gruppe 0 enthielten noch 0,17 + 0,03 mg Eisen/g Leber.
Nach 4 Wochen Diatfutter nahm der Gehalt an Eisen in der Leber signifikant ab
(p=0,01) und nur 0,09 + 0,05 mg Eisen/g Leber waren zu messen. Vergleicht man
die Eisenwerte von Gruppen 1 mit der von Gruppe 3, ist ein leichter Anstieg des
Lebereisens zu erkennen, dieser hat jedoch keine signifikante Bedeutung (p=0,2).

i Tabelle 3-2
Ubersicht der Eisenwerte (Lebergewebe)
Ratte Gruppe  Fitterungs- Diat mg Eisen/g Leber***
dauer
F1-F5 0 0 Wochen - 0,17 + 0,03
F6-F10 1 4 Wochen eisenarm* 0,09 + 0,05
F11-F15 2 4 Wochen eisenreich** 54 + 0,99
F16-F20 3 12 Wochen eisenarm* 0,13 + 0,04
F21-F25 4 12 Wochen  eisenreich** 16,2 + 3,3
F26-F28 5 2 Wochen eisenreich** 42 + 0,64

* eisenarm (Altromin C1038)
** eisenreich (Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen)
*** angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung

3.3 Lebergewicht im Verlauf

Das Lebergewicht wurde wahrend der Sektion entnommen und jeweils gewogen.
Es kam bei den Ratten mit Eisenlberladung zu einer massiven Hypertrophie der
Leber und dementsprechend einer starken Gewichtszunahme. Die Abbildung 3-2

verdeutlicht diesen Zusammenhang.
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mg Lebergewicht

20 r

15 -
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5 | 1 —
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|:| eisenarme Diat

eisenreiche Diat

Abbildung 3-2
Lebergewicht der Versuchstiere, die eine eisenarme (Altromin C1038) oder
eisenreiche (Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen) Diét (iber einen Zeitraum
von bis zu 12 Wochen erhielten. Balken beschreiben Mittelwerte + SD; * p<0,05
Vvs. eisenarm

Fitterungsdauer [Wochen]

Nach 4-wéchiger eisenreicher Erndhrung kam es zu einer signifikanten Zunahme
des Lebergewichtes auf 21 * 1,3 mg Lebergewicht im Vergleich zur
Kontrollgruppe, deren Gewicht im Mittel bei nur 8,8 £ 1,5 mg lag. Ein weiterer
signifikanter Anstieg des Lebergewichts war nach 12 Wochen eisenreicher Diat
auf 20,4 + 4,1 mg zu verzeichnen und somit doppelt so hoch wie bei der
Vergleichsgruppe, obwohl das Lebergewicht, verglichen mit den Tieren aus
Gruppe 2, wieder leicht rlicklaufig war. Der Vergleich der Massenzunahme nach
2-wochiger eisenreicher Diat bei Tieren der Gruppe 5 ist schwer zu ziehen, da die
Ratten zum Beginn der Fltterung bereits 8 Wochen alt waren und insgesamt ein
Lebensalter von 10 Wochen erreichten. Im Vergleich zu den altersmaBig am
dichtesten liegenden Tieren der Gruppe 3 kam es zu einem deutlichen Anstieg
des Lebergewichts auf 15 + 0,82 mg im Vergleich zu 12 Wochen eisenarm

ernahrten Tieren von 10 + 1,3 mg Lebergewicht.
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Die Werte sind in der Tabelle 3-3 beschrieben.

i Tabelle 3-3
Ubersicht des Lebergewichts
Ratte Gruppe  Fitterungs- Diat mg Lebergewicht***
dauer
F1-F5 0 0 Wochen - 62 = 1,6
F6-F10 1 4 Wochen eisenarm* 88 + 1,5
F11-F15 2 4 Wochen eisenreich** 21,0 =+ 13
F16-F20 3 12 Wochen eisenarm* 10,0 + 1,8
F21-F25 4 12 Wochen  eisenreich** 204 =+ 4,1
F26-F28 5 2 Wochen eisenreich** 150 + 0,82

* eisenarm (Altromin C1038)
** eisenreich (Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen)

*** angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung

3.4 Fettsaureanalysen mittels Gaschromatographen

Die Fettsauremuster wurden gaschromatographisch bestimmt. Insgesamt wurden
15 unterschiedliche Fettsduren ausgewertet, die im Folgenden in prozentualen
Anteilen angegeben sind. Mittelwerte und Standardabweichung wurden aus den
Werten gebildet und signifikante Unterschiede mittels Student'schen t-Tests
ermittelt. Vergleiche wurden aus den Gruppen 1 und 2 bzw. Gruppe 3 und 4
gezogen, da diese Tiere Uber den gleichen Zeitraum eine unterschiedliche Diat
(eisenarm vs. eisenreich) erhielten.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der drei Organe Leber, Fettgewebe und
Plasma werden getrennt beschrieben.

Die Fettsauren wurden in Gruppen sortiert, wie in Tabelle 3-4 detailliert

beschrieben.
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Tabelle 3-4
Fettsdureerfassung mittels Gaschromatographen fiir Leber-, Fettgewebe und

Plasma von Ratten

SFA C14:0 (Myristinsaure), C16:0 (Palmitinsaure), C18:0
(Stearinsaure), C20:0 (Arachinsaure), C22:0 (Behensaure)

MUFA C16:1 (Palmit6lsaure), C18:1(n-7) (Vakzensaure), C18:1(n-9)
(Olsaure), C20:1 (Eicosaensaure), C22:1 (Erucasaure)

PUFA C18:2 (Linolsaure), C18:3 (Linolensaure), C20:4
(Arachidonsaure), C22:5 (Docosapentaensaure), C22:6
(Docosahexaensaure)

TFA SFA + MUFA + PUFA

SFA= saturated fatty acids, MUFA= mono unsaturated fatty acids, PUFA=
poly unsaturated fatty acids, TFA= total fatty acids

3.4.1 Gesamtfettsauren in der Leber

Der Gesamtfettsduregehalt des Lebergewebes, der auf die Einwaage bezogen
berechnet wurde, sank deutlich nach Eisentberladung (Abbildung 3-3).

Gesamtfettsauren [ug/mg]

40

30 1 e *

12 12
Fatterungsdauer [Wochen]

0 2 4
|:| eisenarme Diat

eisenreiche Diat

Abbildung 3-3
Gesamtfettsduren in der Leber. Balken zeigen Mittelwerte + SD, * p<0,05 vs.
eisenarm (2 Wochen eisenreich vs. 0 Wochen).
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Eisenarm ernahrte Tiere aus der Gruppe 0 und 1 sowie Gruppe 3 (Erlauterung
zur Gruppeneinteilung siehe Tabelle 3-1) hatten einen mittleren Fettsaureanteil
von 28,9 + 8,1 ug Fettsduren/mg Leber. Tiere der eisenreichen Gruppen (2, 4, 5)
hatten einen verminderten Fettsduregehalt von im Mittel 20,4 + 5,4 pg/mg
(Abbildung 3-3). Das entspricht nach eisenreicher Diat von 2 Wochen einem
Abfall von 24 %, nach 4 Wochen waren es 27 % und nach 12 Wochen 36 %.

Tabelle 3-5 gibt einen Uberblick (iber gemessene Werte aus dem Lebergewebe.

i Tabelle 3-5
Ubersicht der Gesamtfettsauren (Lebergewebe)

Fltterungsdauer  Gruppe Fettsduren
[Wochen] [ug/mi]*** P

0 0 27,3 + 3,1
0,02

2% 5 20,8 + 1,9

4* 1 27,7 + 3,3
0,009

4** 2 20,1 + 48

12* 3 31,7 + 6,8
0,004

12** 4 202 + 1.8

* eisenarm (Altromin C1038)
** eisenreich (Altromin C1038 + 0,5% TMH-Ferrocen)
*** angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung

3.4.2 Fettsaureprofile in der Leber

Die anschlieBende Darstellung (Abbildung 3-4) zeigt Verédnderungen der finf
prozentual am haufigsten vertretenen Fettsduren in der Leber von Ratten, die
eine eisenarme oder eisenreiche Diat erhielten. Starke Schwankungen im
Vergleich der Gruppen sind bei der Palmitinsdure, Linolsaure und

Arachidonsaure, sowie der Olsdure zu erkennen.

45



ERGEBNISSE

35

28

21

14

35

%

Leber nach 4 Wochen

_ —

eisenreiche Diat

|:| eisenarme Diat

\\\\\
L

% : 1T
== . :
Min.
m I Max.
- [[] 75%-25%
— Mittelwert
* Einzelwerte
160 180 C181(n-9) _ C182 C204

%

Leber nach 12 Wochen

eisenreiche Diat

|:| eisenarme Diat

28 '
_I_ N wﬁ
21t . L .
==l ) T
. 1
14 B H *
@ AN T un
Max.
7 b L] 75%-25%
— Mittelwert
+  Einzelwerte
TN C180 C1eine)  C182 c04
Abbildung 3-4

Verdnderung der finf prozentual am héufigsten vertretenen Fettsduren in der
Leber von Ratten, die eine eisenarme (Altromin C1038) oder eisenreiche
(Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen) Diét erhielten; * p<0,05 vs. eisenarm.
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Deutliche Veranderungen fanden sich bei der Palmitinsdure nach 4 Wochen
eisenreicher Erndhrung, die mit einem Anteil von 16,1 + 0,68 % um 10 %
gegenlber der eisenarm gendhrten Gruppe mit 17,9 + 0,98 % niedriger war
(p=0,01). Linolsaure zeigte eine Abnahme um 32 %, wenn man die beiden
Gruppen 1 und 3 nach 4 Wochen eisenreicher bzw. eisenarmer Futterung
betrachtet (15,3 = 2,9 % eisenarm vs. 10,4 + 0,78 % eisenreich, p=0,01). Der
prozentuelle Anteil der Arachidonsaure erhdhte sich in der Leber nach 4 Wochen.
Ihr Anteil stieg stark von 20,4 + 0,90 % in Gruppe 1 auf 24,4 + 2,3 % (p=0,01) in
Gruppe 2. Dies entspricht einem Anstieg von 20 %. Olsdure und Stearinsdure
blieben unauffallig.

Nach 12 Wochen Fitterungsdauer ergaben sich weitere bedeutende
Veranderungen. Die Olsdure sank auf 10,5 * 0,96 % im Vergleich zur
Referenzgruppe, die eisenarme Nahrung bekam. Dort lag der Anteil von Ols&ure
an den Gesamtfettsauren bei 15,3 + 4,04 % (p=0,03). Der Abfall ist mit 32 % zu
notieren. Der Linolsdureanteil sank nach eisenreicher Fitterung Uber einen
Zeitraum von 12 Wochen um 26 % (15,6 £ 2,8 % eisenarm vs. 11,6 £ 1,4 %
eisenreich, p=0,02). Die Arachidonsaure zeigte einen Anstieg von 19,7 + 3,2 %
der eisenarmen Gruppe 3 auf 25,1 + 0,75 % (p=0,01) der Gruppe 4. Keine
signifikanten Veradnderungen waren bei Palmitin- und Stearinsdure zu
verzeichnen.

Alle ausgewerteten Fettsduren sind in Tabelle 3-6 aufgezeigt.
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i Tabelle 3-6
Ubersicht der Fettsureanteile (Lebergewebe)
4 Wochen 12 Wochen

eisenarm eisenreich eisenarm eisenreich
Fettsdure % (Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3) (Gruppe 4)
SFA
C14:0 048 + 0,21 [0,52 + 0,19 |045 + 0,08*|0,23 + 0,04*
C16:0 17,9 + 0,98*|16,1 + 0,68*|18,7 + 0,93 |183 + 1,1
C18:0 235 + 1,0 |228 + 22 (224 + 3,7 [251 + 15
C20:0 0,10 + 0,01*|0,12 + 0,01*|0,10 + 0,03*|0,14 + 0,01"
C22:0 0,34 + 0,06*|0,49 + 0,12*|0,36 + 0,12*|0,74 + 0,13"
MUFA
C16:1 1,4 + 035 | 2,1 + 0,81 1,2 + 0,38*|0,75 + 0,14"
c18:1(n-9) 139 + 14 |158 + 34 |153 + 4,0 |10,5 = 0,96"
C18:1(n-7) 28 + 0,29*| 44 + 045" 30 + 0,18 | 3,4 + 040
C20:1 0,21 + 0,13 (0,15 + 0,02 |0,20 + 0,12 | 0,23 + 0,19
C22:1 0,40 + 0,10 (0,48 + 0,25 |0,75 + 0,64 |0,60 + 0,09
PUFA
C18:2 153 + 2,9* [104 + 0,78 |156 + 2,8 |116 + 14"
Cc18:3 0,63 + 048039 + 0,11 |0,34 + 0,12 |0,74 + 0,74
C20:4 20,4 + 0,90" (244 + 23 |19,7 + 32" |251 + 0,75"
C22:5 0,07 + 0,04 (0,04 + 0,01 |0,04 + 0,01|0,23 + 0,03"
C22:6 26 + 044 (19 + 025 |18 + 0477|125 + 046"

*signifikante Unterschiede mit t-Test p<0,05, immer

acids.
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3.4.3 Fettsaureprofile im Fettgewebe

Die unterschiedliche Fettsdurezusammensetzung im Fettgewebe der Ratten
geben die Abbildung 3-5 und die Abbildung 3-6 wieder. Minimale Veranderungen
zeigten sich nach 4 Wochen, wobei nach 12 Wochen alle dargestellten

Fettsauren entweder zunahmen oder absanken.
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Abbildung 3-5

Verdnderung der funf prozentual am hé&ufigsten vertretenen Fettsduren im
Fettgewebe der Ratten, die eine eisenarme (Altromin C1038) oder eisenreiche
(Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen) Diét erhielten; * p<0,05 vs. eisenarm.
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Abbildung 3-6
Verdnderung der flnf prozentual am hé&ufigsten vertretenen Fettsduren im
Fettgewebe der Ratten, die eine eisenarme (Altromin C1038) oder eisenreiche
(Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen) Diét erhielten; * p<0,05 vs. eisenarm.

Nach einer Futterungsdauer von 4 Wochen ergaben sich signifikante
Unterschiede nur fir die Vakzensaure. Ihr prozentueller Anteil, betrachtet man die
Gesamtfettsduren, stieg im Vergleich zur eisenarm diatierten Gruppe von 2,8 +
0,16 % auf 3,3 £ 0,22 % (p=0,01). Dieser Anstieg betragt 15 %.

Weiter fanden sich deutliche Veranderungen nach 12 Wochen eisenreicher Diat.
Palmitin- und Linolsdure sanken um 13 % bzw. 16 % (21,6 + 0,36 % vs. 18,9 +
1,5 %, p=0,03 bzw. 30,4 + 3,0 % vs. 25,4 + 2,4 %, p=0,04). Der Anteil von
Olsaure war in Gruppe 3 im Mittel 35,9 + 2,3 % und in Gruppe 4 42,0 + 0,71 %,
stieg also um 17 % an (p=0,001). Die Stearinsaure nahm um 23 % ab (4,3 = 0,17
% eisenarm vs. 3,3 + 0,28 % eisenreich, p=0,002).

Arachidonsaure war in allen 4 Gruppen (Gruppe 1-4) kleiner als 2,5 %.

Alle Daten zum Fettgewebe sind in Tabelle 3-7 aufgelistet.
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i Tabelle 3-7
Ubersicht der Fettsgureanteile (Fettgewebe)
4 Wochen 12 Wochen

eisenarm eisenreich eisenarm eisenreich
Fettsdure % (Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3) (Gruppe 4)
SFA
C14:0 15 + 0,18 | 1,7 + 0,12 | 1,2 + 0,10 | 1,3 + 0,08
C16:0 245 + 19 |[232 + 095 |216 + 0,36*|189 + 1,5°
C18:0 43 + 082 | 45 + 098 | 43 + 0,17*| 3,3 + 0,28*
C20:0 0,07 + 0,02 [0,07 + 0,02 |0,07 + 0,00|0,05 + 0,01~
C22:0 0,08 + 0,04 (0,08 + 0,04 |0,056 + 0,00 |0,04 + 0,01
MUFA
C16:1 48 + 0,73 | 44 + 054 | 26 + 098 | 3,7 = 042
C18:1(n-9) 328 + 2,7 |343 + 34 |359 + 23* 420 = 0,71*
C18:1(n-7) 28 + 0,16*| 33 + 0,22*| 28 + 0,29*| 3,9 + 0,28*
C20:1 0,19 + 0,03 (0,17 + 0,02 |{0,20 + 0,03 |0,21 + 0,02
C22:1 0,07 + 0,06 0,08 + 0,04 |0,02 £+ 0,01 |0,03 + 0,00
PUFA
C18:2 269 + 25 |[254 + 18 |304 + 3,00 |254 + 24"
Cc18:3 0,37 + 0,19 (0,29 + 0,12 | 0,10 + 0,04 |0,20 + 0,07
C20:4 1,7 +12 |24 + 18 |066 + 0,24 [0,93 + 0,14
C22:5 0,02 + 0,01 {0,02 + 0,01 |0,01 £ 0,00 |[0,01 + 0,00
C22:6 0,07 + 0,05 |0,08 + 0,06 |0,03 £ 0,01 |0,02 + 0,00

*signifikante Unterschiede mit t-Test p<0,05, immer im Vergleich der eisenarm
gefltterten zu eisenreich gefltterten Ratten nach gleicher Fltterungsdauer,
SFA= saturated fatty acids, MUFA= mono unsaturated fatty acids, PUFA= poly
unsaturated fatty acids.

3.4.4 Fettsaureprofile im Plasma

Die Abbildung 3-7 veranschaulicht Veranderungen der am starksten vertretenen

Fettsauren im Plasma.
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Verédnderung der am stérksten vertretenen Fettsduren im Plasma eingeteilt nach
Gruppen. Die eisenarme Didt bestand aus Altromin C1038, die eisenreiche Diét
aus Altromin C1038 + 0,5 % TMH-Ferrocen; * p<0,05 vs. eisenarm.
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Alle 27 vorhandenen Plasmaproben (F11 fehlte) wurden gaschromatographisch
auf ihre  Fettsdurezusammensetzung  untersucht, wobei auch die
Gesamtfettsauren in pg/pl ermittelt wurden. Tabelle 3-8 gibt einen Uberblick (iber
die Zusammensetzung des Plasmas von 19 Tieren im Detail.

Veranderungen im Anteil an Palmitinsaure sind nach 4 Wochen eisenreicher Diat
im Plasma von Ratten zu detektieren gewesen. Der Anteil betrug im Mittel bei
Gruppe 1 15,9 + 1,1 % und sank bei Gruppe 2 signifikant auf 13,8 + 0,80 %
(p=0,03), was einer Abnahme von 13 % entspricht. Der Stearinsdureanteil im
Plasma sank bei Tieren, die unter Ferrocen Diat standen, um 20 % (von 19,4 +
1,7 % eisenarm auf 155 = 1,7 % eisenreich, p=0,01). Weitere deutliche
Veranderungen nach 4 woéchiger Futterungsdauer waren beim Linolsdureanteil zu
finden, der um 29 % sank (16,8 + 3,1 % eisenarm vs. 12,0 £ 1,3 % eisenreich,
p=0,02).

Im Plasma von Ratten, die Uber einen Zeitraum von 12 Wochen eisenarm erndhrt
wurden (Gruppe 3), betrug der Anteil an Palmitinsdure 14,9 + 0,99 %. Die Tiere
der Gruppe 4, die Uber den gleichen Zeitraum eine eisenreiche Diat erhielten,
hatten einen Palmitinsdureanteil von 16,4 + 0,70 %. Das entspricht einem
signifikanten Anstieg von 10 % (p=0,03). Die Abnahme am Fettsaureanteil der
Stearinsdure betrug 19 % (von 19,8 £ 1,5 % eisenarm auf 16,0 £ 0,98 %
eisenreich, p=0,003). Weitere deutlich signifikante Verdnderungen von Fettsduren
mit einem Anteil >5 % entstanden bei Linol- und Arachidonsaure. Der
Linolsaureanteil nahm um 28 % ab (15,8 = 1,9 % eisenarm vs. 11,4 + 1,0 %
eisenreich, p=0,01) und Arachidonsaure um 22 % zu (31,9 + 3,3 % eisenarm vs.
38,8 £ 0,90 % eisenreich, p=0,01). Tabelle 3-8 gibt die Werte im Einzelnen

wieder.
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i Tabelle 3-8
Ubersicht der Fettsdureanteile (Plasma)
4 Wochen 12 Wochen
eisenarm eisenreich eisenarm eisenreich

Fettsdure % (Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3) (Gruppe 4)
SFA

C14:0 0,68 + 0,10 |0,50 + 0,15 |0,41 + 0,06*|0,31 + 0,01*
C16:0 156 + 1,1* | 138 + 0,80*| 149 + 0,99* | 16,4 + 0,70*
C18:0 19,4 + 1,7* |155 + 1,7 |19,8 + 15 |16,0 + 0,98*
C20:0 0,11 + 0,01*|0,07 + 0,01*{0,09 + 0,03 |0,08 + 0,01
C22:0 0,69 + 0,05 |0,36 + 0,05 0,51 + 0,13 | 0,48 + 0,04
MUFA

C16:1 1,7 £+ 068 | 22 + 0,39 | 1,1 + 0,11 1,2 £ 0,19
c18:1(n-9) 123 + 36 |[16,7 + 26 |11,8 £+ 22 |11,1 + 0,54
C18:1(n-7) 22 + 027 28 £+ 0,34*| 19 + 0,19 | 21 + 0,25
C20:1 0,34 + 0,24 (0,18 + 0,03 |0,29 + 0,05 |0,17 + 0,03"
C22:1 0,17 + 0,08*|0,06 + 0,02*|0,09 + 0,03 |0,10 = 0,01
PUFA

C18:2 16,8 + 3,1* |120 + 1,3 |158 + 1,9* [11,4 + 1,02¢
Cc18:3 0,69 + 0,16*(0,29 + 0,15*| 042 + 0,33 |0,52 + 0,43
C20:4 282 + 52 |346 + 3,1 31,9 + 3,3* 388 + 0,90*
C22:5 0,02 + 0,01 [0,03 + 0,01 |0,02 + 0,01*|0,12 + 0,02"
C22:6 12 + 032 (098 + 0,13 |0,99 + 0,11* 1,3 <+ 0,07"

*signifikante Unterschiede mit t-Test p<0,05, immer im Vergleich der eisenarm
gefltterten zu eisenreich gefltterten Ratten nach gleicher Fltterungsdauer,
SFA= saturated fatty acids, MUFA= mono unsaturated fatty acids, PUFA= poly
unsaturated fatty acids.
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3.4.5 Gesamtfettsauren im Plasma

Die Abbildung 3-8 zeigt die Veranderungen der Gesamtfettsduren im Plasma von
Ratten, die Uber 2, 4 bzw. 12 Wochen eine eisenarme oder eisenreiche Diat
erhielten. Nach 4 Wochen stiegen die Gesamtfettsduren im Plasma stark an und
waren auch nach 12 Wochen noch erhdht im Vergleich zur eisenarmen Gruppe.

Gesamtfettsauren [ug/ml]

300 N
200 - .
100 - T L
0
0 4 12 12

[ ] eisenarme Diéat
eisenreiche Diat

Abbildung 3-8
Zeigt die Verdnderungen der Gesamitfettsduren im Plasma von Ratten, die (ber
2, 4 bzw. 12 Wochen eine eisenarme oder eisenreiche Diét erhielten (n=5
Ratten). Angezeigt sind Mittelwerte + SD; * p<0,05 vs. eisenarm.

Futterungsdauer [Wochen]

Die Gesamtfettsauren im Plasma, gemessen in ug/ml, wiesen erhebliche
Unterschiede auf, vergleicht man die Gruppen untereinander. Bekamen die Tiere
4 Wochen eisenreiches Futter, so hatten sie im Mittel 208 + 53,1 pg/ml
Gesamtfettsguren im Plasma. Ratten der Gruppe 1 hatten nur 93,8 + 24,8 ug/ml
Gesamtfettsauren in ihrem Plasma (p=0,004), was einem Anstieg von 122 %
entspricht. Eine Zunahme an Gesamtfettsauren fand man im Vergleich der
Gruppe 3 mit Gruppe 4. Die Fettsduren stiegen um 35 % an, namlich von 102 +

24,1 pg/ml (Gruppe 3) signifikant auf 138 + 22,8 pug/ml (Gruppe 4) (p=0,04).
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Daten sind in Tabelle 3-9 aufgezeigt. Die Abbildung 3-8 verdeutlicht noch einmal
die Unterschiede. Erkennbar ist in Abbildung 3-8, dass die Gesamtfettsduren bei
eisenarm gendhrten Versuchsratten nicht signifikant verandert sind (93,8 + 24,8

Hg/ml eisenarm vs. 102 + 24,1 ug/ml eisenreich, p=0,6)

i Tabelle 3-9
Ubersicht der Gesamtfettsauren (Plasma)
Fltterungsdauer  Gruppe Fettsduren
[Wochen] [ug/mi]*** P
0 0 111 + 16,0
0,3
2% 5 125 + 19,0
4* 1 93,8 + 248
0,004
4** 2 208 *+ 53,1
12* 3 102 + 24,1
0,04
12** 4 138 + 22,8

* eisenarm (Altromin C1038)
** eisenreich (Altromin C1038 + 0,5% TMH-Ferrocen)
*** angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung

3.4.6 Einteilung der Fettsauren

Uber Verdnderungen in der Fettsdurezusammensetzung im Hinblick auf
gesattigte Fettsduren (SFA), einfach ungesattigte Fettsauren (MUFA) und
mehrfach ungeséttigte Fettsduren (PUFA) gibt Abbildung 3-9 Aufschluss. SFA,
MUFA und PUFA setzten sich aus der Summe von Mittelwerten der einzelnen

Fettsduren zusammen, die in Tabelle 3-4 aufgelistet sind.
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Abbildung 3-9

Verdnderung der geséttigten Fettsduren (SFA= saturated fatty acids) zu einfach
ungeséttigten (MUFA= mono unsaturated fatty acids) und mehrfach ungeséttigten
(PUFA= poly unsaturated fatty acids) Fettsduren in Leber, Fettgewebe und
Plasma von Ratten, die tber 4 bzw. 12 Wochen eine eisenarme oder eisenreiche
Diét erhielten. * p<0,05 vs. eisenarm.

In der Leber fanden sich nach 4 Wochen keine signifikanten Veréanderungen in
den Gruppen 1 und 2. Nach 12-wéchiger Diat lagen einfach ungesattigte
Fettsduren anteilig in Gruppe 3 mit 20,5 £ 4,1 % vor und sanken signifikant auf
15,5+ 1,1 % (-24 %) in Gruppe 4 (p=0,03) ab. Weitere signifikante Unterschiede

verzeichneten mehrfach ungesattigte Fettsauren in der Leber nach 12 Wochen
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Diat. Anteilig lagen sie im Mittel der eisenarm erndhrten Tiere bei 37,5 + 4,3 %
(Gruppe 3) und stiegen auf 40,1 + 1,8 % (+6,9 %) (Gruppe 4, p=0,008).

Nach vier Wochen Fuitterungsdauer waren im Fettgewebe im Vergleich der
beiden Gruppen 1 und 2 keine bedeutenden Unterschiede festzustellen.

Nach 12 Wochen fanden sich im Fettgewebe deutliche Differenzen der beiden
Gruppen (3 und 4). Gesattigte Fettsduren nahmen gering ab (27,2 + 0,42 %
eisenarm vs. 23,6 + 1,5 % eisenreich, p=0,01). Einfach ungesattigte Fettsduren
nahmen hoch signifikant zu (p=0,001). In Gruppe 3 lagen sie noch bei 41,6 £ 2,5
% und in Gruppe 4 bei 49,9 + 0,87 %.

Im Plasma nehmen gesattigte Fettsduren sowohl nach vier als auch nach 12
wdchiger Eisendiat signifikant ab (36,5 £ 2,1 % eisenarm vs. 30,3 + 1,9 %
eisenreich, p=0,0002 und 35,7 £ 1,8 % eisenarm vs. 33,2 + 1,2 % eisenreich,
p=0,002). Anteilig nehmen mehrfach ungesattigte Fettsduren im Rattenplasma
der Gruppe 4 (52,2 + 1,4 %) im Vergleich zur Gruppe 3 (49,2 + 3,8 %) zu
(p=0,01).

3.5 Stearoyl Coenzym A Desaturase

Die Desaturation von Stearinsdure zu Olsdure (und Palmitinsdure zu
Palmitdlsdure und Vakzensdure) wird durch die Stearoyl Coenzyme A
Desaturase (SCD) katalysiert.

Veranderungen von SCD 1 lassen sich nach Miyazaki et al 2003 und Bellenger et
al 2004 anhand der direkten Produkte Palmitdlsaure C16:1(n-7), Olséure
C18:1(n-9) und Vakzensaure C18:1(n-7) ableiten. Die Vakzensaure war nach 4-
wochiger eisenreicher Diat in allen drei Proben (Leber, Fettgewebe, Plasma)
signifikant erhéht (Abbildung 3-10). In der Leber stieg C18:1(n-7) um 57 % (von
2,8 £ 0,29 % eisenarm auf 4,4 + 0,45 % eisenreich, p=0,0002), im Fettgewebe
waren es 18 % (von 2,8 £ 0,16 % eisenarm auf 3,3 £ 0,22 % eisenreich, p=0,008)
und im Plasma 27 % (von 2,2 £ 0,27 % eisenarm auf 2,8 + 0,34 % eisenreich,

p=0,02).
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Nach 12 Wochen Diat waren Palmitdlsaure- und Olsaureanteile signifikant
gesunken. Die eisenreich ernahrten Tiere hatten 38 % weniger Palmitdlsdure
(von 1,2 + 0,38 % eisenarm auf 0,75 * 0,14 % eisenreich, p=0,03) und Ols&ure
nahm um 31 % ab (von 15,3 £ 4,0 % eisenarm auf 10,5 + 0,96 % eisenreich, p=
0,03). Im Fettgewebe lieB sich eine Zunahme von Olsdure und Vakzensaure
messen. Olsaure stieg um 17 % (von 35,9 + 2,3 % eisenarm auf 42,0 + 0,71 %
eisenreich, p= 0,001) und Vakzensaure stieg um 39 % (von 2,8 £ 0,29 %

eisenarm auf 3,9 *+ 0,28 % eisenreich, p= 0,002) an. Im Plasma gab es nach 12

Wochen keine Veranderungen.
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Abbildung 3-10

Fettsdurezusammensetzung von Leber, Fettgewebe und Plasma wurden mittels
GC gemessen. Verdnderungen der Produkte von SCD1 geben Auskunft lber
deren Aktivitat. Balken sind Mittelwerte + SD; * p<0,05 vs. eisenarm.
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2 Wochen eisenreiche Diat der drei Tiere F26, F27 und F28 flihrten zu deutlichen
Veranderungen der Fettsdurezusammensetzung. Abbildung 3-11 stellt die
Unterschiede dar, wobei Gruppe 3 (12 Wochen eisenarme Diat) als

Referenzgruppe gewahlt wurde.
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Abbildung 3-11
Fettsdurezusammensetzung von Leber, Fettgewebe und Plasma wurden mittels
GC gemessen. Verdnderungen der Produkte von SCD1 geben Auskunft lber
deren Aktivitdt. Balken sind Mittelwerte + SD; * p<0,05 eisenreich 2 Wochen
(nach 8 Wochen eisenarmer Diét) vs. eisenarm 12 Wochen.

Da die Aktivitat von SCD1 altersabhangig ist, wurden als Referenzgruppe die
altesten Tiere nach eisenarmer Diat gewahlt (Gruppe 3= 12 Wochen eisenarme
Diat, Gruppe 5= 8 Wochen eisenarme Diat + 2 Wochen eisenreiche Diat).

Palmitdlsdure C16:1(n-7) und Vakzensaure C18:1(n-7) waren in allen drei Proben
signifikant erhéht. In der Leber ist C16:1(n-7) um 125 % angestiegen (von 1,2 *+
0,38 % eisenarm auf 2,7 £ 0,81 % eisenreich, p= 0,01), im Fettgewebe um 69 %
(von 2,6 £ 0,98 % eisenarm auf 4,4 + 0,28 % eisenreich, p= 0,04) und im Plasma
um 127 % (von 1,1 £ 0,11 % eisenarm auf 2,5 + 0,65 % eisenreich, p=0,003).
Vakzensaure stieg in der Leber um 40 % (von 3,0 + 0,18 % eisenarm auf 4,2 +
0,38 % eisenreich, p=0,0008), im Fettgewebe um 18 % (von 2,8 + 0,29 %
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eisenarm auf 3,3 + 0,05 % eisenreich, p= 0,04) und im Plasma um 58 % (von 1,9
+ 0,19 % eisenarm auf 3,0 £ 0,46 % eisenreich, p=0,002). Des Weiteren stieg
auch Ols&ure im Plasma signifikant um 42 % an (von 11,8 + 2,2 % eisenarm auf
16,7 £ 2,6 % eisenreich, p= 0,03).

3.6 Kernisolation

Homogenisiertes Lebergewebe wurde mittels Ultrazentrifugation Gber einen
Dichtegradienten  fraktioniert. Die 9 abpipettierten Fraktionen wurden
lichtmikroskopisch untersucht. Lichtmikroskopisch fanden sich isolierte Zellkerne
in Fraktion 7. Die Fraktion 5 bestand vorrangig aus Zelltrimmern. Auch in den
ersten 4 Fraktionen waren Zellfragmente zu sehen. Abbildung 3-12 zeigt die
Fraktionen im Dichtegadienten nach Zentrifugation im Vergleich eisenarm zu
eisenreich ernahrten Tieren. Wie die Abbildung deutlich erkennen lasst, wurden
die zwischen Gradient 25 % und 30 % befindlichen Zellreste auf die Fraktion 5

verteilt, eine weitere optische Bande befindet sich in Fraktion 7.
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Abbildung 3-12
Préparation von  Zellkernen  mittels  Ultrazentrifugation  Uber  einen
Dichtegradienten. Lichtmikroskopisch zeigte sich, dass die Fraktion 5 vorwiegend
Zelltrimmer enthielt. In Fraktion 7 waren Zellkerne zu sehen. Nach
Ultrazentrifugation von Leberhomogenat von eisenreichen Tieren setzte sich
unten ein Pellet ab, dass wahrscheinlich aus Idslichem Ferritin oder aus
Héamosiderin-Aggregaten besteht.

Die Eisenmessung von Fraktion 7 ergab bei eisenreich ernghrten Ratten im Mittel
70,4 £ 2,6 mg/l und in der Referenzgruppe (eisenarm) 0,04 + 0,01 mg/l. Der
Eisengehalt der Fraktion 5 lag im Mittel bei 70,2 + 13,9 mg/l nach
Eisenlberladung und in der Referenzgruppe bei 0,57 + 0,22 mg/I.
ErwartungsgemaB hatte nur die Fraktion 7 im Vergleich zu den anderen
Fraktionen einen signifikanten Anstieg im Eisengehalt aufweisen sollen, um zu
zeigen, dass Eisen vor allem in den Zellkernen im Euchromatin gespeichert
werde.

Die Daten, zusammenfassend in Abbildung 3-13 dargestellt, zeigen, dass auch in
der Fraktion 5 bei eisenuberladenen Tieren deutlich mehr Eisen enthalten war,
als erwartet. Aufgrund dieser nicht eindeutigen Abgrenzung im Eisengehalt unter
der Annahme, dass F7 alle Zellkerne enthalte, wurde der Versuch nicht mit allen
Tierproben der Versuchsreihe durchgefihrt und als nicht aussagekraftig
deklariert.
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Es sind deutliche Spitzen in den Fraktionen 5 und 7 zu sehen. Die Fraktion 9, die
in der Abbildung nicht inbegriffen ist, zeigte einen deutlichen Eisengehalt von im
Mittel 7980 £ 1030 mg/l. Dieser massive Eisengehalt ist am wahrscheinlichsten
darauf zurick zu fuhren, dass sich I6sliches Ferritin oder Hamosiderin-Aggregate
in der untersten Schicht wahrend der Zentrifugation gemas Abbildung 3-12
abgesetzt hat.

Der Eisengehalt der 9 abpipettierten Fraktionen wurde nach Bestimmung an der
AAS am Photometer auf den jeweiligen dsDNA-Gehalt untersucht. Durch diese
Messung sollte eindeutig bestatigt werden, dass die Fraktion 7 tatsachlich alle
Zellkerne beinhaltet. Die dsDNA-Messung ergab sich als unbrauchbar, da Uber

alle Fraktionen dsDNA verschmiert war.
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Abbildung 3-13
Eisenbestimmung von fraktioniertem Leberhomogenat nach Ultrazentrifugation. In
Fraktion 7 befinden sich die Zellkerne, Fraktion 5 héalt einen GroBteil der
Zelltrimmer, von Ratten nach eisenarmer Diét (n=2) und nach eisenreicher Diét
(n=2).
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4 Diskussion

4.1 Gesamteisen in der Leber

Insgesamt erhielten in dieser Versuchsreihe 13 Ratten eine eisenreiche Diat mit
Altromin C1038 + 0,5 % Ferrocen. Die Fultterungsdauer betrug 2 Wochen
(Gruppe 5, n= 3), 4 Wochen (Gruppe 2, n=5) und 12 Wochen (Gruppe 4, n= 5).
Die 13 Ratten entwickelten eine massive EisenlUberladung in der Leber. Die
gemessene Eisenkonzentration erreichte bei den am Ilangsten behandelten
Ratten der Gruppe 4 ein Maximum von 16,2 + 3,3 mg Eisen/g Leber. Aus
friheren Arbeiten geht hervor, dass das Eisen bis zu einer Konzentration von
5,15 mg/g Leber hauptsachlich in den periportal liegenden Hepatozyten und
Kupffer-Zellen eingelagert wird (Dillmann et al 1992, Smith et al 1996). Dieses
Bild kann man bei den Tieren der Gruppe 2 und 5 erwarten, die Uber 4 bzw. 2
Wochen eine eisenreiche Diat erhielten. Der Lebereisengehalt betrug bei Ratten
der Gruppe 2 5,4 £ 0,99 mg Eisen/g Leber und bei Gruppe 5 4,2 + 0,64 mg
Eisen/g Leber. ErwartungsgemaB stiegen die Lebereisenwerte bei den am
langsten mit Ferrocen gefltterten Tieren auf den héchsten Wert, der hinsichtlich
Dullmanns Erkenntnissen mit  hinzukommender Eiseneinlagerung von
perizentralen Hepatozyten, Kupffer-Zellen und Sinus-nahen Endothelzellen
einhergeht (siehe Abbildung 4-1). Aber auch portale Makrophagen speicherten
das Eisen und erste Anzeichen fir das Auftreten einer Nekrose und Fibrose
waren erkennbar. Diese Daten von Dillmann et al (1992) sind mit den hier
erhobenen Leberwerten gut vergleichbar, da in beiden Studien das gleiche Futter
verwendet wurde (eisenarm: Altromin C1038 oder eisenreich: Altromin C1038 +
0,5 TMH-Ferrocen).

Die massive Veranderung eisenlberladener Lysosomen in Hepatozyten
untersuchte Myers et al (1991). Lysosomen waren schon bei einem
Lebereisengehalt von 2,641 mg Eisen/g Leber vergréBert, ihre Anzahl erhéht und
verformt. Smith et al (1996) beschrieb oval verformte Zellen und fand

Ubereinstimmende Ergebnisse zu Dillmanns Arbeit.
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Abbildung 4-1

Leberhistologie von Ratten nach 7-wéchiger Eisenlberladung mit 0,5% TMH-
Ferrocen. Der Lebereisengehalt betrug 5,8 mg/gww. Die Abbildung zeigt in der
Mitte eine Zentralvene. Eisen wird vorwiegend in den Kupffer-Stern-Zellen
gespeichert und weniger in den Hepatozyten (1 ). Berliner-Blau-Farbung. 480-
fache VergréBerung. Die Abbildung wurde freundlicherweise von Prof.
Schumacher, Institut fiir Anatomie Il, Experimentelle Morphologie, UKE Hamburg
zur Verflgung gestellt.

Auch wenn in dieser Studie keine histologische Begutachtung vorgenommen
wurde, kann man davon ausgehen, dass die Uber 12 Wochen eisenreich
gefltterten Tiere unter schweren Gewebeschaden, Nekrose und Leberfibrose
litten. AuBerdem liegt die Vermutung nahe, dass eine Umverteilung der
Eisenspeicherung mit zunehmendem Lebereisengehalt stattfand, vorzugsweise
von periportal nach perizentral gelegenen Zellen.

In  Anbetracht der Erkenntnisse friherer histologischer Studien von
eisendberladenen Tieren, wandte man dieses Modell der Eiseniberladung im
Tierexperiment an, um Rickschlisse im Stoffwechsel der Lipide ziehen zu

kdnnen.

4.2 Fettsaureprofile in Leber, Fettgewebe und Plasma

Chronische Eisenlberladung fuhrt in der Leber zu Lipidperoxidation und damit zu
einem Verbrauch von mehrfach ungesattigten Fettsduren. Infolgedessen kommt
es zu einer Umverteilung und Verschiebung zu einfach ungesattigten und
gesattigten Fettsauren (Bacon et al 1983, Pietrangelo et al 1990, Dresow et al
1995, Tjalkens et al 1998, Brunet et al 1999, Hagen et al 2002, Long et al 2003,
Turbino-Ribeiro et al 2003, Mozuraityte et al 2008). Eine Abnahme der mehrfach
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ungesattigten Fettsduren konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu stiegen die mehrfach ungesattigten Fettsduren sogar signifikant
in der Leber um 6,9 % nach 12 wdchiger eisenreicher Diat an. Die Mdglichkeit
eines in vitro- Effekts wahrend der Probenaufbereitung lasst sich ausschlieBen,
da alle experimentellen Schritte in Anwesenheit von Antioxidantien (BHT)
durchgefihrt wurden. Somit spiegeln die erhobenen Ergebnisse tatsachlich in

vivo Fettsaurekompositionen wieder.

Eine nahere Betrachtung der in der Leber gemessenen Fettsduren zeigt aber,
dass Linolsaure C18:2 (mehrfach ungesattigte Fettsaure) in der Leber sowohl
nach 4 als auch nach 12 Wochen eisenreicher Diat deutlich erniedrigt ist, was
zum einen letztlich doch auf eine vermehrte Lipidperoxidation hindeuten kdnnte.
Aus anderer Sicht betrachtet, I&sst sich die Zunahme der gesamten mehrfach
ungesattigten Fettséduren darauf zurlckfihren, dass Arachidonsdure C20:4 im
Lebergewebe einen hohen Anteil einnimmt und prozentual signifikant nach
Eisenlberladung zunimmt. Arachidonséaure ist als Bestandteil von Phospholipiden
in fast allen Zellmembranen integriert. Die starke Zunahme in der Leber nach 4
und 12 Wochen um 20 % respektive 27 % ist ein Anhaltspunkt fir vorherrschende
Veranderungen der Membranen eisentberladener Zellen. Diese wurde schon in
frheren Studien festgestellt (Pietrangelo et al 1989, Brunet et al 1999, Chen et al
2000). AuBerdem kdénnten sich Entzindungsprozesse abspielen, deren
Mediatoren aus Arachidonsaure synthetisiert werden (Leslie 1997).

Die Zusammensetzung der Plasmafettsauren kann Aufschluss Uber die
Zusammensetzung der Fettsauren in der Nahrung geben, sie kann aber auch die
durch Desaturasen katalysierte endogene Fettsauresynthese reflektieren.

Interessanterweise kam es im Plasma eisentberladener Ratten zu einem
auffalligen Anstieg der Gesamtfettsduren um 122 % nach 4 Wochen. Die
vermehrte Fettsduresekretion lasst darauf schlieBen, dass gleichzeitig die
hepatische VLDL-Synthese bei erhéhter SCD1 Aktivitat ansteigt. Diesen Effekt
beschrieb Frick et al (2002) und er deckt sich mit Brunets Ausfihrungen, der
allerdings keine Anreicherung von VLDL beschrieb sondern Veranderungen in
der Komposition der Apoproteine. Erhéhtes Apo B-100, Apo B-48 und Apo E in
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VLDL-Partikeln traten bei den eisentberladenen Ratten auf und vergrdBerte
VLDL deuteten auf erhdhte Fettsduresekretion der Leber hin.

In einer friiheren Doktorarbeit zeigten sich tatsdchlich veranderte FPLC-Muster
(siehe Abbildung 4-2), die bei eisenlberladenen Ratten ein zweigipfliges Muster
zeigten. Entscheidend ist die Zunahme von HDL nach 4 und 12 Wochen

eisenreicher Diat.

Cholesterin [mg/dl]
O =2 N W A OO 00 N 0 © O

Fraktionen

-+ - Referenz

- & - 4 Wochen Fe-
—*— 4 Wochen Fe+
- < - 12 Wochen Fe-
—®— 12 Wochen Fe+
—&— 2 Wochen Fe+

Abbildung 4-2

FPLC-Fraktionen (Cholesterin) im Plasma bei Ratten mit und ohne
Eiseniiberladung. Eiseniiberladene Tiere sind jeweils in Rot, eisenarme Gruppen
und die Referenz-Gruppe in schwarz dargestellt. Da kein Enzymkit zur
Verfligung stand, konnten die einzelnen Fraktionen nicht experimentell
identifiziert werden. Die Fraktionen 7-11 wurden als ,LDL/IDL" und die Fraktion
17-24 als ,HDL" gewertet (nach Daniel Linden (AstraZeneca, Schweden) beim
76. Kongess der European Atherosclerosis Society in Helsinki (10.-13.06.2007)
vorgestellten Ergebnissen). * p< 0,05.

67



DISKUSSION

Aus den hier vorgenommenen Messungen stellte sich heraus, dass nach 12
Wochen die Plasmafettsauren in eiseniberladenen Ratten nur noch um 35 %
anstiegen. Mdglicherweise flhrte die gleichzeitig verminderte Aktivitat von SCD1
zu einer weniger starken Fettsduresekretion und VLDL-Synthese. Auf der
anderen Seite wird die Fettsduresynthese entsprechend hochreguliert, um den
erhéhten Verbrauch durch die Proliferation der Leberzellen zu kompensieren.
EisenUberladung fihrte in der Leber von Ratten zu einer signifikanten Abnahme
der Gesamtfettsaureanteile. Nach 2-wdchiger Eisentberladung nahm der
Gesamtfettsaureanteil der Leber um 25 % ab, nach 4 Wochen um 27 % und nach
12-wdchiger massiver Eisenbelastung um 36 %.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen von Brunet et al an 20
Ratten, von denen die Halfte eisenreich erndhrt wurde. Nach 12-wéchiger Diat
nahm der Gesamtfettsaureanteil in der Leber um 48 % ab (Brunet et al 1999).
Absinkende Gesamtfettséduren in demselben Organ diagnostizierte auch Turbino-
Ribeiro et al (2003). Die eisenuberladenen Ratten aus seiner Studie bekamen
allerdings zusatzlich eine Diat reich an Cholesterol. Die von Turbino-Ribeiro et al
(2003) erarbeitete Studie erfasste aber auch einen Anstieg der Serum HDL und
ein Absinken der LDL-Partikel, die ahnlich den hier vorligenden Ergebnissen sind.

Die mit zunehmender Eisenlberladung gesunkenen Fettsauren geben Anlass zu
der Annahme, dass oxidativer Stress Uber Lipidperoxidation zu einer Stérung im
Lipidstoffwechsel der Leber flhrte. Vor allem kann es zu einer Umstrukturierung
im  Lipidtransport gekommen sein. Da es durch Lipidperoxidation zu
Schadigungen von Zellmembranen bis hin zum Zelltot kommen kann (McCord
2004), ist auch eine Stérung in der Formation von Lipoproteinen annehmbar. Eine
andere Erklarung fir die unterschiedliche Lipidzusammensetzung der Leber
kénnte darin begriindet sein, dass es durch EisenUberladung zu einer
Zellproliferation mit  Hypertrophie, Geweberegeneration oder extremer
Makrophagen-Einwanderung in die Leber gekommen ist. Pietrangelo zeigte an
einem Ratten-Modell, dass es durch Eisentberladung zu einer verstarkten
hepatischen Kollagen Typ | mRNA Expression kommt (Pietrangelo et al 1993).
Hieraus resultiert eine Leber-Fibrose und Zunahme des Lebergewichtes. Bezieht

man nun die in dieser Arbeit vorgenommene Fettsaureextraktion auf die
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Einwaage, kommt man aufgrund des zunehmenden Lebergewichtes auf falsch

niedrige Gesamtfettsguren.

4.3 Veranderungen der Stearoyl Coenzym A Desaturase

Das mikrosomale Enzym Stearoyl Coenzym A Desaturase (SCD) katalysiert die
A9 Desaturation gesattigter Fettsduren. Die Substrate von SCD sind sowohl
Palmitinsdure C16:0 als auch Stearinsdure C18:0. Aus Palmitinsdure werden
Palmitélsaure C16:1(n-7) und Vakzensaure C18:1(n-7) und aus Stearinsaure wird
Olsaure C18:1(n-9) synthetisiert (Abbildung 4-3).

A9

16:.0 ——— 16:1(n-7) 18:3(n-3) ©—18:4(n-3)
lAg l A6,9,12,15
A5
18:1(n-7) 18:2(n-6)——18:3(n-6) 20:4(n-3) = 20:3(n-3)
! A6,9,12
0 2% 1290\ |28, 199 A5
18:0 18.1(n 9) 181.£(9n 9) 20:3(n-6) — 20:4(n-6)
A9 ’
| l 22:5(n-3)
20:1(n-9)
v A1 22:6(n-3)
20:0 v o
22:1(n-9) —Desaturase TB' X
22:0 | JElongasen 24:5(n-3)"% 24:6(n-3)
24:0
Abbildung 4-3

Fettsduresynthese durch Desaturation und Elongation im Tiergewebe.
Hervorgehoben durch den Kasten werden die primdren Substrate und Produkte
von SCD.

Mehrere Isoformen von SCD sind bis heute bekannt. Die in der Ratte
vorkommenden Isoenzyme 1 und 2 sind in fast allen Organen vertreten, wobei die
Leber ausschlieBlich SCD1 exprimiert.

Nach Miyazaki et al (2003) und Bellenger et al (2004) kann man die
Veranderungen von SCD und deren Isoformen anhand  der
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Fettsdurekonzentrationen von Palmitin-, Stearin- und Palmitélsdure als auch von
Vakzen- und Olsdure ableiten. Aus den Untersuchungen der hier vorliegenden
Studie geht hervor, dass Vakzensaure nach 4-wéchiger Eisensupplementation in
allen drei Proben (Leber, Fettgewebe und Plasma) signifikant erhéht ist. Auch
Olsaure verzeichnet einen Anstieg, der jedoch nicht signifikant ist. Noch
eindeutiger ist die Zunahme der Produkte von SCD in Organen von Ratten zu
erkennen, nachdem sie nur Uber einen Zeitraum von 2 Wochen den Eisenzusatz
im Futter bekamen. Die zwei Produkte der Palmitinsgure sind in allen zwei
Organen vermehrt synthetisiert worden und das Plasma zeigt auBerdem noch
eine auffallige Zunahme an Olsaure im Vergleich zur Referenzgruppe.

Bezlglich der hier untersuchten Fettsduremuster lassen sich klare Rickschlisse
auf Veranderungen in Aktivitdt bzw. Expression der Stearoyl Coenzym A
Desaturase machen. Die SCD1 Aktivitdt oder deren Expression ist bei Ratten
dieser Arbeit nach 2 und 4 Wochen Eisenlberladung in der Leber erhéht.

Die erhdhte Aktivitdat bzw. Expression von SCD1, wie sie in dieser Studie bei
Ratten nach eisenreicher Diat Uber 2 und 4 Wochen nachgewiesen wurde, stimmt
mit den Untersuchungen von Pigeon et al (2001) Gberein. Er fand heraus, dass
die Expression und Aktivitdt von Mause-SCD1 in der Leber nach
Eisenlberladung erhéht ist. Da erhéhte Expression von SCD1 in der Leber von
Ratten zu einem vermehrten Risiko flir das Ausbilden eines Leberkarzinoms flhrt
(Falvella et al 2002), ware die Histologie der Gewebe aus der vorliegenden Studie

von besonderer Bedeutung.

Anders verhdlt sich das Enzym nach 12 wdchiger Eisen-Diat. Palmitél- und
Olsaure sind in der Leber stark vermindert. Bekraftigt wird dieses Ergebnis durch
das Absinken der gesamten einfach ungeséattigten Fettsduren um 24 %.

SCD1 wird unter anderem von mehrfach ungesattigten Fettsduren reguliert
(Bellenger et al 2004, Tabor et al 1999), die die Genexpression des Enzyms
vermindern. Andererseits induzieren Insulin, Glucose und fettarme Di&t die SCD1
Expression (Pigeon et al 2001, Miller et al 1996, Vance et al 1996). Nach 12
Wochen fanden sich in der Leber zweifelsfrei um 6,9 % erhdhte mehrfach

ungesattigte Fettsduren, die die SCD1 Expression in der eisenliberladenen Leber
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vermindern kdnnten. Diesen Effekt beschrieb Tabor et al (1999) an Mause-SCD1
und 2 in Adipozyten.

Da SCD1 in der mikrosomalen Membran lokalisiert ist, kdnnten
Membranveranderng fir die Enzymsuppression mitverantwortlich sein.
Fluiditatsveranderungen durch Eisenitberladung wurden mehrmals untersucht
(Pietrangelo et al 1990, Brunet et al 1999) und von Chen et al (2000) bestatigt.

Ferner muss man den Effekt von Lipidperoxidation auf einfach ungesattigte
Fettsduren berlcksichtigen, da keine direkte Aktivitdtsbestimmung der
Desaturase vorgenommen wurde, sondern nur deren Produkte hier betrachtet

werden.

Das Fettgewebe zeigt eine erhdhte Aktivitat oder Expression der Stearoyl
Coenzym A Desaturase nach 2-, 4-, und 12-wéchiger Eisenlberladung. Ein
direkter Bezug zur Eisenlberladung und Desaturasen im Fettgewebe ist in dieser
Studie schwer nachvollziehbar, da der Eisengehalt vom Fettgewebe nicht
gemessen wurde. Trotz alledem ist bekannt, dass sowohl SCD1 als auch SCD2
posttranslational an Eisen gebunden werden. Nahe liegend wére eine erhdhte
Aktivitat oder Expression der Desaturase aufgrund signifikanter Eisentberladung

des Fettgewebes.

4.4 Klinischer Bezug

Der genaue Zusammenhang zwischen Eisentberladung und dem Entstehen
einer Leberfibrose oder eines Leberkarzinoms ist noch nicht vollstdndig geklart.
Des Weiteren wird Eisentberladung immer &fter in Verbindung mit Diabetes
mellitus Typ 2 gebracht (Bonkovsky et al 2003, Hunt et al 2004). Es scheint
moglich, dass die Veranderung hepatischer Enzyme an diesem Phanomen
mitbeteiligt ist.

Die SCD1 Aktivitat oder deren Expression ist bei Ratten dieser Studie nach 2 und

4 Wochen EisenlUberladung in der Leber erhéht. Diese Erkenntnisse kdnnten

einen Anhaltspunkt fir das Auftreten eines metabolischen Syndroms bei
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Hamochromatose Patienten bieten, zumal der Eisengehalt in der Leber von
Ratten der Gruppe 2 (5,4 = 0,99 mg Eisen/g Leber) mit denen von Patienten
vergleichbar sind, die unter dieser Krankheit leiden. Die Ausbildung eines
metabolischen Syndroms, ist durch vermehrte Fettleibigkeit erklarbar (Warensjo
et al 2005) und kann fortschreitend zum Diabetes Typ 2 fuhren. Die vier
Hauptsymptome Adipositas, gestdrter Kohlenhydratstoffwechsel, Hypertonie und
Hypertriglyzeridamie kdénnen das Auftreten einer Arteriosklerose beginstigen.
Auch dieses Krankheitsbild wird bei Hamochromatose Patienten vermehrt
beschrieben. Unklar ist dennoch bis heute, ob Arteriosklerose aus vermehrter
Oxidation von LDL-Partikeln (Ani et al 2007) oder den oben beschrieben
Begleiterscheinungen entsteht.

Des Weiteren kann man die erhéhte A9 Desaturation in der Leber auf
Veranderungen biochemischer oder zellularer Art zurlckfhren. In diesem
Rahmen wuirde ein steigender Verbrauch oder Verlust einfach ungesattigter
Fettsauren deren erhdhte Neusynthese begriinden. AuBerdem ist bekannt, dass
Eisenlberladung eine Akkumulation von (Apo-)Ferritin in den Betazellen des
Pankreas hervorruft (MacDonald et al 1994). Die anschlieBend erhdhte
Insulinsekretion wére ein weiterer Induktor fir A9 Desaturasen in der Leber.
Womadglich kdnnte sie auch ursachlich fir die Entwicklung eines Diabetes sein,
zumal dauerhaft erhéhte Insulinwerte zu einer Insulinresistenz der Organe flhren
kann.

Gegebenenfalls ist es nach 12 Wochen eisenreicher Diat im Lebergewebe zu
einer Insulinresistenz gekommen. Davon ausgehend, dass SCD1 hauptsachlich
dber Insulin stimuliert wurde, wurde das die absinkende Konzentration der
Produkte von SCD1 erklaren. Auf der anderen Seite kénnte durch verminderte
Insulinsekretion aus Betazellen des Pankreas die Stimulation von SCD1
ausgeblieben sein, da massive Eisenlberladung der Betazellen zu oxidativen
Schaden fuhrt, die den Tod dieser Zellen herbeirufen kénnten (MacDonald et al
1994).

Die dennoch in allen eiseniberladenen Tieren hohen Plasmalipidwerte

begiinstigen das Auftreten eines metabolischen Syndroms (Warensjo et al 2005)
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und koénnten zu der Annahme flhren, dass sie auch das Auftreten von
Arteriosklerose verursachen.

Die Bedeutung der Beziehung zwischen Eisentberladung und Arteriosklerose ist
bis heute noch weitgehend ungeklart. Zwar weisen einige Arbeiten darauf hin,
dass vermehrte Lipidperoxidation das Krankheitsbild verursacht (Araujo et al
1995, De Valk 1999, You et al 2003, Levy et al 2007) andere widerlegten diese
These jedoch (Dabbagh et al 1997, Krik et al 2001, Binkoski et al 2004). Auch die
hier vorgelegten Ergebnisse lassen keine direkten Rulckschlisse auf das
Begunstigen von Arteriosklerose zu.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Fettsaureprofile in Plasma, Fett - und
Lebergewebe von Ratten mit und ohne Eisentberladung untersucht. Hintergrund
ist die Diskussion in der Literatur, ob Eisenlberladungserkrankungen den
Fettstoffwechsel in Richtung vermehrte Arterioskleroseentstehung beeinflussen.
Das Probenmaterial entstammte einem friiheren Tierversuchsvorhaben, bei dem
28 Ratten mit einer speziellen eisenreichen Diat (0.5 % TMH-Ferrozen) Gber 2-
12 Wochen geflOttert wurden, was zu einer schweren progressiven
Eisenlberladung ahnlich wie bei der hereditdren Hamochromatose fuhrt. In einer
Aufarbeitung von Organproben mit Standardverfahren wurden Lipide extrahiert,
Fettsduren freigesetzt und fir die Gaschromatographie derivatisiert. Insgesamt

wurden 15 Fettsauren getrennt bestimmt.

Im Plasma stiegen die Gesamtfettsduren bei eiseniberladenen Tieren nach 4
Wochen-Fitterung um 122 %, nach 12 Wochen Fitterung um 35 % gegeniber
Kontrolltieren an. In der Leber zeigte sich bei Eisenlberladung dagegen eine
signifikante Abnahme der Gesamtfettsduren um ca. 30 % gegenlber der
Kontrolle. Dieser Befund geht parallel mit einer sehr starken Hepatomegalie bei
den Tieren unter der eisenreichen Diat einher. Der Mechanismus der
LebervergréBerung bleibt vorerst unklar. Weitere Untersuchungen missen klaren,
welche Effekte (Proliferation, Hypertrophie oder Entziindung) hierbei eine
wesentliche Rolle spielen.

Bei eisenlberladenen Tieren stieg der Anteil von mehrfach ungesattigten
Fettsauren im Plasma signifikant um 6,1%, in der Leber um 6,9% an. Dies trifft
nicht auf die Linolsaure (C18:2) zu, die in allen untersuchten Geweben signifikant
abnahm. Dies kénnte flr eine vermehrte eiseninduzierte Lipidperoxidation
speziell der Linolsdure sprechen. An der Zunahme der direkten Produkte
Palmitél-, Vakzen- und Olsdure konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der
Stearoyl Coenzym A Desaturase 1 (SCD1) in der Leber durch Eisenliberladung
zunimmt, mdoglicherweise als Reaktion auf einen vermehrten Verbrauch von

ungesattigten Fettsauren.
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Eisenlberladung induziert in der Leber auch eine vermehrte Arachidonsaure-
Synthese. Die starke Zunahme in der Leber nach 4 und 12 Wochen um 20 bzw.
27 % ist ein Anhaltspunkt fur Veranderungen der Membranen eisenlUberladener
Zellen. AuBerdem kénnten sich Entziindungsprozesse abspielen, deren
Mediatoren aus Arachidonsaure synthetisiert werden.

Die Zellfraktionierung durch Dichtegradienten-Ultrazentrifugation und Messung
von Eisen und DNA in Zellkompartimenten aus Leberhomogenaten von Ratten
mit und ohne Eisenilberladung ergab bei den eisentberladenen Tieren keine
reproduzierbaren Ergebnisse. Bedingt durch den teilweise hohen Eisengehalt
verschmierten die einzelnen Fraktionen, sodass keine klare Zuordnung zu
Zellkompartimenten mdglich war. Diese Vorversuche zeigen, dass offenbar
andere Trenntechniken nétig sind, um Eisen in der Zellkernfraktion richtig zu

messen.
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