ZUSAMMENFASSUNG

6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Eisenmetabolismus der K562-Zellen wihrend der
mega-karyozytidren Differenzierung und Proliferation charakterisiert. Untersuchungen zum
Eisen-metabolismus in proliferierenden K562-Zellen ergaben, dass eine 48-stiindige Be-
ladung mit 100 uM Eisenammoniumcitrat solche Expressionsveridnderungen der Transferrin-
rezeptor-1 (TfR1)-, H-Ferritin (H-FT)- und Ferroportin (Fpnl)-mRNA hervorgerufen hat, die
dem eisenabhingigen, posttranskriptionalen Feedback-Mechanismus der Regulation der iron
responsive element (IRE)-tragenden Transkripte entsprachen. Das Fehlen der Eisenregulier-
barkeit der L-Ferritin-mRNA unter diesen Bedingungen sowie nach 120 h Beladung mit
Ferritransferrin impliziert, dass in K562-Zellen wihrend der Proliferation die Speicherung des
aufgenommenen FEisens in der vorzugsweise aus schweren Ferritin-Ketten aufgebauten
Ferritinhohlkugel erfolgt. Die unverdnderte Expression der Ferroportin-Transkripte nach 120-
stiindiger Beladung mit Ferritransferrin ist ein Hinweis dafiir, dass erst hohere Konzen-
trationen des freien cytoplasmatischen Eisens (LIP) eine iron responsive element/iron
regulatory protein  (IRE / IRP)-abhingige Ferroportin-mRNA-Expressionsregulation er-
moglichen. Hohe Eisenkonzentrationen hatten dagegen keinen FEinfluss auf die Expression
des Himochromatoseproteins HFE. Die Uberexpression der Priprohepcidin-cDNA in K562-
Zellen beeinflusste den Eisenmetabolismus dieser Zellen kaum, was anhand der unver-
dnderten Expression der TfR1-, H-FT-, L-FT- und Fpnl-Transkripte festgestellt wurde. Die
Uberexpression von Priprohepcidin-cDNA unterdriickte jedoch die endogene Priprohep-
cidin-mRNA-Expression, was fiir die Autoregulation der Hepcidinexpression in erythroiden
Zellen spricht. Eine starke Reduktion der Priprohepcidinexpression fand nach 72 Stunden der

Phorbolester (PMA)-abhingigen megakaryozytiren Differenzierung der K562-Zellen statt.

Infolge dieses Differenzierungsprozesses, der durch die Zunahme der Expression des mega-
karyozytiren Markers CD61, die Abnahme der Expression des erythroiden Markers y-Globin
und die Zunahme der Acetylcholinesteraseaktivitit begleitet wurde, kam es zur umfang-
reichen Reorganisation des Eisenmetabolismus. Die Verdnderungen im zelluliren Hidmo-
globingehalt, die die Ausprigung der erythroiden Eigenschaften wihrend der megakaryo-
zytiren Differenzierung widerspiegeln, waren durch Eisengehaltsverdnderungen in differen-
zierenden Zellen begleitet. Die Ursache fiir den Anstieg des absoluten Eisengehalts lag in der
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Reduktion der Eisenfreisetzung, mit der die eisenunabhiéngige, transkriptionale Ferroportin-
mRNA-Herunterregulation korrelierte. Der Einbau der akkumulierten Eisenionen in Himo-
globinmolekiile resultierte in der Zunahme des absoluten Himoglobingehalts nach 72 Stunden
der Stimulation der K562-Zellen mit PMA. Dies wurde dadurch ermdglicht, dass Eisen nicht
nur die Heraufregulation der supprimierten Globingene () hervorgerufen hat, sondern auch
die durch die Differenzierung verursachte Expressionssteigerung der Ferrochelatase (FECH)-
Transkripte zusitzlich positiv beeinflusste. Wegen der Zunahme der Proteinsynthese und der
VergroBerung des cytoplasmatischen Kompartments infolge des Differenzierungsprozesses
wurde jedoch unter niedriger Eisenverfiigbarkeit kein Anstieg des relativen Eisengehalts
beobachtet. Unter Bedingungen der erhohten Eisenverfiigbarkeit (FAC im Zellkulturmedium)
konnte der reduzierte Hidmoglobingehalt in differenzierenden K562-Zellen kompensiert
werden, was auf die Eisenabhéngigkeit des Prozesses der Reduktion der erythroiden Eigen-
schaften wihrend der In-vitro-Megakaryopoiese der K562-Zellen hinweist. Weil in
differenzierenden Zellen die Eisenregulierbarkeit der H-Ferritin-mRNA festgestellt wurde,
spiegelt die festgestellte Suppression der Expression dieser Transkripte gleichzeitig die Ab-
nahme des labile iron pool (LIP) wider. Die transkriptionale Heraufregulation der L-Ferritin-
mRNA-Expression und die daraus resultierende Abnahme des Ferritin H / L-Verhiltnisses auf

RNA-Ebene implizieren den Ferritinmolekiilumbau wihrend des Differenzierungsprozesses.

Die eisenunabhingige und transkriptionale Herunterregulation von TfR1, die transkriptionale
Expressionssuppression von TfR2 (Transferrinrezeptor-2) und die modulierte Expressionszu-
nahme von HFE verursachten eine starke Reduktion der transferrinabhingigen Eisenauf-
nahme. Diese wurde auch durch die Expressionsabnahme der Isoform 1B von divalent metal
transporter-1 (DMT1B) auf RNA-Ebene begleitet. Andere Prozesse, die die Membran-
priasenz des TfR1 veridndern konnten, wie dessen Shedding oder Einsortierung in die Exo-
somen, wurden im Zuge der Proteinkinase C (PKC)-Aktivierung wihrend der PMA-ab-
hingigen megakaryozytiren Differenzierung nicht beeinflsst. Die Expressionsabnahme der
Isoform1 A von divalent metal transporter-1 (DMT1A), die an der transferrinunabhéngigen
Aufnahme von Eisen beteiligt ist, korreliert mit der reduzierten Expression der anderen o. g.
Eisentransportproteine, was auf Reduktion des Eisentransports zwischen den Megakaryozyten
und deren extrazelluldren Umgebung hinweist. Das impliziert weiter, dass das Fe'* des

Ferritins die wichtigste Quelle des Eisens fiir metabolische Prozesse in diesen Zellen darstellt.
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