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Zusammenfassung:

In der vorliegenden Dissertation wurden Neurone untersucht, die von einer speziel-
len Form der extrazellulären Matrix, dem perineuronalen Netz (PN), umgeben sind.
Neurone mit einem PN zeichnen sich durch eine geringe Vulnerabilität bei neurode-
generativen Erkrankungen aus. Da das PN mit hoher Affinität Eisen bindet, war zu
klären, ob das PN den Eisenhaushalt der Neurone beeinflusst und diese mit einer pro-
tektiven Eigenschaft gegenüber Eisen-induzierten oxidativen Stress ausstattet.
Es wurde die Eisenkonzentration und der Gehalt an Eisentransport- und Eisenspei-
cherproteinen von Neuronen mit PN und Neuronen ohne PN in der Ratte untersucht.
Dabei kamen quantitative Methoden wie die ortsaufgelöste Ionenstrahlmikroskopie und
die Objektträger-basierte Laser Scanning Zytometrie sowie Western Blot Analysen und
quantitative Real-Time-PCR zum Einsatz.
Die Untersuchungen zeigen, daß Neurone, die mit einem PN umgeben sind, eine höhere
Konzentration an Eisen sowie Eisentransport- und Eisenspeicherproteinen besitzen als
Neurone ohne ein PN. Das PN könnte so den Eisenhaushalt der Neurone beeinflussen
und diese mit einer protektiven Eigenschaft gegenüber Eisen-induziertem oxidativen
Stress ausstatten.
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‘Gold is for the mistress - silver for the maid -
Copper for the craftsman cunning at his trade.’

‘Good!’ said the Baron, sitting in his hall,
‘But IRON - Cold IRON - is master of them all.’

Rudyard Kipling (1865-1936)
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Perineuronale Netze (PNs)

Die extrazelluläre Matrix (EZM) des ZNS ist in Zusammensetzung und Organisati-
on einmalig. Die in anderen Geweben üblicherweise vorkommenden Faserproteine wie
Fibronektin oder Kollagen sind kein Bestandteil des ZNS, hingegen kommen viele Gly-
kosaminoglykane (GAG) vor [Ruo96, Yam00, Nov00, Gal07]. Die EZM (ca. 15-25%
des adulten Hirnvolumens) kommt zum einen diffus im Gehirn vor oder, als speziali-
sierte Form der EZM, kondensiert als perineuronales Netz (PN) [Brü94b, Brü96,
Dee06]. Das PN umgibt als maschenartige Struktur das Soma, die Dendriten und das
Axoninitialsegment bestimmter Neurone sowie internierende präsynaptische Boutons
(“Netzlöcher”) auf der Zelloberfläche (Abb. 1.1) [Cel94, Brü94b, Brü00, Brü06b].
Entdeckt wurden die PNs 1882 von Camillo Golgi [Gol82], der sie 1893 als “perizel-
luläre Netze” beschrieb [Gol98]. In den folgenden Jahren gingen Wissenschaftler wie
Ramón y Cajal (1897), Meyer (1897), Bethe (1900), Held (1902), Alzheimer (1910) und
Besta (1911) der Frage nach, was ein PN sei, aus was es besteht, welche Zelltypen es
ausbilden, wie es sich bei pathologischen Erkrankungen verhält und welche möglichen
Funktionen es haben könnte [Vit98, Cel98]. Nachdem das Interesse zunächst verlo-
ren ging, wurde das PN 100 Jahre nach dessen Erstbeschreibung von Brauer [Bra82]
und Delpech [Del82] “wiederentdeckt” und ist seitdem Gegenstand der aktuellen For-
schung.

1.1.1 Aufbau

Das PN ist ein Aggregat aus: 1) den GAG-haltigen Chondroitinsulfat-Proteoglykanen
(CSPG) Aggrecan, Versican, Brevican, Neurocan und Phosphacan, 2) der Hyalu-
ronsäure und 3) dem Tenascin-R (Abb. 1.2) [Ash95, Brü00, Yam00, Car07, Gal07].
CS-GAG sind lange, unverzweigte Polymere aus sich wiederholenden Disaccharid-
Einheiten [Ban00]. Aggrecan und Versican kommen auch in anderen Bindegewe-
ben vor, Neurocan und Brevican dagegen ausschließlich im Nervengewebe [Mey95,
Rho04]. Aggrecan ist das Hauptproteoglykan der PNs [Dit06, Gal08b]. Phosphacan
gehört zur Proteoglykan-Familie der Rezeptor-ähnlichen Protein-Tyrosinphosphatasen
RPTPβ und besitzt keine GAG [Mau94, Ban00]. Tenascin-R kann im PN-Komplex

17
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11

22 Abb. 1.1: Das peri-
neuronale Netz (WFA)
umgibt wabenförmig
Zellkörper und Dendriten
des Neurons (NeuN). 1 In-
terneuron mit schwachem
PN, 2 Interneuron mit
starkem PN. Parietaler
Kortex.

als Mono-, Di- und Trimer vorkommen [Ruo96]. Die Bindung der Proteoglykane mit
Tenascin-R erfolgt über Lektin-ähnliche Domänen am C-Terminus (G3-Domäne) und
über eine Fibronectin-Typ-III homologe Domäne des Tenascin-R [Asp97, Ban00]. An
die Hyaluronsäure binden die Proteoglykane mit dem N-Terminus (G1-Domäne), wo-
bei die Bindung über ein Link-Protein (CRTL1, BRAL1-3) ermöglicht wird [Ban00,
Gal07]. Phosphacan kann nicht an die Hyaluronsäure binden.

Die Proteoglykane Brevican, Neurocan und Phosphacan werden von Neuronen als
auch von Gliazellen gebildet, Versican hingegen ausschließlich von Gliazellen (zusam-
mengefasst in [Ban00]). Aggrecan wird in Säugetieren nachweislich von Neuronen
exprimiert [Ban00, Mat02, Car06, Gal08b]. Zwar wird am Hühnerembryo auch
eine regionale Überlappung von Aggrecan mit dem frühen Gliamarker (GLAST) ge-
zeigt [Dom08]. Allerdings ist nach eigenen neusten Arbeiten am Vogelhirn (Gallus
domesticus) anzunehmen, daß die Aggrecanproteine von Vögeln und Säugetieren nicht
identisch sind [Mor08b]. Einen Erklärungsansatz liefert die phylogenetische Distanz
beider Klassen.
Die Hyaluronsäure ist glialen und neuronalen Ursprungs und wird vermutlich über den
CD44-Rezeptor (Gliazelle) und von der Hyaluronsynthetase vom Typ 2 und 3 (Neuron)
in der Zelle verankert, wobei zusätzlich neuronale Zelladhäsionsmoleküle (NCAM) und
Integrine eine Rolle spielen [Cou98, Nov00, Car06, Dit06]. Tenascin-R wird von
glialen und neuronalen Zellen synthetisiert [Car06].

PNs entstehen postnatal im kurzen Zeitfenster der ZNS-Entwicklung während der
Synaptogenese und der Myelogenese [Ban00, Sch04, Brü04, Gal07]. Die Bildung der
PNs, deren Entwicklungsgradient in gewissem Umfang die regionale Hirnreifung reflek-
tiert, ist am 21. bis 35. Postnatal-Tag mit adulter physiologischer Neuronen-Aktivität
abgeschlossen [Mur95, Köp97, Brü00, Brü04, Car07, Gal07].

Durch die aufgeführten Bestandteile, aus denen das PN besteht, bedingt sich die
für diese Arbeit wichtigste Eigenschaft des PN: es ist negativ geladen! Der dadurch
polyanionische Charakter des PN ist Grundlage für die in 1.3 postulierte Funktion des
PN.
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Die komplexe Struktur der PNs wird durch den Anteil der verschiedenen Kompo-
nenten bestimmt und resultiert in einer molekularen und chemischen Heterogenität der
PNs [Hoc83, Fuj89, McK82, Oji98, Här95, Brü94b, Brü96, Mat02, Alp06].
Die Komponenten, die die negative Ladung der PNs verursachen, sind vor allem das
Chondroitinsulfat, aber auch die Hyaluronsäure. Deren Anteil bestimmt maßgeblich
die Stärke der negativen Ladung des PN.

Neuron
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Aggrecan Versican Brevican Neurocan Phosphacan
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Tenascin-R Linkprotein
* * * *

*(  CS-GAG)

Abb. 1.2: Schema der molekularen Organisation eines perineuronalen Netzes. Die CSPG sind die
Hauptkomponenten des PN. Sie bestehen aus den Lektikanen Aggrecan, Versican, Brevican und Neu-
rocan mit CS-GAG-Seitenketten, sowie aus dem Phosphacan. Die Proteoglykane sind über Linkpro-
teine an Hyaluronsäure gebunden und bilden zusammen mit Tenascin-R einen tertiären Komplex.
Einzelheiten im Text.

1.1.2 Vorkommen

PNs kommen im Gehirn vieler Vertebraten vor: in Fischen (Peitschenmesseraal (Apte-
ronotus leptorhynchus) [Mor04a], Schwertfisch (Plecoglossus altivelis), Karpfen (Cy-
prinus carpio) [Mur94]), in Amphibien (Ochsenfrosch (Rana catesbeiana), Teichmolch
(Triturus vulgaris) [Mur94]), in Reptilien (Asiatischer Hausgecko (Hemidactylus fre-
natus), Japanische Sumpfschildkröte (Clemmys japonica) [Mur94]), in Vögeln (Wach-
tel (Coturnix coturnix ), Sittich (Psittacidae spec.) [Mur94], Huhn (Gallus domesti-
cus) [Mor08b]) und in einer Vielzahl verschiedener Spezies in Säugetieren (Rat-
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te (Rattus norvegicus) [Bra82, Laf84, Ste88, Brü93, Brü94b, Brü96, Alp06,
Ber96, Brü04, Car06, Dee06, Der96, Köp97, Hob98, Hag99, Här01a, Sch02,
Fie07, Gal08b], Chilenische Zwergbeutelratte (Thylamys elegans) [Brü06a], Haus-
Spitzmausbeutelratte (Monodelphis domestica) [Brü98b], Mongolische Wüstenrenn-
maus (Meriones unguiculatus) [Brü94b], Meerschwein (Cavia porcellus) [Oji98], Klei-
ner Igeltenrek (Echinops telfairi) [Mor08c], Maus (Mus musculus)[Brü00, Hau00,
Brü03, Dit07, Rei07a], Katze (Felis catus) [Ben99], Hund (Canis lupus forma fa-
miliaris) [Bes11], Schaf (Ovis orientalis aries) [Vid06a], Kuh (Bos taurus) [Mur94],
Bison (Bison bison) [Här01b], Rhesusaffe (Macaca mulatta) [Här95, Hil07], Ma-
kake (Macaca fascicularis) [Dey90] und Mensch (Homo sapiens sapiens) [Ber90,
Ber91, Hoc90b, Yas94, Hau96, Mor04b, Mei06, Brü08, Pan06, Pan08]). Das
Vorkommen und die Zelldichte der PN-tragenden Neurone sowie die Intensität der PN-
Markierung oder der diffusen EZM des Neuropils variiert in der gleichen Region von Art
zu Art (z.B. Mongolische Wüstenrennmaus vs. Ratte [Brü94b]). Die nachfolgenden
Angaben beziehen sich schwerpunktmäßig auf Beobachtungen in Säugetieren.

Hirnregionen

PNs kommen mit unterschiedlicher Häufigkeit, Stärke und chemischer Zusammenset-
zung in nahezu jeder Hirnregion vor (zur Übersicht siehe [See94]). Die wenigen Regio-
nen, die einen sehr geringen Anteil PN-tragender Neurone (folgend auch als PN-positiv
bezeichnet) aufweisen, sind u.a. der entorhinale Kortex, das Striatum, der Hypothala-
mus, die medialen Thalamuskerne und der olfaktorische Bulbus. Die in dieser Arbeit
untersuchten Hirnregionen werden unter 1.1.2 nochmals aufgegriffen.

Zelltypen

Auch wenn einzelne PN-Komponenten von Gliazellen sezerniert werden (1.1.1), um-
geben PNs ausschließlich Neurone. Häufig werden die kortikalen PN-tragenden Neu-
rone als schnell-feuernde, Parvalbumin- und Kv3.1b-positive, GABAerge Interneurone
beschrieben [Kos89, Dra91, Här92, Mor92a, Cel93b, Här94, Yas94, Du96,
Här99, Brü94b, Mur95, Mor00, Alp06]. Parvalbumin, ein Calcium-bindendes
Protein, und Kv3.1b, eine Untereinheit (UE) spannungsabhängiger Kalium-Kanäle,
unterstützen die schnelle Repolarisation und gewährleisten damit eine hohe Rate an
Aktionspotenzialen, so daß sie mit schnell-feuernden Neuronen korreliert zu sein schei-
nen [Här99, Dit06, Car06].

Die genannten allgemeinen Charakteristika mögen zwar für den Großteil der PN-
tragenden Interneurone des Neokortex zutreffen, haben aber keineswegs universel-
le Gültigkeit [Brü94a, Ohy97, Oji98, Brü99, Weg03, Pan06]. So tragen z.B.
nicht alle kortikalen Parvalbumin-positiven Neurone ein PN und umgekehrt [Yas94].
Bereits im Kortex sind drei verschiedene PN-tragende Neuronenpopulationen anzu-
treffen: 1) die erwähnten nichtpyramidalen, GABAergen, Parvalbumin- und teilwei-
se Calbindin-positiven Neurone mit starkem PN, 2) die glutamatergen Pyramiden-
zellen mit dünnem PN und 3) glutamaterge als auch gleichzeitig GABAA-Rezeptor-
positive Neurone mit starkem, diffusem PN (1.1.2) [Weg03]. Im Hippocampus tra-
gen Interneurone der CA1–4, als auch glutamaterge Pyramidenzellen der CA2-Region
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ein PN [Dra91, Cel93a, Du96, Sch02, Brü03]. In den zentralen auditorischen
Hirnregionen wie dem medialen Nukleus des Trapezkörpers (MNTB) kommen weitere
Subklassen PN-tragender Neurone vor: glycinerge Octopus- und Prinzipalzellen sowie
die Parvalbumin- und Calbindin-positiven aspartatergen Zellen [Fri00, Här01a]. Die
PN-tragenden Motorneurone des okulomotorischen und trochlearen Nukleus sind cho-
linerg, die Motorneurone des Nucleus ruber hingegen vorwiegend glutamaterg. Des-
weiteren kommen Parvalbumin-positive, inhibitorische, glycinerge Neurone im RIP
(Nucleus raphe interpositus) sowie Parvalbumin-positive, exzitatorische, glutamaterge
und/oder aspartaterge Neurone im rostralen interstitialen Nukleus des medialen longi-
tudinalen Faszikels vor [Hor03]. Zu den Neuronen, die nicht von einem PN umgeben
sind (folgend auch als PN-negativ bezeichnet), gehören cholinerge Neurone im basalen
Vorderhirn, dopaminerge Neurone in der Substantia nigra pars compacta, serotiner-
ge Neurone in den Raphekernen und catecholaminerge Neurone im Locus coeruleus
[Hob98, Brü04, Brü06a].

Es gibt Hinweise, daß PN-tragende Neurone metabolisch sehr aktiv sind (siehe Aus-
blick 4.2.8 auf S. 102), da sie eine hohe Zytochromoxidase-Aktivität besitzen können
[Hoc90b, Blü92, Hor03]. Generell aber zeigen die genannten Beispiele der ver-
schiedenen PN-positiven Neuronentypen, daß keine offensichtliche Beziehung zwischen
PN-Ausbildung und Neurotransmitter-Typ (GABA, Glutamat, Aspartat, Acetylcholin,
Glycin), Erregungs-Status (inhibitorisch oder exzitatorisch), Calcium-bindendem Pro-
tein (Parvalbumin, Calbindin) oder Zellgröße besteht. Die Vielfalt der Neuronentypen
beeinflusst die in 1.1.1 erwähnte molekulare/chemische Heterogenität der PNs.

PN-positive Neurone der verwendeten Hirnregionen

Parietaler Kortex (PK) Im sechsschichtigen parietalen Assoziationskortex (parieta-
ler Kortex PK) gibt es bei der Ratte drei Typen von PNs: 1) starke, scharf konturierte
PNs um nichtpyramidale Neurone; 2) schwache, dünne PNs um Pyramidenzellen und
3) diffuse PNs um Neurone vorwiegend in der Schicht VIb angrenzend an die Weiße
Substanz [Weg03]. Dabei sind von allen PNs 67% nichtpyramidal, 29% pyramidal und
4% diffus. Die nichtpyramidalen PN-assoziierten Neurone, hauptsächlich Interneurone
der Schichten II/III bis VI, sind GABAerg. Sie exprimieren zum Großteil die Calcium-
bindenden Proteine Parvalbumin und Calbindin und/oder die UE Kv3.1b der span-
nungsabhängigen Kaliumkanäle [Kos89, Cel93b, Här92, Hau00, Brü94b, Här94,
Vid06a, Här99, Brü04]. Die pyramidalen Neurone in den Schichten II/III und V
sind glutamaterg [Brü94b, Weg03]. Pyramidenzellen exprimieren Calcium-bindende
Proteine [Gri03, Tho03]. Die wenigen Neurone mit diffusem PN sind wahrscheinlich
modifizierte glutamaterge Pyramidenzellen, die aber auch den GABAAα1-Rezeptor
exprimieren, der typischerweise auf inhibitorischen Interneuronen vorkommt. Sie ex-
primieren weder Parvalbumin noch Kv3.1b und könnten auch intrakortikale Projekti-
onsneurone sein [Zha97, Weg03].

Subiculum (SUB) Das dreischichtige Subiculum (SUB) besteht aus glutama-
tergen Pyramidenzellen und kleineren, vorwiegend GABAergen Interneuronen, die
kaum in der Molekular-, aber in der Pyramiden- und fusiformen Zellschicht vorkom-
men [Pax04, Sta05]. Brückner et al. [Brü03] konnten mit WFA (Wisteria flori-
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bunda-Agglutinin) ausschließlich nicht-pyramidale Neurone markieren, Drake et al.
[Dra91] fanden zudem VVA1-markierte Neurone, die elektrophysiologisch Pyrami-
denzellen ähnelten. Dennoch ist die Mehrzahl VVA-markierter Zellen GABAerg und
Parvalbumin-positiv, aber nie Calbindin-positiv, wobei nur ein Drittel der GABAergen
bzw. Parvalbumin-positiven VVA-markierten Neurone ein PN trägt [Dra91, Yas94].
Im SUB exprimiert der Großteil der Parvalbumin-positiven Neurone Kv3.1b [Du96].
Die PNs im SUB sind kräftig markiert.

Nucleus ruber (NR) Der Nucleus ruber (NR) ist eine der am intensivsten WFA-
gefärbten Regionen mit einem großen Anteil an PNs in ausgeprägter, maschenartiger
Form [Hob98, Ber96, Köp97]. Besonders auffällig sind, neben den kleineren und
mittelgroßen Neuronen (<20-25µm) im parvozellulären Teil, die großen Motorneuro-
ne (>40µm) im magnozellulären Teil [Rei75, Pax04]. Ein Teil der parvozellulären
Neurone ist GABAerg und Parvalbumin-positiv; die magnozellulären Neurone sind
überwiegend glutamaterg [Bjö84, Ulf01].

Substantia nigra (SN) Die Substantia nigra (SN) pars reticulata (sowie die SN
pars lateralis) besitzt GABAerge, PN-tragende Neurone [See94, Gon00]. Ein Groß-
teil der (PN-tragenden) Neurone der SNpr ist Parvalbumin-positiv [Här92, Yas94,
Gon00], aber im Gegensatz zu denen in der pars compacta (pc), fast ausschließlich
Calretinin- und Calbindin-negativ [See94, Gon00]. Der pars reticulata Part der SN ist
eisenreich [Fra81, Hil84, See94]. Die SN pc besteht hauptsächlich aus kleinen, do-
paminergen Neuronen, die kein PN tragen [Ada01, Hob98, Bra93, Brü04, Brü08].

Entorhinaler Kortex (EK) Der entorhinale Kortex (EK) besteht wie der PK
hauptsächlich aus GABAergen Interneuronen und Pyramidenzellen. Im Gegensatz zum
PK besitzt der EK nur sehr wenige PN-tragende Neurone, die sich vorwiegend in den
Schichten II und VI befinden [See94, Brü94b, Brü03]. Aufgrund der geringen Anzahl
PN-tragender Neurone wurde der EK in dieser Arbeit als Referenzregion verwendet.

1.1.3 Potentielle Funktionen

Die Funktion des PN ist noch weitestgehend ungeklärt. Potentiell könnte das PN ei-
ne Rolle bei der neuronalen Plastizität spielen und zur Stabilisierung der Synapsen im
postnatalen und adulten Gehirn beitragen [Hoc90a, Brü03, Gal07]. Dies wird wahr-
scheinlich mit der Interaktion von Adhäsionsmolekülen gefördert [Gru96]. Die extra-
zelluläre synaptische Stabilisierung limitiert allerdings auch die synaptische Plastizität
und die Ausbildung weiterer synaptischer Kontakte. Dies ist besonders bei Hirnverlet-
zungen nachteilig, bei denen “Narben” aus exzessiver EZM (eher glialen Ursprungs)
die Neuronenregeneration behindern [Ash02, Rho04, Sil04, Bus07]. Entfernt man
nach einer neuronalen Läsion/Disruption Komponenten des PN durch enzymatischen
Verdau mit Chondroitinase oder Hyaluronidase, wird das Neuritenwachstum gefördert
[Piz02, Rho04, Gal07, Mas08, Kaa08, Dom08]. Durch den Chondroitinase-Verdau
wird allerdings auch das LTP und LTD (long term potentiation/depression) im Hippo-

1Vicia villosa-Agglutinin
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campus verringert (gezeigt an Mäuse-Slice-Kulturen von [Sag01, Buk01]). Ein weite-
res Beispiel ist die wiederhergestellte synaptische Plastizität nach Augen-Deprivation
im adulten Tier durch Chondroitinaseverdau im visuellen Kortex [Fox02]. Andererseits
bewirkt eine sensorische Deprivation selbst (Trimmen der Barthaare der Maus) eine Ab-
nahme der PNs in den kortikalen Barrelfields [McR07]. Die Neuronen-assoziierte PN-
Bildung scheint nach langanhaltender, neuronaler Schädigung ebenfalls gestört zu sein,
da nach einem Arterienverschluß2 als Simulation eines Schlaganfalls die PN-Anzahl in
der Periinfarktzone längerfristig sinkt [Hob05]. Die regulatorische Wirkung der PNs
auf die neuronale Plastizität könnte auch der Pathogenese der Alzheimerschen Erkran-
kung entgegenwirken, bei der besonders Hirnregionen mit einer relativ hohen neuro-
nalen Plastiziät von pathologischen, neurofibrillären Tangles und Neurodegeneration
betroffen sind [Are04] (näheres siehe 1.1.4).

Aufgrund des polyanionischen Charakters des PN ist eine weitere potentielle Funk-
tion die Regulation des perineuronalen Mikromilieus. Da kortikale PNs häufig um
hoch-aktive, schnell-feuernde Neurone (Parvalbumin- und Kv3.1b-positiv) vorkommen,
könnten sie als schneller, lokaler Puffer für überschüssige Kationen (z.B. Ca, K, Na)
regulatorisch auf die Ionenhomeostase wirken [Brü93, Brü94b, Brü06a, Här99,
Här01a]. Auch die Wirkung in der Art eines Reservoirs für verschiedene Moleküle wie
Wachstumsfaktoren oder für Wasser ist möglich [Cel94, Gal07]. Die für diese Arbeit
relevanteste potentielle Funktion ist die Neuroprotektion [Brü99, Sch02, Mor04b]
und wird im folgenden Abschnitt 1.1.4 näher erläutert.

1.1.4 Protektive Eigenschaft bei neurodegenerativen Erkran-
kungen

Bereits 1911 wurde von C. Besta beobachtet, daß bei akuten und chronischen Läsio-
nen selbst schwer betroffener Neurone die PNs intakt bleiben [Bes11]. Auch bei der
Alzheimerschen Erkrankung (AD) scheinen die PN-tragenden Neurone weniger vulne-
rabel zu sein. Die AD, erstmals 1906 von Alois Alzheimer beschrieben [Alz06], ist die
häufigste neurodegenerative Erkrankung (∼15 Mio. weltweit), die makroskopisch durch
eine Neuronenverlust-bedingte Atrophie im fronto- und parietotemporalen Kortex, im
Hippocampus und im entorhinalen Kortex charakterisiert ist [Bru81]. Zelluläre patho-
logische Merkmale sind senile Plaques aus β-Amyloid, neurofibrilläre Tangles (NFT)
aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein und ein ausgeprägter Neuronenverlust in kor-
tikalen und subkortikalen Hirnregionen [Are01].

Brückner et al. [Brü99] und Morawski et al. [Mor08d] untersuchten den Zu-
sammenhang von PNs und pathologischen Erscheinungen bei AD in kortikalen Be-
reichen. Die Ergebnisse zeigten, daß kortikale Neurone, die von einem PN umgeben
sind, nahezu nie von einem NFT betroffen sind (beispielhafte Abb. siehe 1.3). Re-
gionen mit senilen Plaques überlappten zwar, aber ohne Übereinstimmung mit den
extrazellulären CSPG. Diese negativen Korrelationen scheinen die relative Resistenz
der motorischen und primär sensorischen Hirnregionen zu bedingen, wo PNs beson-
ders zahlreich vorkommen [Brü99]. Die regionale Korrelation ist auch gegensätzlich
gültig und bei der AD in pathologisch frühzeitig und schwerwiegend betroffenen Gebie-

2middle cerebral artery occlusion (MCAO)
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ten (wie dem entorhinalen Kortex) auffällig wenig PN-tragende Neurone vorkommen
[See94]. Auch Yasuhara et al. [Yas94] zeigten für verschiedene kortikale Bereiche
sowie den retikulären thalamischen Kern, daß PN-tragende Neurone nicht von NFT
oder senilen Plaques betroffen sind und somit resistent gegenüber den pathologischen
Prozessen zu sein scheinen. Baig et al. [Bai05] beobachteten ebenfalls keine Korrela-
tion von PNs mit den pathologischen Merkmalen von AD im Kortex. Sie beschreiben
eine Reduktion der endständigen N-Acetylgalactosamin (GalNAc)-Komponenten der
GAG-Seitenketten der PNs (WFA-markiert) bei AD. Aktuelle Arbeiten zeigen, daß
zwar die endständigen Zucker bei neurodegenerativen Prozessen bis auf die “Stubs”
[Brü98a, Gla98] abgebaut werden, die PN-Kernproteine aber ausdrücklich beste-
hen bleiben [Mor08a]. Härtig et al. [Här01a] untersuchten die Gehirne älterer Bi-
sons nach hyperphosphoryliertem Tau (Bestandteil der NFT) und zeigten, daß diese
Tau-Form auf PN-negative Neurone beschränkt ist. Daß PNs auch vor der Toxizität
des β-Amyloid-Proteins schützen, wurde ebenso an kortikalen Neuronen in Zellkul-
tur [Miy07] und in Hirnschnitten des transgenen AD-Mausmodels Tg2576 [Mor08d]
gezeigt.

*

*

Abb. 1.3: Beispielhafte Darstellung
der Protektion PN-tragender Neu-
rone (∗) gegenüber Neurofibrillären
Tangles (∗), pathologisches Merk-
mal der Alzheimerschen Erkran-
kung. Zerebraler Kortex des Men-
schen. (Mit freundlicher Genehmi-
gung von M. Morawski.)

Weitere Erkrankungen mit einhergehender Neurodegeneration sind die Creutzfeldt-
Jakob-Erkrankung und die HIV-Enzephalopathie (HIV human immunodeficient virus).
Für beide Erkrankungen wurde ein Verlust der PNs beim Menschen beobachtet, den
die Autoren auf die Freisetzung von Substanzen Virus-infizierter Mikroglia zurückführ-
ten [Bel97, Bel99]. Das gleiche wurde auch bei SIV-infizierten (SIV simian immu-
nodeficient virus) Makaken festgestellt [Med04]. Von Vidal et al. wurden Gehirne
von Rindern mit BSE (bovine spongiforme Encephalopathie) [Vid06b] und Schafen
mit Scrapie [Vid06a] untersucht. Hier wurden allerdings bei beiden Krankheitsfor-
men keine Veränderungen der PNs festgestellt. Auch Schüppel et al. [Sch02] erhielten
gegensätzliche Ergebnisse zur Mikroglia-induzierten Degradation der PNs im Hippo-
campus und Gyrus dentatus der Ratte. Bei einer Trimethyltin-induzierten Mikrogliaak-
tivierung blieben die PNs als auch deren umgebenen Neurone intakt. Daraus wurde
geschlussfolgert, daß die PNs eine protektive Eigenschaft aufweisen und die Neuro-
ne vor dem Zelltod bewahren [Sch02]. Die verschiedenen Ergebnisse der Mikroglia-
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induzierten Degradation der PNs könnte in der unterschiedlichen Art der Mikrogliaak-
tivierung (viral, prional, chemisch) oder den verschiedenen Species (Mensch/Makake,
Rind/Schaf/Ratte) begründet sein.

PNs scheinen auch eine wichtige Rolle bei der Parkinsonschen Erkrankung (PD)
zu spielen. Die PD ist eine chronische, progressive, zweithäufigste neurodegenerative
Erkrankung mit ungeklärter Ursache, bei der es zu einem langsamen, selektiven Verlust
der dopaminergen Neurone in der SN pars compacta und des Locus coeruleus kommt
[Dam99, Bra03, Ise04, Eba05, Chi05]. PD-Patienten leiden je nach Stadium der
Erkrankung unterschiedlich stark an Brady-, Hypo- oder Akinese, Tremor, Muskelstar-
re, Gleichgewichts- und Haltungsstörungen sowie Schluck- und Sprechstörungen. Als
pathologisches Merkmal treten neben dem nigrostriatalen Neuronenverlust intraneu-
ronale, zytoplasmatische Proteineinlagerungen aus aggregiertem α-Synuclein (Lewy-
Körperchen) auf [Rie92, Spi98, Bra00, Dau03]. Die dopaminergen Neurone sind
interessanterweise nie von einem PN umgeben und möglicherweise aus diesem Grund
nicht vor der Degeneration geschützt [Brü08]. Zudem ist bei der Parkinsonschen Er-
krankung der Eisengehalt der SN pars compacta erhöht. Die Verknüpfung von Eisen
und der protektiven Eigenschaft der PNs wird unter 1.2.2 und 1.3 näher erläutert.

1.2 Eisen im Gehirn

Eisen ist das am häufigsten vorkommende Metall im menschlichen Körper (3–5 g)
[Har96] und, wie für nahezu jedes Lebewesen, essentiell. Im Gehirn ist Eisen meist
als Kofaktor vieler Enzyme ( Häm-, Nicht-Häm-, Fe-S-Proteine [Rou05]) für dessen
Funktionalität notwendig [Que08]. Es ist an der ATP-Produktion als Komponente der
Succinatdehydrogenase und der Aconitase des Zitronensäurezyklus, des Zytochrom c,
der Zytochromoxidase und der Fe-S-Komplexe in der mitochondrialen Atmungskette
beteiligt [Tho01, Ata04]. Eisen ist auch für die Lipid- und Cholesterol-Biosythese
notwendig und nimmt daher eine besondere Rolle bei der oligodendrozytären Myeli-
nisierung der Axone und bei der Zellteilung ein [Qia98]. Des weiteren wird Eisen als
Kofaktor der Ribonukleosidreduktase für die DNA-Synthese benötigt [Wig88]. Bei der
Synthese von Neurotransmittern hat Eisen ebenfalls eine entscheidende Funktion: es
wirkt als Kofaktor bei der Bildung von Dopamin (Reduktion bei der Parkinsonschen
Erkrankung), Noradrenalin und Serotonin [Tho01]. Zudem gibt es Hinweise auf eine
Beziehung zwischen einem hohem Eisengehalt und Hirnregionen, die GABAerge Inner-
vationen erhalten [Hil85]. Ein Eisenmangel führt folglich, insbesondere während der
Entwicklung, zu systemischen, neurologischen Störungen [Bea03].

1.2.1 Die Redoxaktivität und Toxizität von Eisen

Eisen ist, trotz seiner Essentialität, potentiell toxisch und induziert oxidativen Stress
[Göt94, Eis00]. Die Toxizität des Eisens hängt von seinem Oxidationszustand ab:
Fe3+ ist meist fest gebunden und kaum toxisch, das “freie” Fe2+ hingegen ist durch
seine labile Bindung reaktiv und toxisch. Fe2+ oxidiert unter Reaktion mit Wasserstoff-
peroxid (H2O2) zu Fe3+ (Fenton-Reaktion, Formel 1.1). Dabei entsteht neben einem
Hydroxydanion (OH−) das hoch reaktive Hydroxylradikal (OH · ) [Tem02]).
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Fe2+ hat intra- und extrazellulär auch die Fähigkeit, molekularen Sauerstoff zum
Superoxidradikal (O ·−2 ) zu reduzieren (Formel 1.2) [Val05]. Diese Reaktion läuft recht
langsam und reversibel ab [Amb01]. O ·−2 wiederum generiert, entweder spontan oder
unter katalytischer Wirkung der Superoxiddismutase (SOD), H2O2 (Formel 1.3). Im
Gehirn wird H2O2 auch bei der katalysierten Oxidation von Monoaminen (Dopamin,
Serotonin, Adrenalin, Noradrenalin, Melatonin) durch die Monoaminoxidase (MAO)
gebildet.

O ·−2 kann durch die Reduktion von Fe3+ detoxifiziert werden (Formel 1.4) [Val05].
Allerdings kann das recycelte Fe2+ wieder in die Fenton-Reaktion eintreten [Fat08].

Von der nicht Eisen-vermittelten Haber-Weiss-Reaktion (Netto-Gleichung der Re-
aktionen 1.1 & 1.4, Formel 1.5) geht keine Toxizität aus, sie läuft unkatalysiert nicht
in biologischen Systemen ab [Keh00, Kop01].

Die wahrscheinlich wichtigste Quelle von O ·−2 und H2O2 stellt das Mitochondri-
um dar (NADH-Dehydrogenase, Autooxidation des reduzierten Ubiquinons) [Keh00].
Schätzungsweise 2% des in der mitochondrialen Atmungskette verbrauchten Sauerstoffs
resultieren in reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), wobei in gesundem Gewebe mit in-
takten Mitochondrien die ROS-Produktion höchstwahrscheinlich deutlich geringer als
2%, wenn nicht nahezu 0% ist [Keh00].

Fe2+ +H2O2 → Fe3+ +OH− +OH · (Fenton-Reaktion) (1.1)

Fe2+ +O2 ⇀↽ Fe3+ +O ·−2 (1.2)

2O ·−2 + 2H+ ⇀↽ 2HO2 · → H2O2 +O2 (1.3)

Fe3+ +O ·−2 → Fe2+ +O2 (1.4)

O ·−2 +H2O2 → O2 +OH− +OH · (Haber-Weiss-Reaktion) (1.5)

Die Fenton-Reaktion wird verhindert, indem die zelluläre Konzentration von H2O2

durch detoxifizierende Antioxidantien und Enzyme (u.a. Glutathion (GSH), GSH-
Peroxidase, Katalase) gering gehalten wird und reaktives Eisen durch Speicherung im
Ferritinmolekül (siehe 1.2.3) an der Reaktion mit H2O2 gehindert wird [Dri05]. Diese
Prozesse sind insbesondere für das Gehirn wichtig, da es mit nur 2% des Körperge-
wichts 20–25% des gesamten Sauerstoffs im Körper verbraucht [Tho01, Dri03]. Auch
extrazellulär ist die Zelle H2O2 ausgesetzt, insbesondere durch den “respiratory burst”
der Mikroglia. Allerdings kommen in der Regel extrazellulär keine antioxidativen En-
zyme vor, so daß die Zelle vor oxidativen Stress geschützt wird, indem das freie Eisen
fest an z.B. Transferrin gebunden wird. Transferrin besitzt ein sehr negatives Redukti-
onspotential und ist daher effektiver Protektor gegen Eisen-katalysierte Zellschädigung
[Tem02].

Das in der Eisen-induzierten Fenton-Reaktion generierte Hydroxylradikal ist beson-
ders reaktionsfreudig und somit sehr toxisch. Es schädigt Lipide, Proteine, Kohlenhy-
drate und DNA (hier kann es sogar zur Radikal-modulierten Genexpression kommen)
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[Qia98, Keh00, Val05, Fat08]. Der Eisen-induzierte oxidative Stress ist daher zell-
toxisch und führt zur Degeneration der Neurone, wie es bei neurodegenerativen Er-
krankungen der Fall ist (siehe 1.2.2). Der oxidative Stress könnte direkt aus einem
exzessiven Eisenüberschuss und/oder aus einer verringerten Anzahl bzw. Effektivität
antioxidativer Schutzmechanismen resultieren [Zec04, Mol07].

1.2.2 Die Rolle des Eisens bei neurodegenerativen Erkrankun-
gen

Oxidativer Stress ist kennzeichnend für neurodegenerative Erkrankungen [Pan04,
Fat08]. Insbesondere für die Alzheimersche und die Parkinsonsche Erkrankung gibt
es Arbeiten, die dies belegen [Jen91, Smi97, Ret98, Hir99, Chr00, Cas04, Dri05].
Der oxidative Stress wird durch Eisen induziert und durch das Auftreten einer ab-
normal hohen Eisenkonzentration oder durch Eisenakkumulationen im Gehirn bei
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen belegt [Gor95, Qia98, Qia01]. Die
Eisenablagerungen sind dabei in den von der Degeneration betroffenen Gebieten und
an den typischen, pathologischen Strukturen vorzufinden.

Bei der Parkinsonschen Erkrankung (PD) (oder bei MPTP3-induziertem Parkin-
sonismus) findet man einen erhöhten Eisengehalt und Eisenablagerungen in der Sub-
stantia nigra pars compacta (SNpc) [Dex89, Ger94, He96, Tho99b, Ren01, He03,
Bur03, Pan04, Mor05a]. Dopaminerge Neurone menschlicher Gehirne enthalten das
bei der Oxidation von Dopamin entstehende Pigment Neuromelanin. Neuromelanin
bindet 10–20% des Gesamteisens [Moo04] und wirkt möglicherweise als endogenes
Eisenspeichermolekül, das den oxidativen Stress fördert [Dou02, Dou03, Fed05]. Al-
lerdings wird dies konträr diskutiert und Neuromelanin auch eine potentiell protekti-
ve Eigenschaft zugeschrieben, indem es durch seine Eisen-akkumulierende Eigenschaft
freie Ionen bindet und den oxidativen Stress reduziert [Zec01, Zec03]. Ein Hinweis
dafür ist die Abnahme des Neuromelanins in der Substantia nigra bei der PD [Zec01].
Die Freisetzung des gebundenen Eisens beim Absterben der dopaminergen Neurone
würde dann allerdings wieder zum Eisenüberschuss und oxidativen Stress führen. Es
ist daher kein starrer Prozess anzunehmen. Ähnlich verhält es sich mit einem weiteren
pathologischen Merkmal bei der PD, den intraneuronalen Lewy-Körperchen [Bra00]
(siehe auch 1.1.4). Sie bestehen nicht nur aus Lipiden und aggregiertem α-Synuclein,
sondern auch aus Eisen, das möglicherweise an der Aggregation der Lewy-Körperchen
beteiligt ist [Cas00, Bra00, Man04, Kau04]. Auch hier wäre es aber möglich, daß
die Lewy-Körperchen primär nicht toxisch, sondern eher protektiv wirken, indem sie
freies Eisen binden [Cas00].

Bei der Alzheimerschen Erkrankung (AD) sind ebenfalls Eisenablagerungen im
Gehirn zu finden. Diese korrelieren mit den pathologischen Merkmalen der AD, den
intrazellulären neurofibrillären Tangles (NFT) und den extrazellulären senilen Plaques
aus β-Amyloid (1.1.4) [Smi97, Mak99, Tho01, Bur03, Cas07]. Da beide Struk-
turen potentiell redoxaktives Eisen enthalten, unterstützen sie möglicherweise den
Eisen-induzierten oxidativen Stress und den progressiven Verlauf der AD [Say00,
Pan04, Kha06, Raj05]. β-Amyloid aggregiert womöglich auch erst durch den Eisen-

31-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetra-Hydro-Pyridin [Dau03]
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induzierten oxidativen Stress und verstärkt den Prozess durch die Ansammlung weite-
ren potentiell reaktiven Eisens [Sch95, Chr00]. Die trophische und toxische Fähigkeit
des β-Amyloid ist auch in [Atw03] veranschaulicht.

Weitere neurodegenerative/neurologische Erkrankungen mit Eisen-assoziierter Pa-
thologie sind: Neurodegeneration mit Eisenablagerung (obsolent Hallervorden-Spatz-
Syndrom), Multisystem-Atrophie, Lewy-Körperchen-Demenz, Progressive Supranukle-
äre Blickparese, Multiple Sklerose, Restless-Legs-Syndrom, Pick-Krankheit, Creutzfeldt-
Jakob-Erkrankung, Friedreich-Ataxie, Chorea-Huntington, Down-Syndrom, Epilepsie,
Hämochromatose und Neuroferritinopathie [Con92, Tho01, Cur01, Tem02, Con03,
Bur03, Dor04]. Ein eiseninduzierter oxidativer Stress wurde auch an bei Scrapie-
infizierten Zellen festgestellt [Fer05]. Neben der Erhöhungen des Eisengehaltes im
Gehirn bei neurodegenerativen Erkrankungen ist, möglicherweise wegen der sinken-
den Menge bzw. Effektivität der Antioxidantien, eine generelle Eisenzunahme im Ge-
hirn auch im Alter (beginnend beim Menschen ab 40 Jahre [Con01]) zu beobachten
[Heb99, Ren01, Zec04]. Männer haben im Gehirn einen höheren Eisengehalt als
Frauen, was möglicherweise mit der größeren Anfälligkeit der Männer für frühe neuro-
degenerative Erkrankungen im Zusammenhang steht [Bar07].

Meist geht mit einer Abnormalität des Eisens auch eine veränderte Eisenprotein-
Expression im Gehirn einher. Deren Erfassung ist durch die Variabilität zwischen den
verschieden Erkrankungen als auch zwischen den jeweiligen Hirnregionen und den ver-
wendeten Antikörpern nicht einfach. Auszugsweise findet man in der SN, neben an-
derweitig veränderten Expressionen [Grü04], eine Abnahme von Ferritin bei der PD
[Gal04, Dex90, Dex91] als auch beim Restless-Legs-Syndrom [Con03], wohingegen
bei der Progressiven Supranukleären Blickparese als auch bei der Multisystem-Atrophie
eine Zunahme von Ferritin beobachtet wird [Dex91]. Bei der AD ist regional u.a. der
Gehalt an Ferritin erhöht und an Transferrin gesenkt [Con92, Ger94].

1.2.3 Transport und Speicherung von Eisen in Neuronen

Um den potentiellen, toxischen Effekt von Eisen zu minimieren, sind spezifische Mecha-
nismen und Proteine zur Bereitstellung, dem Transport und der Speicherung des Eisens
in einer löslichen, nicht-toxischen Form beteiligt und gewährleisten den Bedarf als auch
die Homöostase des Eisens in der Zelle [Lie01] (für eine ausführliche Beschreibung siehe
auch [Tem02]). Die in Neuronen relevanten Eisentransport- und Eisenspeicherproteine
und die jeweiligen Oxidationsformen des Eisens (Fe2+, Fe3+) sind in der Abbildung 1.4
schematisch dargestellt.

Speicherung von Eisen

30% [Bra97] bis 90% [Dou98a, Wil03] des Eisens im Gehirn sind in einer nicht-
toxischen Form (Fe3+) fest an Ferritin gebunden. Ferritin ist ein intrazelluläres, glo-
buläres Eisenspeicherprotein in Form einer Hohlkugel das maximal 4500 Eisenato-
me als Ferrihydrit im Molekülkern binden kann (durchschnittlich 2500, im Gehirn
nur 1000–2000) [And92, Har96, Bra97, Cha99, Tem02]. Es besteht aus 24 UE
von zwei Typen von Polypeptidketten, H (heavy/heart, 21 kDa) und L (light/liver,
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Abb. 1.4: Eisentransport- und Eisenspeicherproteine des Neurons. Nähere Erläuterung im Text.

19 kDa), die in vivo als Heteropolymer regional und zelltypspezifisch variabel vor-
kommen [Eis00, Tho01]. Ferritin H ist eine Ferroxidase (Fe2+ → Fe3+) zur schnellen
Aufnahme des Eisens (partiell geleitet durch einen negativen chemischen Gradienten
[Dou98b]) in das Ferritinmolekül, Ferritin L ist am Aufbau des Ferritinkerns beteiligt
und dient vorwiegend als Langzeitspeicher [Eis00]. Das Verhältnis der H- und L-Ketten
im Ferritinmolekül beeinflusst dessen Oxidaseaktivität [Har96]. Die in Säugetieren
hoch konservierten (80%) H- und L-Ketten werden auf verschiedenen Chromosomen
codiert und sind zu 50% homolog [Tem02].

Unter eisenreichen Bedingungen findet man im Gehirn noch ein weiteres Eisen-
speicherprotein, das Hämosiderin. Es wird vermutet, daß Ferritin von Lysosomen (Si-
derosomen) aufgenommen und teilweise in unlösliches Hämosiderin degradiert wird
[Har96]. Diese Hypothese wird dadurch unterstützt, daß Siderosomen von α-Ferritin-
Antikörpern erkannt werden, allerdings eine deutlich schwächere Immunreaktivität zei-
gen.
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Transport von Eisen

Der Import von Eisen erfolgt über zwei verschiedene Wege: 1) über Transferrin
(Tf) und den Transferrin-Rezeptor (TfR) und 2) über das Divalente Metalltrans-
portprotein 1 (DMT1). Tf ist ein Einzelstrang-Polypeptid mit einer Molekularmasse
von 80 kDa. Das Apotransferrin bindet mit hoher Affinität zwei Fe3+-Ionen (Fe2-
Tf=Holotransferrin). Der TfR ist ein Transmembranprotein und Dimer aus zwei
Glykoprotein-Monomeren von je 95 kDa. Der TfR besitzt zwei Bindungsstellen für
Holotransferrin-Moleküle, die er mit hoher Affinität bindet. Tf-Rezeptoren besitzen die
Fähigkeit, zu Proteopartikeln aus 6–12 Rezeptordimere zu aggregieren, was womöglich
die Vesikelintegration stabilisiert [Tem02]. Erkennt und bindet der TfR das Tf, wird
der Tf-TfR-Komplex über Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zelle internalisiert.
Nach der Fusion mit anderen Vesikeln zum Endosom wird über membranständige
ATP-abhängige Protonenpumpen der intraendosomale pH-Wert von 7,4 auf 5,5 ge-
senkt. Dadurch löst sich das Eisen vom Tf und wird ins Innere des Endosoms entlas-
sen. Über das membranständige DMT1 (siehe unten) wird das Eisen aus dem Vesikel
in das Zytoplasma transportiert, wo es für weitere Interaktionspartner zur Verfügung
steht. DMT1 kann Eisen allerdings nur als Fe2+ transportieren, so daß das Fe3+ zuvor
durch eine Ferrireduktase reduziert werden muß. Der Tf-TfR-Komplex gelangt über
Exozytose des Endosoms zurück zur Zelloberfläche, wo der TfR in der Zellmembran
verbleibt und das Apotransferrin in den extrazellulären Raum zur neuen Bindung von
Fe3+ entlässt. Dieser Transportzyklus dauert 2-3 min und wird in der Lebensdauer des
Tf-Moleküls 100–200 Mal durchlaufen [Ais01, Tem02].

Das Membrantransportprotein DMT1, auch als DCT1 (Divalenter Kation-Trans-
porter 1) oder Nramp2 (Natural Resistance Associated Macrophage Protein 2) be-
zeichnet, kommt im ZNS insbesondere in Neuronen als auch in Astro- und Mikroglia-
zellen vor, nicht aber in Oligodendrozyten [Gun97, Jeo03, Moo04, Lis04, Son07].
Es transportiert Fe2+ nicht nur aus dem Endosom in das Zytoplasma, sondern auch
in die Zelle hinein. Dieser Import ist unabhängig vom Tf-TfR-Weg und stellt somit
einen zweiten Weg des Eisenimports in die Zelle dar. DMT1 ist ein Protonensympor-
ter (1 Fe2+:1 H+) und transportiert nicht nur Eisen, sondern auch andere zweiwertige
Metallionen [Ais01, Gar03].

Fe3+ wird dem DMT1-Transportweg zugänglich gemacht, indem es durch die Ferr-
ireduktase DcytB (Duodenales Zytochrom B) zu Fe2+ reduziert wird. DcytB ist ein
Homolog des Transmembranproteins Zytochrom b561 [McK01]. Es kommt vor allem
in der Mucosa und in der Bürstensaummembran des Duodenums vor, wo es durch die
Reduktion von Eisen dessen Absorption aus der Nahrung ermöglicht [Roy01, Var03,
Gle05]. Die mRNA von DcytB wurde in der Maus auch in der Milz, der Leber und
im Gehirn nachgewiesen [McK01].

Das Metalltransportprotein 1 (MTP1), auch als Ferroportin 1 oder IREG1 bezeich-
net, ist das einzige bekannte Eisenexport-Protein im Gehirn. Es kommt in verschie-
denen Geweben, u.a. auch im Gehirn in Neuronen, Astro- und Oligodendrozyten vor
[Abb00, Bur01, Wu04]. MTP1 besitzt eine gewisse Homologie zu DMT1 und bei-
de Proteine haben die gleiche Molekularmasse (∼62 kDa) sowie transportieren Fe2+,
nicht aber Fe3+ aus der Zelle [Abb00]. Das vom MTP1 exportierte Fe2+ wird durch
die membranverankerte Ferroxidase Hephaestin oder durch das zirkulierende Caerulo-
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plasmin zu Fe3+ oxidiert [Gar03]. Das Fe3+ kann nun wieder von Tf gebunden und in
die Zelle transportiert werden.

Posttranskriptionelle Regulation von Ferritin, TfR, DMT1 und MTP1

Zellen können ihr Level an Ferritin und TfR über zytosolische, Eisen-regulatorische
Proteine (IRP1 und IRP2) posttranskriptionell anpassen [Zec04, He07]. Bei Eisen-
mangel binden die IRP an die Eisen-reaktiven Elemente (IRE) am 5’-Ende (Ferritin)
bzw. 3’-Ende (TfR) der jeweiligen mRNAs. Dies verhindert die Synthese von Ferritin
bzw. den Abbau der TfR-mRNA durch RNasen. Folglich kommt es bei einem Eisen-
mangel zu einer Abnahme des Eisenspeicherproteins Ferritin und zu einer Zunahme
des am Eisentransport beteiligten TfR. Bei einem Eisenüberschuss in der Zelle wird
IRP1 durch ein Fe-S-Cluster geblockt und an der Bindung des IRE gehindert, IRP2
wird proteosomal degradiert. So wird bei Eisenüberschuss Ferritin synthetisiert, die
TfR-mRNA hingegen enzymatisch zerstört.

Nicht so eindeutig nachweisbar ist die Regulation von MTP1 und DMT1. Die mR-
NAs beider Proteine besitzen am 5’- bzw. 3’-Ende ein IRE (bei DMT1 nur zwei der
vier Isoformen) [Rot03]. Einige Autoren beobachteten bei Eisenmangel einen Anstieg
des mRNA-Levels von DMT1 und, in der Leber gezeigt, eine Abnahme von MTP1
[Tem02, Eis03]. Ke et al. [Ke05] wiederum konnten im Rattenhirn bei Eisenmangel
oder Eisenüberschuss keine Änderung im Gehalt der DMT1-mRNA mit und ohne dem
IRE feststellen. Die unterschiedlichen Ergebnisse könnten u.a. aus der verschiedenen
Sensitivität der Hirnregionen gegenüber einem veränderten Eisenhaushalt resultieren
[Bea03].

Der labile Eisenpool

Der labile Eisenpool (LIP) beschreibt intrazelluläres, nicht Protein gebundenes Eisen
(Fe2+ und Fe3+), das an kleine Anionen (PO3−

4 , CO2−
3 , Zitrat), Polypeptide und Ober-

flächenkomponenten von Membranen (z.B. Phospholipid-Kopfgruppen) labil gebunden
ist [Que08]. Der LIP wird u.a. durch die Ferroxidase-Aktivität des Ferritin-H reguliert.
So befinden sich 3–5% des zellulären Eisens (0,2-0,5 mmol) im LIP [Kak02, Kru03,
Val05]. Das Eisen liegt dabei vorwiegend als Fe2+ vor. Der LIP ist daher die “Quelle”
des toxischen, reaktiven Eisens und speist die Fenton-Reaktion.

1.3 Beziehung von perineuronalen Netzen und Ei-

sen im Gehirn

Eine mögliche Beziehung zwischen Eisen und PNs zeigt sich bereits auf regionaler Ebene
durch die Korrelation von eisenreichen Hirngebieten und dem Vorkommen von PNs.
Viele der eisenreichen Gebiete wie die Substantia nigra pars reticulata, das ventrale
Pallidum, der Nucleus ruber, der ventrale Thalamus und die cerebellaren Kerne [Hil84,
Ben93, Koe95, Erb96, Foc97, Bur99, Bea03, Göt04] besitzen eine hohe Anzahl
PN-tragender Neurone [See94].
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Die PNs sind aufgrund ihres polyanionischen Charakters (siehe 1.1.1) in der La-
ge, große Mengen Eisen mit hoher Affinität zu binden. Dies wurde mit Eisenchlo-
rid (FeCl3) [Mor04c, Mor06] und mit kolloidalem Eisenhydroxid (CIH, siehe Abb.
1.5) [Brü93, Mur95, Rei03] nachgewiesen. Die Eisenbindungskapazität wird durch
den Anteil der negativ geladenen Komponenten, vor allem von Chondroitinsulfat,
aber auch von Hyaluronsäure, bestimmt. WFA bindet die GalNAc-Komponenten der
Chondroitinsulfat-Proteoglykane und stellt daher höchstwahrscheinlich die polyanioni-
schen, Eisen-bindenden PNs dar.

PNs könnten so auch als Puffer für extrazelluläres, potentiell toxisches Eisen wirken,
indem es freie, reaktive Eisenionen bindet [Rei03, Mor04b, Fie07]. Folglich würde
sich der lokale oxidative Stress im Mikromilieu der PN-tragenden Zelle reduzieren und
das Neuron vor der Eisen-induzierten Degeneration schützen.

Abb. 1.5: Das polyanionische PN
bindet mit hoher Affinität Eisen.
Eisenbindungsreaktion mit kolloida-
lem Eisenhydroxid (CIH, modifiziert
nach [Gra58]) im PK der Ratte.
Das Eisen wurden anschließend nach
Perl gefärbt [Per67], das Zytoplas-
ma mit Eosin. Balken: 20µm. (Mit
freundlicher Genehmigung von M.
Morawski.)

Unterstützt wird die Hypothese durch die Lipofuszin-Antikorrelation: Lipofuszin
kommt im Alter und bei AD 52%–74% seltener in PN-tragenden Neuronen als in PN-
negativen Neuronen im Kortex vor [Mor04b] (Abb. 1.6). Lipofuszin ist ein intra-
neuronales, intralysosomales Pigment aus akkumulierten Proteinen und Lipiden, was
durch Eisen-katalysierte Oxidation entsteht [Bru92, Bru02, Ter04]. Lipofuszin ist
daher ein Indikator für lokale oxidative Prozesse, die potentiell zelltoxisch sind [Soh89].
Da im alternden Gehirn Lipofuszin-Akkumulationen hautpsächlich in den kortikalen
Hirnregionen auftreten, die bei der AD frühzeitig eine NFT-Pathologie ausbilden, sind
sie charakteristisches Anzeichen für die Vulnerabilität gegenüber neurofibrillärer De-
generation [Bra00]. Morawski et al. [Mor04b, Mor06] vermuten, daß die PNs vor
Lipofuszin-Ablagerungen durch Reduktion des oxidativen Stresses schützen und ver-
merken, daß Neurone mit einem starken PN (kortikale Interneurone) fast ausschließlich
frei von Lipofuszin sind, Neurone mit nur einem schwachem PN (kortikale Pyramiden-
zellen) durchaus intrazelluläres Lipofuszin aufweisen können. Es ist daher auch eine
Zellspezifität für Lipofuszin oder eine Abhängigkeit von der PN-Stärke denkbar.

Des weiteren wurde festgestellt, daß EZM-Komponenten wie Glykosamino- und Pro-
teoglykane protektive Eigenschaften gegenüber Eisen-induzierten oxidativen Prozessen
aufweisen [Alb00]. Campo et al. [Cam04] zeigten an Eisen-exponierten Zellkulturen,
daß Hyaluronsäure und Chondroitin-4-sulfat die durch oxidativen Stress induzierte Li-
pidperoxidation begrenzen. Wu et al. [Wu05] zeigten in Zellkulturen einen protektiven
Effekt von Versican gegenüber durch oxidativen Stress induzierter Apoptose.
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*
Abb. 1.6: Beispielhafte Darstellung
der Protektion PN-tragender Neurone
(∗weiß, α-CSPG) gegenüber Lipofuszin-
Ablagerungen bei AD (∗pink, Au-
tofluoreszenz) als Indikator für Eisen-
katalysierten oxidativen Stress. Neuro-
nenmarker: SMI311 (blau). Zerebraler
Kortex des Menschen. [Mor04b].

1.3.1 Aufgabenstellung

Die geringere Vulnerablitität der PN-tragenden Neurone könnte dadurch bedingt sein,
daß das PN extrazelluläre, reaktive Eisenionen bindet und so den lokalen, oxidativen
Stress reduziert. Eine Interaktion mit dem Eisen müsste sich im Eisengehalt des PN
oder der Zelle wiederspiegeln. Durch die Interaktion von PN und Zelle würde dies wahr-
scheinlich auch den Eisenhaushalt des Neurons beeinflussen.
Aufgabenstellung war daher die Quantifizierung des intrazellulären Eisens und der
Eisentransport- und Eisenspeicherproteine von PN-positiven und PN-negativen Neu-
ronen. Es sollte untersucht werden, ob sich die potentielle Protektion gegenüber dem
Eisen-induzierten oxidativen Stress mit einem veränderten Eisenhaushalt belegen lässt.

1.4 Methodische Einleitung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei neuartige Methoden so optimiert, daß
sie für die Analyse des zellulären Eisens und der zellulären Eisenproteine physiologischer
Konzentrationen angewandt werden konnten: die Ionenstrahlmikroskopie (1.4.1) und
die Objektträger-basierte Laser Scanning Zytometrie (1.4.2). Beide Techniken besitzen
nicht nur Vorteile gegenüber bisher üblichen angewandten Nachweismethoden, sondern
bieten zudem neue Möglichkeiten der ortsaufgelösten Quantifizierung an biologischem
Material.

1.4.1 Ionenstrahlmikroskopie

Viele der Nachweismethoden für Eisen beruhen auf der Zugabe von Chelatoren. So
kann Fe3+ beispielweise durch Kaliumferrozyanid (Berliner-Blau-Reaktion nach Perl
[Per67]) und Desferrioxamin, und Fe2+ durch Kaliumferrizyanid (Reaktion nach Turn-
bull) und Ferrozin nachgewiesen werden [Esp02, Rie04]. Die Chelatoren binden dabei
freies Eisen oder lösen schwach gebundenes Eisen aus seiner Verbindung und bilden
einen Komplex. Fest an Proteine gebundenes Eisen muß dem Chelator durch mechani-
sche, chemische oder enzymatische Behandlung vermittelt werden. In wässriger Lösung
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kann es zur Bildung von unlöslichen Eisensalzen kommen, die sich der Detektion ent-
ziehen. Chelator-basierte Methoden sind daher anfällig für Artefakte, zumal die Ef-
fektivität von der Spezifität und der Affinität des Chelators zum Eisen abhängt. Der
Nachweis des chelatierten Eisens erfolgt kolorimetrisch am Schnitt, üblicherweise aber
am Homogenat/Lysat mittels Spektrophotometrie sowie HPLC (High Performance Li-
quid Chromatography). Ohne Chelator kann Eisen in Homogenaten durch Massenspek-
trometrie, ESR (Elektronenspinresonanz)-Spektroskopie und AAS (Atomabsorptions-
spektroskopie) quantifiziert werden [Sav99, Esp02, Hoe04].

Der Eisengehalt von lebenden Zellen kann in Echtzeit mit Fluoreszenzsonden be-
stimmt werden [Tho99a, Pet02, Esp02] (Review siehe [Que08]). Dabei wird Eisen
über Metall-sensitive Moleküle wie z.B. Calcein oder Phen Green SK nachgewiesen,
deren Fluoreszenzemission durch die Bindung von Eisen gequentscht wird. Diese sen-
sitive Methode (Detektionslimit 0,01 µg/g [Ort05]) hat sich zum semiquantitativen
Nachweis von freiem Eisen bewährt, erfährt jedoch beim Nachweis gebundenen Eisens
ähnliche Nachteile wie die Anwendung von Chelatoren.

Die Quantifizierung von Eisen, die unabhängig von der Zugabe von Chelatoren oder
Sonden ist und ortsaufgelöst an einzelnen Zellen durchgeführt werden kann, bleibt nur
wenigen, physikalischen Methoden vorbehalten: Particle-Induced X-Ray Emission (PI-
XE), Secondary Ion Mass Spectroscopy (nanoSIMS), Synchrotron Radiation X-Ray
Fluorescence Spectroscopy (SR-XRF) gekoppelt mit X-Ray Absorption Near Edge
Structure Spektroskopie (XANES) zur Spezifikation. Die Techniken zeichnen sich ent-
weder durch ein niedriges Detektionslimit aus (einige Atome (nanoSIMS) [Qui06] bis
0,01 µg/g (SR-XRF) [Ish02]), durch eine Sensitivität für den Oxidationsstatus (XA-
NES) [Lob06] oder durch eine extrem hohe Ortsauflösung von 50-300 nm (SR-XRF
[Ort07]; nanoSIMS [Ort05, Gue05] (allerdings bei einer geringen und daher für die
Quantifizierung wenig geeigneten Informationstiefe von 100 nm)).

Die derzeit besten Voraussetzungen für eine ortsaufgelöste Quantifizierung von Ele-
menten auf subzellulärer Ebene bietet die PIXE-Technik. In Hinblick auf neurowissen-
schaftliche Fragestellungen wurde sie zur Untersuchung der grauen und weißen Sub-
stanz im murinen Cerebellum und Corpus callosum [Ser05], der Substantia nigra und
weiteren Hirnregionen [Lie97, Heb99, Tho99b, Ren03, He03, Mor05a, Mei06],
von Neuromelanin [Rei07b], von β-Amyloid-Plaques [Mak99, Raj05], von neurofi-
brilären Tangles [Wat95, Mak98, Mak99], der Retina [Yef00, Yef02] und von
dopaminergen Neuronen in Zellkultur [Ort07] angewandt.

Das Ionenstrahlmikroskop des Instituts für Experimentelle Physik II der Universität
Leipzig erzielt überdurchschnittlich gute PIXE-Ergebnisse: es werden Ortsauflösungen
von < 1 µm und eine weit unter dem physiologischen Gehalt der Zelle (∼0,5 mmol/l)
liegende Nachweisgrenze für Eisen von < 4 µmol/l (∼25 µg/g) erreicht [Fie07] (zitiert
in [Que08]). Ein Teil der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur ortsaufgelösten
Quantifizierung des intrazellulären Eisens in PN-tragenden Neuronen wurde bereits in
Fiedler et al. [Fie07] veröffentlicht.

1.4.2 Objektträger-basierte Laser-Scanning-Zytometrie

Die Laser-Scanning-Zytometrie (LSZ) wurde 1991 von Kamentsky et al. [Kam91] eta-
bliert und vereinigt die multiparametrische Fluoreszenzanalyse der Durchflusszytome-
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trie mit der morphologischen Analyse und Dokumentation der Immunhistochemie. Im
Gegensatz zum Durchflusszytometer können neben Zellsuspensionen auch frische oder
fixierte Gewebeschnitte oder Zellkulturen direkt auf dem Objektträger (slide-based, sb)
analysiert werden. Somit wird eine Darstellung und Quantifizierung individueller Zellen
direkt im Gewebeverband mit der ursprünglichen anatomischen und morphologischen
Struktur ermöglicht [Tár02, Har07, Pet08].

Im Durchflusszytometer ist eine Differenzierung zwischen Neuronen mit und ohne
PN nicht möglich, da bei der Präparation die EZM entfernt wird und bisher kein
spezifischer intrazellulären Marker für PN-positive/-negative Neurone bekannt ist. Bei
der sbLSZ bleiben nicht nur die PNs erhalten, sondern auch die Zellstrukturen und
zytoplasmatischen Proteine, die besonders für die morphologische Diskriminierung der
verschiedenen Zelltypen im Gehirn notwendig sind [Mos06].

Für jedes Ereignis werden die genauen x-y-Koordinaten aufgenommen, was nicht
nur die Zählung der Zellen, sondern auch deren Relokalisation und Reanalyse ermöglicht
[Cla97, Dar99, Laf06]. Da die Art der Datenverarbeitung und die Zellzählung mit-
tels LSZ sehr effizient und schnell geschieht, war die Methode bisher vor allem für klini-
sche Anwendungen interessant [Tár02, Ger04, Ger05]. Im Vordergrund stand dabei
insbesondere die Quantifizierung von DNA, die Zellzyklusanalyse, die Apoptosedetek-
tion, die Phänotypisierung von Immunzellen, die Enzymkinetik, die Translokation von
Molekülen und die Morphologieanalyse [But05a, Ger00, Cla98, Ger05, Gal08a,
Mos06, Sac04, Kam99, Boc06, Zha08, Tsu08, Mor07, Hol07, Bed99, Dar99,
Pet08].

Zum Vergleich von PN-positiven und PN-negativen Neuronen wurde im Rahmen
der vorgelegten Promotionsarbeit erstmalig eine quantitative Analyse der Proteinex-
pression von Zellen an einem sbLSZ-Gerät (iCys, CompuCyte) durchgeführt. Dabei
wurde, neben intrazellulären Markern, erstmalig auch die extrazelluläre Mikroanato-
mie des Neurons, das PN, für die Differenzierung der Zellen verwendet.





Kapitel 2

Materialien und Methoden

Für alle Untersuchungen wurden männliche, adulte (Alter 2–4 Monate) Wistar-Ratten
(Rattus norvegicus domestica, var. albinos) verwendet. Die Untersuchungen wurden
gemäß § 4 Abs. 3 des Tierschutzgesetzes durchgeführt und beim Regierungspräsidium
Leipzig angezeigt. Die Tiere wurden mit CO2 narkotisiert. Die Tötung der Tiere erfolgte
für die Ionenstrahlmikroskopie, mit Ausnahme der Kontroll-Kryoschnitte (2.1.4), durch
Perfusion (2.1.4), für die qRT-PCR (2.2.1) und für die Western Blot-Analysen (2.3.1)
durch Dekapitation.

Für die Untersuchungen wurden folgende Hirnregionen gewählt, die sich vorrangig
durch eine große Anzahl PN-tragender Neurone auszeichnen [See94]: parietaler Kortex
(PK, ∼Bregma -4,1), Subiculum (SUB), Nucleus ruber (NR), Substantia nigra (SN)
(∼Bregma -5,8) [Pax98]. Als Referenzregion mit einer geringen Zahl an PN-positiven
Neuronen [See94, Brü94b] wurde der entorhinale Kortex (EK, ∼Bregma -6,3) ver-
wendet. Damit ist zum einen eine breite Auswahl an morphologisch und chemisch he-
terogenen Neuronen und PNs gegeben, zum anderen sind die Regionen unterschiedlich
stark bei neurodegenerativen Erkrankungen betroffen (siehe Einleitung 1.1.4).

2.1 Ionenstrahlmikroskopie

Um die Elementverteilung, speziell von Eisen, von PN-positiven und PN-negativen
Neuronen ortsaufgelöst und quantitativ zu analysieren, wurde die Ionenstrahlmikro-
skopie (Nuklearmikroskopie) angewandt. Die dazu verwendete PIXE-Methode wurde
an der Hochenergie-Ionen-Nanosonde LIPSION der Fakultät für Physik und Geowis-
senschaften der Universität Leipzig durchgeführt.

2.1.1 Hochenergie-Ionen-Nanosonde LIPSION

Die Hochenergie-Ionen-Nanosonde LIPSION [But00] ist ein Ionenstrahlmikroskop,
das zur quantitativen, ortsaufgelösten Elementanalyse verwendet wird. Die Nanosonde
LIPSION wurde bereits zur Analyse biologischer Proben angewandt [Rei04, Fie07,
But05b, Men04], u.a. von Hirnregionen [Mor05b, Mor05a, Mei06], Neuromelanin
[Rei07b] und Eisen-beladenen PNs [Rei03, Mor04c].
Die Abbildung 2.1 zeigt einen Blick in das Nanosonden-Labor mit Ionenstrahlmikro-

37
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skop. Das Mikroskop ähnelt im Prinzip dem eines Elektronenmikroskops, verwendet
aber zur Analyse anstelle eines Elektronenstrahls einen fokussierten Ionenstrahl. Pro-
tonen (H+-Ionen) zeigen eine besonders gute Signalausbeute mit wenig Untergrundsi-
gnal und eignen sich daher gut zur Elementanalyse. Für die Messungen wurden Pro-
tonen mit einer Energie von 2,25 MeV verwendet, die von einem Ionenbeschleuniger
(3 MeV SingletronTM , High Voltage Engineering Europa, Amersfoort) erzeugt werden.
Die Protonen werden in der Nanosonde im Vakuum zu einem Protonenstrahl fokussiert
[But00], der in die Probenkammer geleitet und durch Ablenkspulen über die Probe
gescannt wird. Der fokussierte Protonenstrahl mit einem Strom von bis zu 1000 pA
ermöglicht eine PIXE- und RBS-basierte (2.1.2 & 2.1.3) Ortsauflösung der Elemente
von ca. 1 µm bei einer Nachweisgrenze von ∼4 µmol/l (Fe) bis 60 µmol/l (P).

3 MeV Ionen-
Beschleuniger 90°-Magnet

Objekt-
blende

Apertur-
blende

Probenkammer

Quadrupollinsen-
Paare

PIXE-Detektor

Abb. 2.1: Nanosonden-Labor mit Ionenstrahlmikroskop LIPSION.

2.1.2 Particle-Induced X-Ray Emission-Spektrometrie

Die ortsaufgelöste Quantifizierung der Elemente basiert auf der PIXE-Spektrometrie
(Particle-Induced X-Ray Emission) [Joh95]. Trifft der Protonenstrahl auf die Probe,
werden in dieser Elektronen aus den Elektronenschalen der tiefsten Energieniveaus (K-
und auch L- Schale) energetisch so weit angehoben, daß sie diese verlassen. Das entste-
hende

”
Loch“wird von einem Elektron aus einer höherenergetischen Elektronenschale

aufgefüllt. Dabei wird Röntgenfluoreszenzlicht mit einer Element-charakteristischen
Energie emittiert und von einem PIXE-Detektor (HPGe-Röntgen-Detektor Iglet-X,
Ortec) detektiert. Die charakteristische Energie der Röntgenstrahlen für Eisen ist

6,4 keV (Kα, M
e−→K) bzw. 7,1 keV (Kβ, L

e−→K). Die Menge der emittierten Röntgen-
fluoreszenzstrahlung ist der Menge des in der Probe enthaltenen Elements proportional.
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Die Ereignisse können für die gesamte Schnittdicke (5 µm, 2.1.4) erfasst und im PIXE-
Spektrum (Abb. 2.3 B) dargestellt werden. Mittels PIXE können am LIPSION alle
Elemente mit einer charakteristischen Röntgenenergie größer 1,5 keV (≥Ordnungszahl
13) wie z.B. die Spuren- und Nebenelemente Al, P, S, Cl, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni,
Cu und Zn quantifiziert werden. Die im Hirnschnitt und Eindeckmedium enthaltenen
Hauptelemente (H), C, N und O sowie die Schnittmassendicke werden über RBS quan-
tifiziert (siehe 2.1.3).

PIXE

Protonen-

strahl

RBS
Targetatom

Abb. 2.2: Schematisiertes Prinzip von PIXE und RBS. [Rei01]

P

S

Ca

Cl

FeKα

FeKβ

NiKα

NiKβ

CuKα ZnKα

ZnKβCuKβ

BrKα

O

N

C

Nebenelemente

RBS-Spektrum PIXE-Spektrum

A B

Abb. 2.3: Typisch gemessene Spektren von RBS (A) und PIXE (B) eines WFA-DAB-Ni-gefärbten
Hirnschnitts. Rote Linie: zugehörige Simulationsanpassung zur Analyse.

2.1.3 Rutherford-Backscattering-Spectrometrie

Die Matrixkomponenten (H), C, N und O werden durch RBS (Rutherford-Backscat-
tering-Spectrometry) ermittelt [Rut11]. Bei dieser Art der Spektrometrie nutzt man
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aus, daß ein Teil der auf die Probe applizierten Ionen durch Streuung an dem Potential
der Atomkerne in einem bestimmten Winkel (>90◦) zurückgestreut werden (Abb. 2.2).
Die zurückgestreuten Protonen werden von einem RBS-Detektor (PIPS-Ringdetektor1)
detektiert. Da die Rückstreuung mit einer bekannten Wahrscheinlichkeit erfolgt, ist die
Anzahl der Atome direkt quantifizierbar. Die Energie der rückgestreuten Ionen ist von
der Masse des getroffenen Atomkerns und von der Probentiefe abhängig. Mittels des
Simulationsprogramms RUMP (Rutherford Universal Manipulation Program) wird
ein simuliertes RBS-Spektrum (Abb. 2.3 A, rote Linie) auf das experimentelle RBS-
Spektrum (Abb. 2.3 A, schwarze Linie) angepasst, wobei eine simulierte Matrixzusam-
mensetzung von C8H10N0,8O0,3 dem Massenspektrum entspricht. Dadurch erhält man
neben der Schnittmassendicke (Anzahl und Art der Atome) die auf die Probe applizier-
te Ladung. Diese Daten benötigt man für die quantitative Auswertung der PIXE-Daten
(siehe 2.1.5).

2.1.4 Probenvorbereitung

Anfertigung von Histowax-Schnitten

Alle folgenden Reagenzien wurden frisch (gegebenfalls mit AquaMilliQ) angesetzt. Es
wurden Glas- und Plastikgefäße sowie Instrumente aus inertem Metall verwendet, die
zuvor mit AquaMilliQ gespült wurden.
Zwei Ratten wurden für 3 min mit 100 ml Heparin-versetzter (1:1000, Merk) phy-
siologischer NaCl-Lösung (0,9%, Roth) und anschließend für 30 min mit 450 ml
Fixierlösung (4% Paraformaldehyd (Merck), 0,1% Glutaraldehyd (Merck) in PBS
(Phosphat-gepufferte Salzlösung, pH 7,4)) perfundiert. Das Gehirn wurde herauspräpa-
riert, frontal dreigeteilt und für 24 h in 4% Paraformaldehyd in PBS nachfixiert. Die
Gehirnteile wurden für 30 min in AquaMilliQ überführt und in einer aufsteigenden Al-
koholreihe (50%, 70%, 2×85%, 2×96%, 100% Ethanol + 100% Isopropanol) für jeweils
2 h entwässert. Zum Ausspülen des Alkohols wurden die Gehirne 3× bis zum jeweili-
gen Absinken auf den Gefäßboden in Methylbenzoat gegeben, gefolgt von einem 1:1-
Gemisch aus Methylbenzoat und Histowax (Leica) TM

244◦C (2 h), Histowax TM57◦C
(2 h) und Histowax TM57◦C (über Nacht, üN). Die Gehirnstücke wurden in flüssi-
gem Histowax TM57◦C ausgebettet und in kaltem Wasser ausgehärtet. Am Mikrotom
wurden 5 µm dicke Frontalschnitte angefertigt und auf SuperFrostPlus-Objektträger
(Menzel-Gläser) aufgezogen und getrocknet.

Lektinhistochemische Färbung

Um in der Ionen-Nanosonde die PN-tragenden Neurone identifizieren zu können, wur-
den diese im Hirnschnitt mit dem Pflanzenlektin Wisteria floribunda Agglutinin (WFA,
Sigma) markiert. WFA ist ein etablierter N-Acetylgalactosamin (GalNAc)-bindender
PN-Marker [Här92, Ajm08]. Die Färbung wurde mit DAB-Ni verstärkt, um die
immunhistochemisch markierten Strukturen (PNs) mittels der Element-Markierung
(Ni) im Ionenstrahlmikroskop sichtbar zu machen [Mor05b]. Durch die Ni-verstärkte

1Passivated Implanted Planar Silicon
2TM=Schmelztemperatur
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Färbemethode werden keine anderen quantifizierbaren Elemente außer Ni eingetragen
[Mor05b].
Die Hirnschnitte wurden in absteigender Alkoholreihe (3×10 min Xylol, je 4 min 100%,
2×96%, 85%, 70% Ethanol) entparaffiniert, für 30 sec in AquaMilliQ gewässert und für
1 h in 2% BSA (Rinderserumalbumin, Serva) in PBS-T (PBS-Tween, pH 7,4) ge-
blockt. Es folgte die Inkubation (1:250 in 1% BSA in PBS-T) mit biotinyliertem WFA
über Nacht bei 4◦C. Eine Kontrolle ohne WFA wurde parallel mitgeführt. Nach 3×
Spülen mit PBS-T wurde der Schnitt für 1 h mit Peroxidase-konjugiertem ExtrAvidin
(Sigma) 1:1000 in PBS-T inkubiert und 3× mit PBS-T und 1× mit Tris-HCl (pH 8)
gespült. Unter Sichtkontrolle (∼3–4 min) wurde die Inkubation in frischer Ni-DAB-
Lösung durchgeführt (5 ml Tris-HCl + 20 mg 99,999% Nickelammoniumsulfat (Sigma)
+ 100 µl DAB (2 mg/100 µl, Sigma) + 2,5 µl 30% H2O2 (Roth)). Die Farbreaktion
wurde durch Spülen in Tris-HCl abgebrochen und der Schnitt nochmals 3× in PBS-T
gewaschen. Nach kurzem Wässern folgte die Entwässerung in aufsteigender Alkohol-
reihe und die Einbettung in DePeX (Serva). DePeX besteht nur aus den Komponenten
C, H und O und ist für eine analytische Auswertung als Eindeckmedium unbedenklich.
Abschließend wurden die WFA-DAB-Ni-gefärbten Hirnschnitte (Abb. 2.4 B) mikrosko-
piert (Olympus BX51) und die für die Messung in den jeweiligen Regionen (PK, SUB,
SN) vorgesehenen Zellen dokumentiert (AnalySIS ColorView Soft Imaging System).

SN
NR

PK
SUB

SN

A B

Scan: 150 µm²

Strom: 1000 pA
Ladung: 6 µC
Auflösung: 1 µm

C

Abb. 2.4: A: Probenhalter mit in DePeX eingebetteten Hirnschnitten. B: WFA-DAB-Ni-Färbung am
Hirnschnitt. Die markierten Hirnregionen wurden untersucht. C: Drei gescannte Flächen mit entspre-
chend der Scandauer ausgeprägter ”Karamelisierung “des Kohlenstoffs. Wichtige Scanparameter sind
angegeben.

Kontroll-Kryoschnitte

Neben den Histowax-Schnitten wurden für ionenstrahlanalytische Kontrollmessungen
15 µm dicke Kryoschnitte (HM 500 O, Microm) angefertigt. Die Ratten wurden dazu
dekapitiert und das Gehirn nach Entnahme in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Ein
Teil der Schnitte wurde auf Objektträgern aufgezogen, luftgetrocknet, kurz in 70%
Ethanol fixiert und bis zur DePeX-Einbettung und Messung bei -80◦C aufbewahrt.
Andere Schnitte wurden direkt zwischen zwei Schichten Formvar (Serva) gespannt und
getrocknet.
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2.1.5 Messung und Auswertung anhand von Element-Maps

Zur Messung wurden die in DePeX eingebetteten Hirnschnitte vom Objektträger abge-
zogen, auf einem Aluminiumrahmen befestigt und dieser in die Probenhalterung (Abb.
2.4 A) vertikal zum eintreffenden Protonenstrahl eingefasst. Die Probenkammer wur-
de verschlossen und ein Vakuum erzeugt. Mittels einer automatisierten Verfahreinheit
in x-, y- und z-Richtung wurde unter mikroskopischer Kontrolle die Probe positio-
niert, wobei die lichtmikroskopischen Bilder der Orientierung dienten. Die Größe der
Scanfläche, die der Protonenstrahl nach Start der Messung abscannt, wird über das
Selektieren der Windungszahlen der Scanspulen vor der Probenkammer und über die
Datenerfassungssoftware Mpsys (MARCO, Melbourne) definiert. Die Messung wird
gestoppt, wenn die Ausbeute der vom PIXE-Detektor erfassten Röntgenstrahlen aus-
reichend für eine hochauflösende Darstellung ist. Durch einen höheren Strom wird in
der gleichen Messzeit mehr Ladung appliziert und dadurch eine größere Sensitivität
erzielt. Bei einem Strom von 1000 pA wurde zur Erhöhung der Sensitivität für ein
Scanfeld von 150×150 µm2 mit einer Auflösung von 500×500 Pixel (1 Pixel∼1 µm) ei-
ne Ladung von ∼6 µC (Dauer ca. 90 min) appliziert (Abb. 2.4 C). Analysiertes Gewebe
wird in Abhängigkeit der Ladungsmenge pro Fläche braun bis schwarz, was durch die

”
Karamelisierung “des Kohlenstoffs zustande kommt (Abb. 2.4 C). Während der Mes-

sung werden Mpsys-generierte Spektren und elementspezifische Pixel-Maps erstellt,
die der Kontrolle der Messereignisse als auch der Eingabe einer neuen Probenposition
dienen.
Die Auswertung der PIXE-Daten erfolgte, unter der Berücksichtigung der Daten der
RBS-Auswertung (2.1.3), mit GeoPIXE II (CSIRO, AUS, [Rya01]). Die Verteilung
jedes Elements wird quantitativ in einem ortsaufgelösten Element-Map dargestellt
(Abb. 2.5). In denen werden die Regionen, von denen eine Konzentrationsangabe
erwünscht ist (ROI (regions of interest): Soma, Zellkern, Nukleolus, PN, Neuropil),
manuell umrandet. Bei der Auswertung PN-positiver und -negativer Neurone wurden
nur die mit einem voll angeschnittenen Zellkern berücksichtigt. Die Konzentration der
Elemente wird zunächst in ppm (parts per million=µg/g) ausgegeben, was in mmol/l
umgerechnet werden kann.

PP NiNi

ROIROI ROIROI

WFA-DAB-Ni

Neuron 
mit PN
Neuron 
mit PN

GliaGlia

Lichtmikroskop Element-Maps

20 µm

Abb. 2.5: Festlegung der ROI (region of interest) mittels GeoPIXE II in den Element-Maps zur
Auswahl einzelner Zellen am Beispiel eines cerebellaren Neurons. P: Zellsomata der Neurone und
Gliazellen, Ni: verstärkte PN-Färbung. Zur Kontrolle wird mit dem LM-Bild abgeglichen.
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2.1.6 Subzelluläre Fraktionierung mittels Dichtegradienten-
zentrifugation

Als additive Methodik zur zusätzlichen Auftrennung und Isolation der subzellulären
Kompartimente in Kern-, Mitochondrien- und Mikrosomenfraktion wurde eine subzel-
luläre Fraktionierung mittles Dichtegradientenzentrifugation nach Bigl [Big65, Big70]
durchgeführt. Auf Eis wurde dazu frisches 10%iges Gesamtkortex-Homogenat in 0,25 M
Saccharoselösung mittels Dounce-Homogenisator hergestellt. 2 ml des unfixierten Ho-
mogenats wurden im Saccharosegradienten (0,8 M, 1 M, 1,2 M, 1,4 M) durch verschiede-
ne Zentrifugationsschitte (Sorvall Combi Plus, DuPont, USA) aufgetrennt (Abb. 2.6).
Die Pellets wurden in 0,25 M Saccharoselösung aufgenommen und die Fraktionen 1
und 2 dabei zusammengeführt. Jeweils 5 µl der Suspension wurden auf Si3N4-Fenstern
(2×2 mm2, 200 nm dick, Silicon, USA) aufgebracht, luftgetrocknet und deren Element-
gehalt im Ionenstrahlmikroskop wie für die Hirnschnitte beschrieben quantifiziert.

Rattenkortex-Homogenat
1000 × g (10min)

Kernfraktion 1Überstand

1.000 × g (10min)

Überstand

Überstand

Überstand

Zytosol

Kernfraktion 2

15.000 × g (10min)

Mitochondrienfraktion 1

15.000 × g (10min)

100.000 × g (60min)

Mitochondrienfraktion 2

Mikrosomenfraktion

Abb. 2.6: Gewinnung subzellulärer Fraktionen mittels Dichtegradientenzentrifugation. Nach [Big65].

Elektronenmikroskopie

Zur zusätzlichen Beurteilung der einzelnen Fraktionen mittels Transmissionselektronen-
mikroskopie (TEM, Zeiss EM 912 Omega) wurden 10 µl der durch Dichtegradientenzen-
trifugation angereicherten Suspensionen mit 90 µl Fixierlösung (4% Paraformaldehyd,
1% Glutaraldehyd) versetzt. Davon wurden 3 µl mit 3%igem Agar (Serva) homogeni-
siert und zur Herstellung eines Semidünnschnitts (0,5 µm) verwendet. Die Fixierung
erfolgte dabei mit 1%igem Osmiumtetroxid (Merck), die Kontrastierung mit 1%igem
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Uranylacetat (Serva) und die Einbettung in Durcupan (Fluka) nach Standardproto-
koll3. Die Schnitte wurden für die TEM anschließend auf mit Formvar beschichtete
Athene-Grids aufgebracht.

2.2 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Zum Vergleich des Eisenprotein- und Aggrecan-spezifischen mRNA-Gehalts von Hirn-
regionen mit viel PN-positiven Neuronen (PK, SUB, NR, SN) und mit wenigen PN-
positiven Neuronen (EK) wurde die RNA der entsprechenden Gebiete isoliert. Anschlie-
ßend wurde diese durch Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und mittels
quantitativer Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) am Rotor-Gene 2000
(Corbett Research, AUS) amplifiziert und quantifiziert.

2.2.1 Präparation und Homogenisierung von Hirngewebe

Die Rattenhirne wurden nach Dekapitation entnommen, in flüssigem Stickstoff schock-
gefroren und zur sofortigen Weiterverarbeitung auf Trockeneis deponiert. Die Gehirne
wurden zunächst auf Eis mittels einer Rasierklingenkonstruktion (Abb. 2.7) frontal in
ca. 2 mm dicke Scheiben portioniert. Anschließend erfolgte auf Trockeneis unter dem
Binokular per Skalpell die Isolation der einzelnen Hirngebiete. Die von der rechten und
linken Hirnhälfte isolierten Gewebsstücke eines jeweiligen Gebietes wurden in einem
zuvor abgewogenen 2 ml-Tube zusammengeführt und in flüssigem Stickstoff mittels
eines Stößels pulverisiert. Anschließend wurden die Proben gewogen und mit soviel
RLT-Puffer (QIAGEN) homogenisiert, daß eine für die RNA-bindenden Säulen (Mi-
nElute Spin Columns, QIAGEN) maximale Endgewebsmenge von 5 mg (∼ 4 µg RNA)
in 350 µl RLT-Puffer (0,3 µg RNA/µl) vorlag (entsprechend weniger bei weniger Ma-
terial). Dem Homogenat wurden 4 ng/µl Carrier-RNA (QIAGEN) zugesetzt. Eine ab-
schließende Homogenisierung erfolgte mittels Pipettierens und Zentrifugierens.

Abb. 2.7: Rasierklingenkonstruktion
zum Präparieren 2 mm dicker Hirn-
scheiben zur anschließenden Isolati-
on von Hirngebieten per Skalpell auf
Eis.

3Arbeitsschritt nicht selbständig durchgeführt
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2.2.2 RNA-Isolation, Reverse Transkription und qRT-PCR

Arbeitsschritte, die hier nicht näher protokolliert sind, wurden entsprechend den Her-
stellerangaben durchgeführt. Die RNA-Isolation erfolgte über RNA-bindende Säulen
mittels des RNeasy Mikro Kits (QIAGEN). Jeweils 6 µl der isolierten RNA wurden
mittels SuperScriptTM III First-Strand Synthesis Super-Mix for qRT-PCR (Molecular
Probes, invitrogen) in cDNA revers transkribiert. Die umgeschriebene cDNA wurde
mittels quantitativer RT-PCR [Hig92] spezifisch amplifiziert, bei der durch den Ein-
bau eines interkalierenden Reporterfarbstoffs die Detektion des PCR-Produktes erfolgt
(Abb. 2.8 A). Im qRT-PCR-Ansatz von 20 µl wurden 4 µl der umgeschriebenen cDNA
mit 10 µl HotStarTaq Mix (QIAGEN), 2 µl Fluoreszenzfarbstoffs SYBR-Green I (Mo-
lecular Probes, invitrogen) und jeweils 2 µl des Forward- und Reverse-Primers (Tab.
2.1) versetzt. Die PCR wurde an zwei Tieren zweimal im Doppelansatz durchgeführt
(n=2×4).

5’-Primerforward-3’ 5’-Primerreverse-3’ Größe
Tf AGATGGAGGTGGAGATGTGG GAGAGCCGAACAGTTGGAAG 312 bp
TfR CCTGAGGGTTATGTGGCATT ATGGGGGAAACTGAGTATGG 286 bp
Ferritin H CCTGGAGTTGTATGCCTCCT GTGCACACTCCATTGCATTC 236 bp
DMT1 CTCCACCATGACTGGAACCT CAGCCTATTCCGTTGGAGAA 273 bp
MTP1 GGGTGGATAAGAATGCCAGA TGCTCCTGTTTTCTCCTGCT 261 bp
DcytB GTCATGGGCATGATCTTCCT GGTGGCACCAAAAGTGT 228 bp
Aggrecan CCATCTCTCCAGGTGCAGTT TGTCCTTGTCACCCACACAT 267 bp
β-Actin AGCCATGTACGTAGCCATCC CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA 280 bp

Tab. 2.1: Die für die qRT-PCR verwendeten Oligonukleotid-Primer (metabion, D) zur spezifischen Am-
plifikation von Eisenprotein-Sequenzen. Zusätzlich wurde die Sequenz von Aggrecan (PN-Bestandteil)
und β-Actin (Housekeeping-Gen) amplifiziert. Produktgrösse in [bp]. Designed mit NCBI und Primer3.

Die PCR, deren Reaktionsbedingungen im Vorfeld auf ihre Annealing-Temperatur
und ihre Primer-Konzentration hin optimiert wurde, erfolgte nach Protokoll 2.2. Die
Bildung eines spezifischen Produktes wurde mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse von
50◦C bis 99◦C im Anschluss an den PCR-Lauf überprüft (Abb. 2.8 B). Dabei lassen
sich unspezifische Produkte wie Artefakte oder Primerdimere erkennen, welche eine
geringe Schmelztemperatur besitzen.

Als zusätzliche Kontrolle wurden die amplifizierten Ansätze elektrophoretisch aufge-
trennt, um die Transkriptlängen zu überprüfen (Abb. 2.8 D). Dazu wurden 10µl Probe
mit 2µl Probenpuffer (50% Glycerol (Sigma) / 1 mM EDTA (Ethylendiamintetraes-
sigsäure, Sigma) / 0,25% Bromphenolblau (Fluka) / 0,25% Xylencyanol (Sigma)) ver-
setzt und bei 6 V/cm Gellänge in 2%iger Agarose im TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-
Puffer, pH 8,3) in einer Horizontalelektrophoresekammer (BioRad) aufgetrennt. Die Ne-
gativkontrollen des PCR-Laufs und ein Grössenstandard (SmartLadder (SF), Eurogen-
tec) wurden ebenfalls mitgeführt. Nach 15 min Färbung des Gels im Ethidiumbromid-
bad (0,5 mg/l, Sigma) schloss sich die Detektion bei 312 nm im UV-Transilluminator
(Biometra GmbH) an.

Die Quantifizierung der PCR-Ergebnisse erfolgte mithilfe der ∆∆CT-Formel (For-
mel 2.3, nach [Raw05] und [Kub06]). Zunächst wird mittels des Software-Programms
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initiale Denaturierung 95◦C, 15 min
Denaturierung* 94◦C, 30 sec
Annealing und Extension* 58◦C, 30 sec
Aufnahme des Fluoreszenzsignals A* 72◦C, 30 sec
Aufnahme des Fluoreszenzsignals B* 84◦C, 5 sec
finale Extension 72◦C, 10 min
Denaturierung der Produkte 50◦C, 5 min
Aufschmelzen der Produkte 50◦C-99◦C (2◦C/min)
Lagerung 4◦C

Tab. 2.2: Amplifikationsprogramm der qRT-PCR. *=45 Zyklen

100

200
300

[bp]MnegKo1       5      25    125   625  3125 1       5      25    125   625  3125V:

b-Actin Transferrin

b-Actin

Transferrin

Verdünnungsreihe:

A

B C

D

b-ActinTf

Abb. 2.8: (A) Fluoreszenzsignale von PCR-Proben in Abhängigkeit von der Zyklenanzahl in lo-
garithmischer Darstellung. Pro PCR-Lauf wurde im Doppelansatz mittels Threshold separat der
Fluoreszenz-Schwellenwert (CT-Wert) für die Eisenprotein- (hier Tf) und β-Actin-Sequenz ermit-
telt. Im selben PCR-Lauf wurde für beide Sequenzen eine Verdünnungsreihe der Proben (Pfeile)
mitgeführt. (B) Schmelzkurven-Analyse zur Kontrolle der Spezifität der Produkte. Spezifische Pro-
dukte schmelzen mit einem steilen Peak ab 80◦C, unspezifische Produkte wie Primer-Dimere (hier
keine vorhanden) darunter. (C) Standardkurve zur Ermittlung der PCR-Effizienz. Sie wird separat
für beide Verdünnungsreihen des PCR-Laufs (Tf+β-Actin) erstellt. (D) Anschließende Auftrennung
der PCR-Ansätze im Agarosegel zur nochmaligen Kontrolle der richtigen Produktgrösse. Hier ge-
zeigt: Verdünnungsreihe (V=Verdünnungsfaktor der Ausgangsprobe). M=Marker (Grössenstandard
SmartLadder SF)

Rotorgene 4.6 (Corbett Research, AUS) durch das Setzen des Thresholds in der ex-
ponentiellen Phase der logarithmischen Darstellung (2.8 A) der CT-Wert ermittelt
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(CT=Cycle of Threshold (PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hin-
tergrundfluoreszenz signifikant übersteigt)). In jedem PCR-Lauf wird neben den ei-
gentlichen Proben für jeden Primer-Ansatz eine aus sechs Werten bestehende serielle
Verdünnungsreihe (1:5) des Start-Templates mitgeführt (2.8 A, D). Aus dieser wird
eine Standardkurve (Abb. 2.8 C) erstellt, aus deren Anstieg die Effizienz E berechnet
wird (Formel 2.1). Die PCR-Effizienz ist ausschlaggebend für die quantitativen Berech-
nungen, da sie für die verschiedenen Primeransätze unterschiedlich ist. Die Annahme
einer Effizienz von 100% (Verdopplung der Molekülanzahl pro Amplifikationszyklus)
ist falsch [Kub06]. Es wird zunächst jedes Zielgen ZG (Eisenprotein-Gen) intern auf
das Housekeeping-Gen HG (β-Actin-Gen) normiert (∆, Formel 2.2 für ungleiche Effizi-
enzen). Somit erhält man ein Verhältnis der Start-Kopienanzahl n(0) des Zielgens ZG
zum Housekeeping-Gen HG. Anschließend wird die Zielregion ZR (PK, SUB, NR, SN)
relativ mit der Kalibratorregion KR (EK) quantifiziert (Formel 2.3). Als zusätzliches
Zielgen wurde Aggrecan als PN-Bestandteil analysiert.

m = − 1

log(1 + E)
(2.1)

∆ =
nZG(0)

nHG(0)
=
TZG · 1

(1+EZG)CTZG

THG · 1
(1+EHG)CTHG

(2.2)

∆∆ =
∆ZR

∆KR

(2.3)

2.3 Western Blot

Zum regionalen Vergleich der Expression von Eisenproteinen und CSPG von PN-
reichen (PK, SUB, NR, SN) vs. PN-armen (EK) Hirnregionen wurde eine semiquanti-
tative Analyse mittels Western Blot nach Auftrennung im Gradientengel durchgeführt.

2.3.1 Präparation und Homogenisierung von Hirngewebe

Die Isolation der Hirnregionen erfolgte wie unter 2.2.1. Die entsprechenden Hirnregio-
nen der rechten und linken Hirnhälfte wurden aliquotiert, gewogen und in Proteinex-
traktionspuffer B (Tab. 2.3, 1 mg Protein/100 µl Puffer) in einem 2 ml-Tube auf Eis
mittels Ultra-Turrax (IKA-Werke, D) homogenisiert. Die Homogenate wurden zentri-
fugiert (50,000×g, 30 min, 4◦C, 3K30 Sigma) und die Überstände in ein neues Tube
überführt. Die Proteinkonzentration der Proben wurde nach Bradford [Bra76] mit
einer BSA-Standardreihe bestimmt und mit Aquadest für alle Proben gleich eingestellt
(20 µg Protein/µl).

2.3.2 SDS-PAGE

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese) im Gradientengel (4%-15%). Das Gradientengel wurde
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Proteinextraktionspuffer B: Probenpuffer (Laemmli):
20 mM Tris1-HCl, pH 7,2 1,4 ml Aquadest
150 mM NaCl1 1 ml 1 M Tris1-HCl, pH 6,8
2 mM MgCl22 1,6 ml Glycerol2

2 mM EDTA2 (Ethylendiamintetraessigsäure) 3,2 ml 10%iges SDS1

2 mM EGTA2 (Ethylenglycoltetraessigsäure) 0,8 ml β-ME2 (Mercaptoethanol)
1% NP403 (Nonidet P40) Krümel Bromphenolblau3

5 mM NaF2 (Natriumfluorid)
1 mM Na3VO4

2 (Natriumorthovanadat) ECL-Lösung A:
5% Glycerol2 500 ml 0,1 M Tris1-HCl, pH 8,6
1 mM PMSF2 (Phenylmethylsulfonylfluorid) 100 mg Luminol3

1 µg Leupeptin4 ECL-Lösung B:
Complete Protease-Inhibitor-Cocktail5,6 100 ml DMSO2 (Dimethylsulfoxid)

110 mg p-Cumarsäure3

Tab. 2.3: 1 Roth 2 Sigma 3 Fluka 4 Calbiochem 5 Roche 6 nach Angaben des Herstellers

durch kontinuierliches Zusammenführen von je 4,2 ml der zwei verschieden prozen-
tigen Trenngele hergestellt (4%iges Gel: 7,28 ml Aquabidest / 3 ml Tris-HCl 1,5 M,
pH 8,8 / 1,6 ml 30%iges Acrylamid (Roth) / 120 µl 10%iges SDS (Roth); 15%iges
Gel: 2 ml 60%ige Saccharose / 0,88 ml Aquabidest / 3 ml Tris-HCl / 6 ml 30%iges
Acrylamid / 120 µl 10%iges SDS / Krümel Bromphenolblau (Fluka) zur Sichtung), die
zum Start der Polymerisation mit 25 µl/20 µl 10%igem APS (Ammoniumpersulfat,
Roth) und 2,5 µl/2 µl TEMED (Tetramethylethylendiamin, Roth) versetzt wurden.
Nach Aushärtung des Trenngels unter Luftabschluß mit Isopropanol wurde dieses mit
4,3%igem Sammelgel (4,41 ml Aquabidest / 0,75 ml Tris pH 6,8 / 0,78 ml 30%iges
Acrylamid / 0,06 ml 10%iges SDS / 0,06 ml 10%iges APS / 0,006 ml TEMED)
überschichtet. Die zu analysierenden Proben wurden 1:1 in Probenpuffer (Laemmli,
[Lae70], Tab. 2.3) aufgenommen und 5 min bei 95◦C denaturiert (die Auftrennung
von CSPG erfolgte unter nicht-reduzierenden Bedingungen ohne β-ME im Probenpuf-
fer). Je 15 µl des Homogenats sowie 5 µl Proteinmarker (Broad Range, New England
Biolabs) wurden mittels Hamilton-Mikroliterspritze in die Geltaschen eingefüllt. Der
Lauf erfolgte zunächst bei 120 V, ab dem Erreichen des Trenngels bei 180 V in Lauf-
puffer (192 mM Glycin (Sigma) / 25 mM Tris (Roth) / 0,1 % SDS) in einer vertikalen
Gelelektrophoreskammer (biostep).

2.3.3 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel in Blotpuffer (Bjerrum und
Schäfer-Nielson [Bje86], 48 mM Tris / 39 mM Glycin / 0,004% 10%iges SDS / 20%
Methanol (Baker)) gespült. Zwischenzeitlich wurde eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran (PerkinElmer, USA) mit Methanol benetzt und dann ebenso wie das Filter-
papier (Gel Blotting Paper, Schleicher & Schuell) für 5 min in Blotpuffer äquilibriert.
Als Blotting-Sandwich (2× Filterpapier-Membran-Gel-2× Filterpapier) wurden die
Proteine in eisgekühltem Blotpuffer im Tank Blot (Biostep) bei 120 mA üN übertragen.
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2.3.4 Membran-gebundene Immundarstellung der Proteine

Die für die Immundarstellung verwendeten Antikörper sind in Tab. 2.4 aufgeführt.
Die auf die PVDF-Membran geblotteten Proteine wurden 3× in PBS gespült und
1 h in 2% BSA in TBS-T (Tris-gepufferte Salzlösung mit 0,05% Tween20 (Sigma))
geblockt, bevor die Inkubation mit dem primären Antikörper in 2% BSA üN bei 4◦C
erfolgte. Nach 3× Waschen in TBS-T wurde mit dem sekundären Antikörper (in 1%
BSA) für 1 h bei RT inkubiert. Die Membranen wurden abschließend mit TBS-T und
2× mit PBS gespült. Die Immunreaktivität wurde mittels ECL-Lösung (Enhanced
Chemoluminescence-Lösung: 5 ml Lösung A (Tab. 2.3) / 500 µl Lösung B (Tab. 2.3)
/ 1,5 µl H2O2 (Roth), zu 10% mit SuperSignal West Femto (Pierce) angereichert)
an der Kodak Image Station 2000R unter Verwendung der Kodak Molecular Imaging
Software Version 4.0 entwickelt. Die densitometrische Auswertung der Banden mittels
der Software TINA 2.09g erfolgte für ein spezifisches Eisenprotein und β-Actin an
derselben PVDF-Membran, um auf β-Actin der selben Probe des selben Laufs und des
selben Blots relativen zu können. Nach der Eisenprotein-Auswertung wurden deshalb
die auf der Membran gebundenen Antikörper mit Stripping-Puffer (10 ml Stripping-
Lösung (63 mM Tris-HCl pH 6,7 / 2% SDS) + 70 µl β-ME; 2 h RT ) entfernt und nach
Waschen und Blocken nochmals eine Immundarstellung von β-Actin durchgeführt.

Antigen Wirt (Ig) Verd. kDa

1 aHuman-Transferrin (Plasmaprotein) Huhn (IgY pk) 1:500 80
2 bRatten-Tf-Rezeptor (CD71 AA 461-760) Maus (IgG mk) 1:500 95
3 bHuman-Ferritin H (Y16, 11q13 N-Term.) Ziege (IgG pk) 1:500 21
4 bHuman-Ferritin L (C20, 19q13.3-4 inter. Pep.) Ziege (IgG pk) 1:500 19
5 cRatten-DMT1 +IRE (17 AA Peptid C-Term.) Kaninchen (IgG pk) 1:500 62
6 cMaus-MTP1 (19 AA Peptid C-Term.) Kaninchen (IgG pk) 1:500 62
7 cMaus-DcytB (20 AA Peptide C-Term.) Kaninchen (IgG pk) 1:500 33
8 dKatzen-CSPG (Hirn-Proteoglykan) Maus (IgM mk) 1:5000 680
9 eβ-Actin (ß-zytoplasmat. N-Term.) Maus (IgG mk) 1:20000 42

Sekundär-Antikörper (POD-konj.) Host Verd. +

10 eHuhn-IgY Kaninchen (IgG pk) 1:10000 1
11 fZiege Kaninchen (IgG pk) 1:10000 6/7
12 gMaus Ziege (IgG pk) 1:10000 2/8/9
13 gKaninchen Ziege (IgG pk) 1:10000 3/4/5

Tab. 2.4: Die für den Western Blot verwendeten Antikörper (Referenzen siehe Tabelle 2.5). + kombi-
niert mit. POD Peroxidase. AA Aminosäure. Klonogenität: mk monoklonal, pk polyklonal. abiomol,
bSantaCruz, cadi, dChemicon, eSigma, f Dako, gPierce

2.4 Immunhistochemische Markierung

Für die immunhistochemische Darstellung (und teilweise die Quantifizierung per sbLSZ
(2.5)) der Eisenproteine, PNs, Neurone und Gliazellen wurden die in Tab. 2.5 auf-
geführten Antikörper und Farbstoffe in jeweiliger Verdünnung verwendet. Dazu wurden
die Ratten wie unter 2.1.4 perfundiert und deren dreigeteilte, fixierte Gehirne in 30%
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Saccharose (Roth) und 0,1% Natriumazid (Merck) in PBS gelagert. Die Hirnstücke
wurden mittels Tissue-Tek (Sakura Finetek Europe, Nl) auf das Gefriermikrotom (Mi-
krotom Reichert-Jung mit Frigomobil Gefriereinheit (Leica)) arretiert und auf ∼ -20◦C
gekühlt. Es wurden 30 µm-Gefrierschnitte angefertigt, diese in PBS überführt und als
freischwimmende Schnitte weiterbehandelt. Nach 1 h Blocken mit 2% BSA in PBS-T
folgte die Inkubation mit den in Tab. 2.5 aufgeführten primären Antikörpern/Markern
als Cocktail üN bei 4◦C. Nach 3× Waschen mit PBS-T wurden die Schnitte im Dun-
keln für 1 h bei RT mit den sekundären Antikörpern (oder Fluoro-Nissl) (Tab. 2.5) im
Cocktail inkubiert. Bei biotinylierten Sekundärantikörpern schloss sich eine Inkubation
mit Peroxidase-konjugiertem ExtrAvidin für 1 h bei RT und die Verstärkung mittels
DAB-Ni an (siehe 2.1.4 + Blocken der endogenen Peroxidase mit 100% Methanol für
30 min bei RT zwischen der Behandlung mit 100% und 96% Ethanol). Im Falle ei-
ner Kernfärbung mit DAPI wurde diese nach der immunhistochemischen Färbung im
Dunkeln für 20 min bei RT durchgeführt. Nach drei abschließenden Waschschritten in
PBS-T wurden die Hirnschnitte in PBS auf SuperFrostPlus-Objektträger aufgezogen,
nach 2.1.4 entwässert und in DePeX eingebettet.
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Antigen / Marker Wirt (Ig) Verd. Referenz / +
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Eisenproteine
1? aHuman-Transferrin (Plasmaprotein) Huhn (IgY pk) 1:250 [Con90]
2? bRatten-Transferrin-Rezeptor (CD71 AA 461-760) Maus (IgG mk) 1:150 [Yef00, Moo02b]
3? bHuman-Ferritin H (Y16, 11q13, N-terminales Peptid) Ziege (IgG pk) 1:200 [Inf07]
4? bHuman-Ferritin L (C20, 19q13.3-4, intern. Peptid) Ziege (IgG pk) 1:200 [Con90]
5? cRatten-DMT1 +IRE (17 AA Peptid, C-Terminus) Kaninchen (IgG pk) 1:150 [Dom07]
6? cMaus-MTP1 (19 AA Peptid, C-Terminus) Kaninchen (IgG pk) 1:150 [Dom07]
7 cMaus-DcytB (20 AA Peptide, C-Terminus) Kaninchen (IgG pk) 1:150 [McK01]

PN-Marker
8? dGalNAc Wisteria floribunda (Biotin-konj.) 1:300 [Här92, Ajm08]
9 eKatzen-CSPG (Hirn-Proteoglykan) Maus (IgM mk) 1:2500 [Lan98]
10 eMaus-Aggrecan (GST-Fusionsprotein AA 1177-1326) Kaninchen (IgG pk) 1:50ZK [Kab04, Rei07a]

Zell-Marker
11? eMaus-Neuronales Kernprotein (NeuN) Maus (IgG mk) 1:150
12 fOSP (15 AA Peptid, synth. C-Terminus) Kaninchen (IgG pk) 1:200
13 gHuman-saures fibrilläres Gliaprotein (GFAP) Kaninchen (IgG pk) 1:1000
14? hNeuroTrace green Fluorescent Nissl Stain 1:1000
15 hDAPI 1:150001

Se
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16? iZiege Esel (IgG pk, Cy5) 1:200 3/4
17? iKaninchen Esel (IgG pk, Cy5) 1:200 5/6/7
18 iKaninchen Esel (IgG pk, Cy3) 1:300 5/6/7
19 iKaninchen Esel (IgG pk, Cy2) 1:250 10
20 fHuhn-IgY Ziege (IgG pk, Cy3) 1:350 1
21? iHuhn-IgY Esel (IgG pk, Cy2) 1:400 1
22? iMaus Esel (IgG pk, Cy5) 1:200 2/11
23 iMaus Esel (IgM pk, Cy5) 1:200 9
24 iMaus Esel (IgG pk, Cy3) 1:300 2
25? iMaus Esel (IgG pk, Cy2) 1:250 11
26 iMaus Esel (IgM pk, Cy2) 1:300 9
27? iBiotin Streptomyces avidinii (Streptavidin, Cy3) 1:250 8
28 iKaninchen Esel (Biotin-SP, + E) 1:1000 12/13
E dBiotin Huhn (ExtrAvidin, Peroxidase-konj.) 1:1000 28

Tab. 2.5: Für die (immun)histochemische Darstellung & Quantifizierung am iCys(?) verwendeten Ak/Zellmarker. + kombiniert mit. Klonogenität:
mk monoklonal, pk polyklonal. ZKZellkulturüberstand (Ak preinkubiert auf Zellkultur). 1SL 100µmol. AA Aminosäure. GST Glutathione-S-Transferase.
abiomol, bSantaCruz,cadi, dSigma, eChemicon, f abcam, gDako, hinvitrogen, iJacksonImmunoRes.
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2.5 Laser Scanning Zytometrie

2.5.1 Gerät und technisches Prinzip

Die LSZ-basierte Quantifizierung der Eisenproteine wurde am iCys Research Imaging
Cytometer (CompuCyte Corporation, Cambridge, USA) des Herzzentrums Leipzig
(Klinik für Kinderkardiologie, Prof. Dr. A. Tárnok) durchgeführt. Das iCys besitzt
ein aufrechtes Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX-71) mit motorisiertem Objekttisch
in x-y-Richtung. Zur Anregung stehen am iCys drei Laser zur Verfügung, für die An-
regung der verwendeten Fluorochrome wurden zwei verwendet. Der Argon-Ionen-Laser
(488 nm) diente zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe Cy2/green-Fluoro-Nissl und
Cy3, der Helium-Neon-Laser (633 nm) zur Anregung von Cy5. Über Spiegel und Linsen
gelenkt, scannen die Laserstrahlen alternierend in Längsstreifen über das zu analysie-
rende Objekt. Mit dem kollimierten Laserstrahl können Informationen der gesamten
Schnittdicke detektiert werden [Har07]. Das vom Objekt emittierte Fluoreszenzlicht
gelangt in rückwärtiger Richtung zu Filtern, die das Spektrum in die entsprechenden
Wellenlängenbereiche (Kanäle) trennen und eine Unterscheidung der einzelnen Fluo-
reszenzfarbstoffe ermöglichen. Die Analyse von Cy2/green-Fluoro-Nissl erfolgt mit dem
dichroischen Bandpassfilter 530/30 (grün), die Analyse von Cy3 mit dem dichroischen
Bandpassfilter 580/30 (orange) und von Cy5 mit dem Langpassfilter 650/LP (long
red). Die den Filtern nachgeschalteten Photomultiplier (PMT) generieren ein elektri-
sches Signal, das in Echtzeit in ein digitales Pixel-Bild (14 bit, FluoreszenzMax: 16384
Einheiten) umgewandelt wird und analysiert werden kann.

2.5.2 Fluoreszenz: Auswahl und Kompensation

Die LSZ wurde zur Quantifizierung der intrazellulären Eisenproteine von PN-positiven
und PN-negativen Neuronen verwendet. Dafür wurden Gefrierschnitte in einer Drei-
fachmarkierung (siehe 2.4) für jeweils ein Eisenprotein, einen Zellmarker und dem PN-
Marker (Marker siehe Tab. 2.5) gefärbt (Abb. 2.10 und Abb. 2.11). Als Schnittdicke
wurden 30 µm gewählt, um wenig angeschnittene als auch überlagerte Zellen zu erhal-
ten.
Die Kombination der Fluoreszenzfarbstoffe musste für die Quantifizierung der Fluo-
reszenzintensität so erfolgen, daß ein Spillover-Signal in den zu quantifizierenden Ka-
nal und somit ein falsch-positives Ergebnis ausgeschlossen werden konnte. Dazu wur-
den die Anregungsspektren der Laser, die Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstof-
fe und die Filterspektren so gewählt, daß alles Berücksichtigung fand (dargestellt in
Abb. 2.10). Bei den Einzelfluoreszenzmessungen der multiparametrischen Analyse zeig-
te sich ein Spillover vom Cy2-Kanal in den Orange-Kanal. Durch eine Kompensa-
tion können Fluoreszenzintensitäten für eine korrekte Interpretation der Daten be-
reinigt werden [Roe01, Par06]. Daher wurde das Spillover-Signal des Grün-Kanals
(Cy2/Nissl) quantifiziert und vom Orange-Kanal (Cy3) abgezogen. Das Signal des vir-
tuell angelegten Kanals Cy3mod wurde somit vom störenden grünen (Cy2) Spillover-
Signal bereinigt, so daß das reine Cy3-Signal analysiert werden konnte. Dennoch erfolg-
te im Cy3mod-Kanal nicht die Quantifizierung, sondern bewusst die Darstellung WFA-
Cy3-markierter PNs (zusätzlich siehe 2.11 B), da neben der Spillover-Kompensation
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Abb. 2.9: Laser Scanning Zytometrie am iCys Research Imaging Cytometer (CompuCyte, USA).
Das Laserlicht von zwei der drei Laser (blau: Argon-Ionen-Laser, rot: Helium-Neon-Laser) wird über
Spiegel und Linsen auf die auf dem Objekttisch aufgebrachte Probe geleitet. Das emittierte Licht der
angeregten Fluorochrome wird über den gleiche Weg zurückgeleitet und durch drei (grün, orange,
long red) der vier aufeinander folgenden Filter in die jeweiligen Wellenlängenbereiche aufgetrennt. Die
Fluoreszenzsignale werden mittels der nachfolgenden Photomultiplier detektiert. (Schema modifiziert
nach http://www.compucyte.com/icys.htm)

der Cy3-Farbstoff ebenfalls nicht optimal mit dem Argon-Laser angeregt werden konn-
te, was allerdings bei der Intensität des Netz-Signals keine Rolle spielte.
Ein Spillover vom Cy3mod- in den Cy5-Kanal konnte nachweislich ausgeschlossen wer-
den. Daher erfolgte die Quantifizierung der Eisenproteine (TfR, Ferritin H, Ferritin
L, MTP1, DMT1) im Cy5-Kanal, da Cy5 separat und optimal mit dem Helium-Neon-
Laser angeregt werden kann. Das einzige mit Cy2 quantifizierte Eisenprotein war Tf, da
zu diesem Zeitpunkt noch kein guter Cy5-anti-Huhn-Antikörper zur Verfügung stand.
Ein Spillover vom Orange- in den Cy2-Kanal kann ausgeschlossen werden, da die Cy3-
Emissionswellenlänge nicht in den Bereich des Grünbandfilters reicht. Grundsätzlich er-
folgte die Zellerkennung (Abb. 2.11) über eine Markierung mit Cy2/green-Fluoro-Nissl
(Cy5 bei Tf). Die verwendeten SuperFrostPlus-Objektträger zeigen, wie unbeschichtete
Objektträger auch, keine Streuung des Fluoreszenzsignals [Mos07].

2.5.3 Triggern und Analyse

Das iCys gehört nicht nur durch seinen zusätzlichen dritten Laser, sondern insbesondere
durch seine vielfältige Analysesoftware iCys Cytometric Analysis Software 3.2.5 zur
neusten LSZ-Generation. Was die Software als ein relevantes Ereignis (Zelle) erkennen
soll, wird bereits während der Messung durch ein Triggersignal (Triggern=Erkennen)
festgelegt. Für die LSZ-basierte Zellerkennung wird als Triggersignal üblicherweise ein
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Abb. 2.10: Dreifachmarkierung der Hirnschnitte für die Objektträger-basierte Laser Scanning Zy-
tometrie. Die Anregung erfolgte mittels zweier Laser. NeuN-Cy2 (1 green-Fluoro-Nissl beim TfR)
war Triggersignal zur Software-unterstützten Zellerkennung. PN-tragende Zellen (WFA) wurden an-
hand ihrer Cy3-Signalintensität ermittelt. Beide Emissionssignale wurden durch Anregung des Argon-
Ionen-Lasers erzeugt und hintereinander mit unterschiedlichen Filtern (Cy2: Grün, Cy3: Orange)
aufgenommen. Die Quantifizierung der Cy5-markierten Eisenproteine erfolgte mittels der Anregung
durch den Helium-Neon-Laser im Infrarot-Spektrum (Cy5: Long Red). (2 Ausnahme: Transferrin wur-
de mit Cy2- und NeuN parallel mit Cy5-Sekundärantikörpern markiert). Die spezifische Auswahl der
Anregungsspektren, Filter und Emissionsspektren ermöglicht die Quantifizierung aller Eisenproteine
unbeeinflusst von Spillover-Signalen anderer Kanäle.

DNA-bindender Zellkernfarbstoff wie DAPI, PI (Propidiumiodid) oder Hoechst ver-
wendet [Tár02, Ger04, Pru05, But05a, Mos06, Har07, Hol07]. Da allerdings die
gesamte intrazelluläre Eisenproteinexpression bestimmt werden sollte, war ein DNA-
Farbstoff als Triggersignal auszuschließen, zumal DNA-Farbstoffe neuronale und gliale
DNA unspezifisch färben. Es musste daher ein Marker verwendet werden, der spezifisch
Neurone und, damit vom iCys als Zelle erkannt, nur das Soma, nicht aber die Dendriten
und Axone färbt. Alle Voraussetzungen für eine zuverlässige Zellerkennung wurden,
neben anderen getesteten Neuronenmarkern wie SMI311 (Sternberger Monoclonals
Inc., USA), am besten vom neuronalen Kernprotein NeuN (siehe Tab. 2.5) erfüllt.
Es wurde daher NeuN als Parameter für die Zellerkennung bei den Analysen verwen-
det. Bei der Quantifizierung des TfR konnte NeuN nicht verwendet werden, da eine
kombinierte Markierung mit dem ebenfalls monoklonalen α-CD71-Antikörper (Tab.
2.5) nicht möglich war. Hier wurde anstelle NeuN Nissl-Substanz/RNA-markierendes,
grünes Fluoro-Nissl [Sch82, Qui95] verwendet. Es färbt das Soma von Neuronen und
Gliazellen. Die Gliazellen liesen sich aber vom Datensatz weitestgehend ausschließen,
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indem für die in die Auswertung eingehenden Ereignisse eine Minimalgröße von 40×0,5
Pixel (10 µm) festgesetzt wurde. Gliazellen konnten zusätzlich über deren stärkere In-
tensität der Pixel (MaxPixel) aussortiert werden.
Als generelle Einstellung wurde zur besseren Segmentierung dicht gepackter Zellen und
damit Verhinderung von Dubletten die beim iCys neuartige

”
Watershed“-Funktion zu-

geschaltet. Ein Ereignis wird dennoch nur als solches von der Software erkannt und
mit einer Triggerkontur (Abb. 2.11) versehen, wenn sich dessen Signal ausreichend
vom Hintergrundsignal abhebt. Dieser zu erreichende Schwellwert (Threshold) wird
manuell festgelegt. Außerhalb der Triggerkontur wurde mit einem Abstand von zwei
Pixeln die eigentliche Analysekontur (Abb. 2.11) festgelegt. In dieser befand sich neben
dem gesamten Soma der Zelle auch ein ausreichender Anteil des extrazellulären PN,
dessen Cy3-Signal für die Selektivierung der PN-positiven Neurone diente (ein selek-
tiver intrazellulärer Marker für PN-tragende Zellen ist nicht verfügbar). Innerhalb der
Analysekontur wurden für jedes Objekt und für jeden Kanal folgende für die weitere
Auswertung relevanten Informationen erfasst:

Integral (Summe der Fluoreszenzintensitäten aller Pixel)
Area (Fläche der Kontur)
MaxPixel (Fluoreszenzintensität des hellsten Pixels)
X-und Y-Position (des Fluoreszenzereignisses auf dem Objektträger)
Anzahl der getriggerten Ereignisse

Um lokale Inhomogenitäten der Gewebeschnittfärbung zu kompensieren, wurden
um die Analysekontur herum in acht Pixeln Abstand zwei weitere Konturen (2 Pixel
voneinander entfernt) eine Hintergrundkontur (Abb. 2.11) festgelegt. Innerhalb dieser
wurde die Fluoreszenzintensität des Hintergrunds bestimmt und mit dem Fluoreszenz-
wert innerhalb der Analysekontur verrechnet [Dar99]. Für den Cy3mod-Kanal wurde
die Hintergrundkorrektur nicht verrechnet, da darin das PN teilweise noch enthalten
sein kann und durch eine Korrektur dessen Information verloren gehen würde. Zusätz-
lich wurden zur Sicherung der spezifischen Immunreaktion und Anregung der Fluo-
rochrome Kontrollmessungen der jeweiligen Gebiete im Folgeschnitt (ohne primäre
α-Eisenproteine-Inkubation) durchgeführt, dessen Werte mit denen der eigentlichen
Messung verrechnet wurden (Formel 3.1 und 3.2 auf S.78).
Von dem auf dem Objektträger aufgebrachten Hirnschnitt wurde zunächst ein Über-
sichtsscan (Pixelgröße 20×20 µm) unter Verwendung des 20×-Objektives erstellt. Der
Übersichtsscan dient zur manuellen Festsetzung der zu messenden Hirnregion. Vor dem
eigentlichen Scan der ausgewählten Schnittregion wurden in einem Testscan separat
alle Parameter optimal eingestellt, da diese in den verschiedenen Schnitten und Prote-
infärbungen von Region zu Region variieren. Dies beinhaltete die Kontrolle des Autofo-
kus, die Festsetzung des Thresholds und die angepasste Verstärkung des PMT-Signals
(Spannung [%] und Offset [V] pro Kanal). Die Regionen in den Kontrollschnitten der
jeweiligen Ratte wurden mit identischen Parametern gemessen.
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AA

BB

CC

DD

Abb. 2.11: Zellerkennung mittels iCys gezeigt an PMT-generierten Bilder. Als Triggersignal dient
der Zellmarker NeuN (TfR: green-Fluoro-Nissl), dargestellt im Cy2(Tf:Cy5)-Kanal (A). Die erkannte
Zelle wird von einer Triggerkontur umgeben. Dieser wird im Abstand von zwei Pixeln die eigentliche
Analysekontur aufgelegt. Die zwei Pixel breite Hintergrundkontur befindet sich acht Pixel außerhalb
der Zelle. WFA-markierte PNs werden im Cy3mod-Kanal visualisiert (B) und Eisenproteine über den
Cy5(Tf:Cy2)-Kanal quantifiziert (C). Alle Kanäle können überlagert werden (D). Objektiv: 40×.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Ionenstrahlmikroskopie: Zellulärer Eisengehalt

3.1.1 Markierung der PNs

Um die PN-positiven Neurone per Ionenstrahlmikroskopie (PIXE) identifizieren zu
können, ist eine Markierung der PNs notwendig, die anschließend mit Ni-DAB verstärkt
und so für die PIXE-Analyse sensitiv gemacht wird (siehe 2.1.4). Es wurden verschie-
dene PN-Marker getestet (WFA, Cat-315, α-Aggrecan). In der Abb. 3.1 sind die lektin-
/immunhistochemischen Färbungen gegenübergestellt.

Cat315Cy5AggrecanCy2

WFACy3
merge

-II III

V

IV

VI

Abb. 3.1: Eine immun-/lektinhistochemische Markierung mit verschiedenen PN-Markern zeigt die
chemische Heterogenität der PNs. WFA stellt eine große Anzahl PN-tragender Zellen dar (merge:
WFA+Aggrecan=gelb, WFA+Cat-315=violett). PK, Vergrößerung: 100×.
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Für die molekular/chemisch heterogenen PNs (siehe 1.1.1 S.17 und 1.3 S.31)
bestätigte sich WFA als etablierter Marker [Här92, Ajm08] und erzielte eine große
Ausbeute an markierten PNs. WFA-bindende PNs binden höchstwahrscheinlich auch
Eisen [Mor08a]. Zusätzlich lässt WFA als Lektin in Hinblick auf die immunhisto-
chemische Dreifachmarkierung (siehe 2.4 S.49 & 3.4 S.71) mehr Möglichkeiten bei der
Antikörperkombination zu.

3.1.2 Ortsaufgelöste Elementdarstellung von PN-positiven
und PN-negativen Neuronen

Die ionenstrahlmikroskopisch generierten Element-Maps stellen quantitativ die ortsauf-
gelöste Verteilung der verschiedenen Elemente dar (Abb. 3.2). Unter Abgleich der licht-
mikroskopischen Bilder sind durch den hohen intrazellulären Phosphorgehalt die Soma-
ta der Zellen gut erkennbar, so daß die Auswahl der zu analysierenden Regionen (ROI,
regions of interest, siehe Abb. 2.5) im P-Map erfolgt (Abb. 3.2 P). Kleine Zellen mit
einem hohen Phosphorgehalt (nicht zu verwechseln mit den intrazellulären P-reichen
Nukleoli) sind höchstwahrscheinlich Gliazellen, können aber nur durch eine spezifische
Färbung charakterisiert und analysiert werden (siehe 3.1.7). Die PN-tragenden Zellen
werden anhand ihrer WFA-DAB-Ni-markierten PNs identifiziert (Abb. 3.2 Ni), die sich
durch ihre konzentrierten Chondroitinsulfat-Komponenten leicht auch im Schwefel-Map
von der ubiquitären extrazellulären Matrix abheben (Abb. 3.2 S). Die geringe Konzen-
tration von Eisen erschwert dessen visualisierte Verteilung im Fe-Map (Abb. 3.2 Fe).
Für eine kombinierte Darstellung von drei Elementen (P, Ni, Fe) werden deren Einzel-
Maps zu einem 3-Element-Map in Falschfarbendarstellung überlagert.
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Abb. 3.2: Ortsaufgelöste Darstellung der Elemente in Element-PIXE-Maps (Falschfarbendarstellung).
Beispiel-Scans der analysierten Regionen PK, SN und SUB.
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3.1.3 Eisenkonzentration PN-positiver und PN-negativer Neu-
rone

Anhand der ortsaufgelösten Element-Maps (Abb. 3.1.2) wurde das intrazelluläre Ei-
sen einzelner PN-positiver und PN-negativer Neurone im parietalen Kortex (PK),
Subiculum (SUB) und der Substantia nigra (SN) quantifiziert (teilweise in [Fie07]
veröffentlicht). Die Ergebnisse sind in der Graphik 3.3 zusammengefasst. Die Anzahl
der jeweils analysierten Neurone ist als n angegeben.
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Abb. 3.3: Intrazelluläre Eisenkonzentration PN-positiver und PN-negativer Neurone im PK (Interneu-
rone, Pyramidenzellen), der SN (pr, pc) und dem SUB. n=Zellanzahl. Fehlerbalken=SE.

Die Eisenkonzentration des umgebenden Neuropils war zwischen den untersuchten
Regionen ähnlich und betrug durchschnittlich 0,45 mmol/l.
Im PK wurde morphologisch zwischen Interneuronen (Schicht II/III-VI) und Pyra-
midenzellen (Schicht II/III und V) differenziert [Brü94b]. Interneurone sind von ei-
nem ausgeprägten, scharf konturierten PN umgeben, Pyramidenzellen dagegen von
einem dünnen, schwachen PN [Weg03]. Dennoch unterscheiden sich beide Neuronen-
typen nicht in ihrem Eisengehalt: Interneurone als auch Pyramidenzellen zeigen in den
PN-positiven Neuronen eine ∼30% höhere Eisenkonzentration gegenüber PN-negativen
Neuronen (∼ 0,7 mmol/l vs. ∼ 0,5 mmol/l; p < 0,01).
In der SN wurde zwischen der pars reticulata (pr) und der pars compacta (pc) diffe-
renziert. Die SNpc enthält hauptsächlich dopaminerge und damit keine PN-tragenden
Neurone [Ada01, Hob98, Bra93, Brü04, Brü08]. Die PN-positiven Neurone in der
SNpr wurden mit PN-negativen Neuronen der SNpr und der SNpc verglichen. In der
SNpr haben die PN-positiven Neurone 12% mehr intrazelluläres Eisen als die PN-
negativen Neurone (0,71 mmol/l vs. 0,63 mmol/l; p < 0,02). Gegenüber den Neuronen
in der SNpc (0,45 mmol/l) ist der Eisengehalt sogar um 37% höher (p<0,01). Die ge-
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ringe Eisenkonzentration der Neurone der SNpc entspricht als einzige Ausnahme der
geringen Konzentration des Neuropils (0,45 mmol/l).
Im SUB ist die Eisenkonzentration der PN-tragenden Neurone gegenüber den PN-
negativen Neuronen um 18% erhöht (0,84 mmol/l vs. 0,69 mmol/l; p < 0,01). Der
Eisengrundgehalt ist im SUB um ∼ 20% höher als im PK und in der SN.
Die durchschnittliche Eisenkonzentration (PK, SN, SUB) der PN-negativen Neurone
beträgt 0,56 mmol/l, die der PN-positiven Neurone 0,75 mmol/l. Die Neurone, die von
einem PN umgeben sind, besitzen somit ∼32% mehr Eisen, als Neurone ohne PN (hoch
signifikant, p < 0,01).

Es wurde ebenfalls das Eisen der PNs quantifiziert (ROI im Ni-Map). Die Konzen-
tration glich dabei der intrazellulären Konzentration der jeweiligen PN-tragenden Zelle
selbst. Das am PN gebundene Eisen ist somit um so viel erhöht, wie es das PN-tragende
Neuron gegenüber eines PN-negativen Neurons ist. Ein exzessiv erhöhter Eisengehalt
speziell am PN wird also nicht beobachtet, sondern die Eisenkonzentration verhält sich
der intrazellulären Konzentration gegenüber eher unauffällig (siehe auch 3.4).

3.1.4 Zelluläre Eisenverteilung anhand eines Element-Map-
Querschnitts

In einem Element-Map kann die ROI auch so gewählt werden, daß man eine Traverse
durch das Map erhält. So kann die Konzentration mehrerer Elemente entlang des Quer-
schnittprofils angezeigt werden (Beispiel siehe Abb. 3.4). Das Zytoplasma des Neurons
wird durch einen Anstieg des Phosphorgehalts (rot) charakterisiert, ist aber in diesem
Querschnitt durch den großen, phosphorarmen Zellkern sehr schmal. Das Ni-markierte
PN des Neurons ist anhand des starken Anstiegs der Nickelkonzentration (blau) und
zusätzlich durch einen extrazellulären Anstieg der Schwefelkonzentration (oliv) sicht-
bar. Die Eisenkonzentration (grün) der Zelle und des PN (Ni, blau) ist nur leicht erhöht.
Dies visualisiert (wie in 3.1.3 beschrieben), daß das PN nicht mehr gebundenes Eisen
als die umgebene Zelle besitzt. Desweiteren kann damit ausgeschlossen werden, daß
durch die spezifische WFA-DAB-Ni-Färbung des PNs Eisen eingetragen wird, da par-
allel zur Ni-Markierung keine Eisenerhöhung am PN nachgewiesen werden kann (auch
von [Mor05b] belegt). Eine auffällig Erhöhung aller in Abb. 3.4 dargestellten Elemen-
te ist im Nukleolus zu beobachten, der als dicht gepackte Struktur (P-reich) besondere
Eigenschaften zu haben scheint (weiteres siehe 3.1.5).

3.1.5 Ortsaufgelöste Darstellung des Eisens in Zellkomparti-
menten

Anhand der Element-Maps wurde nicht nur die Eisenkonzentration gesamter Zellen,
sondern auch von Zellkompartimenten bestimmt, um den Eisenanteil in den subzel-
lulären Strukturen zu ermitteln. Es wurde dabei das Eisen im Zytoplasma, Karyoplas-
ma und Nukleolus in kortikalen Neuronen quantifiziert. Die Ergebnisse sind repräsen-
tativ in der schematischen Abbildung 3.5 dargestellt.

Die einzelnen Zellkompartimente weisen, wie bereits in 3.1.4 angesprochen, unter-
schiedliche Eisenkonzentrationen (Abb. 3.5 rot) auf. Wenn man die Eisenkonzentration
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Abb. 3.4: Elementprofil eines PN-tragenden Neurons∗ (WFA-DAB-Ni-gefärbt) durch den Zellkern.
Die intrazelluläre Eisenkonzentration (grün) im Zytoplasma und am PN (Ni, blau) ist nur leicht
erhöht. Es ist kein simultaner Eisenanstieg zur spezifischen Ni-Markierung des PNs vorhanden (=kein
Eintrag von Eisen durch die WFA-DAB-Ni-Färbung). Der Nukleolus zeigt eine hohe Konzentration
aller Elemente. ∗Nucleus vestibularis superior Breg.-10,8 mm.

der gesamten Zelle als 100% definiert, ist dabei folgendes Verhältnis zu beobachten: Nu-
kleolus (121%) > Zytoplasma (112%) > Karyoplasma (73%). Die Konzentration scheint
äquivalent der optischen Dichte der Kompartimente zu sein (siehe Abb. 3.4). Diese ist
größtenteils abhängig vom Gehalt der Proteine und Organellen, wobei der Nukleolus
als Ort der rRNA-Synthese eine gesonderte Struktur darstellt.
Letztlich aber wird der Beitrag der jeweiligen Kompartimente zum Gesamteisen durch
deren Volumenanteil an der Zelle bestimmt (Abb. 3.5 gelb). Somit beträgt der Eisen-
anteil des Zytoplasmas ∼ 84%, der des Zellkerns 15% und der des Nukleolus aufgrund
seines geringen Volumens nur ∼ 1%.

Eisenkonzentration

112%

73%

121%

Eisenanteil

84%

15%

1%

gesamtes Neuron = 100% 100% ~ 0,6 mmol/l

Abb. 3.5: Modellhafte Darstel-
lung des Eisenanteils und der Ei-
senkonzentration in den Zellkom-
partimenten Zytoplasma, Karyo-
plasma und Nukleolus im korti-
kalen Neuron.
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Die Eisenverteilung innerhalb der Kompartimente ist nicht immer homogen. Im Zy-
toplasma sind gelegentlich z.B. große, regionale Eisenansammlungen vorzufinden (Abb.
3.6). Des weiteren erscheint das Eisen in den Element-Maps generell als punktuelle
Spots. Es ist demnach weniger fein, sondern eher granulär verteilt.

P  Ni  Fe

100  100 µm²x

Abb. 3.6: Regional inhomogene Ei-
senansammlung im Zytoplasma eines
Neurons∗, dargestellt im 3-Element-
PIXE-Map (P, Ni, Fe). Scangröße:
100×100 µm2. ∗Nucleus vestibularis la-
teralis Breg.-10,8 mm.

3.1.6 Elementgehalt subzellulärer Fraktionen

Eine andere Art der Auftrennung und Isolation der subzellulären Kompartimente wur-
de durch Dichtegradientenzentrifugation eines Gesamthirnhomogenats im Saccharose-
gradienten [Big65] durchgeführt. Es konnte so eine Kernfraktion (Zellkerne, Myelin-
fragmente), Mitochondrienfraktion (Mitochondrien, Golgi, Lysosomen, Synaptosomen)
und Mikrosomenfraktion (Ribosomen, endoplasmatisches Retikulum, Vesikel) gewon-
nen werden. Die Fraktionen wurden im Elektronenmikroskop auf die angereicherten
Strukturen hin kontrolliert und im Ionenstrahlmikroskop analysiert.
Der Elementgehalt der Fraktionen ist als PIXE-Intensität im PIXE-Spektrum darge-
stellt (Abb. 3.7). Die spezifische Energie der Röntgenfluoreszenz EX des Eisens (Fe)
liegt bei 6,4 keV (Kα) bzw. 7,1 keV (Kβ).
Die Kernfraktion (blau) und die Mitochondrienfraktion (grün) besitzen eine ähnliche
Eisenkonzentration (PIXE-Intensität ∼100). Die Mikrosomenfraktion enthält eine über
siebenfach höhere Eisenkonzentration (PIXE-Intensität ∼800).

3.1.7 Eisenkonzentration von Oligodendrozyten und Astrozy-
ten

Mittels histochemischer Färbemethoden wie der Berliner-Blau-Reaktion nach Perl
[Per67] kann Eisen im Schnitt semiquantitativ dargestellt werden (Abb. 3.8). Dabei
zeigen die Oligodendrozyten, neben den Tanyzyten als modifizierte Gliazellen am drit-
ten Ventrikel, eine starke Reaktion. Neben kolorimetrischen Bestimmungen an Homoge-
naten beruhen auf diesen histologischen Beobachtungen bisweilen die meisten Aussagen
über den Eisengehalt der Gliazellen. Demnach sollen die Oligodendrozyten der Säuge-
tiere, höchstwahrscheinlich im Zusammenhang mit der Myelinbildung, einen sehr hohen
Eisengehalt besitzen [Hil84, Ger89, Mor92b, Con90, Con92, Ben93, Con95a,
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Abb. 3.7: Ionenstrahlanalytische Elementquantifizierung subzellulärer Fragmente, gewonnen durch
Dichtegradientenzentrifugation eines Gesamthirnhomogenats. Die elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen zeigen die in der Fraktion angereicherten Zellbestandteile. Der Eisengehalt der Mikroso-
menfraktion ist wesentlich höher als in der Kern-, Mitochondrien- und Zytosolfraktion.

Con95b, Dic95, Erb96, Con01, Con96, Bur99, Con01, Moo00, Zuc06]. Auch
Astrozyten, denen eine Beteiligung an der Aufnahme von Eisen und dessen Verteilung
im Gehirn zugesprochen wird, und Mikrogliazellen sind eisenhaltig [Con90, Con95b,
Ben93, Bur99, Han02, Bea03, Hoe04, Rie04, Moo07, Dri07].

50 µm50 µm 50 µm50 µm

Abb. 3.8: Histochemische
Färbung von Fe3+ in
morphologisch charakteri-
sierten Oligodendrozyten
(li) und Neuronen (re) nach
Perfusion mit Perl-Reagenz
(Methodenprotokoll nach
[Asa06]). Breg.-3,5.

Um die literarischen Angaben der oft zitierten, älteren Arbeiten mit der neuartigen
PIXE-Methode zu prüfen und erstmals quantitative Angaben über den glialen Eisen-
gehalt machen zu können, wurde die Ionenstrahlmikroskopie nicht nur an Neuronen
(3.1.3), sondern auch an Gliazellen angewandt. Beispielhaft wurden dafür in jeweils se-
paraten Schnitten Oligodendrozyten mit einem Ak gegen Oligodendrozyten-spezifisches
Protein (OSP) [Bro96] und Astrozyten mit einem Ak gegen saures fibrilläres Gliapro-
tein (GFAP) markiert und die Färbung mit Ni-DAB verstärkt [Mor05b]. Da die Io-
nenstrahlanalyse von Gliazellen zusätzlich und nur an einer Auswahl von Zellen (n=16)
erfolgte, wurden kräftig markierte Oligodendrozyten und Astrozyten im retrosplenialen
Kortex mikroskopiert (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: P-, Ni-, und Fe-Map von Oligodendrozyten (OSP-Ni-markiert) und Astrozyten (GFAP-Ni-
markiert) im retrosplenialen Kortex der Ratte. Pfeilspitze in den Maps der Oligodendrozyten: Somata
anderer neuraler Zellen (P-reich, aber Ni-negativ).

In der Abbildung 3.10 ist die zum umgebenden Neuropil relativierte intrazelluläre
Eisenkonzentration der Gliazellen als auch der PN-positiven und PN-negativen Neu-
rone (gepoolt aus PK, SUB und SN von 3.1.3) zusammengefasst. Die intrazelluläre
Eisenkonzentration der untersuchten Oligodendrozyten beträgt ∼ 0,95 mmol/l. Sie ist
gegenüber PN-negativen Neuronen um 58% und gegenüber PN-positiven Neuronen um
28% signifikant erhöht (p < 0,01).

Die Eisenkonzentration der Astrozyten war mit ∼ 0,7 mmol/l der Konzentration der
PN-positiven Neurone (∼ 0,75 mmol/l) ähnlich, gegenüber den PN-negativen Neuronen
aber um 25% erhöht (p < 0,05). Bezüglich der Eisenkonzentration reihen sich somit
die analysierten Astrozyten wie auch die PN-tragenden Neurone zwischen die PN-
negativen Neurone und die Oligodendrozyten ein.

3.2 qRT-PCR: mRNA-Expression in PN-reichen

Hirnregionen

3.2.1 qRT-PCR-Produkte

Die quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) ist eine etablierte, sensitive Methode
[Hei96, Kub06] mit der die durch Reverse Transkription erhaltene cDNA spezifisch
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amplifiziert und rückwirkend der mRNA-Gehalt ermittelt wurde. Die qRT-PCR wurde
für folgende Eisenprotein-spezifische cDNAs durchgeführt: β-Actin, Aggrecan, Trans-
ferrin (Tf), Transferrin-Rezeptor (TfR), Ferritin H, DMT1, MTP1, DcytB. Der jeweili-
ge mRNA-Gehalt in den PN-reichen Hirnregionen PK, SUB, NR, SN [See94, Brü94b]
wurde mit dem in der PN-armen Hirnregion EK verglichen (3.2.2).

Mit allen verwendeten Primern wurde in jeder Region ein elektrophoretisch nach-
weisbares PCR-Produkt mit der erwarteten Größe (siehe Tabelle 2.1) erhalten (siehe
Abb. 3.11). Der Gehalt der verschiedenen cDNAs war dabei quantitativ verschieden,
was sich, die Effizienz berücksichtigend, in der bis zum Beginn der exponentiellen Phase
benötigten PCR-Zyklenanzahl zeigte.

Die exponentielle Phase des ubiquitären Housekeeping-Gens β-Actin wurde im
PCR-Lauf stets als erstes erreicht (< Zyklus 30), dies entspricht einer hohen DNA-
Kopienzahl im Start-Template (> 10.000 [QIAGEN HotStarTaq PCR Handbuch]).
Dies spiegelt sich auch in den seriellen Verdünnungsreihen wieder, bei denen, im Ge-
gensatz zu den anderen untersuchten Sequenzen, selbst bei einer Verdünnung des Start-
Templates von 1:3125 ein gut detektierbares Signal erlangt wurde (siehe Kapitel 2.2.2
Abb. 2.8 A, D). Die Ansätze von Aggrecan, Tf, TfR und Ferritin H erreichten vor dem
35. PCR-Zyklus ihre exponentielle Phase und bis zum Ende der PCR ihre Plateau-
Phase (> 10-100 DNA-Kopien im Start-Template, > 360 pg genomische DNA [QIA-
GEN HotStarTaq PCR Handbuch]). Die Plateauphase der Ansätze von DMT1, MTP1
und DcytB hingegen wurden nicht kontinuierlich bis zum Ende der PCR erreicht. Es
wurde daher von der Quantifizierung der cDNA von DMT1, MTP1 und DcytB ab-
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b-Actin      Aggrecan          DMT1         DcytB      M NK  PK

MTP1       Ferritin H            Tf               TfR        M  NK  PK

200

400

bp

200
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Abb. 3.11: Elektrophoretisch nachweisbare qRT-PCR-Produkte mit der richtigen Amplifikat-Größe
[bp]. Dreifach-Ansatz eines Substantia nigra-Pools. M=bp-Marker. NK=Negativkontrolle (Aquadest).
PK=Positivkontrolle (Gesamthirnhomogenat).

gesehen und sich auf die “Standard”-Eisenproteine Tf, TfR und Ferritin H sowie auf
Aggrecan beschränkt (siehe 3.2.2).

3.2.2 Quantifizierung der Eisenprotein-spezifischen mRNA

Mittels der ∆∆CT-Methode wurde nach interner Normierung auf β-Actin das Verhält-
nis des mRNA-Gehalts der PN-reichen Hirnregionen PK, SUB, NR und SN zur PN-
armen Kalibratorregion EK bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.12 zu-
sammengefasst. Die gestrichelte Linie entspricht dem Level des EK (Verhältnis=1).

Abgesehen vom PK (grün), der als einzige Ausnahme keine Veränderung der PCR-
Produkte gegenüber dem EK zeigte, wurde in den PN-reichen Hirnregionen eine ge-
nerelle Erhöhung des mRNA-Gehalts festgestellt (oberhalb dem Verhältnis von 1 zum
EK). Aggrecan als Komponente des PN war, gegenüber des PN-armen EK, im SUB
(blau), dem NR (rot) und der SN (grau) signifikant erhöht (95% Konfidenzinter-
vall=KI). Im NR, dem Gebiet mit den meisten PN-tragenden Neuronen, wurde ein
nahezu dreifach höherer Aggrecan-mRNA-Gehalt nachgewiesen.
Der Eisenprotein-spezifische mRNA-Gehalt für Transferrin war am auffälligsten. Er
war signifikant um das dreifache (SUB, SN) bis fast vierfache (NR) erhöht. Auch im
PK deutete sich eine Erhöhung des TF-mRNA-Gehalts an.
Beim TfR-mRNA-Gehalt zeigte ebenfalls der NR eine signifikante (95% KI), die SN
eine tendenzielle (90% KI), Erhöhung gegenüber dem EK um ∼100% (Verhältnis=2).
Der mRNA-Gehalt an Ferritin H war im NR und der SN signifikant erhöht (um ∼50-
65%). Wie im PK wurde hier auch im SUB kein signifikanter Unterschied im Ferritin H-
mRNA-Gehalt beobachtet.
Durchschnittlich (MW der Regionen, gelb) war der mRNA-Gehalt aller untersuchten
Endpunkte (Aggrecan, Tf, TfR, Ferritin H) in den PN-reichen Hirnregionen signifikant
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höher (95% KI) als in der PN-armen Hirnregion. Der mRNA-Gehalt von Aggrecan ist
somit durchschnittlich um 100% (Verhältnis=2), von Tf um 200% (Verhältnis=3), vom
TfR um ∼50% und vom Ferritin H um ∼35% erhöht.

3.3 Western Blot: Protein-Expression in PN-reichen

Hirnregionen

3.3.1 Eisenprotein-Expression

Zum Vergleich des Eisenproteingehalts der PN-reichen Hirnregionen PK, SUB, NR und
SN gegenüber des PN-armen EK wurden die Hirnhomogenate im SDS-PAGE/Western
Blot aufbereitet. Die Blots wurden jeweils mit Antikörpern gegen Tf, TfR, Ferritin H,
Ferritin L, DMT1, MTP1 und DcytB inkubiert. Nach kolorimetrischer Auswertung er-
folgte am gleichen Blot die Quantifizierung des β-Actins (siehe 2.3.4).
Alle Antikörper markierten eine spezifische Proteinbande des erwarteten Molekularge-
wichts (siehe Bsp. in Abb. 3.13). Die Markierung von DcytB zeigte dabei allerdings
ein sehr geringes Signal. Da ein anderer DcytB-Antikörper kommerziell noch nicht
verfügbar ist, wurde von der quantitativen Auswertung des DcytB-Proteins abgesehen.

Alle anderen Eisenproteine wurden semiquantitativ durch die Relativierung auf β-
Actin der selben Bande ausgewertet. Die Ergebnisse sind im Diagramm 3.14 dargestellt.
Die Fehlerbalken zeigen dabei den Datenbereich (min, max) an. Eine Erhöhung (+)
wurde durch eine mindestens 15% höhere Proteinexpression als im EK definiert. Die
EK-zugehörige Punktlinie verdeutlicht das Level der PN-armen Referenzregion.
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Abb. 3.13: Western Blot. Auswahl von
den Expressionsbanden der untersuch-
ten Eisenproteine sowie β-Actin in den
verschiedenen Hirnregionen.

Generell zeigte die Immunreaktion von Tf und Ferritin L im Verhältnis zu β-Actin
den größten Proteingehalt (Tf/β-Actin∼1–2,5, Ferritin L/β-Actin∼5–10 im Gegensatz
zu TfR/Ferritin-H/DMT1 vs. β-Actin ∼0,25–0,75).

Mit Ausnahme des DMT1 wurde für jedes Eisenprotein eine Erhöhung in den PN-
reichen Hirnregionen gegenüber dem EK (dunkelblau) festgestellt. Der Gehalt an Tf
war um ∼30% (SUB, blau) bis ∼150% (NR, rot) erhöht. Der TfR und das Ferritin H
waren in allen PN-reichen Regionen etwa verdoppelt. Ferritin L war um ca. 35% (SUB)
bis ca. 125% (NR) erhöht. MTP1 wurde im PK als leicht erhöht (∼17%) und im NR als
ca. doppelt so hoch ermittelt. SUB und SN (grau) zeigten für MTP1 keine Veränderung.

Im Durchschnitt (MW der untersuchten Regionen, gelb) wurde für die Proteine
Tf, TfR, Ferritin H, Ferritin L und MTP1, nicht aber für DMT1 eine um mindestens
15% höhere Expression in den PN-reichen Hirngebieten festgestellt. Die durchschnitt-
liche Erhöhung gegenüber der PN-armen Referenzregion beträgt für MTP1 ∼25%, für
Ferritin L ∼80% und für Tf, TfR bzw. Ferritin H ca. 100%.

3.3.2 Regionale CSPG-Expression

Analog zu den Eisenproteinen wurde in den isolierten Hirnregionen zusätzlich die Ex-
pression der Chondroitinsulfat-Proteoglykane (CSPG) mittels Western Blot untersucht.
Aufgrund der höheren Anzahl PN-tragender Neurone wurde in den Regionen PK, SUB,
NR und SN ein höherer CSPG-Gehalt als im PN-armen EK erwartet. CSPG, spezifisch
Aggrecan [Mat02], wurde mittels des Antikörpers MAB1581 (Cat-315) detektiert.

Lander et al. [Lan98] und Matthews et al. [Mat02] beschrieben für den verwen-
deten Antikörper eine erhöhte Effektivität nach Deglykosylierung der Proteine. Dieser
Nachweis der Antikörper-Spezifität konnte durch den Verdau mit Chondroitinase ABC
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Abb. 3.14: Western Blot. Proteingehalt/β-Actin PN-reicher Hirnregionen in Gegenüberstellung zum
EK (Referenzregion, Markierungslinie).

(Sigma, 1 µl/20µl Hirnhomogenat, SL: 0,5 U/ml) für 3h bei 37◦C erbracht werden.
Abb. 3.15 A zeigt, daß das Signal der markierten Banden durch den Verdau deutlich
verstärkt wurde. Eine detektierbare Verschiebung der Banden wurde nicht beobachtet.

Aggrecan (Cat315)

~580 kDa

~360 kDa

~300 kDa

EK SN    PK   NR  SUB

~580 kDa
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3h 37°C

+ 
Chondroitinase BA
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Abb. 3.15: Western Blot. A: Durch den Verdau der Proteine mit Chondroitinase ABC erhöht sich die
Ausbeute an Cat-315-reaktiven CSPG und bestätigt die Spezifität des Antikörpers. Kortexhomoge-
nat. B: Für die verschiedenen Hirnregionen wurden 3–4 Cat-315-markierte Banden unterschiedlichen
Molekulargewichts und variabler Intensität erhalten. Auch im PN-armen EK wird CSPG detektiert.

Der Cat-315-Ak erzeugt laut Datenblatt (Chemicon) eine Bande bei ∼680 kDa. Bei
den Untersuchungen wurden anstatt nur einer Bande allerdings drei bis vier markierte
Banden mit unterschiedlichem Molekulargewicht (∼300, 360, 470, 580 kDa) erhalten
(siehe Abb. 3.15 B). Ähnliche Befunde wurde auch von Matthews et al. [Mat02] be-
schrieben. Die Signalintensität der Banden variiert zwischen den verschiedenen Hirn-
regionen. Eine systematische Kontinuität wurde allerdings nicht festgestellt.
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Auch im EK mit einer geringen Anzahl an PN-tragenden Neuronen wurde im We-
stern Blot CSPG nachgewiesen (siehe Abb. 3.15 B, EK). Allerdings wurde weder für
eine der vier Banden noch für das Gesamtaggrecan (Summe aller Banden) ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den PN-reichen und der PN-armen Region festgestellt.

3.4 Immunhistochemie: Darstellung der zellulären

Eisenprotein-Expression

3.4.1 Immunhistochemische Markierung der Eisenproteine

In den dreifach markierten (Eisenprotein+Zellmarker+PN) Hirnschnitten wurde in
allen untersuchten Hirnregionen eine gute Immunreaktion erzielt. Alleinige Ausnah-
me war das DcytB-Protein, was mit dem einzigen kommerziell erhältlichen α-DcytB-
Antikörper bereits im Western Blot (Abb. 3.14) und auch in der Immunhistochemie
ein schwaches Signal zeigte. DcytB wurde daher von der weiteren Auswertung ausge-
schlossen.

Im PK wurden PNs in den Schichten II-III bis VI visualisiert (siehe Abb. 3.16 TfR &
3.17 MTP1). Es wurden sehr dünne, schwache PNs um die großen Pyramidenzellen in
Schicht V dargestellt, die meisten und auffälligsten WFA-reaktiven PNs befanden sich
allerdings in den Interneuron-reichen Schichten IV und VI (entspricht den Angaben von
Brückner et al. [Brü94b]). Alle NeuN-markierten Neurone zeigten eine Immunreaktion
für die untersuchten Eisenproteine (Bsp. für Tf, TfR und DMT1 siehe Abb. 3.16, Bsp.
für MTP1, Ferritin H und Ferritin L siehe Abb. 3.17).

Obwohl Ferritin L vorwiegend glial und Ferritin H eher neuronal lokalisiert sein soll
[Bea93, Con94, Con01, Moo02a], liesen sich die Neurone ohne (optisch!) erkennba-
re Prävalenz für beide Ferritin-Subtypen gut anfärben. Entgegen der Beobachtung, daß
Ferritin L nur Pyramidenzellen anfärbt [Con94], wurden mit dem in dieser Arbeit ver-
wendeten Antikörper eindeutig auch andere Neuronentypen wie kortikale Interneurone
angefärbt (siehe 3.17 Ferritin L). Tatsächlich aber wurden einzelne Gliazellen morpho-
logisch anhand ihrer Ferritin L-Färbung als Oligodendrozyten identifiziert (Abb. 3.17
Ferritin L, Info), was anhand der Ferritin H-Färbung nicht möglich war.
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Abb. 3.16: Immunhistochemische Darstellung der Eisenproteine Tf, TfR und DMT1 (Cy3) sowie der
PNs (WFA, Cy2) und der Neurone (NeuN, Cy5) bzw. in der TfR-Färbung aller Zellkerne (DAPI).
Schnittdicke: 30µm. Vergrößerung: li 100×, re 630×.



3.4 Immunhistochemie: Darstellung der zellulären Eisenprotein-Expression 73
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Abb. 3.17: Immunhistochemische Darstellung der Eisenproteine MTP1, Ferritin H und Ferritin L
(Cy3) sowie der PNs (WFA, Cy2) und der Neurone (NeuN, Cy5). Schnittdicke: 30µm. Vergrößerung:
li 100×, re 630×.
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3.4.2 Kolokalisation von Eisenproteinen und Eisen

Alle Eisenproteine sind, wie auf der rechten Seite der Abb. 3.16 & 3.17 zu sehen, do-
minant im Zytoplasma der Neurone und wenig im Zellkern lokalisiert. Darauf wurde
bereits in 3.1.5 eingegangen. Zum direkten Vergleich der zellulären Lokalisation von
Eisenprotein und Eisen wurde nun beispielhaft Laser Scanning Mikroskopie (LSM)
und Ionenstrahlmikroskopie kombiniert. Wie unter 3.4.1 wurde eine immunhistochemi-
sche Färbung für Ferritin H (Cy3-markiert) am Hirnschnitt durchgeführt. Mittels LSM
wurde die Ferritin H-Färbung eines Neurons dargestellt (Abb. 3.18 LSM). Anschlie-
ßend wurde das selbe Neuron im P-Map (da im Gegensatz zu 3.1.2 nicht mit DAB-Ni
verstärkt) morphologisch im Ionenstrahlmikroskop identifiziert (Abb. 3.18 Element-
Maps). Das Eisen wurde ortsaufgelöst dargestellt und dessen Konzentration für die
verschiedenen Zellkompartimente quantifiziert (Abb. 3.18 Fe-Konzentration).
Die Lokalisation des Cy3-markierten Ferritin H im LSM-Bild entspricht der höchsten
Eisenkonzentration im Element-Map: beide sind vorwiegend zytoplasmatisch lokali-
siert. Die Eisenkonzentration des Zytoplasmas beträgt in diesem Neuron 0,93 mmol/l.
Der (auch mit Zytoplasma gefüllte) Dendrit und der Zellkern haben eine geringere Ei-
senkonzentration (0,43 mmol/l bzw. 0,51 mmol/l). Das Neuropil enthält weniger Eisen
als alle intraneuronalen Kompartimente (0,31 mmol/l).

P
P 
FeFe

LSM Element-Maps

Fe-Konzentration 
[mmol/l]:

2+3Soma : 0,82
2Zytoplasma : 0,93

3Nukleus : 0,51
4Dendrit : 0,43

5Neuropil : 0,31

min                maxFerritin HCy3

4

3

2

5

30x70 µm

Abb. 3.18: Ähnliche zelluläre Verteilung von Ferritin H (Cy3-markiert, LSM-Aufnahme) und Eisen
(ortsaufgelöste Element-Maps (P, Fe, P+Fe)) in einem kortikalen Neuron. Die quantifizierte Eisen-
konzentration verschiedener Zellkompartimente ist in mmol/l angegeben.

In der LSM-Abbildung in 3.18 ist zusätzlich zu erkennen, daß das Ferritin H nicht
fein homogen, sondern granulär lokalisiert ist. Dies stimmt mit der granulären Eisenver-
teilung in den Element-Maps in der Abb. 3.18 und der histologischen Eisenfärbungen in
Abb. 3.8 überein (ebenfalls beschrieben von Burdo et al. [Bur99]). Die fein granuläre
Verteilung des Ferritin H und des Eisens könnte deren direkte Akkumulation anzeigen.
Eine Ausnahme ist der Nukleolus, in dem viel Eisen (siehe 3.1.4 & 3.1.5), aber wenig
Eisenproteine (Abb. 3.16 & 3.17) nachgewiesen werden konnten.
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3.5 Laser Scanning Zytometrie: Quantifizierung der

zellulären Eisenproteine

Für die Objektträger-basierte Laser Scanning Zytometrie (sbLSZ) sind bisher noch
keine Arbeiten veröffentlicht, die eine Anwendung zur Quantifizierung von Proteinen
oder die Anwendung eines extrazellulären (PN) Triggersignals beschreiben (1.4.2 &
2.5). Die Quantifizierung der immunhistochemisch markierten Eisenproteine mittels
sbLSZ stellte daher eine neuartige Herausforderung dar.

3.5.1 Daten-Analyse

Die Datenanalyse am iCys ist in Abb. 3.19 dargestellt. Ein Übersichtsbild der auf dem
Objektträger aufgebrachten Hirnschnitte dient zur Festlegung der zu analysierenden
Regionen (3.19 A). Jede auserwählte Hirnregion wird mit dem 40×-Objektiv gescannt
und die als Ereignis erkannten und mit einer Analysekontur versehenen Objekte als
PMT-generiertes Bild ausgegeben (3.19 B). Von jedem detektierten Ereignis werden
die x- und y-Koordinaten im Dot Plot als Punktwolke dargestellt (3.19 C). In diesem
zeichnet sich die analysierte Hirnregion und die regionale Verteilung der Zellen ab. Das
Dot Plot dient gleichzeitig zur Kontrolle einer optimalen, homogenen Zellerkennung
und der Sichtung von Artefakten.
Es erfolgt eine komplette oder lokale Auswahl der Ereignisse, deren Integral des Cy2-
NeuN-Signals (TfR: Cy5, Tf: Fluoro-Nissl) gegenüber der Area aufgetragen wird (3.19
D). In diesem Dot-Plot werden ergänzend zu der festgesetzten Mindestgröße von 10 µm
Zelltrümmer oder angeschnittene Zellen als auch Zelldubletten und Zellhaufen von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Bei der TfR-Färbung, bei welcher green-Fluoro-Nissl
als Zellmarker verwendet werden musste, sind Gliazellen von den Neuronen zusätz-
lich über ihre größere maximale Pixel-Intensität zu verwerfen (3.19 E). Die Auswahl
wird dabei stets über die bildliche Ausgabe der im Auswahlfenster gesetzten Ereignisse
(PMT-generiertes Galeriebild) kontrolliert.
Von der verbleibenden Ereignisauswahl wird anschließend das Cy3mod-Signal ge-
genüber der Anzahl der Ereignisse in einem Histogramm dargestellt (3.19 F). PN-
positive Neurone (rot markierte Zellen im Histogramm F) können anhand des hohen
Cy3-Signals (WFA) von den PN-negativen Zellen (grün markierte Zellen im Histo-
gramm F) unterschieden werden. Üblicherweise erfolgt die Differenzierung automa-
tisch über die Festlegung eines Thresholds in einem Cy3-negativen Gebiet. Dies erwies
sich allerdings als unzuverlässig, so daß das Gating der PN-positiven und der PN-
negativen Population manuell anhand des Cy3mod-Signals im Histogramm (3.19 F)
unter visueller Kontrolle der gespeicherten Bilder erfolgte. Es wurden so die starken
gut konturierten und diffusen PNs als auch die schwachen, dünnen PNs detektiert.
Wenn auch selten, wurden vereinzelt Zellen als PN-positiv erkannt, imitierten jedoch
nur ein positives Cy3-Signal durch ihre direkte Lokalisierung an einer Cy3-positiv mar-
kierten Zelle oder deren Ausläufer. Es stellte sich heraus, daß diese Neurone dadurch
allerdings eine größere Fläche aufweisen und so über das Histogramm von der Analyse
ausgeschlossen werden konnten (schwarz markierte Zellen im Histogramm G). Die ein-
zelnen Zellen der jeweils selektierten Populationen wurden im Galeriebild kontrolliert
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(3.19 H, I ) und die Histogramme (das Galeriebild lässt leider keinen Auswahlausschluß
zu) so angepasst, daß die finale Zuordnung der PN-positiven und PN-negativen Neu-
rone korrekt vorlag.
Die endgültig selektierten PN-positiven (rot markierte Zellen im Histogramm J) und
PN-negativen (grün markierte Zellen im Histogramm J) Neurone wurden für die Analy-
se der Eisenproteine anhand des Cy5-Fluoreszenzsignals (Tf: Cy2) herangezogen (3.19
J). Dabei umfassen die für die Quantifizierung verwendeten Informationen das Inte-
gral des Fluoreszenzsignals innerhalb der Analysekontur und die Fläche des Objektes
für jeden gemessenen Kanal. Für die Quantifizierung wurde daraus das Integral/Area
hergeleitet. Die Messdaten wurden als Mittelwert mit Variationskoeffizient (CV [%])
und Standardabweichung ausgegeben.
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PK

SUB

NR
SN

A

B

C

D E F G

JH I

PK SUB SNNR

NeuN  
WFA

NeuN 
WFA

Abb. 3.19: Chronologische iCys-Datenanalyse über PMT-generierte Bilder (A, B, H, I), Dot-Plots
(C) und Histogramme (D-G, J). (A) Übersichtsbild der Hirnschnitte. Festlegung der zu analysieren-
den Regionen. (B) Fluoreszenzereignisse (Zellen ohne PN, Zellen mit PN) jeder gescannten Hirnregi-
on. (C) Gating der x - und y-Koordinaten jedes detektierten Ereignisses. (D) Zellfragmente/-haufen
werden über ihre Größe aussortiert. (E) Zusätzlich bei der TfR-Färbung (green-Fluoro-Nissl): Glia-
zellen (schwarz) werden von den Neuronen über MaxPixel-Intensität verworfen. (F) Integral der
Cy3-Fluoreszenz (PNs) aller ausgewählten Neurone. Selektion der PN-negativen und PN-positiven
Neurone. Die Grenze zwischen beiden Populationen wird durch Ausgeben der einzelnen Zellen im
Galeriebild (H, I) gesetzt. (G) Falsch WFA-positiv detektierte Neurone (schwarz) werden über ihre
Area von der Auswertung ausgeschlossen. (H) Galeriebild der nach angepasster Analyse detektier-
ten PN-positiven-/NeuN/green-Fluoro-Nissl-markierten Neurone (jeweilige Bildmitte). (I) Galeriebild
der in H aussortierten falsch-positiven Neurone angrenzend an eine PN-tragende Zelle. (J) Abge-
leitete Integral/Area-Information der Cy5-(Tf:Cy2)-Eisenprotein-Fluoreszenz der PN-negativen und
PN-positiven Neurone.
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3.5.2 Auswertung der Daten

Die vom Cy5-/Cy2-konjugierten Sekundärantikörper emittierte Fluoreszenz entspricht
der Menge des vom Primärantikörper gebundenen Eisenproteins. Somit ist eine semi-
quantitative Bestimmung des intrazellulären Eisenproteingehalts der PN-positiven (PN)
und der PN-negativen (#PN) Neurone möglich.

Aus allen mit einer Analysekontur erfassten Zellen erhält man einen Mittelwert des
Fluoreszenzintegrals und der Fläche. Um einen Effekt durch unterschiedliche Zellgröße
oder Anschnittfläche auszuschließen, wurde die Fluoreszenzintensität auf die Fläche
normiert (Integral/Area, I ). Von I der eigentlichen Messung wurde I der zugehörigen
Kontrolle K (Folgeschnitte ohne α-Eisenprotein-Ak) der selben Region abgezogen. An-
schließend wurden die normierten Mittelwerte beider Subpopulationen innerhalb der
selben Analyseregion relativ miteinander verglichen.

Unter Berücksichtigung der unterschiedlichen Zellanzahl n wurde zunächst der ge-
wichtete Standardfehler SE aus den Standardfehlern σ aller vier Populationen (PN und
#PN der gefärbten Probe und PN

K und #PN
K der Kontrolle) nach der Formel 3.1 errechnet

(erstellt nach [Sac69]). SE und n berücksichtigend wurde mit Abzug des Fluoreszenz-
signals I der Kontrollpopulationen von den eigentlichen Messungen der t-Wert t für
die relative Differenz zwischen PN-positiven und PN-negativen Neuronen berechnet
(3.2, erstellt aus [Sac69]). Mit dem t-Wert wurde das Konfidenzintervall KI zur stati-
stischen Aussage ermittelt. Ist das KI größer 95% ist das Ergebnis signifikant. Bei dem
Vergleich von I von PN-positiven und PN-negativen Neuronen wurde im Falle einer
statistisch signifikanten Differenz ein KI von 99% erzielt (hoch signifikant). Da beide
Ratten für die jeweiligen Regionen beider Hirnhälften stets das gleiche Ergebnis auf-
zeigten, wurden diese für die endgültige Darstellung als Mittelwert zusammengeführt.

SE =

√
(nK

#PN − 1) · (σK
#PN)2 + (nK

PN − 1) · (σK
PN)2 + (n#PN − 1) · (σ#PN)2 + (nPN − 1) · (σPN)2

nK
#PN + nK

PN + n#PN + nPN − 4

(3.1)

t =

√
nPN ·n#PN

nPN + n#PN

·
(IPN − IK

PN)− (I#PN − IK
#PN)

SE
(3.2)

3.5.3 Bestimmung der Anzahl PN-positiver Neurone

Da jedem erkannten Ereignis die x- und y-Koordinaten auf dem Objektträger zuge-
ordnet werden, war eine Zählung der ausgewerteten Neuronen möglich. In Tabelle 3.1
ist die pro Eisenprotein durchschnittlich analysierte Neuronenanzahl n für die unter-
suchten Hirnregionen dargestellt. In den jeweiligen Regionen umfasst diese 76 (SUB)
bis 371 (NR) PN-positive Neurone und 113 (NR) bis 6307 (PK) PN-negative Neuro-
ne. Fasst man die untersuchten Regionen zusammen (MW), wurden pro Eisenprotein
durchschnittlich 890 PN-positive und 8410 PN-negative Neurone quantifiziert.
Durch die automatische Zählung der erkannten Ereignisse lies sich somit auch der pro-
zentuale Anteil WFA-positiver Neurone in den untersuchten Hirnregionen ermitteln
(Tab. 3.1 Anteil PN-Neurone). Der NR besteht zum Großteil aus WFA-markierten
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Neuronen (70%), in der SN sind es 55%. Im PK und SUB beträgt der Anteil WFA-
positiver Neurone nur 5%. Durchschnittlich besaßen in den untersuchten Hirnregionen
10% der Neurone ein WFA-positives PN.

PK SUB NR SN MW
n PN-negative Neurone 6307 1713 113 267 8410
n PN-positive Neurone 295 76 371 149 890
∼ Anteil PN-Neurone 5% 5% 70% 55% 10%

Tab. 3.1: Am iCys pro Eisenprotein durchschnittlich analysierte Neuronenanzahl n und der daraus
ermittelte Anteil WFA-positiver Zellen in den analysierten Regionen.

3.5.4 Quantifizierung der neuronalen Eisenprotein-Expression

Da die Menge der Eisenproteine mit der emittierten Fluoreszenz der gebundenen,
Fluorochrom-gekoppelten Antikörper korreliert, kann deren Gehalt durch die Quan-
tifizierung der Immunfluoreszenz bestimmt werden. Die Quantifizierung der intrazel-
lulären Eisenprotein-Expression von PN-positiven Neuronen (identifiziert über deren
WFA-Cy3-Signal) und PN-negativen Neuronen erfolgte erstmals mittels sbLSZ. Durch
die automatisierte Zellerkennung am iCys wurden die Neurone über den Zellmarker
NeuN (TfR: Fluoro-Nissl) erkannt und innerhalb dieser Triggerkontur die Fluoreszenz
quantifiziert. Beide Populationen wurden innerhalb des selben Hirnschnitts und der
selben Region direkt miteinander verglichen.

Der ermittelte Eisenproteingehalt PN-tragender Neurone ist im Verhältnis zu PN-
negativen Neuronen im Diagramm 3.20 dargestellt. Wurde in den PN-positiven Neuro-
nen eine Erhöhung festgestellt (Verhältnis >1, gestrichelte Linie), war diese entweder
hoch signifikant (99% KI) oder tendenziell (85% KI). In keinem Fall wurde eine Er-
niedrigung der Eisen-spezifischen Proteine in den PN-positiven Neuronen detektiert.
In den PN-positiven Neuronen war Tf und TfR in allen untersuchten Hirnregionen (PK
(grün), SUB (blau), NR (rot), SN (grau)) signifikant höher. Die Erhöhung betrug für
Tf ∼20% (SN) bis ∼50% (PK) und für den TfR ∼20% (PK) bis ∼55% (SUB).
Für Ferritin H wurde eine signifikant höhere Expression im PK um ∼12% und eine
tendenziell höhere Expression in der SN um ∼15% in den PN-tragenden Neuronen
festgestellt.
Signifikant mehr Ferritin L wurde in den PN-positiven Neuronen im PK und SUB
detektiert (∼35% bzw. ∼45%). Die Neurone in der SN zeigten einen tendenziell um
∼50% höheren Gehalt an Ferritin L.
Die PN-tragenden Neuronen im PK, SUB und der SN wiesen eine um ca. 35–50% si-
gnifikant höhere MTP1-Expression auf, im NR war diese tendenziell um ∼ 25% höher.
Für DMT1 zeigten PN-tragende Neurone im PK und SUB ebenfalls einen signifikant
höheren Gehalt um ca. 35–50%. Für die SN und den NR wurde keine signifikante Ände-
rung im DMT1-Level festgestellt.
Durchschnittlich (MW aller Regionen, gelb) exprimierten die PN-positiven Neurone im
Verhältnis zu den PN-negativen Neuronen ∼35–40% signifikant mehr Tf-, TfR-, Fer-
ritin L- und MTP1-Protein. Der Ferritin H- und DMT1-Gehalt war zwar in einzelnen
Regionen, nicht aber in deren MW signifikant höher.
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Abb. 3.20: Verhältnis der Eisenprotein-Expression von PN-positiven Neuronen im Verhältnis zu PN-
negativen Neuronen. Die Quantifizierung der Immunfluoreszenz-markierten Proteine erfolgte mittels
sbLSZ.

3.6 Kurzzusammenfassung der Ergebnisse

IONENSTRAHLMIKROSKOPIE: PN-positive Neurone der untersuchten Gebiete PK,
SN und SUB haben eine um durchschnittlich 32% höhere intrazelluläre Eisenkonzen-
tration als Neurone ohne PN (0,74 vs. 0,56 mmol Fe/l, p<0,01). Pyramidenzellen und
Interneurone des PK unterscheiden sich nicht in ihrem Eisengehalt. Die PN-losen Neu-
rone der SN pars compacta besitzen die geringste, dem Neuropil entsprechende Eisen-
konzentration (∼0,45 mmol/l). Die Eisenkonzentration des PN ähnelt der Gesamtkon-
zentration der PN-tragenden Zelle und ist damit nur gegenüber PN-losen Neuronen
erhöht. Am eisenreichsten sind die Neurone des SUB. Das neuronale Zytoplasma weißt
generell den höchsten Eisenanteil auf (∼84%). Die Eisenkonzentration der Oligodendro-
zyten ist mit ∼ 0,95 mmol/l am höchsten, die der Astrozyten gleicht mit ∼ 0,7 mmol/l
den PN-positiven Neuronen.
qRT-PCR: Die an PN-tragenden Neuronen-reichen Hirngebiete SUB, NR und SN be-
sitzen gegenüber des PN-armen EK ein erhöhtes mRNA-Level für Tf, TfR und/oder
Ferritin H (95% KI). Dabei zeigt Tf mit einer fast dreifachen Erhöhung des mRNA-
Levels im NR den auffälligsten Unterschied. Für die Regionen SUB, NR und SN wurde
auch ein erhöhter Gehalt an Aggrecan-mRNA ermittelt.
WESTERN BLOT: Die PN-reichen Hirnregionen PK, SUB, NR und SN besitzen einen
um mindestens 15% höheren Proteingehalt an Tf, TfR, Ferritin H und Ferritin L als
der EK. MTP1 ist im PK, NR und als MW über alle Regionen erhöht. DMT1 ist
in den Gebieten unverändert. Es werden bis zu vier verschiedene Proteinbanden von
Aggrecan, auch im PN-armen EK, detektiert.
IMMUNHISTOCHEMIE/sbLSZ: Die Eisenproteine sind vorwiegend zytoplasmatisch
lokalisiert. Außer DcytB konnten alle untersuchten Eisenproteine in NeuN-markierten
Neuronen auf Einzelzellebene quantifiziert werden. Tf, TfR und MTP1 sind in den PN-
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tragenden Neuronen aller Regionen erhöht (99% KI, NR MTP1 85% KI). Ferritin L und
DMT1 ist im PK und SUB erhöht, Ferritin H nur im PK. Zusammenfassend wird für
die PN-tragenden Neurone in PK, SUB, NR und SN meist eine signifikante Erhöhung
der Eisenproteine um bis über 50% festgestellt. Ferritin H zeigt dabei allgemein die
geringste Veränderung. Der zusätzlich ermittelte Anteil PN-tragender Zellen beträgt
im PK und SUB ∼5%, in der SN 55% und im NR 70%.

Die angewandten Techniken dienen durch ihre verschiedenen Endpunkte auf unter-
schiedliche Weise der Quantifizierung des Eisens und der Eisenproteine PN-tragender
Neuronen. Zur Übersicht wurden die entsprechenden Ergebnisse tabellarisch in 3.2 zu-
sammengetragen.

Eisen
PK SUB SN

PIXE ↑∗ ↑∗ ↑∗

Tf TfR
PK SUB NR SN PK SUB NR SN

qRT-PCR ∼ ↑∗ ↑∗ ↑∗ ∼ ∼ ↑∗ ↑∗
Western Blot ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
LSZ ↑∗ ↑∗ ↑∗ ↑∗ ↑∗ ↑∗ ↑∗ ↑∗

Ferritin H Ferritin L
PK SUB NR SN PK SUB NR SN

qRT-PCR ∼ ∼ ↑∗ ↑∗
Western Blot ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
LSZ ↑∗ ∼ ∼ ↑ ↑∗ ↑∗ ∼ ↑

MTP1 DMT1
PK SUB NR SN PK SUB NR SN

qRT-PCR
Western Blot ↑ ∼ ↑ ∼ ∼ ∼ ∼ ∼
LSZ ↑∗ ↑∗ ↑ ↑∗ ↑∗ ↑∗ ∼ ∼

Methode Endpunkt Bestimmung ↑∗ ↑
PIXE Eisen zellulär p<0,02

qRT-PCR mRNA regional KI 95% KI 90%
Western Blot Protein regional >15%↑

LSZ Protein zellulär KI 99% KI 85%

Tab. 3.2: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse aller angewandten Techniken. ↑∗ signifikant
erhöht. ↑ tendenziell erhöht. ∼ unverändert. Die qRT-PCR wurde bei Ferritin L, MTP1 und DMT1
nicht angewandt (leeres Feld).





Kapitel 4

Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Ionenstrahlmikroskopie

Die PIXE-Spektrometrie (Particle-Induced X-Ray Emission, [Joh95]) am Ionenstrahl-
mikroskop LIPSION ermöglicht eine ortsaufgelöste Quantifizierung von Elementen auf
subzellulärer Ebene. Damit konnte die intrazelluläre Eisenverteilung von (PN-positiven
und PN-negativen) Neuronen und Gliazellen dargestellt und quantifiziert werden.
Folgende Vorteile gegenüber anderen Methoden (u.a. Chelator-/Fluoreszenzsonden-
basierten, densitometrischen Analysen; 1.4.1 S.33) können zusammengefasst werden:

Simultan-Analyse aller Elemente mit charakteristischer EX
1 ab 1,5 keV (≥ Al)

nicht-disruptiv
subzelluläre Ortsauflösung von ∼1 µm
quantitativ (µg/g, mmol/l)
sehr sensitiv (Detektionslimit für Eisen < 4 µmol/l)
selektive Element-verstärkte Färbung identifizierbar
individuelle ROIs2 im Element-Map analysierbar

Durch die Verstärkung spezifischer immun-/lektinhistochemischer Markierungen
mit einzelnen Elementen wie Ni, Co, Cd, Ag oder Au können Strukturen direkt
im PIXE-Map visualisiert werden [Mor05b]. Bei der Präparation und Färbung der
Histowax-Rattenhirnschnitte war die Reinheit der verwendeten Materialien (eisenfrei!)
zu prüfen, da Verunreinigungen durch die hohe Sensitivität der PIXE-Methode de-
tektiert werden. Zur Visualisierung der WFA-markierten PNs [Här92, Ajm08] im
Ionenstrahlmikroskop wurde die Färbung mit Ni-DAB verstärkt (siehe 2.1.4 S.40). Das
(99,999% reine) Nickel und somit die PN-tragenden Zellen können im Ionenstrahlmi-
kroskop eindeutig identifiziert werden [Mor05b, Fie07]. Daß durch die Färbemethode
keine anderen quantifizierbaren Elemente außer Ni eingetragen werden [Mor05b], wur-
de anhand von Querschnittsanalysen WFA-Ni-DAB-markierter Neurone im Element-

1Röntgenenergie
2regions of interest
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Map belegt (Abb. 3.4 S.62). Zusätzlich wurden Kontrollmessungen an unbehandel-
ten Histowax- und Kryo-Schnitten durchgeführt, die den gleichen Eisengehalt wie die
zur Analyse verwendeten Histowax-Schnitte aufwiesen. Die für die quantitative Io-
nenstrahlmikroskopie vorausgesetzte saubere Fixier- und Färbetechnik wurde somit
nachweislich erbracht.

Durch die Präparation der Proben werden ungebundene Elemente aus den Schnitt-
präparaten ausgewaschen. Dies trifft vor allem für Na, K, Mg und Ca mit einer relativ
hohen Konzentration an freien Ionen (10–0,01 mmol/l) zu (Abb. 4.1). In nur sehr ge-
ringer Konzentration (<0,1–10−10 µmol/l) sind freie Ionen von Fe, Cu und Zn in der
Zelle vorhanden. Eine quantitative Auswertung am Ionenstrahlmikroskop wurde nur
für Eisen durchgeführt. Eisen liegt in der Zelle über 95% gebunden vor [Kak02]. Der
im Ionenstrahlmikroskop nicht detektierte Anteil kann daher für eine repräsentative
Quantifizierung vernachlässigt werden.

Abb. 4.1: Durchschnittliche Konzentra-
tion freier Metallionen im Zytoplasma
einer Zelle (nach [Wil03]).

Qualität der Quantität

Am Ionenstrahlmikroskop LIPSION wurden mittels PIXE für Neurone physiologi-
sche Eisenkonzentrationen von ∼0,4–1 mmol/l ermittelt. Um die Übereinstimmung mit
quantitativen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zu prüfen, stehen generell sehr weni-
ge und fast ausschließlich regionale Analysen zur Verfügung. Morawski et al. [Mor05a]
untersuchten mit PIXE die menschliche Substantia nigra und erhielten Konzentratio-
nen von ∼10,7 mmol/l (SNpr) und ∼7,8 mmol/l (SNpc). Meinecke et al. [Mei06] ermit-
telten mit PIXE für die Substantia nigra der Ratte eine Konzentration von 0,86 mmol/l
(SN pars reticulata (pr)) bzw. 0,4 mmol/l (SN pars compacta (pc)). Die Ergebnisse
sind ein direkter Hinweis, daß die Eisenkonzentration im Menschen höher als in der
Ratte ist.

Weitere quantitative Ergebnisse, die zum Vergleich herangezogen werden können,
sind in µg/g angegeben [Lie97, Yef00, Wil03, Ser06b, Ser06a], was im Grun-
de keine Konzentration, sondern ein Verhältnis zur Matrixmasse darstellt, die oft



4.1 Diskussion der Methoden 85

nicht angegeben wird. Die in dieser Arbeit ermittelten Konzentrationen entsprechen
im Durchschnitt 50 µg/g. Dies entspricht der gleichen Größenordnung der Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen: für das Maus-/Rattenhirn 100 µg/g (Tg2576 Maus-Neuropil,
PIXE) [Raj05], 50–180 µg/g (Ratte-Retina, PIXE) [Yef00], 30–100 µg/g (Ratte-
Hirnregionen, SR-XRF) [Ser06b, Ser06a] und für das menschliche Gehirn (wie oben
angesprochen auch mit einer höheren Eisenkonzentration) 167–250 µg/g (graue und
weiße Substanz, PIXE) [Lie97], 100 µg/g bis (im Alter) 500 µg/g (PIXE) [Heb99].

Eine aktuelle Arbeit mit quantitativer Analyse des zellulären Elementgehalts wur-
de von Ortega et al. [Ort07] mittels SR-XRF an kultivierten, dopaminproduzierenden
Rattenzellen (Pheochromocytoma PC12) durchgeführt. Sie ermittelten für kryofixierte,
gefriergetrocknete Zellen einen Eisengehalt von etwa 10 ng/cm2. Damit lässt sich die in
der eigenen Arbeit erhaltene Elementkonzentration durch Umrechnung von mmol/l in
ng/cm2 direkt vergleichen. Demnach entspricht die Eisenkonzentration der beispielswei-
se PN-negativen Neurone von durchschnittlich 0,5 mmol/l 15 ng/cm2. Diese erstaunlich
gute Übereinstimmung der beiden unabhängigen, mit unterschiedlichen Präparations-
und Quantifizierungstechniken erhaltenen Ergebnisse sichert die eigenen Befunde in
hohem Maße.

4.1.2 Western Blot und qRT-PCR

Die Western Blot-Technik ist eine seit Jahren etablierte, biochemische Methode zur
Auftrennung und Quantifizierung von Proteinen [Bur81]. Auf die verwendeten An-
tikörper wird unter 4.1.3 auf S.86 eingegangen.
Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) stellt ein relativ neues, grundlegendes
Werkzeug der modernen Molekularbiologie zur Amplifikation von DNA dar [Hig92].
Die Anwendungsbereiche dieser schnellen, sensitiven Methode sind vielfältig [Hei96,
Kub06]. Bei der qRT-PCR wird ein DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff zuge-
setzt, dessen Fluoreszenz proportional zur Produktmenge ansteigt. Die Quantifizierung
der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellwertes (CT-Wert) in der
exponentiellen Phase. Durch das für jede Probe im selben PCR-Lauf simultan am-
plifizierte Housekeeping-Gen β-Actin wurde innerhalb der selben Region die relative
Menge der DNA und somit der ursprünglich revers transkribierten RNA ermittelt (sie-
he ∆∆CT-Formel 2.3, nach [Raw05, Kub06]). Die dafür notwendige PCR-Effizienz
wurde durch eine Verdünnungsreihe der Probe berechnet (Abb. 2.8 S.46 & Formel 2.1
S.47).

Die Western Blot- und qRT-PCR-Analysen wurden nicht an einzelnen Zellen, son-
dern am Homogenat isolierter Hirnregionen durchgeführt. Neben Neuronen sind daher
auch Gliazellen, Myelin, EZM, Blutgefäße und Endothelzellen enthalten, so daß die
quantifizierten Eisenproteine/mRNAs nicht ausschließlich neuronalen Ursprungs sind.
Dies ist ein wichtiger Aspekt für die vorliegenden Protein- und mRNA-Untersuchungen,
denn auch Gliazellen exprimieren in unterschiedlichem Maße Tf, TfR, Ferritin, DMT1,
MTP1 und DcytB [Mon88, Dwo88, Pap98, Ger89, Con90, Ben93, Con95a,
Che98, Bur99, Han99, Moo00, Bur01, Tho01, McK01, Wan02, Han02, Jeo03,
Hoe04, Lis04, Wu04, Ke05, Moo06, Moo07, Son07]. Zudem können Eisenprotei-
ne wie das Apo-Transferrin auch in den Interzellularraum diffundieren, welcher ca. 35%
des Volumens der grauen Substanz ausmacht [Bli68].
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Für das Säugergehirn wird ein allgemeines Verhältnis der Anzahl der Gliazellen zu
Neuronen von 10:1 angenommen [Ste96], für das menschliche Gehirn soll die Zahl
der Gliazellen sogar 10–50 mal größer sein und damit ca. 50% der Gehirnmasse be-
tragen [http://de.wikipedia.org/ wiki/Gliazelle am 24.07.08]. Stereologische [Gab87]
und nicht-stereologische [Her05, Her06] Quantifizierungen am Rattenhirn zeigen ei-
ne andere Verteilung. Demnach beträgt das Verhältnis von Neuronen zur Gesamtzell-
zahl ca. 60% [Her06]. Beim volumenmäßigen Anteil von Neuronen zu Gliazellen in
der Ratte verschiebt sich das Verhältnis noch mehr zugunsten der Neurone (ca. 80%,
60000 Neurone zu 49000 Gliazellen pro mm3) [Gab87]. Astrozyten, Oligodendrozyten
und Mikrogliazellen verhalten sich dabei etwa 6:3:1 [Gab87]. Den zellulären und vo-
lumenmäßigen Hauptanteil im Rattenhirn machen folglich die Neurone und nicht die
Gliazellen aus [Her05].

Ein weiterer Aspekt bei der Quantifizierung an Homogenaten ist die relative Reduk-
tion der Konzentration des zu analysierenden, neuronalen Proteins/mRNA gegenüber
dem Gesamtproteingehalt. Im ungünstigen Fall liegt der zu detektierende Unterschied
nahe der Fehlergrenze der verwendeten Methode. Dieser Fall wird von Burdo et al.
[Bur01] dokumentiert, die mit gleichen Antikörpern immunhistochemisch eine Ab-
nahme der Eisenproteine DMT1 und MTP1 in DMT1-defizienten Belgrad-Ratten de-
tektierten, nicht aber am Hirnhomogenat im Western Blot. In der vorliegenden Arbeit
wurde der beschriebene Effekt reduziert, indem der relative Beitrag der PN-tragenden
Neurone durch die Isolation auserwählter, PN-reicher Hirnregionen erhöht wurde. Mit
den genannten Einschränkungen stellen Western Blot und qRT-PCR ergänzende Me-
thoden zur zellulären Analyse mittels Laser Scanning Zytometrie dar.

4.1.3 Laser Scanning Zytometrie

Die Objektträger-basierte Laser-Scanning-Zytometrie (sbLSZ, [Kam91]) ist eine neue
Methode, die die Vorteile der Durchflusszytometrie und Immunhistochemie vereint und
so qualitative und quantitative Informationen über die Proteinexpression einzelner Zel-
len direkt am Gewebeschnitt ermöglicht (1.4.2 S.34) [Tár02, Mos06, Har07, Pet08].
Da die Menge der immunhistochemisch markierten Eisenproteine mit dem spezifischen
Fluoreszenzsignal korrelieren, war deren Konzentration über das Fluoreszenzintegral
innerhalb der Analysekontur quantifizierbar (2.5.2 S.52 & 3.5 S.75).

Immunreaktion

Für die Markierung der Eisenproteine wurden Antikörper ausgewählt, die entweder
direkt oder kreuzreaktiv spezifisch gegen Ratte gerichtet sind (siehe Tabelle 2.5 auf S. 51
mit Bezugsquelle und additiver Referenz). Ein Restrisiko einer partiellen unspezifischen
Bindung besteht bei Immunreaktionen dennoch. Der Kaninchen-α-Maus-DcytB-Ak ist
der einzige verwendete (und kommerziell erhältliche) Antikörper, für den bisher nur
die Spezifität gegen Mensch und Maus beschrieben wurde.

Im Western Blot, mit welchem die Spezifität aller Ak über das Molekulargewicht
der Proteinbande nachgewiesen werden konnte, wurde nur mit dem DcytB-Ak ein un-
zureichendes Signal erhalten (Abb. 3.13 S.69). Auch die immunhistochemische Färbung
von DcytB an Hirnschnitten zeigte nur eine schwache Reaktion. DcytB wurde daher
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von der Quantifizierung am iCys ausgeschlossen. Es ist zu diesem Zeitpunkt nicht zu
klären, ob der Ak unspezifisch ist, ob das DcytB-Protein für die angewandten Metho-
den in zu geringen Mengen im Gehirn vorliegt oder ob im Rattenhirn möglicherweise
eine (proteolytische Spalt-, Splice-) Variante vorhanden ist, die der gegen das ursprüng-
liche duodenale DcytB [Gle05] gerichtete Ak nicht erkennt. Mittels qRT-PCR wurde
in dieser Arbeit allerdings eindeutig nachgewiesen, daß DcytB-spezifische mRNA im
Rattenhirn exprimiert wird (3.2 S.65 & Abb. 3.11 S.67).

Die anderen immunhistochemisch gefärbten Eisenproteine zeigten ein deutliches
Signal und nur geringe unspezifische Hintergrundfärbung. Sie wurden mittels sbLSZ
quantifiziert. Deren jeweilige Expression wurde zwischen den Neuronen mit und den
Neuronen ohne PN verglichen (Differenz, Verhältnis). Ein Vergleich zwischen verschie-
denen Eisenproteinen (z.B. Tf vs. Ferritin H) kann nicht durchgeführt werden, da die
Immunreaktionen für die spezifischen Antigen-Akprim-Aksek-Bindungen in unterschied-
lichen, unbekannten Verhältnissen ablaufen. Ein direkter Vergleich wäre nur mit einem
direkt markierenden Primärantikörper möglich. Zur Bestimmung der Anzahl der ge-
bundenen Antikörper könnten, bei gleichen Messparametern, z.B. Proteinstandards
oder Beads3 verwendet werden.

Ein weiterer Aspekt bei der Fluorochrom-basierten LSZ-Quantifizierung ist die
Kombination der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe. Ein Spillover in den zu quan-
tifizierenden Kanal (hier: Eisenproteine) ist nachweislich auszuschließen (2.5.2 S.52).

Analyse

Die Differenzierung zwischen PN-positiven und PN-negativen Neuronen am iCys er-
folgte nicht wie regulär über einen intrazellulären Marker [Dar99, Mos06], sondern
über das PN selbst. Die Analysekontur um die Zelle erfasste auch einen Teil der WFA-
Cy3-gekoppelten Fluoreszenz des PN, die zur Identifizierung der PN-positiven Neurone
ausreichte (3.5 S.75). Ein empfindlicher und für die weitere Analyse ausschlaggeben-
der Schritt ist die Trennung der PN-positiven von den PN-negativen Neuronen im
selben Cy3-Histogramm (Abb. 3.19 F S.77). Der Übergang zwischen beiden Populatio-
nen erfolgt nahezu kontinuierlich, so daß die Auswahl der Zellen im PMT-generierten
Galeriebild (Abb. 3.19 H S.77) genau kontrolliert werden muß.

Am iCys wurde eine optimale Zellerkennung erzielt (2.5.3 S.53). Dies setzt aller-
dings eine kontrollierte Festsetzung des Schwellwertes voraus. Als Triggersignal für die
Erkennung des gesamten Somas der Neurone wurde NeuN [Mul92, Wol96, Lin05]
verwendet. Die wenigen zelltypspezifischen Ausnahmen im Cerebellum, olfaktorischen
Bulbus und der Retina sowie in der SN pars reticulata der Wüstenrennmaus (Meriones
unguiculatus), die keine NeuN-Reaktivität zeigen [Mul92, Wey03, Kum07], sind für
die analysierten Hirnregionen an der Ratte nicht relevant. Dennoch wurden regionale
als auch zelluläre Unterschiede der NeuN-Intensität beobachtet, die bei den Einstel-
lungen berücksichtigt werden mussten. Generell zeigten manche Neurone, unabhängig
von der PN-Expression, eine geringe NeuN-Intensität. Der Schwellwert des Triggersi-
gnals ist daher für den jeweiligen Messbereich so zu wählen, daß möglichst auch die
“dunklen” Neurone, nicht aber schon Zelldubletten intensiv gefärbter Neurone erkannt

3Polymerkügelchen mit einer bestimmten Größe und Anzahl an fluoreszierenden Quantumdots
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werden. In der Substantia nigra waren die Neurone weniger stark NeuN-reaktiv als in
den anderen Regionen und hoben sich weniger deutlich vom Untergrund ab. Im Nucleus
ruber erschwerte die innerhalb der magnozellulären Neurone heterogene NeuN-Färbung
das Setzen des Schwellwertes. In beiden Gebieten bedurfte es bei der Festlegung des
Schwellwertes daher besonderer Feinfühligkeit.

Aufgrund der regional verschiedenen Fluoreszenzsignale war für die Auswertung der
“spezifischen Färbung” zu beachten, daß die selbe Region im Kontrollschnitt (Folge-
schnitt ohne α-Eisenprotein-Ak) mit den selben Parametern am iCys aufgenommen
und die Intensität von der eigentlichen Messung abgezogen wurde (3.5.2 S.78). Lokale
Hintergrundunterschiede innerhalb einer Region wurden bereits während der Messung
durch die Verrechnung der Hintergrundkontur um jede einzelne Zelle korrigiert (2.5.3
S.53).

Mit diesen an die Fragestellung angepassten Parametern erwies sich die sbLSZ am
Hirnschnitt als eine schnelle und für die Quantifizierung der Proteinexpression von
Zellen geeignete Methode.

Wie Menschen können auch Ratten geschlechtsspezifische Unterschiede (auch im Eisen-
haushalt) aufweisen [Dia87, Bea03, Bar07]. Um zumindest zyklische Schwankungen
zu vermeiden, wurden für alle Untersuchungen männliche Ratten verwendet. Quan-
titative Konzentrationsangaben können daher beim anderen Geschlecht abweichen.
Relative Angaben dürften davon weniger betroffen sein.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Höhere Eisenkonzentration in PN-positiven Neuronen

Regionaler Vergleich der neuronalen Eisenkonzentration

Nach den allgemeinen, histochemischen Befunden sind die menschliche SN [Spa22,
Hal58, Bea93] und die SN pars reticulata der Ratte [Fra81, Hil84] eisenreiche
Regionen. Die eigenen ionenmikroskopischen Arbeiten an Ratten zeigen allgemein für
die Substantia nigra keine auffällige Eisenerhöhung gegenüber dem PK oder dem SUB
(Abb. 3.3 S.60). Auch atomabsorptionsspektroskopische Untersuchungen an der SN
juveniler Ratten zeigen einen unauffälligen Eisengehalt [Eri97, Pin00]. Diese Diffe-
renz ergibt sich möglicherweise daraus, daß die Untersuchungen am Menschen meist
an älteren Verstorbenen durchgeführt werden, bei denen sich im Alter der Eisengehalt
im Gehirn, insbesondere in der SN, bereits erhöht haben kann [Heb99, Zec04]. Ratten
akkumulieren im Alter ebenfalls Eisen im Gehirn [Koe95], die in den eigenen Unter-
suchungen zwar adult, aber jüngeren Alters waren (2-4 Monate). Auch die Gliazellen
können zu einer stärkeren Eisenfärbung beitragen [Con90], die aber in der vorliegen-
den Arbeit nur für den retrosplenialen Kortex untersucht wurden (siehe 3.1.7 S.63 &
4.2.2 S.90). Des weiteren ist beim Vergleich der Eisenkonzentration von Mensch und
Ratte zu bedenken, daß das eisenreiche Neuromelanin in den dopaminergen Neuronen
der SN pars compacta nur beim Menschen, nicht aber bei der Ratte vorkommt.

Innerhalb der SN wurde mittels Ionenstrahlmikroskopie eine unterschiedliche neu-
ronale Eisenkonzentration ermittelt: die Neurone der SN pars compacta enthalten, in
Übereinstimmung mit den tendenziellen quantitativen Befunden von [Mei06], signifi-
kant weniger Eisen als die Neurone der SN pars reticulata (Abb. 3.3 S.60), wobei das
Neuropil (aller untersuchten Regionen) einen homogen geringen Eisengehalt aufwies.

Es lassen sich demnach die histochemischen Beobachtungen für die Ratte insofern
bestätigen, daß die Neurone der SN pars reticulata gegenüber denen der pars compacta
eisenreich sind [Fra81, Hil84], nicht aber wesentlich eisenhaltiger als die des PK
oder des SUB. Alternativ könnten die Neurone der SN pars compacta als eisenarm
bezeichnet werden.

Zellulärer Vergleich der neuronalen Eisenkonzentration

In jeder der untersuchten Regionen enthalten die PN-tragenden Neurone signifikant
mehr Eisen als die PN-negativen Neurone (3.1.3 S.60), durchschnittlich ca. 30% mehr.
Dabei weicht die relative (18–30%) und absolute (0,15–0,2 mmol/l) Differenz in den
verschiedenen Regionen wenig voneinander ab. Die Erhöhung ist somit nicht regiona-
len, sondern zellulären Charakters und nach einleitender Beschreibung unter 1.1.2 auf
S.20 unabhängig vom PN-Typ (kräftiges, dünnes PN), Zelltyp (Interneuron, Pyrami-
denzelle, Motorneuron), Transmitter (GABA, Glutamat), Calcium-bindenden Protein
(Parvalbumin, Calbindin, ohne) und Kaliumkanal (mit, ohne Kv3.1b). Es ist daher für
die Eisenerhöhung zum heutigen Zeitpunkt keine andere Korrelation festzustellen, als
das Vorhandensein eines PN um das Neuron.

Da auch das PN gegenüber PN-negativen Zellen eine erhöhte, der PN-tragenden
Zelle entsprechende Eisenkonzentration besitzt, scheint es direkt am Eisenhaushalt
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der PN-tragenden Zelle beteiligt zu sein. Die erhöhte intrazelluläre Eisenkonzentrati-
on ist somit unwahrscheinlich eine grundsätzliche Eigenschaft der Zelle selbst, die nur
“zufällig” ein PN ausbildet, sondern Zelle und PN stehen vermutlich in enger Bezie-
hung.

Wie unter 1.2.1 auf S.25 und 1.2.2 auf S.27 erläutert, ist Eisen potentiell toxisch,
wenn es in ungebundener Form vorliegt. Da in der PN-tragenden Zelle der Eisengehalt
erhöht, das Neuron aber gegenüber degenerativen Prozessen weniger vulnerabel ist
(1.1.4 S.23), muß das Eisen in einer unschädlichen Form vorliegen. Daß dies vermutlich
durch Eisen-spezifische Proteine gewährleistet wird, wird in 4.2.4 auf S.92 diskutiert.

4.2.2 Eisenkonzentration von Oligodendrozyten & Astrozyten

Bisherige Angaben über den Eisengehalt von Gliazellen beruhen auf semiquantitati-
ven Analysen (1.4.1 S.33). Meinecke et al. [Mei06] quantifizierten zwar mittels Ionen-
strahlmikroskopie den Eisengehalt der Neurone und Gliazellen in der SN der Ratte. Sie
differenzierten allerdings nur anhand der Größe zwischen Neuronen und Gliazellen im
Phosphor-Map. Sie stellten keinen signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Po-
pulationen fest. In der vorliegenden Arbeit wurden Oligodendrozyten und Astrozyten
immunhistochemisch gefärbt und mit Ni-DAB markiert, so daß beispielhaft ausgewähl-
te Zellen im retrosplenialen Kortex4 erstmals spezifisch und ortsaufgelöst quantifiziert
werden konnten (3.1.7 S.63).

In den als eisenreich beschriebenen Oligodendrozyten [Con95b, Bea03] wurde
eine ∼60% höhere Eisenkonzentration als in den PN-negativen Neuronen ermittelt
(∼ 0,95 mmol/l). Es kann somit ein hoher, aber nicht extrem hoher Eisengehalt, wel-
cher aufgrund der starken Reaktion in histochemischen Eisenfärbungen (Bsp. [Con95b]
oder Abb. 3.8 S.64) anzunehmen ist, bestätigt werden. Es wird vermutet, daß das Eisen
in den Oligodendrozyten zur Myelinsynthese benötigt wird [Con95b]. Weitere Funk-
tionen wie zur Versorgung des Neurons sind aber denkbar, da Gliazellen evolutionär
viel früher auftraten als myelinisierte Nervenfasern [Max03, Wil03].

Die ionenstrahlmikroskopisch ermittelte Eisenkonzentration der beispielhaft aus-
gewählten GFAP-positiven Astrozyten im retrosplenialen Kortex beträgt ∼ 0,7 mmol/l
(3.1.7 S.63). Mittels Ferrozin-basierter Kolorimetrie und Atomabsorptionsspektrosko-
pie (AAS) erhalten Höpken et al. [Hoe04] und Riemer et al. [Rie04] für kultivierte
Ratten-Astrozyten einen relativen Eisengehalt von ∼10 nmol pro mg Protein. Nimmt
man eine Größe der Astrozyten von (5 µm)3 und eine Proteinmasse der Zelle von 10%
[Hol08] an, entsprechen 10 nmol Fe/mg Protein einer Konzentration von 1 mmol/l.
Demnach stimmen beide Ergebnisse der Eisenbestimmung (Ionenstrahlmikroskopie und
Kolorimetrie/AAS) für Astrozyten überein. Erb et al. [Erb96] untersuchten den Ei-
sengehalt im Gehirn von Maus, Ratte, Huhn, Frosch, Fisch und Fliege und konnten
mit histochemischer Eisenfärbung in keiner der Species eisenhaltige Astrozyten nach-
weisen. Sie diskutieren dazu, daß histochemische Nachweismethoden ausgereifte Fixier-
und Färbetechniken erfordern.

Die im Ionenstrahlmikroskop analysierten Astrozyten besitzen interessanterweise ei-
ne ähnliche durchschnittliche Eisenkonzentration wie die PN-tragenden Neurone (3.1.7

4Der retrospleniale Kortex ist reich an PN-positiven Neuronen.
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S.63 & Abb. 3.10 S.66). Auch wenn die glialen Ergebnisse nur für einzelne Zellen
im retrosplenialen Kortex vorliegen und dies noch keine umfassende Studie darstellt,
ist folglich eine enge Interaktion von Astroglia und PN-positiven Neuronen denk-
bar. Daß Astrozyten an der Bildung des PN beteiligt sind, liegt durch deren Syn-
these von Proteoglykanen (siehe 1.1.1 S.17; [Pan08]), insbesondere nach regionaler
Läsion [Haa99, Tho00], und durch die das PN penetrierenden Zellfortsätze nahe
[Gal87, Brü93, Ash95, Rho04]. Die gleiche Eisenkonzentration der WFA-positiven
Neurone und der Astrozyten lässt vermuten, daß sich die Interaktion nicht nur auf die
Bildung des extrazellulären PN beschränkt, sondern auch auf den intrazellulären Meta-
bolismus beziehen könnte. Astrozyten regulieren den Transport von Eisen zu anderen
Nervenzellen [Dri07], möglicherweise insbesondere zu den PN-tragenden Neuronen
(siehe unter 4.2.5 S.95 und 4.2.7 S.99).

4.2.3 Regionale Aggrecan-Expression

Aggrecan ist das Hauptproteoglykan der PNs [Dit06, Gal08b]. Beim Vergleich
der exprimierten Aggrecan-mRNA mittels qRT-PCR (2.2 S.44) und der Aggrecan-
Proteinsynthese mittels Western Blot (2.3 S.47) wurde ein Unterschied zwischen der
PN-armen und den PN-reichen Hirnregionen erwartet.

Mittels der sensitiven qRT-PCR (4.1.2 S.85) wurde, mit Ausnahme vom PK (sie-
he unten), diese Annahme bestätigt und eine mindestens doppelt so hohe Aggrecan-
mRNA-Expression in den PN-reichen Hirnregionen gegenüber der PN-armen Region
festgestellt. Die spezifische DNA wurde somit ausreichend amplifiziert und die PN-
abhängige Genexpression des Aggrecans nachgewiesen.

Im Western Blot wurde die CSPG-Expression mittels des Antikörpers Maus-α-
CSPG (Cat-315) (2.3.4 S.49) detektiert. Der Antikörper wurde von Matthews et al.
[Mat02] als spezifischer Antikörper gegen Kernprotein-ständige Kohlenhydrat-“Stubs”
von Aggrecan beschrieben. In Anlehnung an Matthews et al. [Mat02] und Lander
et al. [Lan98] wurde die Spezifität des α-CSPG-Antikörpers durch den Verdau der
Hirnhomogenate mit Chondroitinase ABC im Western Blot nachgewiesen (3.3.2 S.69).
Die Entfernung der Seitenketten des Aggrecanmoleküls durch die Deglykosylierung mit
Chondroitinase verbessert vermutlich die Zugänglichkeit des Antikörpers zum Antigen,
was in einer Verstärkung der Western Blot-Bande resultiert.

Mittels des Cat-315-Ak wurden vier Western-Blot-Banden unterschiedlichen Mole-
kulargewichts erhalten (∼300–580 kDa). Auch Matthews et al. [Mat02] und Deepa et
al. [Dee06] erhielten mit diesem Ak bis zu fünf Banden mit einem Molekulargewicht
von ∼200 bis >500 kDa. Durch eine Deglykosylierung des Aggrecans verstärken sich
nicht nur die Banden, sie zeigen auch eine leichte Verschiebung in den niedermolekula-
ren Bereich [Mat02]. Der Shift ist allerdings zu gering, als daß die Banden verschiedene
Glykosylierungsformen darstellen könnten. Verschiedene Splicevarianten sind ebenfalls
unwahrscheinlich, da die bisher einzig bekannte Splicevariante des Aggrecans weniger
als 5% der Aggrecan-mRNA im Ratten-ZNS ausmacht und daher einen zu geringen Bei-
trag liefert [Mat02]. Am wahrscheinlichsten sind die vier Banden proteolytische Spalt-
produkte des Aggrecanproteins [Mat02]. Verschiedene Spaltprodukte des Aggrecans
wurden bereits im Gehirn und im Rückenmark nachgewiesen [Dee06]. Als spaltende
Enzyme kommen dafür insbesondere Metalloproteinasen in Betracht [Yam00].
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Wider Erwarten wurde weder für eine der vier Banden noch für das Gesamtaggre-
can ein signifikanter Unterschied zwischen den PN-reichen und der PN-armen Region
festgestellt (3.3.2 S.69). Wie später mittels LSZ ermittelt wurde (Tab. 3.1 S.78), be-
trägt der Anteil der WFA-positiven Neurone in den untersuchten PN-reichen Regio-
nen durchschnittlich nur 10%. Zwar ist der Anteil WFA-reaktiver PNs im NR beson-
ders groß (∼70%), allerdings sind die PNs generell chemisch bzw. molekular heterogen
[Hoc83, Fuj89, McK82, Oji98, Här95, Brü94b, Brü96, Mat02, Alp06]. Die
Subpopulation der immunhistochemisch WFA-reaktiven PNs in den untersuchten Re-
gionen war größer als die zur Western Blot-Analyse verwendete CSPG-reaktive Subpo-
pulation (siehe beispielhaft Abb. 3.1 S.57). Möglicherweise ist dieser Anteil im Hirnho-
mogenat zu gering, um einen Aggrecanprotein-Unterschied zwischen PN-reichen und
der PN-armen Hirnregion im Western Blot zu detektieren, denn EZM-Komponenten
kommen diffus auch im Neuropil der grauen Substanz und in der weißen Substanz
zwischen myelinisierten Nervenfasern und kondensiert an Ranvierschen Schnürringen
vor [Brü94b, Dee06]. Der Effekt der kondensierten PNs liegt deshalb möglicherwei-
se unterhalb der Fehlergrenze des Western Blots (die unter 4.1.2 auf S.85 diskutier-
te Problematik). Für weiterführende quantitative Western Blot-Analysen wird daher
ein Antikörper vorgeschlagen, der eine größere Subpopulation an PNs detektiert (z.B.
Kaninchen-α-Maus-Aggrecan, Chemicon; WFA ist trotz hervorragender Resultate in
der Lektinhistochemie für Western Blot-Analysen ungeeignet [Mor08a]).

Bei der qRT-PCR wurde für Aggrecan nur im PK kein Unterschied gegenüber der
PN-armen Region detektiert (Abb. 3.12 S.68). Da der PK neben dem SUB die gering-
ste Anzahl WFA-reaktiver Neurone enthält (∼5%, Tab. 3.1 S.79) und die Anzahl an
PNs höchstwahrscheinlich mit der Aggrecan-Expression korreliert, war möglicherweise,
auch wenn selbst geringe DNA-Mengen amplifiziert werden, die Aggrecan-spezifische
DNA(mRNA)-Ausgangsmenge auch hier zu gering. Es ist zwar nicht auszuschließen,
daß die Aggrecan-Expression regional abweicht und diese nach Ausbildung der PNs
insbesondere im PK herab reguliert wird. Aber weil im PK nicht nur für Aggrecan,
sondern auch für die Eisenprotein-spezifische DNA kein Unterschied festzustellen war,
scheint dies ein systematisches Nachweisproblem aufgrund einer geringer Ausgangs-
menge in dieser Region zu sein.

4.2.4 Ko-Lokalisation von Eisen und Eisenproteinen

Eisen und Eisenproteine korrelieren bezüglich ihres subzellulären Vorkommens im Neu-
ron (siehe 3.4.2 S.74). Über 80% des zellulären Eisens wurden im Zytoplasma detektiert,
der Zellkern hingegen enthielt wenig Eisen (3.1.5 S.61, Abb. 3.5 S.62). Auch Ortega
et al. [Ort07], die kultivierte, dopaminproduzierende Rattenzellen nach Kryofixierung
und Gefriertrocknung mittels SR-XRF analysierten, wiesen Eisen nur im Zytoplasma
und nicht im Zellkern nach. Dies bestätigt auf quantitativer Ebene ältere Befunde, die
Eisen im Perikaryon und den Neuriten histochemisch darstellten [Hil84].

Auch die untersuchten Eisenproteine sind überwiegend zytoplasmatisch lokalisiert
(siehe Abb. 3.16 S.72 & 3.17 S.73). Die Kolokalisation von Eisen und Eisen-spezifischen
Proteinen wurde anhand des Ferritins in der Abb. 3.18 auf S.74 repräsentativ darge-
stellt und lässt deren direkte Assoziation vermuten. Arosio et al. [Aro02] beschreiben
Ferritin, in Übereinstimmung mit [Sur04] und [Tho02], als ein hauptsächlich zytoplas-
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matisches Protein, daß das gespeicherte Eisen vom Zellkern und anderen Organellen
separiert. Da bis zu 90% des Eisens in Ferritin gebunden sind (siehe 1.2.3 S.28), wird
es als das Protein mit dem größten Beitrag zum zellulären Eisengehalt angenommen.
Diese Aussage bestätigt sich durch die ionenstrahlanalytische Eisenquantifizierung sub-
zellulärer Fraktionen nach Dichtegradientenzentrigugation (3.1.6 S.63, Abb. 3.7 S.64).
Die eisenhaltigen Mitochondrien (siehe 1.2 S.25), die in großer Anzahl im Zytoplasma
der Zelle vorkommen können (∼ 2500 pro Zelle im cerebralen Kortex [Bli68]), zeigten
einen geringen Beitrag zum Eisengehalt des Gesamthirnhomogenats. Der Hauptteil des
Eisens war deutlich in der Mikrosomenfraktion enthalten. In dieser ist interessanter-
weise auch Eisen-beladenes Ferritin angereichert [Aus06].

Bei der Ionenstrahlmikroskopie und der Immunhistochemie wurde weniger eine ho-
mogene als eine granuläre Verteilung des Eisens und der Eisenproteine beobachtet
(3.4.2 S.74; Abb. 3.18 S.74; Abb. 3.6 S.63; ebenfalls u.a. in [Ben93, Moo00, Ort07]).
Mögliche Erklärungen sind die Internalisierung membrangebundener Eisenproteine in
Vesikel (Tf, TfR, DMT1; Abb. 1.4 S.29), die zum größeren Endosom fusionieren, die
Selbstassoziation von Proteinen oder die bevorzugte Bindung an bestimmte Strukturen.

Eine gesonderte Struktur stellte der Nukleolus dar. Auch wenn er durch sein ge-
ringes Volumen letztlich nur 1% zum Gesamtzelleisen beiträgt, besitzt er eine höhere
Eisenkonzentration als das Zytoplasma (Abb. 3.5 S.61). Eisen-spezifische Proteine hin-
gegen kommen nur wenig im Nukleolus vor (Abb. 3.16 S.72, Abb. 3.17 S.73), so daß das
Eisen vermutlich an andere Strukturen bindet. Der Nukleolus ist Ort der ribosomalen
RNA-Synthese (rRNA) und des Ribosomenzusammenbaus und besitzt neben DNA eine
besonders hohe Konzentration an RNA und Proteinen [Ste59, Alb95]. Er ist nicht von
einer Membran umgeben, sondern wird durch die spezifische Bindung von Ribosomen-
Vorläufern zu einem fibrillären, granulären Netzwerk geformt [Alb95, Boi07, Sir08].
Durch die dichte Struktur des Nukleolus (siehe auch lichtmikroskopisches Bild in Abb.
3.4 auf S.62) sind die Elemente besonders konzentriert, so daß neben Eisen auch andere
Elemente (u.a. P, S, Ca) im Nukleolus angereichert sind (3.1.4 S.61, Abb. 3.4 S.62).
Aufgrund der vielen Proteine im Nukleolus, von denen 700 identifiziert, aber funk-
tionell zum Teil noch unbekannt sind [And02, Lam05, Boi07], könnte insbesondere
Eisen essenzieller Bestandteil von Proteinen sein (z.B. von rRNA-/Ribosomensynthese-
Enzymen, extramitochondrialen Fe-S-Proteinen wie DNA-Reparaturproteine [Yar05,
Rou05]). Eisen bindet auch an RNA, wobei rRNA eine höhere Eisenbindungskapazizät
als mRNA oder tRNA besitzt [Hon05]. Dies trägt vermutlich zur hohen Eisenkonzen-
tration explizit im Nukleolus bei. Das zur Markierung des PN verwendete Nickel bindet
ebenfalls an spezifische Strukturen im Nukleolus (unbekannterweise vielleicht auch an
rRNA). Ein Protein kommt dafür nicht in Betracht, da die Färbung an fixiertem Gewe-
be durchgeführt wurde. Zudem ist kein humanes Gen für ein Nickel-bindendes Protein
bekannt [Wil03].

4.2.5 Eisenprotein- und mRNA-Expression

Zusammenführung der methodischen Ergebnisse

Um die Homologie der Endpunkte der Eisenprotein-Expression zu beurteilen, wurde in
Ergänzung zur zusammenfassenden Tabelle im Ergebniskapitel (Tab. 3.2 S.81) die Ab-
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bildung 4.2 erstellt. In dieser sind die Ergebnisse in Abhängigkeit von der Art und der
Anzahl der Techniken dargestellt, die eine Eisenproteinerhöhung in den PN-tragenden
Zellen verifizieren. Tf, TfR und Ferritin H wurden mit qRT-PCR, Western Blot und
sbLSZ untersucht, Ferritin L, MTP1 und DMT1 mit Western Blot und sbLSZ. Western
Blot und qRT-PCR erfolgten am Homogenat und sind daher eher ergänzende Techniken
zum sbLSZ-ermittelten zellulären Eisenproteingehalt der PN-positiven Neurone.

                
                   
              Transferrin   Transferrin-   Ferritin H     Ferritin L        MTP1         DMT1    
                                     Rezeptor      

parietaler 
Kortex

Subiculum

Nucleus 
ruber
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nigra
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Abb. 4.2: Art (qRT-PCR, Western Blot, Laser Scanning Zytometrie) und Anzahl (Flächengröße) der
angewandten Techniken, die eine erhöhte Eisenproteinexpression in den PN-tragenden Neuronen in
den untersuchten Hirnregionen verifizieren.

Die Abb. 4.2 zeigt deutlich, daß in PN-positiven Neuronen bzw. PN-reichen Hirn-
gebieten die Eisenprotein-/mRNA-Expression erhöht ist. Nur im Einzelfall (DMT1:
NR, SN) gibt es keine Veränderung. Eine Abnahme der Eisenproteine/mRNA in PN-
positiven Neuronen bzw. PN-reichen Hirngebieten wurde nie beobachtet.

In der Abbildung sind auch regionale Unterschiede anhand der unterlegten Flächen-
größe erkennbar. Dabei verhalten sich die Ergebnisse für den PK homogen (Erhöhung
der Eisenproteine mit jeweils zwei Techniken (DMT1 eine Technik) verifiziert), die für
den NR und die SN dagegen schwanken zwischen einer markanten Erhöhung von Tf
und TfR (mit drei Techniken belegt) und keiner Veränderung von DMT1. Eisenprotei-
ne, die mit allen oder den meisten angewandten Techniken eine Erhöhung zeigen, sind
in PN-positiven Neuronen (in der jeweiligen Region) vermutlich auffällig erhöht und
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besitzen zu den PN-negativen Neuronen eine für die Detektion ausreichende Konzen-
trationsdifferenz.

Transferrin und Transferrin-Rezeptor

Alle drei angewandte Techniken (3.2 S.65, 3.3.1 S.68, 3.5.4 S.79) zeigen eine auffälli-
ge PN-assoziierte Erhöhung von Tf und TfR (Abb. 4.2 S.94). Da über den Tf-TfR-
vermittelten Endozytoseweg Eisen in die Zelle transportiert wird (1.2.3 S.30, Abb.
1.4 S.29), sollte der Eisenimport der PN-tragenden Neurone größer als der der PN-
negativen Neurone sein. Durch den höheren mRNA-Gehalt wird eine hohe Syntheserate
und ein hoher Nachschub an Proteinen angezeigt, welche in ihrer Lebensdauer 100–200
Zyklen durchlaufen [Tem02]. Der Tf-TfR-Weg stellt vermutlich nicht nur die Hauptei-
senversorgung der Neurone allgemein [Rou06], sondern insbesondere der eisenreichen
PN-tragenden Neurone dar. Das Tf wird wahrscheinlich weniger von den Neuronen
selbst, als zum Großteil (∼90%) von Oligodendrozyten synthetisiert und anschließend
von den Neuronen als Tf-Fe-Komplex internalisiert [Con90, Bra97, Moo00, Bea05,
Que08]. Die Internalisierung des Tf muß direkt nach dessen Synthese vonstatten gehen,
da der erhöhte regionale Tf-Gehalt (3.2.2 S.67, 3.3.1 S.68), bei dem Oligodenrozyten
nicht ausgeschlossen sind, mit einem erhöhten Tf-Gehalt in den Neuronen bestätigt
wurde (3.5.4 S.79) und Tf immunhistochemisch eindeutig in Neuronen lokalisiert war
(3.16 S.72, 3.17 S.73). Der TfR und das am Tf-TfR-Weg beteiligte DMT1 wird von
den Neuronen selbst synthetisiert [Moo96, Rou06].

Tf ist ein sehr wirkungsvoller Eisenchelator (Ka
5≈1022 M−1)[Tem02]. Der erhöhte

Gehalt an Tf in den PN-positiven Neuronen mindert so die Eisen-induzierte Toxizität
freier Radikale (siehe 1.2.1 S.25). Aufgrund der erhöhten Eisenkonzentration in den PN-
tragenden Zellen ist anzunehmen, daß zusätzlich mehr Tf-Moleküle als durchschnittlich
30% [Ais01] mit Eisen beladen sind und über den TfR in die Zelle transportiert werden,
was die protektive Wirkung des Tf gegenüber Eisen-induzierten oxidativen Stress noch
effektiver macht.

Tf bindet ausschließlich Fe3+. In 4.2.2 auf S. 90 wurde bereits die potentielle, in-
tensive Interaktion von Astrozyten und PN-tragenden Neuronen diskutiert, die mögli-
cherweise an dieser Stelle den Tf-TfR-Weg unterstützt. Astrozytenfortsätze exprimie-
ren die Ferroxidase Caeruloplasmin, die extrazelluläres Fe2+ zu Fe3+ oxidiert [Rou06].
Das Caeruloplasmin kann über GPI6 in der Membran verankert sein und zu Nachbar-
zellen transferieren [Jeo03]. Dem Tf würde so mehr Fe3+ zur Bindung bereit stehen,
welches anschließend in das Neuron importiert werden kann. Bei Patienten mit Acae-
ruloplasminämie fehlt die Ferroxidase-Aktivität des Caeruloplasmins aufgrund einer
Genmutation, so daß Eisen u.a. im Gehirn, auch in den Astrozytenfortsätzen (in sog.
grumose foamy spheroid bodies), akkumuliert [Jeo03].

Ferritin H und Ferritin L

Durchschnittlich wurde ein höherer Gehalt an Ferritin H und Ferritin L in PN-reichen
Regionen / PN-tragenden Neuronen festgestellt (Abb. 4.2 S.94). Die regionalen Ergeb-

5Assoziationskonstante
6engl.: glycophosphosinositide
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nisse der Techniken waren nicht so kontinuierlich einheitlich wie für Tf und den TfR.
Im Western Blot wurde ein höherer Proteingehalt von Ferritin H und L in allen unter-
suchten PN-reichen Regionen festgestellt (Abb. 3.13 S.69), bei der zellulären Analyse
mittels sbLSZ hingegen zeigte z.B. der PN-reiche NR keine Änderung im Ferritinge-
halt (Abb. 3.20 S.80). Es kann nicht ausgeschlossen werden, daß Gliazellen auf den
Eisenhaushalt des eisenreichen NR [Ros94, Wil03, See94] Einfluß nehmen und die
PN-tragenden Neurone durch dieses Umfeld nicht selbst den Ferritingehalt durch post-
transkriptionelle Regulation erhöhen (siehe 1.2.3 S.31). Han et al. [Han02] allerdings
fanden Ferritin-mRNA im Gegensatz zum Protein nur in Neuronen und vermuten,
daß das Ferritinprotein nach der Synthese in andere Zellen transportiert werden kann.
Möglicherweise richtet sich die Translokation nach dem Bedarf.

Wahrscheinlicher aber ist die Heterogenität des dennoch eindeutig höheren PN-
assoziierten Gehalts an Ferritin H und Ferritin L damit zu erklären, daß zur Speiche-
rung von mehr Eisen nicht unbedingt eine größere Anzahl von Ferritinmolekülen nötig
ist. Das Ferritinmolekül kann bis zu 4500 Eisenionen binden, ist im Gehirn durch-
schnittlich aber nur zu 20% gesättigt [Cri01] (siehe 1.2.3 S.28). Bei einer erhöhten
Eisenspeicherung würden womöglich nicht gleich mehr Ferritinmoleküle synthetisiert,
sondern die vorhandenen mit Eisen voll beladen werden. Erst bei Sättigung der Fer-
ritinmoleküle würde dann eine vermehrte Synthese (über postsynaptische Regulation)
einsetzen und diese messbar sein. Mehlhase et al. [Meh05] untersuchten den Ferritin-
gehalt kultivierter Mikrogliazellen bei Eisen-induziertem oxidativen Stress. Sie stellten
eine Halbwertszeit des Ferritinmoleküls von 3–3,5 h fest, die sich bei oxidativem Stress
reduziert. Eine Erhöhung des Ferritingehalts wurde aber nicht beobachtet, so daß sie
vermuten, daß eine erhöhte Eisenspeicherkapazität allein durch die Ferritinsättigung
erreicht und so der oxidative Stress kompensiert wurde.

Ferritin speichert Fe3+ sehr effektiv. Im Vergleich zum Tf-Molekül beträgt die Kon-
zentration von Tf zu Ferritin im menschlichen Gehirn 1 zu 10 und die Bindungska-
pazität 1 zu 1500 [Con90, Con92, Bra97]. Folglich ist das meiste Eisen im Gehirn
an Ferritin gebunden (siehe 1.2.3 S.28). Ferritin kann durch seine Ferroxidaseaktivität
toxisches Fe2+ zu Fe3+ umwandeln und es in dieser Form binden und speichern. Ferritin
wirkt daher gegenüber Eisen-induzierten oxidativen Stress protektiv [Har96, Tem02].
Eine Überexpression von Ferritin reduziert den labilen Eisenpool (LIP), die Anzahl re-
aktiver Sauerstoffradikale und den oxidativen Stress [Eps99, Coz00, Ori01]. Ferritin,
insbesondere Ferritin H, kann neben dem traditionellen Vorkommen im Zytoplasma
auch im Zellkern vorkommen, wo es vermutlich zum Schutz der DNA durch die Reduk-
tion des reaktiven Eisens dient [Tho02, Sur04]. Die höhere Ferritinkonzentration der
PN-tragenden Neurone gegenüber den PN-negativen Neuronen würde einen besseren
Schutz vor oxidativem Stress bieten.

Ferritin H besitzt Ferroxidaseaktivität, Ferritin L dient eher als Eisenlangzeitspei-
cher (siehe 1.2.3 S.28). Daß Ferritin H mehr in Neuronen und Ferritin L mehr in
Gliazellen lokalisiert ist (siehe 3.4.1 S.71), lässt sich mit den angewandten Methoden
nicht zeigen. Die Neurone exprimierten ohne optisch erkennbare Prävalenz beide Pro-
teine (Abb. 3.17 S.73). Vereinzelte Gliazellen waren allerdings anhand ihrer Ferritin L-
Färbung morphologisch identifizierbar, nicht aber in der Ferritin H-Färbung.

Es wird beschrieben, daß im Gehirn der Anteil an Ferritin H höher als an Ferritin L
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ist [Bra97, Han02]. Han et al. [Han00] nennen ein Verhältnis von Ferritin H zu
Ferritin L im Rattenhirn von ca. 45:1 (Protein) bzw. 6:1 (mRNA). Im Western Blot
wurde zwar, relativiert auf β-Actin, ein 10-fach höheres Signal für Ferritin L als für
Ferritin H erhalten, allerdings sind beide Ferritinproteine nicht direkt miteinander ver-
gleichbar (siehe 4.1.3 S.86) und eine Aussage daher nicht möglich. Bei der zellulären
Analyse allerdings zeigte das Ferritin L eine auffälligere Änderung in den verschie-
denen Regionen als Ferritin H, was darauf hindeuten könnte, daß insbesondere der
Gehalt der L-Ketten verändert ist. In den PN-tragenden Neuronen wäre demzufolge
allgemein nicht nur die Konzentration an Ferritin H und Ferritin L höher als in den
PN-negativen Neuronen, sondern es wäre möglicherweise auch der relative Anteil von
Ferritin L erhöht. PN-positive Neurone könnten damit nicht nur mehr Fe2+ zu Fe3+

oxidieren, sondern selbst oxidiertes oder bereits in der Fe3+-Form vorhandenes Eisen
langfristig speichern und den oxidativen Stress reduzieren. Eine vermehrte Speicherung
des Eisens für metabolische Funktionen ist ebenfalls möglich.

DMT1 und MTP1

Im Western Blot wurde für MTP1 partiell regional und durchschnittlich ein PN-
assoziierter höherer Proteingehalt ermittelt, für DMT1 hingegen wurde keine Änderung
festgestellt (Abb. 3.14 S.70). Bei der Western Blot-Analyse lagen manche Unterschie-
de womöglich an der Fehlergrenze (siehe 4.1.2 S.85), denn bei der zelluläre Analyse
fielen die Ergebnisse eindeutiger aus (Abb. 3.20 S.80). Der MTP1-Gehalt war in den
PN-tragenden Neuronen kontinuierlich höher, der DMT1-Gehalt zumindest im PK und
dem SUB erhöht. Die regionalen Unterschiede im DMT1-Gehalt könnten von der unter-
schiedlichen Sensitivität der Hirnregionen gegenüber dem Eisenhaushalt abhängig sein
[Bea03]. Erikson et al. [Eri97] zeigten, daß bei einer Eisenmangeldiät manche Hirnre-
gionen (SN, Thalamus) ihr Eisen behalten und andere (Kortex, Hippocampus) es ver-
lieren. Die DMT1-Expression im grundsätzlich eisenreichen NR verhält sich womöglich
weniger sensitiv.

Im Gegensatz zum Tf und TfR (4.2.5 S.95) war die PN-assoziierte Erhöhung von
DMT1 generell nicht ganz so stark ausgeprägt. DMT1 ist in den Tf-TfR-Weg involviert,
indem es Fe2+ aus dem Endosom in das Zytoplasma transportiert (1.2.3 S.30). Mögli-
cherweise aber hat der Tf-TfR-vermittelte Eisenimport eine größere Bedeutung für die
(PN-tragenden) Neurone, als der Tf-TfR-unabhängige Eisenimport in die Zelle über
DMT1. Würde DMT1 exzessiv Fe2+ importieren, bestünde die Gefahr der vermehrten
Radikalbildung über die Fenton-Reaktion [Tem02] (siehe 1.2.1 S.25).

Von DMT1 sind vier Proteinisoformen bekannt, von denen zwei das Eisen-reaktive
Element (IRE) besitzen (DMT1 IRE+), die anderen zwei nicht (DMT1 IRE-) [Rot03].
Der verwendete Antikörper richtet sich gegen das DMT1 IRE+, das wie beobachtet
(Abb. 3.16 S.72) vorwiegend im Zytoplasma, im Gegegensatz zu DMT1 IRE- aber nicht
im Zellkern exprimiert wird [Gar03]. Das DMT1 IRE- könnte demnach zusätzlich zum
DMT1 IRE+ in den PN-tragenden Neuronen verändert sein. Die posttranskriptionelle
Regulation von DMT1 und MTP1 wurde trotz vorhandener IREs noch nicht nachge-
wiesen (1.2.3 S.31).

Der PN-assoziierte höhere MTP1-Gehalt lässt schlussfolgern, daß nicht nur der
Eisenimport, sondern auch der Eisenexport der PN-tragenden Neuronen höher als der
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PN-negativen Neuronen ist. Höchstwahrscheinlich wird überschüssiges intrazelluläres
Eisen als Fe2+ aus der Zelle heraus transportiert. Dies kann zuvor gebundenes Fe3+ sein,
was (durch DcytB) zu Fe2+ reduziert wurde. Möglicherweise wird aber auch ein Großteil
freies oder nur schwach gebundenes Fe2+ aus dem labilen Eisenpool (1.2.3 S.31) aus der
Zelle transportiert und so der intrazelluläre oxidative Stress reduziert. Das exportierte
Fe2+ wird vermutlich sofort zu Fe3+ oxidiert, da der Eisenexport über MTP1 von der,
bereits beim Tf/TfR (4.2.5 S.95) erwähnten, Ferroxidase GPI-Caeruloplasmin abhängig
zu sein scheint [Jeo03]. Ist der MTP1-Export gestört, z.B. durch eine Mutation wie
bei der hereditären Hämochromatose [Jeo03, Dom07] oder durch den Knockout des
an IRE bindenden Eisen-regulatorischen Proteins (IRP, 1.2.3 S.31) [Rot03], kommt
es zu Eisenablagerungen und neurodegenerativen Fehlfunktionen ähnlich wie bei PD
[Rot03].

Einige Autoren stellen bei Eisenmangel einen Anstieg des mRNA-Gehalts von
DMT1 und eine Abnahme von MTP1 fest (siehe 1.2.3 S.31 [Tem02, Eis03]). Andere
finden bei Eisenüberschuß/-mangel keine veränderte Gen- und Proteinexpression von
MTP1 [Wu04] und DMT1 [Ke05]. Möglicherweise läuft die Eisenregulation bei ei-
nem akut und chronisch veränderten Eisenhaushalt unterschiedlich ab. Der erhöhten
Eisenkonzentration in den PN-tragenden Neuronen (Abb. 3.3 S.60) wird vermutlich
ein kontinuierlicher und weniger akuter Prozess zugrunde liegen.

4.2.6 Eisenproteine vs. Neurodegeneration

Wie unter 1.2.1 auf S.25 erläutert, ist Eisen in freier, ungebundener Form toxisch, da es
reaktive Sauerstoffradikale und somit oxidativen Stress induzieren und Zellkomponen-
ten schädigen und zur Degeneration führen kann. In den gegenüber degenerativen Pro-
zessen weniger vulnerablen PN-tragenden Neuronen wurde eine erhöhte intrazelluläre
Eisenkonzentration festgestellt (3.1.3 S.60). Wie in 4.2.1 auf S.89 bereits vermutet, muß
das Eisen in einer nicht-toxischen Form in den PN-positiven Neuronen vorhanden sein.
Mit der in 4.2.5 auf S.93 diskutierten Erhöhung der Eisen-spezifischen Proteine/mRNA
in den PN-tragenden Neuronen lässt sich diese Vermutung belegen. Es ist der Import
(Tf, TfR, DMT1), die Speicherung (Ferritin H, Ferritin L) und der Export (MTP1) von
Eisen in den PN-positiven Neuronen gegenüber den PN-negativen Neuronen erhöht.
Es wird angenommen, daß ein ausgeglichener, kontrollierter Eisenhaushalt in den Neu-
ronen vorherrscht, da neben der Eisenspeicherung ein vermehrter Import und zugleich
ein vermehrter Export eine Regulation erfordern. Tf und Ferritin spielen zusammen
bei der Eisenhomöostase vermutlich die entscheidende Rolle [Que08]. So erhöht sich
im gesunden Alter die Konzentration von Ferritin im Gehirn [Ros94, Con95a] und
kompensiert vermutlich den vermehrten, oxidativen Stress. Eine unregulierte Freiset-
zung des Eisens vom Ferritin hingegen führt wiederum zu oxidativen Stress [Har96].
Dieses Gleichgewicht des Schutzmechanismus ist bei neurodegenerativen Erkrankungen
offensichtlich gestört (siehe 1.2.2 S.27).

Eisenproteine sind Antioxidantien, die durch die Chelation des freien Eisens (Fe2+)
und dessen Umwandlung in den Redoxstatus Fe3+ die Reaktion mit Sauerstoffradika-
len oder Peroxyden vermindern [Val05, Dri05]. Durch den hohen Gehalt an Eisen-
bindenden Proteinen reduziert sich somit für die Subpopulation der PN-tragenden Neu-
rone der oxidative Stress und die Zellen zeigen keine oder verspätet Anzeichen einer
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Degeneration oder neuropathologische Merkmale (1.1.4 S.23, 1.3 S.31). Ein gestörter Ei-
senproteinhaushalt wird bei neurodegenerativen Erkrankungen wie AD und PD in den
betroffenen Hirnregionen beobachtet (siehe Einleitung 1.2.2 S.27 & [Ros94, Con95a,
Bur03]).

Neben der protektiven Funktion des erhöhten Eisenproteingehalts gegenüber Eisen-
induziertem oxidativen Stress (1.2.1 S.25) könnten die Eisenproteine auch eine ausrei-
chende Versorgung mit Eisen gewährleisten und einem Eisenmangel vorbeugen. Das Ge-
hirn kann Eisen gut konservieren, so daß nach einer Eisenmangeldiät die Konzentration
des Eisens nur leicht sinkt [Rou06]. Diese Fähigkeit ist bei den PN-tragenden Neuro-
nen mit ihrem hohen Gehalt an Eisen-spezifischen Proteinen möglicherweise besonders
ausgeprägt. Es ist nicht ausgeschlossen, daß die PN-positiven Neurone grundsätzlich
einen hohen Bedarf an Eisen haben könnten und deshalb mehr Eisenproteine als die
PN-negativen Neurone exprimieren. Dieser Ansatz wird in 4.2.8 auf S.102 diskutiert.

4.2.7 Einfluß des PN auf den zellulären Eisenhaushalt

Eisenbindungsstudien zeigten, daß das PN aufgrund seiner negativen Ladung bis zu
viermal mehr Eisen bindet als andere Strukturen im Hirnschnitt [Rei03]. Das am PN
gebundene Eisen liegt dabei vorwiegend als Fe3+ in einer chemischen Verbindung vor,
wie sie u.a. für Ferritin typisch ist [Mor04c]. Das PN könnte demnach extrazelluläres
freies Eisen in einer nicht-toxischen Form ähnlich Ferritin oder Transferrin binden und
die Fenton-Reaktion (1.2.1 S.25), extrazellulär insbesondere die Lipidperoxidation, ver-
hindern. Das PN hätte demzufolge eine potentiell protektive Funktion (siehe 1.3 S.31,
[Rei03, Mor04b, Fie07]).

Die mittels Ionenstrahlmikroskopie ermittelte physiologische Eisenkonzentration am
PN entspricht der des umgebenen Neurons (3.1.3 S.60). Es wird demnach nicht exzes-
siv Eisen am PN gespeichert, sondern das (extrazelluläre) Eisen vermutlich eher kurz
gebunden (“gepuffert”), was der losen Eisenbindung an der EZM, z.B. an Glykane und
Sulfonate, nach Esposito et al. [Esp02] entspricht. Eisenproteine wie Tf sind nicht
am PN gebunden, sondern nur intrazellulär lokalisiert (4.2.4 S.92). Der erhöhte in-
trazelluläre Gehalt an Eisentransport- und Eisenspeicherproteinen spricht für einen
anschließenden Transport des Eisens vom PN in die Zelle. Da das PN und das Neu-
ron den gleichen Eisengehalt aufweisen und womöglich eng interagieren, könnte das
PN als extrazelluläre Struktur das “Zellvolumen vergrößern” und den zellulären Eisen-
haushalt durch seine zusätzliche Eisenbindungskapazität beeinflussen. Der lokale Eisen-
induzierte oxidative Stress würde durch das Eisen-bindende PN reduziert werden und
das Neuron, wie für die PN-tragenden Zellen beschrieben (1.1.4 S.23, 1.3 S.31), weniger
vulnerabel gegenüber einer Degeneration sein. Der erhöhte Gehalt an intrazellulärem
Eisen und Eisenproteinen der PN-positiven Neurone gegenüber den PN-negativen Neu-
ronen unterstützt somit die potentiell protektive Funktion (siehe 1.1.3 S.22) des PN
gegenüber Eisen-induziertem oxidativen Stress.

Die Eisenbindungskapazität und somit der protektive Effekt ist möglicherweise
größer, je kräftiger das PN ist. PN-tragende Neurone weisen zwar generell seltener Li-
pofuszin (Indikator für Eisen-katalysierten oxidativen Stress 1.3 S.31) als PN-negative
Neurone auf und Pyramidenzellen und Interneurone unterscheiden sich nicht in ihrer
intrazellulären Eisenkonzentration. Dennoch lagern die mit einem dünnen PN ausge-
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statteten Pyramidenzellen häufiger Lipofuszin als Interneurone mit einem dicken PN
ein [Mor04b]. Zur negativen Ladung der PNs trägt vermutlich insbesondere das Chon-
droitinsulfat bei, aber auch andere Komponenten wie die Hyaluronsäure. Da sich PNs
nicht nur morphologisch unterscheiden, sondern auch chemisch heterogen sind, ist eine
unterschiedliche Eisenbindungskapazität auch für die verschiedenen Subpopulationen
der PN-tragenden Neurone denkbar.

Morawski et al. [Mor06] schlägt ein Schema vor, in welchem das am PN gebundene
Fe3+ durch eine Ferrireduktase zu Fe2+ reduziert und über DMT1 in die Zelle transpor-
tiert wird. In Ergänzung zu diesem Schema zeigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit,
daß neben dem DMT1 der Tf-TfR-vermittelte Import des (PN-gebundenen) Eisens eine
entscheidende Rolle einnimmt. Dieser Transportweg bedarf zum Import keiner Reduk-
tion des Eisens. DMT1 ist beim späteren Transport des Eisens aus dem Endosom ins
Zytoplasma, und bei diesem Schritt auch eine Ferrireduktase, notwendig. In der Zelle
kann das Eisen als Fe3+ in Ferritin gespeichert oder von anderen Proteinen gebunden
werden (siehe Abb. 1.4 S.29). Das PN könnte auch als Kurzzeitspeicher für exportier-
tes Eisen dienen. Das bisher einzig bekannte Exportprotein MTP1 transportiert nur
zweiwertiges Eisen, welches nach dem Export durch eine Ferroxidase wie potentiell zir-
kulierendes Caeruloplasmin oder membranständiges Hephaestin (1.2.3 S.30, Abb. 1.4
S.29) oxidiert wird.

Eine membranverankerte Form des Caeruloplasmins (GPI-Caeruloplasmin, 4.2.5
S.95) exprimieren die Astrozyten [Rou06]. Zwischen den Astrozyten und den PN-
tragenden Neuronen wird, wie in 4.2.2 auf S.90 näher beschrieben, eine enge Interaktion
vermutet [Der96]. Die Fortsätze der Astrozyten, die das PN penetrieren, unterstützen
womöglich durch die GPI-Caeruloplasmin-vermittelte Oxidation des im Mikromilieu
vorhandenen oder vom Neuron exportierten Fe2+. Das nicht-toxische Fe3+ kann nun
an Tf oder an das PN binden. Die astrozytären Ausläufer kommen dennoch nicht nur
an Neuronen mit PN, sondern auch an Neuronen ohne PN vor [Blü95]. Es wird an-
genommen, daß das PN Synapsen stabilisiert (1.1.3 S.22, [Hoc90a, Brü03, Gal07]).
Die enge Beziehung von PN-tragendem Neuron und Astrozyt lässt spekulieren, daß das
PN eine weitere potentielle Funktion hat: die Stabilisierung der Astrozytenfüße. Durch
den stabilisierten engen Kontakt wäre eine permanent gute Versorgung mit Ferroxida-
sen anzunehmen, die dem PN-tragenden Neuron Vorteile für dessen Eisenhomöostase
verschafft. Da Astrozyten keinen TfR exprimieren [Moo07], könnte der Astrozyt auch
das vom Neuron exportierte oder am PN-gebundene Eisen importieren. Die hypotheti-
sche Interaktion zwischen PN-tragendem Neuron und Astrozyt wäre wahrscheinlich
eine regulierte Wechselbeziehung zur Herstellung eines Gleichgewichts, die den Ei-
senhaushalt beider Zelltypen berücksichtigt. Für die Vorteile eines PN-stabilisierten
Kontakts zum Astrozyten spricht ein weiterer Aspekt, der die Reduktion des oxida-
tiven Stresses betrifft. Glutathion (GSH) ist ein essenzielles, zelluläres Antioxidans,
das eine Schlüsselrolle bei der Reduktion des oxidativen Stresses einnimmt (siehe 1.2.1
S.25). Bei neurodegenerativen Erkrankungen wie PD, AD und Chorea-Huntington als
auch bei Schizophrenie und Epilepsie wird eine Reduktion des GSH-Gehalts im Gehirn
beobachtet [Dri03]. GSH wird von keinem anderen neuralen Zelltyp in solch einer sub-
stantiellen Menge freigesetzt wie von den Astrozyten (in 1 h ∼10% ihres intrazellulären
GSH) [Dri03]. Das sezernierte GSH wird direkt oder dessen Bausteine Cystein und
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Glycin von den benachbarten Neuronen aufgenommen, wo es als Quelle für intraneu-
ronales GSH dient (Schema siehe [Dri03]). Astrozyten spielen somit eine essentielle
Rolle für den GSH-Metabolismus der Neurone [Dri03, Dri05]. Eine Stabilisierung der
Astrozytenfortsätze durch das PN könnte die Effizienz dieses Mechanismus erhöhen und
das PN-tragende Neuron noch besser mit GSH versorgen und vor oxidativem Stress
schützen.
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Abb. 4.3: Hypothetisches Model zum Eisentransport und zur Eisenspeicherung eines PN-tragenden
Neurons (im Vergleich zur allgemeinen Abb. 1.4 auf S.29). Extrazelluläres, freies Fe2+ wird (ver-
mutlich durch Caeruloplasmin) zu Fe3+ oxidiert und vom PN gebunden. Ein Großteil des Eisens
wird anschließend über den Tf-TfR-Weg in das Neuron transportiert, ein geringerer Teil wird direkt
durch DMT1 (event. nach Reduktion durch DcytB) importiert. Im Neuron wird das meiste Eisen
als unschädliches Fe3+ in Ferritin gespeichert. Die Ferritinmoleküle sind dabei mit überdurchschnitt-
lich viel Eisen beladen und minimieren den labilen Eisenpool (LIP). Überschüssiges Eisen kann von
MTP1 exportiert werden. An der Oxidation des vom Neuron exportierten Fe2+ ist das membran-
gebundene Caeruloplasmin der PN-stabilisierten Astrozytenfortsätze beteiligt. Das Eisen kann z.T.
von den Astrozytenfortsätzen aufgenommen werden oder bindet als Fe3+ wieder an Tf oder am PN.
Die Astrozytenfortsätze entlassen zudem das Antioxidans Glutathion (GSH), dessen Bestandteile das
PN-tragende Neuron für die eigene GSH-Synthese nutzt und den oxidativen Stress (gelber Blitz)
reduziert.
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Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde für alle untersuchten Regionen (PK, SUB, NR, SN)
festgestellt, daß die Konzentration an Eisen und Eisen-spezifischen Proteinen in den
PN-tragenden Neuronen höher als in den PN-negativen Neuronen ist. Die potentiell
protektive Funktion des PN gegenüber Eisen-induziertem oxidativen Stress wird durch
die Ergebnisse unterstützt. In der Diskussion wurden hypothetische Ansätze gesucht,
die erklären, warum die Eisenkonzentration und der Eisenproteingehalt in den PN-
tragenden Neuronen erhöht ist. Das PN und das Neuron könnten Eisen binden und
speichern, weil es für die Zelle potentiell toxisch ist (protektive Funktion) und/oder, weil
das PN-tragende Neuron, z.B. durch eine hohe metabolische Aktivität, einen grundsätz-
lich höheren Eisenbedarf hat (metabolische Funktion, siehe Ausblick 4.2.8 S.102). Auf-
grund der speziellen extrazellulären Matrix und des hohen Eisenproteingehalts wird
vermutet, daß PN-tragende Neurone einen Eisen-induzierten oxidativen Stress und ei-
ne Änderung im Eisenhaushalt besser kompensieren können als Neurone ohne PN.
Dies trägt zur anfänglich geschilderten (1.1.4 S.23, 1.3 S.31) geringen Vulnerabilität
der PN-tragenden Neurone bei neurodegenerativen Erkrankungen bei.

4.2.8 Ausblick

Unter 4.2.7 auf S.102 wurde angesprochen, daß ein grundsätzlich hoher Bedarf an Ei-
sen und somit Gehalt an Eisen-spezifischen Proteinen der PN-tragenden Neurone nicht
ausgeschlossen werden kann. Ursache eines hohen Bedarfs an Eisens, welches essentiell
für viele zelluläre Prozesse ist (siehe 1.2 S.25), könnte eine hohe metabolische Aktivität
der Zelle sein [Fie07]. Die Zytochromoxidase-Aktivität ist Indikator für Zellen mit ho-
hem metabolischen Energieumsatz [Won89]. Daß die Aktivität und nicht zwangsläufig
die Menge des Enzyms entscheidend ist, wird am Beispiel der AD deutlich, bei der die
Zytochrom-C-Oxidase-Aktivität, nicht aber das Enzym selbst reduziert ist [Chr00].
Da es Hinweise auf eine starke Zytochromoxidase-Aktivität der PN-tragenden Neurone
gibt (siehe 1.1.2 S.20), wurde als Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen die Aktivität
der ZytochromC-Oxidase, Enzym der mitochondrialen Atmungskette, histochemisch in
einer Doppelmarkierung mit den PNs dargestellt (Abb. 4.4).

Auf regionaler Ebene in PN-reichen Hirnregionen (Abb. 4.4 A) sowie auf zellulärer
Ebene (Abb. 4.4 B) wurde unabhängig vom Neuronentyp eine auffällig starke Reak-
tion in den PN-tragenden Zellen gefunden. PN-positive Neurone scheinen somit einen
hohen Energiemetabolismus und möglicherweise auch einen dadurch bedingten hohen
Bedarf an Eisen zu besitzen. Allerdings gibt es vereinzelt Neurone, die eine auffällige
ZytochromC-Oxidase-Aktivität besitzen, aber kein WFA-bindendes PN tragen. Somit
besteht für die hohe metabolische Aktivität eines WFA-positiven Neurons, wie auch für
die häufige Korrelation einer schnellen, neuronalen Aktivität und dem Vorhandensein
eines PN (1.1.2 S.20), keine universelle Gültigkeit. Auch Horn et al. [Hor03] fanden
PN-tragende Neurone mit einer auffällig starken Zytochromoxidase-Aktivität, vermer-
ken dies aber als keine einheitliche Markierung von PN-tragenden Zellen. Der Einfluß
der chemischen Heterogenität der PNs wäre zu prüfen.

Eine hohe metabolische Rate würde generell eine ausreichende Energie-Produktion
durch die Mitochondrien voraussetzen. In weiteren Untersuchungen könnte man da-
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Abb. 4.4: Enzymaktivität der ZytochromC-Oxidase als Maß der Metabolismusrate in verschiedenen
Regionen. PN-reiche Hirnregionen (A) sowie PN-tragende Zellen innerhalb eines Gebietes (B, schwar-
ze und weiße Pfeile) zeigen eine starke Reaktion. Dies ist nicht auf einen bestimmten Neuronentyp
beschränkt (B, li: Interneurone, re: Pyramidenzelle). Einzelne Zellen allerdings zeigen ebenso eine star-
ke ZytochromC-Oxidase-Aktivität, tragen aber kein WFA-positives PN (B, grüner Pfeil). Substrat:
Zytochrom C (Sigma-Aldrich), Färbung nach [Div95], DAB-verstärkt. Balken: 10 µm.

her z.B. die Mitochondrien und deren Eisen quantifizieren. Durch eine hohe ATP-
Synthese besteht wiederum die Gefahr der vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffra-
dikale (1.2.1 S.25). Möglicherweise ist die metabolische Aktivität vieler PN-tragenden
Neurone hoch, da sie dem entgegen vermehrt Reparaturproteine und antioxidative En-
zyme synthetisieren, die wiederum aber auch ATP benötigen. Es wird ersichtlich, daß
durch die Komplexität der Zelle mehrere Ansatzpunkte für weitere Untersuchungen
möglich sind. Eine grundsätzliche Fragestellung könnte sein, ob der hohe Zellmetabo-
lismus Anteil und Ursache am Eisengehalt des PN-tragenden Neuron hat und welche
Funktion er besitzt.

Mittels der Ionenstrahlmikroskopie wurde das intrazelluläre, gebundene Eisen WFA-
positiver Zellen quantifiziert. Da aufgrund der chemischen Heterogenität der PNs eine
unterschiedliche Eisenbindungskapazität möglich ist, könnte eine Eisenkonzentrations-
bestimmung für weitere PN-Subtypen mit anderen PN-Markern erfolgen. Das freie oder
schwach gebundene Eisen im labilen Eisenpool könnte mit Fluoreszenzsonden quantifi-
ziert werden (siehe 1.4.1 S.33). Des weiteren könnten die vorliegenden Ergebnisse durch
die Analyse der untersuchten Eisenproteine (auch zusätzlicher Eisenproteine wie z.B.
Caeruloplasmin) mittels zellulärer in situ-Hybridisierung und sbLSZ-basierter RNA-
und DNA-Quantifizierung vervollständigt werden. Ein weiterer interessanter Ausblick
für fortlaufende Untersuchungen mit verschiedenen möglichen Ansatzpunkten ist eine
umfassende Studie zum Eisengehalt der Gliazellen und die Prüfung der hypothetischen
Beziehung von PN-tragenden Neuronen und Astrozyten.

Diese grundlegenden Ansätze tragen, wie die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
auch, zur (hoffentlich) endgültigen Klärung der Funktion des PN bei, das vor mehr
als 125 Jahren entdeckt und wegen seiner potentiell protektiven Eigenschaft auf die
Neurone im degenerierenden Gehirn, Schwerpunkt der aktuellen Forschung ist.





Kapitel 5

Zusammenfassung

Das perineuronale Netz (PN) ist eine spezialisierte Form der extrazellulären Matrix, das
eine heterogene Subpopulation von Neuronen umgibt. Das PN ist negativ geladen und
bindet mit hoher Affinität Eisen [Rei03, Mor04c]. Eisen hat insbesondere als Kofak-
tor vieler Enzyme eine essentielle Funktion. Andererseits ist Eisen potentiell toxisch, da
besonders freies Fe2+ über die Fenton-Reaktion reaktive Sauerstoffradikale generieren
und oxidativen Stress induzieren kann. Dem Eisen-induzierten oxidativen Stress wird
daher ein Beitrag zur Neurodegeneration, wie z.B. bei der Alzheimerschen und Par-
kinsonschen Erkrankung, zugeschrieben. Nun zeichnen sich gerade die PN-tragenden
Neurone durch eine geringe Vulnerabilität bei neurodegenerativen Erkrankungen aus.
Es wird daher vermutet, daß das PN eine potentiell protektive Funktion für das Neuron
besitzt [Mor04b].

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Eisenhaushalts der PN-tragenden Neu-
rone, der auf eine Protektion gegenüber Eisen-induziertem oxidativen Stress hinweisen
könnte. Es wurde die Konzentration an Eisen und Eisenproteinen von Neuronen mit
PN und Neuronen ohne PN in Hirnregionen mit vielen WFA1-positiven Neuronen (pa-
rietaler Kortex, Subiculum, Nucleus ruber, Substantia nigra) der Ratte untersucht.
Dabei kamen quantitative Methoden wie die ortsaufgelöste Ionenstrahlmikroskopie
und die Objektträger-basierte Laser Scanning Zytometrie sowie Western Blot Analy-
sen und quantitative Real-Time-PCR zum Einsatz. Die Ergebnisse sind nachfolgend
zusammengefasst.

Ionenstrahlmikroskopie

• Es wurde erstmals der intrazelluläre Eisengehalt von Zellen im Hirnschnitt orts-
aufgelöst quantifiziert und unterschiedliche Zellpopulationen direkt miteinander
verglichen.

• Beim Vergleich von PN-tragenden Neuronen mit PN-freien Neuronen wurde eine
durchschnittlich 30% höhere Eisenkonzentration in den PN-tragenden Neuronen
festgestellt (∼0,74 mmol/l).

• Die Eisenkonzentration des PN ähnelt der intrazellulären Eisenkonzentration des
PN-tragenden Neurons.

1Wisteria floribunda-Agglutinin
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• Pyramidenzellen und Interneurone des parietalen Kortex unterscheiden sich nicht
in ihrem Eisengehalt.

• Die PN-losen Neurone der Substantia nigra pars compacta besitzen eine geringe,
dem Neuropil entsprechende Eisenkonzentration (∼0,45 mmol/l).

• Das meiste Eisen, ca. 84%, ist im Zytoplasma lokalisiert. Den höchsten lokalen
Gehalt an Eisen (und anderen Elementen) besitzt der dichte Nukleolus.

• Es wurde zusätzlich die Eisenkonzentration ausgewählter Gliazellen im PN-
haltigen retrosplenialen Kortex bestimmt. Die Oligodendrozyten besitzen eine
ca. 30% höhere Eisenkonzentration (∼ 0,95 mmol/l) als PN-tragende Neurone.
Die GFAP-positiven Astrozyten haben eine den PN-tragenden Neuronen ähnliche
Eisenkonzentration (∼ 0,7 mmol/l).

Quantitative RT-PCR / Western Blot

• Auf regionaler Ebene ist der Protein-/mRNA-Gehalt der untersuchten Eisen-
importproteine (Transferrin, Transferrin-Rezeptor), Eisenspeicherproteine (Fer-
ritin H, Ferritin L) und Eisenexportproteins (Metalltransportprotein 1, MTP1)
in PN-reichen Hirnregionen höher als in einer PN-armen Referenzregion (ento-
rhinaler Kortex).

Objektträger-basierte Laser Scanning Zytometrie

• Die hier gezeigten Arbeiten belegen den erstmaligen, erfolgreichen Einsatz der
Objektträger-basierten Laser Scanning Zytometrie für die Proteinquantifizierung
in Zellen im fluoreszenzmarkierten Hirnschnitt.

• Die Eisenproteine sind, wie das Eisen, vorwiegend zytoplasmatisch lokalisiert.

• Die PN-tragenden Neurone besitzen gegenüber PN-negativen Neuronen einen
bis über 50% höheren Gehalt an Eisenimportproteinen (Transferrin, Transferrin-
Rezeptor, Divalentes Metalltransportprotein 1 (DMT1)), Eisenspeicherproteinen
(Ferritin H, Ferritin L) und Eisenexportprotein (MTP1).

• Der relative Anteil WFA-positiver Zellen beträgt im parietalen Kortex und Sub-
iculum ca. 5%, in der Substantia nigra 55% und im Nucleus ruber 70%.

Alle Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bestätigen, daß die Konzentration an
Eisen (siehe Abb. 3.3 S. 60) und Eisen-spezifischen Proteinen (siehe Abb. 4.2 S. 94) in
den PN-tragenden Neuronen höher als in den PN-freien Neuronen ist. Eisenproteine re-
duzieren durch die Bindung von Eisen die Entstehung reaktiver Sauerstoffradikale und
wirken somit antioxidativ. Insbesondere Transferrin und Ferritin scheinen die entschei-
dende Rolle zu spielen. Durch den erhöhten Gehalt an Eisenproteinen sind PN-tragende
Neurone besser vor oxidativem Stress geschützt als PN-negative Neurone.

Es besteht die Möglichkeit, daß das PN extrazelluläres freies Eisen bevorzugt bindet
und dadurch der Fenton-Reaktion entzieht. Das Eisen wird anschließend kontrolliert
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in die Zelle transportiert und in einer nicht-toxischen Form vorwiegend in Ferritin
gespeichert. Überschüssiges Eisen kann wiederum aus der Zelle heraustransportiert
und vom PN gepuffert werden.

Aufgrund der ähnlichen Eisenkonzentration der PN-tragenden Neurone und der
analysierten Astrozyten wird eine enge Interaktion zwischen beiden vermutet. Das PN
könnte die Funktion der PN-penetrierenden Astrozytenausläufer unterstützen und die
astrozytären Eisenprotein- und Antioxidationseffekte auf das Neuron verstärken.

Die Annahme einer potentiell protektiven Funktion des PN wird durch die Ergeb-
nisse unterstützt. Des weiteren könnte das PN eine metabolische Funktion besitzen
und eine ausreichende Versorgung des (erhöhten) Eisenbedarfs des Neurons garantie-
ren [Fie07]. Aufgrund des PN und des hohen Eisenproteingehalts wird vermutet, daß
PN-tragende Neurone einen Eisen-induzierten oxidativen Stress und eine Änderung im
Eisenhaushalt besser kompensieren können als Neurone ohne PN. Dies trägt zur gerin-
gen Vulnerabilität der PN-tragenden Neurone bei neurodegenerativen Erkrankungen
bei.





Kapitel 6

Summary

The perineuronal net (PN) is a specialized form of the extracellular matrix that sour-
rounds a heterogeneous subpopulation of neurons. The PN is negatively charged and
binds iron with a high affinity [Rei03, Mor04c]. Iron is, besides its essential func-
tion, potentially toxic. Especially free Fe2+ can generate reactive oxygen radicals via
the Fenton reaction which results in oxidative stress. The iron induced oxidative stress
contributes to neurodegeneration, like e.g. Alzheimer’s and Parkinson’s disease. Inte-
restingly, just the PN bearing neurons show a less vulnerability in neurodegenerative
diseases. Therefore, it is presumed that the PN might have a protective function for
the neuron [Mor04b].

The aim of this work was the analysis of the iron household of the PN-bearing
neurons, which might indicate a protection against iron induced oxidative stress. The
subject of investigation was the concentration of iron and iron proteins of neurons with
a PN and without a PN in brain regions with many PN-ensheathed neurons (parietal
cortex, subiculum, red nucleus, substantia nigra) in the rat. Thereby, quantitative me-
thods like spatially resolved ion beam microscopy and the slide-based laser scanning
cytometry as well as western blotting and quantitative real-time PCR were applied.
The results are shortly summarized.

Ion beam microscopy

• For the first time the intracellular iron content of several cell populations in brain
slices were quantified with emphasis on spatial resolution and directly compared
to each other.

• Comparing the PN-bearing neurons and PN-negative neurons, the iron concen-
tration was approximately 30% higher in PN-bearing neurons (∼0,74 mmol/l).

• The iron concentration of the PN corresponds to the intracellular iron concen-
tration of its associated neuron.

• Pyramid cells and interneurons of the parietal cortex do not differ in their iron
content.
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• The PN-missing neurons in the substantia nigra pars compacta possess a low iron
concentration comparable to that of the neuropil (∼0,45 mmol/l).

• Most of the iron, approximately 84%, is localized in the cytoplasm. The dense
packed nucleolus possess the highest local content of iron (and other elements).

• Additionally, the iron concentration of selected glia cells in the retrosplenial cor-
tex was measured. The oligodendrocytes have a ca. 30% higher iron concentra-
tion (∼ 0,95 mmol/l) than PN-bearing neurons. The astrocytes have an iron
concentration that is equal to the iron concentration of the PN-bearing neurons
(∼ 0,7 mmol/l).

Quantitative real-time PCR / Western blotting

• At the regional level the protein/mRNA content of the investigated iron import
proteins (transferrin, transferrin receptor), iron storage proteins (ferritin H, fer-
ritin L) and iron export protein (metal transport protein 1, MTP1) in PN-rich
brain regions is higher compared with a PN-poor reference region (entorhinal
cortex).

Slide-based laser scanning cytometry

• The presented work showed for the first time that slide-based laser scanning
cytometry is a suitable method to analyze cellular fluorescence marked brain
slices.

• Like the iron the iron proteins are predominantly localized in the cytoplasm.

• PN-bearing neurons have an up to 50% higher content in iron import proteins
(transferrin, transferrin receptor, divalent metal transport protein 1 (DMT1)),
iron storage proteins (ferritin H, ferritin L) and iron export protein (MTP1)
than PN-negative neurons.

• The relative number of neurons bearing a PN1 is approximately 5% in the parietal
cortex and subiculum, 55% in the substantia nigra and 70% in the red nucleus.

All analyses of the presented work confirm that the concentration of iron (see fig. 3.3
p. 60) and iron specific proteins (see fig. 4.2 p. 94) in the PN-bearing neurons is higher
compared to the PN-negative neurons. Iron proteins reduce the generation of reactive
oxygen species by binding the iron. Thus, they function as antioxidatives. In particular
transferrin and ferritin seem to play an important role. Due to the higher content in
iron proteins the PN-ensheathed neurons are better protected against oxidative stress
than PN-negative neurons.

It is possible that preferentially the PN binds free iron and consequently subducts
the iron from the Fenton reaction. Under controlled conditions the iron is subsequently
transported into the cell and be stored mainly in ferritin in a non-toxic form. In turn,
excessive iron can be transported out of the cell and is again buffered by the PN.

1labelled with Wisteria floribunda agglutinin
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Due to the equal iron concentration of the PN-bearing neuron and the astrocyte,
a close interaction between both is assumed. The PN might support the function of
the PN penetrating astrocyte branches and enhance the effects of the astrocytic iron
proteins and antioxidatives in the vicinity of the neuron.

The results support the hypothesis of a potential function of the PN against iron
induced oxidative stress. Furthermore, the PN could have a metabolic function and
ensures a sufficient supply of the (enhanced) iron requirements of the neuron [Fie07].
Because of the PN and the high iron protein content it is suggested that neurons which
are sourrounded by a PN can better compensate the iron induced oxidative stress and
a change in the iron household than neurons without a PN. This results in a lower
vulnerability of the PN-bearing neurons in neurodegenerative diseases.
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lulärer Partikel von Hirngewebe: Dissertationsschrift. Leipzig (1965).

[Big70] V. Bigl, D. Biesold. Isolation subzellulärer Partikelfraktionen aus Hirn-
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[Bjö84] A. Björklund, T. Hökfelt, M. J. Kuhar. Handbook of Chemical
Neuroanatomy-Classical Transmitters and Transmitter Receptors in the CNS.
PartII, vol. Vol. 3. Elsevier Akademic Press, Amsterdam (1984).

[Bli68] S. M. Blinkov, I. I. Glezer. Das Zentralnervensystem in Zahlen und
Tabellen. VEB Gustav Fischer Verlag, Jena (1968).
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pech, K. Brauer. Acute and long-lasting changes in extracellular-matrix
chondroitin-sulphate proteoglycans induced by injection of chondroitinase
ABC in the adult rat brain. Experimental brain research. Experimentelle
Hirnforschung. Expérimentation cérébrale 121 (3), 300–310 (1998).
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[Brü98b] G. Brückner, W. Härtig, J. Seeger, R. Rübsamen, K. Reimer,
K. Brauer. Cortical perineuronal nets in the gray short-tailed opossum
(Monodelphis domestica): a distribution pattern contrasting with that shown
in placental mammals. Anatomy and embryology 197 (4), 249–262 (1998).

[Brü99] G. Brückner, D. Hausen, W. Härtig, M. Drlicek, T. Arendt,
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[Göt94] M. E. Götz, G. Kunig, P. Riederer, M. B.H. Youdim. Oxidative
stress: Free radical production in neural degeneration. Pharmacology & The-
rapeutics 63, 37–122 (1994).
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