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HOOFDSTUK 1 

INLEIDING, LITERATUUROVERZICHT EN PROBLEEMSTELLING 

Sinds de ontdekking van het biochemisch belang van ijzer in de 

18e eeuw is duidelijk geworden dat ijzer essentieel is voor 

een groat aantal biologische processen. Met name toen er in de 

dertiger ja.ren een ijzerisotoop voor onderzoek beschikbaar 

kwam, is het onderzoek omtrent de ijzerstofwisseling in een 

stroomversnelling geraakt. Bet ijzermetabolisme van de mens is 

zeer economisch getuige het feit dat een gemiddelde volwassen 

man van 75 kg ongeveer l rng ijzer per dag uit het voedsel op­

neemt en evenveel weer uitscheidt. {De verdeling van ijzer in 

het lichaam over een aantal compartimenten en componenten en 

de onderlinge uitwisseling tussen deze cornpartimenten is weer­

gegeven in figuur 1.) 

De hoevee1heid ijzer, welke tussen de verschil1ende 1ichaams­

compartimenten wordt uitgewisse1d bedraagt per dag ongeveer 30 

mg. De ijzeropname uit het voedse1 is kritisch, omdat deze af­

hangt van de mo1aire toestand van ijzer in het dieet. 

Het meeste ijzer in het menselijk 1ichaam komt voor in de ery­

trocyt (fig. 1) waar het is ingebouwd in de heemgroep van het 

hemoglobinemolecuul. Hierdoor is de erytrocyt in staat zijn 

zuurstoftransporterende functie te vervu11en doordat ieder 

ijzeratoom dat in de heemgroep in tweewaardige vorm aanwezig 

is zuurstof in moleculaire vorm kan binden. 

Een gestoorde ijzerstofwisseling is dan oak de oorzaak van 

anemie (te kort aan circulerend Hb) bij ongeveer 15% van de 

wereldbevolking. 

Heemijzer is daarnaast essentieel in cytochrornen voor het 

e1ektronentransport in de mi tochondrien en hydroperoxidases 

(catalase, peroxidase) welke H2o 2 afbreken. Naast deze heem­

bevattende enzymen verricht ijzer een rol in niet-heem-bevat­

tende enzymen als flavoproteinen, dehydrogenases, oxidases en 

oxygenases, wat resp. oxiderende enzymen en zuurstof-inbouw 
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Fig. 1. 
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De verdeling van ijzer in het lichaam over een aantal 
compartimenten en de onderlinge uitwisseling tussen 
Jeze compartirnenten. 

catalyserende enzymen zijn. In een aantal enzymen zoals 

aconictase, ribonucleotide-reducatase en B-glycerofosfaat-de­

hydrogenase functioneert ijzer als cofactor. 

De ijzerconcentratie in het plasma bedraagt ongeveer 20 ~mol/1 

Fe(III). Het oplosbaarheidsprodukt van Fe(OH) 3 onder fysio1o­

gische ornstandigheden is 4.10- 38 wat betekent dat lo-17 mo1/1 

vrije Fe(III) ionen in het plasma kunnen voorkomen. De nood­

zaak van een transporteiwit zal daarmee duidelijk zijn, gezien 

het feit dat 30 mg (5.10-4 mol) Fe per dag uitgewisseld wordt 

tussen de diverse in figuur 1 afgebeelde cornpartimenten. Deze 

transportfunctie wordt in het plasma vervuld door het S-glo­

bu1ine molecuul, transferrine. Het eiwit bestaat uit een 

enkele polypeptide keten met 678 aminozuur residuen en mo1e­

cuulmassa 79.550 (l). Het molecuu1 is opgevouwen in twee 

bolvormige substructuren of domains die ieder 1 ijzeratoom 

kunnen bevatten en de .N-terminale (Nt), resp. C-terminale (Ct) 
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del en worden genoemd. De ijzerbindingsplaatsen voor Fe( III) 1 

de zogenaamde A- en B-bindingsplaatsen 1 liggen respectievelijk 

in het Ct- en Ht-domain. 

De ijzerbindingsliganden zijn waarschijnlijk dezelfde in ieder 

domain. Deze bestaan uit de zijketens van 3 tyrosine residuen 

en twee histidine residuen en een bicarbonaat ion wat elektro­

statisch gebonden is aan een arginine zijketen (2). De sterke 

binding van 

van 1023 is 

ijzer aan transferrine met een associatieconstante 

onmogelijk zonder de aanwezigheid van een ge-

schikt anion. 

Tussen het C- en N-terminale domain van transferrine bestaan 

fysisch-chemische verschillen die zich o.a. uiten in een pre­

ferentiele binding van ijzer binnen een van de domains onder 

wisselende omstandigheden. 

Transferrine kan in 4 vormen voorkomen 1 n .1. apotransferrine 

(geen ijzeratoorn gebonden) 1 rnonoferri transferrine (een ijzer­

atoom gebonden op de A- of B-plaats) en diferri transfer­

rine (twee ijzeratomen gebonden). Transferrine in serum is 

voor ongeveer 30% verzadigd met ijzer. 

Transferrine is niet alleen een transporteiwi t 1 het vervul t 

daarnaast een essentiele rol in de ijzeropname door erytrolde 

cellen. Erytrolde cellen kunnen nagenoeg geen ijzer opnemen 

indien dit ijzer anders dan aan transferrine gebonden 1 wordt 

aangeboden. Erytrolde voorlopercellen nemen 1 vanaf het pro­

erytroblastenstadium tot en met het reticulocytenstadium, 

ijzer op; de ijzeropname per eel is het grootst in de proery­

troblast en neemt af naarmate de eel verder uitrijpt. De ery­

trocyt is niet meer in staat om Tf te binden en ijzer op te 

nemen 1 maar de voorloper ervan 1 de reticulocyt 1 kan nog altijd 

106 ijzeratomen per minuut opnemen. De ijzeropname door ery­

trolde cellen is van vele faetoren afhankelijkl waaronder de 

incubatietijd 1 de incubatietemperatuur 1 de pH van het incuba­

tiemedium1 van aerobe en anaerobe incubatiemilieus en van 

remmers van het intracellulaire metabolisme. De rol van de 

ijzerverzadigingsgraad van bet transferrinemolecuul bij de 

ijzeropname is onduidelijk. Er bestaat echter geen verschil in 
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ijzeropname tussen monoferri Tf(A) en monoferri Tf(B) door 

erytrolde cellen in vivo en in vitro (3), zoals in het ver­

leden door Fletcher en Huehns (4) is gepostuleerd. 

Voor de ijzeropname door de erytroide cellen treedt er een 

specifieke reaktie op van transferrine met de eel, waardoor de 

eel in staat is ijzer van transferrine te verwijderen en op te 

nemen ten behoeve van de hemoglobinesynthese. 

Er zijn volgens de huidige inzichten 4 tot 5 hoofdstappen in 

dit proces te onderscheiden. De transferrine interactie met de 

eel begint met de binding van transferrine aan specifieke mem­

braanreceptoren. Drie fasen kunnen in dit proces onderscheiden 

worden: een snelle temperatuur en energie-onafhankelijke ad­

sorptiefase met daaropvolgend een tijds-, temperatuur- en 

energie-afhankelijke bindingsfase van transferrine (5), waar­

bij de transferrinernoleculen onbereikbaar worden voor proteo­

lytische enzyrnen en enzym-gekatalyseerde jodering ( 6, 7, 8) . 

Tenslotte treedt er een evenwichtsfase op, waarbij evenveel 

transferrine de eel verlaat als er opnieuw gebonden wordt en 

de transferrineconcentratie van de eel dus constant blijft. 

De transferrinereceptor bestaat uit een homoloog disulfide ge­

bonden transrnembraan dimeer met een molecuulmassa van 180.000 

Dalton (9). Elk rnonorneer bindt onafhankelijk van de ander 

een transferrinemolecuul en bevat daarnaast twee N-asparagine 

gekoppelde mannose-rijke koolhydraatketens en een complexe 

keten terwijl antigene determinanten voorkomen op de polypep­

tide keten. Elk monomeer doorsteekt de celmernbraan wat onder 

meer is aangetoond met proteolytische enzymen. Het in de eel 

gelegen gedeelte is rneer lipofiel van aard en bevat covalent 

gebonden vetzuurketens en fosforyl-serine residuen. De asso­

ciatieconstante van transferrinen voor 30% met Fe verzadigd 

met de receptor bedraagt voor rattenreticulocyten en beenmerg­

cellen ongeveer 0,25.10 7 ~1/mol. 
Transferrine van een bepaalde diersoort heeft een lagere 

affiniteit voor de reticulocyten van een heterologe diersoort 

in vergelijking met de affiniteit voor hornologe cellen. De 

associatieconstante van transferrine met de receptor is voorts 
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afhankelijk van de pH en de ijzerverzadigingsgraad van trans­

ferrine. De binding van apotransferrine aan receptoren is hoog 

bij lage pH waarden, pH 6,5, maar neernt snel af bij hogere 

pH-waarden (10). Diferritransferrine daarentegen bindt beter 

bij pH-waarden tussen 7 en 8 dan bij pH-waarden lager dan 6,5. 

Dit zou van betekenis kunnen zijn bij de volgende stap in het 

ijzeropname-proces, n.l. de plaats waar ijzer van transfer­

rine in de eel wordt afgesplitst. Jandl et al. (11) formuleer­

den in 1959 een aantal rnogelijke mechanismen, waarbij cellen 

ijzer van transferrine af zouden kunnen splitsen: 

1. Reduktie van Fe(III) gebonden aan transferrine tot Fe(II) 

waarna ijzer-bindende eiwitten het ijzer gemakkelijk van 

transferrine over kunnen nernen. 

2. Enzyrnatische afsplitsing van het bicarbonaat anion waardoor 

de FeTf-binding gedestabiliseerd wordt. 

3. Vorming van een zure rnicro-orngeving van Fe-Tf waardoor 

ijzer van transferrine afsplitst. 

In de klassieke hypothese van Jandl en Katz uit 1963 (12) 

wordt gesteld dat ijzerafspli tsing van transferrine plaats­

vindt aan de plasmamembraan terwijl het eiwit gebonden blijft 

aan de membraanreceptor. In het. vervolg wordt di t proces aan­

geduid als mechanisme l. Meer dan een decenium geleden formu­

leerden Morgan en Appleton { 13) op grand van gegevens ui t 

autoradiografie studies een nieuwe hypothese met als uitgangs­

punt de endocytose van het ijzertransferrine na binding aan de 

receptor; in dit proefschrift gedefinieerd als mechanisme 2. 

De ijzerafsplitsing heeft daarna plaats in zure vacuolen of 

lysosomen. Overtuigende argumenten op basis waarvan een van de 

beide hypothesen slechts geldig zou zijn voor het ijzermetabo­

lisme zijn nog niet gevonden. De argumenten die beide hypothe­

sen ondersteunen, zullen in het kort beschreven worden. 

Aanwijzingen voor ijzerafsplitsing aan de celmernbraan worden 

bevestigd door het feit dat de 59Fe/125 r-verhouding in ghost­

suspensies verkregen van met 59Fe/125 r transferrine geincu­

beerde reticulocyten grater is dan de 59Fe/ 1 25r-verhouding van 
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de oorspronkelijke transferrine-op1ossing {14, 15, 16, 17, 

18) Dit kan betekenen dat ijzer in de ghost beha1ve aan Tf 

voor een deel aan membraaneiwitten is gebonden. Speyer & 

Fielding (1974) (17) en Vander Heul et al. (1980) (19) waren 

in staat om een membraancomponent te identificeren welke uit­

sluitend 59Fe bevatte. 

Drie onafhankelijk van e1kaar verrichte studies komen tot de 

conclusie dat erytrolde cellen ijzer kunnen opnemen zonder dat 

transferrine de ce1membraan binnendringt (20, 21, 22). In deze 

experimenteD werd FeTf gekoppeld aan sepharose deeltjes welke 

niet door de eel geendocyteerd kunnen worden. Aangezien de met 

FeTf-gekoppelde sepharose deeltjes gelncubeerde erytrolde 

voorloperce1len in staat bleken ijzer op te nemen, moet Fe­

afsplitsing van Tf aan de ce1membraan hebben plaatsgevonden. 

Andere experimentele gegevens, n.l. dat reticulocyten cytosol 

in staat is ijzer uit reticulocytenmembranen te mobiliseren 

voor de hemoglobinesynthese ( 23) en dat Fe-afsplitsing van 

transferrine aan de celmembranen kan plaatsvinden na reductie 

{24), vormen aanwijzingen voor ijzerafgifte aan de celmembraan 

in situ. 

Voor de hypothese van ~1organ en Appleton, dat bij de ijzerop­

narne door erytrolde cellen endocytose van FeTf plaatsvindt 

waarna Fe intracellulair van transferrine wordt afgesplitst, 

worden de laatste jar en steeds meer argurnenten gevonden. De 

endocytose van transferrine wordt ondersteund door vier 

elektronen-microscopische studies, waarbij gebruik wordt 

gernaakt van met Tf-gelabelde colloidale gouddeeltjes (25, 26), 

ferritine geconjugeerd aan transferrine (27) of transferrine 

gekoppeld aan latex minibeads (28). 

Fluorescentie-microscopisch onderzoek van met rhodamine B of 

fluoresceine isothiocyanaat gekoppeld Tf leverde in een aantal 

studies eveneens het bewijs dat Tf intracellulair opgenornen 

wordt en wel in zure vacuolen of lysosomen (29, 30, 31, 32). 

Het feit dat lysosomotrofe agentia de ijzeropname remrnen en 

niet de transferrine-opname is een aanwijzing dat zure 
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vesicles of lysosomen een rol vervullen bij de ijzerafsplit­

sing van transferrine (8, 33, 34, 35, 36). 

Naast al deze morfologische studies zijn er op biochemische 

gronden aanwijzingen dat FeTf geendocyteerd wordt tijdens de 

Fe-opname. Door middel van behandeling van cellen met proteo­

lytische enzymen is het mogelijk onderscheid te maken tussen 

intracellulair Tf en celmembraan-gebonden Tf (37). De percen­

tages ge€ndocyteerd Tf, welke met deze methode gevonden 

worden, zijn overigens sterk vari€rend. 

I<inetiek studies van transferrine endocytose en ijzeropname 

met proteolytische enzymen leiden tot de conclusie dat ijzer 

de eel binnenkomt, terwijl het nog gebonden is aan transfer-

rine (38) 

met 59Fe, 

In verschillende studies wordt in de cytosol van 

l25I-Tf gelncubeerde reticulocyten sterk wisselende 

hoeveelheden transferrine aangetroffen waarbij in een enkel 

geval aangetoond is dat dit Tf niet een contaminatie is welke 

tijdens de bereiding van ghost en cytosol van de ghost af­

splitst (21). 

Met_ kwantitatieve elektronen-microscopische autoradiografie 

werd een nadere verdeling van 125 I-Tf in de reticulocyt vast­

gesteld, n.l. 12% in de cytosol, 61% in vesicles en 25% aan de 

celmembraan na incubatie met 125 I-Tf bij 37°C (39). Bet endo­

cytoseproces van transferrine vertoont mogelijk een aantal 

afwi jkingen van de algemeen aanvaarde wi j ze waarop receptor 

mediated endocytose plaatsvindt, waarbij het gehele ligand­

receptorcomplex wordt geendocyteerd, waarna dit complex zijn 

eindbestemming vindt in lysosomen. 

Zo bestaat er onduidelijkheid over de vraag of tijdens de 

endocytose van transferrine eveneens de receptor geendocyteerd 

wordt. In gelfiltratie-experimenten met reticulocyten cytosol 

kan n.l. alleen transferrine aangetoond worden en geen recep­

tor-gebonden Tf (40). In biochemische en morfologische studies 

vindt men echter aanwijzingen dat de Tf-receptor wel intracel­

lulair wordt opgenomen tijdens het ijzeropnameproces {26, 41, 

42, 43, 44, 45, 46, 47' 48, 55). 

De intracellulaire route van transferrine is eveneens nog niet 
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opgehelderd. Zeals reeds werd vermeld, werd op grand van indi­

rekte gegevens verkregen met lysosomotrofe stoffen, geconclu­

deerd dat de ijzerafspli tsing van transferrine in erytroide 

cellen in lysosomen plaatsvindt. Op basis van overeenkomstige 

gegevens gevonden voor teratocarcinoma cellen kwamen Karin en 

Mintz (1981) (37) tot dezelfde conclusie. In recente elektro­

nen-microscopische studies met erytrolde cellen afkomstig van 

foetale rattenlever, lokaliseerden Iacopetta et al. (1983) 

(29) transferrine-ferritine conjugaten in intracellulaire 

vesicles en multivesiculaire lichamen die morfologisch als 

lysosomaal van aard werden omschreven. Verschillende studies 

hebben echter aangetoond dat na incubatie van diverse celtypen 

met transferrine intakt apotransferrine na enige minuten in 

het incubatiemedium verschijnt. Deze bevindingen maken het 

minder waarschijnlijk dat transferrine na endocytose wordt 

opgenomen in lysosomen, omdat het eiwitgedeelte van transfer­

rine in vitro hydrolyseerbaar is door een lysosomale enzym­

fractie uit de lever (49). 

Bovendien is in recente studies met erytroleukemia cellen 

transferrine aangetoond in zure vesicles welke geen lysosomen 

kunnen zijn, omdat lysosomale marker enzymen ontbreken (30). 

Soortgelijke bevindingen zijn gepubliceerd voor FeLa cellen 

(44) en humane KB-cellen (50). Na incubatie van ratten reti­

culocyten met colloidaal goud gelabeld Tf werd daarnaast 

elektronen-microscopisch AuTf aangetoond in zure fosfatase 

negatieve ruimten (26). Aanwijzingen dat de intracellulaire 

route van Tf zich gaat onderscheiden van die van andere via 

receptor mediated endocytosis opgenomen liganden zijn gevonden 

door Dickson et a1. (1983) (32) Het lot van transferrine en 

de transferrine receptor na de endocytose is dan ook 

vooralsnog onduidelijk. 

De derde belangrijke stap in het ijzeropname proces is het 

transport van ijzer naar de mitochondrien nadat het ijzer van 

transferrine is afgesplitst. Dit transport moet plaatsvinden 

met behulp van een carrier, omdat het voorkomen van ongebonden 

Fe(III) in de eel fysisch chemisch hoogst onwaarschijnlijk is. 
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De eenvoudigste oplossing zou zijn dat Tf ijzer rechtstreeks 

naar de mitochondrien transporteert zoals gesuggereerd door 

Morgan (1969) (51) en Ponka et al. (1977) (52). In slechts een 

cytochemische studie wordt transferrine gelocaliseerd in mito­

chondria van humane erytrolde cellen (53). De aard van de 

ijzer carrier X is nog niet opgehelderd. Verschillende ijzer­

houdende componenten zijn uit reticulocyten cytosol gelso­

leerd, waarbij hun rol in het intracellulaire ijzermetabolisme 

is nagegaan. Een samenvatting hiervan wordt door Van der Heul 

in zijn dissertatie gegeven (54). 

Er kan gesteld worden dat bij het intracellulair ijzermetabo­

lisme van erytrolde cellen minstens 4 componenten betrokken 

zijn, n.l. ferritine, hemoglobine, een eiwit met een relatieve 

molecuulmassa van ca. 60.000 en een laagmoleculaire fractie 

die onder meer uit eiwit bestaat. Of een van deze componenten 

in de erytrolde voorlopercel als ijzertransportcomponent 

fungeert, is vooralsnog onduidelijk. In erytroide eel len v10rdt 

het grootste gedeelte van het opgenomen ijzer gebruikt voor de 

heernsynthese. Deze synthese vindt plaats in mitochondrien waar 

na ijzeropname onder invloed van het enzym ferrochelatase in­

bouw in protoporfyrine plaats heeft. Hemoglobine ontstaat ten­

slotte als hoofdprodukt doordat op de polyribosomen geprodu­

ceerd globine in het cytoplasma reageert met uit rnitochondrien 

afkomstig he em. 

Het mechanisrne waarmee mi tochondrien ij zer opnemen is direkt 

gerelateerd aan de aard van de ijzer carrier X. Dit proces 

vormt echter nog een van de vele onduidelijkheden random het 

ijzermetabolisme van erytroide cellen welke een uitdaging 

kunnen betekenen voor onderzoekers. 
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SAMENVATTING EN PROBLEEMSTELLING 

De belangrijke stappen in het ijzeropnameproces door erytroide 

cellen zijn samengevat in navolgend schema. (Figuur 2.). 

Het in dit proefschrift beschreven onderzoek dient een inzicht 

te verschaffen in de processen die een rol spelen bij de 

ijzeropname door erytroide voorlopercellen na de aanvankelijke 

binding van transferrine aan de receptor. Konkreet betekent 

dit dat de rol van lysosomen bij het ijzeropname proces in 

hoofdstuk 3 aan de orde komt. In hoofdstuk 4 wordt de ijzerop­

name in aanwezigheid van monensine, een proton ionofoor wat in 

staat is pH-gradienten op te heffen, bestudeerd met als opzet 

de plaats te achterhalen waar ijzer van transferrine af­

splitst. Een bevestiging van de mogelijke rol van de pH in het 

ijzerafsplitsingsproces van transferrine is getracht te ver­

krijgen met het experimentele onderzoek wat in hoofdstuk 5 

wordt beschreven. 
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FIGUUR 2' MOG!U.IJKE ROU'l'ES VAN IJZ F.R VAN 'l'RANSFERRINE NAAR HEFM 
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HOOFDSTUK 2 

MATERIALEN EN METHODEN 

In di t hoofdstuk worden de methoden beschreven welke regel­

matig gebruikt zijn voor de in di t proefschrift beschreven 

experimenten. De meer specifieke methoden worden in de desbe­

treffende hoofdstukken vermeld. 

l. CHEHICALIEN 

De gebruikte chemicalien waren in alle gevallen van pro­

analyse kwaliteit. 

2. HEDIA 

"Phosphate-buffered saline" volgens Dulbecco ( 1) afgekort 

PBS (Oxford Lt., United Kingdom) werd gebruikt als medium 

om cellen te wassen. 

Hanks' balanced salt solution ( 2) en r.linimal Essential 

Medium (HEM) (Flow Laboratories, Irvine, Scotland, U.K.) 

werden gebruikt als incubatiemedium voor resp. beenmerg­

cellen en reticulocyten. 

3. ISOTOPEN 
59 Fe werd verkregen als Fe(III) citraat met een specifieke 

activiteit van 5-20 Ci/g ijzer. 125 r verkregen in de che­

mische vorm als natrium-jodide, dragervrij en vrij van 

reducerende stoffen (IMS 30) en in de chemische vorm als 

Bolton en Hunter reagens (N-succinimidyl 3-(4 hydroxy 

5( 125!) iodofenylpropionaat), specifieke aktiviteit 2000 

Ci/mmol. 

7-14c Tyramine hydrochloride, specifieke aktiviteit 

56 mCi/mmol. Alle isotopen zijn afkomstig van Radiochemical 

Centre, Amersham, Bucks, United Kingdom. 
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4. TRANSFERRINE, ISOLA TIE EN RADIOAKTIEF GEMERKT MET 125 r EN 

59 Fe 

Humaan transferrine werd verkregen van Kabi, Zweden. 

Rattentransferrine werd uit serum geisoleerd met CNBr-Se­

pharose-4B antitransferrine-affiniteitschromatografie (3). 

Elutiebuffers voor de Sepharose kolorn: 

startbuffer: 0,1 M fosfaat-citraat, pH 7,2 met 0, 25 mol 

NaCl/liter; elutiebuffers: 0,1 t-1 fosfaat-citraat, pH 2,8 

met 0,25 mol NaCl/liter. Rattensera werd 1:1 verdund met 

0,2 r<J fosfaat-citraat, pH 7, bevattende 0,5 mol NaCl per 

liter. 

Na elutie werd de pH van de oplossing welke transferrine 

bevat op pH 7,8 gebracht en een overrnaat ijzercitraat in 

0,02 mol (NH4 ) 2 co3 per liter toegevoegd om het transfer­

rine in de oplossing te stabiliseren. Diferri transferrine 

is stabieler dan elke andere vorm van transferrine. De ver­

kregen transferrine-oplossing werd geconcentreerd en ver­

volgens tweemaal gedialyseerd tegen gedestilleerd water, 

waarna dialyse tegen 0,05 molair NaCl volgde. De eiwitop­

lossingen werden hierna lyophiel gedroogd en opgeslagen bij 

-20°C. 

IJzervrije transferrine-oplossingen werden bereid door een 

transferrine-oplossing tweemaal te dialyseren tegen 0,02 M 

dinatriurn EDTA in een 0,05 molair azijnzuur-natriumacetaat­

buffer pH 5,0. De EDTA werd door dialyse tegen aqua bidest 

verwijderd. Daarna werd de transferrine-oplossing tweemaal 

tegen een 0,1 molaire fosfaatbuffer pH 7,4 gedia1yseerd. 

Voor het merken van transferrine met 125 r werd gebruik ge­

maakt van de methode van Katz (4) en de methode van Bolton 

en Hunter (5). De joderingsop1ossing volgens de methode van 

Katz bevatte r 2 en Nai in een molaire verhouding van 1:2 of 

een verhouding van 1:4 waaraan Na 1 25 r was toegevoegd. 

Een 10%-ige transferrine-oplossing werd gedialyseerd tegen 

een 0,1 M Tris-HCl buffer pH 8, 5. De joderingsoplossing 

werd druppelsgewijs bij de op 0°C gekoelde transferrine-op­

lossing gevoegd tot een mo1aire verhouding eiwit/ 1 2 5 r van 1 
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op l bereikt was. Het verkregen mengsel werd gedurende 5 

uur onder voortdurend roeren bij 4°C bewaard waarna de 

overmaat 125 r werd verwijderd door de oplossing over een 

anionenwisselaar {Amberlite IR Cl-) te scheiden. De eiwit­

fracties met de hoogste 125 r-activiteit werden samengevoegd 

en gedialyseerd tegen een 0,1 M fosfaatbuffer pH 7,4. 

Voor de jodering van transferrine volgens Bolton en Hunter 

werd 500 f..ll transferrine {cone. 100 mg/ml) in 0 1 1 M boraat­

buffer1 pH 81S 1 toegevoegd aan 0,5 mCi door N2 drooggebla­

zen reagens. Het reaktiemengsel werd daarna 30 min bij 4°C 

geroerd. Het aldus gemerkte transferrine werd gescheiden 

van andere gemerkte produkten van de conjugatiereaktie 1 

glycine conjugaat en 3{4-hydroxyfenyl)propionzuur 1 door 

gelfiltratie over een G25 kolom. De eiwitfracties met de 

hoogste l25r-aktiviteit werden samengevoegd en gedialyseerd 

tegen een 0 1 1 molaire fosfaat-buffer, pH 7 14. 

Het merken van l2 5r-transferrine met 5 9 Fe gebeurde door aan 

1 ml van een gezuiverde ijzervrije transferrine-op1ossing 

(40 nmol/ml PBS) 59 Fe{III} citraat toe te voegen tot een 

verzadigingspercentage was bereikt van ongeveer 30%. Hogere 

verzadigingspercentages 1 indien vermeld 1 

door meer ij zer (III) ci traat toe te voegen. 

worden bereikt 

De 59 Fe(III)-

ci traatoplossing bevatte 0 1 5-0 1 9 f..l9 ij zer met een speci­

fieke aktiviteit van circa 10 vci/f..Lg ijzer. Een 5%-ige na­

trium-bicarbonaatoplossing werd als donor voor het anion 

toegevoegd 1 omdat dit anion bij de binding van 

Fe(III) aan transferrine een be1angrijke rol speelt. 

De verhouding Fe: NaHco 3 bedroeg 1:201 de oplossing werd 

v66r gebruik een nacht bij 4°c bewaard. 

5. CELLEN 

5.1. Reticulocyten van de rat 

Een reticulocytose in normale rnannelijke Histar ratten 

(300 g) werd opgewekt door gedurende iedere dag 5-7 rnl 
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bloed af te nemen door rniddel van orbitapuncties. Tussen 

de derde en vierde orbi tapunctie lag een interval van 

twee dagen. Het op deze wijze bereikte reticulocyten­

percentage varieerde tussen de 25-40%. Het bloed van de 

verbloede ratten werd opgevangen in 40 rnl buizen met 500 

E heparine als antistollingsmiddel. Bet reticulocyten­

percentage in het bloed werd vastgesteld door kleuring 

met een Brilliant Cresyl Blue oplossing gedurende 20 

minuten bij 3 7°C ( verhouding bloed kleuroplossing be­

draagt ld). 

De cellen worden na verwijdering van het plasma drie keer 

gewassen met ijskoude 300 milliosmolaire PBS, pH 7 ,4, 

waarbij tevens de "buffy coat" werd verwijderd. 

Voor sommige experimenten was een hoger reticulocyten 

percentage vereist Een percentage van 80-90% reticulo­

cyten kon worden bereikt door mannelijke Yhstar ratten 

subcutaan in te spuiten met 0,5 rnl 1,5% w/v geneutrali­

seerde fenylhydrazine (Merck-Schuchardt)oplossing in PBS 

gedurende drie dagen. Een tot twee dagen na de laatste 

injectie werden de ratten verbloed. 

5.2. Rattenbeenrnergcellen 

De beenmergcellen werden verkregen ui t femora en tibiae 

van de ratten (6). Deze botten werden doorspoeld met een 

koude Hanks' balanced salt solution waaraan new-born 

calf serum (Flow Laboratories) was toegevoegd (5% 

v/v). 

Celaggregaten werden uit de celsuspensie verwijderd door 

filtratie over nylongaas. De cellen werden eenmaal gewas­

sen en gecentrifugeerd bij 200 g gedurende 7 minuten bij 

4°C. Het aantal kernhoudende cellen in de suspensie 

werd bepaald door middel van een Toa microcell counter. 

De celsuspensie werd na een May-Grunwald Giemsa kleuring 

beoordeeld en bevatte 36% kernhoudende erytroide cellen 

en rninder dan 5% macrofagen. 
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6. ALGEMENE INCUBATIEPROCEDURES VAN ERYTROIDE CELLEN MET 

TRANSFERRINE 

6 .1. De ij zeropname en transferrinebinding door reticulocyten 

werd bepaald door 0, s-1.108 reticulocyten per ml in MEM 

bij 37°C te incuberen met 1 nmol 59Fe 1251 gemerkt trans­

ferrine per rnl. De ijzeropname en transferrinebinding 

door rattenbeenmergcellen werd bepaald door 1-2.107 kern­

houdende beenmergcellen gesuspendeerd in Hanks' pH 7,4 

met 5% v/v new-born calfserum bij 37°C te incuberen met 1 

nrnol 59Fe l2 5 r gemerkt transferrine per ml. 

De ijzeropname en transferrinebinding werd op verschil­

lende tijdstippen gestopt door l rnl celsuspensie in 4 ml 

ijskoude 300 rnilliosmolaire PBS te pipetteren waarna deze 

suspensie direkt gecentrifugeerd werd, De cell en werden 

daarna driernaal nagewassen. 

6.2. Ter verkrijging van gelabelde subcellulaire reticulocyten 

fracties werden 5.108 reticulocyten per rn1 in MEM bij 

37°C gedurende 10 rninuten geincubeerd. De concentratie 

rattentransferrine bedroeg 1 nrno1 59Fe-1 25r gernerkt 

transferrine per 106 cel1en. De incubatie werd beeindigd 

door twee vo1umedelen ijskoude 300 milliosrnolaire PBS aan 

de celsuspensie toe te voegen waarna de cellen driernaal 

nagewassen werden met hetzelfde medium. 

7. ISOELECTRISCHE FOCUSSERING 

7.1. Bereiding polyacrylamide gel 

In grote lijnen werd het voorschrift van LKB, Zweden 

gevolgd (Application Notes 7 5 en 306) met onderstaande 

wijzigingen. 

In plaats van acrylamide en bisacrylamide werd Cyanogum-

41 (Fischer Sci. Co.) in een concentratie van 60 g/1 

gebruikt. De gel bevatte daarnaast 120 g sucrose per 

-19-



liter en 20 g ampholine, pH 5-7 (LKB 1809-121), met de 

voorgeschreven hoeveelheid riboflavine. 

De polyrnerisatie werd bevorderd door de gel gedurende e&n 
nacht op een afstand van 10 em onder twee TL-buizen, 20 

E/50 Luxe (Phillips, Nederland) te plaatsen. 

7.2. Focussering 

voorafgaande aan de focussering werd de gel 60-90 minuten 

geelektroforeerd. De focussering vend plaats volgens 

voorschrift van LKB met de Multiphor (LKB 2117, Zweden). 

Hiertoe werd op 1 em van de kathode 5 ~1 monster op de 

gel gebracht. Het voltage werd ingesteld op een maximum 

van 1200 V. (DC power supply 2103, LKB). De stroom en het 

vermogen waren ingesteld op resp. 50 rnA en 30 VJatt. De 

optimale tijd voor focussering bedroeg 3 uur. 

7.3. Het kleuren van de gel 

Na de focussering werd de gel direct gekleurd met een 

volgens Blakesley ( 7) bereide coomassie Brilliant Blue 

G250 (Serva, Heidelberg, Duitsland). 

8. RADIOAKTIVITEITSHETINGEN 
59 Fe en l25r-aktiviteit werd gemeten in een Packard 5120 

autogamma scintillatie spectrometer. 
14c aktiviteit werd bepaald in een Seal Isocap 300 vloei­

bare scintillatie teller. 
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HOOFDSTUK 3 

ZIJN LYSOSOMEN DIREKT BETROKKEN BIJ DE IJZEROPNAME DOOR 

RETICULOCYTEN? 

Inleiding 

De plaats en het mechanisme van ijzerafgifte door het plasma­

eiwit transferrine aan erytroide cellen voor de biosynthese 

van he em in mi tochondrien is nog niet opgehelderd. Er wordt 

algerneen geaccepteerd dat ijzertransferrine in eerste instan­

tie a an membraanreceptoren op de eel wand gebonden wordt. Het 

meest voor de hand liggend is daarna dat transferrine ijzer 

aan de membraan afgeeft en vervolgens naar het externe medium 

terugkeert (1). Een andere mogelijkheid is dat na binding van 

ijzertransferrine aan de receptor dit gehele complex geendocy­

teerd wordt waarna ijzer intracellulair van transferrine wordt 

afgesplitst {2). Apotransferrine en receptor zouden daarna 

naar de celwand kunnen terugkeren waarna apotransferrine door 

de eel wordt afgegeven. Het verschijnsel van receptorrecycling 

is bij verschillende studies waargenomen (3). Studies naar het 

lot van antilichamen gericht tegen de plasmamembraan van ge­

kweekte rattenfibroblasten onthulden dat plasmamembraan-frag­

menten na endocytose in lysosomen terecht komen waarna zij 

naar de celwand terugkeerden (4). Octave et al. (5) suggereren 

dat dit model eveneens toepasbaar is op het ijzertransferrine­

receptorcornplex in rattenfibroblasten. De afsplitsing van 

ijzer van -transferrine zou dan in lysosornen plaatsvinden als 

gevolg van de geringe affiniteit van ijzer voor transferrine 

bij de lage pH welke in lysosornen heerst (6). 

Lysosomotrofe agentia zoals chloroquine en methylamine welke 

de intralysosomale pH aanzienlijk kunnen verhogen (7), redu­

ceren de ijzeropnarne door reticulocyten en fibroblasten aan­

zienlijk, terwijl de transferrine-opname nagenoeg ongewijzigd 

blijft (8, 9, 10). 
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In dit hoofdstuk worden de resu1taten beschreven van het on­

derzoek naar de moge1ijke functie van 1ysosomen in het proces 

van ijzeropname door reticu1ocyten. 

Materiaa1 en Hethoden 

Voor de bereiding van rattenreticulocyten met behulp van 

fenylhydrazine, erytrocyten, rattenbeenmergce1len, humaan- en 

rattentransferrine gemerkt met 59Fe en 125 r vo1gens Katz, als­

mede voor de incubatieprocedure tussen reticulocyten en trans­

ferrine wordt verwezen naar de in hoofdstuk II beschreven me-

thode. 

Isoelektrische focussering van het incubatiemedium 

Om na te kunnen gaan of alleen apotransferrine door de reticu­

locyten wordt afgegeven, werden isoelektrische focusserings­

studies verricht met het incubatiemedium op analytische gels 

nadat de incubatie was gestopt. 

Een incubatiemengsel met humaan diferri transferrine bevatte 

3, 6 .109 reticulocyten per ml in een medium wat bestond ui t 

0,01 H Hepes, 0,13 M NaCl, 5 mH KCl, 0,74 m!Vi MgC1 2 aangevuld 

met 1,26 roM CaC1 2 , pH 7,4. De incubatiebuffer werd met dithi­

zon ijzervrij gemaakt zoals beschreven is door van Baarle et 

al. ( 11) voordat cac1 2 en rvlgC1 2 toegevoegd werden. De humane 

transferrineconcentratie in het incubatiemediurn bedroeg 3,5 

mrnol Tf per 109 reticulocyten. Het gebruikte glaswerk werd 

ijzervrij gemaakt via een wasprocedure met bichromaat-zwavel­

zuur en aquadest. 

Incubaties werden uitgevoerd gedurende twee uur bij 37°C in 

een schudwaterbad. Elk half uur werden monsters van 200 111 

genomen en 10 minuten gecentrifugeerd bij 5400 g, temperatuur 

4°C. 

De supernatanten werden isoelektrisch gefocusseerd op analy­

tische gels, zoals in hoofdstuk 2 beschreven is. 
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Subcellulaire fractionering 

Ghostsuspensies van reticulocyten werden bereid volgens een 

veer erytrocyten beschreven methode van Dodge (12). De reticu­

locytensuspensie werd gesuspendeerd in een PBS-oplossing van 

pH 7,4 (1:1) waarvan de osmolariteit 300 mosmol bedroeg. 

Hemolyse werd bewerkstelligd door 2 ml van een verkregen reti­

culocytensuspensie te pipetteren in 40 ml polypropyleen cen­

trifugebuizen, die 28 ml 20 milliosrnolair PBS, pH 7,4, bevat­

ten, waaraan 2 rnM Cacl 2 was toegevoegd om vesicle-vorming te 

voorkomen (13). Vervolgens werd 40 minuten gecentrifugeerd bij 

20.000 g in een Beckman centrifuge. De supernatant werd voor­

zichtig verwijderd van de pellet (ghostsuspensie), waarna deze 

neg driemaal werd nagewassen met hernolyse-buffer. De aldus 

verkregen ghostsuspensie werd gezuiverd met behulp van een 

door Lodish en Small (14) beschreven sucrosegradient centri­

fugatie. Hiertoe werd een discontinue sucrosegradient bereid 

door 6 ml van een 60%-ige sucrose-oplossing (w/v) te brengen 

in centrifugeerbuizen behorende bij een Beckman SW 27 rotor. 

Op de 60%-ige sucrose-oplossing werden achtereenvolgens de 

volgende sucrose-oplossingen gebracht: 6 ml 50%-ige, 6 ml 

45%-ige, 6 ml 40%-ige en 6 ml 30%-ige. Alle oplossingen werden 

bereid in 5 millirnolaire PBS van pH 8,0. vervolgens werd 0,3-

0,4 ml van een gelsoleerde ghostsuspensie toegevoegd aan 7 ml 

van een 15%-ige sucrose-oplossing en geed gemengd. De verkre­

gen suspensie werd op de vers bereide discontinue gradient 

gebracht. De gradienten werden vervolgens gedurende 18 uur bij 

4°C, 120.000 g gecentrifugeerd in een Beckman SW 27 rotor. De 

diverse sucroselagen, waarin zich zichtbare banden bevonden, 

Werden gelSoleerd en tienmaal verdund met 5 millirnolair PBS, 

pH 8,0. De aanwezige banden werden geprecipiteerd door de sus­

pensies gedurende 1 uur te centrifugeren in een Beckman rotor 

34 bij 100.000 g en werden vervolgens bewaard bij -70°C om ge­

analyseerd te kunnen worden op de aanwezigheid van marker en­

zymen. De volgende marker enzymen werden gebruikt: acetylcho­

linesterase {E. C. 3 .1.1. 7.) plasrnarnembraan-gebonden enzyrn; 

succinaat dehydrogenase {E.C. 1.3.9.9.1.) mitochondriaal 
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enzym; [3-glucosidase {E.C. 3.2.1.2.1.) en hexosaminidase {E.C. 

3.2.1.5.2.)- lysosomale enzymen. 

Isolatie en zuivering van lysosomen 

Drie methoden werden gebruikt om een zuivere lysosomen suspen­

sie te bereiden. In de eerste methode werden reticulocyten 

gelyseerd met vijf volumedelen ijskoud gedestilleerd water, 

gebufferd met 1 mt1 Tris-HCl, pH 7, 4 gedurende 1 minuut. Bet 

mengsel werd daarna gehomogeniseerd door drie halen in een 

elektrisch aangedreven Potter-Elvehjem homogenisator met een 

teflon peste!. De isotoniciteit van de oplossing werd hersteld 

door toevoeging van 2,5 M sucrose. De cellysatie werd gecon­

troleerd met behulp van fasecontrast-microscopie. Celresten en 

plasmamembranen werden verwijderd door centrifugatie bij 1500 

g gedurende 10 minuten. De procedure werd met de verkregen 

pellet nogmaals herhaald. 

Uit het 1ysaat werd een subcel1ulare suspensie verkregen door 

centrifugatie gedurende 20 minuten bij 20.000 g en resuspen­

datie van de pellet in 0,25 r-1 sucrose. Deze suspensie werd 

gezuiverd met een discontinue sucrosegradi€-nt, welke hiervoor 

is beschreven, en een lineaire sucrosegradient. De lineaire 

sucrosegradient bestond ui t respectieveli jk de volgende su­

crose-oplossingen: 

1,8 ml 65%-ige, 3,6 ml 60%-ige, 7,2 ml 55%-ige, 1,8 ml 50%­

ige, 7,2 m1 45%-ige, 3,6 ml 40%-ige, 1,8 rnl 35%-ige en 1,8 ml 

30%-ige sucrose-oplossingen. De gradient werd na samenvoegen 

van de verschillende sucrose-oplossingen drie uur bij kamer­

temperatuur gehouden alvorens de suspensie opgebracht werd. 

De tweede procedure behelsde Percell dichtheidsgradi€-nt cen­

trifugatie met 30% w/v Percell in 0,25 M sucrose, 0,1 M Tris­

HCl, pH 7,4 gedurende 15 minuten bij 30.000 g. Deze optimale 

ornstandigheden zijn vastgesteld volgens voorschrift van 

Pharmacia {15). Tenslotte werd een 

suspensie gelsoleerd uit een met 59 Fe 

lysosomen-mitochondrien 

1 25r transferrine geln-

cubeerde reticulocyten suspensie volgens een methode beschre­

ven door Ibrahim (16). Hierbij werden de cellen gelyseerd met 
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twee volumedelen ijskoud gedestilleerd water met l mH Tris­

HCl, pH 7,4, gedurende 30 seconden. Daarna werd de celsuspen­

sie op de eerder beschreven wijze gepotterd en isotoon gemaakt 

met 9% w/v NaCl, 10 m~i: Tris-HC1 1 pH 7,4. Deze suspensie werd 5 

minuten bij 1000 g gecentrifugeerd. Tien ml van de aldus ver­

kregen supernatant werd op een 10 ml 0,5 M sucrose 10 mM Tris­

HCl, pH 7 ,4, laag gebracht en 20 minuten bij 27.000 g gecen­

trifugeerd. De ontstane pellet werd geresuspendeerd in 2 ml 

0,25 M sucrose en opnieuw op 10 ml 0,5 M sucrose gebracht en 

15 minuten bij 22.000 g gecentrifugeerd. Deze procedure werd 

nogmaals herhaald om zoveel mogelijk hemoglobine te verwijde­

ren. Tens lotte werd de pellet geresuspendeerd in 0,25 M su­

crose, 1 mM Tris-HCl, pH 7,4. 

Enzym test 

De enzymaktivi tei ten werden gemeten volgens bestaande proce­

dures. 

Acetylcholinesterase werd bepaald volgens de methode van 

Ellman et al. (17), succinaat dehydrogenase naar Meyer et al. 

(18). De lysosomale 

werden bepaald met 

enzymen s-glucosidase en hexosaminidase 

4-methylumbelliferyl glycoside als sub-

straat, zeals is beschreven door Barret en Heath (19). 

Monoamine-oxidase (E.C. 1.4.3.4.) werd gemeten volgens Wurtman 

en Axelrod (20) met de volgende aanwijzingen: (7-14c) Tyra­

mine-HCl als substraat in een concentratie van 10-5 M/1. 

Incubaties werden uitgevoerd bij 37°C gedurende 45 minuten met 

ongeveer l mg enzym/eiwit suspensie. 

Zure fosfatase (E.C. 3.1.3.2.) werd bepaald volgens Walter en 

Schutt (21). De hoeveelheid eiwit werd bepaald met behulp van 

een door Harkwell et al. (22) gewijzigde procedure van Lowry. 

Digitonine incubaties 

Incubaties met digitonine (E. t-1erck, Darmstadt, Germany) 

werden verricht met de volgens de methode van Ibrahim ver­

kregen mitochondrien-lysosomen suspensie en de gelsoleerde 

ghosts gedurende 20 minuten bij 0°-4°C. De concentratie digi-
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tonine per mg eiwit varieerde van 0,05-0,8 rng in een incuba­

tievolurne van 750 1. 

Detectie van lysosomen in erytrolde cellen met fluorescentie­

en elektronen-microscopie 

Vitaal kleuring met acridine orange in vitro en fluorescentie­

microscopie vond geheel plaats overeenkornstig de methode van 

Allison en Young (1969) {23). Voor elektronen-microscopisch 

onderzoek werden de verschillende celsuspensies gewassen op de 

reeds aangegeven wijze waarna fixatie plaatsvond in een meng­

sel van 2% formaldehyde en 2% glutaaraldehyde in 0,1 H cacody­

laatbuffer, pH 7,3 gedurende l uur bij 4°C. De cellen werden 

gewassen met resp. 1% tanninezuur, pH 7,0 (5 min, kamertempe­

ratuur) en 0,1 M cacodylaatbuffer, pH 7,3. Na fixatie vond 

plaats in 1% Oso4 in 0,1 M cacodylaatbuffer, pH 7,3 (60 minu­

ten, 4°C), waarna dehydratie plaatsvond in oplopende concen­

traties alcohol (50-100%). Elektronen-microscopisch onderzoek 

volgde na inbedding in Epon. 

Resultaten 

De gelsoleerde subcellulaire reticulocytensuspensie (20.000 g 

fractie) werd gezuiverd op een lineaire en discontinue sucrose 

gradient. Lineaire gradient centrifugatie en discontinue gra­

dient centrifugatie leverden respectievelijk vijf en drie ban­

den op met een rode bovenlaag veroorzaakt door hemoglobine. 

De specifieke aktiviteiten van de marker enzymen succinaat 

dehydrogenase en -glucosidase van de verkregen banden van 

zowel de lineaire als discontinue gradient waren identiek. De 

resultaten van de fractionering van de subcellulaire reticulo­

cytensuspensie met de Percell gradient centrifugatie zijn 

weergegeven in tabel 1. 

Deze resultaten duiden aan dat het niet mogelijk is een zuive­

re lysosomensuspensie te isoleren uit reticulocyten met een 

lineaire of discontinue sucrose gradient alsrnede met een 

Percell gradient. 
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TABEL 1. De specifieke aktiviteit van succinaat 
dehydrogenase en hexosaminidase in de 
fracties na 30% w/v Percell gradient 
centrifugatie. De specifieke aktiviteit 
is uitgedrukt in mU/mg eiwit. 

Fractie no. Succinaat Hexosaminidase 

1 
2 
3 
4 
5 

Uitgangsmateriaal 

Digitonine incubaties 

dehydrogenase 

0,48 
1.21 
1.19 
1.25 
0.94 
1.23 

0,14 
0. 2 2 
0.23 
0.29 
0.40 
0.60 

Desintegratie van mitochondrien en lysosomen kan bewerkstel­

ligd worden door behandeling met digitonine (24). De mate van 

desintegratie kan gemeten worden met het mitochondriale marker 

enzym monoamine-oxidase ( 24) en het lysosomale marker enzym 

zure fosfatase (25), welke vrijkomen in de supernatant. Indien 

lysosomen een .rol spelen in het direkte ijzertransport van de 

celrnembraan naar de mitochondria, zullen de 59 Fe bevattende 

lysosomen dit 59 Fe afgeven aan de supernatant tezamen met zure 

fosfatase na desintegratie van de lysosomen. 

De resultaten van de digitonine incubaties zijn weergegeven in 

figuur 1. De weergegeven punten zijn het gemiddelde van tien 

experimenten. De recovery van de marker enzymen zure fosfatase 

en monoamirio-oxidase bedroeg meer dan 80%. 

Het patroon van enzymverdeling tussen pellet en supernatant in 

figuur l betekent voor het concentratiegebied van digi tonine 

in deze experimenten, dat niet alleen lysosomen, maar ook mi­

tochondrien gedesintegreerd worden. De desintegratie van lyso­

somen in reticulocyten door digitonine is, in tegenstelling 

tot de resultaten van de parenchymcellen, verbonden met een 

gelijktijdige desintegratie van mitochondrien. Dertig procent 
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van de monoamine-oxidase en zure fosfatase aktiviteit kan niet 

vrijgemaakt worden door hehandeling raet hoge digitonineconcen­

traties (0,8 mg/ms eiwit). 

Fig. l, 

'"0 

90 . 
• ~ 
.5 "' 
] ., 
~ • " ' " 0 
0 
> • 50 ~ 
~ 

' • • 
~ 90 

' > 
~ 

" 

30 
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mg digitonine/mg eiwit 

Bet effekt van verschillende digitonine concentraties 
op een lysosomen-mitochondrien suspensie. Het totale 
percentage teruggevonden 59Fe en enzymaktiviteiten 
gesedimenteerd c1oor centrifugatie bi j 20.000 g ge­
durende 20 minuten zij n ui tgezet tegen de digi to­
nine concentratie. 
59Fe; 
monoamine-oxidase; 
:;ure fosg~tase. 
, ..___. Fe, .._ __ ----. mono~ino-oxidase, &&---•• zure 
fosfatase.) 

Tijdens de desintegratie verschijnt er ijzer in de superna­

tant, maar dit ijzer kan zowel van lysosomen en mitochondrien 

alsmede van de plasmamembranen van reticulocyten afkomstig 
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zijn. De plasmamembranen vormen een contaminatie van de lyso­

somen-mitochondrien suspensie hetgeen blijkt uit de specifieke 

aktiviteit van de plasmamembraan Qarker acetylcholine esterase 

(Tabel 2). 

TABEL 2. De specifieke aktiviteit van marker enzymen in ge­
isoleerde celmembranen en een mitochondrien-lysoso­
men (M-L) suspensie 1 uitgedruKt in mU/mg eiwit, 

Celmembranen 
1:'1-L suspensie 

Succinaat 
dehydrogenase 

0,21 
0,59 

S-glucosidase 

0,06 
2,47 

De aanwezigheid van lysosomen in reticulocyten 

Acetylcholine 
esterase 

30 
34 

Het feit dat reticulocytenlysosomen niet te scheiden zijn van 

mitochondrien met behulp van centrifugatietechnieken en het 

feit dat de desintegratie van lysosomen en mitochondri€n niet 

bi j verschi llende concentraties digi tonine plaatsvindt 1 doet 

de vraag opwerpen of er nog wel normale lysosomen in reticula-

cyten voorkomen. i:'iet behulp van enzymaktivi tei tsbepaling 1 

fluorescentie-microscopie en elektronen-microscopie trachten 

wij deze vraag te beantwoorden. 

De resul taten van deze onderzoekingen zijn weergegeven in 

tabel 3 1 waaruit blijkt dat tijdens het rijpingsproces van 

erytroide cell en de lysosomale en mi tochondriale enzymaktivi­

tei t afneemt. Fluorescentie-microscopisch onderzoek onthulde 

dat slechts een gering aantal reticulocyten enige oranje 

lichtpuntjes bevat (fig. 2). Deze oranje gekleurde puntjes 

zijn lysosomen of lysosomale equivalenten (23), 

Erytrocyten vertonen niet zulke lichtpuntjes na fluorescentie 

kleuring, Elektronen-microscopisch onderzoek van de reticulo­

cyt bracht geen duidelijke lysosomale strukturen aan het 

licht. Lysosomen hebben tenminste een gemeenschappelijk ken­

merkl zij zijn begrensd door een enkelvoudige membraan (De 
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Tabel 3 De aktiviteit van 0-glucosidase en mono­
amino oxidase in erytrolde cellen. Enzym­
aktiviteiten zijn uitgedrukt in pmol sub­
straat omgezet per 106 cellen gedurende 45 
minuten. 

Celtype 

Erytrocyten 
Reticulocyten 
Beenmergcel­
suspensie 

S-glucosidase 

0 
7,1 

460 

Monoamine oxidase 

0,60 
1,80 

3,60 

Duve, 1969) (26). Deze membranen die te vergelijken zijn met 

de ce1membranen, zijn niet zichtbaar in figuur 3. 

De zwarte plekken in de reticu1ocyt zijn vacuolaire structu­

ren, we1ke eiwitmateriaal bevatten, de pH van deze vacuolaire 

structuren, welke betrokken kunnen zijn bij de afbraak van 

organellen ligt be ned en 5, 0. Deze structuren worden in de 

literatuur aangeduid als: autophage vacuolen, cytolysosomen, 

vesicles, endosomen of receptosomen. 

Gedefinieerde lysosomen zijn echter niet aan te tonen met 

behulp van E.H. onderzoek in reticulocyten. 

Isoelektrische focussering van het incubatiemedium 

Na incubatie van reticulocyten met diferri transferrine werd 

de supernatant onderzocht op de aanvvezigheid van apo-, mono­

ferri en diferri transferrinen met behulp van de analytische 

isoelektrische focusseringstechniek. 

De hoeveelheid apotransferrine, TfFe (A) en TfFe (B) neemt toe 

met de incubatietijd zoals uit figuur 4 b1ijkt. 

Discussie 

De wijze waarop ijzer in de reticulocyt van de celmembraan 

naar de mitochondrien wordt getransporteerd ten behoeve van de 

heemsynthese is nog steeds onduidelijk. Fr zijn verschillende 

indirekte aanwijzingen dat lysosomen hierbij een rol vervullen 
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Fig. 2. 

(A) 

(B) 

Fluorescentie microscopische opname van een reticu­
locyten celsuspensie (A) en een beenmergcelsuspen­
sie (B) gekleurd met acridine oranje. Cellen welke 
lysosomen bevatten worden aangegeven met een dunne 
pij 1 ( fluoresceren oorspronkelijk helder oranje). 
Cellen welke rnitochondrien bevatten 1 worden aange­
geven met een dikke pijl (fluoresceren oorspronke­
lijk green). 
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(A) 

(B) 

F'ig. 3. Elektronenmicroscopische opname van de reticulocyt. 
Reticulocyt (R) van een \1'istar rat x 24.000 (A). 
Detail van het cytoplasma van de reticulocyt x 
37.500 (B). Er zijn geen gedefinieerd lysosornen 
waar te nemen, echter wel vacuo len (V) en mi to­
chondri en ( M) . 
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Fig. 4. 

apoTf 

Tf.2 Fe 

Isoelektrisch focusseringspatroon van het incubatie­
medium na incubatie van reticulocyten met diferri 
transferrine. Het uitgangsincubatiemedium (links), 
het incubatiemedium na 2~ uur incubatie ( rechts) en 
het incubatiemedium na 2 uur incubtie worden getoond. 

(4, 5, 8, 9, 10). Echter, vele van deze experimenten zijn uit­

gevoerd met fibroblasten welke niet zoveel ijzer nodig hebben 

als hemoglobine synthetiserende cell en. Studies met erytro­

blasten (10) en reticulocyten (8) toonden niet aan Oat lysoso­

men direkt betrokken zijn bij het ijzeropnameproces door ery­

trolde cellen. Om bovengenoemde aanwijzingen nader te onder­

zoeken, werd in de huidige studie getracht de lysosomen op 

verschillende tijdstippen na incubatie met 59Fe 125 r Tf, uit 

reticulocyten te isoleren. Net diverse scheidingstechnie1<::en 

bleek het echter niet mogelijk om een zuivere lysosomensuspen-
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sie uit de reticulocyten te isoleren; de suspensies met lyso­

somale enzymaktiviteit bleken in hoge mate verontreinigd met 

mi tochondriale en plasmamembraan-enzymaktivi teit o Wel blijkt 

het mogelijk om een betrekkelijk zuivere mitochondriensuspen­

sie uit de reticulocyten te isoleren {27)o 

Om de rol van lysosomen in het ijzeropnameproces tach nader te 

evalueren werd vervolgens getracht de verkregen mitochondrien­

lysosomensuspensie indirekt te zuiveren, Hierbij werd gebruik 

gemaakt van digitonine in een door Loewenstein {24) beschreven 

methode o Behandeling met deze methode van een rnitochondrien­

lysosomensuspensie, afkomstig van levercellen met lage concen­

traties digitonine, desintegreerden de lysosomen terwijl de 

mi tochondrien intakt bleven en pas bij hog ere concentraties 

digitonine desintegreerdeno Door deze methode op een uit reti­

culocyten verkregen suspensie toe te passen zou het bij lage 

concentraties digitonine vrijkomende ijzer een indicatie geven 

over de rol van lysosornen in het ijzeropnameproces. Het bleek 

echter dat in een uit reticulocyten verkregen suspensie rnito­

chondrien en lysosomen geen discrirninatie vertoonden met be­

trekking tot hun gevoeligheid voor desintegratie door digito­

nine o Zowel de resul taten van de scheidingsexperimenten als 

die van de digitonine-experimenten doen verrnoeden dat in de 

reticulocyt nauwelijks vrije intakte lysosornen voorkornen; 

hiervoor bestaan in de literatuur verschillende aanwijzingeno 

Zoals bekend bevatten erytrocyten geen mitochondrien, lyse­

semen en ribosomen meer o In de reticulocyt vindt de afbraak 

van deze celorganellen plaatso Rapoport {28) vend aanwijzingen 

dat de reticulocyt slechts restanten van lysosornen bevatte, 

die hij cytoplasmatische vacuolen noemdeo Hij vond lysosomale 

enzyrnen vrij in de cytosol en gebonden aan plasmacelmernbranen 

voorkomeno Krause (29) vend in konijnenreticulocyten met 

behulp van cytochemische technieken eveneens vacuolaire 

strukturen die mitochondriale kenmerken vertoonden, maar 

daarnaast ook het lysosomale enzym zure fosfatase bevatteno 

Simpson en Kling {30) vonden dat tijdens het rijpingsproces 

van reticulocyt tot erytrocyt ooao lysosomen en mitochondrien 
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door vesicles omgeven worden, die later met deze celorganellen 

en elkaar fuseren. De ontstane vacuo! en fuseren ook met de 

plasmamembraan. De waarnemingen kunnen een goede verklaring 

vormen voor de resultaten van de huidige experimenten waarbij 

reticulocytenlysosomen niet goed gezuiverd. konden worden van 

plasmacelmembranen en mitochondriale verontreinigingen. Ook de 

aanwezigheid van lysosomale en een dee! van de mitochondriale 

enzymaktiviteit bij sucrose dichtheidsgradient centrifugatie­

experimenten in lagen met een andere dichtheid dan gebruike­

lijk, vormen een aanwijzing dat deze enzyrnaktiviteiten zich 

bevinden in strukturen die anders zijn dan de oorspronkelijke 

mitochondri€n en lysosomen. 

Nader fluorescentie-rnicroscopisch en elektronen-microscopi.sch 

onderzoek van de door ons gebruikte reticulocyten toonde aan 

dat, in tegenstelling tot intakte mi tochondriEm en ribosomen, 

deze cellen vrijwel geen gedefinieerde lysosomen (26) bevat­

ten, wel worden vacuolaire strukturen met eiwitmateriaal aan­

getroffen. Uit het feit dat uit onze waarnemingen blijkt dat 

reticulocyten nauwelijks nog intakte lysosomen bevatten, kan 

geconcludeerd worden dat het onwaarschijnlijk is dat in het 

ijzeropnameproces van de reticulocyt lysosomen een belangrijke 

rol spelen. 

Aangezien reticulocyten nog veel ijzer opnemen, moeten andere 

celstrukturen betrokken zijn bij de afsplitsi.ng van ijzer van 

transferrine. 

Van Renswoude et al. (31) toonden aan dat in humane erytroleu­

kemia cellen (K562) zure vacuolen van niet-lysosomale oor­

sprong, in plaats van lysosomen, betrokken zijn bij de ijzer­

afsplitsing van transferrine wat in de eel getransporteerd 

wordt via receptor-mediated endocytose. De !age pH in de. zure 

vacuolen zou verantwoordelijk zijn voor de ijzerafsplitsing 

van transferrine, waarna apotransferrine geexocyteerd wordt 

door de eel. 

Subcellulaire fractioneringsstudies met HeLa cellen en sucrose 

dichtheidsgr.·adiEmten duiden erop dat geendocyteerd transfer­

rine aanwezig is in vesicles die zich onderscheiden van lyso-
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somen, omdat het uniforme lysosomale marker enzym hexosamini­

dase ontbreekt (32). 

Dickson et al. (33) vergeleken de route waarlangs epidermale 

groeifactor (EGF) en transferrine opgenomen werden door humane 

carcinoma cellen van het BeLa-type. In dubbele labelingsstu­

dies met 125 r en l3lr maakten zij daarbij gebruik van sucrose 

dichtheidsgradient centrifugatie met celho~ogenaten en fluore­

scentie-microscopie met intakte cell en. Het bleek dat be ide 

liganden opgenomen werden in een vesicle en daarna getranspor­

teerd werden naar een celstructuur met hogere dichtheid. Ver­

volgens werd EGF naar een celstructuur getransporteerd welke 

lysosomale enzymen bevatte, terwijl transferrine intakt door 

de eel werd geexocyteerd. 

Pluorescentie-microscopisch onderzoek met beide fluorescerend 

gemaakte liganden bevestigde dit beeld. 

Uit een onderzoek op elektronen-microscopisch niveau met een 

horse radisch peroxidase conjugaat van transferrine en EGF 

(34) bleek dat in humane KB-cellen transferrine via endosomen 

in tubulaire elementen terechtkomt welke een gelijkenis verto­

nen met microtubuli en die mogelijk betrokken zijn bij de exo­

cytose van transferrine. EGF daarentegen werd niet in deze 

strukturen aangetroffen. 

In onuitgerijpte erytroide cellen uit de foetale rattenlever 

en in konijnenreticulocyten toonden Iacopetta et al. (35, 36) 

met behulp van elektronenmicroscopie transferrine aan in ve­

sicles, welke werden omschreven als lysosoom-achtig van aard. 

Di t resul taat \llerd bevestigd voor konijnenreticulocyten door 

Barding et al. (37) die transferrine, gemerkt met goud, elek­

tronen-microscopisch detecteerde in zure fosfatase negatieve 

ruimten. 

Op basis van deze waarnemingen en onze resultaten, welke aan­

tonen dat reticulocyten nauwelijks intakte lysosomen bevatten, 

is het zeer waarschijnlijk dat in reticulocyten zure vacuolen 

in plaats van lysosomen betrokken zijn bij de afsplitsing van 

ijzer van transferrine. 

Hoewel een gedeelte van het ijzer van geendocyteerd transfer-
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rine afgesplitst zou kunnen worden door de 1age pH in zure 

celstrukturen tonen onze incubatiestudies met diferri trans­

ferrine aan dat een ander gedeelte van het ijzer van transfer­

rine verwijderd wordt op een andere wijze. Na incubatie met 

diferri transferrine bevat het incubatiemedium naast diferri 

transferrine eveneens monoferri TfFe(A) en monoferri TfFe(B). 

Young (38) vond eveneens dat incubatie met diferri transferri­

ne met ratten-reticulocyten resulteerde in de verschijning in 

het incubatiemedium van apotransferrine samen met hoevee1heden 

van de twee monoferri transferrinen in een lineaire wijze. 

Loh (39) en Van Baarle et al. (11) vonden soortgelijke resul­

taten voor konijnenreticulocyten. 

Onze experimenten en die van Young laten zien dat het onwaar­

schijn1ijk is dat de monoferri transferrinen gevormd zijn uit 

apotransferrine door ijzer op te nemen van de reticulocyten of 

het incubatiernedium. 

Het is onrnogelijk dat beide monoferri vormen van transferrine 

afkomstig zijn van diferri transferrine bij een pH welke in 

zure vacuolen verondersteld wordt. Ret op de B-plaats gebonden 

ijzer van transferrine is instabiel beneden pH 7 en het op de 

A-plaats gebonden ijzer beneden pH 5,5. 

De aanwezigheid van beide monoferri transferrinen na incubatie 

betekent dat naast de ijzerafsplitsing bij lage pH, reticulo­

cyten een ander mechanisme bezi tten voor de afspli tsing van 

ijzer van celgebonden transferrine. 

Het feit dat in het verleden ijzerhoudende membraancomponenten 

zijn geisoleerd (40, 41), maakt het waarschijnlijk dat een ge­

deelte van het ijzer van ce1gebonden transferrine afgegeven 

wordt aan plasmarnembraaneiwitten aan de transferrine receptor­

plaats zeals is gepostuleerd door Jandl & Katz. 
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HOOFDSTUK 4 

OVER MECHANISMEN WELKE BETROKKEN ZIJN BIJ HET PROCES VAN 

IJZEROPNAME DOOR RATTENRETICULOCYTEN 

INLEIDING 

In het vorige hoofdstuk werd verondersteld dat de ijzeropname 

door reticulocyten gelijktijdig plaats zou kunnen vinden via 

twee verschillende mechanismen. 

Deze twee mechanisrnen komen mogelijk overeen met de hypo-

these van Jandl en Katz ( l) en die van Horgan ( 2) Volgens 

Jandl en Katz zou transferrine, na binding van ijzertransfer­

rine aan de mernbraanreceptor, ZlJD ijzer af kunnen geven aan 

plasmamembraan-eiwitten (rnechanisme 1). De plasmamernbraan-

eiwitten transporteren daarna het ijzer naar het intracellu-

laire milieu. De andere mogelijkheid, geformuleerd door 

Horgan, is dat transferrine door de eel opgenomen wordt via 

een proces van receptor gemedieerde endocytose. Na endocytose 

van ijzertransferrine in zure vacuolen wordt ijzer afgesplitst 

van transferrine als gevolg van de lage pH (mechanisme 2). Het 

ontstane apotransferrine keert vervolgens terug naar de cel­

membraan waar het intakt door de eel wordt afgegeven. 

Het onderzoek naar het proces van ijzeropname door de reticu­

locyt zal nader bestudeerd worden met behulp van het carboxyl­

zure ionofoor monensine. Het is bekend dat monensine intracel­

lulaire pH gradient en neutraliseert ( 3), de vloeibare fase 

endocytose remt (4) en de receptorrecycling remt na receptor 

gemedieerde endocytose (5). 

Op basis van deze gegevens zou rnonensine rneer informatie kun­

nen verschaffen over de veronderstelling dat naast de ijzeraf­

splitsing van geendocyteerd transferrine door een lage pH een 

tweede mechanisme betrokken is bij het ijzeropnameproces door 

erytrolde cellen. 
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11ATERIAAL EN METHODEN 

Rattenreticulocyten, rattentransferrine gemerkt met 1251 

59Fe werden verkregen via de in hoofdstuk 2 beschreven 

thoden. 

Algemene incubatieprocedure 

en 

me-

De ij zeropname en transferrinebinding bij 3 7°C ( celgebonden 

transferrine) werd bepaald op de in hoofdstuk 2 beschreven 

wijze. De incubatie-experimenten waarbij slechts een binding 

van ijzertransferrine aan de transferrinereceptor aan de 

plasmamembraan wordt gewenst zonder verdere ijzeropname in 

intracellulaire compartirnenten werden uitgevoerd bij 4°c. De 

experimenten zijn in triplo uitgevoerd. 

Afgifte van ijzer en 

reticulocyten 

Om de afgifte van ijzer 

werden de 

transferrine van voorgel.ncubeerde 

en transferrine door reticulocyten 

cellen eerst ge{ncubeerd met 59Fe 

te 

en kunnen met en, 
125r gemerkt transferrine. Nadat deze incubatie gestopt werd 

en de reticulocyten viermaal met ijskoude !.'1EM waren nagewas­

sen1 werden de cellen geresuspendeerd tot de oorspronkelijke 

celconcentratie in MEl1 van 37°C of in MEN van 4°C 1 welke 1 

nmol ongernerkt transferrine per ml bevatte 1 en werden gerein­

cubeerd gedurende verschillende reincubatietijden. De hoeveel­

heid van reticulocyten afgesplitst ijzertransferrine werd be­

paald door de oorspronkelijke 59Fe en 125 r radioaktiviteit van 

de reticulocyten te vergelijken met de overblijvende 59Fe en 

125r radioaktiviteit na relncubatie. 

Incubatie-experirnenten met het carboxylzure ionofoor monen­

sine 

Het effekt van monensine op de ijzer- en transferrine-opname 

werd onderzocht door monensine tot een eindconcentratie 

varier end van 0 1 05-0 19 'IJM ( Calbiochem-Behring Corp.) a an de 

celsuspensie toe te voegen. Na preincubatie gedurende 20 minu-
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ten bij 37°C werden de reticulocyten gelncubeerd met 59Fe, 

1251 gemerkt transferrine gedurende verschillende tijden bij 

37°c zoals reeds eerder werd beschreven. r1onensine werd opge­

lost in ethanol voordat verdunning met het incubatiemedium 

plaatsvond. De ethanolconcentratie bedroeg nooit meer dan 0,1% 

(v/v) en had geen invloed op de ijzer- en transferrine-opname, 

hetgeen vastgesteld is met controle-experimen·ten. 

De omkeerbaarheid van het effekt van monensine 

Reticulocyten werden voorgelncubeerd met 0, 35 llt-1 monensine bij 

370c gedurende 20 minuten gevo1gd door incubatie met 59Fe, 
1251-transferrine gedurende 20 minuten bij 37°C. Honensine 

werd uit het incubatiemedium verwijderd door de ce1suspensie 

te relncuberen in verse HEf-1 gedurende 10 minuten bij 37°C. Na 

wassen werden de ce1len geresuspendeerd in ME~1 en gelncubeerd 

met dubbel gemerkt transferrine. 

1nvloed van voorincubatie met monensine 

Reticu1ocyten werden met 0,35 ~M manensine voorgeincubeerd bij 

37aC varierend van 1 tot 20 minuten waarna ze gelncubeerd wer­

den met ijzertransferrine en de ijzer- en transferrine-opname 

werd gemeten. 

Effect van intrace1lulair en extracellu1air monensine op de 

ijzeropname 

Reticu1ocyten werden voorgelncubeerd gedurende 20 minuten bij 

3 7°C met 0, 35 ]Jl'·l monensine. Aan het eind van de voorincubatie 

werd de reticulocyten-suspensie verdeeld in twee parties. 

Een partie reticulocyten bleef in het oorspronke1ijke incuba­

tiemedium en za1 worden aangeduid als partie a 1 . De andere 

partie reticulocyten, b 1 , werd overgebracht in verse MEM van 

37°C. De ijzeropname door de twee celsuspensie werd tezamen 

met een controle reticulocytensuspensie (partie c 1 ) bepaa1d 

zoals eerder is beschreven. Na 15 minuten incubtie met 59Fe, 
125 r-transferrine werd aan een gedeelte van alle drie suspen­

sies 0,35 ).ll-1 monensine toegevoegd. De ijzeropname werd vervol-
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gens gemeten na voortgezette incubatie van de celsuspensie 

( a2 ' b2 ' c 2 ) . 

Bepaling van het aantal receptoren en de bindingsconstante 

Cellen werden bij 4°C gedurende 30 minuten geincubeerd met 

5 9 Fe, l25r-transferrine, waarna een cytosol bereid werd. De 

cytosol werd bereid door de nagewassen reticulocytensuspensie 

l op l te verdunnen met een 5 millimolaire Tris-HCl buffer van 

pH 7,5, welke l millirnolair trinatriumcitraat bevatte. De sus­

pensie werd 10 minuten bij kamertemperatuur gehouden, waarna 

30 minuten gecentrifugeerd werd bij 20.000 g. 

De reticulocytencytosol werd gefraktioneerd door gelfiltratie 

over een Sephadex G-100 kolom (1,1 x 90 em) die geequilibreerd 

was met een 0,1 molaire Tris-HCl buffer, pH 8,0, 0,5 M NaCl. 

Deze buffer fungeerde ook als elutiebuffer. 

De relatieve molecuulmassa' s werden bepaald door de kolom te 

calibreren met standaard-eiwitten afkomstig van Pharmacia. 

RESULT A TEN 

a. Invloed van de monensineconcentratie op de transferrine­

binding en ijzeropname 

Het effekt van monensine op de ijzeropname is afhankelijk 

van de rnonensineconcentratie in het incubatiemedium, zoals 

uit figuur l blijkt. Een toenarne van de monensineconcentra­

tie resulteert in een afname van de ijzeropname. Echter 

vanaf een rnonensineconcentratie van 0, 30 ]JM vindt er geen 

toenarne meer plaats van het remmend effect op de ijzerop­

name. Om deze redenen wordt een monensineconcentratie van 

0,35 ]JM in de meeste experirnenten gebruikt. Figuur 1 toont 

ook aan dat rnonensine de transferrinebinding aan reticulo­

cyten nauwelijks beinvloedt. Het effekt van monensine op de 

ijzeropname bleek geheel reversibel te zijn. Wilcox et al. 

(4) hebben daarnaast waargenomen dat monensine het celmeta­

bolisme in fibroblasten niet belnvloedt. 
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b. Invloed van voorincubatie met monensine 

Er werd geen significant verschil in ijzeropname of trans­

ferrinebinding waargenomen indien de reticulocyten kortere 

of langere tijd werden voorgelncubeerd met monensine (fig. 

2a-2d). Variatie van de voorincubatietijd met monensine 

belnvloedde de binding van transferrine aan reticulocyten 

niet: er VTas zelfs geen verschil in binding met reticulo­

cyten die niet met monensine waren voorgelncubeerd. De 

remming van de ijzeropname neernt toe met de incubatietijd 

met ijzertransferrine en is volledig na ongeveer 15-20 

minuten incubatie. 

In het algemeen zijn alle transferrinereceptoren na deze 

incubatietijd verzadigd met transferrine. 

De variabele voorincubatietijd met r:~onensine veroorzaakte 

geen significante verschillen op het remmend effekt van de 

ijzeropnrune zoals in fig. 2b en 2d wordt weergegeven. 

Zelfs wanneer monensine gelijktijdig met transferrine aan 
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Fig. 2. 
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De invloed van de voorincubatietijd met monensine op 
de ij zeropnarne (fig. 2b, 2d) en transferrinebinding 
(fig. 2a, 2c) bij 37°C. De voorincubatietijden met 
monensine (S---- -e) worden in de figuren in minuten 
aangegeveni controle incubatie ( 0---0 ) . 

de reticulocytensuspensie wordt toegevoegd, wordt dezelfde 

mate van de remming van de ijzeropname waargenomen {fig. 2b 

en 2d). Om de rnogelijkheid uit te kunnen sluiten dat deal­

gehele remming van de ijzeropname na 15-20 minuten incuba­

tie veroorzaakt wordt door een volledige blokkering van de 

transferrinebinding aan de receptor op de plasmamembraan, 

werden reincubatie-experimenten uitgevoerd. Reticulocyten 

werden hiertoe gedurende 20 minuten bij 37°C voorgeincu­

beerd met monensine en vervolgens bij 37°C geincubeerd met 

ongemerkt transferrine gedurende nog eens 30 minuten. Op 

dit moment hebben de reticulocyten het stadium van volle­

dige remming van de ijzeropname bereikt (experiment, figuur 

2). Op dit moment werd het ongemerkte transferrine vervan­

gen door 59Fe, l25r-gemerkt transferrine en werd de incuba­

tie gedurende 45 minuten voortgezet. Controle-experimenten 
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zonder monensine werden bij 37°C en 4°C uitgevoerd. Bij 4°C 

wordt er nauwelijks transferrine bijna alle transferrine 

receptoren bezet zijn geweest. De controle-experimenten bij 

37°C tonen aan dat dit ongemerkte transferrine vervangen 

wordt door 59Fe, 125r transferrine gevolgd door ijzeropname 

op lineaire wijze (fig. 3). 

Fig. 3. 
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De transferrine en ijzeropname tijdens reincubat~e 
van voorgelncubeerde reticulocyten met 59Fe, 12 I 
gemerkt transferrine bij 37°c ( .....__.__. en L:z---t:z.-.,t,. ) of 
bij 4°C ( o--0-0). 
De reticulocyten werden voorgeincubeerd bij 37°C 
gedurende 20 minuten met ( f;,..._...t,__..t. ) of zonder{.._.._. 
en ~-~-D ) monensine en vervolgens qedurende 30 mi­
nuten met ongemerkt transferrine. 
Fig. 3c geeft 125r; 59Fe verhouding weer van de ver­
schillende celsuspensies tijdens reincubtie. 

Fig. 3 toont eveneens aan dat de aanwezigheid van monensine 

de transferrinebinding aan reticulocyten niet beinvloedt. 

Het ongemerkte transferrine wordt door S9Fe, l25r-transfer­

rine vervangen met dezelfde snelheid als in de controle-ex­

perimenten. De ijzeropname is echter lager, maar komt vol­

ledig voor rekening van het ijzer wat gebonden is aan 59Fe, 
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l25I-gemerkt transferrine, wat het ongemerkte transferrine 

op de celmembraan vervangt. 

Aangezien de l25r; 59Fe verhouding van de reticulocytensus­

pensie dezelfde blijft als de 125r; 59Fe verhouding van de 

transferrine-oplossing wordt er door de reticulocyten geen 

ijzer van transferrine afgesplitst, hoewel nieuwe transfer­

rinemoleculen gebonden worden aan de receptor op de plasma­

membraan (fig. 3C). 

c. Het effekt van extracellulair en intracellulair monensine 

op de ijzeropname 

De invloed van de plaats van monensine op de ijzeropname 

door reticulocyten werd onderzocht door de ijzeropname 

door reticulocyten te bepalen bij verschillende concentra-

Fig. 4. 
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Het effect van extra- en intracellulair monensine 
op de ijzeropname bij 37°C. 
A • •Extra- en intracellulair monensine (a1 ); 
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e e e Controle reticulocyten ( c 1 ) . 
IJzeropnarne na toevoeging van nog eens 0, 35 11M 
monensine aan suspensie a 1 &~-A--....D. (a2), aan 
suspensie b 1 o--D--O(b2 ) en aan suspensie c 1 o--o--o 
( c 2 ) . De tweede toevoegiilg van monensine wordt 
aangeduid door de pijl op de absis. 
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ties monensine in de intracellulaire en extracellulaire 

ruimten (zie Hateriaal en Methoden). Figuur 4 toont aan dat 

het remmend effekt van alleen intracellulair monensine op 

de ij zeropname door reticulocyten minder ui tgesproken is 

dan het remmend effekt van intra- en extracellulair monen­

sine tezamen (fig. 4b en 4a). De toevoeging van eenzelfde 

hoeveelheid monensine heeft geen invloed op de ijzeropname 

door een reticulocytensuspensie waarin reeds intra- en 

extracellulair monensine aanwezig was ( a 2 ). De toevoeging 

van monensine aan de reticulocytensuspensie b 1 heeft echter 

direkt een extra remmend effect tot gevolg waarbij de 

ijzeropname volledig geremd wordt (b2 ). 

Toevoeging van monensine aan een controlesuspensie na 15 

minuten incubatie met 59Fe, 125 r-gemerkt transferrine 

resulteert eveneens in een direkte rernrning van de ijzer­

opnarne. In tegenste11ing met de reticulocyten die reeds 

intrace11u1air rnonensine bevatten (b2 ), is de rernrning van 

de ijzeropname niet vo11edig totdat de incubatie 10-15 

minuten is voortgezet (fig 4c, c 2 ). 

d. De afgifte van ijzer en transferrine door reticu1ocyten 

tijdens relncubatie met ongemerkt transferrine 

De afgifte van ijzer en transferrine door reticu1ocyten 

met 59Fe, 125 r-transferrine voorgelncubeerd zijn, werd 

meten na reincubatie met ongemerkt transferrine bij 

die 

en bij 4°C en 37°C in aanwezigheid van monensine. De voor­

incubatie werd uitgevoerd bij 37°C om zogeheten ce1gebonden 

transferrine te verkrijgen en bij 4°C wat vo1gens Karin en 

~hntz ( 1981) ( 7) membraangebonden transferrine oplevert. 

d.l. Afgifte van celgebonden ijzer en transferrine 

Relncubatie bij 37°C heeft nauwelijks enige ijzerafgifte 

door de reticulocyten tot gevolg hoewel tijdens de reln­

cubatie de eerste 10 minuten meer dan 50% van het celge­

bonden transferrine de eel verlaat (fig. Sa en Sb), Dit 

resulteert in een afname van de 125 r; 59 Fe verhouding van 
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Fig. 5. 
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De afgifte van celgebonden 59 Fe 125 r-gemerkt trans­
ferrine tiJdens relncubatie met ongemerkt transfer­
rine bij 4 c {BL o----o ) en bij 37°C met {Mo e-----41 ) 
of zonder (BL.tr---b ) monensine. 
Fig. Sc geeft de 12 5r; 59Fe verhouding van de ver­
schillende celsuspensies tijdens relncubatie weer. 

de reticulocytensuspensie {fig. Sc). Indien de reincuba­

tie bij 4°C wordt uitgevoerd, wordt er nauwelijks ijzer 

en een weinig l2 5r-transferrine door de eel afgegeven. In 

aanwezigheid van monensine is de ijzerafgifte door de 

reticulocyten tijdens reincubatie toegenomen, terwijl de 
1251-transferrine afgifte slechts weinig vermindert in 

vergelijking met de reincubatie bij 37°C zonder rnonensi­

ne, hoewel de snelheid van transferrine-afgifte afgenomen 

is (fig. Sa en Sb). Al het afgegeven ijzer en 1251 tij­

dens de reincubatie-experimenten was gebonden aan intakt 

transferrine wat werd vastgesteld met behulp van 

gelfiltratie en immunoprecipitatie. 

d. 2. Afgifte van plasmamembraan-gebonden ijzer en transfer­

rine 

Reticulocyten die gemerkt zijn met 59Fe, 1251-transferri-
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ne bij 4°C werden bij 37°c gedurende 45 minuten gereincu­

beerd. Dit leidde tot een onmiddellijke afgifte van 

transferrine door de cellen. In tegenstelling tot trans­

ferrine werd slechts een gering gedeelte van het ijzer 

door de cellen afgegeven en de 125r;5 9Fe verhouding van 

de celsuspensie nam onmiddellijk af nadat de reincubatie 

begonnen was {fig. 6). Relncubatie bij 37°c in aanwezig­

heid van monensine geeft een gelijktijdige afgifte van 

5 9 Fe en 1Z5I-transferrine door de cellen te zien. Tijdens 

de reincubatie bleef de 125 r;5 9 Fe verhouding gelijk aan 

de waarde ten tijde van het begin van de reincubatie. 

Bij 4°C was er nauwelijks sprake van enige afgifte van 
125r-transferrine of 59 Fe door de cellen. In dit geval 

veranderde de 125r; 59Fe verhouding eveneens niet tijdens 

de reincubatie. 
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Fig. 6. De afgifte van membraangebonden 59 Fe 125r-gemerkt 
transferrine tijdens reincubatie met ongemerkt trans­
ferrine bij 4°C {BLO-O) en bij 37°C met (Mo 0----•) 
of zonder ( BL b-.-.~.--1::::. ) mooensine. 
Fig. 6c geeft de 125r;:>':JFe verhouding weer van de 
verschillende celsuspensies tijdens reincubatie. 
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TABEL 1. De invloed van monensine op het aantal plasma­
membraan receptoren voor transferrine en op de 
ogenschijnlijke bindingsconstante. 

Reticulocyten n 106 K (1/mo1) 

Normaal 242.000 
(146.000 
273.000 

(129.000 

88.000 
325.000) 
118.000 
398.000) 

5,7 
(2,3 - 8,8) 

5,2 
(2,4- 9,7) 

Monensine 
behandeld 

Fig. 7. 
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e. Bepaling van het aantal transferrinereceptoren na incubatie 

van monensine 

Uit figuur 7 en tabel l blijkt dat het aantal transferrine­

receptoren op de celmembraan van reticulocyten, die voorge­

lncubeerd zijn geweest met monensine, gelijk is aan het 

aantal transferrinereceptoren op de celmembraan van reticu­

locyten in een controlesuspensie. Monensine had eveneens 

geen invloed op de ogenschijnlijke bindingsconstante van 

transferrine met de receptor. 

Fig. 8. 
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f. Chromatografie van cytosol 

De chromatografie van een cytosol be reid ui t met 59 Fe, 
1251-transferrine gelncubeerde reticulocyten bij 37°C over 

een Sephadex G-100 kolom resulteerde in een chromatogram 

met vier radioaktief gemerkte fracties (fig. Sa). Deze vier 

fracties zijn eerder door Van der Heul (8) beschreven en 

bestaan respectievelijk uit de 5 9Fe-bevattende void volume 

fractie, de transferrine-bevattende fractie, een hemoglo­

bine-bevattende fractie en een 59Fe-gemerkte laagmolecu­

laire fractie. Indien de cytosol bereid werd uit reticulo­

cyten, welke voorgeincubeerd zijn geweest met monensine 

voordat de incubatie met 59Fe, 1251-transferrine plaats­

vond, werd het elutiepatroon, zoals dat weergegeven is in 

figuur 8b verkregen. 

De hoeveelheid 125 r-transferrine in de cytosol was gelijk 

aan de hoeveelheid transferrine in de cytosol van reticulo­

cyten uit controle-experimenten en varieerde tussen de 8 en 

15% van de totale hoeveelheid 125r-transferrine die aan de 

reticulocyten gebonden was. In aanwezigheid van monensine 

vms echter de 59Fe-aktiviteit in de hemoglobine-bevattende 

fractie vee! lager als gevolg van de verminderde ijzerop-

name. 

Discussie 

De resultaten vermeld in het vorige hoofdstuk leidden tot de 

conclusie dat er een tweede mechanisme van ijzerafsplitsing 

van transferrine mogelijk is naast de ijzerafsplitsing in zure 

vacuolen. 

Door gebruik te maken van het carboxylzure ionofoor monensine 

werd getracht deze theorie verder te ontwikkelen en het tweede 

proces te localiseren. Het blijkt dat monensine een concentra­

tie-afhankelijke remming van de ijzeropname bewerkstelligt 

zonder daarbij noemenswaardig de transferrinebinding te beln­

vloeden; hetzelfde effekt werd waargenomen voor methylamine. 

Echter monensine veroorzaakt evenals chloroquine ( 9) vrijwel 
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direkt een volledige remming van de ijzerafsplitsing van 

transferrine terwijl methylamine geen volledige rernming van de 

ijzerafsplitsing veroorzaakt. 

Chloroquine heeft effek.t op de celmembraan en verhoogt de 

intracellulaire pH, ook van methylamine is bekend dat het de 

intracellulaire pH verhoogt. 

Dit houdt in dat de remming van de ijzeropname waarschijnlijk 

niet alleen veroorzaakt kan worden door een pH-verhoging in 

Gelfiltratie-experimenten met cytosolen laten zien dat de hoe­

veelheid intracellulair transferrine niet belnvloed wordt door 

monensine en dezelfde is als in controle-experimenten. Deze 

waarnemingen suggereren dat het direkte effekt op de ijzerop­

name bev1erkstelligd wordt door monensine wat buiten de eel 

aanwezig is. De experimenten met intra- en extracellulair mo­

nensine bevestigen dat naast intracellulair rnonensine, monen­

sine wat aan de buitenzijde van de eel len gelocaliseerd is, 

inderdaad in staat is om een remrnend effekt op de ijzeropnarne 

te bewerkstelligen. 

Het rernmend effekt op de ijzeropname is het meest duidelijk 

indien rnonensine aanwezig is aan beide zijden van de celmem­

braan. Het rernmend effekt van monensine, aanwezig buiten de 

eel, ondersteunt de veronderstelling dat naast intracellulaire 

ijzerafsplitsing van transferrine, reticulocyten een tweede 

mechanisrne tot hun beschikking hebben om ijzer van trans­

ferrine af te spli tsen wat a an de plasmamembraan gelocali­

seerd is. De relncubatie-experimenten met gemerkte reticulo­

cyten en ongemerkt transferrine ondersteunen deze veronder­

stelling. Indien reticulocyten gelncubeerd worden met 59 Fe, 
125r-transferrine bij 37°C, een temperatuur waarbij naast 

receptorbinding ook endocytose van gebonden transferrine 

plaatsvindt, en de afgifte van dit celgebonden transferrine 

wordt gemeten tijdens de relncubatie met ongemerkt transfer­

rine, dan wordt er onmiddellijk 125 r-transferrine afgegeven, 

terwijl het meeste 59Fe celgebonden blijft. Indien de afgifte 

van dit celgebonden 59Fe, 125r-transferrine gemeten wordt in 

de aanwezigheid van monensine blijkt de 125r-transferrine af-
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gifte niet significant te verschillen van de controle-celsus­

pensie, hoewel de snelheid van afgifte verminderd is. Dit 

wordt waarschijnlijk veroorzaakt door het feit dat monensine 

het recyclingsproces remt zoals gevonden is door Basu et al. 

(5) voor low density lipoprotein. Echter in aanwezigheid van 

monensine is de hoeveelheid door reticulocyten afgegeven 59Fe 

significant toegenomen ten opzichte van de hoeveelheid 59Fe 

afgegeven door een controle-suspensie. 

De afgifte van 5 9Fe van mernbraanreceptor-gebonden transferrine 

zal worden geremd door monensine wat buiten de eel aanwezig is 

en dit ijzer verlaat de eel met l25r-transferrine tijdens de 

reincubatie. 

Eveneens zal het proces van ijzerafsplitsing van 5 9Fe, 125r­

transferrine wat geendocyteerd is, geremd gaan worden nadat de 

intracellulaire pH onder invloed van monensine is gestegen. 

Rao et al. (1983) {10) vinden eveneens dat er geen ijzeraf-

splitsing 

37°c van 

cellen en 

met 59Fe, 

van transferrine plaatsvindt na 1 uur incubatie bij 
59 Fe, l2 5r-transferrine met erytroleukernia (K562) 

monensine. Indien reticulocyten geincubeerd worden 

l2 5r-transferrine bij 4°c kan er alleen receptor-

binding plaatsvinden. Wanneer deze cellen daarna overgebracht 

worden naar een incubatiemedium van 37°c en de afgifte wordt 

gemeten dan wordt er ogenblikkelijk 125 r-transferrine afge­

geven. Dit resultaat is in tegenspraak met resultaten gevonden 

door Karin en Mintz { 1981) ( 7) met muizen teratocarcinoma 

stamcellen. Zij vonden een 'lag'-fase van 6-7 minuten voordat 

afgifte van transferrine waargenomen werd. Hun interpretatie 

dat membraangebonden transferrine geendocyteerd moet worden 

voordat ijzerafsplitsing van transferrine kan plaatsvinden, 

geldt niet voor alle celsysternen. Onze experirnenten tonen aan 

dat reticulocyten geen 'lag' -fase hebben bij de afgifte van 

transferrine, maar reeds 15 seconden na reincubatie transfer­

rine afgeven. Hierdoor is het waarschijnlijk dat dissociatie 

van transferrine van de plasrnamernbraan-receptor kan plaats-

vinden zonder voorafgaande endocytose. Ogenblikkelijk na 

reincubatie neernt de afgifte van 5 9 Fe nauwelijks a£ ( figuur 
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6) . Di t proces van ij zerafgifte van plasmamembraan-gebonden 

transferrine kan volledig geremd worden door monensine aan­

wezig buiten de cellen. 

In tegenstelling tot celgebonden transferrine is in de situa­

tie met membraan-gebonden transferrine de remming volledig en 

blijft de 125r; 59Fe verhouding gelijk aan de verhouding van de 

celsuspensie voor relncubatie wat betekent dat 59Fe gebonden 

aan l25r-transferrine de eel verlaat. 

De complete remming van de ijzeropname kan verklaard worden 

door het feit dat in tegenstelling tot een suspensie van 

celgebonden transferrine (voorgelncubeerd bij 37°C) een cel­

suspens ie van membraangebonden transferrine ( voorgelncubeerd 

bij 4°C) geen intracellulair 59Fe, 125 r-transferrine bevat 

waarbij ijzer afgesplitst wordt in zure vesicles zolang monen­

sine intracellulair nog niet volledig werkzaam is. 

Op basis van deze waarnemingen v-eronderstellen wij dat bij het 

ijzeropnameproces door erytrolde cellen twee mechanismen be­

trokken zijn; een mechanisme is de afsplitsing van ijzer van 

geendocyteerd transferrine in zure vesicles, het andere mecha­

nisrne is gelocaliseerd aan de plasrnarnembraan en zorgt voor 

ijzerafgifte van rnernbraanreceptor-gebonden transferrine zonder 

dat daarbij endocytose plaatsvindt. 

Dit model combineert de hypothese van Jandl en Katz en die van 

Morgan en vormt een verklaring voor het feit dat er experirnen­

tele gegevens zijn gevonden die een van beide hypothesen 

ondersteunen. Het tweede mechanisme komt mogelijk alleen tot 

uitdrukking in cellen die hemoglobine synthetiseren, omdat 

deze cellen veel meer ijzer nodig hebben in vergelijking tot 

cellen die geen heem synthetiseren. 

Er wordt aangenomen dat bij het eerste mechanisme van de 

ijzeropnarne transferrine de eel binnenkomt via endocytose van 

het transferrine-receptorcomplex. Twee waarnerningen in de 

huidige studie ondersteunen dit idee niet. In de eerste plaats 

tonen gelfiltratie-experimenten aan dat alleen vrij transfer­

rine en geen transferrine-gebonden aan het receptoreiwit aan­

wezig is in de cytosol. Bovendien valt er een afname van het 
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aantal beschikbare receptoren te verwachten indien de cellen 

voorgelncubeerd worden met monensine. Monensine remt de 

receptorrecycling zoals is aangetoond door Basu et al. (5). 

De huidige studie laat zien dat in reticulocyten het aantal 

beschikbare receptoren niet belnvloed vmrdt door monensine wat 

erop duidde dat transferrine-receptoren niet intracellulair 

opgenomen worden tijdens de endocytose van transferrine. Beide 

waarnemingen tonen aan dat het transferrine-endocytoseproces 

nog nader onderzocht dient te worden. 
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HOOFDSTUK 5 

FLUORIMETRISCHE BEPALING VAN DE pH VAN DE TRANSFERRINE MICRO­

OMGEVING TIJDENS DE IJZEROPNAME DOOR ERYTROIDE RATTENBEEN­

MERGCELLEN 

INLEIDING 

Hoewel het mechanisme, waarmede ijzer door de voorlopers van 

de erytrocyt wordt opgenomen, nog niet volledig is opgehel­

derd, vindt de hypothese dat receptor gernedieerde endocytose 

van transferrine bij di t proces betrokken is, veel onder­

steuning. 

In cellen die geen hemoglobine synthetiseren, is aangetoond 

dat na endocytose van ferri-transferrine ijzer van het trans­

porteiwit transferrine afgesplitst kan worden als gevolg van 

de lage pH in geendocyteerde vesicles waarna apotransferrine 

door de cellen wordt afgegeven (mechanisrne 2) (1). 

De oorspronkelijke hypothese over de ijzeropnarne, geformu­

leerd door Jandl & Katz ( 2) 1 volgens welke transferrine na 

binding aan de receptor op de plasmamembraan zijn ijzer af­

geeft aan plasmamembraaneiwitten {mechanisme 1), is nog niet 

volledig achterhaald. Het mechanisme van ijzerafsplitsing op 

deze plaats is onbekend en een pH verandering zou erbij be­

trokken kunnen zijn. Op grond van de experimenten beschreven 

in hoofdstuk 3 en 4 werd de konklusie getrokken dat een combi­

natie van beide hypothesen mogelijk is voor heem synthetise­

rende cellen, mede gezien het feit dat deze cellen veel ijzer 

nodig hebben in vergelijking met cellen die geen heem synthe­

tiseren. 

Een argument ter ondersteuning van een ander mechanisrne van 

ijzerafsplitsing of ten minste een andere plaats van ijzeraf­

splitsing door erytrol.de cellen naast receptor-gemedieerde 

endocytose van transferrine wordt gevorrnd door het resultaat 

van incubatie-experimenten van beenmergcellen met diferri 
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transferrine. 

Uit analytische isoelektrische focusseringsstudies van het 

extracellulaire medium tijdens incubatie bleek namelijk dat 

niet alleen apotransferrine en diferri transferrine door de 

eel worden afgegeven zeals het geval is met niet-erytroide 

cellen, maar eveneens de beide monovormen van transferrine met 

ijzer in het Nt- en Ct-gedeelte van transferrine. 

Het is onwaarschijnlijk dat beide monovormen van transferrine 

ontstaan beneden een pH van zes gezien de instabili tei t van 

het ij zertransferrinecomplex bij lage pH waarden. Van Rens­

woude et al. (1) vonden een pH lager dan 5,5 in transferrine­

bevattende vesicles in K562 cellen en mede op basis daarvan 

werd de konklusie getrokken dat er een tweede mechanisme voor 

de ijzeropname moet bestaan om het ontstaan van beide mono­

vormen van transferrine te kunnen verklaren. Echter Maxfield 

et al. (3) vonden recent een pH van 6,5 voor de micro-omgeving 

van intracellulair transferrine in CHO-cellen. Bij deze pH 

kunnen alle vormen van transferrine die in het incubatiemedium 

verschijnen, afkomstig zijn uit geendocyteerde vesicles en een 

tweede mechanisme of een andere plaats voor de ijzerafgifte 

anders dan de geendocyteerde vesicle is niet noodzakelijk. 

In dit hoofdstuk worden de resultaten beschreven van de pH 

bepalingen van de micro-omgeving van intracellulair transfer­

rine in de voorlopers van de erytrocyt, die hemoglobine aan­

maken en de invloed van het carboxylzure Na+/H+ ionofoor mo­

nensine op deze pH van deze omgeving. 

Daarnaast is nagegaan bij welke pH waarde de beide monovormen 

van transferrine in vitro instabiel zijn. 

MATERIAAL EN METHODEN 

Rattenbeenmergcellen en met 59Fe en 125!-gemerkt rattentrans­

ferrine en humaan transferrine werden verkregen op de in 

hoofdstuk 2 beschreven wijze. 
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De merking van transferrine met fluorescel.ne isothiocyanaat 

(FITC) 

Diferri transferrine werd opgelost in 0,6 ml 0,2 M natrium­

boraat buffer, pH 9,3. Twee mg FITC I (10% w/w op celite) 

(Calbiochem.) in 0,5 ml werd langzaam in 30 rninuten toegevoegd 

aan de transferrine-oplossing onder continue roeren bij kamer­

temperatuur. Het reaktiemengsel werd onder voortdurend roeren 

bij 4°C 24 uur weggezet. De reaktie werd gestopt door de FITC­

celite deeltjes uit het reaktiemengsel te verwijderen door 

middel van centrifugatie gedurende 5 minuten bij maximale toe­

ren in een Eppendorf centrifuge. Het transferrine FITC conju­

gaat werd daarna driemaal gedialyseerd tegen 1 liter 0,15 H 

NaCl-0,02 H Tris-HCl, pH 7 ,4, bij 4°C om al het ongebonden 

FITC te verwijderen. 

De molaire verhouding van FITC/transferrine van het conjugaat 

werd vastgesteld met de methode beschreven door Jobbagy en 

Kiraly (1966) (4). 

Onder de gebruikte omstandigheden bevat het conjugaat gemid­

deld 4,5 mol FITC per mol transferrine. 

Incubatie-experirnenten 

De ijzeropnarne van 59 Fe Tf en 59Fe Tf-FITC werden met elkaar 

vergeleken door incubatie-experirnenten uit te voeren met 

rattenbeenmergcellen op de in hoofdstuk 2 beschreven wijze. 

Voor fluorescentiemetingen werden rattenbeenrnergcellen gelncu­

beerd met 1 nmol FITC-Tf gedurende 45 minuten bij 37°C of 4°C. 

De cellen werden na wassen geresuspendeerd in een fosfaat ge­

bufferde zoutoplossing (PBS) van verschillende pH's tot een 

celconcentratie van 8.106 eel len per ml, waarna direkt de 

fluorescentie excitatie ratio 495/450 werd gemeten. 

De PBS bevatte 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2 Po4 , 8,0 rnM 

Na2 HP04 . 2H20, 0, 9 mM CaCl 2 • 2H 2o en 0, 5 mM ~!gCl 2 . 6H20. De PBS 

werd op de gewenste pH-waarde gebracht met behulp van KOH of 

HCl. Na de fluorescentiemeting werd de pH van de celsuspensie 

direkt gecontroleerd. 

-63-



controle-incubaties werden uitgevoerd met FITC-gemerkt albu­

mine (Calbiochem.) bij 37°C gedurende 45 minuten. 

Fluorescentiemeting 

De celsuspensies werden overgebracht in een cuvet met een 

lichtweg van 1 em en geplaatst in een Perkin-Elmer 3000 

fluorescentie spectrometer. De fluorescentie emissie intensi­

teit bij 520 nm werd gemeten bij een excitatie golflengte van 

495 nm en 450 nm met een emissie- en excitatie-spleetbreedte 

van 10 nm. Het emissiesignaal werd gedurende 4 seconden geln­

tegreerd met een signaalintegrator. De metingen werden ver­

richt bij kamertemperatuur. 

Na de meting werd het carboxylzure ionofoor monensine, opge­

lost in ethanol, aan de celsuspensie toegevoegd tot een eind­

concentratie van 2 lJM en werden wederom de genoemde signalen 

gemeten totdat ze constant bleven. 

IJkcurves van FITC-Tf in PBS van verschillende pH's in aan- en 

afwezigheid van rattenbeenmergcellen werden op dezelfde manier 

opgenomen. 

Natriumbepaling in erytroide cellen 

Rattenerytrocyten werden driemaal gewassen in 0,25 M sucrose 

waarbij de "buffy coat" verwijderd werd. 

Een gedeelte van de cellen werd daarna gelyseerd in aqua dest 

met 0, 5% w/w Tri ton-X-100 1 de verhouding cell en : buffer was 

l op l. 

Een ander gedeelte van de cellen werd in dezelfde verhouding 

geresuspendeerd in 300 milliosmolair PBS. 

De hematocrietwaarde van deze suspensie werd in een micro­

hematocriet centrifuge bepaald door centrifugatie gedurende 5 

minuten bij maximale toeren. 

De natriumconcentratie in het verkregen lysaat werd gerneten 

met een vlamfotometer (Instrumentation Lab., Italie). Een 

blanco bepaling van 0,5% w/w Triton-X-100 in aqua dest werd 

meegenomen ter controle. 
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In vitro ijzerafgifte van diferri transferrine bij verschil­

lende pH-waarden 

De stabiliteit van het ijzertransferrine complex in vitro bij 

verschillende pH-waarden werd onderzocht onder dezelfde 

omstandigheden als in incubatiestudies met reticulocyten 

(hoofdstuk 3). Het incubatiemedium bestond uit 0,01 M Hepes, 

0,13 t-1 NaCl, 5 mM KCl, 0, 74 roM HgC1 2 aangevuld met 1, 26 mM 

CaC1 2 . Het incubatiemedium werd voor de toevoeging van CaC1 2 
en MgC1 2 behandeld met Chelex 100 om het ongebonden ijzer te 

verwijderen. De oplossingen werden op de gewenste pH gebracht 

met 0,01 M HCl of 0,01 M NaOH. De humane diferri transferrine 

concentratie in het incubatiemedium bedroeg 12,5 f.J-l-1. Het ge­

bruikte glaswerk werd ijzervrij gernaakt via een wasprocedure 

met bichromaat-zwavelzuur en aqua dest. Incubaties werden uit­

gevoerd gedurende twee uur bij 37°C in een schudwaterbad waar­

na 5 ~1 monster van het incubatiemedium isoelektrisch gefocus­

seerd werd op een analytische gel zeals in hoofdstuk 2 be­

schreven is. 

RESULT A TEN 

Fluorescentie karakteristiek van FITC-transferrine 

De fluorescentie-intensiteit van fluoresceine is uitermate 

gevoelig voor verandering van de pH. Fluoresceine gemerkte 

macromoleculen kunnen daarom gebruikt worden om de pH van 

specifieke intracellulaire ruimten te meten (5). 

In figuur 1 wordt het verband tussen de pH en de fluorescentie 

excitatie ratio 495/450 weergegeven. Nanneer rattenbeenrnerg­

cellen aan de FITC-transferrine-oplossing in de cuvet worden 

toegevoegd bij 4°C, een temperatuur waarbij transferrine 

alleen aan de plasmamembraanreceptor wordt gebonden, wordt de 

fluorescentie excitatie ratio verlaagd. 

Het effekt van FITC op de ijzeropname door rattenbeenmerg­

cellen 

Om na te kunnen gaan of de koppeling van FITC aan transferrine 
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Fig. l. 

Fig. 2. 
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Het verband tussen de pH en de fluorescentie excita­
tie ratio 495/450 van FITC-transferrine in afwezig­
heid (~) en aanwezigheid (~) van ratten­
beenrnergcellen zonder voorafgaande incubatie. 
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De opnarne van ijzer door rattenbeenmergcellen gein­
cubeerd bij ~~°C met een oplos~ing van FITC-Tf of 
Tf. (,;, 6 ) Fe Tf, ( e " ) 9Fe FITC-Tf. 
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de ijzeropname door rattenbeenmergcellen 

ijzeropname van 59 Fe transferrine-FITC 

transferrine. 

bel.nvloedt, werd de 

vergeleken met 59Fe 

Uit figuur 2 blijkt dat FITC geen invloed heeft op de ijzerop-

name. 

De localisatie van transferrine na incubatie met rattenbeen­

mergcellen bij 37°C 

Na incubatie bij 37°C wordt de te meten fluorescentie excita­

tie ratio bepaald door de ratio van plasmamembraan gebonden 

FITC-Tf en geendocyteerd FITC-Tf (figuur 3a) . 

Fig. 3. 

• [!] • 
~ ~ 

~EJ ~ • 
• • 

"' .. .. .. 
' b 

Schematische 
plex a an/ in 
37°c. 

weergave van het FITC-Tf 
de eel na incubatie met 

a -
b -
it: 

geen monensine toegevoegd. 
monensine toegevoegd. 
FITC-Tf receptorcomplex. 
membraan. 

receptorcom­
FITC-Tf bij 

H+- en Na+-ionen doorlaatbare membraan. 

De gemeten ratio na incubatie van cellen met FITC-Tf bij 37°C, 

te weten 1,6, was significant lager dan de ratio van uitslui­

tend plasmamembraan gebonden FITC-transferrine, namelijk 2,1. 

Dit duidt erop dat geendocyteerd FITC-transferrine aanwezig is 

in een micro-omgeving met een lagere pH dan buiten de eel aan­

wezig is. Een lage pH veroorzaakt namelijk een lagere fluore­

scentie excitatie ratio, waardoor de resulterende fluorescen­

tie excitatie ratio afgenomen is. 

Dit effekt werd nader onderzocht door FITC-Tf gemerkte cellen 

te incuberen met monensine, een Na+/H+-uitwisselaar wat intra-
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en extracellulaire pH verschillen kan veranderen (figuur 3b). 

Toevoeging van monensine aan een celsuspensie, gesuspendeerd 

in PBS van pH 7,3 heeft tot gevolg dater gedurende de eerste 

drie rninuten een toename van het fluorescentie signaal wordt 

\.;aargenomen ( figuur 4). 

Ex 495 

0 2 

t 
3 4 5 

min. 

Fig. 4. Het effekt van toevoeging van monensine ( Ho) in de 
tijd aan een met FITC-Tf gelncubeerde celsuspensie 
bij 37°C op de absolute fluorescentie bij 495 nm. f Mo toegevoegd. 

Monensine heeft waarschijnlijk drie minuten nodig om een 

evenwicht te bewerkstelligen tussen de intra- en extracellu­

laire H+-ionenconcentratie. Na deze toename bleef het fluore­

scentie signaal stabiel, evenals de excitatie ratio. 

Het toenemend effekt op de totale fluorescentie excitatie 

ratio door monensine bevestigt het resul taat van het voor­

gaande experiment waaruit de konklusie getrokken werd dat na 

incubatie met erytrolde cellen bij 37°c een gedeelte van de 

transferrine aanwezig is in een micro-orngeving met een pH 

beneden 7,3. 
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pH-Bepaling van de micro-omgeving van intracellulair trans­

ferrine 

Direkte pH-bepalingen van de micro-omgeving van intracellulair 

transferrine met behulp van de FITC-transferrine ijkcurve zijn 

niet mogelijk omdat de fluorescentie excitatie ratio's van 

plasmamembraan gebonden transferrine en intracellulair trans­

ferrine niet onafhankelijk van elkaar te meten zijn. 

Fig. 5. 
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Bet effekt van monensine op de fluorescentie excita­
tie ratio 495/450 van bij 37°C met FITC-Tf gelncu­
beerde cellen, geresuspendeerd in PBS van verschil­
lende pH's, 
(~) zonder monensine. 
(~) - met rnonensine. 

Een indirekte methode voor de pH-bepaling werd ontworpen met 

behulp van monensine. Honensine werd toegevoegd aan de met 

FITC-Tf geincubeerde beenrnergcellen die na incubatie geresus­

pendeerd waren in PBS van verschillende pH's. 

De toename van de resulterende fluorescentie excitatie ratio 

na toevoeging van monensine vermindert wanneer de pH van het 
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extracellulaire medium lager wordt en is verwaarloosbaar in 

het pH gebied rond vijf zoals uit figuur 5 blijkt. 

Om nauwkeuriger de extracellulaire pH vast te stellen waarbij 

monensine geen effekt meer heeft op de uiteindelijke fluore­

scentie excitatie ratio werd er speciale aandacht besteed 

aan het pH gebied tussen 5 en 6. Ui t tabel I kan worden 

afgeleid dat bij een extracellulaire pH van 5 monensine geen 

invloed meer heeft op de uiteindelijke fluorescentie excitatie 

ratio. 

TABEL I De toename van de fluorescentie excitatie 
ratio 495/450 bij verschillende extracel­
lulaire pH-waarden na toevoeging van mo­
nensine, eindconcentratie 2 "f.IH 

pH ratio 495/450 pH ratio 495/450 

7,00 0,30 5,61 0,12 
6,16 0,19 5,36 0,08 
6,08 0,17 5,22 0,06 
5,98 0' 14 5,12 0,03 
5,72 0,13 5,00 0,00 

Controle-experimenten bij 37°C met FITC-albumine wat niet 

geendocyteerd, maar wel gebonden wordt door erytroide ce11en 

( 9), tonen a an dat monensine zelf geen invloed heeft op de 

fluorescentie excitatie ratio 495/450 (figuur 6). 

Hetze1fde resultaat als is weergegeven in figuur 6 is gevonden 

in incubatie-experimenten van beenmergcellen met FITC gemerkt 

transferrine bij 4°C. 

Het verschil in fysisch-chemische eigenschappen van de celmem­

braan bij 4°C en 37°C is dus niet van invloed op het waarge­

nornen effekt van monensine. 
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Fig. 6. 
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Het effekt van monensine op de f1uorescentie excita­
tie ratio 495/450 van bij 37°C met FITC-a1bumine ge­
Incubeerde ce11en. 
(~) - zonder monensine. 
(-D----0-) - met monensine. 

Natriumbepa1ing in erytrolde ce11en 

Het erytrocyten1ysaat bevatte 6,1 mmo1/l natrium. In de 0,5% 

w/w Triton-X-100 oplossing kon geen natrium gedetecteerd 

worden. 

Het erytrocytenlysaat was afkomstig van een celsuspensie met 

een hematocrietwaarde van 21%. Dit betekent dat de concentra­

tie natrium 29 millimolair is in het celvolume. 

In vitro ijzerafgifte van diferri transferrine bij verschil­

lende pH-waarden 

Het bestaan van de vier vormen van transferrine, te weten 

Tf(Fe) 2 , TfFe(A), TfFe(B) en apoTf, bij verschillende pH­

waarden werd onderzocht met behulp van analytische isoelektri­

sche focussering. 

-71-



Figuur 7 toont het isoelektrische focusseringspatroon van de 

transferrinen bij verschillende pH-waarden. 

Figuur 7: Analytische isoelektrische focussering van trans­
ferrinepreparaten na 2 uur incubatie bij 37°C in 
vitro in een medium met verschillende pH's. Het 
ui tgangsmateriaal Tf. 2Fe ( geheel links) was niet 
geheel homogeen, doch enigszins verontreinigd met 
apo- en monoferri transferrine. 

Uit de figuur blijkt dat beneden een pH van 6,0 de zuurlabiele 

monovorm van transferrine, TfFe(B), niet meer bestaat. 

Er wordt door apotransferrine geen ijzer vanuit de omgeving 

opgenomen tijdens de incubatie bij pH 7,4-7,6 en de analyse­

procedure. 

DISCUSS IE 

Na incubatie van onuitgerijpte rode bloedcellen, afkomstig van 

verschillende diersoorten met diferri transferrine wordt er 

niet alleen apotransferrine in het incubatiemedium teruggevon­

den, maar eveneens beide monovorrnen van transferrine (6, 7). 

Uit in vitro incubatiestudies van diferri transferrine zonder 

cellen blijkt dat in het pH gebied beneden 6,0 de zuurlabiele 
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rnonovorrn van transferrine TfFe{B), niet rneer kan bestaan. 

Indien endocytose van transferrine en ijzerafsplitsing in zure 

vacuolen door een lage pH de enige wijze van ijzeropnarne door 

erytrolde cellen is, dan betekent dit dat de pH van de rnicro­

omgeving van intracellulair transferrine in deze cellen hoger 

dan 6,0 moet zijn. 

In twee celtypen is de pH van de transferrine rnicro-orngeving 

gerneten wat resulteerde in verschillende pH-waarden. 

Van Renswoude et al. vond een waarde lager dan 5, 5 in zure 

niet-lysosornale vacuolen van cellen uit de cellijn K562, ter­

wijl Maxfield et al. een pH-waarde van 6, 5 vonden voor de 

rnicro-orngeving van transferrine in CHO-cellen. 

In dit hoofdstuk worden de resultaten van de pH-bepaling van 

de micro-orngeving van transferrine beschreven met gebruik­

making van FITC-transferrine. 

De fluorescentie excitatie ratio 495/450 is onafhankelijk van 

de FITC-Tf concentratie en de ternperatuur, en verdient daarom 

de voorkeur voor pH-calibratie boven de absolute fluorescentie 

intensiteit bij 495 nm. De aanwezigheid van erytroide cellen 

heeft een variabele verlaging van het signaal tot gevolg, 

waarschijnlijk veroorzaakt door autofluorescentie en lichtver­

strooiing. Dit betekent dat in het geval van erytrolde cellen 

direkte pH-bepalingen met FITC-transferrine als standaardcurve 

onrnogelijk zijn. 

Bovendien ken Van Renswoude et al. alleen een indicatie geven 

van de intracellulaire pH, orndat de uiteindelijke excitatie 

ratio bestaat uit de resultante van de excitatie ratio van 

intracellulair FITC-Tf en extracellulair plasmarnernbraan gebon­

den FITC-Tf. Er werd daarom een procedure ontwikkeld om de pH 

van de intracellulaire rnicro-orngeving nauwkeuriger te rneten 

door gebruik te rnaken van het ionofoor rnonensine. Monensine is 

in staat om pH-gradienten over membranen te veranderen door 

uitwisseling van waterstof-ionen tegen natrium ionen. 

Door de extracellulaire H+ -ionenconcentratie te varieren, is 

het rnogelijk de pH-waarde vast te stellen, waarbij monensine 

de uiteindelijke excitatie ratio niet rneer beinvloedt, orndat 
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er evenwicht is tussen de extracellulaire H+-ionenconcentratie 

en de H+-ionenconcentratie van de rnicro-omgeving van 

intracellulair transferrine. 

Deze pH-waarde is niet de pH van de micro-orngeving van trans­

ferrine, omdat de natrium-ionenconcentratie [Na+] in de intra­

en extracellulaire omgeving van transferrine in rekening ge­

bracht moet worden. 

Nonensine bewerkstelligt een evenwicht tussen de intra- en 

extracellulaire H+-ionenconcentratie volgens de vergelijking: 

[H+] intracell 

[H+] extracell 

INa+] intracell 

[Na+] extracell 
(Moolenaar et al., 1984) 

De natrium-ionenconcentratie [Na+] van het extrace11ulaire 

medium is 153 mN, maar de natrium-ionenconcentratie van de 

intracellulaire micro-orngeving van transferrine is niet 

bekend. 

Een benadering van de natrium-ionenconcentratie in de trans­

ferrine rnicro-omgeving vormt de cellulaire concentratie van 

natrium. Deze bedroeg in rattenerytrocyten 29 mmo1/l. Indien 

deze waarde wordt toegepast, betekent dit dat volgens de 

formule, gegeven door Moolenaar een intracellulaire pH be­

rekend kan worden van 5, 7 voor de micro-omgeving van trans­

ferrine. 

De in di t hoofdstuk beschreven resul taten ondersteunen de 

hypothese dat na receptorbinding van transferrine aan de plas­

mamembraan tenminste een gedeelte van de transferrine getrans­

porteerd wordt naar zure vacuolen, waarschijnlijk endosomen, 

waar het ijzer afgegeven wordt (mechanisme 2). 

Indien dit echter de enige weg is waarlangs ijzer door de ery­

trolde cellen wordt opgenomen zou er naast apo-Tf alleen mono­

TfFe (A) in het incubatiemedium te verwachten zijn. De zuur 

labiele monovorm van Tf, TfFe(B} kan n.l. niet bestaan bij 

een pH van 5,7. 

Er wordt echter ook rnono-TfFe(B) in het incubatiemedium terug­

gevonden (6, 7). Deze resultaten vormen een indirekte onder-
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steuning voor het bestaan van nog een ander mechanisme, aange­

duid als mechanisme 1. De mate waarin beide mechanismen be­

trokken zijn bij het ijzeropnameproces door erytroide cellen 

is evenwel op basis van deze experimenten niet vast te 

stellen en blijft vooralsnog een open vraag. 

De fluorescentiemetingen werden uitgevoerd in het Hubrecht 

Laboratorium te Utrecht. 

Dr. W.H. Moolenaar wordt hartelijk bedankt voor steun en 

medewerking. 
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ALGEMENE DISCUSSIE 

IJzer speelt een belangrijke rol in vele levensprocessen, 

onder meer bij het transport van zuurstof door hemoglobine. 

In het bleed wordt ijzer gebonden door een S-globuline, 

transferrine. Dit ijzerbindende molecuul is noodzakelijk om 

Fe{III)-ionen in cornplexe vorm oplosbaar te houden en beschik­

baar te stellen veer resorptie, transport en opnarne door hemo­

globine synthetiserende cellen onder omstandigheden zeals die 

in bleed en beenmerg heersen. 

De erytroide cellen nemen voor de hemoglobinesynthese uitslui­

tend aan transferrine gebonden ijzer op via op de celmembraan 

gelegen transferrine receptoren. 

Over de plaats en het mechanisrne van ijzerafgifte door het 

plasma-eiwit transferrine aan erytroide cellen zijn twee hypo­

thesen in omloop. Volgens Jandl en Katz (1) wordt ijzer van 

transferrine aan de celrnernbraan afgesplitst en afgegeven aan 

rnembraancornponenten. De andere mogelijkheid, geformuleerd door 

Morgan ( 2), is dat na binding van ijzertransferrine aan de 

receptor transferrine geendocyteerd wordt door de eel waarna 

ijzerafsplitsing van transferrine plaatsvindt in lysosomen als 

gevolg van de lage pH. Het afgesplitste ijzer wordt daarna in 

beide gevallen via een drager naar de rnitochondrien getrans­

porteerd. 

Uitgaande van de hypothese van Morgan is nagegaan of lysosomen 

daadwerkelijk een rol vervullen in het ijzeropnameproces door 

reticulocyten. Na afgifte van ijzer wordt apotransferrine, 

n.l. intakt door de eel afgegeven, terwijl verwacht mag worden 

dat de ligand afgebroken wordt in de lysosomen. 

Dit onderzoek had tot resultaat dat er in de reticulocyt 

nauwelijks klassieke lysosomen volgens de definitie van 

De Duve (3) aantoonbaar zijn. Erytrocyten bevatten geen cel­

organellen meer en kennelijk zijn de lysosornen in het reticu­

locyten stadium van het rijpingsproces van erytroide cellen 
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reeds nagenoeg verdwenen. 

Aangezien reticulocyten nag veel ijzer opnemen, zijn mogelijk 

andere celstrukturen betrokken bij de ijzeropname. 

Elektronen-microscopische opnamen van reticulocyten toonden 

vacuo len aan welke eiwi t bevatten. Deze celstrukturen zouden 

de rol, die aan lysosomen toebedeeld was, kunnen vervullen. 

Deze veronderstelling werd ondersteund door op dat moment in 

de literatuur verschenen werk van Van Renswoude et al. (3) die 

in humane erytroleukemia K562 cellen de betrokkenheid van zure 

vacuolen van niet-lysosomale oorsprong aantoonden bij de af­

splitsing van ijzer van transferrine. 

De pH van de intracellulaire micro-omgeving van transferrine 

in erytroide cellen werd daarom gemeten. De fluorescentie in­

tensiteit van met fluorescelne gemerkt transferrine is uiter­

mate gevoelig voor verandering van de pH. 

Met deze methode is op indirekte wijze door gebruikmaking van 

het ionofoor monensine een pH waarde van 5,7 vastgesteld voor 

de rnicro-omgeving van intracellulair transferrine. 

De gevonden pH-waarde representeert waarschijnlijk de pH in de 

vacuolen, ook wel vesicles of endosomen genoemd. Dit is echter 

niet definitief bewezen, orndat wij geen endosomen uit ery­

troi.de cellen gei.soleerd hebben met daarin het fluorescelne 

gemerkt transferrine. 

Recent werk van Harding ( 4) en Dickson 

onze konklusie dat na endocytose van 

splitsing van transferrine plaatsvindt 

(5) bevestigen echter 

transferrine ijzeraf­

in zure vacuolen. Het 

ontstaan van het zure milieu in de vesicles kan met het alge­

mene endocytosemodel verklaard worden. Vesicles ontstaan door 

insnoering van de plasmamembraan, waarbij het transferrine­

moleculen in zich opneemt ( 6). Deze vesicles worden daarna 

spoedig zuur door de werking van een ATP afhankelijke pro­

tonenpomp die in de vesicle membraan is opgenomen vanuit de 

plasmamembraan tijdens de endocytose (7). 

Dit model verklaart echter gedeeltelijk de ijzeropname door 

erytroi.de cellen. Indien erytroi.de cell en n .1. gei.ncubueerd 

worden met diferri transferrine ontstaan er in het incubatie-
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medium naast apotransferrine ook de beide monovormen van 

transferrine, TfFe(A) en TfFe(B). Uit in vitro experimenten 

zonder cellen blijkt dat de zuurlabiele monovorm van trans­

ferrine TfFe{B) niet kan bestaan beneden een pH van 6,0. Deze 

resultaten vormen een indirekte aanwijzing voor het bestaan 

van een tweede mechanisme van ijzeropname door erytrolde eel­

len. Dit werd nader onderzocht met behulp van het proton iono­

foor monensine. Uit de experimenten beschreven in hoofdstuk 4 

zijn een aantal argumenten naar voren gekomen die het bestaan 

van een tweede mechanisme of tenminste een andere plaats van 

ijzerafsplitsing anders dan de zure vacuolen rechtvaardigen. 

Deze experirnenten vormen tezarnen met het feit, dat er in het 

verleden door Van der Heul et al. {8) een uitsluitend 59Fe 

houdende plasmamembraancomponent is gelsoleerd, een aanwijzing 

dat dit proces aan de celmembraan is gelokaliseerd. 

Het bestaan van twee mechanismen voor de ijzeropname combi­

neert de hypothese van Jandl & Katz en van Morgan en verklaart 

eveneens waarom er vele experimentele gegevens gevonden zijn 

die een van beide hypothesen ondersteunen. Het tweede mecha­

nisme komt mogelijk alleen tot uitdrukking in hemoglobine 

synthetiserende cellen, orndat deze veel ijzer nodig hebben in 

vergelijking tot cellen die geen heem synthetiseren. VJelk 

mechanisme het belangrijkste is bij het ijzeropnameproces door 

erytrolde cellen blijft echter onduidelijk. 
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SAMENVATTING 

In dit proefschrift wordt een onderzoek beschreven dat tot 

doel heeft meer inzicht te krijgen in de processen die een rol 

spelen bij de ijzeropnarne door voorlopers van de erytrocyt. 

Hoofdstuk 1 geeft een overzicht van de literatuur betreffende 

het proces van ijzeropname door erytrolde cellen. Hierbij is 

met name aandacht geschonken aan de plaats waar ij zer van 

transferrine wordt afgesplitst na binding van transferrine aan 

de membraan receptor. 

Hoofdstuk 2 is gewijd aan de rnaterialen en methoden die bij 

dit onderzoek doorlopend gebruikt zijn. Specifieke rnethodieken 

komen in de desbetreffende hoofdstukken aan de orde. 

Hoofdstuk 3 behandel t de vraag of lysosomen direkt betrokken 

zijn in het ijzeropnameproces door reticulocyten. 

Om een functionele rol van lysosomen in het ijzeropnarneproces 

aan te tonen, is getracht lysosomen te isoleren na incubatie 

met 59Fe. Echter met verschillende celfractioneringstechnieken 

die beschreven zijn voor levercellen konden geen zuivere 

lysosomen uit reticulocyten verkregen worden. Fluorescentie-

en elektronen-microscopie, alsmede specifieke enzymaktivi-

teitsmeting toonden aan dat reticulocyten nauwelijks nog 

klassieke lysosornen bevatten. Zure vacuolen in plaats van 

lysosomen zouden echter betrokken kunnen zijn bij · de ijzer­

opname. De aanwezigheid van apoTf, monoferri TfFe(A) en mono­

ferri TfFe(B) in het medium na incubatie van reticulocyten met 

diferri transferrine, in sarnenhang met het feit dat beide 

ijzerbindingsplaatsen van transferrine hun ijzer afsplitsen 

bij de pH aanwezig in zure vacuolen, doet vermoeden dat er een 

tweede mechanisme voor de ij zeropname door reticulocyten be­

staat, waarbij zure vacuolen niet betrokken zijn. 

In hoofdstuk 4 wordt de ijzeropname in aanwezigheid van 

monensine bestudeerd met als opzet de plaats te achterhalen 

waar ijzer van transferrine afsplitst. 
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Monensine veroorzaakt een concentratie-afhankelijke remming 

van de ijzeropname zonder de transferrine-opname te belnvloe­

den. De experimentele resultaten wijzen erop dat er twee 

mechanismen betrokken zijn bij de ijzeropname: 1) ijzerafgifte 

van receptor-gebonden transferrine aan de plasmamembraan 

zonder intracellulaire opname van het transferrine receptor 

complex en 2) ijzerafgifte van geendocyteerd transferrine in 

zure vesicles. 

In hoofdstuk 5 worden de resultaten van experimenten beschre­

ven die tot doel hadden het bestaan van twee mechanismen voor 

de ijzeropname te bevestigen. 

De pH van de intracellulaire micro-omgeving van transferrine 

werd hiertoe bepaald met behulp van met fluorescelne gemerkt 

transferrine. Het effekt van monensine op de pH is eveneens 

vastgesteld. Intracellulair transferrine blijkt zich bij bena­

dering in een micro-omgeving met een pH van 5,7 te bevinden. 

Monensine is in staat om de pH van de micro-omgeving van 

transferrine binnen enkele minuten te verhogen. Tevens is 

vastgesteld dat beneden een pH van 6,0 de zuurlabiele monovorm 

van transferrine, TfFe(B), niet kan bestaan. 

Deze resultaten vormen een bevestiging voor de aanwijzing dat 

ijzer wordt afgesplitst van transferrine in zure vacuolen en 

dat er ijzerafsplitsing van transferrine plaatsvindt op een 

andere plaats dan de zure vacuolen. 

Tenslotte worden in hoofdstuk 6 alle experimentele resultaten 

tezamen in een breder verband geplaatst. 
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SUMMARY 

The aim of the investigation described in this thesis is to 

improve our understanding of the processes which play a part 

in the iron uptake by erythroid cells. 

In Chapter l a survey is given of the literature on the pro­

cess of iron uptake by red cell precursors. The site of iron 

release from transferrin (Tf) after binding of transferrin to 

the membrane receptor is discussed in detail. 

Chapter 2 is devoted to the materials and methods currently 

used in the course of this study. More specific methods are 

described in the chapters concerned. 

Chapter 3 deals with the question whether lysosomes are direc­

tly involved in the iron uptake by reticulocytes. 

In order to show a direct functional role of lysosomes in the 

process of iron uptake, we tried to isolate lysosomes from 

reticulocytes which had been incubated with 59FeTf. However, 

with various cell fractionating techniques described for liver 

cells, pure lysosomes could not be obtained from reticulo­

cytes. 

Fluorescence and electron microscopy as well as specific en­

zyme activity measurements showed that reticulocytes rarely 

contain well-defined lysosomes. Acid vacuoles instead of lyse­

somes could be involved in the iron uptake process. The pre­

sence of apoTf, monoferric TfFe(A) and monoferric TfFe(B) 

in the medium after incubation of reticulocytes with diferric 

transferrin, together with the fact that both iron binding 

sites of transferrin release their iron at the pH present in 

acid vacuoles, suggest a second mechanism of iron uptake by 

reticulocytes in which acid vacuoles are not involved. 

In Chapter 4 the iron uptake in the presence of monensin was 

studied in order to localize the site where iron dissociates 

from transferrin. Monensin inhibits iron uptake by reticula-

cytes reversibly in a concentration dependent manner, without 

influencing the transferrin binding. The experimental results 
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reveal that there are two mechanisms involved in the uptake 

of iron: 1) iron is released from surface-receptor-bound 

transferrin at the plasma membrane without internalization of 

the transferrin receptor complex1 2) iron is released from 

endocytosed transferrion by acid vesicles. 

In Chapter 5 the results are presented of experiments designed 

to confirm the existence of two mechanisms. The pH of the 

intracellular micro-environment of transferrin was determined 

with fluorescein labeled transferrin. The effect of monensin 

on the pH was also established. Intracellular transferrin was 

found in a micro-environment with a pH of approximately 5. 7. 

Monensin is able to elevate the pH of the microenvironment of 

transferrin within some minutes. In addition, we also showed 

that the acid labile form of transferrin, TfFe(B), could not 

exist below a pH of 6.0. 

These results confirm the suggestion that beside the removal 

of iron from endocytosed transferrin by low pH a second mecha­

nism is involved in the process of iron uptake by red cell 

precursors, which is probably located at the cell membrane. 

Finally in Chapter 6 all experimental results were placed in a 

wider context. 
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