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HOOFDSTUK 1
INLEIDING

Het tramnsferrinemolecuul

Elke cel heeft ijzer nodig voor een groot aantal intracellulaire proces-
sen. Met name in de energiehuishouding en in reakties in de DNA synthese
is ijzer essentieel. Wat betreft het eerste zij genoemd de noodzaak voor
heemijzer in de cytochromen. De grootste hoeveelheid ijzer in het lichaam
wordt gevonden in de erythrocyten waar het in het hemoglobine essentieel
is voor het =zuurstoftransporterend vermogen. Het transport van ijzer
vanuit de darm, waar het uit het voedsel wordt opgenomen, naar de diverse
weefsels stelt het 1lichaam voor een probleem. Immers, onder aerxobe
omstandigheden komt vrijwel al het ijzer in de ferri-vorm voor, en
aangezien het oplosbaarheidsprodukt van Fe(OH)3 slechts 4 x 10738 pe-
draagt, zullen bij fysiologische pH alle ijzerzouten tot onoplosbaar
Fe(OH)3 gehydrolyseerd worden zodra de concentratie van Fe(III) hoger
wordt dan 10°17 mol/1. In zoogdieren wordt dit probleem omzeild door het
ferri-ion te complexeren met een (-globuline, transferrine, en het aldus
oplosbaar gemaakte ijzer kan zo door de bloedbaan vervoerd worden.

Humaan transferrine is een glycoproteine met een molecuulmassa van ca.
80.000 en bestaat uit &&n enkele polypeptide keten die is onder te
verdelen in twee domaing, het N-terminale en het C-terminale domain. Elk
domain bevat &én bindingsplaats voor ijzer. De primaire structuur van
deze keten is enige jaren geleden opgehelderd (1,2) en laat 40% homologie
zien (1) tussen de twee domains, hetgeen doet vermoeden dat het huidige
transferrine in de loop van de evolutie door genduplicatie is ontstaan
uit een voorouderlijk transferrine met &én ijzerbindingsplaats en een
molecuulmassa van ca 40.000.

Zoals gezegd is transferrine een glycoproteine, het bevat dus ook een
hoeveelheid suikers in de vorm van twee N=-glycanen van het complexe type,
die beide 2zijn aangehecht aan asparagine residuen in het C-=terminale
domain. Men heeft lange tijd aangenomen dat transferrine homogeen is met
betrekking tot de samenstelling van de suikerketens, men veronderstelde
dat beide suikerketens van het biantennaire type zijn (Fig. 1). In de
zeventiger jaren echter ontdekten Spik et al. (3) door middel van free

flow electroforese van een pronase digest van humaan transferrine het
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Man - GlecNAc=Gal — NANA
Asn -GleNAC -GleNAc-Man
™ Man - GIcNAC ~Gal —NANA

Man — GlcNAc - Gal — NANA
Asn ~GlecNAC - GleNAC—Man
“Man - GIeNAC - Gal — NANA

N\

ClcNAc-Gal - NANA

Figuur 1
Structuur van een biantennaire en een +triantennaire oligo-
saccharideketen van humaan transferrine.

Asn = asparagine

GlcNAc = N—acetylglucosamine
Man = mannose

Gal = galactose

NANA = N—actetylneuraminezuur

bestaan van glycanen met drie galactoseresiduen in plaats wvan twee.
Verder onderzoek m.b.v. DEAE-cellulose chromatografig door Regoeczi en
medewerkers (4,5) leerde dat er in humaan transferrine minstens vijf
frakties te onderscheiden zijn met verschillend gehalte aan siaalzuur.
Deze onderzoekers kwamen bovendien tot de conclusie dat de oorzaak van
deze heterogeniteit een biosynthetische kwestie is en niet een gevolg van
afbraak (5). Door affiniteitschromatografie op Sepharose-concanavaline A
(6) werd duidelijk dat er ook transferrinemoleculen bestaan met trianten-
naire ketens. De structuur van deze triantennaire ketens is in de loop
der jaren verder onderzocht; zo beschrijven Krusius en Finne (7) twee
typen triantennaire Xketens, die in hun vertakkingspatroon verschillen
vertonen. Later is de primaire structuur van twee triantennaire ketens

opgehelderd (8,9). Marz et al. (8) maken bovendien melding van het
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bestaan van tetra—-antennaire ketens, die echter in de helft van de
gevallen incompleet zouden zijn.

De zogenoemde microheterogeniteit wvan humaan transferrine die een gevolg
is van verschillen in siaalzuurgehalte is ook aangetoond met behulp van
isoelectrische focussering door wvan Eijk et al. (10,11); met deze
techniek werd ook aangetoond dat transferrines afkomstig uit verschil-
lende lichaamsvloeistoffen verschillen in samenstelling met betrekking
tot de gehaltes aan de diverse sialotransferrines (12).

Over de samenstelling van de suikerketens van transferrines afkomstig van
andere diersoorten zijn weinig gegevens bekend. ARan ratteserumtrans-
ferrine is in 1979 een studie gewijd door Schreiber et al. (13). 2Zij
rapporteren een isoelectrisch focusseringspatroon waarop twee hoofdbanden
te onderscheiden zijn naast twee zeer zwakke banden. Op basis van een
scheiding op Sepharose-concanavaline A en een siaalzuurbepaling komen zij
tot de conclusie dat ca. 30% van het ratteserumtransferrine &&n trianten-
naire keten draagt en ca., 70% &&n biantennaire keten.

Over de runctie van de oligosaccharideketens van transferrine (en van
glycoproteinen in het algemeen) is veel gespeculeerd, maar bestaat nog
veel onduidelijkheid (14,15). Mogelijk spelen ze een rol in bepaalde
herkenningsprocessen, of vervullen ze een functie in het beInvloeden of
stabiliseren van de tertiaire structuur van het proteine. Vooralsnog
echter blijft de rol van de suikerketens onduidelijk.

Transferrine bezit twee bindingsplaatsen voor Fe(III), een in het
C—-terminale en een in het N-terminale domain. Voor de binding van ijzer
aan transferrine is de gelijktijdige binding van een anion noodzakelijk.
Onder fysiologische omstandigheden is dit het bicarbonaat of carbonaat
anion. Bij neutrale pH is de binding aan beide ijzerbiqdingsplaatsen zeer
sterk (bindingsconstante 1023 M~1), de N-terminale bindingsplaats is
gevoeliger voor pH- daling dan de C-terminale (16,17).

BEr is veel gespeculeerd over een mogelijk functioneel verschil van de
twee ijzerbindingsplaatsen. Fletcher en Huehns postuleerden (18,19) dat
het C-terminaal gebonden ijzer voornamelijk aan het erythroide systeem
zou worden afgegeven voor de heemsynthese en het N-terminaal gebonden
ijzer aan de lever voor opslag. Zij kwamen tot deze hypothese op basis
van incubatiestudies met reticulocyten waarbij zij de 59Fe-opname
vergeleken van een plasmamonster A dat al een preincubatie met reticulo-

cyten had ondergaan en een vers plasma monster B met hetzelfde gehalte
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aan 9%Fe. De opname van het verse plasmamonster bleek aanzienlijk hoger
en hieruit concludeerden zij dat bij de preIncubatie van plasma A het
voor de reticulocyt toegankelijke ijzer reeds voor het grootste gedeelte
was opgenomen. Hetzelfde experiment is later herhaald door Huebers et al.
(20) met hetzelfde resultaat; echter op grond van de vastgestelde
preferentiéle ijzeropname van diferri Tf in vergelijking met de monoferri
vormen (21-23) geven zij als verklaring dat de hogere opname van plasma B
het gevolg is van het feit dat het gehalte aan diferri Tf in plasma A
door de preincubatie aanzienlijk lager is dan in plasma B. In de loop der
jaren is de Fletcher en Huehns theorie ook door anderen weerlegd en de
meeste onderzoekers zijn er dan ook wvan overtuigd dat er geen functioneel

verschil bestaat tussen de twee ijzerbindingsplaatsen.
Transferrine—cel interaktie

Transferrine verzorgt het ijzertransport van ijzerleverende weefsels, als
darm of lever, naar ijzerbehoevende weefsels. Om het ijzer-transferrine
uit de circulatie op te kunnen nemen hebben cellen specifieke membraan=-
receptoren voor transferrine nodig. Sinds de ontdekking var deze receptor
door Jandl en Katz (24) is veel werk verricht‘ aan e zuivering en
karakterisering van Tf-receptoren afkomstig wvan verscnillende celtypen
(zie 25-30). Uit immunologisch onderzoek en "peptide mapping" van humane
Tf-receptoren is gebleken dat Tf-receptoren op verschillende celtypen zo
niet identiek, dan toch zeer nauw aan elkaar verwant zijn (31,32). De
receptor is een transmembraan glycoproteine wet een MW van 170.000-
200,000 Dalton en is een dimeer met twee subunits van ca 90.000 Dalton,
deze subunits zijn door middel van een disulfide brug met elkaar verbon-
den. Het grootste deel van de receptor is aan de buitenkant van de
membraan gelegen, een polypeptide met MW ca. 70.000, en bevat per
monomeer een bindingsplaats voor transferrine en bovendien drie N—aspara-
gine gekoppelde suikerketens; twee mannoserijke en &&n complexe keten.
Het  andere deel bevat covalent gebonden vetzuurketens, die mogelijk een
rol spelen in de verankering in de membraan, en gefosforyleerde serine-
residuen. Het aantal receptoren per cel varieert sterk over de verschil-
lende weefsels en is een weerspiegeling van de ijzerbehoefte van een cel.
Zo bezitten sterk groeiende weefsels en heemsynthetiserende cellen als

erythroide voorlopers een groot aantal receptoren per cel. Voor konijne-



15

reticulocyten zijn receptoraantallen gerapporteerd wvan 100.000-300.000
(33,34) tegenover 40.000 voor rattehepatocyten (35). Het verband tussen
ijzerbehoefte en het aantal Tf-receptoren is aangetoond met K562 cellen,
wéar men heeft vastgesteld dat de hoeveelheid intracellulair ijzer
invloed heeft op het aantal Tf-receptoren (36-41). Bij een groot ijzer-
aanbod neemt het aantal Tf-receptoren af, onttrekt men ijzer aan de cel
door middel van een ijzerchelator dan neemt het aantal Tf-receptoren toe.
Deze regulering blijkt op transcriptieniveau te geschieden (40,41).

Over het mechanisme van ijzeropname van transferrine door de cel bestaat
al sinds jaren een verschil van mening onder de diverse onderzoekers. Er
is een verdeling te maken in twee groepen: de aanhangers van de theorie
van ijzerafsplitsing aan de membraan en de voorstanders van de endocy-
tosetheorie. Het eerstgencemde mechanisme, oorspronkelijk voorgesteld
door Jandl en Katz (24) houdt in dat het ijzerbeladen transferrine aan de
membraanreceptor bindt, waarna het ijzer afgegeven wordt aan een mem—
braancomponent en de cel ingaat, terwijl het transferrine membraan-
gebogden blijft. In de loop der jaren zijn inderdaad uit reticulocyten
membraancomponenten geIsoleerd die ijzer kunnen binden (42-44) en een
aantal groepen onderzoekers blijft deze theorie aanhangen (44-46). Er
komen echter steeds meer bewijzen voor de andere genoemde theorie, die
van de receptor-gemedieerde endocytose.

Endocytose is een mechanisme via hetwelk cellen extracellulair materiaal
kunnen internaliseren (47). Grofweg kan men endocytose onderverdelen in
twee hoofdtypen: fagocytose en pinocytose. Onder fagocytose wordt
verstaan het internaliseren van lichtmicroscopisch waarneembare partikels
van enkele tienden van een pm of groter. Bij kleinere partikels of
opgeloste verbindingen of wanneer het alleen vloeistof betreft spreekt
men van pinocytose. Vindt pinocytose plaats van een verbinding via
binding aan een receptor met specifieke hoge affiniteit voor die verbin-
ding dan spreekt men over receptor gemedieerde endocytose. Van vele
verbindingen is bekend dat ze via receptor gemedieerde endocytose worden
opgenomen (48-50). De gebeurtenissen die optreden bij receptor geme-
dieerde endocytose zijn intussen voor een deel opgehelderd (Fig. 2).
Algemeen gesproken bindt een ligand aan zijn specifieke receptor, waarna
deze receptoren clusteren in "coated pits"™, dit zijn indeukingen van de
membraan met een diameter van ca 0,1 pm, die aan de cytoplasmatische

zijde een eiwit coat bezitten met als. voornaamste bestanddeel clathrine
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Schematische voorstelling van receptor-gemedieerde endocytose.

(51). Deze "coated pits" snoeren vervolgens af van de membraan tot coated
vesicles. Deze vesicles kunnen een grote verscheidenheid aan receptoren
en liganden bevatten. Eenmaal afgesnoerd van de membraan verliezen de
vesicles snel hun clathrinecoat. De nu ontstane vesicles worden endosomen
genoemd of ook receptosomen (52). Geuze en medewerkers (53) vonden in
rattelevercellen een stelsel van vesicles en tubulaire structuren waar
receptoren en liganden ontkoppeld voorkwamen, waarvoor zij de naam "CURL"
voorstelden: compartment of uncoupling of receptor and ligand. In dit
compartiment wordt in de meeste gevallen het ligand van de receptor
afgekoppeld, waarna de receptor in vele gevallen gerecycled wordt en dus
terug vervoerd naar de membraan; dJde liganden worden op nog onbekende
wijze gesorteerd en ieder naar zijn bestemming gedirigeerd. Het ontkoppe-
len van receptor en ligand geschiedt onder invloed van een lage pH die in

het endosomale compartiment in stand wordt gehouden door een in de
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membraan aanwezige ATP-afhankelijke proton pomp. Het snelle verzuren van
endosomen tot pH 5,3-5,5 is met behulp van fluoresceine-gemerkt asialo
orosomucoid aangetoond dJdoor Tycko et al. (54). Men vond het gemerkte
ligand na 5 minuten incubatie in vesicles met pH 5,3-5,5 en zonder zure
fosfatase activiteit. In rattebeenmergcellen vonden Veldman et al. (55)
met behulp van FITC-gemerkt transferrine een intra-endosomale pH van 5,7.
Experimenten met proton ionoforen als monensine, die de pH gradiént over
de endosomale membraan verstoren, als ook experimenten met zwakke basen
als methylamine die de pH in het endosoom verhogen, hebben aangetoond dat
de lage pH essentieel is voor de processen van ligand ontkoppeling en
receptor recycling (56-60).

In 1969 kwamen Morgan en BAppleton (61) tot de conclusie dat transferrine-
gebonden ijzer niet aan de membraan van transferrine wordt afgesplitst,
maar dat het ijzerbeladen transferrine via de bovenbeschreven weg van
receptor-gemedieerde endocytose de cel binnengaat. In talrijke studies
met diverse celtypen 1is later bevestigd dat extracellulair aangeboden
transferrine na verloop van tijd in intracellulaire compartimenten wordt
aangetroffen (62-70). Door transferrine en de Tf-receptor te merken met
verschillende fluorescentie-merkers toonden Enns et al. aan (64), dat
beiden gezamelijk geéndocyteerd worden in K562 cellen. Internalisatie van
de Tf-receptor is eveneens aangetoond in A431 cellen (66). Volgens
sommige onderzoekers is de cyclus van endocytose en recycling van de
Tf-receptor een‘ continu proces waarvoor binding van transferrine niet
noodzakelijk is (71), anderen menen echter (64, 68, 72) dat binding van
transferrine aan de receptor het signaal is dat de endocytose op gang
brengt. Eenmaal ge€ndocyteerd wordt transferrine aangetroffen in vesicles
met een pH tussen 5 en 6, het bovenbeschreven CURL (55, 73, 62). Onder
invloed van deze lage pH verliest het transferrine .zijn ijzer ‘en in
tegenstelling tot de meeste liganden blijft het apotransferrine receptor—
gebonden en wordt tegelijk met de receptor gerecycled, waarna het apo-Tf
aan de plasmamembraan loslaat van de receptor en in het extracellulaire
medium terecht komt. Deze gang van zaken is mogelijk door de verschil-
lende pH-afhankelijkheid van de affiniteit van ijzerbeladen Tf en apo-Tf
voor de receptor (74-76). Bij pH 7,4 heeft diferri-Tf een hoge, apo-Tf
een lage affiniteit voor de receptor. Bij fysiologische pH zal dus
diferritransferrine preferentieel aan de receptor binden. Bij de endoso-

male pH van ca 5,5 heeft apo-Tf Jjuist een hoge affiniteit voor de
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receptor. Door het verlies van het ijzer in het endosoom wordt de binding
van het Tf aan de receptor dus juist versterkt. Wanneer een vesicle dat
een receptor-apo-Tf complex bevat fuseert met de plasmamembraan wordt de
inhoud biootgesteld aan de neutrale pH van het omringende medium en door
de lage affiniteit van apo Tf voor de receptor zal dit derhalve loslaten
en in het medium terecht komen. Een fraaie studie met KB cellen door
Dickson et al. (63) kan dienen als ondersteuning van deze Tf-cyclus
theorie. Door transferrine en epidermale groeifactor (EGF) verschillend
te merken toonden zij het verschil in intracellulaire weg aan tussen deze
twee liganden. .Met subcellulaire fractionering en met fluorescentie-
microscopie namen zij waar dat 5 minuten na endocytose beide liganden
zich in dezelfde ensomen bevinden, maar dat na verloop van tijd een
divergentie optreedt. EGF komt terecht in strukturen met hogere dichtheid
en lysosomale enzymaktiviteit, terwijl het transferrine uit de cel ver—
dwijnt en intact in het medium wordt aangetroffen.

Zoals gezegd zijn de meeste onderzoekers ervan overtuigd dat de ijzer-
afgifte van transferrine aan de cel via receptorgemedieerde endocytose
plaatsvindt en een aantal studies met protonionoforen en zwakke basen
hebben de noodzaak aangetoond van een lage pH voor ijzerafsplitsing
(76-80). Het is evenwel gebleken (81) dat reticulocyten en hepatocyten na
incubatie met diferritransferrine niet alleen apo-Tf afgeven aan het
omringende medium, maar ook gelijke hoeveelheden van de twee monoferri-
vormen, hetgeen moeilijk te verklaren is na passage door een milieu met
pH 5,5. Van der Heul en medewerkers (80) hebben mede naar aanleiding
hiervan voorgesteld dat beide mechanismen, zowel ijzerafsplitsing aan de
membraan als ijzerafsplitsi‘ng in zure vesicles, betrokken zijn bij de
ijzeropname van transferrine.

Na afsplitsing van transferrine dient het ijzer vervoerd te worden door
het cytosol naar de plaats van bestemming, zoals bijvoorbeeld de mito-
chondrigén voor de heemsynthese in erythroilde cellen of het cytosol-
ferritine in hepatocyten of andere ijzervragende processen in andere
organellen. Over de transportmechanismen die hierbij betrokken zijn
bestaat nog veel onzekerheid. Gezien het lage oplosbaarheidsprodukt van
Fe(OH)3 is het waarschijnlijk dat het ijzer in gecomplexeerde vorm
vervoerd zal worden. Een aantal studies zijn gepubliceerd waarin melding
gemaakt wordt van ijzerbindende cytosolcomponenten met sterk varierende

molecuulgewichten (82-84). Uit studies van de groep van Romslo blijkt dat
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pyrofosfaat de ijzeropname door mitochondri€n van diferri-Tf bevordert
(85-87). Volgens Morley en Bezkorovainy is het mogelijk dat het ijzer-
transport in de c¢el naar ferritine of mitochondri&n geschiedt via
complexe ijzerzouten =zoals citraatcomplexen (88). Vooralsnog echter
blijft het mechanisme van het intracellulaire ijzertransport een onder-
werp van veel speculatie en is nog veel onderzoek noodzakelijk ter

opheldering hiervan.
De asialoglycoproteinereceptor

De hepatocyt Dbezit naast transferrine-receptoren een groot aantal
specifieke receptorsystemen o.a. voor lipoproteinen en een groot aantal
hormonen en eiwitten (89); de meeste van deze receptorsystemen =zijn
gelokaliseerd aan de sinusoidale zijde van de hepatocyt. Een receptor-
systeem dat in het kader van dit proefschrift van belang is en waarop
hier daarom wat nader wordt ingegaan, is het asialoglycoproteine (AsGP)-
receptorsysteem. Dit receptorsysteem herkent eindstandige galactose—~ en
N-acetylgalactosamine-residuen. Wanneer serumglycoproteinen hun eindstan-
dig siaalzuur verliezen wordt galactose ge€xposeerd en de aldus bescha-
digde glycoproteinen worden door het AsGP-systeem op de hepatocyten-—
membraan uit de circulatie weggevangen en geéndocyteerd. Het bestaan van
een galactose-specifiek receptorsysteem in de lever werd voor het eerst
aangetoond in 1968 door Morell et al. (90) en het is in 1974 door Ashwell
en Morell uitgebreid beschreven (91). In de loop der jaren is een groot
aantal studies verricht aan dit systeem op hepatocyten en op de sterk aan
de hepatocyt verwante hepatoma cellijn Hep G2. Diverse overzichtsar-
tikelen zijn de laatste jaren verschenen die de vergaarde kennis samen-
vatten (92-95). De AsGP-receptor blijkt in de lever uitsluitend op
parenchymcellen voor te komen en is evenals de Tf-receptor een trans—
membraanglycoproteine. De molecuulmassa bedraagt ca. 250.000 Dalton en de
receptor bevat ca. 10% koolhydraat. Zowel de receptor afkomstig van de
rat, het konijn als de mens blijken opgebouwd uit subunits wvan MW
40.000-50.000. Het gerapporteerde aantal receptoren per cel varieert
tussen 100.000 en 500.000, waarvan het grootste deel in een intracellu-
laire pool aanwezig is (96, 97, 98) en mogelijk dient als reservoir van
waaruit bij endocytose van ligand-receptor complexen het aantal mem—

braanreceptoren wordt aangevuld.
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Voor de binding van een ligand aan de receptor is ca?t absoluut noodza-
kelijk. De affiniteit van de receptor voor een ligand neemt sterk toe met
toenemend aantal geéxposeerde galactose of N-acetylgalactosamine residuen
(99,100). Naast het aantal residuen blijkt ook het vertakkingspatroon van
de suikerketen en daardoor de onderlinge afstand van de ge&xposeerde
galactose residuen invlced te hebben op de affiniteit, waarbij de
affiniteit toeneemt naarmate de keten sterker vertakt is, dus de affini-~-
teit voor de receptor neemt af in de volgorde tetra- > tri- > bi-
antennair. In een model ter verklaring hiervoor van Hardy en medewerkers
(100) zijn de galactosebindingsplaatsen in een rooster gerangschikt op de
celmembraan en zij stellen zich voor dat de hoge affiniteitsconstante van
een ligand met een groot aantal galactoseresiduen en sterk vertakte
ketens veroorzaakt wordt doordat de ruimtelijke rangschikking van de
galactoseresiduen het mogelijk maakt aan verschillende naast elkaar
gelegen bindingsplaatsen tegelijk te binden. Dit model zou tegelijk een
verklaring kunnen vormen voor het feit dat het gerapporteerde aantal
receptoren per cel sterk varieert met het gebruikte ligand.

De gebeurtenissen die optreden na binding van een asialoglycoproteine aan
de receptor zijn aanvankelijk gelijk aan die, beschreven voor de Tf-re-
ceptor. Kort na endocytose wordt het ligand-receptor complex aangetroffen
in vesicles met pH 5,3-5,5 (54, 103). Onder invloed van deze pH disso-
cieert hier echter het ligand van de receptor (104), de noodzaak van een
lage pH voor dit proces is aangetoond met behulp van ionoforen als
monensine (56, 105). De receptor wordt gerecycled naar de membraan en het
ligand komt terecht in de lysosomen, waar het afgebroken wordt. Verschil-
lende auteurs vermelden een "lag period"”, een pauze tussen het ver-
schijnen van ligand in een lysosomaal compartiment en het verschijnen van
de eerste degradatieprodukten. De lengte van deze periode varieert echter
in de literatuur van 8 minuten (103) tot 40 minuten (105).

Werd aanvankelijk aangenomen dat binding van een ligand aan dit receptor-
systeem onherroepelijk leidt tot lysosomale afbraak, uit het werk van de
groep van Regoeczi met humaan asialotransferrine is gebleken dat er
uitzonderingen op deze regel bestaan. Al eerder was ontdekt (91) dat
desialylering van transferrine weinig invloed had op de serumoverleving
en aanvankelijk werd verondersteld dat asialotransferrine in tegen-
stelling tot andere asialoglycoproteinen niet bindt aan de galactose-

receptor. In 1979 rapporteerden Regoeczi en medewerkers (106) de schei-
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ding van humaan AsSTf in drie typen: type 1 met twee biantennaire ketens,
type 2 met een bi- en een triantennaire keten en type 3 met eveneens een
bi- en een triantennaire keten maar met een andere vertakking van de
triantennaire keten. De affiniteit voor het galactosespecifieke ratte-
leverlectine nam toe in de volgorde type 1 < type 2 < type 3. In vivo
studies met ratten lieten zien dat geen van de drie typen afgebroken
wordt bij lage concentratie maar dat de afbraak geinduceerd kan worden
door verhoging wvan de concentratie. In verdere in vitro studies met
geisoleerde hepatocyten en BAsTf type 3 (107) werd deze concentratie
afhankelijke afbraak bevestigd. Daarnaast kwam men tot de conclusie dat
ook bij lage concentratie het asialotransferrine wel geéndocyteerd wordt,
maar niet afgebroken en weer intact wordt uitgescheiden. Voor dit proces
introduceerden deze onderzoekers de term "diacytose". Uit in wvivo
experimenten bleek dat tijdens deze diacytose het AsSTf gedeeltelijk wordt
geresialyleerd (108, 109) met snelheden type 1 < type 2 < type 3.

Op basis van de waarneming dat de afbraak van AsTf ook geinduceerd wordt
door hoge concentraties diferri intact Tf hebben Regoeczi et al. een
model voorgesteld voor de diacytose, waarbij ook de Tf-receptor betrokken
is (110). Het AsSTf zou na endocytose via de AgGP-receptor en aanzuring
van het endosoom loslaten van deze receptor en zijn ijzer afgeven, waarna
het in de apovorm zou binden aan een in hetzelfde endosoom aanwezige
Tf-receptor en aldus zou het met de Tf-receptor gerecycled worden. Een
grote hoeveelheid intact Tf of AsTf zou alle Tf-receptoren bezetten,
waardoor deze weg onmogelijk wordt. Asialotransferrine is uiteraard het
enige asialoglycoproteine waarvoor dit model kan gelden. Inmiddels echter
hebben Simmons en Schwartz een studie gepubliceerd met HepG2 cellen
waarin zij aantonen dat ook asialoorosomucoid, een asialoglycoproteine
met hoge affiniteit voor de AsGP-receptor, voor 28% intact weer wordt
gegxocyteerd (111). Deze terugkeer naar het celoppervlak zou geschieden
zonder passage door een zuur endosomaal compartiment. Al met al is de
intracellulaire processing van liganden, ge€ndocyteerd via het AsGP-

receptor systeem niet zo eenvoudig als tot voor kort werd verondersteld.
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Probleemstelling

De microheterogeniteit wvan humaan transferrine, =zoals die hiervoor
beschrven is, roept vragen op met betrekking tot de betekenis van de
koolhydraatketens van transferrine, temeer dJdaar het patroon van de
microheterogeniteit van transferrines afkomstig uit verschillende
lichaamsvloeistoffen niet hetzelfde blijkt te zijn. Een deel van het in
dit proefschrift beschreven onderzoek is gewijd aan onderzoek mnaar
eventuele functionele verschillen van de diverse humane transferrine-
frakties. Verder. is getracht meer inzicht te krijgen in de rol van de
suikerketens bij de verwerking van natieve en gedesialyleerde trans-—
ferrines door de lever, waarbij met name de interaktie met leverparen-—

chymcellen nader is onderzocht.
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HOOFDSTUK 2

ALGEMENE METHODEN

In dit hoofdstuk worden de methoden beschreven die regelmatig gebruikt

zijn in het in dit proefschrift beschreven onderzoek. De overige, meer

specifieke methoden worden beschreven in de betreffende hoofdstukken.

3.1

Chemicalién

Alle gebruikte chemicali&n waren van pro—analyse kwaliteit. "Phos-
phate-buffered saline"™ (PBS) volgens Dulbecco (1) was afkomstig van
Oxford Ltd., U.K. Eagle's minimum essential medium (MEM) werd

betrokken van Flow Laboratories, Irvine, Scotland, U.X.

Isotopen

De gebruikte radioaktieve isotopen werden verkregen van The Radio-
chemical Centre, Amersham, Bucks, U.K. 59re werd verkregen als
59Fe(III) citraat of 59Fecl3 met een specifieke aktiviteit van 5-20
Ci/g ijzer.

1251 werad verkregen als Nal (IMS 30) of als Bolton en Hunter reagens

met een specifieke aktiviteit van 2000 Ci/mmol.

Eiwitten

Transferrines

Humaan transferrine werd verkregen van XKabi, Zweden.
Rattetransferrine werd uit ratteserum geilsoleerd met behulp van
affiniteitschromatografie over een antitransferrine CNBr-Sepharose—
4B kolom (2).

Asialotransferrines werden bereid door digestie van, transferrine met
CNBr-Sepharose-4B gekoppeld neuraminidase. 20 mg neuraminidase (0,2
U/mg) werd gekoppeld aan 2,5 gram CNBr-Sepharose-4B volgens het
voorschrift van Pharmacia. Het aldus gelmmobiliseerde neuraminidase
werd in een BioRad Econo 70 kolom gepakt in 0,1 M citraat pH 5,6 en
op deze kolom werd het te desialyle;en transferrine geladen in
dezelfde buffer. Na 2 dagen bij kamertemperatuur werd de kolom
geélueerd met dezelfde buffer. De mate van desialylering werd

gecontroleerd met een siaalzuurbepaling en met analytische isoelec—




34

ad a)

ad b)

trische focussering; in alle gevallen was de desialylering voor

99-100% compleet.

Asialofetuine

Fetuine (van foetaal kalfsserum, Sigma Chemical Co., St. Louis,
U.S.A.) werd op gelijksoortige wijze gedesialyleerd als hierboven
beschreven voor transferrine. De met fetuine beladen kolom moest nu
echter een week bij kamertemperatuur staan om 99-100% desialylering

te bewerkstelligen.

Het radioaktief merken van transferrine met 125I en 3%e.
Transferrines werden radiocaktief gemerkt met 1233 volgens
a) de methode van Katz (3) of

b) de methode van Bolton en Hunter (4).

De molaire verhouding I : Nal in de joderingsoplossing gebruikt
bij de jodering volgens Katz was 1:2 of 1:1,3, afhankelijk van
de gewenste specifieke aktiviteit van het transferrine. Bij een
hoeveelheid van 15 mg transferrine in 0,1 M Tris/HC1 pH 8,5
werd de joderingsoplossing gevoegd samen met het Na 1251, get
mengsel werd overnacht bij 4°C geroerd en vervolgens werd het
niet gebonden 1251 verwijderd door chromatografie over een
anionenwisselaar (Amberlite IR Cl™). De fracties met de hoogste
1251 aktiviteit werden samengevoegd.

15 mg transferrine werd in 500 ul 0,1 M boraat pH 8,5 gevoegd
bij 0,25 mCi drooggedampt Bolton en Hunter reagens. Dit mengsel
werd 30 minuten geroerd bij 4°C. Het verkregen 1251-trans-
ferrine werd van laagmoleculaire bijprodukten gezuiverd door
gelfiltratie over Sephadex G25 in 0,05 M fosfaatbuffer pH 7,5.
De eiwitfracties met de hoogste 1251-aktiviteit werden samen-
gevoegd.

De aldus gejodeerde transferrines werden ijzervrij gemaakt door
tweemaal dialyse tegen 0,05 M NaAc/HAc, 0,02 M EDTA pH 5,0,
gevolgd door driemaal dialyse tegen aqua bidest. Na tweemaal
dialyse tegen 0,1 M Tris/HCl, pH 8,6 werd het transferrine
gemerkt met 59Fe door toevoegen van 59 Fe (III) citraat, of

59Fecl3, al of niet verdund met 56Fe (ITI) citraat, afhankelijk
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van de gewenste specifieke aktiviteit. De totaal toegevoegde
hoeveelheid ijzer bedroeg 300% van de theoretisch noodzakelijke
hoeveelheid voor oplading tot diferri. Tegelijkertijd werd een
50-100 voudige overmaat NaHCO3 toegevoegd als tegen—ion voor de
ijzerbinding. De overmaat ijzer werd verwijderd door gelfiltra-—

tie over Sephadex G25 in 0,1 M Tris/HCl pH 8,5 en dialyse.

Isoélectrische focussering

Preparatieve isoélectrische focussering :

Preparatieve isoélectrische focussering werd uitgevoerd in Ultrodex
granulaire gel met Ampholine pH 5-7. De bereiding van de gel en de
focussering vonden in grote lijnen plaats volgens het voorschrift
van LKB (Application Note 198) met enige wijzigingen zoals beschre-
ven door van Eijk et al. (5). Om bij de kathode een voldoende hoge
pH te verkrijgen, waarbij geen afsplitsing van ijzer van trans-
ferrine plaatsvindt, vond alvorens het transferrine sample op de gel
aan te brengen, een voorfocussering plaats gedurende een uur bij
10°C. Stroomsterkte, voltage en vermogen werden begrensd op resp. 25
mA, 1200 V en 15 W. Vervolgens werd het transferrine in 0,05 M
Tris/HC1 pH 8,6 op de gel aangebracht op een afstand van ca. 1 cm
van de kathode met behulp van electrodestrips en werd de focussering
voortgezet tot de banden een optimale scherpte hadden. De verschenen
banden werden uitgeschept en uit de gel geélueerd met 0,05 M
Tris/HCl pH 8,6. Van de verkregen frakties werd de ijzerbelading
nagegaan door de ratio E470/E280 te bepalen en de zuiverheid werd

getest door analytische iso€lectrische focussering.

Amalytische isoélectrische focussering

Analytische iso€lectrische focussering werd uitgevoerd in 2 mm
polyacrylamide gel. De bereiding van de gel en de focussering vonden
in grote lijnen plaats volgens het voorschrift van LKB (Application
Notes 75 en 306) met enige wijzigingen zoals beschreven dJdoor van
Eijk et al. (6) met Ampholine van pH 5-7 of pH 3-10. Ook hier vond
eerst een voorfocussering plaats gedurende een uur. Stroomsterkte,
voltage en vermogen werden begrensd op resp. 50 mA, 1200 V en 30 W.

Ca 5 pl monster werd op ca 1 cm van de kathode opgebracht en de
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focussering werd voortgezet gedurende 2 d 3 uur. Hierna werd de gel

gekleurd met Coomassie Brilliant Blue G250.

Siaalzuurbepaling

De bepaling van het siaalzuurgehalte van de transferrines vond
plaats volgens de methode van Horgan (7), waarbij de hydrolyse
omstandigheden waren geoptimaliseerd voor de analyse van trans-
ferrine. Optimaal bleek een hydrolyse in 0,01 M HyS04 bij 70°C

gedurende 3 uur.

Cellen

Rattereticulocyten

In normale manlijke Wistar ratten werd een reticulocytose gein-
duceerd door dagelijks gedurende 5 dagen 5-7 ml bloed af te nemen
via orbita puncties, waarbij tussen de derde en vierde punctie een
interval lag van twee dagen.

De ratten werden verbloed, waarbij het bloed werd opgevangen in 40
ml buizen met 50 E heparine. Op basis van een kleuring met Brilliant
Cresyl Blue werd het reticulocytenpercentage vastgesteld. Dit
bedroeg doorgaans 20-35%. De cellen werden afgecentrifugeerd en
driemaal gewassen met ijskoude PBS, pH 7,4, waarbij ook de "buffy

coat" werd verwijderd.

Rattehepatocyten

Rattehepatocyten werden verkregen door een collagenaseperfusie van
de rattelever. Blle perfusiebuffers werden ge€quilibreerd met 95%
02/5% COp. Manlijke Wistar ratten van 200-300 g werden verdoofd door
intraperitoneale injectie met pentobarbital. De buikholte werd
geopend en &én draadje werd onderdoor de‘vena cava gehaald craniaal
van de renale vene. Twee draadjes werden onderdoor de leverpoortader
gehaald. Vervolgens werd de poortader gecannuleerd (canule G18-0,5)
en werd de canule vastgelegd door de twee draadjes aan te trekken.
De perfusie werd gestart met 10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 7 mM KCl, pH
7,6 met een snelheid van 12 ml/min. De vena cava werd craniaal van
de renale vene afgesloten en caudaal ervan doorgeknipt, waarna de
borstholte werd geopend. Twee draadjes werden onder door de vena

cava gehaald, waarna deze door het atrium heen werd gecannuleerd
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(canule G17-1,4). De perfusiesnelheid werd vervolgens opgevoerd tot
48 ml/min. Nadat 500 ml van de eerste buffer de lever had gepasseexrd
werd de perfusie vervolgd met een collagenasebuffer met de volgende
samenstelling; 100 mM Hepes, 66 mM NaCl, 7 mM KCl, 3,6 mM CaClp, pH
7,4, bevattende 1% BSA en 0,05% collagenase. Bij deze perfusiestap
werd de wuitstromende perfusievloeistof gerecirculeerd tot de
desintegratie wvan de lever voldoende ver was voortgeschreden. Het
collagenase werd vervolgens verwijderd door perfusie met 150 ml 50
mM Hepes, 110 mM NaCl, 5 mM KC1, 0,74 mM MgCly, 1,26 mM CaCly, pH
7,4, bevattende 1% BSA. De lever werd uitgeknipt en in een klein
volume van de derde buffer werden de cellen voorzichtig losgemaakt.
Na filtratie door twee lagen gaasdoek werden de hepatocyten
afgecentrifugeerd in 30 seconden bij 50 g en 49C en vervolgens
driemaal gewassen met dezelfde buffer. De viability van de cellen
werd gecontroleerd door kleuring met Trypan Blue. Bij deze kleuring
blijven intacte cellen kleurloos, terwijl beschadigde cellen blauw
kleuren. Alleen hepatocyten suspensies waarvan meer dan 80% levend

was werden gebruikt voor incubatiestudies.

Incubatie—experimenten

Reticulocyten

Incubatie-experimenten met reticulocyten werden uitgevoerd in glazen
buizen in een schudwaterbad bij 37°C en 4°C. In duplo werden
0,5-1x108 reticulocyten geIncubeerd met 2 nmol transferrine, gemerkt
met >%Fe of 1251, Op het gewenste tijdstip werd de reaktie gestopt
door toevoegen van 5 ml ijskoude PBS, pH 7,4, waarna Jde cellen 3
minuten werden gecentrifugeerd bij 500 g en tweemaal nagewassen met

PBS.

Hepatocyten

Gezien het feit dat de viability van de hepatocyten vrij snel
terugloopt was het noodzakelijk om direct na isolatie de cellen voor
incubatiestudies te gebruiken. De celconcentratie van de gebruikte
suspensie werd achteraf bepaald door een eiwitbepaling volgens
Markwell (8), waarbij ervan werd uitgegaan dat 1 mg eiwit overeen-
komt met 1x106 hepatocyten. Doorgaans lag de celconcentratie van de

suspensies tussen 0,5 en 2x107 cellen per ml. Er werden verschil-
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9.

lende transferrine concentraties gebruikt. Het incubatiemedium had
dezelfde samenstelling als de derde perfusiebuffer: 50 mM Hepes, 66
mM NaCl, 7 mM KCl, 0,74 mM MgCl,, 1,26 mM CaCly, pH 7,4 met 1% BSA.

De experimenten werden uitgevoerd door een hoeveelheid van de
celsuspensie met de gewenste hoeveelheid transferrine en eventueel
andere eiwitten te incuberen in glazen erxlenmeyers in een schud-
waterbad van 37°C of 4°C. Op de geschikte tijdstippen werd in duplo
een monster van 500 pl afgenomen en gebracht in 5 ml ijskoude PBS pH
7,4 en afgecentrifugeerd gedurende 3 min. bij 200 g en tweemaal

nagewassen met PBS.

Radiocaktiviteitsmetingen
Metingen van 1251 en 59%e aktiviteit werden verricht met een Packard

500 C autogamma spectrometer.


ERRATA 
ERRATA
Hoofdstuk 2, par. 8.2.
De samenstelling van het incubatiemedium moet zijn: SO mM Hepes, 110 mM
NaCl, 5 mM KCl, 0.74 mM MgCl2, 1,26 mM CaCl2, pH7,4 met 1% BSA.
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HOOFDSTUK 3
INVLOED VAN DE KOOLHYDRAATKETENS OP DE TRANSFERRINE- EN IJZEROPNAME DOOR
RATTE-RETICULOCYTEN

INLEIDING

In hoofdstuk 1 werd reeds melding gemaakt van de microheterogeniteit wvan
humaan transferrine. Deze microheterogeniteit, die tot uiting komt bij
een isoelectrische focussering van diferritransferrine (1,2), wordt
veroorzaakt door verschillen in siaalzuurgehalte. Omdat de verdeling van
de verschillende sialotransferrines in verschillende lichaamsvloeistoffen
niet gelijk is (3) en omdat in sommige pathologische sera het patroon van
normaal afwijkt (4), is het van belang na te gaan of de diverse trans-
ferrinevormen naast chemische verschillen ook functionele wverschillen
vertonen met betrekking tot de ijzerafgifte aan cellen.
In de nu volgende twee hoofdstukken worden incubatiestudies beschreven
met diverse humane sialotransferrines, verkregen via preparatieve
iscelectrische focussering, en twee celtypen die van belang zijn in het
ijzermetabolisme:
1) reticulocyten, erythroide voorlopers die ijzer opnemen voor de
heemsynthese.
2) hepatocyten, die een belangrijke rol vervullen in de opslag van

ijzervoorraden en ijzer opnemen voor inbouw in ferritine.
MATERTALEN EN METHODEN

Commercieel verkregen humaan transferrine werd opgeladen tot diferri en
onderworpen aan een preparatieve isoelectrische focussering. De verkregen
frakties werden verder gezuiverd via een tweede preparatieve isoelec~-
trische focussering, waarna de zuiverheid werd getest met analytische
isoelectrische focussering.

Daarnaast werd het siaalzuurgehalte bepaald.

Incubatie~experimenten werden uitgevoerd met rattereticulocyten en drie
van de geisoleerde frakties, alsmede een asialotransferrine, verkregen
uit totaal humaan transferrine met behulp van neuraminidase . zoals
beschreven in hoofdstﬁk 2, Voor details van de overige hier vermelde

technieken wordt eveneens verwezen naar hoofdstuk 2.
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RESULTATEN

Opsplitsing van humaan tramnsferrime

Preparatieve isoelectrische focussering leverde zeven frakties op met
zeven verschillende pI's, die op basis wvan het focusseringspatroon
voorlopig hexa—-, penta-, tetra-, tri-, di~-, mono~ en asialo transferrine
zijn genoemd. In figuur 1 is het focusseringspatroon te zien van het
uitgangsmateriaal en de gezuiverde frakties. In tabel 1 is de samen-
stelling weergegeven van Kabi transferrrine met betrekking tot de =zeven
frakties, alsmede de pl's en de vermoedelijke antennaire samenstelling.
In tabel 2 zijn de resultaten te zien van de bepaling van het siaal-
zuurgehalte van de frakties, alsmede de contrSle op de ijzerbelading door
middel van de bepaling van de ratio E470/E280. De waarden voor deze ratio
van de monosialo en asialo frakties tonen aan dat deze frakties veront-
reinigd zijn met onvolledig beladen transferrine; met de beschikbare
technieken was een verdere zuivering echter niet mogelijk, zodat een
nadere analyse van deze frakties achterwege is gelaten. Om dezelfde reden

werd voor incubatiedoeleinden een asialotransferrine gebruikt dat verkre-

Tabel 1

Isoelectrische punten en vermoedelijke structuur van de
koolhydraatketens van zeven humane transferrinevormen verkregen
door preparatieve isoelectrische focussering van diferri Kabi

transferrine.
Transferrine % in Kabi trans—- pI antennaire
fexrine structuur
hexasialo 4 5,45 2x triantennair
pentasialo 7 5,5 triantennair +
biantennair
tetrasialo 69 5,6 2x biantennair
trisialo 8 5,7 2x biantennair
disialo 7 2x biantennair
monosialo 3 2x biantennair
asialo 2 6,0 2x biantennair




Figuur 1

Microheterogeniteit van humaan serum transferrine.

A. Analytische isoelectrische focussering van vier verschil-
lende concentraties totaal Kabi humaan dJdiferri transfer—
rine.

B. Analytische isoelectrische focussering van de frakties
verkregen door preparatieve isoelectrische focussering van
Kabi transferrine.

De getallen geven het verwachte siaalzuurgehalte aan.
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Tabel 2

Siaalzuurgehalte en ijzerbelading van de zeven transferrinevor-—
men verkregen door preparatieve isoelectrische focussering van
diferri Kabi transferrine.

n = aantal metingen

Transferrine siaalzuur mol/mol (+.s.d.) n E470/E280

hexasialo 4,6 (+ 0,28) 19 0,044
pentasialo 4,3 (+ 0,29) 21 0,044
tetrasialo 3,9 (+0,21) 12 0,044
trisialo 3,4 (+ 0,26) 22 0,042
disialo 2,8 (+ 0,19) 19 0,042
monosialo (3 - 4) 0,028
asialo (1,5 - 2) 0,036
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Figuur 2

Opname door rattereticulocyten van diverse humane transferrinen.
Reticulocyten werden geTIncubeerd met 125I-gemerkt hexasialo (A),
tetrasialo (A4), disialo (O) en asialo (@) transferrine bij 4°C
(A) en 37°C (B).



45

gen was door behandeling van totaal Kabi transferrine met neuraminidase.

Opname van transferrine

Teneinde na te gaan wat de invloed is wvan verschillen in samenstelling
van de koolhydraatketens op de binding en opname van transferrine door
erythroide voorlopers, werden rattereticulocyten geIncubeerd met diferri
preparaten van qZSI-gemerkt hexa—-, tetra-, di- en asialotransferrine bij
40C en 37?c. De resultaten zijn weergegeven in figuur 23 (4°C) en 2B
(37°c). Bij geen van de twee temperaturen zijn significante verschillen
te constateren tussen de vier transferrinevormen. Uit het resultaat bij
4°C kan geconcludeerd worden dat er evenveel transferrinereceptoren
beschikbaar zijn voor alle transferrinevormen. Het resultaat bij 37°C
laat zien dat alle transferrinevormen na binding aan de receptor met
dezelfde snelheid worden geprocessed, dat wil zeggen: bij alle vormen
zien we wat de 125I aktiviteit betreft een steady~-state na 5 3 10
minuten, waarbij de binding van nieuw diferritransferrine gelijke tred

houdt met het afstoten van apo~- of monoferritransferrinemoleculen.

IJzercpname

Het feit dat de verschillende sialotransferrines geen significante
verschillen vertonen in hun binding aan reticulocyten sluit niet uit dat
er verschillen kunnen zijn in de afgifte van ijzer. Om dit te onderzoeken
werden rattereticulocyten gelncubeerd met 59Fe-gemerkte diferri prepara-
ten van hexa-, tetra—-, di~ en asialotransferrine bij 4°C en 37°cC.

Bij 4°C (figuur 3A) zien we bij alle vier transferrines alleen recep-
torbinding en geen ijzerafgifte in de loop van de tijd. Bij 37°C treedt
ijzerafgifte aan de cel op, resulterend in een lineaire ijzeropname
gedurende tenminste 2 wur (figuur 3B). Er zijn geen significante ver-
schillen te bespeuren tussen de sialotransferrines. Echter, we mogen deze
conclusie alleen trekken voor het geval waarin de sialotransferrines
afzonderlijk aan de cel worden aangeboden. Onder fysiologische condities
wordt de reticulocyt evenwel geconfronteerd met een mengsel van alle
verschillende sialotransferrines en is het niet uitgesloten dat er een
competitive voorkeur bestaat voor de ene vorm boven de andere, waarbij de
tetrasialovorm de meest waarschijnlijke kandidaat zou zijn voor het

genieten van zo'n voorkeur, aangezien het de meest voorkomende vorm is en
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Piguur 3
Opname van ijzer door rattereticulocyten van diverse humane
transferrinen.

(A) en (B): Reticulocyten werden geIncubeerd met 59Fe—gemerkt
hexasialo (A), tetrasialo (A), disialo (0O) en asialo (@)
transferrine bij 4°C (A) en 37°C (B).

(C): Reticulocyten werden geIncubeerd bij 37°C met 59re-gemerkt
tetrasialotransferrine (@®) in aanwezigheid van een equimolaire
hoeveelheid 5SFe-beladen asialotransferrine en met 59Fe-gemerkt
asialotransferrine (O) in aanwezigheid van een equimolaire
hoeveelheid 36Fe-beladen tetrasialotransferrine.

de asialovorm, in feite een incompleet molecule, de minst waarschijn-
lijke. Figuur 3C toont het resultaat van een experiment ter controle
hierop. Rattereticulocyten werden geincubeerd met een equimolair mengsel
van S5%e-tetrasialotransferrine en OJSFe-asialotransferrine en in een
parallel experiment met een equimolair mengsel van 5% e-asialotrans-
ferrine en SPFe-tetrasialotransferrine. De opname van 5%e was in beide
gevallen gelijk =zodat men kan concluderen dat rattereticulocyten geen

voorkeur hebben voor de ene transferrinevorm boven de andere.
DISCUSSIE

De heterogeniteit van humaan serumtransferrine is al sinds een aantal

jaren bekend en is aangetoond met verschillende technieken (1,2,5,6,7).
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De oorzaak ervan ligt in verschillen in structuur en samenstelling van de
koolhydraatketens. De microheterogeniteit zoals die zichtbaar wordt bij
een isoelectrische focussering wordt, afgezien van de ijzerbelading,
toegeschreven aan verschillen in siaalzuurgehalte (2,6). In dit hoofdstuk
is een scheiding van humaan transferrine in zeven frakties beschreven met
behulp van isoelectrische focussering.

Op basis van het focusseringspatroon zijn deze frakties voorlopig hexa-,
penta-, tetra-, tri-, di-, mono- en asialotransferrine genoemd. Uit tabel
2 blijkt dat deze naamgeving evenwel niet geheel met de werkelijkheid
overeenstemt; de gemiddelden van een aantal bepalingen resulteren niet in
een eenvoudige reeks hele getallen van 0 tot 6. Een nadere beschouwing
van het focusseringspatroon leert dat de hoofdbanden van de frakties
omgeven zijn door talrijke kleine bandjes, wat het waarschijnlijk maakt
dat de gelsoleerde frakties zelf ook nog mengsels zijn van verschillende
vormen. Deze verschijnselen duiden erop dat naast de bekende micro-
heterogeniteit een nog verdergaande "ultramicroheterogeniteit" bestaat
die niet alleen veroorzaakt wordt door verschillen in de mate van
sialylering, maar vermoedelijk ook door verschillen in de lokalisering
van de siaalzuurresten op de antennes; een andere antennaire samenstel-
ling dan de in tabel 1 vermelde meest voor de hand liggende; mogelijk
spelen ook andere suikerresten dan siaalzuur hierbij een rol.

De "monosialo"™ en "asialo" frakties vertonen een E470/E280 ratio die te
laag is voor diferri transferrine (2) en zijn vermoedelijk verontreinigd
met respectievelijk monoferri TfFe(A) en apotransferrine. Een poging tot
opladen van "mono-sialo" transferrine tot diferri resulteerde inderdaad
in een focusseringspatroon met de hoofdband op de plaats wvan diferri
tetrasialotransferrine. De werkelijk aanwezige hoeveelheid monosialo en
asialotransferrine in Kabi transferrine is vermoedelijk miniem. Met vier
transferrinevormen, vari&rend van de meest tot de minst gesialyleerde
vorm zijn incubatiestudies uitgevoerd met rattereticulocyten. De resulta-
ten bevestigen eerdere experimenten gedaan door van Eijk et al. (2). Alle
experimenten laten gelijke opname zien van transferrine en ijzer bij alle
geteste transferrine vormen. Dit suggereert dat de samenstelling van de
koolhydraatketens geen invloed heeft op de binding van transferrine aan
zijn specifieke receptor en evenmin op de daaropvolgende processen die

resulteren in de afgifte van ijzer aan de cel. Daaruit kan geconcludeerd
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worden dat de glycanen waarschijnlijk niet direkt betrokken zijn bij de

bovengenoemde processen.
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HOOFDSTUK 4
INVLOED VAN DE KOOLHYDRAATKETENS OP DE TRANSFERRINE~ EN IJZEROPNAME DOOR
RATTEHEEPATOCYTEN. VERGELIJKING VAN EEN HETEROLOOG EN EEN HOMOLOOG SYSTEEM

INLEIDING

In het vorige hoofdstuk is aangetoond dat de suikerketens van humaan
transferrine vermoedelijk geen directe rol spelen bij de binding van
transferrine aan de specifieke receptor op rattereticulocyten, noch op de
daarop volgende processen die uiteindelijk leiden tot de afsplitsing van
ijzer. In dit hoofdstuk wordt de studie met sialotransferrines uitgebreid
tot ratteleverparenchymcellen of hepatocyten. In hepatocyten worden
ijzervoorraden opgeslagen in de vorm van ferritine. Vele onderzoekers
hebben aangetoond dat hepatocyten specifieke transferrinereceptoren
bezitten (1,2,3), naast talrijke andere receptorsystemen, die voor-
namelijk gelokaliseerd zijn aan de sinusoidale zijde van de hepatocyt
(4).

De meeste onderzoekers rapporteren een Tf-receptor aantal van ca. 40.000
per cel.

In dit hoofdstuk wordt nagegaan in hoeverre de samenstelling van de
suikerketens van humaan transferrine invloed heeft op de binding en
opname van transferrine door rattehepatocyten en op de daaropvolgende
ijzerafsplitsing.

Daarnaast wordt een vergelijking gemaakt tussen dit heterologe systeem en
een homoloog systeem, bestaande uit rattehepatocyten en ratte- transfer-

rine.
MATERTALEN EN METHODEN

Voor de methoden, gebruikt bij de bereiding van de gebruikte eiwitten en

voor de isolatie van rattehepatocyten wordt verwezen naar hoofdstuk 2.

Incubatie-experimenten met rattehepatocyten werden uitgevoerd als
beschreven in hoofdstuk 2 met concentraties radioactief gemerkt transfer-
rine van 1 en 20 pg/ml incubatiemengsel.

Bij experimenten met selectieve receptorblokkering werd, alvorens het

. - R . . A0
gemerkte transferrine toe te voegen, een preincubatie van 10 min. bij 4 C
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uitgevoerd met ongemerkt tetrasialotransferrine in een concentratie van
500 pg/ml incubatiemengsel ter verzadiging van de Tf-receptor of met
ongemerkt asialofetuine in een concentratie van 250 pg/ml incubatiemeng-
sel ter verzadiging van de AsGP receptor of met beide, ter bepaling van
de niet-specifieke opname. Bij de experimenten in het homologe systeem
werd de Tf-receptor verzadigd met ongemerkt rattetransferrine.

Na de preincubatie werd het gemerkte transferrine toegevoegd en werd het

mengsel op 37°C gebracht.
RESULTATEN

Heteroloog systeem

Eerst werden experimenten uitgevoerd om vast te stellen of de verschil-
lende humane transferrines functionele verschillen vertonen wat betreft
hun ijzer—afgifte aan rattehepatocyten. Daartoe werden hepatocyten
geIncubeerd met S%pe gemerkte diferripreparaten van hexasialo-, tetra-
sialo-, disialo HTf en twee asialovormen: asialo-4 en asialo-6 HTE,
respectievelijk bereid door desialylering van tetrasialo- en hexasialo
HTf (Fig. 1). De ijzeropname van de drie sialotransferrines was gelijk.
De opname van asialo-4 HTf was aanzienlijk hoger en de opname van
asialo-6 HTf was ongeveer tweemaal zo hoog als van asialo-4 HTf. Dit
resultaat werd toegeschreven aan de aanwezigheid van de galactosespeci-
fieke asialoglycoproteine receptor (AsGP~receptor) op hepatocyten. Dat de
ijzeropname van asialo~6 HTf tweemaal zo hoog is als van asialo—-4 HTE,
vindt vermoedelijk zijn oorzaak in het grotere aantal geéxposeerde
galactoseresiduen in asialo-6 HTf.

Deze waarnemingen doen de vraag rijzen in welke mate de twee receptor-—
systemen betrokken zijn in de opname van asialotransferrines. Om hierop
een antwoord te vinden werden experimenten uitgevoerd met gedesialyleerd
totaal HTf, gemerkt met 1251 en 5%, waarbij de twee receptorsystemen
selectief werden geblokkeerd. De transferrinereceptor werd geblokkeerd
door preincubatie van de cellen bij 49C met een overmaat ongemerkt
tetrasialo HTf en de AsGP receptor werd geblokkeerd met een overmaat
asialofetuine (AsFet). Niet—specifieke opname werd bepaald door incuba-
ties met een overmaat aan zowel tetrasialo HTf als AsFet. Teneinde na te

gaan, of de verdeling van gemerkt AsHTf over de twee receptorsystemen
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concentratie—afhankelijk is, werden de experimenten uitgevoerd bij twee
AsHTf-concentraties van 1 pg/ml en 20 pg/ml. (Fig.2).

Bij een concentratie van 1 pg/ml (Fig.2A en 2B) had blokkering van de
Tf-receptor een reductie in eiwitopname van ca. 20% tot gevolg, terwijl
de ijzeropname tot ongeveer de helft werd gereduceerd. Blokkering van de
AsGP-receptor reduceerde de eiwitopname tot het niveau van de sialo-
transferrines en halveerde de ijzeropname. Bij een concentratie van 20
pg/ml (Fig.2C en 2D) had blokkering van de Tf-receptor nauwelijks effect
op zowel de eiwit- als de ijzeropname, terwijl blokkering van de AsGP-
receptor de opname wederom terug bracht tot het niveau van de sialo-
transferrines. Deze waarnemingen suggereren dat de mate waarin het AsGP-

receptorsysteem betrokken is bij de opname wvan AsHTf afhankelijk is van

69Fe opname (pmol/107 hepatocyten)

0 30 60 90 120

incubatietijd (min)

Figuur 1
IJzeropname door rattehepatocyten van verschillende humane
transferrines.

Hepatocyten werden geincubeerd bij 37°C met 20 pg/ml 5%e
gemerkte sialotransferrines (getrokken 1lijnen): disialo (@),
tetrasialo (0O) en hexasialo HTf (A) en twee gedesialyleerde
transferrines (stippellijnen): asialo 4 (O) en asialo 6 HTf (A).
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de AsHTf-concentratie: Als deze wordt verhoogd neemt ook het percentage
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Figuur 2

Opname van humaan asialotransferrine door rattehepatocyten,
Invioced van selectieve receptorverzadiging op eiwit—~ en ijzer-
opname. Hepatocyten werden bij 37°C geIncubeerd met 1 pg/ml
(,8), of 20 pg/ml (C,D) 1251 5%e gemerkt AsSHTf alleen (@), in
aanwezigheid van 250 pg/ml asialo fetuine (A), of 500 pg/ml
ongemerkt tetrasialo HTf (A).

De gegevens zijn gecorrigeerd voor niet-specifieke opname,
bepaald in aanwezigheid van zowel asialofetuine als tetrasialo
HTE.

van de totale opname waarvoor het AsGP systeem verantwoordelijk is, toe.

De selectiviteit van de receptorblokkering werd gecontroleerd door het
bovenbeschreven experiment te herhalen met 20 pg/ml gemerkt HTf in plaats

van AsHTf. AsFet had geen invloed op transferrine- of ijzeropname, ter-

wijl tetrasialo HTf de opname tefugbracht tot niet-specifiek niveau.
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Figuur 3

Opname van asialo rattetransferrine door rattehepatocyten.
Invliced van selectieve receptorverzadiging op eiwit- en ijzer-
opname. Hepatocyten werden bij 37°C geincubeerd met 1 pg/ml
(a,B) of 20 pg/ml (c,D) 1251 5%e gemerkt AsRTE alleen (@), in
aanwezigheid van 250 pg/ml asialofetuine (A), of 500 ng/ml
ongemerkt RTf (A).

De gegevens zijn gecorrigeerd voor niet—-specifieke opname,
bepaald in de aanwezigheid van zowel asialofetuine als RTf.

Homoloog systeem

De bovenbeschreven experimenten zijn alle uitgevoerd in een heteroloog in
vitro incubatiesysteem. Uiteraard is een homoloog systeem een betere
benadering van de situatie in vivo. Daarom zijn dezelfde experimenten als
bovenbeschreven met humaan asialotransferrine ook uitgevoerd met dJub~
belgemerkt ratte-asialotransferrine (AsRFf) (Fig. 3). Bij een concentra-
tie van 1 pg/ml werd de transferrine-opname door blokkering van de Tf-
receptor gereduceerd met ca. 50%, bij 20 pg/ml was het effect zeer klein.

Dit beeld lijkt op wat in het heterologe systeem werd gevonden.
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Echter, de invloced van receptorblokkering op de ijzeropname is totaal
anders dan in het heterologe systeem. Het blijkt dat bij beide concentra-
ties verzadiging van de AsGP-receptor nauwelijks enige invloed heeft op
de ijzeropname, terwijl blokkering van dJde Tf-receptor de ijzeropname
vrijwel tot nul terugbrengt. Dit suggereert dat in dit homologe systeem
alleen via de specifieke Tf-receptor transferrine-ijzer kan worden

afgegeven aan de hepatocyt.

DISCUSSIE

Aangezien de ijzeropname van de sialo-HTf vormen gelijk is (Fig. 1),
mogen we concluderen dat de suikerketens niet direct betrokken zijn bij
de interactie van transferrine met 2zijn specifieke receptor op de
hepatocyt, evenmin als dat bij de reticulocyt het geval was. Echter,
incubatie van hepatocyten met gedesialyleerde transferrines resulteert in
een veel hogere ijzeropname, wat veroorzaakt wordt door de aanwezigheid
van de galactose-specifieke asialoglycoproteine receptoren. De snelheid
van de ijzeropname blijkt af te hangen van het aantal ge&€xposeerde
galactoseresiduen: de opname van asialo-6 HTf (6 galactoses) is ca. 2 x
de opname van asialo-4 HTf (4 galactoses). Dit stemt overeen met de
waarnemingen van Debanne et al. (5), dat de affiniteit van humane asialo-
transferrinen voor gezuiverde plasma membranen van de rattelever hoger is
voor moleculen met triantennaire ketens dan voor moleculen met bi-
antennaire ketens. Ook uit studies met synthetische oligosacchariden (6)
is gebleken dat de affiniteit van het Gal/GalNac-specifieke leverlectine
voor een ligand sterk toeneemt met toenemend aantal eindstandige galacto-
seresiduen.

Op basis van de in hoofdstuk 3 vermelde vermoedelijke antennaire samen-
stelling van disialotrangferrine zou men verwachten dat dJdeze HTf-vorm
twee eindstandige galactoseresiduen heeft en derhalve aan de AsGP-recep-—
tor zou moeten binden. Dit blijkt niet het geval te zijn, aangezien er
geen vVerhoogde ijzeropname van disialo HTf optrad (Fig.1). Uit kool-
hydraatanalyse van de diverse HTf-fracties is echter gebleken, dat in het
algemeen het galactosegehalte gelijk is aan het siaalzuurgehalte (7),
waaruit geconcludeerd kan worden dat laaggesialyleerde HTf-vormen van

biosynthetische oorsprong geen eindstandige galactoseresiduen bezitten in
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tegenstelling tot HTf-vormen waarvan het siaalzuur is afgesplitst met
behulp van neuraminidase.

De experimenten met selectieve receptorblokkering leveren verder bewijs
voor de betrokkenheid van het AsGP-receptorsysteém bij de opname van
asialotransferrines, immers, blokkering van dit systeem heeft een
aanzienlijke reductie in eiwitopname tot gevolg, zowel in het homologe
als in het heterologe systeem. Verder suggereren deze experimenten, dat
bij toenemende AsHTf-concentratie de opname in toenemende mate plaats—
vindt via het AsGP-systeem ten koste van opname via het Tf-receptor-
systeem, aangezien bij hoge concentratie verzadiging van de Tf-receptoren
slechts een verwaarloosbaar effect heeft op zowel eiwit- als ijzeropname.
Dit verschijnsel kan weer teniet gedaan worden door het AsGP-receptorsy-
steem te verzadigen. Een soortgelijke waarneming aangaande de concentra-
tie—-afhankelijkheid van de endocytose van AsHTf wvia het AsGP-systeem is
ook gerapporteerd door de groep van Regoeczi (8,9); deze auteurs voeren
als verklaring voor dit verschijnsel aan, dat AsHTf-moleculen bij hogere
concentratie in staat zijn elkaars endocytose te bevorderen.

Homoloog AsRTf blijkt ook te kunnen binden aan beide receptorsystemen, in
overeenstemming met de bevindingen van Young et al. (10). Het patroon van
de eiwitopname (Fig. 3A en 3C) suggereert, dat de bovengenoemde verschui-
ving naar preferentiZle opname via het AsGP-systeem ook hier plaatsvindt,
maar te oordelen naar het patroon van de ijzeropname is er hiexr geen
gelijktijdig verlies van opname via het Tf-receptorsysteem.

Het meest opvallende verschil tussen de twee incubatiesystemen is het
effect van receptorblokkering op de ijzeropnamé. Uit - de figuren 2B, 2D,
3B en 3D moeten we concluderen, dat in een heteroloog systeem via beide
receptorsystemen ijzer wordt afgegeven aan de hepatocyt, terwijl in het
homologe systeem alleen transferrine, dat via de Tf-receptor de cel
binnenkomt zijn ijzer aan de cel afgeeft. De meest plausibele verklaring
hiervoor lijkt de volgende:

In het homologe systeem wordt ijzerbeladen AsRTf dat via de AsGP-receptor
de cel binnenkomt ongewijzigd weer als ijzerbeladen AsRTf geéxocyteerd,
terwijl AsRTf dat aan de Tf-receptor gebonden wordt de normale trans-
ferrinecyclus volgt. In het heterologe systeem wordt AsHTf dat via het
AsGP-systeem binnenkomt naar lysosomen gedirigeerd en afgebroken, waarbij

het ijzer vrij komt voor de cel.
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Uit de hier gepresenteerde resultaten kunnen we niet concluderen of het
concentratie effect, dat waargenomen is voor de endocytose, ook geldt
voor de mate van afbraak van AsHTf, zoals beschreven voor AsHTf type 3
(e,11).

Wat betreft de hier voorgestelde diacytose van AsRPf via het AsGP-
receptorsysteem is er een discrepantie met gegevens van Young et al.
(10), die vonden dat AsRTf, opgenomen via het AsGP-systeem, voor 80%
afgebroken de cel weer verlaat. Als dit in onze experimenten ook het
geval was geweest, dan zou dit betekenen dat samen met de degradatie-
produkten ook het ijzer de cel verlaten zou hebben, wat zeer onwaar-
schijnlijk lijkt. Onze bevindingen zouden alleen met die van Young te
rijmen zijn, als het AsRTf-gebonden ijzer reeds aan de membraan wordt
afgesplitst en aldus niet cel-geassocieerd wordt.

Samenvattend kunnen we stellen dat een toenemende AsTf-concentratie
resulteert in een toenemende voorkeur voor het AsGP-receptorsysteem. In
het heterologe systeem gaat dit gepaard met een verlies van binding aan
het Tf-receptorsysteem, blijkbaar treedt dit verlies niet op in het
homologe systeem in het geteste concentratiegebied. In het heterologe
systeem wordt het AsTf dat wvia het AsGP-systeem de cel binnenkomt
Qermoedelijk afgebroken. Homoloog AsRTf dat binnenkomt via het AsGP-
systeem wordt niet afgebroken, maar verlaat de cel als ijzertransferrine
bij beide geteste concentraties. Deze verschillen in verwerking wvan
asialotransferrines kunnen eenvoudigweg een gevolg zijn van het verschil
in galactosegehalte van AsHTf (gemiddeld 4Gal/Tf) en AsSRTf (gemiddeld
2Gal/Tf); dit zou zeer goed de sterke affiniteitsverhoging van AsHTE voor
de AsGP-receptor bij stijgende concentratie kunnen verklaren.

Wat betreft de intracellulaire verwerking van de asialotransferrines is
een andere verklaring, die wellicht overweging verdient, het bestaan wvan
een herkenningssysteem voor soortspecificiteit. Een soortvreemd AsTE zou
dan herkend kunnen worden als een ongewenst asialoglycoproteine, voorna-
melijk bij hogere concentraties, en verwerkt worden via de voor asialo-
glycoproteinen gebruikelijke weg, namelijk via lysosomale afbraak.
Soorteigen AsRTf wordt als zodanig herkend en via een onbekend mechanisme
gevrijwaard van lysosomale afbraak en intact uit de cel verwijderd, in
welk proces het beschadigde proteine mogelijk gerepareerd wordt door

resialylering (12,13,14).
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Verder onderzoek naar de intracellulaire gebeurtenissen, die plaats
vinden na endocytose van asialotransferrines =zal verder duidelijkheid

moeten verschaffen hieromtrent.
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HOOFDSTUK 5
DE INTRACELLULATRE WEG VAN ASTALOTRANSFERRINES IN RATTEHEPATOCYTEN

INLEIDING

In hoofdstuk 4 is op basis van opname-experimenten de hypothese geopperd
dat AsHTf, wanneer het door rattehepatocyten ge€ndocyteerd wordt via het
AsGP-receptor systeem tenminste gedeeltelijk wordt afgebroken en dat
ASRTf tegen afbraak beschermd wordt en intact weer wordt ge€xocyteerd.
Deze hypothese impliceert verschillende intracellulaire wegen voor deze
twee liganden. Het meest waarschijnlijk 1lijkt dat AsHTf tenminste voor
een deel naar lysosomen getransporteerd zal worden en dat AsRTf van deze
weg gevrijwaard zal blijven. In dit hoofdstuk worden enkele experimenten
beschreven waarin met behulp van celfraktionering deze hypothese getoetst

wordt.
MATERTALEN EN METHODEN

vop-14c galactose werd verkregen van The Radiochemical Centre, Amersham,
Bucks, U.XK. v

Ovalbumine en ferritine (uit paardemilt) werden verkregen van Sigma
Chemical Co., St. Louis, U.S.A.

Voor de isolatie van rattehepatocyten wordt verwezen naar hoofdstuk 2.
Hepatocyten werden 60 min. bij 37°C geincubeerd als beschreven in
hoofdstuk 2 met 20 pg/ml AsHTf, AsRTf of RTf. Bij incubaties met asialo-
transferrines werd de Tf-receptor geblokkeerd =zoals beschreven in
hoofdstuk 4. Na 60 min. incubatie werd de suspensie tot 0°C afgekoeld en
de cellen werden gewassen met en opgenomen in 0,25 M sucrose, 10 mM
Hepes, pH 7,4, 1 mM EDTA, 1% ethanol. De cellen werden gelyseerd door
cavitatie na een verblijf van 30 min. bij 4°C in een stikstof cavitatie-
bom (Parr, type 4639, Molina, U.S.A.) onder een druk van 200 psi, gevolgd
door 1-=10 halen in een Potter-Elvehjem homogenisator.

De celfraktioneringsmethode met behulp van isopycnische sucrosegradiént
centrifugatie was gebaseerd op een methode beschreven door Smith en
Peters (1). Van het homogenaat werd 5 ml geladen op een 30 ml lineaire
sucrosegradignt (dichtheden 1,05 - 1,28 g/ml), die rustte op een 2 ml

sucrose-kussen met dichtheid 1,32 g/ml en 16 wuur gecentrifugeerd bij
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27.000 ypm in een Beckman SW 27 rotor. Elke gradiént werd gefraktioneerd
in 20-25 frakties, waarvan monsters werden onderzocht op 1251 en S%e
aktiviteit en aktiviteit van marker enzymen.

zZure fosfatase, 5'nucleotidase en succinaatdehydrogenase werden bepaald
volgens de methoden van respectievelijk Walter en Schutt (2), Gerlach en
Hilby (3) en Meyer et al (4). Galactosyltransferase werd bepaald door
meting van de overdracht van 14C-gemerkt galactose van UDP-galactose naar
ovalbumine. Het reaktiemengsel, met een eindvolume van 0,1 ml, bevatte
62,5 mM Hepes, pH 6,8, 1T mM upe-14c galactose (specifieke aktiviteit 0,4
mCi/mmol), 12,5 mM MnCly, 0,5% Triton X-100, 1% ovalbumine en 25 pl
monster. Na 60 min. incubatie bij 379C werd de reaktie gestopt door
toevoeging van 1 ml 8% TCA. De pellet werd twee keer gewassen met 8% TCA
en opgelost in 1 ml 1 M NaOH. Na neutraliseren met 1 M HClL werd de
radioaktiviteit gemeten van hoeveelheden van 1,8 ml, verdund met 10 ml
Insta—-gel (Packard) in een Searle Isocap 300 scintillatieteller.

Met de verkregen gegevens werden frequency—density histogrammen gecon-

strueerd volgens de methode van Leighton et al. (5).
RESULTATEN EN DISCUSSIE

Zoals hierboven reeds gesteld werd was de verwachting, gebaseerd op de
hypothese uit hoofdstuk 4, dat AsHTf tenminste voor een deel naar de
lysosomen gedirigeerd zal worden en AsSRTf niet. Als AsRTf gedurende de
voor dit ligand voorgestelde diacytose geresialyleerd wordt (6,7), zou
men verwachten dit aan te treffen in het Golgi-apparaat waar het systeem
van glycosyltransferases gelokaliseerd is.

Hepatocyten werden 60 min. bij 37°C geincubeerd met 20 pg/ml dubbel
gemerkt AsHTf en AsRTf, waarbij de Tf-receptor geblokkeerd werd. Bij deze
concentratie vertonen beide asialotransferrines een voorkeur voor binding
aan de AsGP-receptor (zie hoofdstuk 4). Ter vergelijking werd ook een
incubatie uitgevoerd met 20 pg/ml natief RTE, wat =zoals bekend de
transferrinecyclus volgt, een weg waarbij de lysosomen niet betrokken
zijn.

Zoals te zien is in Fig. 1A en 1B sedimenteren beide asialotransferrines
bij een dichtheid van ca. 1,14 g/ml, wat correspondeert met de sedimenta-
tie van de Golgi marker galactosyltransferase (Fig. 2). Ook natief RTf

sedimenteert bij deze dichtheid (Fig. 1C). Dit leidt tot de conclusie dat
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Figuur 1

Frequency-density verdeling van 1251 en 59%e in sucrose gradiént
frakties van rattehepatocyten.

Hepatocyten werden 60 min. bij 37°C geIncubeerd met 20 pg/ml
dubbelgemerkt AsHTEf (A), AsRTf (B), RTf (C). A en B na een
preincubatie van 10 min. bij 4°C met overmaat RTf.

Gearceerde blokken stellen de aktiviteit voor in de opbrenglaag.

geen van de twee asialotransferrines naar de lysosomen wordt getranspor-
teerd, maar dat beide liganden in structuren met lage dichtheid blijven
gedurende de hele intracellulaire weg, wat een aanwijzing is voor een
diacytose zoals ook natief RTf vertoont. Het feit dat de asialotrans-
ferrines bij dezelfde dichtheid sedimenteren als de marker van het Golgi-
systeem houdt de mogelijkheid open dat er resialylering van de asialo-
transferrines plaatsvindt gedurende hun intracellulaire weg. Echter het
scheidend vermogen van deze techniek is niet voldoende om Golgi-vesicles
te scheiden van andere kleine vesicles als bijvoorbeeld endosomen, zodat
hieromtrent niets met zekerheid is te zeggen.

Ter controle van de lysosomale weg werd ook een incubatie uitgevoerd van
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Figuur 2
Frequency—-density verdeling van marker enzymen in sucrose gra-
diént frakties van rattehepatocyten, geincubeerd als in Fig. 1.

hepatocyten met 20 pg/ml 1251—gemerkt asialofetuine. Zoals in Fig. 3A is
te zien wordt na 60 min. bij 37°C ruwweg de helft van het 1251 aangetrof-
fen in frakties met een dichtheid van ca. 1,18 g/ml, overeenkomend met
de sedimentatie van de lysosomale marker zure fosfatase (Fig. 2). De
andere helft, die bij lagere dichtheden sedimenteert, bevindt zich
vermoedelijk in endosomen of overgangsstructuren tussen endosomen en
lysosomen (8).

Het ijzer dat door de hepatocyten is opgenomen van de twee asialotrans-—
ferrines en rattetransferrine komt in alle drie de gevallen terecht in
een brede piek met een dichtheid wvan 1,18 - 1,20 g/ml (Fig. 1) en is
vermoedelijk geincorporeerd in cytosolferritine aangezien een hoeveelheid
ferritine, opgeladen met 5%Fe en direkt geladen op de gradiént, bij
dezelfde dichtheid bleek te sedimenteren (Fig. 3B). Hierbij dient vermeld
te worden dat de hoeveelheid ijzer, geaccumuleerd van AsRTf, evenals bij
de experimenten beschreven in hoofdstuk 4 zeer klein was. De hoogte wvan

de pieken in de hier weergegeven frequency-density histogrammen is dan
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A. Frequency—density verdeling van 1251 in sucrose gradiént
frakties van rattehepatocyten na 60 min. incubatie bij 37°C
met 20 pg/ml 1251-asialofetuine.

B. Frequency~density verdeling van 59%e in sucrose gradiént
frakties van 100 pg 59Fe-gemerkt ferritine direct geladen
op de gradi&nt. Het ferritine werd op de gradi&nt gebracht
in 5 ml homogenisatiebuffer.

ook niet evenredig met absolute hoeveelheden ijzeropname maar is slechts
een maat voor de relatieve hoeveelheden in de frakties.

Concluderend kan gesteld worden dat zowel AsHTf als AsRTf bij concentra-
ties, waarbij voorkeur bestaat voor opname via het AsGP~receptor systeem,
worden gevrijwaard van een lysosomale weg, wanneer ze via dit systeem
worden opgenomen. Desalniettemin suggereert het verschil in ijzerafgifte
via dit systeem een verschil in intracellulaire behandeling. De aard van

dit verschil blijft echter vooralsnog onduidelijk.
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HOOFDSTUK 6
DE INTERAKRTIE VAN TRANSFERRINE EN ASTALOTRANSFERRINE MET LEVERCELLEN IN
VIVO

INLELIDING

In de vorige hoofdstukken zijn experimenten beschreven, waarin de
interaktie werd bestudeerd van transferrines met hepatocyten in wvitro.
Daarbij werd ervan uitgegaan dat hepatocyten specifieke receptoren voor
transferrine bezitten.

Recentelijk echter is in de 1literatuur twijfel uitgesproken over het
bestaan wvan Atransferrinereceptoren op hepatocyten (1,2). Volgens de
betreffende onderzoekers =zijn endotheelcellen de enige levercellen die
specifieke Tf-receptoren bezitten.

Het leverendotheel zou zo transferrine uit de circulatie opnemen en het
ijzer Jdoorgeven aan het aangrenzende weefsel. De verzadigbare,
receptor—-gemedieerde opname van transferrine, die doorgaans gevonden
wordt in studies met hepatocytensuspensies zou volgens deze auteurs een
gevolg zijn van verontreiniging van deze suspensies met endotheelcellen.

Dit was aanleiding om de specificiteit van de trausferrine~opname dooxr
levercellen in vivo te onderzoeken. Hiertoe werd gebruik gemaakt van een
systeem, ontwikkeld om de receptor-afhankelijke opname van liganden met
de diverse levercellen te bepalen (3,4).

Bij deze methode wordt een radioaktief gemerkt ligand geInjecteerd en na
de gewenste circulatietijd wordt een leverperfusie gestart bij lage
temperatuur, 8°C, teneinde het metabolisme stil te leggen, een leverlobje
wordt afgebonden ter bepaling van de totale leveropname en vervolgens
worden celscheidings— en zuiveringsprocedures uitgevoerd bij 8°C om de
cel-geassocieerde radioaktiviteit van parenchym—, endotheel- en Kupffer-
cellen vast te stellen. Dit onderzoek is zowel met natief rattetrans-
ferrine als met asialorattetransferrine uitgevoerd. Dit onderzoek vond
plaats in nauwe samenwerking met Prof. Dr. Th.J.C. van Berkel, destijds

verbonden aan de afdeling Biochemie TI.
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MATERTALEN EN METHODEN

Metrizamide werd verkregen van Neijegaard & Co. A/S, Oslo, Noorwegen.
Mannaan, N-acetyl-D-galactosamine en N-acetyl-D-glucosamine werden

verkregen van Sigma.

Im vivo serumverdwijning em leverassociatie

Gedurende deze studie werden 12 weken oude Wistar ratten gebruikt. De
ratten werden verdoofd door intraperitoneale injectie met 20 mg Nembutal.
De buikholfe werd geopend, waarna het gemerkte transferrine geinjecteerd
werd in de vena cava ter hoogte van de renale vene. De lichaamstempera—
tuur van de rat werd op 36,5 - 37°C gehouden met behulp van een infrarode
lamp. Op de aangegeven tijdstippen werd 0,2 ml bloed afgenomen uit de
vena cava op tenminste 2 om distaal van het injectiepunt. De monsters
werden 2 min. gecentrifugeerd bij 20.000 g en de radioaktiviteit werd
geleten in de supernatant. Op de aangegeven tijdstippen werd een lever-
perfusie gestart. Na wegen van een leverlobje en bepaling van de radio-
aktiviteit, werd de totale leveropname berekend, waarbij gebruik werd
gemaakt van de aanname, dat de lever 3,75% uitmaakt van het totale

lichaamsgewicht (3).

Celisgolatie

Verdoving en injectie met gemerkt transferrine geschiedde als bovenbe-
schreven. Op de aangegeven tijdstippen na injectie werd de leverpoortader
gecannuleerd en werd een leverperfusie gestart met Hanks buffer pH 7,4
plus Hepes (2,4 g/1) bij 8°C.

Na 8 minuten perfusie met een snelheid van 14 ml/min. werd een lobje
afgebonden ter bepaling van de totale leveropname. Om de diverse celtypen
_te scheiden werd de lever vexrvolgens onderworpen aan een lage temperatuur
perfusie (8°C) met 0,05% collagenase. De scheiding van pareunchymcellen
bij 8°C werd uitgevoerd als beschreven door Nagelkerke et al. (3).

Een verdere onderverdeling van het niet—-parenchymcellen preparaat in
endotheel~ en Kupfercellen werd uitgevoerd als beschreven (3).

Fig. 1 toont een schema van de totale celisolatieprocedure. Tijdens de
isolatie procedures bij lage temperatuur trad geen verlies op van
1251-aktiviteit of vorming van zuur-oplosbare aktiviteit, wat leidt tot

een kwantitatieve opbrengst van de totale lever-geassocieerde aktiviteit



71

in de geisoleerde cellen. Dit werd na elke celisolatie gecontroleerd door
de uit de relatieve bijdrage van de drie celtypen berekende en de gemeten
totale leverassociatie met elkaar te vergelijken. Wat betreft de 1253
aktiviteit varieerden de opbrengst percentages tussen 92 en 104%.

De opbrengst van 59re van transferrine en asialotransferrine was aanzien-
1lijk lager dan van het eiwit (zie Fig. 3 en 5), met percentages variérend
van 47 - 62% na 5 min. circulatie, 37 - 42% na 30 min. en 27 - 31% na 120
min. circulatie.

Omrekening van de bijdrage van de verschillende celtypen tot de totale
leveropname werd uitgevoerd als beschreven (3). De zuiverheid van de
celpreparaten werd microscopisch gecontroleerd na kleuring op peroxidase
en door bepaling van de verdeling van de isoenzymen van pyruvaat kinase

(3).

Verdeling van {asialo) transferrine over de weefsels
(Asialo)transferrine werd geinjecteerd en na 30 min. werden de weefsels

verwijderd, gewogen en werd de radioaktiviteit gemeten.

PROCEDURE FOR THE ISOLATION OF LIVER CELLS
AT

A LOW TEMPERATURE {8°C)
Liver perfusion with
Hanks' + Hepes (2.4 g/l}

8 min finear perfusion

T
Excige the continug perfusion whh Hanks' + Hepos.
smallest lobo + 0.05% collaganase {15 min)
|
Filtor the coll suspension on Nylon gauze
Filtrato cantrifugo 30 soc Material on filtor. Stir 15 min
at 50g in Hanks' + Hepes + 0.4% BSA +
0,25% pronase at 0°C
Pollet, wash three Supernatant, contrifuge
times 30 soc at 50g 30socat50g Filter tho coll suspension on
— Nylon gauze
Poliat Supernatant, contrifuge

0 min at 500 5 Fiftrto, centifuge 10 min 500 g

ggga:, wash two times 10 min
Pellat |g
Patlot

Combine, mix with metrizamide. Ovarlay with
Honks', cemrlfugc 15 min 1500¢

Peliet Metrizamide Top layer. Counter flow
elutriation at 2500 rpm
flow 20 mt/min flow 25l mymin flow 30 m¥min
Whole rat liver Parenchymal celt: ial celis: it Kupffer colls
{purity > 89%) {purity > 95%) Kupffer colls {purity > 90%
{mixed froction of
varying
Figuur 1

Schematische voorstelling van de levercelisolatieprocedure.
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Piguur 2

Verdeling over de weefsels van 1251 59%e-rattetransferrine en
1257 59pg-agialorattetransferrine 30 min. na injectie.

Diferri RTf (0,38 mg) of diferri AsRTf (0,38 mg) werd geinjec-
teerd in verdoofde ratten en na 30 min. werd de rat gedood, snel
afgekoeld tot 49C en werden de diverse organen verwijderd,
gewogen en werd de radioaktiviteit gemeten. De waarden =zijn
gegeven als percentage van de geinjecteerde dosis x 104 mg nat
gewicht. Gearceerde blokken stellen de 5%e aktiviteit voor,
open blokken de 1251 aktiviteit.

RESULTATEN

Verdeling van transferrine en asialotransferrine over de weefsels

Om de weefselspecificiteit van de ijzeropname van transferrine en
asialotransferrine na +te gaan werd bepaald welk percentage van de
geinjecteerde dosis geassocieerd was met de verschillende organen en
weefsels na 30 min. circulatie (Fig.2 A,B). Alleen 1lever, milt en
beenmerg vertoonden een 59Fe/1251 verhouding die hoger was dan die van
het toegediende transferrine. De hoogste verhouding werd gevonden in het
beenmerg. Injectie wvan transferrine en asialotransferrine resulteerde in
gelijkscortige opnamepatronen met uitzondering van een duidelijk ver-

hoogde leveropname van asialotransferrine.
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De tijdsafhankelijke accumulatie in de lever van 59Fe, aangeleverd door
transferrine of asialotransferrine (Fig.3) toont aan, dat de opname reeds
30 min. na injectie significant is. Hierbij =zij opgemerkt, dat in deze
experimenten een lage temperatuur—-perfusie van de lever heeft plaatsge—
vonden, zodat een bijdrage van het bloed aan de gemeten waarde vermeden
is. Uit het verschil in verloop van de serumverdwijningscurves van 1251
en 2%Fe blijkt, dat reeds 15 min. na injectie ijzerafgifte moet hebben
plaatsgevonden (Fig. 3).

Terwijl de 125I-aktiviteit in serum voor Tf en AsSTf vergelijkbaar is, is
te =zien, dat er een meer aktieve 59 afgifte heeft plaatsgevonden van

AsTf, die verklaard kan worden uit de hogere opname door de lever.

Cellulaire verdeling van (asialo)tramsferrine in de lever

Teneinde de waarde vast te stellen van het celisolatiesysteem, weergege-
ven in Fig. 1, werd de cellulaire opname bepaald van 1251-asialofetuine
(Fig. 4). Tien min. na injectie was 77 + 3% (n=3) van de geinjecteerde

dosis aanwezig in de lever.

30 4 lever

% geinjecteerde dosis
% geinjecteerde dosis

30 60 120
tijd (min)

Figuur 3

Leverassociatie en serumverdwijning van 1251 5% rattetransfer-
rine en 1251 59%e asialorattetransferrine. Diferri RTf (0,40 mg)
of diferri AsRTf (0,40 mg) werd geinjecteerd in verdoofde ratten
en de serumverdwijning en leverassociatie van 1251.ref (O),
1251 pgRTE (Q), 59 e-RTf (®) en 59Fe-AsRTE (E) werden bepaald op
de aangegeven tijdstippen. De serumverdwijningswaarden zijn de
gemiddelden van 3 - 5 onafhankelijke experimenten met een
standaardafwijking van 1 - 2%.

De levers werden geperfundeerd gedurende 8 min. om een bijdrage
van het bloed aan de leverwaarden te vermijden.



74

fever parenchym , endotheel kupffer
0 _{T wicellen cellen 160] Ceflen

304 30 1204 120 {‘
104 104 40 40
{ b

ABC A BC ABC ABC

% geinjecteerde dosis X 10%/mg eiwit
8
3
-
2

Figuar 4

Het effect van een preInjectie met asialofetuine op de associa-
tie van 125I-asialofetuine met parenchym-, endotheel- en
Kupffercellen.

1251-psFet (9 pg) werd geinjecteerd in verdoofde ratten, die 1
min. tevoren een preinjectie toegediend hadden gekregen van 5 mg
AsFet (B), 25 mg AsFet (C) of alleen oplosmiddel (A). Tien
minuten na injectie van 1251 pgFet werd een leverperfusie
gestart en de totale leverassociatie (na 8 min. perfusie bij
89C) en de associatie met de vervolgens geisoleerde parenchym-,
endotheel- en Kupffercellen werd bepaald.
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Figuur 5

Tijdsafhankelijke associatie van 1251 5% Rrf en 1251 5%
AsRTf met parenchym—-, endotheel- en Kupffercellen.

Diferri RTf (0,40 mg) of diferri AsRTf (0,40 mg) werd geinjec—
teerd in verdoofde ratten. Op de aangegeven tijdst'gg:en werd een
celscheiding gestart en de celassociatie van 19°I-RTf (O),

1251 psrTE (O0), °%Fe van RTf (@) en 5%Fe van ASRTE (B) werd
bepaald.



Tabel 1

Relatieve bijdrage van de verschillende leverceltypen aan de
totale leveropname van asialofetuine, transferrine en asialo—
transferrine.

De hoeveelheid radioaktiviteit/mg celeiwit in de geisoleerde
celpreparaten werd vermenigvuldigd met de hoeveelheid eiwit, die
elk celtype bijdraagt aan de totale hoeveelheid levereiwit.

Voor transferrine en asialotransferrine zijn de waarden berekend
uit de waarden voor de celopname 2 uur na injectie, voor asialo-
fetuine werd de waarde van 10 min. na injectie gebruikt.

Celtype AsFet 1251-rf 5%e-1f 1251-asTf S5%e-AsTE
parenchym- 83 44 51 51 53
cellen (%)

endotheel- 9 32 27 28 35
cellen (%)

Kupffer- 8 24 22 21 12

cellen (%)
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Figuur 6

Het effect van een preinjectie met transferrine of asialofetuine
op de celassociatie van 1251-prf of 125I-ASRTE met parenchym-,
endotheel- en Kupffercellen.

1251-rTf (TF 0,40 mg) of 1251-AsRTf (ATF 0,40 mg) werd geinjec-
teerd in verdoofde ratten. Gearceerde blokken bij TF stellen de
celassociatie voor van '25I-RTf na een preinjectie 2 min. vbbr
1251-RTf met ongelabeld RTf.

Gearceerde blokken bij ATF stellen de celassociatie voor wvan
1251-AsRTE na preinjectie met 25 mg AsFet. Open blokken stellen
de celassociatie voor na preinjectie van alleen de oplosbuffer.
De celscheidingsprocedure werd gestart 5 min. na injectie van
het gemerkte transferrine.
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Uitgedrukt per mg celeiwit is de associatie van 1251-asialofetuine met
Kupffer- en endotheelcellen ongeveer driemaal zo hoog als met paren—
chymcellen.

Wanneer rekening gehouden wordt met de bijdrage, die elk celtype levert
aan de totale hoeveelheid celeiwit in de lever (parenchymcellen 92,5%,
endotheelcellen 3,3%, Kupffercellen 2,5%), kunnen de percentages van de
totale leveropname berekend worden, waarvoor de diverse celtypes verant-—
woordelijk zijn (3). Voor parenchymcellen is dit percentage 82,5%, voor
endotheelcellen 9,3% en voor Kupffercellen 8,2%. Associatie met hoge
affiniteit (effecieve competitie dJdoor ongelabeld asialofetuine) wordt

alleen aangetroffen bij parenchymcellen.

Voor de associatie van 125I-Tf met de lever zijn zowel de parenchymcellen
als de niet-parenchymcellen verantwoordelijk (Fig. 5). Verrassend is, dat
1251-a5Tf in alle drie celtypen leidt tot een verhoogde celassociatie,
vergeleken met sialo Tf.

Kort na de injectie is de specifieke aktiviteit, wuitgedrukt per mg
celeiwit, in endotheel- en Kupffercellen ongeveer 10 maal zo hoog als in
parenchymcellen (zie ook Fig. 6). Bij langere circulatietijden is deze
factor zelfs nog hoger (15 - 20 x).

Omrekenen van specifieke aktiviteiten naar de relatieve bijdrage aan de
totale leveropname (Tabel 1) laat zien, dat ongeveer de helft van de
totale leveropname geassocieerd is met de parenchymcellen, ongeveer 30%
met endotheelcellen en ongeveer 20% met Kupffercellen. Deze percentages
zijn berekend uit de gegevens na 120 min. circulatie. Na 5 min. en 30
min. circulatie zijn de waarden voor parechymcellen 55 - 67%, resp. 53 -
60%, voor endotheelcellen 17 - 26%, resp. 22 —-34% en voor Kupffercellen
18 - 22%, resp. 15 - 18%.

Het effect van asialofetuine em ongelabeld transferrine

De rol van de bindingsplaatsen met hoge affiniteit voor Tf in de inter-
aktie met de verschillende levercellen werd onderzocht door middel van
een injectie met een overmaat ongelabeld Tf, 2 min. voor toediening van
het radioaktieve ligand. Vijf min. na injectie van 125721f werden de
cellen geilsoleerd en werd de cel-geassocieerde radioaktiviteit gemeten
(Fig. 6). De associatie van 1251-7f met de cellen blijkt bij alle drie

celtypen op gelijksoortige wijze geremd te worden door een overmaat onge-
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Piguer 7

Het effect van een preinjectie met GalNAc, GlcNAc of mannaan op
de celassociatie van 125I-AsFet met parenchym—, endotheel- en
Kupffercellen.

1251-psFet (9 pg) werd geinjecteerd in verdoofde ratten 1 min.
na een injectie met 0,5 mmol GalNac, 0,5 mmol GlcNAc, 5 mg
mannaan of alleen het oplosmiddel van deze verbindingen (contro-
le). Tien min. na injectie wvan 1257 -peFet werd de celisola-
tieprocedure gestart. De waarden zijn gegeven als percentages
van de controle.

labeld Tf.
Een preinjectie met 25 mg asialofetuine reduceerde de associatie van

1257_-ASTf met de verschillende levercellen tot een niveau, gelijk aan dat

van het gesialyleerde Tf.

Het effect van GalNAc, GlcNac en mannaan

De suikerspecificiteit van de cel-associatie van 1251-asialofetuine en
1251-asialotransferrine werd onderzocht door middel van preinjecties met
competitieve suikers.

Een preinjectie met GalNAc blokkeerde de opname van 1251-asFet door
parenchymcellen vrijwel volledig (Fig. 7). Daarentegen werd de associatie
met endotheel- en Kupffercellen niet beinvlioced door GalNAc, terwijl een
preInjectie met mannaan specifiek de opname door endotheel- en Kupffer-—

cellen reduceerde.
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De opname van 1257-a5Tf door hepatocyten wexrd met meer dan 52% terugge-
bracht door een preinjectie met GalNAc (Fig. 8). Hierbij moet opgemerkt
worden, dat de associatie van het gesialyleerde Tf met de cellen ongeveer
30% is van die van AsTf, zodat de maximale inhibitie door een competitief
suiker 70% bedraagt. Evenals bij 1251-asFet heeft GalNac geen invloed op
de interaktie van 125I-aAsTf met endotheel- of Kupffercellen, terwijl ook

hier mannaan specifiek effect heeft.

DISCUSSIE

De gegevens tonen aan, dat het met de hier gebruikte levercel isolatie—
procedure mogelijk is, in vivo de specifieke interaktie van transferrine
en asialotransferrine met de verschillende leverceltypen vast te stellen.

De evaluatie van de methode met behulp van 1251-asialofetuine levert als

parenchymcellen endotheelcelien kupffer cellen
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Piguur 8

Het effect van een preinjectie met GalNAc, GleNAc of mannaan op
de celassociatie van 1251—AsRTf met parenchym-, endotheel~ en
Xupffercellen.

1251-ps57e (0,38 mg) werd geinjecteerd in verdoofde ratten 1 min.
na een injectie met 0,5 mmol GalNAc, 0,5 mmol GlcNAc, 5 mg
mannaan of alleen het oplosmiddel van deze verbindingen (contro-
le). Vijf min. na injectie van 1251-psRTf werd de celisolatie—
procedure gestart. De waarden zijn gegeven als percentages van

de controle.
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uitkomst dat 83% van het met de lever geassocieerde ligand teruggevonden
wordt in de hepatocyten. Preinjectie met 5 en 25 mg ongelabeld AsFet
brengt een reductie teweeg in de associatie van 1251-asFet met de
parenchymcellen van respectievelijk 84,2% en 92,6%., Met een autoradio-
grafische methode vonden Hubbard et al. (5), dat 20 mg ongelabeld AsFet
de associatie van 125I-AsFet met parenchymcellen voor 99% verhindert en
met endotheel- en Kupffercellen voor 24%. Met onze cel-isolatiemethode
vinden wij voor laatstgencemde celtypen inhibitie percentages van 22,3%
en 28,5% met respectievelijk 5 en 25 mg ongelabeld AsFet. Een vergelij-—
king van de autoradiografische data met onze celisolatie data laat dus
een zeer goede overeenstemming zien. De specifieke interaktie van Tf met
de leverendotheel- en Kupffercellen, uitgedrukt per mg celeiwit, was
minstens het tienvoudige van de opname door parenchymcellen. Echter,
omdat deze celtypen slechts resp. 3,3 en 2,5% van het levereiwit bevatten
(3), is hun relatieve bijdrage aan de totale leveropname niet meer dan
resp. 35 en 24%. De leverparenchymcellen zijn dus verantwoordelijk voor
meer dan 44% van de leveropname van transferrine.

De betrokkenheid van een bindingsplaats met hoge affiniteit voor Tf bij
de opname door parenchym-, endotheel- en Xupffercellen in vivo wordt
gesuggereerd door het opnameblokkerende effect van een overmaat onge-—
labeld Tf. Bovendien gaat in alle drie celtypen de opname van Tf gepaard
met ijzerafgifte. Dit is in tegenspraak met de bewering, dat voor
ijzerafgifte aan parenchymcellen transcytose door endotheelcellen
noodzakelijk is (1,2). Hierbij moet men zich realiseren, dat parenchym—
cellen in direct contact staan met de bloedstroom, aangezien Ilever-—
endotheelcellen fenestrae bevatten van ca. 100 nm (6), waardoor vrije
uitwisseling mogelijk is van componenten uit sinusoidaal bloed met de
ruimte van Disse. De kwantitatieve aspecten van de ijzeropname in de
geisoleerde cellen moeten echter voorzichtig geinterpreteerd worden
omdat, in tegenstelling tot het 125I--eiwit, een deel van het >%Fe
verloren gaat bij de celisolatie-procedure.

De verhoogde interaktie van gedesialyleerd Tf met de levercellen wordt
verondersteld plaats te vinden via een receptor die ook hoge affiniteit
bezit voor asialofetuine (7). Inderdaad vinden we dat de opnameverhoging
van AsTf, vergeleken met Tf, volledig teniet wordt gedaan door een
overmaat AsFet in alle drie celtypen. Wat betreft Kupffer- en endo-

theelcellen was de verhoogde opname onverwacht eun competitie—experimenten
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met verschillende suikers waren nodig om de specificiteit van de herken-—
ning vast te stellen. De verhoogde interaktie wvan AsTf met parenchym-
cellen werd sgpecifiek verhinderd door GalNAc en werd niet beInvloed door
GlcNAc of mannaan.
Eenzelfde resultaat werd verkregen met 125I-AsFet, wat erop duidt dat de
herkenning van AsTf door leverparenchymcellen geschiedt door een galac—
tosespecifieke receptor.
Echter noch de interaktie van AsTf noch van AsFet met Xupffer—- en
endotheelcellen werd beiInvliced door GalNAc. Deze gegevens sluiten de
mogelijkheid uit, dat galactose-receptoren van niet-parenchymcellen AsTE
of AsFet binden (8). Deze celtypen bezitten evenwel mannose—specifieke
receptoren (9,10) en competitie-experimenten met mannaan duiden er
inderdaad op, dat mannose residuen betrokken zijn bij de interaktie van
AsTf en AsFet met Kupffer- en endotheelcellen. Dit vormt tegelijkertijd
~een verklaring voor het blokkerende effect van AsFet op de binding van
AsTf aan deze celtypen. Het is bekend, dat de verwijdering van siaalzuur
van koolhydraatketens niet alleen de eindstandige galactosegroepen
blootstelt aan receptorherkenning, maar ook verderop in de keten gelegen
koolhydraten (5). BRAangezien de mannoseresiduen in AsTf en AsFet op
gelijksoortige wijze in de ketens ingebouwd zijn, is het resultaat dat
beide liganden na desialylering een verhoogde interaktie met Kupffer- en
endotheelcellen te zien geven.
De verhoogde interaktie van AsTf met de diverse levercellen leidt in vivo
blijkbaar ook tot een verhoogde ijzerafgifte. Wat betreft de parenchym-
cellen is dit in tegenspraak met de resultaten uit de in vitro experimen-—
ten, beschreven in hoofdstuk 4. Daar werd gevonden, dat AsRTf juist geen
extra ijzer aan hepatocyten afgeeft. De naar aanleiding daarvan geopperde
veronderstelling dat AsSRTf niet afgebroken =zou worden, wordt evenwel
ondersteund door de waarneming dat de verhoogde ijzerafgifte van AsTf aan
de lever, vergeleken met Tf, niet leidt tot een evenredig verlaagde
serumwaarde van 1251-As’rf; dit duidt erop, dat in wvivo 125I—AsTf na
ijzerafgifte weer intact in de circulatie terecht komt. De oorzaak van de
discrepantie tussen de resultaten van de in vivo en de in vitro experi-
menten betreffende de ijzerafgifte ié vooralsnog onduidelijk.
Tot slot kan gesteld worden dat parenchym-, Kupffer- en endotheelcellen
alle drie tegelijkertijd betrokken zijn bij de interaktie van Tf en AsTf

met de lever en dat bij de studies over de rol van de lever in het



metabolisme van

worden.

(As)TE,
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alle drie celtypen betrokken zullen moeten
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ALGEMENE DISCUSSIE

Over de functie van de oligosaccharideketens van glycoproteinen bestaat
tot op heden veel onzekerheid. Werd in het verleden weinig aandacht aan
glycoproteineglycanen geschonken in de veronderstelling dat de enige
funktie van koolhydraten die van voedselreserve was, in de loop der jaren
is duidelijk geworden dat de koolhydraatketens op glycoproteinen een
wezenlijk onderdeel vormen van het glycoproteine en essentieel zijn voor
de structuur en functié van het glycoproteine. Men neemt aan dat ze
functies vervullen in biologische herkenningsprocessen en in de stabili-
sering van de tertiaire structuur van glycoproteinen. Membraanglyco-
proteInen zouden als structurele componenten van de membraan kunnen
fungeren en aldus de membraanstructuur stabiliseren (1,2). Echter omtrent
de moleculaire mechanismen waarop deze processen berusten is weinig
bekend.

Aan de siaalzuren, die veelal als eindstandig suiker van de ketens worden
aangetroffen wordt wel een rol toegeschreven als maskering van herken-
ningsplaatsen op glycoproteinemoleculen (3). Voorbeelden van deze
maskering zijn o.a. de fagocytose door macrofagen van erythrocyten
waarvan het siaalzuur verwijderd is met behulp van sialidase en, het
bekendste voorbeeld, het wegvangen van asialoglycoproteinen uit de
circulatie door de lever. Verder is bekend dat membranen van tumorcellen
een groot aantal siaalzuurresten bevatten en mogelijk zijn deze verant-
woordelijk voor de kennelijk efficiénte bescherming van deze cellen tegen
de immuunafweer.

Omtrent de betekenis van de heterogeniteit van glycoproteine-glycanen die
behalve bij transferrine ook bij veel andere glycoproteinen wordt
aangetroffen, is nog weinig bekend.

Algemeen wordt aangenomen dat deze heterogeniteit niet een gevolg is van
degradatie en evenmin een artefact van de gebruikte isolatietechniek,
maar een biosynthetisch verschijnsel, waarvan de regulering vermoedelijk
in het Golgi-systeem plaatsvindt (4).

In dit proefschrift is een onderzoek beschreven dat tot doel had na te
gaan of de heterogeniteit van de glycanen van humaan transferrine
betekenis heeft voor de herkenning door de specifieke transferrinerecep-
tor op rattereticulocyten en rattehepatocyten of op de afgifte van ijzer

aan deze celtypen. Het blijkt dat de transferrinereceptoren op beide
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celtypen geen onderscheid maken tussen de diverse humane transferrine-
vormen, .bovendien is ook de ijzerafgifte van alle transferrinevormen
gelijk. Waarschijnlijk 2zijn de koolhydraatketens dan ook niet direkt
betrokken bij de herkenning van transferrine door zijn receptor op deze
cellen, noch bij de daaropvolgende processen die leiden tot de afgifte
van ijzer. Gezien het feit dat de transferrinereceptoren op alle weefsels
vermoedelijk identiek zijn (5,6), geldt deze conclusie waarschijnlijk
voor alle celtypen. De vraag blijft of er betekenis moet worden toegekend
aan de microheterogeniteit. Het is bekend dat bij sommige ziekten een
afwijkend microheterogeniteitspatroon van transferrine wordt aangetrof-
fen. Er zijn aanwijzingen dat ook tijdens zwangerschap een afwijkend
patroon bestaat waarbij relatief meer hoger gesialyleerd transferrine
voorkomt. In overeenstemming hiermee is de waarneming dat bij de cavia de
verhouding tussen "fast"™ en "“slow" transferrine, waarbij "fast" de
sterker geglycosyleerde vorm is, tijdens zwangerschap omhoog gaat (7).
Het is dus denkbaar dat de heterogeniteit een funktie heeft tijdens de
zwangerschap, wanneer een massaal ijzertransport van de moederlijke naar
de foetale circulatie plaats moet vinden en ‘men zou zich voor kunnen
stellen dat er dan een afwijkende placentaire transferrine-receptor wordt
gesynthetiseerd met hoge affiniteit voor sterker geglycosyleerde trans-
ferrinevormen. Overigens blijkt uit een studie van Raynes (8) dat niet
alleen de glycosylering van transferrine maar ook die van andere plasma
glycoproteinen omhoog gaat tijdens zwangerschap. Hij toont aan dat dit
geschiedt onder invloed van oestrogeen en concludeert hieruit dat
vermoedelijk de glycosylering van alle plasma glycoproteinen onder
hetzelfde hormonale reguleringssysteem valt.

Als het eindstandige siaalzuur van humaan transferrine wordt verwijderd
blijkt dit geen invloed te hebben op de opname door reticulocyten;
hepatocyten daarentegen nemen gedesialyleerd transferrine op zowel via de
transferrinereceptor als via de galactosespecifieke asialoglycoprotelne
(AsGP)} .receptor; de snelheid van opname via dit laatste systeem is
afhankelijk van het aantal geéxposeerde galactose residuen en van de
concentratie. Voor het homologe rat asialotransferrine blijkt hetzelfde
te gelden. De afgifte van ijzer echter, die in het heterologe systeem via
beide receptorsystemen optreedt, vindt in het homologe systeem alleen via
de transferrinereceptor plaats. BEr moet dus een verschil zijn in de

intracellulaire verwerking van asialotransferrinen afkomstig van de mens
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en van de rat, wanneer ze geéndocyteerd worden via het AsGP-receptor
systeem. Onze onderzoekingen tonen echter aan dat beide asialotrans-—
ferrinen gedurende hun intracellulaire verblijf in structuren met lage
dichtheid blijven en niet met lysosomen geassocieerd raken, zoals de
meeste asialoglycoproteInen. Verder onderzoek =zal nodig zijn om het
verschil in ijzerafgifte te verklaren.

Tijdens het uitvoeren van het onderzoek, beschreven in dit proefschrift,
verschenen in de literatuur berichten als zouden leverparenchymcellen
geen specifieke receptoren voor transferrine bezitten; alleen op het
leverendotheel zouden transferrinereceptoren voorkomen (9,10). Uit onze
onderzoekingen met rattetransferrine in vivo Dblijkt echter dat zowel
hepatocyten als Kupffer- en endotheelcellen receptoren voor transferrine
bezitten. Zeer recent hebben Vogel et al. (11) een onderzoek gepubliceerd
met geisoleerde parenchymale en niet-parenchymale cellen, waarin onze
waarnemingen worden bevestigd. Desialylering van rattetransferrine blijkt
zoals verwacht ook in vivo een verhoogde associatie met hepatocyten tot
gevolg te hebben. Opmerkelijk is echter dat ook niet-parenchymcellen een
verhoogde associatie van rat asialotransferrine te zien geven; bekend is
weliswaar dat ook deze cellen een Gal/GalNAc-specifiek receptor systeem
bezitten doch dit systeem heeft alleen hoge affiniteit voor galactose
exposerende partikels van 2> 17 nm en bindt geen circulerende asialoglyco-
proteInen (12). De door ons waargenomen verhoogde associatie van asialo-
transferrine blijkt tot stand te komen via een mannose-specifiek recep-
torsysteem, wat ook asialofetuine blijkt te binden. Deze waarneming vormt
een illustratie van de hierboven gememoreerde maskerende functie van het
eindstandige gsiaalzuur; desialylering maakt niet alleen het galactose
toegankelijk voor herkenning, maar ook het verderop in de keten gelegen

mannose.
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SAMENVATTING

Dit proefschrift beschrijft een onderzoek naar de functie van de glycanen
van transferrine, in het bijzonder naar de betekenis van de micro-
heterogeniteit van humaan serumtransferrine, alsmede onderzoek naar het
effect van desialylering van transferrine op de verwerking door de lever.
Hoofdstuk 1 geeft een overzicht van de literatuur betreffende het
transferrinemolecuul en zijn koolhydraatketens. Verder wordt de interak-
tie van transferrine met verschillende celtypen behandeld als ook de
verwerking van asialoglycoproteinen door de lever.

Hoofdstuk 2 beschrijft de methoden die veelvuldig gebruikt zijn in het in
dit proefschift beschreven onderzoek. De meer specifieke methoden zijn in
de betreffende hoofdstukken beschreven.

Hoofdstuk 3 is gewijd aan een onderzoek naar de betekenis van de micro-
heterogeniteit wvan humaan serumtransferrine. De preparatieve scheiding
van humaan serumtransferrine in 7 frakties met verschillend siaalzuur-
gehalte wordt beschreven, alsmede een onderzoek naar eventuele functio-
nele verschillen in ijzerafgifte aan rattereticulocyten. Het blijkt dat
reticulocyten geen onderscheid maken tussen de verschillende humane
transferrinevormen, waaruit geconcludeerd wordt dat de koolhydraatketens
vermoedelijk geen direkte rol spelen bij de interaktie van transferrine
met de specifieke transferrinereceptor op reticulocyten. Eenzelfde
conclusie wordt getrokken in Hoofdstuk 4 omtrent de interaktie van humaan
transferrine met de transferrinereceptor op rattehepatocyten op basis van
soortgelijke waarnemingen. De verhoogde interaktie van gedesialyleerd
humaan transferrine met rattehepatocyten wordt toegeschreven aan de
aanwezigheid van het galactosespecifieke receptorsysteem voor asialo-
glycoproteinen. Verdere analyse van de interaktie van humaan asialo-
transferrine met hepatocyten door middel van selectieve receptorverza-—
diging bevestigt dit vermoeden. Tevens blijkt dat bij verhoging wvan de
concentratie van humaan asialotransferrine een toenemende voorkeur voor
het asialoglycoproteinen (AsGP)-receptor systeem wvalt te constateren.
Vergelijking wvan dit heterologe systeem met een homoloog systeem met
gedesialyleerd rattetransferrine laat zien dat deze verschuiving ook daar
optreedt. Het grote verschil tussen deze twee systemen is echter dat in
het heterologe systeem zowel via het AsGP-receptor als het transferrine-

receptor systeem ijzer wordt geaccumuleerd, terwijl in het homologe




systeem ijzeraccumulatie alleen via het transferrine-receptor systeem
optreedt. Geconcludeerd wordt dat dit zijn oorzaak moet vinden in een
verschil in intracellulaire verwerking van de twee asialotransferrinen.
In Hoofdstuk 5 wordt getracht door middel van celfraktionering meer
inzicht te krijgen in de intracellulaire weg van deze twee liganden. Het
blijkt dat geen van de twee asialotransferrinen naar lysosomen wordt
getransporteerd maar dat beide gedurende hun intracellulaire wverblijf in
structuren met lage dichtheid blijven, wat wijst op een diacytose
vergelijkbaar met de transferrinecyclus.

Hoofdstuk 6 beschrijft een onderzoek naar de interaktie wvan natief en
gedesialyleerd rattetransferrine met levercellen in vivo. Hierbij is
gebruik gemaakt van een celisolatiesysteem dat het mogelijk maakt de
receptorafhankelijkheid van de opname van liganden in Kupffer—, endo-
theel- en parenchymcellen te bestuderen. Het blijkt dat alle drie
celtypen transferrine opnemen via specifieke transferrinereceptoren en
ijzer accumuleren. Bovendien wordt asialotransferrine door alle drie
celtypen in verhoogde mate opgenomen. Competitie-experimenten met pre-
injecties met competitieve suikers leiden tot de conclusie dat deze
verhoging in parenchymcellen plaatsvindt via de AsGP-receptor en in

Kupffer- en endotheelcellen via een mannose-specifiek receptorsysteem.
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SUMMBRY

In this thesis an investigation is described of the function of the
transferrin glycans and in particular of the significance of the micro-
heterogeneity of human serum transferrin. In addition the effect of
desialylation of transferrin on processing by the liver is investigated.
Chapter 1 provides a survey of the literature on the transferrin
molecule and its carbohydrate chains. The interaction of transferrin with
various cell types is also discussed as is the processing of asialoglyco-
proteins by the liver. ‘

Chapter 2 describes the methods that have been used frequently during the
investigations reported in this thesis. More specific methods are
described in the subsequent chapters.

Chapter 3 describes a study on the significance of the microheterogeneity
of human serum transferrin. The preparative separation of human serum
transferrin in 7 fractions with different sialic acid content is descri-
bed. Experiments were performed to detect possible functional differences
of the fractions with respect to the iron donation to rat reticulocytes.
These cells did not discriminate between the various huﬁan transferrin
forms. The carbohydrate chains are therefore probably not directly
involved in the interaction of transferrin with the specific transferrin-
receptor on reticulocytes. The same conclusion is drawn in Chapter 4
regarding the interéction of human transferrin with the transferrin-
receptor on rat hepatocytes. The enhanced interaction of desialylated
human transferrin with rat hepatocytes is attributed to the presence of
the galactose-specific receptor system for asialoglycoproteins. Further
analysis of the interaction of human asialotransferrin with hepatocytes
by means of selective receptor saturation confirms fhis presumption.
Moreover on raising the concentration of human asialotransferrin an
increasing preference for the asialoglycoprotein (AsGP) receptor system
can be observed. Comparison of this heterologous system with a homologous
system with desialylated rat transferrin shows that this shift towards
preferential uptake via the AsGP-receptor system also occurs in the
homologous system. The most marked difference between these two systems
lies in the accumulation of iron. In the heterologous system iron is
accumulated via both the AsGP-receptor and the transferrin-receptor

system while in the homologous system iron accumulation only takes place
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via the transferrin-receptor system. This must be caused by a difference
in intracellular processing of the two asialotransferrins.

In Chapter 5 an attempt is made to elucidate the intracellular pathways
of these two ligands by subcellular fractionation. Neither of the two
asialotransferrins appears to be directed to lysosomes, but both remain
in low density structures throughout their intracellular journey,
indicative of a'diacytic pathway resembling the transferrin cycle.
Chapter 6 describes a study on the interaction of native and desialylated
rat transferrin with rat liver cells in vivo. The cell isolation system
used in these experiments enables the study of the receptor dependency of
the uptake of ligands by Kupffer-, endothelial and parenchymal cells.
This investigation shows that all three cell types take up transferrin
via specific transferrin~receptors and accumulate. iron. Moreover all
three cell types show an enhanced uptake of asialotransferrin. Competi-
tion experiments with preinjections of competitive sugars lead to the
conclusion that this enhancement is mediated in parenchymal cells via the
AsGP-receptor system and in Kupffer- and endothelial cells via a mannose-

specific receptor system.
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