
ANGEWANDTE 

Struktur und Funktion von Ferritin[**] 

Von Robert R. Crichton[*l 

Ferritin ist das wichtigste Eisenspeicherprotein der Saugetiere. Es enthalt einen Kern aus bis 
zu 4500 als Hydroxid-oxid-phosphat gebundenen Eisen(m)-Atomen, der von einer Hiille 
aus Protein-Untereinheiten umgeben ist. Die Proteinkomponente, Apoferritin, besteht aus 
24 gleichen Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von 18 500. Ferritin speichert das 
Eisen in loslicher Form, aus der es schnell mobilisiert werden kann. In diesem Aufsatz werden 
neuere Erkenntnisse uber die Ferritinstruktur besprochen ; aul3erdem wird iiber Fortschritte 
bei der Aufklarung der Vorgange berichtet, die sich beim Einbau von Eisen in Apoferritin 
und bei der Freisetzung von Eisen aus Ferritin abspielen. 

1. Einfuhrung 

,,Im Jahr 1894 beschrieb der bekannte deutsche Pharma- 
kologe Schmiedeberg eine Proteinsubstanz, von ihm Ferra- 
tin genannt, welche 6% Eisen und eine variable Menge 
Phosphor enthielt. Unsere Bemuhungen, den eisenreichen 
Bestandteil in reiner Form aus Pferdeleber zu isolieren, 
verliefen ergebnislos. Erst als unsere Wahl auf die Pferde- 
milz fiel, konnten wir die reine Substanz isolieren. Im Ge- 
denken an das Ferratin von Schmiedeberg gaben wir diesem 
neuen Protein den Namen Ferritin. Die Analyse ergab 20% 
Fe, 9.9% N und 9% P. Nach Ansicht des Autors muD es 
sich bei Ferritin um eine Substanz handeln, die im Organis- 
mus als Depot fur Eisen dient". 

Die 1937 von Laufbergerr'] beschriebene Isolierung und 
Kristallisation von Ferritin aus der Pferdemilz war der 
Katalysator, der dazu fuhrte, die weite Verbreitung dieses 
Proteins zu erkennen und seine fundamentale Rolle bei der 
Speicherung von Eisen in den Geweben und bei der Eisenre- 

aus dem Darm zu beweisen. Im vorliegenden 
Fortschrittsbericht werden die Ergehisse neuerer Unter- 
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suchungen einiger besonderer Aspekte der Struktur und 
Funktion von Ferritin besprochen. 

2. Struktur des Ferritins aus der Pferdemilz 

Obwohl Ferritine aus einer Vielzahl von Geweben und 
Organismen untersucht worden sind, ist doch noch immer 
das aus Pferdemilz gewonnene Protein am eingehendsten 
charakterisiert. Der vorliegende Bericht behandelt aus- 
schliealich Ferritin aus der Pferdemilz. ,,Ferritin" im folgen- 
den Text bezieht sich also immer auf dieses Protein. Als 
Apoferritin wird das eisenfreie Protein bezeichnet, unab- 
hiingig von seiner Darstellung aus nativem Ferritin durch 
Zentrifugiertechniken oder durch Abspaltung des Eisens 
vom Ferritin mit chemischen Mitteln. Dal3 Ferritine ver- 
schiedener Struktur in verschiedenen Geweben der gleichen 
Spezies auftreten, dal3 bestimmte Tumore atypische Ferri- 
tine enthalten und daD die Verabreichung von Eisen in 
vivo oder in vitro die Ferritinsynthese stimuliert, wurde be- 
reits an anderer Stelle beschrieben['! 

2.1. Isolierung und Grobstruktur des Ferritins 

Wegen seiner Bestandigkeit bei hohen Temperaturen, der 
schnellen Ausfallung mit 35-proz. (NH4)$04- und der 
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Kristallisation aus 5-prOZ. CdS0,-Losung laBt sich Ferritin 
ldcht aus Pferdemilz isolieren. Die Isolierung des Proteins 
aus anderen Geweben und Arten bereitet Schwierigkei- 
tent3]. Ferritin besteht aus einer Hiille von Proteinunter- 
einheiten, die eine Micelle aus Eisen(rr1)-hydroxid-oxid- 
phosphat umgeben. Das Eisen kann durch Reduktion rnit 
jedem geeigneten Reduktionsmittel abgespalten werden, 
vorzugsweise in Gegenwart eines Chelatbildners zur Er- 
leichterung der Fez +-Entfernung. Beim urspriinglichen 
Verfahren von Gr~nick[~]  wurde Na,S20, rnit u,u'-Bipyri- 
dyl bei pH=4.5 verwendet. Der Nachteil hierbei ist, daI3 
vorhandener molekularer Sauerstoff zur Bildung von 
kolloidalem Schwefel fuhrt, den das Protein stark bindet 
und der die folgenden Untersuchungen erheblich er- 
schwertt5'. Daher spalten wir das Eisen routinemaDig 
durch Behandlung des Ferritins rnit Thioglykolsaure abC6'. 
MaBnahmen zum Sauerstoff-AusschluB sind nicht erfor- 
derlich ; das Thioglykolat wirkt zugleich als Reduktions- 
mittel und als Chelatbildner. Auch durch Ascorbinsaure 
in Konzentrationen von 0.5-1.5 mol/l bei pH-Werten zwi- 
schen 3 und 5 wird das Eisen vom Ferritin wirksam abge- 

Apoferritin 1aBt sich aus Losungen nativen Ferritins durch 
Zentrifugieren in einem isopyknischen Dichtegradienten 
herstellen['' ;der Eisengehalt des nativen Ferritins schwankt 
zwischen Null und einem geschatzten Maximum von 4300 
Atornen/M~lekiil['~ (Abb. 1). Wegen dieses schwankenden 
Eisengehalts ist Ferritin inhomogen, Apoferritin dagegen 
homogen und farblos; es laDt sich ebenfalls aus 5-prOZ. 
CdS0,-Losung kristallisierent4]. Es besitzt die gleiche 
elektrophoretische Beweglichkeit wie Ferritin und kann 
rnit Pferdeferritin-Antiserum ebenso leicht prizipitiert 
werdentS1. Diese Angaben sowie elektronenmikroskopische 
Untersuchungen"] machen deutlich, daB das Eisen im 
Ferritin in einer Proteinhiille eingeschlossen ist. 

spalten 161. 

Abb. 1 .  Bei der Sedimentation von nativem Ferritin beobachteter 
Konzentrationsgradient, schematisch. Die knderung der Konzentra- 
tion dC/dr ist uber dem Abstand vom Rotationszentrum r aufgetragen. 
Komplettes Ferritin (1) befindet sich am Boden der Zelle, wahrend das 
eisenfreie Apoferritin (3) dem Meniskus (M) am nachsten ist. Dazwi- 
when befinden sich Ferritine verschiedenen Eisengehalts (2) (,.eisen- 
arme" Ferritine). 

2.2. Struktur der Micelle 

Wegen seines hohen Eisen(1n)-Gehalts hat Ferritin eine 
rotbraune Farbe (typisch fur nicht fraktioniertes Ferritin 
von ca. 20% Trockengewicht). Die genaue chemische Be- 
schaffenheit der eisenhaltigen Micelle ist nicht sicher be- 
kannt. Es scheint jedoch, dal3 sie den gesamten Phosphor 

des Ferritins enthalt ; als mogliche Zusammensetzung 
wurde 8FeO(OH)*FeO(PO,H,) vorgeschlagen"'* ''I. 
Durch Ausfallung rnit I N NaOH 1aDt sich die Micelle vom 
Protein abspalten["]; sie enthalt nur 23% des gesamten 
Phosphors. Im Uberstand finden sich das Protein und der 
Restdes Phosphors, unbekannt ist jedoch, ob dieser an das 
Protein gebunden oder als freies Orthophosphat vorliegt. 
Auf diese Weise erhaltene Micellen zeigen das gleiche 
Rontgen-Beugungsbild wie intaktes Ferritin" 'I. Daraus 
wurde geschlossen, daB Phosphat kein notwendiger Be- 
standteil der Micellstruktur ist; auch scheint es sich nicht 
wesentlich auf das Rontgen-Beugungsbild auszuwirken. 
Bestatigt wird diese Ansicht durch die Beobachtung, daB 
aus Apoferritin nach drei Verfahren rekonstituierte Ferri- 
tine in Abwesenheit von Phosphat ahnliche Beugungsbilder 
wie natives Ferritin ergaben. Auch die durch Alkali frei- 
gesetzten Micellen behalten im Elektronenmikroskop vie1 
von ihrer urspriinglichen Form['31. 

Eine Untersuchung durch Rontgen-Klein~inkelstreuung['~ 
zeigte, daB jede Micelle bei einer Auflosung von 20 ,& einem 
einzigen Objekt einheitlicher Dichte mit einem mittleren 
Durchmesser von 75 entspricht. Die Dichte reicht zur 
Erkennung im Elektronenmikroskop ohne Anfarbung aus ; 
ursprunglich wurde angenommen, daB das Eisen auf vier 
Stellen hoher Elektronendichte verteilt seifgl. Eine neuere 
Untersuchung mit einem Elektronenmikroskop von iiber 
4 A AuflOs~ng[ '~~ ergab aber, dal3 keine bestimmte Anzahl 
von Gruppen rnit hoher Elektronendichte vorliegt. So- 
wohl durch direkte Ansicht als auch durch Elektronen- 
beugung envies sich, daB das Eisenoxid zumindest im 
Vakuum des Elektronenmikroskops in Form kleiner Kri- 
stallite vorhanden ist,deren Zahljenach Molekul schwankt, 
und die innerhalb der Proteinhulle mehr oder weniger 
statistisch verteilt sind. 

Stationare, feuchte Ferritin-Einkristalle ergeben die fur 
Ferritin-Micell-Priiparationen typischen Pulverdiagram- 
mer1']. Gleichzeitig zu sehen sind die durch das Protein- 
gitter hervorgerufenen scharfen, punktformigen Reflexe 
und sehr schwache, unscharfe Ringe, entstanden durch die 
eisenhaltigen Micellen. Die Ringe geben keinen Hinweis 
auf eine bevorzugte Orientierung der Eisenatome in bezug 
auf das Proteingitter. Hierdurch und durch obige elektro- 
nenmikroskopische Untersuchung erhartet sich der ur- 
spriinglich aus Rontgen-Beugungsbildem von Ferritin- 
und Apoferritin-Einkristallen[' 51 gewonnene SchluB, daB 
die Anordnung der Eisenatome in den Micellen nicht 
spezifisch auf die Struktur des Proteins bezogen ist. Dies 
bedeutet, daD das Protein entweder keine spezifischen Bin- 
dungsstellen fur die Micellen besitzt, oder, sollte dies doch 
der Fall sein, dalj das Micellenmaterial in zufilliger Ver- 
teilung an diese Stellen gebunden ist. 

Das Rontgen-Beugungsbild der Ferritinmicellen rnit seinen 
breiten, im Vergleich zum Untergrund verhaltnismaBig 
schwachen Linien ist typisch fur schlecht kristallisiertes 
Material. Das Bild entspricht keinem bekannten Mineral, 
doch besteht eine gewisse Ahnlichkeit rnit dem Rontgen- 
Beugungsbild von &Eisen(m)-hydroxid-oxid, und man 
kann es unter Annahme einer hexagonalen Zelle indizieren. 
Von Harrison et al.[13J sowie Towe und Bradley['61 stam- 
men Vorschlage fur die Struktur des Eisen(rI1)-oxid-hydro- 
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xids aus der Ferritinmicelle. Beide Strukturen haben nahe 
verwandte Elementarzellen. 

Das MoDbauer-Spektrum des Ferritins besteht bei der 
Temperatur des fliissigen Stickstoffs und daruber aus einer 
quadrupol-aufgespaltenen Linie mit einer Isomeriever- 
schiebung von 0.47-0.50 mm/s, bezogen auf rostfreien 
Stah11'7*181. Bei niedrigen Temperaturen (5 OK) erhalt man 
ein Spektrum mit magnetischer Hyperfeinaufspaltung 
(sechs Linien), was auf eine magnetische Ordnung hinweist. 
Mit steigender Temperatur wird das Hyperfeinspektrum 
allmahlich durch das paramagnetische Dublettspektrum 
(Quadrupolaufspaltung, s. oben) ersetzt. Dieser Super- 
paramagnetismus wird als charakteristisch fur sehr feine 
magnetische Partikeln ange~ehen['~]. 

Als effektives magnetisches Moment von Ferritin wurden 
3.81-3.85 BM1". 20*211 ermittelt. Als Grund fur den nied- 
rigen Wert wurde der obergang von zwei Elektronen von 
Sauerstoff zu Eisen(m) vorgeschlagen, der bei einem Ka- 
tion-Anion-Kation-Superaustausch stattfinden sollte[201. 
Bei genauer Untersuchung der Feldstarke-Abhangigkeit 
der Magnetisierung ergab sich jedoch ein Moment von 
5.08 BM["]. Der niedrigere Wert des apparenten Moments 
zeigt, d& die Ferritinpartikeln h i m  Verhalten als Super- 
paramagnete antiferromagnetisch sind. 

2.3. Dissoziation, Untereinheiten und Molekulargewicht 
des Polymeren 

Die erste Bestimmung des Molekulargewichts von Apo- 
ferritin ergab einen Wert von 4650001221. Es ist sicherlich 
unwahrscheinlich, daO solch ein Molekiil aus einer einzigen 
Polypeptidkette besteht. Hinweise auf eine Zusammen- 
setzung aus Untereinheiten wurden aus Rontgen-Beu- 
gungsuntersuchungen und den im folgenden besprochenen 
chemischen Untersuchungen gewonnen. Das Apoferritin- 
molekiil hat einen Sedimentationskoefizienten von 
17.6 S["l und 11131 sich durch eine Reihe von Techniken in 
Untereinheiten zerlegen, die bei 2-3 S sedimentieren. Die 
Inkubation von Apoferritin bei pH = 12.6 ergibt eine aller- 
dings nur 50-proz. Dissoziation in eine Komponente von 
2.1 S[231. Allerdings fuhrt die Behandlung mit 67-proz. 
Essigsaure bei 0°C zur vollst5ndigen Dissoziation ; das 
Molekiil bleibt bei der Dialyse in 0.01 M Glycin-HC1-Puffer, 
pH = 3.0, dissoziiert und sedimentiert bei 2.7 SfZ4]. 

Die Dissoziation von Apoferritin und von Ferritin 1aBt 
sich durch Behandlung rnit Natriumdode~ylsulfat~~~* 25,261 

und durch Verwendung von Guanidiniumchlorid in Kon- 
zentrationen von 5-6 mol/l errei~hen[~~"*l, obwohl der 
zuletzt genannte ProzeD stark pH-abhhgig ist, wie kiirz- 
lich berichtet wurdeIZ9'. Harnstoff, selbst in Konzentratio- 
nen von 8 mol/l, bringt das Protein nicht zur Dissozia- 
t i ~ n ' ~ ~ ' ,  wenngleich auch dieser ProzeD vom pH-Wert 
abzuhangen s ~ h e i n t [ ~ ~ ] .  Wir haben festgestellt, dal3 eine 
Maleinierung der Lysinreste von Apoferritinf6' oder ihre 
Umwandlung in Hom~argininreste[~~~ keine Dissoziation 
des Proteins in Untereinheiten bewirkt. Zuvor wurde be- 
richtet, d& eine Succinylierung der Lysinreste zur Disso- 
ziation fUhreL3". Von den neun Lysinresten pro Unterein- 
heit konnen nur sieben rnit Maleinsaureanhydrid oder 
0-Methylisoharnstoff modifiziert werden ; acht der neun 

Argininreste pro Untereinheit lassen sich mit Cyclohexa- 
dienon umsetzen. Nur einer der f i f  Tyrosinreste pro 
Untereinheit wird von Tetranitromethan nitriert13']. 

Apoferritin kann in Losungen rnit extremen pH-Werten in 
Untereinheiten dissoziieren. Wir haben diesen ProzeB 
durch Sedimentationsgeschwindigkeits- und Gelfiltrations- 
untersuchungen analysiert. Das Oligomere ist zwischen 
pH =2.8 und 10.6 bestiindig, dissoziiert zwischen pH = 

2'3-1.6 und 10.6-13.0 jedoch nach und nach in die Unter- 
einheiten. Bei pH=2.16 bzw. 11.62 liegen jeweils gleiche 
Anteile der 17 S- und der 2-3 S-Komponenten vor. Wenn 
Apoferritin bei pH = 1.6 vollstindig dissoziiert ist und die 
resultierenden Untereinheiten gegen Pufferlosungen von 
pH = 1.8-5.0 dialysiert werden, kommt es im pH-Bereich 
von 3.1-4.3 zur Reassoziation zum Oligomeren ; der oben 
beschriebene Mittelpunkt liegt bei pH = 3.761301. Die Un- 
tersuchung der Dissoziation und Reassoziation durch 
Gelfiltration deutet nicht nur auf monomere Untereinhei- 
ten, sondern auch auf Dimere und Tetramere als Zwischen- 
stufen: Diese Zwischenstufen liel3en sich bei Messungen 
der Sedimentationsgeschwindigkeit nicht nachwei~en~~~"] .  
Wie die UVdifferenzspektroskopische Untersuchung der 
Dissoziation bei niedrigem pH-Wert ergab, sind die fiinf 
Tyrosinreste in der Apoferritin-Untereinheit, die sich beim 
monomeren Oligomeren im Innem des Molekuls verber- 
gen, in der monomeren Untereinheit dem Losungsmittel 
ausgesetzt. Wahrend der Reassoziation kehren sie in den 
urspriinglichen ,,verborgenen" Zustand z ~ r i i c k ~ ~ ~ l .  

Die Bedeutung der Salzbriicken fur die Quartarstruktur 
1aI3t sich aus der pH-Abhhgigkeit der Reagentien zur 
Proteindenaturierung, wie Guanidiniumchlorid und Harn- 
stoff, ableiten. Es ist bekannt, daD bei der Stabilisierung der 
Quartarstruktur oligomerer Proteine hydrophobe Wech- 
selwirkungen eine Hauptrolle spielen, und die Wirkungen 
von Reagentien wie Guanidiniumchlorid und Natrium- 
dodecylsulfat auf die Dissoziation von Apoferritin stehen 
in Einklang rnit dieser Rolle. Apoferritin besitzt einen rela- 
tiv hohen Gehalt an hydrophoben Aminosauren, insbeson- 
dere Leucin (Tabelle I). 

Zunachst wurde das Molekulargewicht von Apoferritin 
durch Sedimentationsgleichgewichtsuntersuchungen an 
durch Natriumdodecylsulfat dissoziiertem Protein be- 

Tabelle 1. Aminosaurezusammensetzung von Apoferritin. 

Aminosaurereste Anzahl Restel Anzahl Reste/ 
18 500 Dalton 23000 Dalton 

Cysteinsaure 
Asparaginslure 
Threonin 
Serin 
Glutaminsaure 
Prolin 
GlyCin 
Alanin 
Valin 
Methionin 
Isoleucin 
Leucin 
Tyrosin 
Phen ylalanin 
Histidin 
Lysin 
Arginin 
Tryptophan 

2.9 
11.3 

5.5 
9.0 

23.9 
2.8 
9.9 

14.0 
7.0 
2.8 
3.5 

25.0 
5.0 
7.3 
5.8 
8.7 
9.5 
2.1 

3.6 
21.6 

6.9 
11.3 
29.9 

3.5 
12.4 
11.5 

8.8 
3.5 
4.3 

31 .O 
6.2 
9.0 
7.2 

10.8 
11.8 

2.6 
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~t i rnmt '~~] .  Aus der durch Gleichgewichtsdialyse ermittel- 
ten Menge des gebundenen Detergens ergab sich ein Wert 
von 25 OW27 000. Wir haben das Molekulargewicht der 
Apoferritinuntereinheit neu bestimmt, und zwar durch 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese in Natriumdodecylsul- 
fatlz51, Gelfiltration an kalibrierten Sepharose-6B-Saulen 
in 6 M Guanidiniumchlorid und durch Sedimentations- 
gleichgewichtsuntersuchungen des durch Essigsaure disso- 
ziierten Proteins nach Dialyse in einen Glycinpuffer zur 
Entfernung gebundener Essigsfure sowie an durch Guani- 
din dissoziiertem In allen Fallen finden wir 
einen Wert von 18 500. Rechnet man die fruheren Angaben 
unter Annahme von 1.4 g gebundenem Detergens pro 
Gramm Protein[321 nach, so ergibt sich ein Molekularge- 
wicht von 180W190001271. Der Wert von 18500 fur das 
Molekulargewicht der Untereinheit wurde von einem 
amerikanischen Arbeitskreis bestatigtrZ8]. 

Da das Apoferritinmolekul zur Aggregatbildung neigt, 
fiihren Molekulargewichtsbestimmungen leicht zu uber- 
hohten Werten. Optische Konzentrationsmessungen im 
UV-Gebiet gestatten jedoch Molekulargewichtsbestim- 
mungen im Sedimentationsgleichgewicht in der analyti- 
schen Ultrazentrifuge bei Konzentrationen unterhalb 
1 mg/ml, bei denen keinerlei Hinweise auf Aggregatbildung 
oder sonstiges nicht ideales Verhalten vorliegen. Nimmt 
man fur das partielle spezifische Volumen (V) des Polymeren 
einen Wert von 0.731, so erhllt man ein Molekulargewicht 
von 443 0001331. Ergebnisse aus einer friiheren Sedimen- 
tationsdiffusionsstudierzzl und aus Rontgen-Beugungsun- 
tersuchungen" basierten auf einem Wert von 0.747 fur V. 
Mit dem neuen ij-Wert verringern sich diese friiheren 
Schltzwerte auf 446 OOO bzw. 443 OOO. Durch Lichtstreu- 
ungsmessungen ergab sich ein Wert von 431 000[341 ; eine 
kiirzlich veroffentlichte Sedimentationsgleichgewichtsstu- 
die ergab 440000-465000 unter Verwendung des Wertes 
0.732 fiir 9IZ8]. Wir konnen folgern, dall das Molekularge- 
wicht des Apoferritins um 445000 liegt und daD es hochst- 
wahrscheinlich aus 24 Untereinheiten mit einem Moleku- 
largewicht von je 18500 besteht. 

2.4. Primarstruktur des Apoferritins 

Es gibt kaum etwas Langweiligeres als einen Fortschritts- 
bericht uber die Bestimmung der Primarstruktur eines 
Proteins, dessen Sequenz noch nicht vollstandig bekannt 
ist. Der Autor ist sich dariiber vollig im klaren und wird 
auch nur kurz auf den gegenwartigen Stand der in Berlin 
fortgefiihrten Sequenzstudien eingehen, da diese Angaben 
nun einmal zu den in Abschnitt 2.6 dargelegten Argumen- 
ten gehoren. 

Anfang der sechziger Jahre stellte man fest, daO das Apo- 
ferritinmolekiil aus Untereinheiten besteht ; aufgrund che- 
mischerrz3. 35,  3h1 und spaterer kristallographischer Be- 
funde wurde gefolgert, dal3 es sich hochstwahrscheinlich 
urn 20 Untereinheiten handeltLz7. 371. Aus den neuen 
physikalisch-chemischen Befunden ergibt sich jedoch ein- 
deutig, daD das Molekulargewicht der Untereinheiten des 
Apoferritins 18 500 und nicht 23 00&24000 betragt (siehe 
Abschnitt 2.3). Ein Vergleich der beiden Datengruppen fur 
die Aminosaureanalyse des Proteins (Tabelle 1) zeigt, daD 
drei und nicht vier Methioninreste pro Untereinheit vorhan- 

den sein sollten und wir nach Spaltung rnit CNBr drei 
neue N-terminale Reste finden miillten. Tatsachlich stellten 
wir nach dieser Spaltung rnit CNBr aquimolare Mengen 
von drei neuen Endgruppen fest, namlich Glutaminsaure 
(oder Glutamin), Isoleucin und Gly~in[~'! Eine chromato- 
graphische Trennung der Spaltprodukte fuhrte zur ISO- 
lierung von vier Peptide11[~~-~'1 rnit Aminosaurezusam- 
men~etzungen!~~, 421, deren Summe recht genau der Amino- 
saurezusammensetzung der Apoferritinunterehheit ent- 
spricht. Die Molekulargewichte dieser Peptide lassen sich 
leicht durch Chromatographie an der gleichen Sepharose- 
6B-Saule in 6 M Guanidiniumchlorid feststellen, wie sie zur 
Bestimmung des Molekulargewichts der Untereinheiten 
des Proteins benutzt wurde. Die Summe der Molekular- 
gewichte der Peptide stimmt mit dem Molekulargewicht 
der Untereinheiten gut Ubereir~'~~! 

Nach der Fingerprintmethode findet man in tryptischen 
Hydrolysaten des Apoferritins 25 Peptide['. 351, also er- 
heblich mehr als man anhand der Aminosaureanalyse 
erwarten wiirde (Tabelle 1). Allerdings haben wir schon 
im Laufe unserer Sequenzstudien mehrere Peptide als 
Produkte unvollstiindiger tryptischer Spaltung, und in 
einem Fall nicht-tryptischer S p a l t ~ n g [ ~ ~ '  erkannt, womit 
erklart wird, warum wir mehr tryptische Peptide erhalten 
haben als erwartet wurden. Die Sequenzen des N-termina- 
len Pentapeptids und des C-terminalen Octapeptids von 
Apoferritin wurden a ~ f g e k l a r t ~ ~ ~ . ~ ~ ~ .  Die Bestimmung der 
Sequenz der tryptischen Peptide und der CNBr-Peptide 
macht standig Fortschritte. 

Bei isoelektrischer Fokussierung von Ferritin und Apo- 
ferritin in Polyacrylamidgel und in Saccharosedichtegra- 
d i e ~ ~ t e n [ ~ ~ . ~ ~ I  wurde ein uneinheitliches Bandenmuster 
beobachtet. Aus diesem Grunde wurde angenommen, daI3 
Apoferritin inhomogen ist. Es gibt jedoch geniigend Grund 
zu zweifeln, dal3 sich aus der Erscheinung multipler Banden 
notwendigerweise eine Heterogenitat ableiten la13t[491, und 
es scheint, daD es sich bei der augenscheinlichen Mikro- 
heterogenitat des Ferritins aus der Pferdemilz um Artefakte 
handeltrs0*511. Es wurde auch berichtet, daI3 in Losungs- 
mitteln, welche eine Dissoziation bewirken, zwei Bestand- 
teile niedrigen Molekulargewichts auftretenrz8I, die zu- 
sammen ca. 10% des gesamten Proteins ausmachen. Wir 
haben keinen Anhaltspunkt fiir derartige Bestandteile 
unter den genannten Bedingungen gef~nden['~]. 

2.5. Sekundar- und Tertiiirstruktur von Ferritin 
und Apoferritin 

Die Analyse des Ferritins durch optische Rotationsdis- 
persion (ORD) und Circulardichroismus (CD) ergibt 
einen u-Helix-Gehalt von ca. 50%[52* 531.  Die gewonnenen 
Spektren sind vom Eisengehalt des Ferritins unabhangig. 
Die chemische Reduktion des Ferritins zu Apoferritin 
bewirkt eine merkliche VergroDerung des Sekundarstruk- 
t u r - A n t e i l ~ ~ ~ ~ . ~ ~ I ,  wie aus den in Abbildung 2 gezeigten 
Spektren ersichtlich wird. Diese Feststellung steht in 
deutlichem Gegensatz zu den Beobachtungen bei Rontgen- 
Kristallstrukturuntersuchungen. Chemisch entstandenes 
Apoferritin kristallisiert nicht nur in einer Form, die iso- 
morph ist rnit einer Form des Femt in~~"~ ,  sondern es sind 
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Abb. 2. ORD-Spektrum (a) und CD-Spektrum (b) von Ferritin (---) 
und durch Reduktion mit Thioglykolsaure gewonnenem Apoferritin 
(-). Die Tiefen der Mulden bei 233 nm in Abb. 2a sowie 222 und 
208 nm in Abb. 2b sind ein Ma0 fir den Anteil an Sekundarstruktur 
(nach [52]). 

bei niedriger Auflosung auch keine Unterschiede in den 
Intensitaten der Reflexe des Proteinanteils von Ferritinen 
variierenden Eisengehalts und von Ap~ferritinI'~] fest- 
stellbar, was auf eine im wesentlichen unvertinderte Kon- 
formation des Proteins schlieljen la&. Kiirzlich wurde be- 
richtet, daI3 durch Dichtegradientenzentrifugation gewon- 
nenes natives Apoferritin das gleiche CD-Spektrum auf- 
weist wie Ferritin[291. 

Apoferritin wird durch Trypsin, Chymotrypsin und Sub- 
tilisin schneller und vollstandiger verdaut als Ferri- 

Pepsin und Cathepsin D spalten jedoch beide 
Proteine bei pH = 3.0 gleich gut, eine Tatsache, die sich 
aus der verhaltnismaI3ig unspezifischen Natur dieser bei- 
den Enzyme erklaren 1aBt. Mit Pepsin bei pH = 2.5 wird 
Apoferritin sehr vie1 wirksamer verdaut als Ferritin, w o f ~  
man als Erklarung eine teilweise Auffaltung der Apoferri- 

tinstruktur bei niedrigem pH-Wert angenommen hat. Bei 
ORD-und CD-Untersuchungen iiber die pH-Abhangigkeit 
der Konformation ergaben sich im pH-Bereich von 3.1-2.2 
wesentliche ffnderungen in den Spektren beider Proteine, 
die einem Verlust von ca. 10% ihrer geordneten Struktur 
entsprechenL5 31. Beim Apoferritin (Abb. 3) zeigten sich 
merkliche ffnderungen im CD-Spektrum im nahen UV- 
Bereich, die darauf hinweisen, daB sich die Umgebung der 

A 

t 

Abb. 3. CD-Spektren yon Apoferritin in Citratpuffern: (-) bei 
pH = 3.11, (.......) bei pH=2.80, (-----) bei pH=2.50 (nach [52]) .  

Tyrosin- und Tryptophanreste des Proteins betrachtlich 
andert. Protein-denaturierende Agentien wie 7 M Guani- 
diniumchlorid, pH = 7.5, fuhren zu volliger Zerstorung der 
helicalen Segmente im Ferritin und bewirken den Zerfall 
in Untereinheiten1291. Dagegen zeigte sich im CD-Spek- 
trum von Apoferritin unter diesen Bedingungen kaum eine 
hderung. Bei pH =4.5 wurde jedoch auch Apoferritin 
durch 7 M Guanidiniumchlorid in Untereinheiten zerlegt. 
In 10 M Harnstoff warm die Auswirkungen analog. Hier 
wurde die native dreidimensionale Struktur des Ferritins 
und Apoferritins zwischen pH = 5.S8.0 nicht beeinfluBt, 
auBer bei niedrigeren pH-Werten. Die ORD-Eigenschaf- 
ten von Ferritin bei 233 nm in mehreren organischen 
Losungsmitteln entsprachen denen in waBrigen Losun- 
gen[531. Demnach scheint die Aufhebung hydrophober 
Wechselwirkungen keine zusatzliche a-Helixbildung zu be- 
wirken. 

2.6. Quartarstruktur von Apoferritin 

Die ersten Rontgen-Pul~eraufnahmen~~'~ deuteten darauf 
hin, daD Ferritin und Apoferritin kubisch und isomorph 
sind. Spater fanden H ~ d g k i n ' ~ ~ ]  und C ~ w a n [ ~ ~ ] ,  daI3 Ferri- 
tin-Einkristalle orthorhombisch, nicht kubisch sind. Die 
Dimensionen der Elementarzelle in feuchtem Zustand be- 
tragen a = 130 A, b = 130 A, c = 184 ,&[*]. Damals wurde die 
Raumgruppe P 2,2,2, abgeleitet, spater folgerte man je- 

[ *] Eine Elementarzelle mit a = b + c  (b= 90°C) ist tetragonal. Offen- 
sichtlich reichte die MeDgenauigkeit nicht f i r  eine Entscheidung zu- 
gunsten dieser hoheren Symmetrieklasse aus. 
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doch, daD dies nicht die wahre Raumgruppe sei. Eine Nach- 
untersuchung beim Apoferritin und bei zwei kristallinen 
Formen des Ferritins, A und B[15], zeigte fur alle drei Kri- 
stalle eine regelmd3igeAbfolge der Elementarzellen. Feuch- 
tes Apoferritin und Ferritin B kristallisieren kubisch-fla- 
chenzentriert rnit a = 184 A, wohingegen Ferritin-A-Kristal- 
le pseudokubisch und nur an einer Stelle wirklich flachen- 
zentriert sind. Das Gitter von Ferritin A besteht aus ortho- 
rhombischen Elementarzellen, deren Dimensionen rnit 
den zuvor festgestellten ubereinstimmen. Keine der Raum- 
gruppen konnte anhand der Rontgen-Daten eindeutig 
bestimmt werden, man schlolj jedoch, daB Apoferritin 
wahrscheinlich die Raumgruppe F 432 aufweist und vier 
Molekiile in der Elementarzelle enthalt. In diesem Fall 
besaDe jedes Molekiil die Punktgruppensymmetrie 432 
und bestiinde aus 24 n Untereinheiten, wobei n eine ganze 
Zahl ist. Es wurde eine Struktur vorgeschlagen, bei der die 
24 Untereinheiten sich an den Ecken eines abgestumpften 
Wiirfels befiiden (Abb. 4). 

Abb. 4. Photographie eines Modells einer moglichen raumlichen An- 
ordnung der 24 Untereinheiten des Apoferritins. Die Untereinheiten 
befiden sich an den Ecken eines abgestumpften Wiirfels ((100) mit 
{ 11 1) und {l lo}). Im Modell ist oben eine Rhombendodekaederfliiche, 
vorn eine adder Spitze stehende Wurfelflache zu sehen. 

Bei weiterer Untersuchung dieser kubischen Form1601 fand 
sich auf den Rontgenbildern eine Mischung von sowohl 
scharfen Reflexen, die aufAbstanden von 1-1.4 A beruhten, 
als auch diffusen Streifen, die charakteristisch. fur eine 
Struktur ,,geordneter Unordnung" sind. Diesen uneinheit- 
lichen, diffusen Untergrund deutete man als Hinweis dafur, 
d& die innere Anordnung nicht bei jeder Elementarzelle 
gleich ist, obwohl diese sich mit geometrischer Regel- 
maDigkeit wiederholen. Dieser Situation lieD sich a d  ein- 
fache Weise mit fast kugelformigen Molekiilen gerecht 
werden, die aquivalente Gitterpositionen besetzen, aber 
an den entsprechenden Positionen benachbarter Elemen- 
tarzellen nicht durchweg gleich orientiert sind. In diesem 
besonderen Fall nahm man an, daD die apparente Symme- 

trie 432 und der diffuse Untergrund dadurch erkllrt wer- 
den konnen, dalj die an den Gitterpunkten liegenden Mole- 
kule eine niedrigere Punktgruppensymmetrie als 432 und 
verschiedenartige Orientierungen aufweisen, so daI3 sich 
die Kristallsymmetrie statistisch zusammensetzt. 

Die Moglichkeit, daD Apoferritinmolekule eine Symmetrie 
der Gruppe 532 aufweisen, oder eine Pseudo-532-Symme- 
trie, wurde durch die relativ starken Intensitaten in der 
Nahe der nicht-kristallographischen fhfshligen Achsen 
nahegelegt. Offensichtlich iiberzeugende Rontgen-Beu- 
gungsbefunde zugunsten dieser ikosaedrischen Symmetrie 
und die bereits dargelegten chemischen und physikoche- 
mischen Daten fuhrten zum Vorschlag, dal3 Apoferritin 
aus 20 Untereinheiten besteht, die an den Ecken eines 
Pentagondodekaeders angeordnet sind und einen zentralen 
Hohlraum in jedem Funfeck freilassen. Es ist darauf hinge- 
wiesen worden, d& bestimmte Besonderheiten der diffu- 
sen Teile des Rontgen-Beugungsbildes mit diesem Modell 
in Einklang sind. 

Aus den oben wiedergegebenen Daten fur das Molekular- 
gewicht der Untereinheit und des Oligomeren geht aller- 
dings eindeutig hervor, daD das 20-Untereinheiten-Model1 
fur Apoferritin nicht langer wahrscheinlich ist. So ist tat- 
sachlich kurzlich darauf hingewiesen worden, daD die 
chemischen und physikalischen Befunde fur eine ikosaed- 
rische Struktur ganz allgemein sehr schwach ~ i n d [ ~ ~ ] .  
Die Problematik einer eikosameren Struktur liegt darin, 
da5 nicht alle Untereinheiten aquivalente Positionen be- 
zogen auf ein normales kristallographisches Gitter besetzen 
konnen. Es mussen daher entweder wenigstens zwei Arten 
von Untereinheiten vorhanden sein, oder ein und dieselbe 
Untereinheit mu13 in zwei ausgepragten Konformationen 
innerhalb der einen Quartarstruktur v~rkommen[~ '~  "I. 

Wie oben dargelegt wurde, gibt es bisher keine Befunde fur 
die Existenz von mehr als einem Typ der Untereinheit. 

Eine Struktur aus 24 Untereinheiten fur Apoferritin scheint 
heute hochst wahrscheinlich, wenn auch fur die exakte 
Anordnung der Untereinheiten eine detailliertere Rontgen- 
Strukturanalyse abgewartet werdem muB. Die von Harrison 
ursprunglich vorgeschlagene Struktur aus 24 Untereinhei- 
ten, verteilt auf die Ecken eines abgestumpften Wiirfelst151 
(Abb. 4), besitzt ebenfalls einige der Merkmale, welche man 
von einer ikosaedrischen Struktur erwarten wurde. So gibt 
sie z. B. starke Intensitaten in der Nahe der nicht-kristallo- 
graphischen Wnfzlhligen Achse von Molekiilen rnit 532- 
Symmetrie. 

3. Funktion von Ferritin 

Die Hauptfunktion des Ferritins besteht in seiner Wirkung 
als intrazellullres Eisendepot, vor allem in Milz, Leber und 
Knochenmark, wo iiberschussiges Eisen deponiert und 
bei Bedarf mobilisiert werden kann. Das Ferritin im Ge- 
webe steht in dynamischem Gleichgewicht mit im Plasma 
befindlichen Eisen. Das Eisen wird an Transferrin gebun- 
den, ein PI-Globulin mit zwei Bindungsstellen, von denen 
jede ein Fe"'-Atom tragen kann, und von diesem transpor- 
tiertL6". Transferrin bindet sich an spezifische Receptor- 
stellen an den Zellmembranen reifender Reticulocy- 
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ten[639 641, und es besteht groI3te Wahrscheinlichkeit, daI3 
das Femtineisen in Reticulocyten fur die Hamoglobin- 
synthese verwendet ~ i r d [ ~ ~ , ~ ' l ] .  Auch in den Mucosazellen 
des Diinndarms findet sich Ferritin ; seit einiger Zeit wird 
angenommen, daB es bei der Regulierung der Eisenabsorp- 
tion aus dem Darm eine Rolle spielt. Wahrscheinlich wirkt 
es als ,,Eisenfalle", indem es uberschiissiges Eisen innerhalb 
des Mucosazelle auffiingt und dafur sorgt, daR es nicht im 
Korper absorbiert wird, sondern verloren geht, wenn die 
Mucosazelle am Ende ihrer Lebenszeit abgestoRen wird. 

3.1. Untersuchungen der Ferritinbildung in vitro 

Erste Untersuchungen zeigten, daB bei der Inkubation von 
Apoferritin mit Fe" in HC0;-Puffer bei pH=7.0 und 
4 4 ° C  in Gegenwart von Luftsauerstoff ein Produkt ent- 
stand, das mit CdSO, kristallisiert werden konnte und bei 
dem das Verhiiltnis N:  Fe 2.4: 1 b e t r ~ g l ~ ~ ] .  Die Wichtigkeit 
dieses Beitrags bestand darin, daI3 sich nun ein einfaches 
Redox-Mode11 fur die Ferritinbildung aufstellen lieD : 

Apoferritin + Fez+ + 0, -+ Ferritin 

Spater wurde berichtet, daB bei der Oxidation von Eisen(n) 
ammoniumsulfat in Anwesenheit von Apoferritin entwe- 
der rnit 0, in Hydrogencarbonatpuffer, pH = 6.8-8.0, oder 
rnit Kaliumjodid in Natriumthiosulfat bei pH = 5.4-7.4, 
oder rnit Sauerstoff in Imidazolpuffer, pH = 6.7-7.0, ein 
Produkt rnit der iiblichen rotbraunen Farbe von Ferritin 
entstand, dessen Sedimentationskoeffzient betrachtlich 
uber dem von Apoferritin lag, dessen dichten Kern man 
im Elektronenmikroskop erkennen konnte und dessen 
Rontgen-Beugungsbild dem von nativem Ferritin glich. 
Ohne Apoferritin fuhrte die Oxidation zur Bildung von 
u-Eisen(m)-hydroxid, y-Eisen(m)-hydroxid-oxid bzw. einem 
dritten, nicht identifizierten P r ~ d u k t ~ ' ~ ] .  Auch wurde fest- 
gestellt, daB Apoferritin anscheinend die Oxidationsge- 
schwindigkeit von Fez+ beeinflufit. 

Abb. 5. Modell fur die Bildung von Ferritin. Durch einen geeigneten 
Elektronenacceptor wird Fez' zu Fe3+ in einer Reaktion oxidiert, 
die durch die aktiven Zentren dm Apoferritinuntereinheiten katalysiert 
wird. Das Eisen-hydroxid-oxid bildet eine Micelle, die schlieDlich zu 
groD wird, um aus der Proteinhiilk entkommen zu konnen. 

Als Erweiterung dieses Modells schlug NiedererI6'] vor, 
daB kleine Molekule und Ionen durch Locher in der Pro- 
teinhiille in das Innere des Apoferritinmolekiils eindringen 
konnten. An der Innenflache des Apoferritins nahm er 
aktive Stellen an, welche die Oxidation von Fez+ kataly- 
sieren konnten. Die sich bildenden Fe3 +-Ionen wiirden 
rasch einen intramolekularen Niederschlag ergeben, der 
moglicherweise zu groB ware, um den Hohlraum verlassen 
zu konnen (Abb. 5) .  

Als Stiitze dieser Hypothese wurde gezeigt, daD Apoferri- 
tin die Oxidation von Fe2+ stimuliert. Unterbunden wird 
die Eisenaufnahme durch Behandlung des Apoferritins 
rnit Formaldehyd und P-Propiolacton, die rnit Amino- 
gruppen und Histidinresten reagieren, sowie durch Behand- 
lung rnit Bromacetat, einem schwachen, histidin-alkylieren- 
den Mittel. Jodacetamid und Tetrazoldiazoniumchlorid 
wurden als wirkungslos beschrieben; von dem be- 
kannt ist, daI3 es in vivo die Bildung von Ferritin hemmt[691, 
inhibiert die Reaktion stark. 

Dieser ProzeR wurde in unserem Laboratorium in Berlin 
und von Harrison und ihren Kollegen in Sheffield genaue- 
stens untersucht. Die Kinetik der Eisenaufnahme von Apo- 
ferritin ist k~mpl i z i e r t~~~] ,  wenn Kaliumjodid als Oxida- 
tionsmittel zusammen rnit Thiosulfat in Imidazolpuffer, 
pH = 7.4, verwendet wird. Apoferritin wirkt katalytisch, 
ebenso Rinderserum-Albumin, obwohl das Produkt nicht 
dem mit Apoferritin entstandenen entspricht. Bei niedrige- 
ren pH-Werten mit molekularem Sauerstoff als Oxida- 
tionsmittel beobachten wir eine normale Michaelis-Men- 
ten-Kinetik ; der katalytische Effekt anderer Proteine, wie 
Lysozym und Rinderserum-Albumin, ist praktisch gleich 
Nullr7']. Die Carboxymethylierung von zwei Cysteinre- 
sten und einem Histidinrest in jeder Untereinheit fuhrt zum 
vollsthdigen Verlust der katalytischen Aktivitat" 'I. 

Apoferri t in 24 Untereinheiten yEi;;~~~~,celle 

/J 
Fer r i t i n  A nicht-kristall ines Fe r r i t i n  

Abb. 6. Bildung von Ferritin aus Eisenmicellen und Apoferritinunter- 
einheiten. Es wird ein Gleichgewicht zwischen Apoferritin und seinen 
Untercinheiten angenommen. Eisen(1rr)-Chelate hydrolysieren und 
polymerisieren zu Eisenmicellen, die dieses Gleichgewicht durch Asso- 
ziation mit Proteinuntereinheiten zu nicht-kristallinem Ferritin ver- 
schieben. D i e s  Zwischenstufe, der die vollst%ndige Proteinhiilk fehlt, 
wird rasch in kristallisierbares Ferritin umgewandelt. 

Saltman et al.[721 schlugen fur die Ferritinbildung ein Alter- 
nativmodell vor, welches davon ausgeht, daB Apoferritin- 
untereinheiten um eine vorgeformte Eisenmicelle (Abb. 6) 
angeordnet werden. Es wird arg~mentiert['~], daB die 
Chemie von Eisen(In)-Chelaten wie Eisen(m)-fructose, 
-citrat und -hydroxid-nitrat in waDrigen Losungen von der 
Tendenz zur Hydrolyse und Polymerisation beherrscht 
wird, wobei losliche Micellen ungefahr der gleichen Grok 
wie im Ferritin entstehen (70 A). Polymeres Eisen(nr)- 
hydr~xid-nitrat~'~] rnit der ungefahren Zusammensetzung 
Fe,O,(OH),(N 0J2 hat magnetische und MoDbauer- 
Eigenschaften, die ziemlich genau denjenigen des Ferritins 
entsprechen. 
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Bei einem Experiment, bei dem iiberschiissiges Apoferritin 
verschieden lange Zeit rnit der nicht-kristallisierbaren 
Ferritinfraktion und dern aus Cadmiumsulfat-Losugen 
kristallisierten Produkt inkubiert wurde, konnten inner- 
halb von 45 min 100% des urspriinglich im nicht-kristalli- 
nen Ferritin enthaltenen Eisens als kristallines Ferritin 
zuriickgewonnen werden. Mit dieser Beweisfuhrung und 
elektronenmikroskopischen Ergebnissen wird die Ansicht 
gestiitzt, daI3 nicht-kristallines Ferritin aus Molekiilen be- 
steht, denen der vollstandige Satz Proteinuntereinheiten 
fehlt; daraus ergibt sich weiterhin, daD die Anwesenheit 
der Eisenmicelle die Dissoziation des Apoferritins in 
Untereinheiten bewirkt, die sich daraulhin um die Micelle 
anordnen und Ferritin bildenr7". 

In einem kiirzlich erschienenen, vorlaufigen Bericht wird 
angedeutet, daR bei Zugabe einer sauren Losung von 
Apoferritinuntereinheiten zu natiirlichen, aus Ferritin iso- 
lierten Eisenmicellen oder zu synthetischen Polymeren 
aus Eisen(m)-nitrat, Eisen(m)-citrat, Eisen(Ir1)-fructose und 
Eisen(u)-ATP und rascher Neutralisation ein Produkt ent- 
steht, das in seiner Grundzusammensetzung, seinem elek- 
trophoretischen und seinem Sedimentationsverhalten so- 
wie nach seinem Aussehen im Elektronenmikroskop 
Ferritin ahnelt"51. 

Gegen das Chelatmodell wurde eine Reihe von Einwen- 
dungen vo rgebra~h t~~~] .  Zunachst einmal steht die Be- 
obachtung, daB im nicht-kristallinen Ferritin Protein- 
untereinheiten fehlen, im Gegensatz zu Beobachtungen 
von F ~ r r a n t [ ~ ~ ,  der in elektronenmikroskopischen Auf- 
nahmen die Identitat von Ferritin und nicht-kristallinem 
Ferritin feststellte. Das Verhaltnis Fe : N des nicht-kristal- 
linen Ferritins entspricht dem des kristallinen Ferritins, 
aus dem es prapariert w ~ r d e [ ~ ~ ] ,  d. h. bei Vorhandensein 
unvollstandiger Proteinhiillen miissen auch freie Unter- 
einheiten existieren. Tatsichlich setzt das Model1 voraus, 
daB Apoferritinmolekiile rnit den Untereinheiten im 
Gleichgewicht stehen. 

Fur die Dissoziation von Apoferritin in Untereinheiten 
unter physiologischen Bedingungen gibt es derzeit keinen 
Beweis. Nach der in Abbildung 6 gezeigten Hypothese 
sollten bei der Bildung von Ferritin nur zwei Zwischen- 
stufen auftreten : das eisenfreie Apoferritin und Femtin 
rnit einigen fehlenden Untereinheiten, aber vollstiindiger 
Eisenmicelle. Bei Experimenten iiber die durch Eisenga- 
ben induzierte Biosynthese von Ferritin fand man jedoch 
unter Verwendung von ['4C]-Leuch, daB die Radioakti- 
vitat zuerst im eisenarmen Ferritin (siehe Abb. 1) und erst 
nach verhaltnismaDig langer Zeit im eisenreichen Ferritin 
e r ~ c h i e n [ ~ ~ '  7 8 ] .  Hieraus konnte man schlieBen, daB das 
neu synthetisierte Apoferritin allmahlich rnit Eisen ange- 
fullt wird. Nach Niederer1681 miiDte neu synthetisiertes 
Apoferritin im bereits vorhandenen Ferritinpool der Leber 
eher in eisenarmes als in eisenreiches Ferritin inkorporiert 
werden, falls Ferritin durch Eisen stabilisiert wird. Eisen- 
reiches Ferritin sollte unter dieser Annahme sehr vie1 
langsamer als eisenarmes Ferritin oder Apoferritin in Un- 
tereinheiten dissoziieren. Niederer berichtet kurz iiber Er- 
gebnisse, die zeigen, daR das Eisen allmahlich von Apo- 
ferritin aufgenommen wird, wenn man die Reaktion wah- 
rend einer isopyknischen Zentrifugation in einem Uro- 

grafin-Gradienten durchfiihrt[681. Dies bringt ihn zur Ab- 
lehnung des Chelatmodells ; er iibersieht allerdings, daD 
sich unter den beschriebenen Bedingungen der Eisenauf- 
nahme (siehe oben) die von Pupe et al.1721 gefundenen 
micellaren Aggregate nicht bilden werden. - Das Chelatmo- 
dell ist zwar oft kritisiert worden, doch kann es aufgrund 
der vorliegenden Hinweise nicht ausgeschlossen werden. 

3.2. Mobilisierung von Eisen aus Ferritin 

Wie bereits fruher e r ~ a h n t [ ~ ' .  kann durch Reduktion 
von Fe"' im Ferritin zu Fe" Eisen aus dem Protein freige- 
setzt werden. Sielig und Buyerr791 zeigten die Moglichkeit, 
Eisen aus Ferritin unter Verwendung biologischer Reduk- 
tionsmittel wie Ascorbat, Glutathion und NADH zu mo- 
bilisieren. Allerdings verlauft die Mobilisierung selbst bei 
hohen Konzentrationen dieser Reduktionsmittel sehr lang- 
sam. 

Auf der Suche nach einem physiologischen Redoxsystem 
nahm Mazur et al.[*O1 an, daIj Xanthin-Oxidase fur die 
Reduktion von Eisen aus Ferritin und die Mobilisierung 
in der Leber verantwortlich sei. Eine solche Rolle der 
Xanthin-Oxidase wurde schon friiher von Tanakar811 vor- 
geschlagen, der festgestellt hatte, daR sich die magnetische 
Suszeptibilitat einer Ferritinlosung bei Behandlung rnit 
Xanthm-Oxidase und Methylenblau und mit reduzierter 
Diaphorase langsam erhohte. Die Beobachtung von Xan- 
thin im Urin eines Patienten mit Haemochromatosis - einer 
ererbten Anlage zu UbermaDiger Eisenspeicherung - sowie 
einem merklich verringerten Xanthinoxidase-Spiegel der 
Leber brachte Ayzuasind8'1 zu der Annahme, daB die 

Xanthin-Oxidase Harnstiure 
(reduziert) 

Xanthin 

Hypoxanthin 

Fe3+-Ferritin 

Fe2+-Fcrritin 
(oxid ie r t )  

F e z +  

Abb. 7. Mogliche Rolle der Xanthin-Oxidase bei der Mobilisierung von 
Eisen aus Ferritin. 

Reduktion von Ferritineisen rnit der Oxidation von Xan- 
thin und Hypoxanthin gemaB Abbildung 7 in Verbindung 
steht. Als Reduktionsstelle des Ferritineisens wurde das 
Nicht-Hiimeisen der Xanthin-Oxidase angenommen1801. 
Allerdings haben mehrere Verbindungen wie Allopurinol 
(4-Hydroxypyrazolo[3,4-dlpyrimidin), welches Xanthm- 
Oxidase stark inhibiert, wenig oder keinen EinfluD auf den 
Eisenstoff~echsel~~~~. 

Mit spezifischen Chelatbildnern niedrigen Molekularge- 
wichts kann Eisen ohne Redukti~nsmittel[~~] aus Ferritin 
mit Geschwindigkeiten von physiologischer Bedeutung 
mobilisiert werden. Nitrilotriacetat, der iiberzeugendste 
bei dieser Untersuchung verwendete Chelatbildner, hat 
sicherlich keinerlei physiologische Funktion. Ob ein ge- 
eigneter zellularer Metabolit bei der nicht-reduktiven 
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Mobilisation ebenso wirksam sein wiirde, mu13 noch un- 
tersucht werden. 

Wir haben kurzlich uberpruft, ob physiologische Reduk- 
tionsmittel oder Chelatbildner das Ferritineisen mobili- 
sieren konnen. Mit Ausnahme von Ascorbinsaure in Kon- 
mtrationen oberhalb 200 mmol/l und pH-Werten unter- 
halb 5, sowie Cystein in Konzentrationen oberhalb 100 
mmol/l, konnte keine der untersuchtenVerbindungen - al- 
lein oder in Kombination mit anderen Reduktionsmitteln 
oder Chelatbildnern - das Eisen aus dem Ferritin rnit 
Geschwindigkeiten freisetzen, die in der Saugetierzelle 
physiologisch bedeutungsvoll sind. Das gleiche gilt fur 
Xanthin-Oxidase, die bei unseren Versuchen das Ferritin 
in vitro iiberhaupt nicht mobilisieren[6]. 

In Leberhomogenaten von Saugetieren wurde kiirzlich 
eine spezifische Enzymaktivitat gefunden ; das Enzym, 
welches teilweise durch Chromatographie an CM-Sepha- 
dex und durch Ultramtrifugation gereinigt wurde, kann 
Ferritineisen reduktiv mobilisieren. Das Enzym benotigt 
NADH und FMN, um das an Ferritin gebundene Fe3+ 
zu freiem Fez+ zu reduzieren, wahrscheinlich durch Elek- 
tronentransfer von NADH zum Ferritin. Die Reaktion 
wird durch Sauerstoff, jedoch nicht durch Allopurinol 
inhibiert, was darauf hindeutet, daR es sich bei dem En- 
zym nicht um Xanthin-Oxidase aus der Leber handelt. Das 
Enzym ist sehr hitzelabil, das pH-Optimum liegt bei 
7.2-1.4. Hypoxanthin, Succinat, Athano1 und Glucose eig- 
nen sich nicht als Elektronendonoren. Vorlaufige Unter- 
suchungen mit der Ultrazentrifuge deuten darauf hin, daB 
das Enzym, fur das der Name Ferriductase vorgeschlagen 
wurde, hauptsachlich in der loslichen Fraktion der Zelle 
vorkommt[8s1. 

3.3. Eisentransfer zwischen Ferritin und Transferrin 

Bielig und Buyer haben nachgewiesen, daB beim Transfer 
von Eisen aus dem Ferritin zum Transferrin durch eine 
semipermeable Membran Ascorbinsaure erforderlich i d 7  9! 
Im gleichen Jahr wurde gezeigtfs6I, daR Ferritin, welches 
kleine Mengen Fe" und freie SH-Gruppen aufweist, in 
Leberschnitten Eisen zu Transferrin transportieren konnte. 
Danach wurde festgestellt, daR fur den Transfer von Eisen 
aus dem Transferrin zum Ferritin in Leberschnitten und 
Homogenaten unbedingt ATP erforderlich istfS7]. Bei einer 
detaillierten Untersuchung anhand eines Modellsystems, 
bei dem der Transfer von "Fe vom Transferrin zum Ferri- 
tin iiber eine semipermeable Membran gemessen wurde, 
ergab sich, daR Reduktionsmittel und Chelatbildner fur 
den Eisentransfer erforderlich sind["]. ATP wirkt als 
Chelatbildner und nicht als Energiequelle. 

Der ProzeB des Eisentransfers vom Transferrin zum Ferri- 
tin wurde nun so formuliert, daB, wie in Abbildung 8 ge- 
zeigt, Reduktion, Chelatbildung und Oxidation beteiligt 
sein mussen. Er erfolgte auch ohne spezifischen Chelatbild- 
ner rnit einer Reihe biologisch wirksamer komplexbilden- 
der Reagentien, wie Zucker, ATP, ADP und AMP. 

Von den gepriiften Reduktionsmitteln waren Ascorbate 
weitaus am wirksamsten. Der Eisengehalt des verwendeten 
Ferritins und Transfemns regulierte das AusmaB des be- 

obachteten Transfers. Transferrin, das zu 50 % oder weniger 
gesattigt war, konnte Eisen nicht transferieren. Bei ca. 
50-proz. Sattigung rnit Eisen nahm Ferritin das meiste 
Eisen auf. Vorlaufige Experimente ergaben, dal3 bei Dialyse 
von Apotransferrin gegen Ferritin in Anwesenheit von 
Reduktionsmitteln und Chelatbildnern der umgekehrte 
Transfer so lange andauert, bis das Transferrin zu 40% 
rnit Eisen gesattigt isttS9! Somit lassen sich sowohl die 
Hin- als auch die Riickreaktion anhand der in Abbildung 8 
beschriebenen Vorgiinge erklaren. 

I h l u k t  I C ~ ~ T D I L L ~ ~ I  
Fe2+-C1ielat  Fc3+- 'Transfer . r in  + Chelat . 

01 11 
~ . ' e ~ + - ~ < . e r r i t i n  _7 Fe2+-ITerr i t in  

Abb. 8. Modell fur den Eisentransfer von Transferrin zu Ferritin. 
Transferrin-gebundenes Fe3+ wird reduziert und komplex gebunden, 
worauf das eisenhaltige Chelat sein Eisen zum Ferritin transferiert. 
Fez+ wird durch molekularen Sauerstoff zu Fe3+ oxidiert. 

4. Ausblick 

Aufgrund der hier kurz besprochenen Ergebnisse 1aRt sich 
voraussehen, dal3 Struktur- und Funktionsuntersuchungen 
am Ferritin schnell zu einer Phase hochsten Interesses und 
enormer Aktivitat gelangen werden. Die Identifizierung 
der Primarstruktur des Proteins aus der Pferdemilz sowie 
der Teile der Primarstruktur, die bei der Katalyse der Fez+- 
Oxidation eine Rolle spielen, werden zur Neuerforschung 
der dreidimensionalen Struktur des Proteins anspomen. 

Fez+ +- A,,, Apofcrr i t i i i  NAD+ + Fez' 

F e r r i d u c t a s e  

A red x x  b'erritin NADH + €I+ 

Abb. 9. Bei der Einlagerung von Eisen in Apoferritin als Fez+ in Gegen- 
wart eines geeigneten Oxidationsrnittels A wirkt das Protein selbst als 
Katalysator. Die Mobilisierung von Eisen als Fez+ aus Ferritin wird 
durch ein als Ferriductase bezeichnetes Enzym verursacht, welches 
NADH-abhangig ist. 

Durch die in Abbildung 9 gezeigte Moglichkeit der Mit- 
wirkung eines vollstandigen Redoxsystems bei der Auf- 
nahme von Eisen in Ferritin und umgekehrt dessen Mobili- 
sierung aus Ferritin wird der Weg zur detaillierten Analyse 
der Regulation beider Stoffwechselwege eroffnet ; mit wach- 
sendem Verstandnis dieser Prozesse sollte eine verstand, 
nisvollere Therapie bei Storungen der Eisenspeicherung 
moglich werden. Dies ist besonders wichtig, da derzeit die 
A n h i e  vermehrt durch Transfusionen bekampft wird, die 
zu einer stetig wachsenden Zahl von Fallen sekundarer 
Eiseniiberbelastung fihren (Transfusions-Siderose). Wenn, 
und dies wird immer wahrscheinlicher, das Ferritineisen 
in den Reticulocyten zur Hamoglobinsynthese dientL6', 6 6 ] ,  

wird das Verstandnis der Regulationsfaktoren des dyna- 
mischen Gleichgewichts zwischen der Aufnahme des Ei- 
sens in das Ferritin und umgekehrt dessen Mobilisierung 
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aus der Speicherform sogar noch wichtiger. Falls dieser 
Vorgang der Eisenaufnahme und -abgabe aus dem Ferritin 
von Oxidation und Reduktion begleitet ist, so besteht 
kaum Zweifel, daD es irgendwo in der Zelle ein System 
geben muf.3, das Fez+ zu Fe3' oxidiert, entweder vor oder 
gleichzeitig mit der Eisenaufnahme durch Transferrin an 
der Oberflache der Zelle. Dieses System muD aderdem 
in der Lage sein, Fe3+ aus Transferrin zu reduzieren und 
innerhalb der Zelle als Fez+ abzugeben. Man wird zu der 
Spekulation verleitet, daB das Tragersystem - es kann 
enzymatisch sein oder auch nicht - in der Zellmembran 
lokalisiert ist und zwischen der AuBen- und Innenflache 
wie ein Pendelsystem arbeitet, ahnlich wie es Margoliush 
et alj9OI f~ Cytochrom C in der inneren Mitochondrien- 
membran vorgeschlagen haben. Die Auklarung dieses 
Stoffwechselweges wird uns immer grokre Einsicht in die 
Regulierung all der vielen Prozesse geben, die unter dem 
Namen Eisenstoffwechsel laufen und von denen wir hier 
einen kleinen Ausschnitt behandelt haben. 
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