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Proxyferrin: Supplement fiir den tranferrinunabhangigen €isentransport
Information der Biochrom AG

Proxyferrin ist ein chemisch definiertes, niedermolekulares Ersatzsupplement fiir Holotrans-
ferrin. Es unterstitzt die transferrin-unabhangige Eisenaufnahme bei in vitro-kultivierten
Saugerzellen. Proxyferrin (Zusammensetzung geschiitzt) ist sowohl frei von Komponenten
tierischen Ursprungs, als auch frei von Pyrogenen und Proteinen. Die Vorteile des konzent-
rierten Ersatzsupplements: Proxyferrin hat ein vernachlassigbares biologisches Risiko, ver-
ursacht niedrige Kosten im Vergleich zu rekombinantem Transferrin, ist anwendbar fir viele
Zelltypen (insbesondere fir niedrig-Eisen-tolerante Zellen) und hat eine hohe Lagerstabilitat.
Der Endotoxingehalt von Proxyferrin ist unter der Nachweisgrenze.

Proxyferrin bietet hohe Einsatzflexibilitdt und Sicherheit fiir das Design von hormonell defi-
nierten, serumfreien Zellkulturmedien. Zusatzlich stimuliert es das Zellwachstum in Medien
mit niedrigem Serumgehalt und die Aktivitat von Serum mit niedrigem Eisengehalt.

1 Transferrin ist Eisendonor in serumfreien Medien

lonisiertes Eisen (Fe**/Fe®") ist fiir den Metabolismus von Saugerzellen essenziell, da es
leicht seinen oxidativen Status wechseln kann. Es ist eine brauchbare Komponente fiir Ha-
moglobin, Myoglobin, Zytochrome und verschiedene nicht-ham Enzyme. Eisen ist fir alle
Eukaryonten essenziell, kann aber auch toxisch sein: Dieselbe Eigenschaft, die es Eisen
erlaubt, Elektronen aufzunehmen oder abzugeben, kann Elektronen auch auf Sauerstoff
Ubertragen. Dies kénnte Uber die Fenton- und Haber-Weiss Reaktionen zur Bildung von Su-
peroxidanionradikalen und Hydroxylradikalen fihren. Durch den Uberschuss solcher sehr
reaktiven Sauerstoffspezies werden biologische Molekiile wie Proteine, Lipide und DNS be-
sonders leicht umgebaut und deren biochemische Funktion zerstort.

Konsequenterweise wird deshalb bei allen Arten von S&ugern die Eisenkonzentration in bio-
logischen FlUssigkeiten straff reguliert. Aus diesem Grund sind Eisensupplemente auch es-
senzielle Bestandteile in den Formulierungen von Kulturmedien fur S&dugerzellen. Am
haufigsten wird Transferrin als Eisendonor in serumfreien Medien angewendet. Dieses Plas-
maprotein bindet Fe** mit hoher Affinitat.

Bei neutralem pH-Wert im Plasma bindet Transferrin-Fe** an den Transferrinrezeptor auf der
Zelloberflache, von wo es durch rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert wird.

Alternativ wurde die in vitro- und in vivo- Aufnahme von nicht-transferringebundenem Eisen
extensiv bei Enterozyten [1] sowie bei einer groBen Anzahl von anderen Saugerzellen stu-
diert (Tabelle 1). Obwohl der Mechanismus des transferrinunabh&ngigen Eisentransports
weniger gut analysiert ist, kdnnen einige gemeinsame Eigenschaften in allen Zelltypen ge-
funden werden (Abbildung 1).
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Tab. 1: Sdugerzellen, deren transferrinunabhéangige Eisenaufnahme untersucht wurde.

Saugerzelltypus Gewebeursprung Spezies
Enterozyten Diinndarmepithel Human
Hela Cervixkarcinom Human
Hepatozyten Leber Ratte
K562 Myelogene Erythroleukemie Human
Fibroblasten Haut Human
Vero Nierenepithel Meerkatze
SK-Hep1 Leberkarzinom Human
Wish Amnionzellen Human
BHK21 Nierenzellen Hamster
HepG2 Leberkarzinom Human
CHO-K1 Ovarienzellen Hamster

Abb. 1: Schematische Aufnahme von nicht Transferrin-gebundenen Fe* lonen bei Enterozyten.
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Fe® lonen werden durch niedermolekulare Chelatverbindungen, so genannte Siderophore,
komplexiert. Dabei verhindert die Chelatisierung einerseits die Hydrolyse und die darauf
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folgende Prazipitation des Metalls und ermdglicht andererseits die spezifische Erkennung
und Aufnahme des Metalls an der Zelloberflache.

Eine weitere wichtige Funktion der Siderophore ist die Kontrolle der Redoxeigenschaften
ihres Eisenzentrums. Harington et al. [2] postulierten, dass das Metallzentrum in vivo durch
niedermolekulare Agenzien und/oder durch eine Ferroreduktase reduziert wird, wodurch die
Freisetzung von Fe** lon vom Eisen-Siderophor-Komplex geférdert wird. Das Fe** lon wird
danach durch den divalenten Metalltransporter 1 (DMT1) in die Zelle hineintransportiert.

Neben natiirlichen Fe®" Chelatoren wie Zitronenséure wurde eine Reihe von synthetischen
Siderophortypen in serum-freien Zellkulturen getestet. Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),
Iminodiessigsaure (IDA), Aurintricarboxylsdure und Tropolone wurden am haufigsten unter-
sucht.

2 Proxyferrin als Transferrinersatz-Konzentrat

Dieses tierkomponentenfreie, geschitzte Produkt der Biochrom AG wurde entwickelt, um die
Funktion von Holotransferrin zu ersetzen. Weiterhin sollte eine alternative transferrinunab-
héangige Eisenaufnahme in einem weiten Bereich von Saugerzellkultursystemen ermdéglicht
werden.

Proxyferrin besteht aus zwei Typen von Eisenchelatkomplexen. Der Haupt-Fe**-Komplex
wird durch den nattrlichen zweiz&hnigen Zitronensaurekomplex gebildet. Er verhindert das
Ausfallen von Fe® lonen als unlésliches FeO.OH.nH,O. Der Nebenkomplex ist eine vierzah-
nige synthetische Chelatverbindung. Zusatzlich verstarkt Proxyferrin die nichttransferringe-
bundene Eisenaufnahme in die Zelle durch chelatisierte Zn** lonen, eine Eigenschaft, die
klrzlich spezifischen Zinktransportern [3] in der Plasmamembran von Sdugerzellen zuge-
schrieben wurde.

Immer wenn die Entwicklung eines Zellkulturmediums den Sicherheitserfordernissen
fur therapeutische Anwendungen folgen muss, ist der Ersatz von nativem Transferrin
unumganglich.

Zusatzlich zum geringeren biologischen Risiko eines proteinfreien Substituts hat Proxyferrin
einen weiteren Vorteil: Kontaminierende bakterielle Endotoxine sind in Proxyferrin nicht ent-
halten. Endotoxin kénnte unbeabsichtigt in das Kulturmedium gelangen, wenn es an zuge-
flgtem Transferrin [4] gebunden ist. Daher erleichtert der Gebrauch eines nichtprotein-
haltigen Transferrinersatzes wie Proxyferrin die Entwicklung einer Rezeptur fir definierte
Kulturmedien, weil das biologische Risiko von tierischen Komponenten vermieden wird.
Zusétzlich sind die Kosten fir die Medienkomponenten geringer als beim Transferrinersatz
durch rekombinantes Transferrin.

Biochrom AG Webseite: www.biochrom.de Seite 3von 7
Leonorenstr. 2-6 E-Mail: info@biochrom.de

12247 Berlin Tel.: +49 (30)77 99 06-0 EUROPAISCHE UNION

Deutschland Fax: +49 (30)771 00 12 Europaischer Fonds fiir

regionale Entwicklung
Stand: 18.2.2010, Autor: Dr. Rudolf Schindler Investition in Ihre Zukunft



) BIOCHROMZ

Die Supplementkonzentration fiir transferrinunabhangige Eisenaufnahme sollte fir jeden
Zelltyp angepasst werden. Fir die Mehrheit der Zelltypen ist 1 ml Proxyferrin-Konzentrat
(Kat. Nr. K 3702 und K 3703) pro Liter Medium ausreichend, was ungefahr 5 uM Fe®" Chelat
entspricht (niedrig-eisen-tolerante Zellen). Eisenkonsumierende Zellen, z.B. die erythroide
K562 Zelllinie, bei der eine hohe Eisenaufnahme flr eine optimale Hamsynthese gebraucht
wird, benétigen betrachtlich gréBere (mindestens 20fache) Supplementmengen (hoch-eisen-
abhéangige Zellen) [5].

3 Testung von Proxyferrin in serumfreien definierten Medien

Proxyferrin wurde fur einige Zellkulturen in serumfreien definierten Medien getestet, die mit
verschiedenen Kombinationen von Wachstumsfaktoren supplementiert waren. Die Abbildun-
gen 2a und 2b zeigen die 17-tdgige Wachstumsentwicklung der Ovarienzelllinie des chinesi-
schen Hamsters (CHO), adaptiert fir die Suspension, kultiviert in definierten Medien, die mit
verschiedenen Fe®*" Donorsystemen supplementiert waren.

Nach einer Adaptationsperiode von 10 Tagen ist die Viabilitat der Zellen, deren Eisenauf-
nahme durch transferrinunabhéngige Siderophore erfolgte, wahrend des exponentiellen
Zellwachstums am gréBten. Die Abbildung 2 zeigt, dass unter diesen Kulturbedingungen die
CHO Proliferation in Proxyferrin-supplementierten Medien bei weitem besser ist als in Kon-
trollkulturmedien, die mit fétalem Rinderserum (FBS) oder Transferrin supplementiert wur-
den.
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Abb.2a. CHO-Batchkulturen in modifiziertem Iscove’s Modified Dulbecco Medium (IMDM) supplementiert
mit entweder a) 3 % (v/v) FBS oder einer serumfreien defmlerten Wachstumsfaktorkombination (b, c, d)
dle mit b) 5 mg/l humanem Holotransferrin, ¢) mit 5 pM Fe* Chelatkomplex (Proxyferrin), oder d) 31 pM
Fe* Chelatkomplex (IDA) supplementiert wurden. Die Zellproliferation wahrend 17 Tagen einer kontinuier-
lichen Suspensionskultur wurde durch Bestimmung der Gesamtzellzahl bestimmt. Diese Gesamtzellzahl
kann mit der Zahl an lebenden Zellen verglichen werden (Abb. 2b)
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Ein Beispiel fur den Einfluss der Eisenversorgung auf adhdrent wachsende Kulturen zeigt Abbil-

dung 3. HelLa-Zellen wurden in unbeschichteten 96 well Platten fir 4 Tage in serumfreiem definiertem
Medium (IMDM + Kombination von Wachstumsfaktoren) ohne Holotransferrin (Kontrolle), mit 5 ug/ml
Holotransferrin und mit Proxyferrin (5 pM Fe** Chelatkomplex; 1ml/Liter Medium) supplementiert. Der
Einfluss von Holotransferrin auf die Proliferation von HelLa-Zellen kann vollstdndig durch ein serum-
freies definiertes Medium ersetzt werden, das mit der Standardkonzentration an Proxyferrin

(1:1000 Verdiinnung des Konzentrats) supplementiert wird. In Bezug auf die nicht-transferrin-
abhangige Eisenaufnahme sind HelLa- und CHO typische Vertreter von niedrig-eisen-toleranten Zel-
len.

Abb. 3: Einfluss von Transferrin und Proxyferrin auf das Wachstum von HelLa Zellen. In einem MTT-
Assay wurde die Extinktion bei 570 nm gemessen.
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Der Eisenmangel von Newborn Kélberserum (NCS) kann durch Zugabe von Proxyferrin kompensiert
werden [6]. (Abbildung 4).
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Abb. 4: Proliferationsantwort von 3 adhéarenten Saugerzelllinien, kultiviert 4 Tage in IMDM Basalmedium
supplementiert mit 5 % (v/v) FBS, 5 % (v/v) NCS, und 5 % (v/v) NCS mit Proxyferrin. Die Extinktion von
MTT Messungen fiir das Zellwachstum in FBS-supplementierten Medien wurde auf 100 % gesetzt. Alle
Kulturen wurden in 96 well Platten durchgefiihrt.
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