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1. Einleitung

1.1. Zink und seine Bedeutung fiir den menschlichen Korper

Der Gesamtzinkgehalt des Korpers betrdgt 2-4 g (Rink und Gabriel, 2000) und ist damit
vergleichbar mit dem Gehalt an Eisen, welcher 3-4 g betragt. 85% des Gesamtzinkgehaltes
befinden sich im Knochen und in der Muskulatur, 11% in der Haut und der Leber, wihrend
sich die uibrigen 2-3% auf andere Gewebe verteilen (Jackson, 1989). Hauptnahrungsquellen
fir Zink sind Fleisch (insbesondere Rind), Fisch, Milchprodukte (insbesondere Kése) und
Eier. Zink spielt in allen relevanten Systemen des menschlichen Korpers eine wichtige Rolle,
beispielsweise ist es im Hormonstoffwechsel unter anderem an der Speicherung des Insulins
in den Langerhansschen Zellen beteiligt und nimmt somit eine zentrale Bedeutung fur die
Aufrechterhaltung unseres Blutzuckerhaushaltes ein (Chimienti et al., 2005). Als Bestandteil
von Zinkfingern in Transkriptionsfaktoren ist es an der Genexpression beteiligt. Von
besonderer Wichtigkeit ist das Zinkspeicherprotein Metallothionein, welches zu der Gruppe
der Metall-bindenden Proteine gehort und aufgrund seines hohen Cysteingehaltes (23-33%)
eine hohe Bindungskapazitat fiir Metalle besitzt (Rimbach et al., 1996). Seine Hauptfunktion
liegt unter anderem in der Regulation der zelluldren Zinkhomoostase, seine de novo Synthese
korreliert mit der Zinkanreicherung im Gewebe (Krezel et al., 2007). Richards und Cousins
zeigten erstmals die Schlisselfunktion von Metallothionein bei der intestinalen
Zn*"-Absorption (Richards und Cousins, 1975). Als therapeutischer Ansatz wird dieser
Mechanismus bei der Kupferspeicherkrankheit Morbus Wilson genutzt. Die orale Gabe von
Zinksalzen induziert zum einen eine Metallothionein-Expression in der Darmmukosa, so dass
die intestinale Resorption von Kupfer vermindert wird, zum anderen fithrt es in der Leber
durch dort induziertes hepatisches Metallothionein zu einer Bindung von Kupferionen
(Stremmel et al., 1991; Roberts und Cox, 1998). Zink spielt auch als Neuromodulator eine
wichtige Rolle, zB. bei der Beeinflussung glutamaterger Strukturen. Auch hat es
eine hemmende Wirkung auf NMDA-Rezeptoren und die Freisetzung von
y-Aminobuttersiure (GABA) (Frederickson et al,, 2005; Krezel et al., 2007). Auch ein
Einfluss von Zink auf unser Immunsystem ist nachgewiesen worden, beispielsweise sein
Einfluss auf die Regulation von Tyl- und Ty2-Zellen (Uciechowski et al., 2008;
Kahmann et al., 2006) oder auf die Steigerung der antiviralen Wirkung von Interferon-alpha

auf das zehnfache (Berg et al., 2001).
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1.2. Zink im Kontext von verschiedenen Krankheitsbildern

Die Wirkungen von Zink sind nicht nur bei physiologischen Prozessen beschrieben worden,
auch seine Bedeutung bei vielen Krankheitsprozessen wird immer klarer. Bei der
Acrodermatitis enterohepatica handelt es sich um eine Erkrankung, die den Gendermatosen
zugeordnet wird und die auf einem Gendefekt des humanen Zinkaufnahme-Transporters
hZIP4 (das Gen SLC39A4 kodiert fir hZIP4) beruht. ZIP4 ist ein gewebsspezifischer
Transporter, welcher hauptsiachlich in Enterozyten exprimiert wird und fiir die Absorption
von exogen aufgenommenem Zink im Dinndarm verantwortlich ist. Die Erkrankung beruht
auf einem autosomal rezessiven Erbgang mit einer Prdvalenz von 1:500.000 und ist
gekennzeichnet durch eine partielle Reduktion der Zink-Aufnahme. Das klinische Bild ist
durch die Trias: totale Alopezie / Hautlasionen lokalisiert an den Extremitéten, perioral und
anogenital / anhaltende Diarrhoe oder andere gastrointestinale Dysfunktionen gekennzeichnet.
Durch vermehrte orale Zinkzufuhr kann eine Vollremission der Symptome erzielt werden
(Neldner et al, 1978). Auch ist bekannt, dass Zinkmangelbedingungen die Zahl der
neutrophilen Granulozyten verringern sowie ihre Fahigkeit zur Chemotaxis (Ho et al., 2004).
Auch die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut und die Fahigkeit zur Phagozytose
stellen Prozesse dar, die gestort sind. So ist die Abtotung von Pathogenen bei einem
Zinkmangel stark vermindert (Rink und Gabriel, 2001) und die natirlichen Killerzellen
verlieren ihre Fahigkeit, Zielzellen zu téten (Ferencik und Ebringer, 2003). Mittlerweile ist
auch bekannt, dass eine exzessive Zinkfreisetzung intrazellular und transsynaptisch eine Rolle
in der Pathophysiologie von Schlaganfillen, Epilepsie, Schadel-Hirn-Traumata und

neurodegenerativen Erkrankungen spielt.

Die Alzheimer-Krankheit (Morbus Alzheimer) ist eine neurodegenerative Erkrankung, deren
Haufigkeit jenseits des 60. Lebensjahres steil ansteigt und fiir ungefahr 60 Prozent der
weltweit etwa 24 Millionen Demenzerkrankungen verantwortlich ist (Ferri et al., 2005).
Pathophysiologisch ist durch das Zusammenwirken genetischer und metabolischer Faktoren
das Gleichgewicht unterschiedlicher Abbauwege des B-APP (Amyloid Precursor- Protein),
einem ubiquitiren Membranprotein, hin zur Bildung des p-Amyloid-Peptids A31-40/1-42
verschoben, welches auf mehrfache Weise neurotoxisch wirken kann. Es kommt dadurch zur
Ablagerung von aggregierten AB in cortikalen Amyloid-Plaques sowie perivaskular
(Hufschmidt und Liicking, 2009). Es wurde gezeigt, dass extrazellulares freies Zink die
Ablagerung von Amyloidplaques induziert (Bush et al., 1994) und das die Bindung von Zn*"
mittels Chelator die Amyloidablagerungen reduzieren kann (Regland et al., 2001; Ritchie et

al., 2003). Weiterhin wurde gezeigt, dass es zu Anreicherungen von freien Zinkionen in
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Neuronen des Hippokampus von Alzheimer Patienten kommt, die bei Gesunden nicht
nachzuweisen waren (Suh et al,, 2000). Auch spielen Kupfer und Eisen eine wesentliche
Rolle in der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung. Alle diese drei Kationen finden sich
signifikant erhoht in den Amyloyid-Plaques (Lovell et al., 1998; Lovell et al., 1998). Es wird
vermutet, dass die Alzheimererkrankung eine durch oxidativen Stress bedingte Freisetzung

von Zinkionen darstellt (Cuajungco und Faget, 2003; Capasso et al., 2005).

In Deutschland besteht eine alters-adjustierte jahrliche Schlaganfallinzidenz von 182 pro
100.000 Einwohnern, damit steht der Schlaganfall an dritter Stelle der héaufigsten
Todesursachen (Kolominsky-Rabas und Heuschmann, 2002). Bei etwa 80% der Schlagantille
ist die Ursache eine zerebrale Ischamie. Es wurde gezeigt, dass die synaptische Freisetzung
von Zink von einer Untergruppe von glutaminergen neuronalen Enden nach einem
ischamischen Infarkt die Akkumulation und Translokation von Zn*" in benachbarte Neuronen
fordert (Galasso und Dyck, 2007). Auch wurde gezeigt, dass ein neuronaler Untergang im
Rahmen einer transienten zerebralen Ischimie mit einer Zn® -Akkumulation einhergeht und
dass diese durch einen Zink spezifischen Chelator reduziert bzw. verhindert werden kann
(Koh et al., 1996). Ahnliche Ergebnisse wurden auch beim Schédel-Hirn-Trauma gezeigt
(Suh et al., 2000).

Die Hepatische Enzephalopathie ist das zerebrale klinische Erscheinungsbild bei einer
unzureichenden Entgiftungsfunktion der Leber. Eine Schliisselrolle in der Pathogenese ist hier
die mangelnde Ammoniakentgiftung. Es kommt zur Akkumulation von Ammoniak in den
Astrozyten, wodurch es zur Entwicklung eines Hirnodems mit entsprechender neurologischer
Symptomatik kommt (Haussinger und Schliess, 2005; Kimelberg, 2005; Haussinger, 2006).

. . 2 .
Auch hier konnte eine Rolle von Zn*" nachgewiesen werden.

1.3. Zn** und seine intrazelluliire Bedeutung

Zink ist nach Eisen das zweithdufigste Spurenelement im menschlichen Korper und stellt
einen essentiellen Faktor fiir die Funktion und Struktur von mehr als 200 Enzymen dar. In
biologischen Systemen kommt Zink immer als Zinkion (Zn*") vor. Mehr als 97% des Zinks
im Organismus ist an Proteine gebunden, 5-20% des zelludren Zinks an das Protein
Methallothionein. Die intrazellulire Zn*"-Konzentration von eukaryotischen Zellen liegt bei
etwa 200 pM, aufgrund seiner Komplexierung ist die Konzentration an freiem Zn*>" unter
physiologischen Bedingungen jedoch im pico- und nanomolaren Bereich anzusiedeln
(Palmiter und Findley, 1995; Krezel und Maret, 2007) (Abb. 1). Ausnahmen stellen Insel- und
Prostatazellen dar, in denen es auch unter physiologischen Bedingungen einen erhohten
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Gehalt an freien intrazelluliren Zinkionen gibt (Abb. 2). Griinde dafir sind bei den
Prostatazellen der notwendige Bereitstellungbedarf von Zink fiir die Samenflissigkeit,
wihrend die Inselzellen Zink, wie schon oben erwéhnt, zur Insulinspeicherung benéstigen. Die
intrazellulare Bindung erfolgt durch die SH-Gruppen des Cysteins, die Stickstoffatome des
Histidins sowie die Carboxylgruppen von Glutamat und Aspartat (Maret, 2006). SH-Gruppen
sind unter anderem durch die Bildung von Fe-S- und Zn-S-Clustern essentiell fur die
Tertidrstruktur vieler Proteine. Zn-S-Cluster bilden relativ stabile ,Loops” in Aminosauren-
Ketten, die unter anderem als sogenannte Zinkfinger in Transkriptionsfaktoren mit DNA,
RNA oder Proteinen in Interaktion treten kénnen (Klug und Schwabe, 1995). Etwa 3% der
bisher indentifizierten Gene des menschlichen Genoms enthalten Zinkfingerproteine
(Griingreiff, 2006). Untersuchungen haben auch gezeigt, dass neben dem Zn-Cluster auch
sogenannte Zn-Twist-Anordnungen existieren (Vallee und Falchuk, 1993). Ein Beispiel fiir
den Zn-Twist ist der Glucocorticoid-Rezeptor (Schwabe et al., 1990), fur den Zn-Cluster das
Protein GAL4 in Hefen (Johnston, 1987).

MOG-G-CCM

Abb. 1 Freie intrazellulire Zn’*-Tonen kénnen bei verschiedenen Zellarten unter
physiologischen Bedingungen mit dem Zink-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Zinquin nicht
nachgewiesen werden

HaCat, L929-Fibroblasten, RAEC, D-KO, MOG-G-CCM und MAEC wurden unter physiologischen
Bedingungen jeweils fiir 30 Minuten mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester behandelt. Es zeigt sich keine
Fluoreszenz-Aktivitit aufgrund der iiberwiegenden Komplexierung der Zinkionen durch verschiedene
zellulare Proteine.
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Abb. 2 Nachweis von intrazelluliiren Zn>*-Tonen in Prostatacarcinom-Zellen

Verschiedene Arten von Prostatacarcinom-Zellen (A,B,C.D) wurden jeweils fir 30 Minuten mit
10 uM Zinquin Ethyl Ester (A,C.D) behandelt. Es zeigte sich schon unter physiologischen
Bedingungen cine deutliche Fluoreszenzaktivitat. Eine 40 miniitige Behandlung mit 10 pM des zink-
spezifischen Chelators TPEN vor der Behandlung mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester zeigte dagegen
keine signifikante Fluoreszenz-Aktivitét (B).

A + B + D in 63-facher VergoBerung, C in 100-facher Vergroferung.

1.4. Storung der intrazelluliren Zinkhomdostase

Bisher sind wenige Stressarten identifiziert, die zu einer intrazelluliren Freisetzung von
Zinkionen aus Proteinen fiuihren. Erstmalig wurde dieser Einfluss auf die zelluladre
Zinkhomoostase mit Hypochlorsdure (HOCI) gezeigt (Fliss et al., 1991). HOCI wird von
aktivierten neutrophilen Granulozyten sezerniert und ist ein starkes Oxidationsmittel. Fliss et

al. zeigten, dass die Behandlung von arteriellen Endothelzellen und von Herzgewebe mit
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HOCI zu einer intrazelluldren Zinkionenfreisetzung fithrt und zeigten somit erstmals, dass ein
Oxidans dies bewirken kann. Jahre spater gelang dies auch mittels reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS). Im Rahmen von oxidativem Stress kommt es zur Generierung verschiedener ROS.
Zu den wichtigsten gehoren das Hydroxylradikal, der Singulett-Sauerstoff, das Superoxid-
Anion-Radikal und das Wasserstoffperoxid (H»0;), die bekanntermalen zu den
verschiedenartigsten Schiadigungen auf zelluldrer Ebene fithren kénnen (Sies, 1991; Sies und
Groot, 1992). Ziel des gesunden Organismus ist es, ein Gleichgewicht zwischen reduktiven
und oxidativen Prozessen herzustellen. Antioxidantien sind die Mittel des Organismus, einem
oxidativen Stress entgegenzuwirken (Sies, 1987). Neuere Studien zeigen jedoch, dass ROS
wie z.B. das Superoxid-Anion-Radikal und das Wasserstoffperoxid im Gehirn auch eine
wichtige Signalfunktion bei der Signaliibertragung, der synaptischen Plastizitdt sowie bei der
Gedachtnisbildung haben (Kishida und Klann, 2007). Es wurde gezeigt, dass H,O, (Zalewski
et al., 1994; Korichneva et al., 2002; Wiseman et al., 2007) in hohen Konzentrationen zu einer
intrazelluliren Zinkionenfreisetzung fiihrt. Queseda et al. zeigten, dass H,O, in Zellen vor
allem SH-Gruppen oxidiert und dass das freigesetzte Zn®" iiberwiegend aus dem
Metallothionein stammte (Queseda et al., 1996).

Ein weiterer Stressor, der einen Einfluss auf die zellulire Zinkhomoostase hat, jedoch nicht
der Gruppe der oxidativen Stressoren zugeordnet wird, ist das Stickstoffmonoxid (NO).
NO spielt im Rahmen vieler Entziindungsprozesse eine wichtige Rolle und wird dabei durch
die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) gebildet (Kroncke et al., 1995). Seine
Auswirkungen werden als nitrosativer Stress bezeichnet. Es ist gezeigt worden, dass NO in
vitro mittels S-Nitrosierung von Cysteinen eine Zinkionenfreisetzung aus dem
Zinkspeicherprotein Metallothionein bewirkt (Kroncke et al., 1994) (Abb. 3). Kroncke et al.
zeigten auch, dass nitrosativer Stress Zn’" aus Zinkfinger-Strukturen freisetzt, was tiber eine
Strukturdnderung zur Hemmung der spezifischen Bindung von  Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren an die DNA fiihrt (Kroncke et al., 1994; Kroncke und Carlberg, 2000).
NO zerstort Zinkfinger-Proteine nicht irreversibel, da die Zinkfinger tber das zellulédre
Redoxsystem wieder regeneriert werden konnen (Kroncke et al., 2002). Cortese-Krott et al.
zeigten, dass die Inkubation von Endothelzellen mit NO diese vor den negativen Effekten
einer HO, Exposition schiitzt und dass dieser Schutz von der Freisetzung intrazellularer
Zinkionen abhingt (Cortese-Krott et al., 2009). Damit wurde nochmals die Bedeutung von

Zinkionen als wichtigem Signalvermittler verdeutlicht.
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DNA bindende Doméne

NO

NO

Abb. 3 Freisetzung von Zn*" aus Zinkfingerstrukturen durch NO

Nach S-Nitrosierung von Cysteinen der Zinkfingerstrukturen kommt es zur Freisetzung von
Zinkionen. Die Anderung der Proteinkonformation bewirkt eine Hemmung der spezifischen Bindung
von Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren an die DNA (Abb. aus Kroncke et al., 1995).

Phorbol 12-myristat 13-diacetat (PMA) ist ein irreversibler Aktivator der Proteinkinase C
(PKC), welcher zu einer Aktivierung des Multienzymkomplexes NADPH-Oxidase fithrt und
somit die Generierung von Sauerstoffradikalen induziert. Es wurde gezeigt, dass PMA zu
einer intrazelluldren Zinkionenfreisetzung bei einer Fibroblasten-Zell-Linie fithrt (Korichneva
et al., 2002). Dies konnte auch bei Monozyten, nicht jedoch bei Lymphozyten nachgewiesen
werden (Haase et al., 20006).

SH-Reagenzien sind Substanzen, die mit Sylthydrylgruppen reagieren. N-Ethylmaleinimid
(NEM) ist ein Imid, welches zur Blockierung von Sulthydrylgruppen verwendet wird. Die
Inkubation von Ratten-Glioblastomzellen mit subtoxischen NEM-Konzentrationen fiihrte
sowohl zu einer Zinkionenfreisetzung im Zytoplasma als auch in den Zellkernen (Haase und
Beyersmann, 2002). Weiterhin wurde beobachtet, dass es nach einiger Zeit zu einer
Verschiebung des intranukledren Zinkgehaltes zum Zytoplasma hin in sogenannte
Zinkosomen kam. Auch 2,2-Dithiopyridin (DTDP), welches ebenfalls mit Sulthydrylgruppen
reagiert, bewirkt in Neuronen eine Zinkionenfreisetung (Aizenman et al., 2000).
Schwermetalle gehoren zu den Substanzen, deren Toxizitdt auf alle relevanten Systeme des
menschlichen Organismus wie zum Beispiel auf das Nervensystem in verschiedenen
Publikationen ausfiihrlich beschrieben worden ist (Graeme und Pollack, 1998A; Graeme und
Pollack, 1998B). Auch ist ihre Bedeutung im Rahmen der Karzinogenese mehrfach belegt
worden, wobei der genaue molekulare Pathomechanismus jedoch weiterhin unklar ist. Es

wurde gezeigt, dass die Generierung von oxidativem Stress hierbei eine entscheidende Rolle
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spielt (Riger et al., 2011). Gezeigt wurde auch, dass die Behandlung von Zellen in vitro mit
subtoxischen Konzentrationen von Schwer- bzw. Ubergangsmetallen wie Pb>" und auch Hg*"
zu einer intrazellularen Zinkionenfreisetzung fithrt. Bleichlorid (PbCly) bewirkte dies bei
Rattenhepatozyten (Brand und Kleineke, 1996) und Quecksilber (HgCly) bei einer T- Zelllinie
(Haase et al., 2006).

1.5. Ziele dieser Arbeit

Folgende Fragen sollten in dieser Arbeit beantwortet werden:

e Welche neben den bekannten Stressarten fithren unter subtoxischen Bedingungen auch
zu einer Zn”"-Freisetzung?

e Handelt es sich um ein generelles Phanomen, welches bei allen Stressarten vorkommt?

e Welches sind die fiir die intrazellulire Zn*"-Freisetzung verantwortlichen Molekiile?

e Gibt es relevante Unterschiede im Muster einer intrazelluliren Zn*'-Freisetzung
abhédngig von der jeweiligen Stressart?

e Gibt es Stressarten, die isoliert zu einer nukledren oder zu einer zytoplasmatischen
Zn* -Freisetzung fithren?

e Handelt es sich bei der durch eine Stressart hervorgerufenen intrazelluldren
Zn* -Freisetzung um einen reversiblen Prozess oder adaptiert sich die Zelle an die
jeweilige Stressart und ist so vor einer wiederholten Zn**-Freisetzung geschiitzt?

e Konnen Stressarten die Zinkhomdoostase bestimmter Zellarten spezifisch beinflussen
oder handelt es sich um ein zelltypunspezifisches Phianomen?

e Ist die intrazellulire Zn® -Freisetzung ein Prozess, der ausschlieBlich von

Metallothionein abhiangig ist?

2. Material und Methoden

Die verwendeten Materialien und die angewandten Methoden sind in den beiden

Publikationen Pirev et al. 2008 + 2010 beschrieben.

12 |Seite



3. Ergebnisse

3.1 Nachweis von intrazelluliiren Zinkionen durch Fluoreszenzfarbstoffe

Als Fluoreszenzfarbstoff zum Nachweis der freien intrazelluliren Zinkionen wurde
Zinquin Ethly Ester gewahlt. Dieser zink-spezifische Fluoreszenzfarbstoff wird von Zellen
aufgenommen, anschlieBend wird seine Ethylestergruppe durch intrazelluldre Esterasen
abgespalten, so dass Zinquin als doppelt negativ geladenes Molekiil nicht mehr aus der Zelle
heraustransportiert wird. Die Bindung von Zinkionen bewirkt eine Fluoreszenzaktivitat und
kann daher zur quantitativen Bestimmung von freien intrazelluldren Zinkionen-
Konzentrationen benutzt werden. Alternativ wurde auch ZnAF-2-DA eingesetzt, ein weiterer
zink-spezifischer Fluoreszenzfarbstoff. Unbehandelte Zellen (Abb. 4 A + D, L929-
Fibroblasten, B + E, MOG-G-CCM Astrozyten), im weiteren Verlauf als Kontrollzellen
bezeichnet, wurden jeweils mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester (Abb. 4 A + B) und
10 uM ZnAF-2-DA (Abb. 4 D + E) fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

Abb. 4 Nachweis von intrazelluliren Zn’*-Tonen durch Fluoreszenzfarbstoffe

L929-Fibroblasten (A,C.D,F) und MOG-G-CCM-Zellen (B,E) wurden unter physiologischen
Bedingungen jeweils fiir 30 Minuten mit 10 uM Zinquin Ethyl Ester (A,B) bzw. 10uM ZnAF-2-DA
behandelt (D.E). Mit ZnAF-2-DA zeigt sich eine ausgeprigte Fluoreszenz-Aktivitét, wihrend sich mit
Zinquin Ethyl Ester keine signifikante Aktivitit zeigt. Nach Inkubation der L929-Fibroblasten mit
2 mM S-Nitrosocystein fiir 40 Minuten und nachfolgender Zinquin Ethyl Ester Behandlung (C) zeigt
sich im Vergleich zu den Kontrollzellen (A) eine signifikante Fluoreszenz-Aktivitit. Eine 40 miniitige
Behandlung mit 10 pM des zink-spezifischen Chelators TPEN vor der Behandlung mit
S-Nitrosocystein und anschlieBende Inkubation mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester ergab keine
signifikante Fluoreszenz-Aktivitit (F) und zeigt die Zink-Spezifitit von Zinquin Ethyl Ester.
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In Abb. 4 D + E ist zu sehen, dass ZnAF-2-DA auch unter physiologischen Bedingungen eine
ausgepragte Fluoreszenz-Aktivitit zeigt, wahrend Zinquin Ethyl Ester unter physiologischen
Bedingungen keine Fluoreszenz- Aktivitét zeigt. Dies lasst darauf schlieBBen, dass ZnAF-2-DA
Zn*" aus Zink-komplexierenden Proteinen herauslost. Als Positivkontrolle wurden die L929-
Fibroblasten fiir etwa 40 Minuten mit 2 mM des spontan NO freisetzenden NO-Donors
S-Nitrosocystein (SNOC) behandelt und anschlieBend 30 Minuten lang mit 10 pM Zinquin
Ethyl Ester inkubiert (Abb. 4 C). Es zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten 1.929-
Fibroblasten eine deutliche Fluoreszenz-Aktivitit, also eine durch nitrosativen Stress
hervorgerufene intrazellulare Freisetzung von Zinkionen. Um zu zeigen, dass es sich bei
Zinquin Ethyl Ester um einen zinkspezifischen Fluoreszenzfarbstoff handelt, wurden die
L929-Fibroblasten vor der SNOC-Behandlung firr etwa 40 Minuten mit 10 uM des zink-
spezifischen Chelators TPEN behandelt und anschlieBend mit 10 uM Zinquin Ethyl Ester
inkubiert (Abb. 4 F). Die Fluoreszenz-Aktivitdt war unter diesen Bedingungen vergleichbar
mit der von unbehandelten Kontrollzellen. Insgesamt zeigt sich, dass Zinquin Ethyl Ester der
geeignetere Fluoreszenzfarbstoff fur die weiteren Versuche ist, da er im Gegensatz zu
ZnAF-2-DA zu keiner relevanten Komplexierung von an intrazelluldren Proteinen

gebundenen Zinkionen fiihrt.

3.2 Oxidativer Stress und die zelluliire Zinkhoméoostase
Publikation A: E. Pirev, C. Calles, P. Schroeder, H. Sies, K.-D. Kroncke (2008).
Ultraviolet-A irradiation but not ultraviolet-B or infrared-A irradiation leads to a

disturbed zinc homeostasis in cells; Free Radic. Biol. Med. 45, 86-91

Um zu untersuchen, ob ultraviolette oder infrarote Strahlen intrazelluldar Zinkionen freisetzen,
wurden Zellen so bestrahlt, dass nach 24 Stunden mehr als 80% der Zellen mit einer normalen
Zellkernmorphologie iiberlebten.

L929-Fibroblasten wurden mit einer Dosis von 35 J/cm® UV-A bestrahlt, welche in
Toxizitdtsversuchen vorher als subtoxisch charakterisiert wurde. Es zeigte sich eine transiente
intrazellulire Zn*'-Freisetzung mit einem Hohepunkt nach etwa 2 Stunden und einer
vollstdndigen Reversibilitdt nach 24 Stunden (Publikation A, Fig. 1). Versuche mit einer
Dosis von 10 und 20 J/cm? zeigten keine relevante Freisetzung. Vergleichend dazu wurden
Bestrahlungsversuche mit subtoxischen Dosen von UV-B bzw. Infrarot-A durchgefiihrt, in
denen es aber zu keiner mit Zinquin detektierbaren intrazelluliren Zn* -Freisetzung kam

(Publikation A, Fig. 1).

14 |Seite



Schlussfolgernd aus der Tatsache, dass eine UV-A Bestrahlung, im Gegensatz zu einer UV-B-
bzw. Infrarot-A Licht-Bestrahlung, zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt
(Matsumura und Ananthaswamy, 2004), sollte die These uUberprift werden, dass die
Generierung von oxidativem Stress zu einer intrazelluldren Zinkionenfreisetzung fiihrt.
Deshalb wurden nachfolgend die einzelnen reaktiven Sauerstoffspezies hinsichtlich ihres

Einflusses auf die zelluldre Zinkhomoostase untersucht.

Als erstes erfolgte eine Exposition der L929-Fibroblasten mit H,O; als einem der Vertreter
der Hydroperoxide. Wiseman et al. hatten mit isolierten pulmonalen arteriellen
Endothelzellen gezeigt, dass ab einer Konzentration von 0,5-1 mM H;0; nach 4 Stunden eine
intrazelluldre Zinkionenfreisetzung erfolgt (Wiseman et al., 2007). Bet den Fibroblasten
dagegen zeigte sich, dass die subtoxische Dosis von 3 mM H,0O, zu keinem getesteten
Zeitpunkt eine relevante intrazellulire Zn>"-Freisetzung bewirkt (Abb. 5 und Publikation A,
Fig. 2). Um zu =zeigen, dass H;O, keinerlei hemmende Wirkung auf die
Zinkionenbindungskapazitdt von Zinquin hat, wurden die L929-Fibroblasten nach der H,O,-
Behandlung zuséatzlich mit 2 mM SNOC fur 40 Minuten inkubiert, bevor sie mit Zinquin
inkubiert wurden. Es zeigte sich eine Fluoreszenz-Aktivitdt vergleichbar mit der einer
alleinigen SNOC-Exposition. Dies zeigt, dass H,O, die Zinkionen-Bindungseigenschaften

von Zinquin nicht hemmt.

A

Abb. 5 H,0; bewirkt in Fibroblasten keine signifikante intrazelluliire Zn2+-Freisetzung
L929-Fibroblasten wurden mit 3 mM H,0, inkubiert, nach den angegebenen Zeitpunkten mit 10 uM
Zinquin Ethyl Ester behandelt und die Fluoreszenz unter dem Mikroskop ausgewertet (obere
Bilderreihe in 63-facher VergroBerung, untere Bilderreihe in 25-facher Vergroferung). Bilder A + E
zeigen unbehandelte Zellen, Bilder B + F zeigen Zellen, die 3 Stunden lang mit 3 mM H,0, behandelt
wurden. Es zeigt sich keine signifikante Zinkfreisetzung. Bilder C + G zeigen zusétzlich zur
3-stiindigen H,O,-Exposition eine nachfolgende 40-miniitige Exposition der Zellen mit 2 mM SNOC.
Bilder D + H zeigen zum Vergleich eine alleinige SNOC-Exposition. In beiden Féllen zeigt sich eine
vergleichbare intrazelluldre Zinkfreisetzung.
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Als weiteres Hydroperoxid wurde tert-butyl-Hydroperoxid (t-BH) getestet. Die Inkubation
von L.929-Fibroblasten mit der subtoxischen Dosis von 200 uM t-BH zeigte eine transiente
intrazellulire Zn*'-Freisetzung mit einem Hohepunkt nach etwa 4 Stunden und einer
vollstandigen Reversibilitdt nach 24 Stunden (Publikation A, Fig. 3). Versuche mit der
toxischen Dosis von 300 pM t-BH zeigten im Unterschied dazu mit dem Auftreten von
fluoreszierenden runden intranukledren Strukuren ein anderes Fluoreszenzmuster, welches
auch noch nach 24 Stunden bei lebenden und toten Zellen sichtbar war (Publikation A,
Fig. 3). Ein weitere reaktive Sauerstoffspezies ist Singulett-Sauerstoff. Rose Bengal ist ein
lipophiler Farbstoff, der als Photosensitizer dient und nach Exposition mit weissem Licht
unabhingig von UV-A intrazelluldr Singulett-Sauerstoft generiert (Klotz et al., 1999). Eine
Inkubation von L.929-Fibroblasten mit dem Singulett-Sauerstoff-Donor Rose Bengal in der
subtoxischen Konzentration von 4 uM und anschlieender 10 minttiger Lichtexposition zeigt
ebenfalls eine transiente intrazellulire Zn*'-Freisetzung mit einem Hohepunkt nach etwa 1
Stunde und einer vollstdndigen Reversibilitiat nach 24 Stunden (Publikation A, Fig. 4). Auch
hier zeigten Versuche mit der toxischen Dosis von 6 uM Rose Bengal das Auftreten von
fluoreszierenden runden intranuklearen Strukuren, welche auch noch nach 24 Stunden bei

lebenden und toten Zellen sichtbar waren (Abb. 6 und Publikation A, Fig. 4).

Fluoreszenz

Durchlicht

Abb. 6 Fluoreszierende intranuklefire runde Strukturen

Bild A: L929-Fibroblast (100-fache VergroBerung) nach 10 miniitiger Inkubation mit 6 uM Rose
Bengal, anschlieBender 10 mintitiger Bestrahlung mit Licht und Inkubation mit 10 pM Zinquin nach
2,5 Stunden fur 30 Minuten. Es zeigt sich eine Fluoreszenz-Aktivitit sowohl im Zytoplasma als auch
im Nukleus. Besonders markant sind diec im Zellkern lokalisierten runden fluoreszierenden Strukturen,
die auch vereinzelt nach UV-A Bestrahlung und nach Exposition der Zellen mit toxischen t-BH-
Konzentrationen auftraten. Bild B: Derselbe Bildausschnitt im Durchlicht. Fluoreszierende Strukturen
sind ebenfalls sichtbar.
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Eine weitere reaktive Sauerstoffspezies kann intrazellular durch Chinone generiert werden.
Diese als Redox-Cycler bekannten Chinone werden durch eine zellulare Reduktase reduziert
und bilden dabei Superoxid-Anion-Radikale (Kappus und Sies, 1981). 1.929-Fibroblasten
wurden mit den Naphtochinon-Derivaten DMNQ bzw. Menadion inkubiert. Es zeigte sich,
dass subtoxische Konzentrationen von 10 pM DMNQ und 15pM Menadion zu keinem
getesteten Zeitpunkt eine intrazellulire Zn®'-Freisetzung bewirken (Abb. 7). Toxische
Konzentrationen von 15 uM DMNQ und 30 uM Menadion dagegen fiihren nach etwa zwei

Stunden zu einer zytoplasmatischen und intranukledren Zinkionenfreisetzung.
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Abb. 7 DMNQ und Menadion bewirken keine signifikante intrazellulire Zn”*-Freisetzung

Die Zellen wurden ohne bzw. mit 10 uM DMNQ (A) bzw. 15 uM Menadion (B) inkubiert und nach
1-24 h mit 10 uM Zinquin behandelt. Zu keinem Zeitpunkt war eine intrazellulidre Zinquin-Aktivitit
sichtbar. Es handelt sich dabei um subtoxische Konzentrationen von DMNQ bzw. Menadion.
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Diamid ist ein Thiol-Oxidans, das insbesondere durch Oxidation von Glutathion (GSH),
einem wichtigen zellularen Antioxidans, zur Steigerung des Glutathiondisulfid (GSSG)-
Spiegels in der Zelle fithrt und somit das Redox-Gleichgewicht verschiebt (Kosower und
Kosower, 1995). Toxizitatsversuche zeigten, dass 0,8 mM Diamid subtoxisch ist, wahrend
hohere Konzentrationen nach 24 Stunden eine signifikante Toxizitdt bewirkten. Die
Inkubation von L.929-Fibroblasten mit 0,8 mM Diamid zeigte eine transiente intrazelluldre
Zn*"-Freisetzung mit einem Hohepunkt nach etwa 1 Stunde und einer vollstindigen
Reversibilitat nach 24 Stunden (Publikation A, Fig. 5). Versuche mit Konzentrationen von
0,2 - 0,6 mM Diamid zeigten dagegen keine signifikante Zn*"-Freisetzung. Um zu tiberpriifen,
ob die Diamid-induzierte Zinkionenfreisetzung von der intrazellularen GSH-Konzentration
abhédngt, wurde zusitzlich der GSH-Gehalt der Zelle verringert, um den Diamid-Effekt zu
potenzieren. Der Gamma-Glutamylcystein-Synthase Inhibitor L-Buthionin-[S,R]-Sulfoximin
(BSO) ist ein spezifischer irreversibler Biosynthese-Hemmer von GSH, der den
intrazellulairen GSH-Gehalt innerhalb von 24 Stunden auf unter 20% herunterreguliert
(Berendji et al., 1999). Die Zellen wurden daher 24 Stunden lang mit 3 mM BSO vorinkubiert
und anschlieBend 1 Stunde lang mit verschiedenen Diamid-Konzentrationen behandelt. Zum
Vergleich erfolgte eine Diamid-Behandlung ohne BSO-Vorinkubation. In Abb. 8 ist zu sehen,
dass eine Vorinkubation mit BSO zu einer signifikanten Zn*'-Freisetzung schon ab 0,4 mM
Diamid und damit zu einer Linksverschiebung der wirksamen Diamid-Konzentration fiihrt.
Dies zeigt, dass die intrazelluldire GSH-Konzentration und damit der Redox-Status einer Zelle
die Zink-Homoostase beeinflusst. Eine alleinige 24-stindige Inkubation der L929-
Fibroblasten mit BSO fiilhrte zu keinem Zeitpunkt zu einer intrazelluldren

Zinkionenfreisetzung.
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Abb. 8 Eine Hemmung der GSH-Biosynthese potenziert den Effekt von Diamid
L929-Fibroblasten wurden fiir 24 Stunden mit 3 mM BSO vorinkubiert und danach fiir ¢ine Stunde
mit 0,2-0,8 mM Diamid behandelt (E,F,G,H). Parallel wurden L929-Fibroblasten ohne Vorinkubation
mit Diamid behandelt (A,B,C,D). Nach einer Stunde erfolgte die Inkubation mit 10 uM Zinquin Ethyl
Ester und die Auswertung der Fluoreszenz unter dem Mikroskop. Die Quantifizierung der Fluoreszenz
(I) zeigt, dass eine signifikante intrazellulire Zn>*-Freisetzung bei den vorinkubierten Zellen bereits ab
0,4 mM Diamid zu beobachten ist, ohne Vorinkubation mit BSO jedoch erst ab 0,8 mM Diamid.
*p= < 0,0004
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3.3 Hitze-Schock und die zellulire Zinkhomaoostase

Publikation B: E. Pirev, Y. Ince, H. Sies, K.-D. Kroncke (2009). Heat shock but not cold
shock leads to disturbed intracellular zinc homeostasis; J. Cell. Physiol. 223, 103-109

Nach Untersuchung des Einflusses von Bestrahlungen und oxidativem Stress auf die zellulare
Zinkhomoostase stellte sich die Frage, welche weiteren Stressfaktoren Einfluss darauf haben
konnten. Die Auswirkungen eines Hitze-Schocks wurden bisher vor allem auf der Gen- und
Proteinexpressionsebene untersucht (Kregel, 2002), wiahrend die Auswirkungen auf die
Homoostase von zellularen Metallionen kaum untersucht wurden.

Um zu bestimmen, welche Temperatur fir die Zellen (MAEC und 1.929) subtoxisch ist,
wurden die Zellen bei verschiedenen Temperaturen 0,5 - 1 Stunde lang inkubiert und die
Toxizitat nach einer anschlieBenden 24-stiindigen Kultur bei 37°C bestimmt. Es zeigte sich,
dass fiir die L929-Fibroblasten eine Temperatur von 43°C mit einer Inkubationszeit von 30
Minuten und fiir die MAEC 43°C mit einer Inkubationszeit von 1 Stunde subtoxisch ist
(Publikation B, Fig. 1). AnschlieBend sollte die Frage geklart werden, ob ein Hitze-Schock
einen signifikanten intrazellularen oxidativen Stress hervorruft. Dazu wurden Maus-Aorta-
Endothelzellen (MAEC) 1 Stunde bei 43°C kultiviert und mit dem Fluoreszenzfarbstoff
H,DCF-DA inkubiert, einem Marker fiir oxidativen Stress. Als Positiv-Kontrolle wurden die
Zellen mit UV-A bestrahlt (Abb. 9 und Publikation B, Fig. 7).

Hitze Schock

Abb. 9 Ein Hitze-Schock erzeugt keinen signifikanten intrazelluliren oxidativen Stress

MAEC (Maus-Aorta-Endothelzellen) wurden 1 Stunde lang bei 43°C kultiviert und danach mit 1 uM
H,DCF-DA bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert (B). Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit
20 J/em® UV-A Licht bestrahlt (C), als Negativkontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet (A).
Es zeigt sich, dass ein Hitze-Schock keinen signifikanten intrazelluliren oxidativen Stress erzeugt. Im
Vergleich dazu zeigt die ausgeprégte Fluoreszenz bei den UV-A bestrahlten Zellen die Generierung
von oxidativem Stress.
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In den ersten Versuchsreihen sollte die Frage beantwortet werden, ob ein Hitze-Schock zu
einer temperaturabhiangigen intrazelluliren Zn*'-Freisetzung fiihrt. Dazu wurden die Zellen
bei Temperaturen von 37°C bis 43°C inkubiert, die L929-Fibroblasten fiir 30 Minuten, die
MAEC fiir eine 1 Stunde. Es zeigte sich eine temperaturabhingige intrazellulire Zn*'-

Freisetzung (Abb.10 und Publikation B, Fig. 2).

Abb. 10 Temperatur-abhiingige intrazellulire Zinkionenfreisetzung

L929 (A-D) und MAEC (E-H) wurden bei den oben angegebenen Temperaturen kultiviert und
anschliefend bei 37°C fiir 30 Minuten mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester inkubiert. Es zeigt sich eine mit
der Temperatur zunchmende Fluoreszenz-Aktivitit. Auffallend ist, dass die im Zellkern lokalisierten
runden fluoreszierenden Strukturen, die auch vereinzelt bei UV-A Bestrahlung und bei Exposition der
Zellen mit toxischen t-BH- und Rose Bengal-Konzentrationen aufgetreten waren, nach einem Hitze-
Schock unter subtoxischen Bedingungen in beiden Zelltypen sichtbar waren.

Um den zeitlichen Verlauf der intrazelluldren Zinkionen-Freisetzung zu untersuchen, wurden
die L929-Fibroblasten fir 30 Minuten und die MAEC fiir 1 Stunde bei 43°C inkubiert, nach
unterschiedlichen Zeiten bei 37°C mit Zinquin Ethyl Ester behandelt und die Fluoreszenz
unter dem Mikroskop ausgewertet. Es zeigte sich eine transiente Zinkionen-Freisetzung
(Abb. 11 und Publikation B, Fig. 3). Wurden die Zellen nach 24 Stunden erneut mit einem

Hitze-Schock behandelt, zeigte sich dasselbe Phinomen.
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Abb. 11 Ein Hitze-Schock sorgt fiir eine transiente intrazellulire Zn’*-Freisetzung

L929 (A-D) wurden fiur 30 Minuten und MAEC (E-H) fir 1 Stunde bei 43°C kultiviert und
anschlieBend zu den oben aufgefithrten Zeitpunkten bei 37°C mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester
inkubiert. Es zeigt sich cine transiente intrazellulire Zn*-Freisetzung mit dem Héhepunkt sofort nach
dem Hitze-Schock und vollstindiger Reversibilitdt nach 8 Stunden bei den L929-Fibroblasten und bei
den MAEC mit einem Hohepunkt nach 2 Stunden mit vollstindiger Reversibilitdt nach 18 Stunden
(hier nicht gezeigt). Deutlich zu erkennen (C,H) sind die im Zellkern lokalisierten runden
fluoreszierenden Strukturen.

Auffallend sind die auftretenden intranukledren fluoreszierenden Strukturen, die auch nach
Exposition mit subtoxischen Konzentrationen von oxidativen Stressoren vereinzelt sichtbar
waren (Abb. 6). Diese auffilligen intranukledren Strukturen wurden auch bei Hitze Schock-
Versuchen (30 Minuten/43°C) mit Ratten-Aorta-Endothelzellen (RAEC), humanen
Hautfibroblasten und mit der humanen Astrozyten-Zelllinie MOG-G-CCM beobachtet
(Abb. 12). Da die runden fluoreszierenden Strukturen auch im Durchlicht im Nukleus sichtbar
waren, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei den intranukledren Strukturen, in denen es
unter den beschriebenen Bedingungen zu einer Zinkansammlung kommt, um Nukleoli
handelt. Um diese These zu bestitigen, wurden die MAEC mit Actinomycin D, welches zu
einer Desorganisation der Nukleoli fithrt (Phillips und Phillips, 1971), vorinkubiert und
danach mit einem Hitze-Schock behandelt. Es zeigten sich im Vergleich zu den nicht
vorinkubierten Zellen keine runden fluoreszierenden Strukturen mehr. Auch im Durchlicht
war eine Desorganisation der zuvor gesehenen Strukturen zu sehen (Abb. 13 und
Publikation B, Fig. 4). Dies zeigt, dass es sich bei den fluoreszierenden intranukleiren

Strukturen um Nukleoli handelt.
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hu Fibroblasten y Fibroblasten

Abb. 12 Fluoreszierende intranukleire runde Strukturen

Eine Inkubation mit einem Hitze-Schock (30 Minuten/43°C) fihrt auch bei Ratten-Aorta-
Endothelzellen (RAEC) und humanen Hautfibroblasten zu intranukleédr auftretenden fluoreszierenden
Strukturen (A,C: schwarz-weiss-Darstellung, B,D: entsprechend farbige Darstellung).

- Hoechst 33342

D

Actinomycin D

Abb. 13 Bei den fluoreszierenden intranukleéiren runden Strukturen handelt es sich um Nukleoli
Abb. A zeigt die Nukleoli im Durchlicht (mit roten Pfeilen markiert). Abb. B zeigt dieselbe Abbildung
nach Inkubation mit dem DNA spezifischen Fluorochrome Hoechst A 33342. Deutlich ist zu schen,
das Hoechst die Nukleoli nicht anfarbt. Nach einer 3-stiindigen Inkubation mit 25 M Actinomycin D
(D) waren die Nukleoli desorganisiert. Abb. C: Kontrollzellen ohne Actinomycin D.

23 |Seite



Mehrere Arbeitsgruppen haben gefunden, dass ein Hitze-Schock nicht zu einer vermehrten
Expression des wichtigsten zelluldren zinkspeichernden Proteins Metallothionein fiihrt
(Maytin und Young, 1983; Bauman et al., 1993; DeMoor et al., 2001). Unbekannt ist jedoch,
ob ein Hitze-Schock zu einer Translokation von Metallothionein in den Zellkern fiihrt, wie es
z.B. nach nitrosativem Stress beschrieben worden ist (Spahl et al., 2003). Um dies zu
untersuchen wurden RAEC mit einem Hitze-Schock behandelt und anschlieSend
Metallothionein immunhistochemisch mit einem spezifischen Antikorper nachgewiesen. Als
Positiv-Kontrolle wurden die Zellen mit 100 uM ZnCl, inkubiert. Es zeigte sich, dass zwar
ZnCl,, nicht jedoch ein Hitze-Schock eine nukledre Translokation von Metallothionein
induziert (Publikation B, Fig. 5). Um zu klaren, ob Metallothionein tiberhaupt eine Rolle bei
einer Hitze-Schock induzierten Zinkionenfreisetzung spielt, wurden MAEC und
Metallothionein knock-out Zellen (MAEC MT™") nach entsprechender Inkubation miteinander
verglichen. Es zeigte sich, dass die intrazelluldre Zinkionenfreisetzung unabhingig von

Metallothionein ist (Publikation B, Fig. 6).

3.4 Kilte-Schock und die zellulire Zinkhomdoostase

Nachdem ich gefunden hatte, dass ein Hitze-Schock zu einer intrazelluldren Zn*"-Freisetzung
fihrt, stellte sich die Frage, ob auch ein Kailte-Schock zu einer intrazellularen Zn*'-
Freisetzung fihren kann. MAEC und L929-Fibroblasten wurden bis zu 5 Stunden bei 1°C
und anschlieBend 5 Minuten bzw. 2 Stunden lang bei 37°C kultiviert und mit 10 pM Zinquin
Ethyl Ester inkubiert. Es zeigte sich keine signifikante intrazellulare Zinkionenfreisetzung
(Publikation B, Fig. 8). Tendenziell zeigte sich bei der Auswertung unter dem Mikroskop
eine im Vergleich zu den Kontrollzellen geringere Basalfluoreszenz, die jedoch statistisch

nicht signifikant war.

3.5 Hypoosmolaritiit und die zelluléire Zinkhomdostase

Es ist bekannt, dass eine exzessive Zinkionenfreisetzung intrazellular und transsynaptisch eine
Rolle in der Pathophysiologie von Schlaganfillen und Schédel-Hirn-Traumata spielt.
Weiterhin ist bekannt, dass das Anschwellen der Astrozyten als frithes Ereignis dabei eine
wichtige Rolle einnimmt (Kimelberg, 2005; Haussinger, 2006). Bei der hepatischen
Enzephalopathie, dem zerebralen klinischen Erscheinungsbild bei unzureichender
Entgiftungsfunktion der Leber, ist die mangelnde Ammoniak-Entgiftung entscheidend fiir die
Pathogenese. Es kommt zur Akkumulation von Ammoniak in den Astrozyten und zur

Entwicklung eines Hirnodems mit entsprechender neurologischer Symptomatik. Es ergab sich
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die Fragestellung, ob das Anschwellen von Zellen, insbesondere von Astrozyten,
Auswirkungen auf die intrazelluldre Zinkionenhomdoostase hat. Daher wurden Versuche mit
der humanen Astrozyten-Zellinie MOG-G-CCM und den L929-Fibroblasten durchgefiihrt.
Eine Hypoosmolaritit, einem giangigen Modell fiir das Anschwellen von Zellen, wurde durch
eine einstindige Inkubation mit hypoosmolarem DMEM (205 mosmol/l) in vitro simuliert.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 1 Stunde in normoosmolarem Medium kultiviert, mit
10 uM Zinquin Ethyl Ester behandelt und die Fluoreszenz unter dem Mikroskop ausgewertet.
Es zeigte sich eine transiente intrazelluldre Zinkfreisetzung bei den Astrozyten mit einem
Hohepunkt nach 1 Stunde. Wurden die Astrozyten nach 1 Stunde Inkubation in
hypoosmolarem Medium dagegen fiir 2 Stunden in normoosmolarem Medium kultiviert, dann
war die Zinkfreisetzung vollstindig reversibel. Bei den L929-Fibroblasten zeigte eine

Hypoosmolaritit keine sichtbaren Auswirkungen auf die zellulare Zinkhomoostase (Abb. 14).

25|Seite



205 mosmoll, 1h +
Ktrl (305 mosmoll) 305 mosmoll, 2h

205 mosmoll, 1h + 205 mosmoll, 1h +
Ktrl (305 mosmoll) 305 mosmoll, 1h 305 mosmoll, 2h

S
o

B MOG-G-CCM
[1L929

w
o

N
o

-
o

Zinquin Fluoreszenz [WE] ®

o

Ktrl 1h 2h

Abb. 14 Effekte einer Hypoosomolaritiit auf die intrazellulire Zinkhoméostase in Astrozyten
(MOG-G-CCM) und Fibroblasten

MOG-G-CCM bzw. L929-Fibroblasten wurden in hypoosmolarem Medium (DMEM, 205 mosmol/l)
fir 1 Stunde (B,E) kultiviert. Als Kontrolle wurde normoosmolares Medium (DMEM, 305 mosmol/l)
gewihlt (A,D). Eine, nach 1 Stunde Kultivierung in normoosmolarem Medium, anschlieBende
Behandlung der Zellen mit 10 uM Zinquin Ethyl Ester zeigte, dass eine Hypoosmolaritat bei den
MOG-G-CCM-Zellen 1m Gegensatz zu den L929-Fibroblasten zu einer intrazelluldren
Zn* -Freisetzung fiihrt. Wurden die MOG-G-CCM-Zellen nach 1 Stunde Kultur in hypoosmolarem
Medium dagegen 2 Stunden lang in normoosmolarem Medium kultiviert, war die Zn*"-Freisetzung
vollstiandig reversibel (C,F).
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3.6 Ag' und die zellulire Zinkhomdostase

Bisher wurde gezeigt, dass Schwer- bzw. Ubergangsmetalle wie Pb®" und auch Hg®" unter
subtoxischen Bedingungen zu einer intrazelluliren Zn®'-Freisetzung fithren (Brand und
Kleineke, 1996; Haase et al., 2006). Untersuchungen mit Silbernitrat (AgNQOs3), welches als
Agens haufig in der Wundbehandlung eingesetzt wird, gibt es bisher nicht. Es stellte sich
somit die Frage, ob Silbernitrat dhnliche Auswirkungen auf die zelluldre Zinkhoméostase
haben kénnte wie Pb*>” oder Hg*". In Toxizititsversuchen mit L929-Fibroblasten zeigte sich,

dass eine Konzentration von 25 pM AgNOs subtoxisch ist (Abb. 15).
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Abb. 15 Toxizitéit von Silbernitrat (AgNQO5) bei L.929-Fibroblasten

L929-Fibroblasten wurden 24 Stunden lang mit 0 - 40 puM Silbernitrat behandelt. AnschlieBend
erfolgte eine Inkubation mit dem DNA spezifischen Fluorochrome Hoechst A 33342 (1 pg/ml fur
5 Minuten) und eine Quantifizierung der Zellen ohne apoptotische Kern-Morphologie. Es zeigt sich,
dass eine Konzentration von 25 uM AgNOj; subtoxisch ist.

Die Zellen wurden schlieBlich mit der subtoxischen Konzentration von 25 uM AgNO3
inkubiert und nach definierten Zeitpunkten (0,5 - 24 h) mit Zinquin Ethyl Ester behandelt. Es
zeigte sich eine transiente intrazellulire Zn® -Freisetzung mit einem Hohepunkt nach etwa
1 Stunde und einer vollstandigen Reversibilitidt nach 24 Stunden (Abb. 16). Auch hier zeigen
sich, vergleichbar mit der Hitze-Schock-Behandlung, intranukledre fluoreszierende
Strukturen, die vermutlich Nukleoli sind. Zum Ausschluss einer moglichen Reaktion von

Zinquin Ethyl Ester mit Silberionen wurde die Zellen nach einstiindiger AgNOs-Inkubation
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zusétzlich 40 Minuten lang mit 10 pM des zink-spezifischen Chelators TPEN inkubiert.
Hierbei zeigte sich die Zink-Spezifitat von Zinquin Ethyl Ester (Abb. 16 H, I).
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Abb. 16 Silbernitrat (AgNOs) bewirkt eine transiente intrazellulire Zn**-Freisetzung
L929-Fibroblasten wurden mit 25 pM AgNO; behandelt und nach 0,5 - 24 h mit 10 uM Zinquin Ethyl
Ester inkubiert. Es zeigt sich eine transiente intrazellulire Zn*-Freisetzung mit dem Hohepunkt nach
1 Stunde (C) und vollstindiger Reversibilitit nach 24 Stunden (G). Eine 40-miniitige Behandlung mit
10 uM des zink-spezifischen Chelators TPEN zeigt die Zink-Spezifitit von Zinquin Ethyl Ester (H).
Fluoreszierende Nukleoli zeigen sich tiber den Zeitraum 0,5 bis 5 Stunden (B-F).
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3.7 Weitere Stressarten und die zelluliire Zinkhomdoostase

L929-Fibroblasten und MAEC wurden in einem Inkubator mit der Moglichkeit zur
Einstellung von Umdrehungen pro Minute (75/100/125 U/Min.) bei 37°C in DPBS inkubiert.
Durch die Umdrehungen der Zellkultur-Platten kommt es zu einer Rotationbewegung des
Mediums und somit zur Generierung eines Scherstresses. Bei bis zu 125 Umdrehungen pro
Minute fur eine Stunde wurde im Vergleich zu Zellen, die ohne Umdrehungen bei 37°C in
1 ml DPBS inkubiert wurden, keinerlei Toxizitdt gefunden. Fur die weiteren Versuche wurde
deshalb die Umdrehungsgeschwindigkeit von 125/Minute gewéahlt. Die Zellen wurden nach
Behandlung mit 125 U/Minute entweder sofort oder nach 1 - 3 Stunden in RPMI fiir
30 Minuten mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester behandelt. AnschlieBend erfolgte die Auswertung
unter dem Fluoreszenzmikroskop. Es zeigte sich, weder bei den L929-Fibroblasten noch bei
den MAEC, zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine signifikante intrazellulare

Zn* -Freisetzung (Abb. 17).
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Abb. 17 Scherstress bei L929 bzw. MAEC bewirkt keine intrazelluliire Zn”'-Freisetzung
L929-Fibroblasten bzw. MAEC wurden 1 Stunde lang bei 125 Umdrehungen/Minute bei 37°C in
DPBS kultiviert und nach 0 - 3 Stunden fiir 30 Minuten ohne Umdrehungen mit 10 pM Zinquin
Ethyl Ester inkubiert. Es zeigt sich keine Fluoreszenz-Aktivitit und somit keine signifikante
intrazellulire Zn>"-Freisetzung.
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Dimethylsulfoxid (DMSO) wird in der Zellkulturtechnik als Gefrierschutzmittel bei der
Kryokonservierung eingesetzt, weiterhin wird es dermal appliziert bei versehentlicher
subkutaner Applikation von Zytostatika, wo es unter anderem bei der Bindung von Radikalen
eine Rolle spielt. Es stellte sich die Frage, ob DMSO die zelluldre Zinkhomoostase
beeinflusst. Die Zellen wurden nach Inkubation mit einer Konzentration von 10% DMSO,
welche auch bei der Kryokonservierung von Zellen verwendet wird, zu verschiedenen
Zeitpunkten (10 Min. - 24 Std.) mit 10 uM Zinquin Ethyl Ester behandelt und die Fluoreszenz
unter dem Mikroskop ausgewertet. In den ersten 10 Stunden zeigte sich keine relevante
intrazellulare Zinkionenfreisetzung. Erst im Stadium des Zellunterganges kam es zu einer
massiven Zn>"-Freisetzung (Abb. 18). In Toxizititsversuchen wurden die L929-Fibroblasten
mit verschiedenen Konzentrationen von DMSQO inkubiert (1 - 20 %) und nach 24 Stunden die
Zahl der noch lebenden Zellen mit normaler Zellkernmorphologie bestimmt (Abb. 19). Eine
Konzentration von 10% DMSO fiihrte bei kurzen Inkubationszeiten (bis zu 10 Std.) zu keiner
relevanten Zell-Toxizitat, wiahrend bei einer 24 Stunden langen Inkubation mit DMSO 2/3 der
Zellen tot waren. Dies zeigt, dass bei Inkubationszeiten mit 10% DMSO von bis zu
10 Stunden intrazellular kein Zn*" freigesetzt wird, wihrend eine Inkubation von 24 Stunden

. . . 2+ . .
zu massivem Zelluntergang und zu einer massiven Zn“ -Freisetzung fuihrt.
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Abb. 18 DMSO und die zellulire Zinkhomé&ostase

L929-Fibroblasten wurden mit 10% DMSQO fiir 10 Min. - 24 Std. inkubiert und anschlieBend fiir
30 Minuten mit 10 pM Zinquin Ethyl Ester behandelt. Die Fluoreszenz wurde unter dem Mikroskop
ausgewertet. In den ersten 10 Stunden kam es zu keiner signifikanten intrazelluldren Zn> -Freisetzung.
Erst beim Zelluntergang (C) wird eine Zn>*-Freisetzung sichtbar.
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Abb. 19 Toxizitéit von DMSO bei L929-Fibroblasten

L929-Fibroblasten wurden mit 1 - 20 % DMSO inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Inkubation
mit dem DNA spezifischen Fluorochrome Hoechst A 33342 (1 pg/ml fir 5 Minuten) und eine
Auszihlung der Zellen ohne apoptotische Kern-Morphologie.
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4. Diskussion

4.1. Intrazellulire Zinkhomdoostase und die spezifische Darstellung von

intrazellulédren freien Zinkionen

Mehr als 97% des Zinks im Organismus ist an Proteine gebunden, 5-20% davon an
Methallothionein. Im Nukleus sind 30-40% lokalisiert, wahrend sich 50% auf Zytoplasma,
Organellen und spezialisierte Vesikel verteilen und der verbleibende Anteil an die
Zellmembran gebunden ist (Tapiero und Tew, 2003). Zink-Schwefel (Zn-S) -Cluster bilden
relativ stabile ,,Loops™ in Aminosduren-Ketten, die unter anderem als sogenannte Zinkfinger
in Transkriptionsfaktoren (TF) mit DNA, RNA oder Proteinen in Interaktion treten kénnen
(Klug und Schwabe, 1995). Kroncke et al. zeigten, dass nitrosativer Stress Zn®" aus
Zinkfinger-Strukturen freisetzt, was tuber eine Strukturdnderung zur Hemmung der
spezifischen Bindung von Zinkfinger-TF an die DNA fiihrt (Kroncke et al., 1994; Kroncke
und Carlberg, 2000). NO zerstort Zinkfinger-Proteine nicht irreversibel, da die Zinkfinger
uiber das zelluldre Redoxsystem wieder regeneriert werden konnen (Kroncke et al.,, 2002).
Bereits friher wurde gezeigt, dass hypochlorige Saure (HOCI), welche von aktivierten
neutrophilen Granulozyten sezerniert wird, in der Lage ist, eine intrazellulire Zn®'-
Freisetzung zu bewirken (Fliss et al., 1991).

Ziel meiner Arbeit war es, den Einfluss weiterer Stressarten auf die zelluldre Zinkhomoostase
zu untersuchen und somit erstmals einen umfangreichen systematischen Uberblick dariiber zu
geben, welche Stressarten zu einer Freisetzung von intrazelluliren Zinkionen fithren koénnen.
Zur Darstellung von intrazelluldren freien Zinkionen wurden die entsprechenden Zellen mit
dem Zn*'-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Zinquin Ethyl Ester behandelt, welcher nach
Aufnahme in die Zelle Zinquin-Zink-Komplexe in einem Verhéltnis von 1:1 oder 2:1 bildet
(Kg von 370 + 60 bzw. 85 + 16 nM) (Zalewski et al., 1994). Die Tatsache, dass die
Bindungskonstante von Zn>" an Methallothionein deutlich geringer ist als die von Zinquin,
zeigt, dass eine Komplexierung von an Proteine gebundene Zinkionen durch Zinquin nicht
moglich ist. Die Intensitiat der detektierbaren Zinquin-Fluoreszenz ist also ein Maf3 fur den
Gehalt an freien intrazellularen Zinkionen. Zu erwidhnen ist noch die Eigenschaft der
spezifischen Bindung von Cadmiumionen (Cd*") durch Zinquin, die jedoch vernachlassigt
werden kann, weil Cd*" physiologischerweise in Zellen nicht vorkommt (Zalewski et al.,
1994). Der als Alternative in den Versuchen anfangs verwendete Zn'-spezifische
Fluoreszenzfarbstoft ZnAF-2-DA erwies sich als ungeeignet, da er im Gegensatz zu Zinquin
auch zu einer Komplexierung von Zinkionen fiihrt, die an intrazelluldre Proteine gebunden
sind. Diese Eigenschaft von ZnAF-2-DA kann theoretisch dazu verwendet werden, den
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gesamten intrazelluliren Zinkionengehalt verschiedener Zellarten mittels photometrischer
Auswertung der Fluoreszenzintensitdt miteinander zu vergleichen. Kontrollexperimente mit
dem Zn*'-spezifischen Chelator TPEN dienten dazu, die Spezifitit der beiden Zn®'-

spezifischen Fluoreszenzfarbstoffe nachzuweisen.

4.2. Oxidativer Stress und dessen Einfluss auf die zelluléire Zinkhomdostase
Die Bestrahlung von Zellen mit Licht verschiedener Wellenlangen kann zur Generierung von
intrazellularem oxidativem Stress fuhren (Tyrrell und Keyse, 1990; Klotz et al., 2001;
Brenneisen et al., 2002; Schroeder et al., 2007). Es zeigen sich jedoch deutliche Unterschiede
zwischen der Bestrahlung von Zellen mit UV-A bzw. mit UV-B oder mit Infrarot-A Licht
(IRA) in Bezug auf die zellulire Zinkhomoostase. UV-B Photonen sind wesentlich
energiereicher als UV-A Photonen, daher rithrt auch die direkte schiadigende Wirkung von
UV-B auf die DNA. Im Gegensatz dazu fihrt UV-A zur intrazelluldren Generierung
verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Matsumura und Ananthaswamy, 2004).
Auch bei einer IRA-Bestrahlung kommt es zur Generierung von ROS, diese entstehen jedoch
hauptsachlich in den Mitochondrien (Schroeder et al., 2007; Schroeder et al., 2008; Schroeder
et al., 2009). Dies reicht jedoch nicht aus, um in der ganzen Zelle Zinkionen aus Proteinen
freizusetzen. Bestrahlungsversuche mit UV-A zeigten, dass eine Dosis von 25 J/cm? bei
Fibroblasten eine relevante intrazelluldre Eisenionenfreisetzung bewirkt (Pourzand et al.,
1999), so dass dhnliche Auswirkungen auch auf die intrazellulire Zinkhomoostase zu
vermuten waren. In meinen Versuchen zeigte die Bestrahlung mit subtoxischen Dosen an
UV-A (320-400 nm) im Gegensatz zur Bestrahlung mit UV-B (280-320 nm) oder mit
Infrarot-A  Licht (760-1400 nm) eine signifikante und reversible intrazellulare
Zinkionenfreisetzung. Diese zeigte sich auch bei erneuter Bestrahlung nach 24 Stunden, so
dass daraus geschlussfolgert werden kann, dass die zwischenzeitlich freigesetzten Zinkionen
erneut von Proteinen gebunden werden und dann fur eine erneute Freisetzung wieder zur
Verfigung stehen. Die Beobachtung einer speziell durch UV-A hervorgerufenen
intrazellularen Zinkionenfreisetzung 1463t vermuten, dass die Generierung von ROS, wie sie
fir UV-A typisch ist, einen entscheidenden Beitrag zur intrazelluldren Freisetzung liefert. Um
diese These zu Uiberpriiffen wurden die entsprechenden Zellen mit den ROS behandelt, die im
Rahmen eine UV-A Bestrahlung tiberwiegend generiert werden, ndmlich mit Hydroperoxiden
und mit Singulett-Sauerstoff. Als Vertreter der Hydroperoxide wurde Wasserstoffperoxid
(H20,) gewahlt, welches in geringen Konzentrationen (< 10 pM) als Signalmolekul fungiert

und in hoheren Konzentrationen mittels Oxidationsreaktionen und Inaktivierung zellularer
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thiol-abhéngiger Enzyme die Generierung von oxidativem Stress verursacht (Stone und Yang,
2006). Uberraschenderweise zeigte die Exposition von L929-Fibroblasten, Ratten-Aorta-
Endothelzellen (RAEC) und humanen Keratinozyten (HaCaT) bei Konzentrationen von bis zu
3 mM H;O; keinerlei relevante intrazellulire Zinkionenfreisetzung. Dies steht im
Widerspruch zu einer friheren Publikation, in der 0,5 -1 mM H,0O, eine intrazellulédre
Zinkionenfreisetzung in Pulmonalarterien-Endothelzellen bewirkten (Wiseman et al., 2007).
Dagegen war eine deutliche Zinkionenfreisetzung in den L929-Zellen, den RAEC und in den
HACAT zu sehen, wenn als Hydroperoxid das tert-butyl-Hydroperoxid (t-BH) in
nicht-toxischen Konzentrationen verwendet wurde. Alia et al. zeigten, dass die zelluldre
Antwort von humanen Leberkarzinomzellen nach Exposition mit H,O, und t-BH neben
Gemeinsamkeiten auch deutliche Unterschiede aufwies (Alia et al., 2005). Vor allem zeigte
sich, dass t-BH im Gegensatz zu H,O; einen kontinuierlichen langandauernden zelluldren
Stress erzeugt. Eine weitere Publikation zeigte ebenfalls Unterschiede in den
Wirkmechanismen beider Hydroperoxide (Jacob und Herschler, 1986; Jacob und de la Torre,
2009;) bei der Behandlung von murinen Linsenepithelzellen (Spector et al., 2002). Dort
wurde gezeigt, dass die Behandlung mit H,O, uUberwiegend zu einer direkten DNA-
Schadigung fiihrt, wahrend t-BH tber die Beeinflussung des Redox-Status der Zelle wirkt.
Vor allem der Unterschied beziiglich der Lange des oxidativen Stresses durch t-BH konnte als
mogliche Erklarung dienen, weshalb t-BH im Gegensatz zu H;O; eine Zinkionenfreisetzung
bewirkt. Singulett-Sauerstoff, welches von Photosensitizern nach Exposition mit weissem
Licht generiert wird und ebenfalls zu den wichtigsten ROS im Rahmen einer UV-A
Bestrahlung gehort, zeigte dieselben Auswirkungen auf die zellulare Zinkhomoostase, so dass
die Versuche deutlich machen, dass die intrazelluldre Zinkionenfreisetzung durch UV-A
Bestrahlung indirekt durch die Generierung von oxidativem Stress verursacht wird.
Ergéinzend stellte sich nun die Frage, ob auch andere ROS, die keine entscheidende Rolle bei
der UV-A Bestrahlung spielen, ebenfalls zu einer intrazelluliren reversiblen
Zinkionenfreisetzung fithren konnen. Superoxid-Anion-Radikale, welche in Zellen durch
Reduktion von Chinolonen generiert werden konnen, zeigten unter subtoxischen Bedingungen
keine sichtbaren Auswirkungen auf die zelluldre Zinkhomoostase, so dass man diesbeziiglich
von keinem generellen Phanomen im Rahmen eines oxidativen Stresses sprechen kann. Eine
Erklarung dafiir konnte sein, das Superoxid-Anion-Radikale intrazelluldar im Rahmen von
Disproportionierungsreaktionen zum Teil zu Wasserstoftperoxid reagieren. Diese Reaktionen
werden durch die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert, sind pH-abhiangig und fithren je
nach Grad der Protonierung zu verschiedenen Geschwindigkeitskonstanten (Benon et al.,

1985). Neben dieser Reaktion konnen Superoxid-Anion-Radikale auch mit Stickstoffmonoxid
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zu  Peroxynitrit reagieren (Gryglewski et al, 1986). Beide beschriebenen

Reaktionsmoglichkeiten konnten eine Erklarung liefern, weshalb es zu keiner intrazellularen
Zinkionenfreisetzung durch Superoxid-Anion-Radikale kommt, denn H;O, wiirde sehr
schnell durch die Glutathionperoxidase abgebaut werden und Peroxynitrit wire so kurzlebig,
dass es sehr schnell mit allen moglichen molekularen Zielstrukturen in seiner unmittelbaren
Néhe reagieren wirde, aber nicht unbedingt mit SH-Gruppen, also insgesamt nicht spezifisch
genug wire, um nur SH-Gruppen zu oxidieren. Wenn man sich die verschiedenen
Stressbedingungen, welche die zellulire Zinkhomoostase beeinflussen, anschaut, wird
deutlich, dass nitrosativer Stress im Vergleich zum oxidativen Stress eine deutlich hohere
Zinkionenfreisetzung bewirkt. Dieser Umstand lasst sich dadurch erklaren, dass Thiole von
Zinkfinger-Strukturen fiir Stickstoffmonoxid (NO) eine selektivere Zielstruktur darstellen als
fiir ROS, welche auch mit anderen Zielstrukturen in der Zelle reagieren konnen. Daher kommt
es nach einem oxidativen Stress auch zu einer deutlich weniger effektiven und damit
geringeren intrazellularen Zinkionenfreisetzung als nach nitrosativem Stress. Auch scheinen
die reaktiven Sauerstoffspezies untereinander eine unterschiedliche Affinitdt zu den Thiolen
der Zinkfinger aufzuweisen, da, wie oben gezeigt, nicht jede Art von oxidativem Stress
denselben Effekt auf die Zinkhomoostase hat. Hervorzuheben ist auch, dass sich die
intrazelluldre Zinkionenfreisetzung nicht nur auf das Zytoplasma beschrankt. Auch im
Nukleus waren Ansammlungen von freien Zinkionen zu sehen. Besonders markant traten
diese in den Nukleoli auf. Bei Behandlung mit UV-A oder Inkubation mit t-BH bzw.
Singulet-Sauerstoff unter subtoxischen Bedingungen traten diese Zinkionenansammlungen in
den Nukleoli sporadisch und vereinzelt auf, wiahrend sie unter toxischen Bedingungen, also
bei t-BH- und Singulett-Sauerstoff-Konzentrationen, die nach 24 Stunden uberwiegend zur
Apoptose der entsprechenden Zellen fiihrten, bei fast allen Zellen auftraten.

Es ist bekannt, dass die Herunterregulation von Thiolproteinen durch UV-A Bestrahlung in
Hautfibroblasten durch Singulett-Sauerstoff und Hydroperoxide vermittelt wird (Vile und
Tyrrell, 1995). Dies wirkt sich insbesondere auf die zelluldre Glutathion (GSH)-
Konzentration aus (Lautier et al., 1992). GSH spielt eine wichtige Rolle als Antioxidans und
hat somit eine essentielle Bedeutung fur das zelluldre Redox-Gleichgewicht. Des Weiteren ist
bekannt, dass es bei der intrazelluldren Verteilung der Zinkionen eine Rolle spielt (Maret und
Vallee, 1998; Maret, 2006). Die intrazellulire GSH-Konzentration ist durch Diamid, einem
Thiol-Oxidans, beeinflussbar. Diamid bewirkt eine Oxidation von GSH zu Glutathiondisulfid
(GSSG), ohne die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zu generieren. Dies nennt man auch
"Disulfid-Stress" (Aslund und Beckwith, 1999). In meinen Versuchen konnte ich zeigen, dass

eine Inkubation von L929-Fibroblasten mit subtoxischen Diamid-Konzentrationen zu einer
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reversiblen intrazellularen Zinkionenfreisetzung fuhrt. In vitro wurde schon frither gezeigt,
dass Diamid eine Zinkionenfreisetzung aus Zn-S-Clustern des bakteriellen Proteins RsrA
bewirkt (Li et al., 2003). Um die bisher nicht gekliarte Frage zu beantworten, ob die
intrazelluldre Zinkionenfreisetzung durch die Senkung des Gehaltes an GSH verursacht wird
oder durch eine direkte Reaktion von Diamid mit Thiolen von Zinkfingerstrukturen, wurden
die entsprechenden Zellen mit einem spezifischen irreversiblen Biosynthese-Hemmer von
GSH vorinkubiert. Der gamma-Glutamylcystein-Synthase Inhibitor L-Buthionin-S,R-
Sulfoximin (BSO) reguliert den intrazelluldiren GSH-Gehalt innerhalb von 24 Stunden auf
etwa 20% herunter (Berend;ji et al., 1999). Es zeigte sich, dass bei Vorinkubation mit BSO
deutlich geringere Mengen an Diamid fiir eine intrazelluldre Zinkionenfreisetung benotigt
werden, so dass geschlussfolgert werden kann, dass die intrazelluldire GSH-Konzentration und
damit der Redox-Status einer Zelle deren Zinkhomoostase beeinflusst und eine direkte
Reaktion von Diamid mit den Thiolen von Zinkfingerstrukturen vermutlich nur eine
untergeordnete Rolle spielt.

Cortese-Krott et al. zeigten, dass die Inkubation von Endothelzellen mit NO diese vor den
zytotoxischen Effekten einer H,O,-Exposition schiitzt und das dieser Schutz von der
Freisetzung intrazelluldrer Zinkionen abhéngig ist (Cortes-Krott et al., 2009). Ob intrazellular
freigesetztes Zn®" auch eine protektive Rolle bei einer UV-A Exposition spielt muss in

weiteren Untersuchungen geklart werden.

4.3. Hitze-Schock und dessen Einfluss auf die zelluléire Zinkhomdostase

Die durch einen Hitze-Schock induzierte zellulire Antwort ist ein hochwirksamer
Schutzmechanismus, der dadurch gekennzeichnet ist, dass es zu einer Uberexpression
bestimmter Stress-Proteine kommt (Kregel, 2002). Bisher war wenig tber den Einfluss eines
Hitze-Schocks auf die zellulare Metallionenhomoostase bekannt. In meinen Versuchen konnte
ich zeigen, dass eine milde Hyperthermie unter nicht-toxischen Bedingungen zu einer
temperaturabhédngigen Freisetzung von intrazelluldren Zinkionen in verschiedenen Zellarten
fithrt. Diese war reversibel und konnte nach 24 Stunden durch einen erneuten Hitze-Schock
wiederholt werden. Eine "Thermoadaption / Thermotoleranz" wurde diesbeziiglich seitens der
entsprechenden Zellen also nicht entwickelt.

In den mikroskopischen Analysen zeigte sich nach einem Hitze-Schock in allen Zellen das
Auftreten von intranukledr fluoreszierenden Strukturen als Ausdruck einer darin lokalisierten
Zinkionenansammlung, welche in den Versuchen mit oxidativem Stress in jeweils allen

Zellen nur unter toxischen Bedingungen und unter subtoxischen Bedingungen nur sporadisch
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und vereinzelt zu beobachten war. Dass es sich dabei um ein allgemeingultiges Phianomen
handelt lieB3 sich nach Versuchen mit unterschiedlichen Zellarten zeigen, da dieses bei allen
getesteten Zellen beobachtet wurde. Aufgrund der phinotypisch strukturellen Ahnlichkeit lag
die Vermutung nahe, dass es sich bei den fluoreszierenden Strukturen im Kern um Nukleoli
handelte. Nukleoli sind transient ausgebildete Kompartimente, die sich aus Proteinen und
RNA zusammensetzen und nicht von einer Membran umgeben sind. Um diese These zu
bestatigen, wurden die Zellen vor der Hitze-Schock Behandlung mit dem Antibiotikum
Actinomycin D, welches zu einer Desorganisation von Nukleoli fithrt (Phillips und Phillips,
1971; Kregel, 2002), vorinkubiert. Es zeigte sich, dass unter diesen Bedingungen keine
intranuklear fluoreszierende Strukturen mehr zu beobachten waren. Dies ist ein starkes Indiz,
dass es sich bei den besagten Strukturen um Nukleoli handelt. In verschiedenen Zelltypen
konnte nachgewiesen werden, dass sich der Zinkgehalt der Nukleoli in Relation zum
Chromatin nicht wesentlich voneinander unterscheidet (Quintana et al., 1987). Dies deutet
darauf hin, dass es bei oder nach einem Hitze-Schock zu einer Translokation von Zinkionen
vom Nukleoplasma in die Nukleoli kommt. Versuche, in denen HaCat-Zellen nur mit
Zinkionen behandelt wurden, haben gezeigt, dass es vermehrt zu einer Ansammlung von
freiem Zink im Zellkern, insbesondere in den Nukleoli, kam. Bei HaCaT-Zellen mit einem
mutierten EVER2 Gen war die intrazelluldre Zinkionen-Konzentration in den Nukleoli
signifikant erhoht (Lazarczyk et al., 2008). Somit scheint EVER2, ein Protein mit bisher
unbekannter Funktion, moglicherweise in Zellen die Verteilung von Zinkionen in oder zu den
Nukleoli zu regulieren.

Die wesentliche Funktion der Nukleoli ist die Synthese von ribosomaler RNA und von
Ribosomen. Es gibt auch Vermutungen, dass sie eine Funktion als zellulare Stresssensoren
haben (Rubbi und Milner, 2003), doch ist bisher nicht bekannt, auf welchem Wege die
verschiedenen Stressarten in der Lage sind, dieses Stresssignal den Nukleoli zu vermitteln
(Olson, 2004). Die Versuche mit Hitze-Schock legen die Vermutung nahe, dass Zinkionen
intrazellular eine entscheidende Rolle in diesem Signalweg spielen.

Nitrosativer Stress fiithrt zu einer intranukleédren Zinkionenfreisetzung, welche wiederum eine
Translokation von Metallothionein in den Zellkern bewirkt (Spahl et al., 2003). Ein Hitze-
Schock fuhrt nicht zu einer vermehrten Expression des wichtigsten zellularen
zinkspeichernden Proteins Metallothionein (Maytin und Young, 1983; Bauman et al., 1993;
DeMoor et al., 2001) . Ob ein Hitze-Schock eine entsprechende Translokation bewirkt wie
nach nitrosativem Stress war bisher nicht bekannt. In meinen Versuchen konnte ich zeigen,
dass ein Hitze-Schock keine nukleédre Translokation von Metallothionein induziert. Weiterhin

zeigte sich, dass ein Hitze-Schock bei Metallothionein knock-out Zellen ebenfalls eine
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intrazelluldre Zinkionenfreisetzung bewirkt. Diese ist sogar noch intensiver, sodass hier von
einem Metallothionein-unabhingigen Effekt gesprochen werden kann. Die Tatsache, dass
Metallothionein das wichtigste zellulare zinkspeichernde Protein ist, erklart den Befund, dass
Metallothionein knock-out Zellen beziiglich einer Zn*"-Freisetzung viel sensibler auf einen
Hitze-Schock reagieren (Maret, 2004). In Abwesenheit von Metallothionein sind vermutlich
andere zinkspeichernde Proteine fiir die Bindung von freiem intrazelluliren Zink

verantwortlich, diese haben jedoch eine geringere Bindungsaffinitit zum Zn>", so dass es

leichter ist, durch einen Hitze-Schock eine Freisetzung von intrazelluldren Zinkionen
herbeizufithren. Die Tatsache, dass bei einem Hitze-Schock Metallothionein keine
wesentliche Rolle spielt zeigt, dass dieses nicht der eigentliche bzw. einzige Faktor ist, der
eine protektive Funktion besitzt, wie in einigen Publikationen postuliert (Gunther et al., 1991;
Coogan et al., 1992).

Es wurde gezeigt, dass wahrend eines Hitze-Schocks der mammalian heat shock factor 1 vom
inaktiven Monomer zum DNA-bindenden Homotrimer aktiviert wird mittels Bildung einer
Disulfid-Bindung zwischen zwei essentiellen Cystein-Resten (Ahn und Thiele, 2003). Es
wurde vermutet, dass ROS entweder durch direkte oder durch indirekte Wirkung diesen
Prozess in Gang setzen konnen. Versuche mit verschiedenen Zellarten zeigten, dass ein Hitze-
Schock keinen (Katschinski et al, 2000; Zhao et al, 2006) oder nur einen
1,2- bis 2-fachen Anstieg des intrazellularen Gehaltes an ROS bewirkt. In meinen Versuchen
mit Maus-Aorta-Endothelzellen (MAEC) bewirkte ein Hitze-Schock im Gegensatz zur UV-A
Behandlung, keine signifikante Erhohung der ROS-Konzentration, so dass die durch Hitze-
Schock hervorgerufene intrazelluldre Zinkionenfreisetzung nicht durch oxidativen Stress
hervorgerufen werden kann. 3,3-Dihydroxy-Isorenieratin (DHIR) ist ein natirliches
Karotinoid, welches vom Bakterium Brevibacterium linens synthetisiert und aufgrund seiner
einzigartigen Struktur als Antioxidans in der Industrie verwendet wird. Es wurde gezeigt, dass
die Vorbehandlung von humanen Hautfibroblasten mit DHIR die durch eine UV-A
Bestrahlung bewirkte intrazelluldre Zinkionenfreisetzung durch Verringerung des
intrazellularen Gehaltes an ROS signifikant hemmt, wahrend es die durch einen Hitze-Schock
induzierte Zinkionenfreisetzung nicht hemmte (Lutter et al, 2010). Durch welchen
Mechanismus ein Hitze-Schock einen Einfluss auf die zelluldre Zinkhomoostase hat, bleibt

im Augenblick also unklar. Eine Hypothese ist, dass erhohte Temperaturen eine

2

Konformationsédnderung von Zinkfingerstrukturen bewirken konnten, was zu einer

Freisetzung des gebundenen Zinks fithren wiirde.
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4.4. Kiilte-Schock und dessen Einfluss auf die zelluliire Zinkhomaoostase

Hypothermie findet Verwendung bei der Lagerung und beim Transport von verschiedenen
Zellarten und Organen, des Weiteren stellt es ein medizinisches Verfahren bei der
Durchfithrung von Gehirn- und Herzoperationen dar. Es wurde gezeigt, dass das
Aufbewahren von Kanninchen-Nieren fiir 24 oder 48 Stunden bei 0°C zu einem Anstieg von
freien Eisenionen in den Nieren auf das 2- und 3-fache fiihrt. Eine anschlieBende Erwarmung
auf 37°C fuhrt zu einem 7-fachen Anstieg der Eisenionen (Healing et al., 1990). Gezeigt
wurde auBBerdem, dass ein Kalte-Schock, definiert als Hypothermie von 4°C iber mehrere
Stunden, zu einem etwa 2,5-fachen Anstieg des intrazelluldren freien Eisenionengehaltes in
Hepatozyten fuhrt. Dies geschieht ohne die Bildung entsprechender ROS wie H,O, oder
Singulett-Sauerstoff, weder wihrend der Hypothermie noch nach anschlieBender Erwéarmung
auf 37°C (Rauen et al., 2000). In meinen Versuchen mit L929-Fibroblasten und MAEC zeigte
sich keine relevante intrazellulire Zinkionenfreisetzung wiahrend eines Kaélte-Schocks
(mehrere Stunden bei 1°C) bzw. nach einer anschlieBenden Erwarmung auf 37°C. Dies steht
im Gegensatz zu den Versuchen, in denen ein Kélte-Schock die oben beschriebene Erhohung
des intrazelluldren freien Eisenionengehaltes bewirkte. Viele zelluldre Prozesse, z.B. die
Genexpression, die durch eine Hypothermie ausgelost werden, werden auch durch eine
Hyperthermie ausgelost (Sonna et al., 2002), doch scheinen diese Gemeinsamkeiten die

zelluldre Zinkhomoostase nicht zu betreffen.

4.5. Hypoosmolaritit und dessen Einfluss auf die zellulidre Zinkhomdoostase

Im Bereich des Zentralen Nervensystems (ZNS) spielen intrazelluldare und transynaptische
Zinkionenfreisetzungen pathophysiologisch beispielsweise im Rahmen von Schlaganfillen
und Schédel-Hirn-Traumata eine wichtige Rolle (Frederickson et al., 2004; Galasso und
Dyck, 2007). Insbesondere das Anschwellen der Astrozyten als Frihereignis dieses
Pathomechanismus nimmt dabei eine wichtige Rolle ein (Haussinger und Schliess, 2005;
Kimelberg, 2005; Haussinger, 2006). Es wurde beschrieben, dass das Anschwellen von
Astrozyten sowohl zur Generierung von oxidativem als auch von nitrosativem Stress fithrt
(Rao, 2002; Schliess et al., 2006; Gorg et al., 2010). Bei der hepatischen Enzephalopathie
kommt es aufgrund einer Beeintrachtigung der Entgiftungsfunktion der Leber zur
Akkumulation verschiedener Stoffe, insbesondere von Ammoniak, im Korper. Dies wiederum
fihrt aus bisher noch nicht genau bekannten Grinden zu Hirnédemen und somit zu
entsprechenden neurologischen Ausfillen. In meinen Versuchen habe ich gezeigt, dass

Hypoosmolaritit, welches ein géngiges Modell fir das Anschwellen von Zellen ist, bei der
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humanen Astrozyten-Zelllinie MOG-G-CCM zu einer transienten intrazellularen
Zinkionenfreisetzung fiihrt. Dass es sich dabei vermutlich um einen zellspezifischen Effekt
handelt zeigten entsprechende Versuche mit L929-Fibroblasten, wo eine Hypoosmolaritét
keinen sichtbaren Einfluss auf die zellulire Zinkhomoostase hat. Kruczek et al. konnten
zeigen, dass die beschriebene Zinkionenfreisetzung in Astrozyten auf einer Ca*"-abhingigen
enzymatischen NO-Synthese beruht, vermutlich bewirkt durch die neuronale
Stickstoftfmonoxid-Synthase (nNOS) (Kruczek et al., 2009). Hieraus ergibt sich ein méglicher
Erklarungsversuch fiir diesen zellspezifischen Effekt, da die nNOS zwar in Astrozyten, nicht
jedoch in Fibroblasten exprimiert wird. Des Weiteren wurde auch gezeigt, dass neben NHj
auch die Inkubation mit TNF-alpha oder mit Diazepam eine intrazellulare
Zinionenfreisetzung bewirkt.

Ob die beobachtete Zn*"-Freisetzung einen protektiven Effekt ausiibt, z.B. mittels Expression
bestimmter Proteine, ldsst sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht beantworten und muss in
weiteren Versuchen untersucht werden. Positive Effekte einer Zinksupplementationstherapie
bei der Hepatischen Enzephalopathie sind zwar bekannt (Bresci et al, 1993;
Takuma et al., 2010), jedoch sind die genauen Wirkungsmechanismen nicht ausreichend

beschrieben.

4.6. Silberionen und deren Einfluss auf die zelluléire Zinkhomdostase

Es wurde gefunden, dass Schwer- bzw. Ubergangsmetalle wie Pb*>" und auch Hg®" unter
subtoxischen Bedingungen zu einer intrazellularen Zinkionenfreisetzung fithren (Brand und
Kleineke, 1996, Haase et al., 2006). Untersuchungen, ob Silbernitrat (AgNOs3), welches als
antimikrobielles Agens haufig in der Wundbehandlung eingesetzt wird (Lansdown, 2006;
Atiyeh et al., 2007;), einen Einfluss auf die zellulare Zinkhomoostase hat, lagen bisher nicht
vor. In meinen Versuchen konnte ich zeigen, dass die Inkubation mit subtoxischen
Silbernitratkonzentrationen zZu einer transienten reversiblen intrazellularen
Zinkionenfreisetzung fihrt. Auch hier zeigte sich das Auftreten von Zinkionenansammlungen
in Nukleoli aller Zellen. Aufbauend darauf zeigten Cortese-Krott et al. (Cortese-Krott et al.,
2009) dies auch bei Versuchen mit humanen Hautfibroblasten. Cortese-Krott et al. zeigten
auch, dass eine Silbernitratbehandlung zu einer Erniedrigung des Spiegels an reduziertem
GSH fiihrt und dass dies zu einer Zunahme eines durch H,O, induzierten Zelltodes fiihrt.
BekanntermalBBen fihrt die Behandlung verschiedener Zellarten mit Silberionen zu einer
Generierung verschiedener ROS (Hultberg et al., 1997; Yoshimaru et al., 2006; Wardman,

2007), so dass zusammenfassend eine massive Generierung von oxidativem Stress und damit
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eine Verschiebung des zellularen Redox-Status im Rahmen einer Silbernitratbehandlung eine
Freisetzung von Zinkionen in Zellen bewirkt. Auch hier stellt sich die Frage, ob diese

intrazellulare Zinkionenfreisetzung moglicherweise einen protektiven Effekt ausiiben soll.

4.7. Scherstress bzw. DMSO und ihr Einfluss auf die zellulire

Zinkhomoostase

Die Wirkungen von Scherstress, welches als Model fiir die Auswirkungen von Stromungen
auf Zellen, z.B. das GefiaB3-Endothel, benutzt wird, auf die zellulare Zinkhomoostase sind
bisher vollig unbekannt. Ein Scherstress bewirkte weder in MAEC noch in L929-Fibroblasten
zu irgendeinem untersuchten Zeitpunkt eine signifikante intrazelluldre Zinkionenfreisetzung.
Dimethylsulfoxid (DMSO) wird in der Zellkulturtechnik als Gefrierschutzmittel bei der
Kryokonservierung eingesetzt. Weiterhin wird es bei versehentlicher subkutaner Applikation
von Zytostatika dermal appliziert, wo es unter anderem zu einem Scavengen von Radikalen
fithren soll (Jacob und Herschler 1986; Jacob und de la Torre, 2009). Versuche mit L.929-
Fibroblasten zeigten, dass die Kryokonservierung mit 10% DMSO bei einer Kurzzeit-
Kultivierung fiir 10 Stunden zu keiner Zn*'-Freisetzung fithrte. Sowohl die Versuche mit
Scherstress als auch die mit DMSO unterstreichen, dass nicht alle Stressarten zu einer

Zinkionenfreisetzung in Zellen fithren.
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4.8. Uberblick iiber verschiedene Stressarten und ihre Auswirkungen auf

die zelluléire Zinkhomdoostase
Bisher sind nur wenige zelluldre Stressarten identifiziert worden, die zu einer intrazellularen
Freisetzung von Zn>" aus Proteinen fithren. Abbildung 20 zeigt eine Ubersicht iiber die von

mir untersuchten Stressarten und ihren jeweiligen Einfluss auf die Zn*"-Freisetzung.

UV-B-Strahlung UV-A-Strahlung
IR-A-Strahlung tert-Butyl-Hydroperoxid
H->0- bei Fibroblasten Singulettsauerstoff (*0,)
Redox-Cycler (Chinone) Oxidation von GSH
Hemmung der GSH- Hyperthermie (> 41°C)
Biosynthese Silberionen (Ag™)

Hypothermie (bis 5h 1°C,
dann bis 2h 37°C)

Hypoosmolaritit bei
Fibroblasten

Hypoosmolaritit bei
Astrozyten

Scherstress
DMSO

Abb. 20 Verschiedene Stressarten und ihre Auswirkungen auf die zelluldre Zinkhomdgostase:
Die Abbildung zeigt eine Liste der verschiedenen von mir untersuchten Stressarten und ihre
Auswirkungen auf die zelluldre Zinkhomd&ostase unter subtoxischen Bedingungen.
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4.9. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde erstmals systematisch untersucht, welche Stressarten zu einer
Freisetzung von intrazelluldren Zinkionen fithren konnen. Dabei wurden die Bedingungen
immer so gewdhlt, dass mehr als 80% der Zellen nach 24 Stunden mit einer normalen
Zellkernmorphologie iiberlebten. Eine Bestrahlung mit UV-A fiihrte zu einer transienten
intrazelluldren Zn*"-Freisetzung, nicht jedoch eine Bestrahlung mit UV-B oder IRA Strahlen.
Auch die Behandlung mit tert-butyl-Hydroperoxid, Singulett-Sauerstoft oder die Oxidation
von Glutathion mittels Diamid fithrte zu einer Zn*"-Freisetzung, wihrend die Behandlung mit
H,0; oder Chinonen zur intrazelluldren Generierung von Superoxid-Anion-Radikalen oder
auch die Hemmung der Glutathion-Synthese zu keiner Zn*'-Freisetzung fiihrte. Weiterhin
wurde gezeigt, dass es bei einem Hitze-Schock, im Gegensatz zu einem Kalteschock,
ebenfalls zu einer intrazelluldren transienten Zn* -Freisetzung kommt. Diese war nach einem
weiteren Hitze-Schock nach 24 Stunden wiederholbar, eine Thermoadaptation wurde also
nicht beobachtet. Die Hitze-Schock induzierte Zn®'-Freisetzung war unabhingig von
Metallothionein, dem wichtigsten zelluliren Zn*'-Speicherprotein. Bei den Hitze-Schock-
Versuchen zeigte sich zusitzlich zur zytoplasmatischen Freisetzung auch eine Zn®'-
Freisetzung in runden abgegrenzten nukledren Arealen, die als Nukleoli identifiziert wurden.
Auch die Behandlung der Zellen mit dem Schwermetall Ag” bewirkte eine Zn*"-Freisetzung,
wihrend weder Scherstress noch die Behandlung mit DMSO diesen Effekt zeigte. Dass
bestimmte Stressarten auch zellspezifisch die intrazelluldre Zinkhomoostase beeinflussen
koénnen wurde in Hypoosmolaritits-Versuchen deutlich, in denen eine Zn* -Freisetzung in

Astrozyten, nicht jedoch in Fibroblasten gefunden wurde.

Diese Arbeit zeigt, dass eine intrazellulire Zn*"-Freisetzung kein generelles Phinomen nach
zellulirem  Stress  darstellt.  Intrazellular  generierte reaktive  Sauerstoffradikale
(z.B. bei UV-A, Ag") scheinen eine wichtige Rolle bei der Zn*'-Freisetzung zu spielen.
Jedoch konnten auch Bedingungen identifiziert werden (z.B. Hitze-Schock), bei denen
intrazellular keine reaktiven Sauerstoffradikale generiert werden. Zukiinftige Untersuchungen
miissen zeigen, ob intrazelluldr freigesetzte Zinkionen, wie sie bei vielen Erkrankungen
gefunden werden, eine funktionelle Rolle haben, z.B. als Signalatome eine protektive

Reaktion der Zelle auslosen konnen, oder ob es sich um ein reines Epiphdnomen handelt.
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