Aus dem Institut fir Molekulare Medizin, Abteilung fiir Immunbiologie
an der Heinrich-Heine-Universitit Dusseldorf

Prof. Dr. rer. nat. K. Schulze-Osthoff

REGULATION DER INTRAZELLULAREN ZINK-HOMOOSTASE
DURCH INOS-AKTIVITAT: TRANSLOKATION VON
METALLOTHIONEIN IN DEN ZELLKERN UND
NACHFOLGENDE NUKLEARE ZINK-FREISETZUNG

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Daniela Ursula Spahl

Dusseldorf

2004



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit der

Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Wolfgang H.-M. Raab

Dekan

Referent: Prof. Dr. rer. nat.Viktoria Kolb-Bachofen

Koreferent: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. h. c. Helmut Sies



Fir meine Eltern






INHALTSVERZEICHNIS

1 Einleitung ...eeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeneicitinieeeeecceecnneeeeeee e aaaaaeees 1
11 StiCKStOITMONOXIA cuvurriiniriireireeeereeeneresereererserserssessesessssssessessesssssssssssssssessessens 1
11T NO-SYRNESE i 1
1.1.2  Molekulare Wirkmechanismen VON NO ....uiovveeeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeesenees 2
1.2 ZATIK cauiunireniieeeeerteteeteneeeetetaeessraettseetssetsnstsnstsntsnstsnsssnsttnsstnsrnnstnstrnernnernnsranes 4
1.2.1  ZINKMIETADOLISIIIUS everevieeeieeeee ettt ettt e et e et e et eeeeeeeeeeeeeeseseseseseseseeeseeeseeeseeeseeasessneens 5
1.2.2 Zinkmangelzustande..........coiiuiiiiiiiiiiiiiiii s 5
1.3 Das Zinkspeicherprotein Metallothionein .........cooueeeeiiiiiieencnneneennneneeennnnne. 6
1.3.1  Struktur und Funktion von MetallothiONEIn....uoeceeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e 7
1.3.2 Die Lokalisation von MT bestimmt seine Funktion .....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 8
1.4 Fragestellung .....coouvumiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeincniieeeecesnnieeee e sasee e e e s e e e nnes 10
2 Material und Methoden cu.uuuveeenieiiniiiieieiniiieireeeeeeeneeieeeeecssencencanes 11
2.1 J\Y S o 21 N 11
201 CRemIRAIIEN coeeeeeeeeeeeeee ettt et e et e e eeaeeseatesesteseseeesseeeseseesaneesaeeesssnesaneesaneesans 11
2L 2 GOILALE oot e e et e e e e st et e e et e e et e aa e e et e aaeeaaeaaaeaaneaane e et aaeaaneaareeanaeaeanes 12
2.1.3  Materialien flr die ZEeIRUITUL coveoovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt eeeeeeaeeeeeeeeeeeseeeseens 12
2.1.4  Zytokine und biologische Proben ... 13
21,5 FlUOLESZENZEatDSTOTEC cviiviiiiectiee ettt ettt ettt s et st e st e st e s b e s b e sabesnesanens 14
21,60 ANUKOIPEL ..ttt 14
20T ZLCLLEI ettt et e et e ettt ee e e et e e erte e et e et eeareeseaeeeeanees 15
2.1.8  StatistisSche AUSWEITUNG .....c.cvviiuiiiiiiiciiiic e 15
2.2 §\Y 5 9 Lo Yo LS5 s WS 15
2.2.1  Isolierung und Kultur von Zellen........ccocvviiiiiiiiiiiiiniicnccenes 15
2.2.2  Immunhistochemische Firbung von Zellen.......cccovieivinicinivinicciniccerecenens 16
2.2.3  Fluoreszenzfirbung von Zellen ... 18
224 Semi quantitative RT-PCR ..o 19
2.2.5  Griess-Test zutr NitritbeStMMUNG ...c.covviiieiririieieiceeceece s 21

3 ErgebnisSse ...ttt 22

3.1 Induktion der induzierbaren NO-Synthase in Maus-Aorten-Endothelzellen 22

3.1.1  Kinetik der INOS mRNS EXPression ... 22



3.1.2  Proinflammatorische Zytokine bewirken eine iNOS abhingige NO-Synthese ...23

3.2 Nachweis von intrazelluliiren Zn**-Ionen mit dem Fluoreszenzfarbstoff

ZINQUIN ouvvnrniiiieiiiiiiiireeeceiirere e ccsssasase e e e essssssssssaseeessssssssssassssssssssssnns 24

3.2.1 Proinflammatorische Zytokine fithren zu einer Zn*'-Freisetzung im Zellkern ...24
3.2.2  NO-2bhingige Zn* -FreiSEtZUNG .covrruerrreerrresseresseeesseeessesessesssssesssssessssssssssssnnees 27
3.2.3 MT ist essentiell fur die Zn2+—FreisetZung bei Entztindungsreaktionen................ 29
3.3 Immunhistochemische Lokalisation von Metallothionein.....ccoeeuveureecencennennen 31
3.4  Regulation der Metallothionein mRINS EXpression ........eeeeeeeiiiinnnnnnnneennn. 34
3.4.1 Induktion von MT durch Schwermetall-Tonen .....c.oovevvevveeieviinieieeeeeeeeereeeveenean 34
3.4.2  Einfluss von iNOS-synthetisiertem NO auf die MT-Induktion........c.cccevurveeuennee. 38
343  Effekt VON DETA/NO ..ottt eeeveeteet et esessest et esessessesteressesseneones 39
3.4.4 Rolle von Zn*" bei der NO-mediierten MT-Induktion.....oeeeeeeeveeeerereeeeeseereseenens 41

4 J DY SCOIETS) o) s NSRS 45
4.1 Einfluss von NO auf die intrazellulire Zink-HomOOStaSE ....cuurereeereereneenneennns 45

4.2  Die Rolle von MT bei der nukledren Zn**-Freisetzung durch nitrosativen

LSS tetrruuunniierriititiiunsiiiessrittttanassseesssteessssssssssssssseesssssssssssssssessssnanssssssssssssssnns 48

4.3  Die Rolle von NO und Zn** bei der Genexpression von MT .......ccccceurueuencncn. 53
5  Zusammenfassung ..., 58
6  LiteraturverZeiChniS . .ccovceiiiiiieuuiiiiiiruniiiiiiieniiiinieeniierieenseeeens 59
7 Danksagung ......cccceeeeeeeiiiiiiiiinnniiiniiiiiieeesaaaasaaaaaaaaasaaaaaaae 79
8  Lebenslauf ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinniia e 80

11



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 1: Zerstorung der Zinkfinger-Struktur durch NO ......cccccoviiiiiiiiiiiicicns 3
Abb. 2: Struktur von MetallothIONEIN ....c.c.evvveiriririniiiiccccccicieieeereretetee e s 7
Abb. 3: Kinetik der Zytokin-induzierten iNOS mRINS Induktion ..., 22
Abb. 4: Nitritkonzentrationen aus ZelliberstAnden.......ccovreeernnieeerinnineccrrseeceneseeeenes 24
Abb. 5: Intranukleire Zin" -Verteilling ......co...oerurerveerrsesisesssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 26
Abb. 6: Zinquin-Farbung von Wildtyp MAEC.........ccccccoiiiiccccee 28
Abb. 7: Zinquin-Firbung von MAEC-MT |, oocccvveeeeeeereeesesmsnsessssssssssssssesssssesssssssssssssssnns 30
Abb. 8: Immunhistochemischer Nachweis von MT-1 und -2......cccccovvvnnnnincccccceeneninnenes 32
Abb. 9: Linescan nach immunhistochemischer MT-Farbung ..o, 33
Abb. 10: Induktion von MT-1/-2 dutrch Cd® Bzw. Zn o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeesesesseesas 36
Abb. 11: Kinetik der MT-1 und MT-2 mRNS Induktion durch proinflammatorische Zytokine

........................................................................................................................................................ 37

Abb. 12: Einfluss von NIO auf die MT-1 und MT-2 mRNS Expression nach Aktivierung mit

ZYEOKINEN ..ttt bbb 39
Abb. 13: Konzentrationsabhingige MT-1/-2 Induktion durch DETA/NO.......ccccccocuveuniunuunne. 40
Abb. 14: Zn*"-Deprivation durch héhere TPEN-Konzentrationen fiihrt zur Apoptose ......... 42
Abb. 15: Hemmung der NO-induzierten Steigerung der MT-1/-2 mRNS Expression durch

TPEN ettt 43
Abb. 16: Unterschiedliche Einflisse von exogenem und durch iNOS synthetisiertem NO auf

die Zn" " HOMOOSTASE w..vvrevercverrverereseesesseessssesssss e saessssssss s saes s sssessessssssessasssass s sseens 47
Abb. 17: Zusammenhang zwischen MT-Translokation und Zn*"-Freisetzung im Zellkern..... 51
Abb. 18: Superinduktion von MT durch NO ..o 56

111



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AK
BSA

DETA/NO

DETA/NO o
ECGS

EDTA

FCS

GAPDH
HBSS

HEPES

IFN-y

IL-1B

iINOS

MAEC-MT,,”

MAEC-WT
MRE

MT

MTF-1
NIO

PBS

PCR

RT

TNF-a
TPEN

Zytokin-Mix

Antikoérper

bovines Serumalbumin
(Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammoniumethyl)amino|diazen-1-ium-1,2-
diolat

denitrosiertes DETA/NO

Endothelial Cell Growth Supplement
Ethylen-dinitrilo-tetraessigsaure

fotales Kilber Serum
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Hanks gepufferte Salzl6sung
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethylsulfonsiure)
Interferon-y

Interleukin-183

induzierbare NO-Synthase
Maus-Aorten-Endothelzellen aus Metallothionein knockout Miusen
Maus-Aorten-Endothelzellen aus Wildtyp Mausen
Metall-responsives Element

Metallothionein

Metall-responsiver Transkriptionsfaktor 1
L-N-(1-Iminoethyl)-ornithin

Phosphat gepufferte Salzlosung

Polymerase Kettenreaktion

reverse Transkriptase

Tumornekrosefaktor-o
N,N,N",N"-Tetrakis(2-Pyridylmethyl)-ethylendiamin

500 U/ml TNF-o + 500 U/ml IL-13 + 500 U/ml IFN-y
I\Y



1.1

1 Einleitung

1.1 Stickstoffmonoxid

1987 entdeckte ILouis Ignarro, dass das zuvor nur als Umweltgift angesehene
Stickstoffmonoxid (NO) auch in Siugetieren produziert wird und ein wichtiger Mediator fur
die Regulation von Blutdruck und Plittchenfunktion ist. Es stellte sich heraus, dass der schon
1980 von Furchgott & Zawadzki postulierte ,,endothelium-derived relaxing factor (Furchgott
& Zawadzki, 1980) mit NO identisch ist. Dieses fihrt iiber die Aktivierung der Guanylat-
Zyklase (Gruetter ef al., 1979) zu einer Vasodilatation (Palmer e# a/., 1987; Ignarro et al., 1987).
Kurz danach wurde die Bedeutung von NO als Neurotransmitter und als Effektormolekiil der
Immunabwehr entdeckt. Aktivierte Makrophagen kénnen mittels einer induzierbaren NO-

Synthase grosse Mengen an NO synthetisieren (Hibbs, Jr. ez 2/, 1987; Stuehr ez al., 1990).

1.1.1 NO-Synthese

NO wird durch Oxidation und Abspaltung eines Stickstoff-Atoms aus L-Arginin synthetisiert,
wobei als Nebenprodukt L-Citrullin entsteht. Diese Reaktion wird durch die sogenannten
NO-Synthasen (NOS) katalysiert. Es werden zwei konstitutive NO-Synthasen (ncNOS und
ecNOS) und eine induzierbare NO-Synthase (INOS) unterschieden. Die konstitutiven NO-
Synthasen produzieren auf geeignete Stimuli (2.B. Ca®") hin fiir eine kurze Zeit
»physiologische® Konzentrationen an NO. Im Gegensatz dazu wird die induzierbare NO-
Synthase nur bei Bedarf exprimiert (Nathan, 1992; Forstermann ez al, 1994). Befihigt sind
hierzu praktisch alle kernhaltigen Korperzellen, wie zB. Monozyten/Makrophagen,
neutrophile Granulozyten, Hepatozyten und Endothelzellen (Kréncke e al, 1995). Die
Expression der iNOS wird durch bakterielle Produkte wie etwa LPS (Arizono ez al., 1995)
sowie proinflaimmatorische Zytokine, z.B. TNF-a, IFN-y und IL-18 induziert. Andere
Zytokine wie z.B. transforming growth factor-3, IL-4 und -10 fihren hingegen zu einer
Hemmung der iNOS Bildung. Auch Glukokortikoide hemmen die Expression der iNOS
Kunz et al, 1996; Pfeilschifter ez al, 1996). Die iNOS ist in zahlreichen akuten und
chronischen Entzindungsreaktionen exprimiert (Kroncke e al, 1998; Zamora ef al., 2000). In
aktivierten Zellen produziert die iNOS bei Substratsittigung tber einen lingeren Zeitraum
NO in mikromolaren Steady-state-Konzentrationen (Laurent ez a/, 1996). Im Gegensatz zu

den konstitutiven NO-Synthasen, deren Aktivitit streng Ca*“-abhingig ist, erfolgt die
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Regulation der iNOS nicht durch direktes An- und Abschalten der Enzymaktivitat. Sie wird
vom Substratangebot (L-Arginin) und von der Enzym-Neubildung bestimmt (Marletta ef af,
1998).

1.1.2 Molekulare Wirkmechanismen von NO

Von Zellen synthetisiertes NO hat in biologischen Flissigkeiten eine Halbwertszeit von
wenigen Sekunden, da es rasch von molekularem Sauerstoff zu den stabilen Endprodukten
Nitrit und Nitrat oxidiert wird. Als Zwischenprodukte treten reaktive Stickoxydverbindungen
auf (z.B. N,O,), welche ihrerseits ein breiteres chemisches Reaktionsspektrum als NO selbst
haben (Wink & Mitchell, 1998).

Die geringen physiologischen Mengen an NO, die von den konstitutiven NO-Synthasen
produziert werden, fithren im kardiovaskulirem System zu einer Aktivierung der Guanylat-
Zyklase. Der nachfolgend entstehende intrazellulire Signalbote cGMP wirkt vasodilatierend
und antithrombotisch (Lowenstein e al, 1994; Schmidt et al, 1997). Durch die bei
Entziindungsreaktionen exprimierte iNOS kommt iiber einen lingeren Zeitraum es dagegen
zur Produktion von grossen Mengen an NO, welche die physiologische NO-Freisetzung
durch die konstitutiven Enzyme um etwa das 100-1000fache tbersteigen kann. Das gebildete
NO kann konzentrationsabhingig toxisch auf Bakterien, Pilze, Protozoen, Helmithen sowie
Tumorzellen wirken (Hibbs, Jr. et al, 1988; Stuchr & Nathan, 1989). Hierbei wird die
Schidigung von gesundem Gewebe durch die erforderlichen hohen NO-Konzentrationen in
Kauf genommen. Anders ist es bei chronisch entziindlichen Erkrankungen, bei denen das von
der iNOS produzierte NO als schiadigender, proinflammatorischer Mediator wirken kann
(Kolb & Kolb-Bachofen, 1992; Kroéncke e al, 1998; Zamora et al., 2000; Morti et al., 2001).
Bemerkenswert ist jedoch, dass NO auch der entziindlichen Gewebeschidigung
entgegenwirken kann. NO supprimiert die T-Zell-Proliferation und -Aktivitit (Hoffman e al,
1993). Es inhibiert die Synthese von I1.-6, Prostaglandin E, und Thromboxan in Makrophagen
durch Hemmung der Zyklooxygenase (Salvemini ef al, 1995) sowie die Freisetzung von
plittchenaktivierendem Faktor und Histamin aus Mastzellen (Cooke & Tsao, 1993; Loscalzo
& Welch, 1995). Ausserdem bewirkt NO eine Hemmung der Adhision (Peng ez al., 1998) und
die Migration neutrophiler Granulozyten (Kubes 7 a/, 1991).

NO besitzt ein ungepaartes Elektron, ist somit ein Radikal und kann durch Reaktion mit der
Him-Gruppe Enzyme des Energiestoffwechsels (Henry ez a/, 1993) hemmen. Ausserdem
wird die Reparatur von Nukleinsduren durch Hemmung des DNS-Reparaturenzyms

Formamidpyrimidin-DNS Glykolase beeintrichtigt (Laval & Wink, 1994).



1.1

Der Hauptreaktionspartner von NO in Proteinen ist die Aminosdure Cystein, deren SH-
Gruppen mit NO in Gegenwart von O, zu S-Nitrosothiolen reagieren (Wink ez al, 1994,
Kroncke, 2001a). SH-Gruppen sind unter anderem durch die Bildung von Fe-S und Zn-S
Clustern essentiell fiir die Tertidrstruktur vieler Proteine. Dabei befinden sich Fe-S Cluster
meist innerhalb oder in der Nihe katalytischer Zentren von Enzymen, die durch Nitrosierung
inaktiviert werden kénnen (Gopalakrishna ez a/., 1993; Caselli ez al., 1994). Zn-S Cluster bilden
relativ stabile ,,Loops“ in der Aminosduren-Kette, die unter anderem als sogenannte
Zinkfinger in Transkriptionsfaktoren (TF) mit der DNS, RNS oder Proteinen in Interaktion
treten kénnen (Klug & Schwabe, 1995). Kroncke et al. zeigten, dass NO unter aeroben
Bedingungen Zn®*" aus Zinkfinger-Strukturen freisetzt, was tber eine Strukturinderung zur
Hemmung der spezifischen Bindung der Zinkfinger-TF an die DNS fihrt (Abb. 1) (Kroncke
et al., 1994; Kroncke & Carlberg, 2000). NO zerstort Zinkfinger-Proteine nicht irreversibel, da
die Zinkfinger tiber das zellulire Redoxsystem wieder regeneriert werden konnen (Kroncke &

Carlberg, 2000; Kroncke ez al., 2002).

DNS-Bindungsstelle

/
lal).
® Ky

NO,
) O ( ) (SH HS)
_\s' s/ SNO : ONsZ__ __\SNO ONSZ__

._.-‘ ®

Abb. 1: Zerstérung der Zinkfinger-Struktur durch NO

Uber die Komplexierung von Zinkionen in Zn-S Clustern bilden sich in Proteinen die
sogenannten Zinkfinger. Diese Strukturen ermoglichen die spezifische Bindung an DNS, RNS
oder Proteinen. Unter aeroben Bedingungen fithrt NO nach einer S-Nitrosierung zum Verlust
von Zn®" und zu einer nachfolgenden Konformationsinderung der Proteine, wodurch sie ihre
Bindungsaktivitit verlieren (Kroncke e al., 1995).

Somit gibt es erste Hinweise, dass NO auch ein Signalmolekiil in der Genregulation ist
(Kroncke, 20012). Wenn der TF ein Aktivator ist, kann NO zur Inaktivierung von Genen
tihren. Ist der TF jedoch ein Repressor, kann die Aufhebung der DNS-Bindung zur
Transkription fithren, vorausgesetzt, die nun aktiven TF sind nicht redox-sensitiv (Kroncke,
2001a). Ein anderes Beispiel ist der Transkriptionsfaktor OxyR, der ein Sensor fiir Redoxstress
in Bakterien ist und dort die Transkription von protektiven Enzymen wie Katalase und

Glutathionreduktase induziert. Die NO-abhingige S-Nitrosierung der Cysteine in OxyR
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ermoglicht erst die spezifische DNS-Bindung mit nachfolgender Transkription (Kolb-
Bachofen ez al., 2000; Marshall ez a/., 2000). Die NO-abhingige Hemmung der NF-«B DNS-
Bindungsaktivitit wird im Gegensatz zu den zuvor genannten TEF wahrscheinlich direkt iiber
eine S-Nitrosierung erreicht (Kolb-Bachofen ez 4/, 2000).

Seit meheren Jahren ist bekannt, dass NO mittels S-Nitrosierung von Cystein-SH-Gruppen
und anschlieBender Bildung von Disulfid-Gruppen Zink-Ionen aus dem Zn**-Speicherprotein
Metallothionein (MT) freisetzt (Kroncke ez al., 1994; Misra ef al., 1996; Zangger et al., 2001).
Pearce et al. transfizierten Zellen mit einem Fusionsprotein aus MT und einem griin
fluoreszierendem Protein (Pearce et al, 2000b). Eine Aktivierung der eNOS bewirkte eine
Konformationsinderung des Proteins, welches auf cine Zn’'-Freisetzung aus MT hinweist
(Pearce ez al., 2000a). Zusatzlich wurde gefunden, dass auch exogen hinzugefiigtes NO eine S-
Nitrosierung induziert (Liu e @/, 2001). Somit konnte gezeigt werden, dass NO eine
Regulation der Zink-Homoostase tiber Interaktion mit MT bewirkt (St Croix ez al., 2002; Gow
& Ischiropoulos, 2002).

Hier wurden nur einige Wirkmechanismen von NO beschrieben, die hoffentlich etwas von
der Faszination zeigen konnen, die von diesem kleinem Molekiil ausgeht, welches sowohl
zytotoxisch als auch zytoprotektiv wirken kann. Es scheint, dass abhingig von der Dauer und
Stirke der Aktivierung der iNOS es zu sehr unterschiedlichen Reaktionen kommen kann,
welche wir aufgrund unseres bisherigen Wissens noch nicht vorhersagen konnen. Diese
Problematik bekommt eine besondere Bedeutung im Hinblick auf die Therapie von chronisch
entziindlichen, autoimmunen oder Tumorerkrankungen, die entweder von der Gabe von NO-
Donoren oder von einer selektiven Hemmung der iNOS profitieren konnten (Kroncke ez al.,

2000).

1.2 Zink

Zink in Form von Zinkionen ist ein essentieller Mikronahrstoff, der fiir die DNS-Synthese,
die Zellteilung und die Proteinsynthese benotigt wird. Als strukturelle und/oder funktionelle
Komponente in Metalloenzymen und Metalloproteinen (Coleman, 1992) hat es zwel
Wirkungen. Auf der einen Seite halt es durch koordinative Bindungen mehrere
Aminosaurenketten des Proteins in einer bestimmten Anordnung fest, welche zur Einleitung
der enzymatischen Reaktion gunstig ist. Auf der anderen Seite kann es durch weitere
koordinative Bindungen das Substrat festhalten, polarisieren und zur Reaktion aktivieren.

Somit hat Zink Einfluss auf viele Aspekte des Zellmetabolismus. Besonders wichtig ist hierbei
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seine Funktion im Immunsystem (Fraker ¢z a/., 2000), die Rolle als Antioxidans (Powell, 2000)

sowie die Beeinflussung von Wachstum und Entwicklung (MacDonald, 2000).

1.2.1 Zinkmetabolismus

Fine adiquate Zinkaufnahme mit der Nahrung und die Aufrechterhaltung der Zn*'-
Homdostase ist von besonderer Bedeutung fir die Integritit des Organismus. Ein gesunder
Erwachsener hat etwa 2-3 g (30-45 mmol) Zink, wovon sich 99% intrazellulir befindet. Der
tagliche Zinkbedarf liegt bei 10-15 mg und wird normalerweise mit der in den Industriestaaten
iiblichen Ernihrung gedeckt. Der primire Mechanismus zur Aufrechterhaltung der Zn*'-
Homéostase ist die Absorption und Exkretion von Zink im Gastrointestinaltrakt. Zink wird
im Jejunum und Ileum resorbiert und im Blut an Plasmaproteine (hauptsichlich Albumin)
gebunden. Das an Plasmaproteine gebundene Zink macht 22% des Zinks im Blut aus, der
Rest findet sich in den Erythrozyten und Leukozyten. Die Normalkonzentration im Plasma
betragt 15-20 umol/1 (King e# al., 2000). Die Zinkkonzentration im Plasma untetliegt einem
circadianen Rhythmus. Er wird durch Hormone und Zytokine beeinflusst: Glukokortikoide
stimulieren die Zinkaufnahme in die Leber, II.-1 und II.-6 fihren im Rahmen der
Akutphaseantwort zu einem Abfall des Zinkspiegels durch Aufnahme in verschiedene
Gewebe. Die Ausscheidung von Zink aus dem Organismus erfolgt vorwiegend tber den
Stuhl. Der Plasmazinkspiegel eignet sich aufgrund dieser homd&ostatischen Regulation nicht
zur Beurteilung des Zinkstatus, da dieser sich auch bei Schwankung der Zinkaufnahme nur
geringfiigig verindert. Bestimmung des Zinkgehaltes aus Haaren, Urin, Schweiss oder Speichel
ist auch nicht verldsslich (King, 1990; Van Wouwe, 1995). Auf zellulirer Ebene scheint das
Zinkspeicherprotein ~ Metallothionein eine zentrale Rolle in der Regulation des
Zinkmetabolismus zu spielen (Richards, 1989; Kagi, 1991). Die Analyse von Leukozyten und
Erythrozyten beziiglich ihrer Metallothionein-Expression scheint ein geeigneter Ansatz bei der

Beurteilung des Zinkstatus im Organismus zu sein (Sullivan ez 2/, 1998; Cao & Cousins, 2000).

1.2.2 Zinkmangelzustinde

Die besondere Bedeutung von Zink wird klar, wenn man sich vergegenwirtigt, welche
unterschiedlichen Erkrankungen mit einem Zinkmangel in Zusammenhang gebracht werden.
Dabei ist Zinkmangel selbst in den Industrielindern ein relativ haufiges Gesundheitsproblem

(Endre et al., 1990; Roth & Kirchgessner, 1999). Eine suboptimale Zinkaufnahme wird vor
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allem bei Kindern mit geringem Geburtsgewicht (Sazawal ez al, 2001; Salgueiro ef al., 2002;
Dorea, 2002; Chandra, 2002), Kindern in der Pripubertit (Mahmoodi & Kimiagar, 2001;
Salgueiro ez al., 2002; Brown ez al., 2002) und bei élteren Menschen (Abbasi & Shetty, 1999)
beobachtet. Gleichzeitig tritt ein Zinkmangel bei einer Vielzahl von Erkrankungen auf, wie
z.B. Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, Nierenerkrankungen, Sichelzellandmie (Zemel
et al., 2002; Prasad, 2002), Alkoholismus, AIDS (Kupka & Fawzi, 2002) und Verbrennungen.
Ein angeborener Zinkmangel besteht bei der Acrodermatitis enteropathica (Sehgal & Jain, 2000),
bei der unter anderem Hautefflorenzen (Vesikel- und Pustelbildung durch gestorte
Basalzellproliferation) sowie gastrointestinale Beschwerden charakteristisch sind. Zugrunde
liegt hierbei wahrscheinlich ein genetischer Defekt des Zinktransports (Kury es al, 2001;
Brown et al., 2002; Kury et al., 2002; Wang e al., 2002) in die Mucosazellen, der zu einem
Abfall der Zinkplasmakonzentration fihrt. Die Zinksubstitution bewirkt eine komplette
klinische Remission (Brown e a/., 2002; Radja & Charles-Holmes, 2002). Weitere Stérungen,
die mit Zinkmangel in Zusammenhang gebracht werden, sind wunter anderem
Wundheilungsstérungen (Agren, 1990; MacDonald, 2000), Stérungen des Geschmackssinnes
(Tanaka, 2002) sowie des Gedichtnises (Takeda ez a/, 2000) und Makulaverinderungen
(Grahn et al., 2001; Ugarte & Osborne, 2001).

Zinkmangelzustinde sind eng mit einer Beeintrichtigung des Immunsystems verkntipft, da sie
zu einem schnellen Verlust der zelluliren und antikorpervermittelten Immunantwort fithren
(Keen & Gershwin, 1990; Fraker er a/, 2000). Die bei Zinkmangel zu beobachtende
Thymusatrophie und Lymphopenie kann durch den verringerten Anteil von pra-T- und pri-B-
Zellen im Knochenmark erklirt werden (Kolenko e a/, 2001). Als mégliche Mechanismen fiir
die verringerte Anzahl an lymphozytiren Vorlduferzellen wird eine erhohte Apoptose-Rate
sowie eine verstirkte Glukokortikoidsynthese angenommen (Mori ef al, 2001; King et al,
2002). Die Identifizierung der Ursachen von Lymphopenie konnte eine neue
Therapiemoglichkeit zur Verbesserung des Immunstatus bieten (Fraker & King, 2001; Lastra
et al., 2001).

1.3 Das Zinkspeicherprotein Metallothionein

Das intrazellulire Zinkspeicherprotein Metallothionein (MT) spielt eine wichtige regulierende
Rolle bei der Aufnahme, Verteilung, Speicherung und Freisetzung von Zink. Obwohl MT
schon seit vielen Jahren Grundlage intensiver Forschung ist, wurde seine Bedeutung noch

immer nicht endgiltig geklirt (Palmiter, 1998; Coyle ¢z al., 2002).
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1.3.1 Struktur und Funktion von Metallothionein

Metallothionein wurde 1957 zum ersten Mal in der Nierenrinde von Pferden nachgewiesen
(Margoshes M. & Vallee, 1957). Die Struktur des murinen MT-1 Gens wurde 1981 aufgeklirt
(Glanville ef al, 1981). In Sidugetieren sind bisher vier verschiedene MT-Isoformen bekannt.
Alle MT-Isoformen besitzen ein niedriges Molekulargewicht (6000-7000 D) und bestehen aus
ca. 60-68 Aminosduren (Kagi & Kojima, 1987; Kagi & Schaffer, 1988). MT-1 und MT-2
kommen ubiquitir im Gewebe vor, wobei in Leber, Pankreas, Darm und Nieren eine erhéhte
Expression gefunden wurde. Die Isoformen MT-3 und MT-4 sind hauptsichlich im Gehirn
(Montoliu et al., 2000) und in der Haut vorhanden (Moffatt & Denizeau, 1997).

Die Analyse der 3-dimensionalen Struktur von MT zeigte, dass es sich um ein monomeres
Protein handelt. Es ist zusammengesetzt aus zwei globuliren Dominen (Boulanger e a/,
1982), von denen die a-Domine bis zu 3 und die -Domaine bis zu 4 Metallionen in Metall-
Schwefel-Clustern binden kann (Abb. 2) (Riek e a/, 1999). Die in den Clustern verwendeten
Schwefelatome werden von 20 Cysteinen zur Verfugung gestellt. Zink ist das Metall, welches
hauptsichlich von MT gebunden wird, wodurch Zn-MT entsteht. Selbst in evolutionir
entfernten MT existieren ahnliche Metall-Schwefel-Cluster, was die besondere Bedeutung

dieser Strukturen zeigt (Vasak & Hasler, 2000).

Abb. 2: Struktur von Metallothionein

Metallothionein (MT), ein intrazellulires Metalloprotein mit dem Molekulargewicht von 6-7
kD besteht zu einem Drittel aus Cysteinen. Uber Zn-S Bindungen kénnen bis zu 7 Zinkionen
komplexiert werden (Kroncke, 1998).

Die Entwicklung von transgenen Madusen, bei denen entweder eine Deletion (Michalska &
Choo, 1993) oder eine Uberexpression (Lohrer & Robson, 1989); (Palmiter ez a., 1993) der
Gene fir MT-1 und MT-2 erzeugt wurde, half die biologische Funktion von MT zu
untersuchen. MT knock-out (MT,,”) Miuse haben einen normalen Phinotyp und sind in der

Lage, sich zu reproduzieren und den Nachwuchs aufzuzichen (Masters ef al, 1994). Sie sind
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moderat adipds, was darauf hindeuten konnte, dass MT eine Rolle bei der Regulierung des
Metabolismus spielt (Beattie e al., 1998).

Eine Hauptfunktion von Metallothionein scheint die Regulation der Zink-Homd&ostase zu
sein. Die Zinkanreicherung im Gewebe korreliert mit einer de novo MT-Synthese (Richards &
Cousins, 1975; McCormick e al., 1981). Die Vorform von Metallothionein, Apothionein hat
keine Metallionen gebunden und ist sehr anfillig gegeniiber Proteolyse. Durch die Bindung
von Zn*" oder auch Cd*" entsteht MT, dass gegen Proteolyse resistenter ist (Feldman e af,
1978). Unter Zinkdeprivation spielt MT die Rolle eines Zn*"-Scavengers (Suhy ez al., 1999). In
der Schwangerschaft schiitzt eine MT-Uberexpression in den miitterlichen Organen vor der
teratogenen Wirkung einer Zinkmangel-Didt (Andrews & Geiser, 1999). Auf der anderen Seite
schiitzt MT vor der Toxizitit einer ethohten Zink-Konzentration (Kelly ef /, 1996), indem es
unter anderem Zink aus hemmenden Bindungsstellen von Enzymen entfernt (Maret ef al.,
1999). MT ist zugleich auch ein Stressprotein, das eine wichtige Funktion bei der Wirkung von
Umweltgiften hat. Fine besondere Rolle spielt der Schutz vor einer Cadmium-Vergiftung
(Masters e al., 1994) und vor oxidativem Stress. Dies duflert sich in einem Schutz vor z.B.
H,O,-induzierten DNS-Einzelstrang-Briichen in chinesischen Hamsterzellen (Bofill ez 4/,
2001), vor reaktiven Stickoxiden (Schwarz et al., 1995; Cai et al., 2000) und vor tert-Butyl-
Hydroperoxid (Schwarz et al, 1994). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass MT vor
alkylierenden Reagenzien wie N-methyl-N -nitro-N -nitrosoguanidin ~(MNNG) und
Mitomycin C schutzt (Lohrer & Robson, 1989). Diese Tatsache ist besonders von Interesse,
da MT in verschiedenen Tumoren vermehrt exprimiert wird (Woo ez al., 1997). Der Nachweis
von MT in Tumorzellen konnte somit ein Marker fir eine erfolgreiche alkylierende
Chemotherapie sein. In Entziindungsreaktionen kann Metallothionein, welches in den meisten
untersuchten Zellen konstitutiv im Zytoplasma vorhanden ist, durch Zytokine vermehrt
exprimiert wird (De ez a/., 1990). Untersuchungen von Cousins et al. zeigten zudem eine I1.-18
abhingige Zn’*-Umverteilung, bei der die Serumkonzentration von Zn®" abfiel, die Zn*'-
Aufnahme in Hepatozyten gesteigert war und gleichzeitig eine starke Induktion von

Metallothionein beobachtet werden konnte (Cousins & Leinart, 1988).

1.3.2 Die Lokalisation von MT bestimmt seine Funktion

Obwohl Metallothionein in den meisten Situationen ausschliefSlich im Zytoplasma lokalisiert
ist, ist von mehreren Gruppen die Translokation von MT in den Zellkern beschrieben
worden. Im Zusammenhang mit Wachstums- und Entwicklungsprozessen wurde gefunden,

dass sich MT in 3T3-L1 Zellen in der S-Phase des Zellzyklus im Zellkern befindet. Sobald die
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Zellen in die M-Phase tbergehen, findet eine Rickverteilung von MT in das Zytoplasma statt
(Apostolova & Cherian, 2000). Ebenso konnte MT in der frihen S-Phase von
wachstumsstimulierten primaren Hepatozyten im Zellkern nachgewiesen werden (Tsujikawa ez
al., 1991) sowie im Zellkern von Hepatozyten neugeborener Ratten, hier jedoch nur in den
ersten 2 postnatalen Wochen. Danach befand sich das MT wieder ausschlieBlich im
Zytoplasma, wie es auch bei adulten Ratten zu beobachten ist (Panemangalore ez a/, 1983).
Nukledres MT wird auch bei der Differenzierung von Geweben beobachtet. Murine 3T3-L1
Fibroblasten differenzieren unter dem Finfluss von Wachstumshormonen zu Adipozyten,
wobei es zu einer nukledren Translokation von MT kommt. Zusitzlich wurde gefunden, dass
wihrend der frihen Phase der Differenzierung von Myoblasten MT und Zink in den Zellkern
transportiert werden. Nach der kompletten Differenzierung befindet sich das MT jedoch
hauptsichlich wieder im Zytoplasma der Myotuben (Apostolova e al, 2000). Das vom MT
transportierte Zn”" ist dabei fiir den Ubergang in die S-Phase essentiell (Chesters e al.,, 1993).
Man geht davon aus, dass Zink erforderlich ist, damit ein oder mehrere Proteine den
Ubergang in die S-Phase mediieren (Chesters & Boyne, 1991). Ein weiterer Hinweis fiir die
Wichtigkeit von Zink fiir das Zellwachstum ist, dass die Proliferation durch den spezifischen
Zn-Chelator TPEN unterdriickt wird (Parat ef @/, 1999; Schmidt & Beyersmann, 1999; Paski
S.C., 2001). Durch die Translokation von MT wihrend der Mitose wird der erhéhte Zn*'-
Bedarf im Zellkern gedeckt. Mehrere Enzyme wie zum Beispiel RNS- und DNS-Polymerasen,
DNS-Reparaturenzyme oder auch Transkriptionsfaktoren benétigen Zn*', welches vermutlich
von MT geliefert wird (Chesters ez /., 1989).

Die intrazellulire Lokalisation von MT ist von grosser Bedeutung, da das ublicherweise
zytoplasmatisch lokalisiertes MT intranukledr unterschiedliche Funktionen ausiibt. Von Woo
et al. wurden transfizierte Zellen hergestellt, bei denen ein Fusionsgen in MTLZ'/ ~Zellen
eingebracht wurde. Um nukledres MT zu erzeugen, wurden Zellen aus MTLZ’/ " Méusen mit
MT mit oder ohne eine nukleire Lokalisierungssequenz (NLS) transfiziert. Somit erhielten sie
Zellen, bei denen die MT-Expression entweder ganz auf das Zytoplasma oder aber ganz auf
den Zellkern beschrinkt war (Woo & Lazo, 1997). Es konnte gezeigt werden, dass
zytoplasmatisches MT vor dem Schwermetall CdCl, und den oxidierenden Eigenschaften von
tert-Butyl-hydroperoxid schiitzt (Schwarz ez al, 1994). Dagegen schitzt nukledires MT die
DNS vor mutagenen Substanzen wie z.B. MNNG. Zu diesem Ergebnis kamen auch
Levadoux-Martin e# 4/, die transfizierte Zellen untersuchten, bei denen die fiir die mRNS-
Lokalisation am perinukleirem Zytoskelett benétigeten 3-UTRs von MT zerstort wurden
(Mahon ¢t al, 1997). Diese Anderung fithrte zu einer Delokalisation der mRNS mit
nachfolgendem Verlust der nukleiren MT-1 Lokalisation wahrend der frihen S-Phase des
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Zellzyklus (Levadoux et al, 1999). Zellen mit einer fehlenden mRNS-Lokalisation waren
dadurch signifikant anfilliger gegentber Stress. Dies duBlerte sich in einer signifikant
erniedrigten Uberlebensrate nach Exposition mit CdCl, und dem alkylierendem Agens
MNNG sowie einer vermehrten Anzahl von Einzelstrangbriichen durch MNNG und H,O,.
Zusatzlich zeigten sie, dass nukleires MT zu einer verminderten Apoptose nach UV-C
Behandlung fiihrt (Levadoux-Martin e# a/., 2001). Ubereinstimmend hierzu fand Hanada e 4/,
dass eine Steigerung der MT-Synthese durch Cadmium zu einer erhohten Resistenz von
Keratinozyten gegentiber UV-B fiithrte (Hanada ez 4/, 1991). Als das wichtigste intrazellulire
Zinkspeicherprotein kénnte MT durch seine nukledre Lokalisation einen entscheidenen

Einfluss auf die Zink-Verfiigbarkeit im Zellkern und somit auch auf die Genregulation haben.

1.4 Fragestellung

Da exogen zugefiigtes NO eine Zn”*'-Freisetzung in Zellen bewirkt (Berendji e al, 1997),
sollte untersucht werden, ob eine endogene NO-Produktion mittels iNOS ebenfalls zu einer
intrazelluliren Zn*'-Freisetzung fithrt. Da MT das Hauptspeicherprotein von Zn" ist, wurde

die Rolle von MT bei dieser Zn2+—Freisetzung untersucht.
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2.1

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Agarose
2-Mercaptoethanol

Aquatex®

DAB (3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochloriddihydrat)

DETA/NO

DMSO (Dimethylsulfoxid)

ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement)

EDTA (Ethylen-dinitrilo-tetraessigsaure Dinatriumsalz

Dihydrat)

Ethidiumbromid

Ficoll 400

H,0O,

Kationisiertes BSA

Kollagen Typ III

Kollagenase (0,3 U/mg)

NIO (L-N’-(1-Iminoethyl)-ornithin-dihydrochlorid)
Sulfanilamid

TE-Putffer, Tris-EDTA (100x)

TPEN (N,N,N’",N’-Tetrakis(2-Pyridylmethyl)-
ethylenediamin)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

11

Sigma, Deisenhofen
Sigma
Merck, Darmstadt

Kem-En-Tec, Kopenhagen,
DK

freundlicherweise zur
Verfigung gestellt von PD Dr.
Klaus-Dietrich Kroncke
Merck

Sigma

Merck

Merck

Pharmacia, Heidelberg
Merck

Aurion, Wagening, NL
Sigma

Serva, Heidelberg
Alexis, Grinberg
Sigma

Sigma

Sigma

Merck
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Vectastain ABC Kit PK-4000

2.1.2 Gerite

ELISA-Reader:
Titertek Multiscan Plus

Fluoreszenzmikroskop:
Axioplan

Mikroskop-Kamera
RT Color SPOT

PCR-Thermo-Cycler:
GeneAmp PCR System 9700

Spektrometer:
Ultraspec 2000

Spektrophotometer:
FluoLink

TB1 Thermoblock

Tischzentrifuge:
Centrifuge 5415D

Zellzentrifuge:
Allegratm 6KR Centrifuge

2.1.3 Materialien fiir die Zellkultur

10cm-Gewebekulturplatte
6 well Gewebekulturplatte

8-Kammern Permanox Objekttriger

DMEM (5X)

FCS-HQ: Fetal calf serum (Endotoxin-frei)

FCS-Standard: Fetal calf serum Gold

12

Vector Laboratories
Burlingame, CA, USA

Labsystems, Helsinki, Finnland

Zeiss, Oberkochen
Diagnostic Instruments,
Sterling Heights, MI, USA

Perkin Elmer, Norwalk, CT,
USA

Pharmacia

Bachofer Laboratoriumsgerite,
Reutlingen

Biometra, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Beckman, Palo Alto, CA, USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Nalge Nunc Int., Naperville,
I, USA

Gibco, Paiseley, TB, USA

PAA Laboratories,
Linz, Osterreich

PAA
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Glutamax I: (L-Alanyl-Glutamin) (100X) PAA
HBSS: Hanks buffered salt solution (10X) Gibco
HEPES 1M: PAA

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethylsulfonsaure)
MEM: nicht essentielle Aminosiuren PAA
Pen-Strep: PAA

Penicillin-Streptomycin (100X)
(10.000 IU/ml-10.000 IU/ml)

RPMI 1640 (Kulturmedium) PAA
TE-Puffer: Tris-EDTA (100X) Sigma
Trypsin: Viralex Trypsin (1:250) 0,25% in PBS PAA

2.1.4 Zytokine und biologische Proben

IFN-y: rekombinantes murines Interferon-Gamma Strathmann, Hannover
IL-1B: rekombinantes humanes Interleukin-1§ Strathmann

TNF-o: rekombinanter humaner Tumor Nekrose Faktor-«  Strathmann

RNSse Inhibitor: RNSseOUT Gibco

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Taq PCR Core Kit Qiagen

oligo-dt Sigma-Genosys, Cambrigdeshire,
UK

Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden

DNS Molekulargewichts Marker XIV Roche, Mannheim
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Primer:
GAPDH 5-CAATACATGGTTTACATGTTCC-
3"-GGACTGTGGTCATGAGTCCT-
iNOS 5-TCATGGACCAGTATAAGGCAAGC-
3-GCTTCTGGTCCATGTCATGAGCAA
MT1 5-GCTCCTGCTCCACCGGCGGC-
3"-CAGGCACAGCACGTGCAC-
MT2 5-GCTCCTGTGCCTCCGATGGA-
3"-CAGGCACAGCAGCTGCAC-
2.1.5 Fluoreszenzfarbstoffe
HOECHST 33342
((2'-[4-Ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2,5'-bi-1H-
benzimidazol))
Zinquin

(2-Methyl-8-p-toluolsulfonamido-6-quinoloxy)acetat

2.1.6

Antikorper

Anti-humaner von Willebrand Faktor (vWF)

Ratte

Anti-murines CD106 (VCAM-1)

Kaninchen

Anti-Metallothionein (MT), E9
Maus, monoklonal

Biotinyliertes Anti-Ratte IgG (H+L)

LSAB®2 System, Peroxidase

Isotyp-Kontrolle

Maus IgG1

14

Sigma-Genosys

Sigma

Alexis

Sigma

ImmunoKontact, Frankfurt

DAKO, Hamburg

Vector
DAKO

DAKO
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2.1.7 Zellen

Maus-Aorten-Endothelzellen aus C57BL6 Miusen TVA Heinrich Heine
Universitit Disseldotrf

MAEC-Wildtyp: Jackson Laboratory, Bar Harbor

Stamm-Name: 12983 /SvIm] MN, USA

MAEC MT knock-out: Jackson Laboratory

12987 /SvEvBrd-Mt1™B M2 P

2.1.8 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden alle Versuche mindestens dreimal durchgefithrt und die
Mittelwerte sowie die Standardabweichungen berechnet. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des

Student-T-Testes (zweiseitig, ungepaart) berechnet. Als signifikant wurden p<0,05 angesehen.

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung und Kultur von Zellen

Aus narkotisierten Tieren wurde die Aorta herauspripariert und von umgebendem
Bindegewebe und Fett befreit. Danach wurden die Aortenstiicke in HBSS/HEPES gewaschen
und in ca. 2 mm breite Streifen geschnitten. Jeweils 3 Ringe wurden in eine mit Kollagengel
beschichtete Vertiefung einer 24-well Kulturplatte aufgebracht. Die Gele wurden anschlieBend
mit jeweils 1 ml RPMI 1640/20% FCS-Gold + 100 pg/ml ECGS uberschichtet und zum
Auswachsen in den Brutschrank gestellt.

Nach 6-8 Tagen wurden die Aortenringe nach mikroskopischer Kontrolle entfernt, die Gele
mit 0,25% Kollagenase lysiert und die Zellen isoliert. Danach wurden die Zellen auf 10 cm-
Kulturplatten mit 10 ml RPMI 1640/20% FCS-Gold + 100 pg ECGS subkultiviert. Nach der
ersten Trypsinierung wurden die Zellen gespreitet und in RPMI 1640/20% FCS-Gold ohne
ECGS kultiviert.

Zur Ablésung und Passage der adhirenten Zellen wurden diese zunichst zweimal mit PBS
(bestehend aus 0,27 ¢ KH,PO,, 1,43 g Na,HPO, x 2 H,0, 9 g NaCl ad 1000 ml H,O,,..) +
0,02% EDTA gewaschen und danach mit 0,5 ml Trypsinlésung/4ml PBS/EDTA fir 2 min
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopisch gesicherter Ablosung wurden die
Zellen von der Kulturplatte gespult. Die Trypsinaktivitit wurde mit 5 ml RPMI/10% FCS

inhibiert und die Zellen 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt,
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das Zentrifugat mit Medium resuspendiert und die Zellen in der angegebenen Zellzahl wieder
neu auf die Kulturgefile verteilt. Ab der 3. Passage wurden die Zellen mit RPMI 1640/10%
FCS-Gold kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde in RPMI 1640/10% FCS /10%
Dimethylsulfoxid bei -80 °C tiefgefroren.

RPMI 1640 Kulturmedium wurde mit 6x10* U/1 Penicillin, 60 mg/1 Streptomycin, 1 mM Na-
Pyruvat, 2 mM Glutamin; 10 mM nicht essentielle Aminosauren; 23,8 mM NaHCO; und 10
mM HEPES supplementiert. Alle Zellen wurden auf 10 cm Plastik-Kulturplatten mit 10 ml
dieses Mediums kultiviert, das alle 2-3 Tage gewechselt wurde. Die Aorten-Endothelzellen
wachsen adhidrent und wurden spitestens bei Erreichen der Konfluenz trypsiniert und neu
gespreitet. Alle Zellen wurden mit RPMI 1640/10% FCS (endotoxinfrei) kultiviert. Von den
Aorten-Endothelzellen wurden fiir die Versuche nur die Passagen 6-12 eingesetzt. Bei Beginn

der Versuche befanden sich die Zellen jeweils in einem subkonfluenten Wachstumsstadium.

2.2.2 Immunhistochemische Firbung von Zellen

2.2.21 Allgemeine Methode der Immunhistochemie

Fir die immunhistochemischen Firbungen wurden die aufgetauten Objekttrager (siche
2.2.2.2) zunichst 10 min lang in Aceton fixiert und anschlieBend zweimal fiir jeweils 5 min in
PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen zur Inaktivierung endogener Peroxidase fiir 10
min in 0,3% H,O, inkubiert und mit H,O gespilt. Nach dem erneutem Waschen der Zellen in
PBS wurden sie in einer feuchten Kammer bei 4 °C fur 20 min mit bovinem Serumalbumin
(0,5% BSA in PBS) inkubiert, um unspezifische Antikorper-Bindungen zu minimieren.

Nach dem Waschen in PBS wurde als nichster Schritt der primire Antikorper aufgetragen,
der zuvor mit PBS auf die gewiinschte Konzentration verdinnt worden war. Die Isotyp-
Kontrolle wurde mit Maus-IgG1-Antikérpern durchgefithrt, die jeweils in derselben
Konzentration wie der Primarantikérper eingesetzt wurden. Alle verwendeten Antikérper
wutden fir ca. 12 h bei 4 °C in der feuchten Kammer auf der Probe belassen. AnschlieBend
wurde wieder mit PBS gewaschen.

Die nichsten Firbeschritte unterscheiden sich je nach verwendetem primiren Antikérper und
wurden mit zwei verschiedenen Kits durchgefithrt. Zunichst wurden die Zellen mit einem
speziellen biotinylierten sekundiaren Antikorper inkubiert und nachfolgend gewaschen. Dann
wurden sie mit dem spezifischen Avidin/Peroxidase-Reagenz behandelt und wiederum
gewaschen. Im letzten Schritt wurden alle Objekttrager mit Diaminobenzidin Hydrochlorid

(DAB) + 20 mM H,O, fir 5 min bedeckt. Nach einem abschlieBendem Waschschritt in PBS
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wurden die Objekttriger mit dem wissrigen Eindeckelmedium Aquatex® beschichtet und
eingedeckelt. Nach etwa 6 h konnten die Zellen unter dem Mikroskop mit Hilfe eines DAB-
Filters ausgewertet werden. Mit einer SPOT Color Kamera wurden digitale Aufnahmen zur

Dokumentation der Ergebnisse angefertigt.

2.2.2.2 Charakterisierung der isolierten murinen Endothelzellen

Zur Charakterisierung wurden die Aorten-Endothelzellen auf 8-Kammer Permanox
Objekttrigern mit ca. 2x10* Zellen/Vertiefung/300 ul RPMI-Medium kultiviert. Nach 1-2
Tagen waren die Zellen subkonfluent und wurden 24 h lang mit einem Zytokin-Mix (500

U/ml IFN-y + 500 U/ml IL-18 + 500 U/ml TNF-o) aktiviert. Danach wurde das Medium
abgesaugt, die Kammerwinde entfernt und die Objekttriger mit kalter Luft getrocknet.
AnschlieBend wurden die Objekttriger entweder direkt zur Firbung eingesetzt oder bis zur
Weiterverabeitung bei -20 °C tiefgefroren. Die Vorbereitung der Zellen bis zum Auftragen des
primiren Antikorpers erfolgte wie oben beschrieben. Folgende Antikérper wurden zur

Charakterisierung eingesetzt:

1. Antik6rper vWF CD106
Verdiinnung 1:300 1:25
Inkubation 12 h 12 h
Kit LSAB®2, Peroxidase Vectastain ABC
2. Antikoérper Reagent 1 biotinyliertes Anti-Ratte IgG
(Biotin-gebundener-AK)
Dauer 15 min 30 min
Reagent 2 ABC Reagent
(Streptavidin-Avidin
Komplex)
Dauer 15 min 30 min

Es zeigte sich, dass die Kulturen zu 100% einheitlich gefarbt waren.

2.2.2.3

Nachweis von Metallothionein

Zum Nachweis von Metallothionein und dessen intrazelluliren Lokalisation wurden Aorten-

Endothelzellen wie oben beschrieben auf 8-Kammer Permanox Objekttrigern kultiviert und
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nach 1-2 Tagen fur die unterschiedlichen Versuche verwendet. Die Proben wurden nach der
oben dargestellten Methode vorbereitet, mit Anti-Metallothionein-Antikérpern (1:50) fiir 12 h
bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert und anschlieBend mit dem LSAB®2 Kit
weitergefirbt.

Als Isotyp-Kontrolle wurde statt des MT-Antikorpers ein Maus-IgG1-Antikérper gegen
Aspergillus niger Glucoseoxidase, einem Enzym, welches in Sidugetierzellen weder konstitutiv
noch induzierbar exprimiert wird, als primarer Antikérper eingesetzt. Hiermit sollte eine evtl.
unspezifische Bindung des primiaren AK ausgeschlossen werden. Fine weitere Negativ-

Kontrolle war die Fiarbung von MTLZ’/ ~MAEC.

2.2.3 Fluoreszenzfirbung von Zellen
2.2.3.1 Quantifizierung des Zelltodes durch Apoptose nach Gabe von NO oder
TPEN

Zur Quantifizierung der Apoptose-induzierenden Wirkung des NO-Donors DETA/NO und
des spezifischen Zn*"-Chelators TPEN wurden die Zellen mit dem an die DNS-bindenden
Fluoreszenzfarbstoff HOECHST 33342 gefirbt.

Zuerst wurden ca. 10° Zellen in 6 well Kulturplatten bis zur Subkonfluenz kultiviert. Danach
wurden sie mit unterschiedlichen Konzentrationen und tber unterschiedliche Intervalle mit
den Reagenzien behandelt. Nach Mediumwechsel wurden sie mit 15 uM HOECHST 33342 in
1 ml Kulturmedium fir 5 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen unter dem
Fluoreszenz-Mikroskop mit dem Zeiss Filter Set 02 (Anregung 365 nm, Emission LP 420 nm)
untersucht. Es wurden mindestens 100 Zellen aus jeweils hintereinander liegenden

Gesichtsfeldern ausgezahlt.

2.2.3.2 Nachweis intrazellulirer Zn*"-Ionen

Jeweils 10° Aorten-Endothelzellen wurden in 6 well Kulturplatten kultiviert. Vor Erreichen
der Konfluenz wurde das Kulturmedium gewechselt und die Zellen mit 25 uM Zinquin in 1
ml Kulturmedium fiir 45 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die

Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop mit dem Filter Set 02 untersucht.
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Zur Dokumentation wurden Aufnahmen mit einer konstanten Belichtungszeit von 7 sec mit
einer Digitalkamera gemacht. Parallel wurden Phasenkontrast-Bilder zur Darstellung der

Zellen angefertigt.

2.2.4 Semi quantitative RT-PCR

2.2.41 RNS-Isolierung

Zur RNS-Isolierung wurde zuerst das Kulturmedium entfernt und teilweise fiir eine spitere
Nitritbestimmung (2.2.5) bei -20 °C tiefgefroren. Die Isolierung der RNS wurde mit dem
RNeasy Mini Kit nach dem Protokoll des Herstellers (Qiagen) durchgefihrt.

Zuerst wurden die Zellen mit einem Lyse-Puffer (Buffer RLT) + 1% Mercaptoethanol lysiert
und das Lysat mit den QIAshreddern 2 min bei max. Drehzahl homogenisiert. Danach wurde
zu dem Lysat 70%-tiger Ethanol hinzugegeben, welches das selektive Binden der RNS an die
RNeasy Membran fordert. Im nichsten Schritt wurde die Probe in die RNeasy
Zentrifugationsrhrchen gegeben, in der die RNS von der Membran absorbiert wurde.
Verunreinigungen wurden in mehreren Reinigungsschritten mit dem RW1 und RPE Puffer
herausgewaschen. Im letzten Schritt wurde die RNS mit RNSae-freiem Wasser eluiert. Die
Konzentration und Reinheit der isolierten RNS wurde durch Messung der Extinktionen bei
260 nm und 280 nm in einem Spektrophotometer bestimmt. Die fertige RNS wurde entweder

auf Eis gekthlt und sofort fir die cDNS-Synthese eingesetzt oder bei -80 °C tiefgefroren.

2.2.4.2 Reverse Transkription (RT)

Die cDNS Synthese wurde mit dem Omniscript RT Kit nach dem Protokoll des Herstellers
(Qiagen) durchgefiihrt. Dabei wurde 1 ng RNS/20 ul RT-Ansatz eingesetzt. Der RT-Ansatz
besteht aus RT-Puffer, AINTP-Mix (jedes ANTP 0,5 mM), 10 uM Oligo-dT, 10 Units/20 pl
RNSseOUT, 1 Unit/20 ul Omniscript Reverse Transkriptase. Der fertige Reaktionsansatz
wurde 60 min bei 37 °C in einem Thermoblock inkubiert. Die cDNS wurde entweder auf Eis
gestellt und direkt fur die PCR eingesetzt oder bis zum spiterem Gebrauch bei -20 °C

tiefgefroren.
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2 Material und Methoden
2.2.4.3

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das Reaktionsgemisch fiir die PCR wurde mit den Reagenzien des Taq Core PCR Kits nach
Empfehlung des Herstellers zubereitet: PCR-Puffer (enthilt 1,5 mM MgCl,), dNTP-Mix
(jeweils 200 uM pro dAN'TP), 1,25 U Taq DNS Polymerase/ 50 pl Ansatz.

Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet, dass ein Strang die Exon-Intron Grenze
der DNS iberspringt, um eine Amplifikation genomischer DNS zu vermeiden. Trotzdem
wurde zur Kontrolle pro Primerpaar eine Probe mituntersucht, in der die cDNS noch nicht
durch die reverse Transkriptase synthetisiert worden war. Hierdurch soll sichergestellt werden,
dass bei der PCR nur die cDNA amplifiziert wird. Die 5°- und 3"-Primer wurden in TE-Puffer
aufgel6st und in einer Endkonzentration von 0,4 uM eingesetzt. Im letzten Schritt wurde 5 pl
cDNS/50 pl Reaktionsgemisch hinzugegeben. Um Kontaminationen des Reaktionsgemisches
auszuschlieBen, wurde bei jeder PCR zusitzlich eine Probe mitgefthrt, in der sich statt cDNS
reines Wasser befand.

Primersequenzen:

GAPDH 5°-CAATACATGGTTTACATGTTCC-
3"-GGACTGTGGTCATGAGTCCT-

iINOS 5"-TCATGGACCAGTATAAGGCAAGC-
3"-GCTTCTGGTCCATGTCATGAGCAA

MT1 5"-GCTCCTGCTCCACCGGCGGC-
3"-CAGGCACAGCACGTGCAC-

MT?2 5-GCTCCTGTGCCTCCGATGGA-

3"-CAGGCACAGCAGCTGCAC-

Thermocyler-Bedingungen:

initiale 3-Schritt-Zyklus: abschlieende

Denaturierung Denaturierung  Annealing Extension Extension
GAPDH [94°C 3 min 17x ‘ 94°C  30s ‘ 58°C 455 | 72°C 455 ‘ | 72°C  5min
MT-1 94°C 3 min 17x ‘ 94°C  30s ‘ 55°C  30s | 72°C  30s ‘ ‘ 72°C  5min
MT-2 94°C 3 min 17x ‘ 94°C  30s ‘ 60°C  30s | 72°C  30s ‘ | 72°C  5min
iNOS 94°C 3 min 29x ‘ 94°C  30s ‘ 58°C  20s | 72°C  30c ‘ ‘ 72°C 5 min

Nach der Amplifikation wurden 10 ul der DNS-Proben + 2,5 ul 5X Probenpuffer (0,25%
Bromphenolblau + 0,25% Xylencyanol + 15% Ficoll 400 + 15% Glycerin) auf ein 1,8%
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2.2
Agarose-Gel (900 mg Agarose + 1 ml 5X TAE-Puffer (40 mM Tris + 20 mM Eisessig + 50
mM EDTA) ad 49 ml H,O) aufgetragen, dass 1% Ethidiumbromid enthilt. Die Auftrennzeit
betrug 30 min bei 180 V. Die mit Ethidiumbromid gefirbten Banden wurden mit UV-C Licht

sichtbar gemacht und mit einer Kodak DC40 Kamera fotographiert, die einen
Ethidiumbromid-Filter besitzt. Die Bandenintensititen wurden danach densiometrisch
ausgewertet und die MT-1/GAPDH, MT-2/GAPDH oder iNOS/GAPDH Quotienten
gebildet.

2.2.5 Griess-Test zur Nitritbestimmung

Die Nitrit-Konzentration in den Zellkulturiiberstinden wurden mittels Griess-Test
(Diazotierungsreaktion) (Wood et al, 1990) am Ende der jeweiligen Versuche bestimmt. Dazu
wurden 100 pl Zellkultur-Uberstand mit 50 ul Sulfanilamid-Lésung (1% in 2,5% H;PO,)
gemischt. Nach 5 min wurden 50 pl Naphthylethylendiamin-Lésung (0,3% in 2,5% H;PO,)
hinzugegeben sowie noch 20 ul Methanol zur Beseitigung stérender Luftblasen. Bei 540 nm
wurde die Absorption der Proben gegeniiber Kulturmedium, welches ohne Zellen kultiviert
wurde, bestimmt. Als Standard wurden verschiedene NaNO,-Konzentrationen benutzt.
Mittels der aus dem Standard ermittelten Eichkurve wurden aus den Absorptionen der Proben

die jeweiligen Nitritmengen berechnet.

21



3. Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Induktion der induzierbaren NO-Synthase in Maus-Aorten-
Endothelzellen

3.1.1 Kinetik der iNOS mRNS Expression

Zuerst wurde der Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen auf die Expression der iNOS
in MAEC untersucht. Die mRNS der iNOS wurde mittels semi-quantitativer RT-PCR
nachgewiesen. Die MAEC wurden fir jeweils 1, 2, 4, 6, 8, 10 oder 24 h mit einem Zytokin-
Mix bestehend aus 500 U/ml IFN-y + 500 U/ml IL-1 + 500 U/ml TNF-o inkubiert. Zur
Kontrolle wurden nicht-aktivierte Zellen fir 24 h kultiviert. AnschlieBend wurde die zellulire
mRNS isoliert und fiir das housekeeping Enzym GAPDH und die iNOS jeweils eine
spezifische RT-PCR durchgefithrt. Danach wurde aus den denstiometrischen Daten der
Quotient INOS/GAPDH gebildet. Die fur die 6 h-Werte ermittelten Quotienten wurden auf
100% normiert und davon ausgehend die prozentuale Expression der mRNS bei den
verschiedenen Zeitpunkten ermittelt. Die 6 h-Werte wurden als Referenzwert auserwihlt, da
nach diesem Zeitintervall ein Plateau der mRNS-Expression bei allen Versuchen erreicht
wurde.

iNOS mRNS ist bei unbehandelten Zellen nicht nachzuweisen. Jedoch schon 1 h nach

Aktivierung mit dem Zytokin-Mix kann man eine Induktion auf 5319% beobachten, die nach

4 h ihr Maximum (109£7%) erreicht. Nach 10 h ist die Expression wieder auf 65214%
gesunken (Abb. 3).

A
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*
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Abb. 3: Kinetik der Zytokin-induzierten iNOS mRNS Induktion
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3.1

Die relative Expression der iNOS und GAPDH mRNS in MAEC wurde nach Inkubation mit

500 U/ml IL-1B + 500 U/ml IFN-y + 500 U/ml TNF-o bestimmt. Dazu wurden die Zellen
1-24 h lang aktiviert. AnschlieBend wurde die mRNS isoliert und eine iNOS und GAPDH
spezifische RT-PCR durchgefithrt. Die Ergebnisse zeigen, dass unbehandelte MAEC keine
iINOS mRNS exprimieren. Nach einer Inkubation von 1 h wird die iNOS mRNS induziert,
welche nach etwa 4 h ihr Maximum erreicht.
(A) Elektophoretische Auftrennung einer reprisentativen iNOS und GAPDH
spezifischen RT-PCR Probe.
(B) Balkendiagramm, welches die relative iNOS mRNS Expression im Vergleich zu
GAPDH mRNS Expression darstellt. Die fir 6 h ermittelten Quotienten wurden auf
100% normiert. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus 3 unabhingigen
Experimenten bestimmt.
* p<0,05; ** p<0,005

3.1.2 Proinflammatorische Zytokine bewirken eine iNOS
abhingige NO-Synthese

Nachdem zuerst die Induktion der iNOS durch proinflammatorische Zytokine mit der RT-
PCR nachgewiesen wurde, sollte nun die Zunahme der iNOS-Aktivitit untersucht werden.
Die iNOS katalysiert die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin, wobei L-
Citrullin als Nebenprodukt entsteht. Das hierbei entstandene NO wird zu Nitrit und Nitrat
oxidiert, welche stabil sind. Nitrit kann mittels Griess-Test in einer Diazotierungs-Reaktion
nachgewiesen werden. MAEC der Wildtyp-Stimme C57BL6 und 129S3/SvIm] sowie MAEC
des Stammes 129S7/SvEvBrd-Mtl™™Me2™"™ (MAEC-MT,,”) wurden in 6 well-
Kulturplatten in jeweils 1 ml Medium kultiviert. In der subkonfluenten Wachstumsphase
wurden die Zellen mit dem Zytokin-Mix 24 h lang aktiviert. AnschlieBend wurde mit Hilfe des
Griess-Tests die Nitrit-Konzentrationen in den Zellkultur-Uberstinden bestimmt.

Die Nitritmenge, die unbehandelte MAEC des Wildtyps synthetisieren (0,84£0,29 nmol/10°
Zellen/24 h), wurde durch die Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen um etwa das
15fache gesteigert (13,01£2,03 nmol/10° Zellen/24 h) (Abb. 4). Parallel wurden die Zellen mit
dem Zytokin-Mix sowie mit 0,25 mM NIO, welches die iINOS-Aktivitit irreversibel und
spezifisch hemmt (Rees ez a/, 1990; Knowles ez al., 1990; McCall ¢z al., 1991) behandelt. Dies
fihrte im Gegensatz zu den aktivierten Zellen zu einer signifikant erniedrigten
Nitritproduktion (2,33+0,25 nmol/10° Zellen/24 h). Zur Kontrolle wurden die Zellen nur mit
NIO behandelt, was zu keiner Erh6hung der Nitritmenge im Zelliiberstand fithrte. Zwischen
den MAEC des Wildtyps und den MAEC-MTLZ‘/ " bestand kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Zytokin induzierten NO-Produktion.
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Abb. 4: Nitritkonzentrationen aus Zelluberstinden

Wildtyp C57BL6 (weiss) und MT-/- 129S7/SvEvBrd-Mtltm1BriMt2tm1Bri (grau) MAEC
wurden in der subkonfluenten Wachstumsphase fur 24 h entweder mit einem Mix aus
proinflaimmatorischen Zytokinen oder mit einer Kombination aus proinflammatorischen
Zytokinen und 0,25 mM NIO inkubiert. Zur Kontrolle wurden parallel unbehandelte Zellen
kultiviert. Mittels Griess-Test wurde die Nitritkonzentration in den Zelliberstinden bestimmt.
Nur bei aktivierten Zellen kénnen erhéhte Mengen an Nitrit detektiert werden. Eine
gleichzeitige Behandlung mit NIO fihrt 2zu keiner signifikanten FErhoéhung der

Nitritkonzentration im Uberstand. Die Werte stellen Mittelwerte £SD aus drei unabhingigen
Experimenten dar. * p<0,05

Dieser Versuch bestitigt, dass proinflammatorische Zytokine zu einer iNOS-Induktion sowie
einer iINOS-Aktivitit in MAEC fihren. MAEC vom Wildtyp und MAEC—MTLZ’/ " reagierten

nach Zytokin-Aktivierung mit einer vergleichbaren NO-Synthese.

3.2 Nachweis von intrazelluliren Zn?"-Ionen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Zinquin

3.2.1 Proinflammatorische Zytokine fihren zu einer Zn?2+-
Freisetzung im Zellkern

In einer ersten Versuchsreithe wurde der Einfluss proinflimmatorischer Zytokine auf die
intrazellulire Verteilung von Zink-Ionen untersucht. MAEC der Wildtyp-Stimme C57BL6
und 129S3/Svim] wurden dazu mit proinflammatorischen Zytokinen 24 h lang aktiviert.
Hierdurch wurde die iNOS induziert, was zu einer NO-Synthese fithrt. Exogen in Form von
NO-Donoren zugefiihrtes NO fiihrt zu einer Zn*"-Freisetzung vorwiegend im Zytoplasma
(Berendiji et al., 1997). Diese Zink-Ionen kénnten aus MT (Kroncke e al., 1994) oder aus Zink-
Finger Transkriptionsfaktoren stammen (Kroncke & Carlberg, 2000), da gezeigt werden
konnte, dass NO mittels S-Nitrosierung Zn>" aus dem Zink-komplexierenden Protein

Metallothionein freisetzt (Kroncke ef al., 1994). Ein wesentliches Werkzeug fur diese Studien
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war das Zink-spezifische Fluorochrom Zinquin. Bei Zinquin handelt es sich um ein nicht
fluoreszierendes membran-permeables Fluorophor, das intrazelluldr durch Esterasen in die
membran-impermeable Zinquin-Siure umgewandelt wird, so dass es in der Zelle akkumuliert
und dort freies Zink hochspezifisch bindet (Zalewski e al, 1993). Aus der Gruppe der
Schwermetalle werden mit dhnlich hoher Bindungskonstante nur Cadmium und Silber
gebunden, welche aber in Zellen und Geweben nur in sehr geringen Konzentrationen
vorkommen. Die Affinitit von Zinquin zu Zn’" reicht jedoch nicht aus, um Zn*" aus MT oder
Zinkfingern-Strukturen von Proteinen herauszulésen. Nach spezifischer Bindung von Zn*
und Anregung mit UV-Licht wird Zinquin stark fluoreszenzaktiv und kann deshalb gut
eingesetzt werden, um eine NO-mediierte Anderung der freien intrazelluliren Zn*'-
Konzentrationen zu detektieren.

Zuerst wurden die Wildtyp-MAEC mit proinflaimmatorischen Zytokinen fir 6, 12, 18 oder 24
h aktiviert. Zum Nachweis des intrazelluliren freien Zink-lonen wurden die Zellen danach fir
45 min bei 37 °C mit Zinquin (25 uM) inkubiert. Bei der anschlieBenden Untersuchung mittels
Fluoreszenz-Mikroskopie sah man bei den unbehandelten Zellen eine diffuse, schwache
Firbung des gesamten Zytoplasmas. Nach 6, 12 und 18 h zeigte sich kein Unterschied zu den
unbehandelten Zellen. Erst 24 h nach Aktivierung zeigte sich bei den MAEC eine starke
nukleire Firbung, was auf eine hohe Konzentration von Zn”" im Kern schlieBen lisst (Abb.
5). Innerhalb des Zellkern gab es Bezirke erhohter Fluoreszenzintensitit. Diese Bezirke
stimmten mit Verdichtungen (,,Speckles®) tberein, die mittels Phasenkontrastmikroskopie
sichtbar waren.

Bei einigen aktivierten Zellen zeigten sich auf den Phasenkontrast-Aufnahmen kondensierte
Chromosome, wie man sie bei der Zellteilung beobachten kann (Abb. 5). Die Strukturen
zeigten eine sehr intensive Zinquin-Firbung, was auf eine hohe intranukleire freie Zn*
Konzentration schlieBen ldsst. Diese Beobachtungen zeigen, dass unter dem FEinfluss von
proinflaimmatorischen Zytokinen die Zellteilung nicht gehemmt wird und dass dabei eine

Zn2+—Anreicherung innerhalb der Chromosomen erfolgt.
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Abb. 5: Intranukleire Zn**-Verteilung
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3.3

Subkonfluent gewachsene MAEC wurden 24 h lang mit proinflaimmatorischen Zytokinen
kultiviert. Danach wurde das Medium gewechselt und das intrazellulire freie Zn** mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Zinquin sichtbar gemacht. n=5

1 Zinquin gefirbter Zellkern einer aktivierten Zelle, bei dem mehrere tber den
gesamten Kern verteilte Speckles zu erkennen sind.

2) Zelle mit erhohter Fluoreszenzaktivitit, die an verdichteten und zentrifugal
ausgerichteten Strukturen zu beobachten ist.

3) Phasenkontrastaufnahme  einer MAEC mit kondensierten, fadenférmigen

Kernstrukturen ~ (A)  sowie die  dazugehorige mit Zinquin  gefirbte
Fluoreszenzaufnahme (B) .
Phasenkontrastaufnahme mit gleichzeitiger Anregung bei 365 nm einer nicht aktivierten (4A)
bzw. aktivierten Zellen (5A). Danach wurde die Fluoreszenz-Aktivitit entlang einer durch den
Zellkérper der MAEC gezogenen Linie gemessen (4+5B). Der Balken entspricht 5 um.

“) In der unbehandelten Zelle lisst sich keine Zn**-spezifische Fluoreszenz im Zellkern
nachweisen.
5) Die aktivierten Zellen zeigen eine intensive Zn*"-spezifische Fluoreszenz im Zellkern,

welche auf eine nukleare Zn2+—Anreicherung hindeutet. Zusatzlich erkennt man
intranukleir Stellen mit erhohter Fluorezenz-Intensitat.

3.2.2 NO-abhingige Zn2*-Freisetzung

Um zu untersuchen, ob die Zytokin-induzierte intranukleire Zn**-Freisetzung NO-mediiert
ist, wurden die Zellen im nichsten Schritt mit proinflammatorischen Zytokinen plus 0,25 mM
NIO behandelt. NIO hemmt spezifisch und irreversibel die iNOS Aktivitat. Unter diesen
Versuchsbedingungen zeigte sich bei den aktivierten Zellen keinerlei Zn*'-Freisetzung im
Zellkern. Parallel wurden die Zellen mit bis zu 200 uM des NO-Donors DETA/NO (Keefer
et al., 1996) behandelt. Als Negativkontrolle wurden 200 uM denitrosiertes DETA/NO
eingesetzt, welches kein NO mehr freisetzen kann. Hierbei zeigte sich, dass die Gabe von
exogenem NO alleine zu keiner Zn*" -Freisetzung im Zellkern fiihrt. Als weitere Kontrolle
wurde der Einfluss von exogen zugefiihrten Zink-Ionen auf die intrazellulire Zink-Ionen-
Verteilung untersucht. Die Zellen wurden hierzu mit 50 pM ZnSO, 24 h lang inkubiert und
anschlieend mit Zinquin gefirbt. Unter diesen Bedingungen zeigte sich eine insgesamt etwas
stirkere Fluoreszenz des Zytoplasmas, was auf einen erhohten Zn*"-Gehalt der Zellen

hindeutet. Eine Zn*'-Anreicherung im Zellkern wurde jedoch nicht beobachtet ().
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Abb. 6: Zinquin-Firbung von Wildtyp MAEC
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(A) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen nach Zinquin-Firbung zur Darstellung
von intrazelluliren freien Zinkionen

(B) Phasenkontrastmikroskopie des gleichen Ausschnitts
MAEC vom Wildtyp wurden kultiviert bis eine subkonfluente Wachstumsphase erreicht war.
Danach wurden sie fiir 12 bzw. 24 h mit proinflammatorischen Zytokinen (2) bzw. mit einer
Kombination aus proinflammatorischen Zytokinen plus 0,25 mM NIO (3) inkubiert. Parallel
wurden die Zellen ohne (1) oder mit 200 uM DETA/NO (4) behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen bei 37 °C mit 25 pM Zinquin fir 45 min inkubiert und unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Freies intrazellulires Zn** konnte nur 24 h nach
Aktivierung mit proinflaimmatorischen Zytokinen beobachtet werden. In diesem Fall befand
sich die gesamte Firbung im Zellkern. Der Balken in Bild 1A entspricht 5 um. n=5
Mit diesen Versuchen wurde gezeigt, dass die Aktivierung von MAEC mit
proinflaimmatorischen Zytokinen zu einer gezielten Freisetzung von Zink-Ionen im Zellkern
fihrt. Dieser Vorgang ist NO-abhingig, da die Hemmung der iNOS durch NIO und die
dadurch fehlende NO-Synthese trotz Anwesenheit von proinflammatorischen Zytokinen zu
keiner sichtbaren Zn*'-Freisetzung im Zellkern fithrt. Die Zytokine sind fiir diesen Effekt
essentiell, da exogen zugefiigtes NO in Form von DETA/NO zu keiner intranukledren Zn*'-

Anreicherung fithrt. Somit wurde gezeigt, dass fiir die nukleire Freisetzung von Zn*" sowohl

proinflammatorische Zytokine als auch NO nétig sind.

3.2.3 MT ist essentiell fiir die Zn2+*-Freisetzung bei
Entziindungsreaktionen

Als nichstes sollte der Mechanismus untersucht werden, der nach Gabe von
proinflammatorischen Zytokinen fir die Anreicherung der Zinkionen im Zellkern
verantwortlich ist. Unter physiologischen Bedingungen gibt es kaum freies Zn®" in Zellen. Wie
einleitend bereits erwihnt spielt das Zinkspeicherprotein Metallothionein eine wichtige Rolle
bei der Zn*"-Homéostase. Da schon gezeigt wurde, dass MT unter dem oxidierenden Einfluss
von NO Zink-Tonen freisetzt (Kroncke ez al, 1994), stellten wir die Hypothese auf, dass MT
die Zink-Anreicherung im Zellkern mediiert. Metallothionein koénnte in  der
Entziindungsreaktion die Rolle eines Zinkspeichers, -transporters und -donors spielen.

Um diese Frage zu kliren, wurden die oben beschriebenen Versuche auch mit MAEC aus
Miusen durchgefithrt, denen die Gene fir die Metallothionein Isoformen 142 fehlen
(219S7/SvEvBrd-Mt1™ " Me2™"". MAEC-MT,,” wurden genauso wie die Wildtyp-Zellen
fir 24 h mit proinflammatorischen Zytokinen aktiviert. Bei der anschlieBenden Zinquin-
Firbung zeigte sich jedoch keinerlei Zn*'-Freisetzung, weder im Zellkern, noch im
Zytoplasma. In Kontrollversuchen, bei denen die MAEC—MTLZ’/ " mit NIO, ZnSO, oder
DETA/NO behandelt wurden, war ebenfalls keine Zn*"-Freisetzung zu sehen (Abb. 7).
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Abb. 7: Zinquin-Firtbung von MAEC-MT,, "
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(A) Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung nach Zinquin-Firbung zur Darstellung
von intrazelluliren freien Zinkionen
(B) Phasenkontrastmikroskopie des gleichen Ausschnitts
Der Versuch erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie in beschrieben, jedoch diesmal mit
MAEC-MTLZ'/ . In diesen knock-out Zellen konnte zu keinem Zeitpunkt eine Zn*-spezifische
Farbung beobachtet werden. Der Balken entspricht 5 pm. n=5

Somit konnte gezeigt werden, dass nach Aktivierung mit proinflaimmatorischen Zytokinen
sowohl NO als auch MT essentiell fiir die Zn*'-Freisetzung im Zellkern ist. Tabelle 1 zeigt

eine Ubersicht dieser Ergebnisse

wT MT, /-
Zytoplasma Kern Zytoplasma Kern

unbehandelt 24 h - - - -
Zytokin-Mix 12h - - - -
24h - +++ - -

+NIO [0,25 mM] 24h - - - -
DETA/NO [200 uM] 12h - - - -
24h - - - -

ZnSOy [200 uM] 24h + + - -

Tab. 1: Ubersicht der Versuche zur intrazelluliren Zn**-Lokalisation

Die einzige Situation, bei der es zu einer sichtbaren Zn*'-Freisetzung kam, ist nach 24
stiindiger Behandlung mit proinflammatorischen Zytokinen bei Wildtyp-MAEC (+++), wobei
das Zn®" im Zellkern lokalisiert wurde. Bei den nur mit ZnSO, inkubierten Zellen konnte man
als Ausdruck einer erhohten intrazelluliren Zn*" Konzentration eine im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen leicht erhéhte Fluoreszenzaktivitit feststellen. Diese erstreckte sich
jedoch tber den gesamten Zellk6rper und war unter den standardisierten
Belichtungsbedingungen nicht darstellbar.

3.3 Immunhistochemische Lokalisation von Metallothionein

In den vorherigen Versuchen wurde anhand der MAEC—MTLZ'/ " die essentielle Rolle von
Metallothionein bei der durch Zytokine induzierten intranukleiren Zn**-Freisetzung gezeigt.
Es sollte nun untersucht werden, ob MT durch proinflammatorische Zytokine in den Zellkern
der MAEC transloziert wird. Wildtyp MAEC sowie MAEC—MTLZ'/ “ wurden auf 8-Kammer
Permanox Objekttrigern kultiviert. Zur Darstellung des Metallothioneins wurden dieselben
Versuchsbedingungen gewihlt, wie schon bei den zuvor durchgefiihrten Versuchen zur Zn*"-

Freisetzung (siehe 3.2.1). Zur Aktivierung wurden die Zellen fir 6, 12, 18 oder 24 h mit den
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3. Ergebnisse

proinflaimmatorischen Zytokinen aktiviert. AnschlieBend wurde MT immunhistochemisch
nachgewiesen. Als primire Antikorper wurden spezifische monoklonale Anti-Metallothionein-
AK (E9) benutzt, welche die Metallothionein Isoformen 1+2 erkennen. Thre Spezifitit wurde
anhand der fehlenden Firbung von MAEC—MTLZ’/ “und der Isotyp-Kontrolle nachgewiesen
(Abb. 8).

Bei den unbehandelten MAEC zeigte sich eine einheitliche MT-Farbung des Zytoplasmas mit
Aussparung des Zellkerns. Nach 6, 12 oder 18 h Aktivierung mit proinflammatorischen
Zytokinen war ebenfalls nur das Zytoplasma gefirbt und keine MT-Firbung im Zellkern
nachweisbar. Nach 24 h zeigte sich in fast allen aktivierten Zellen eine starke zusitzliche
Fiarbung des Zellkerns, die in der Nihe der Kernmembran besonders intensiv war (Abb. 9).
Dies zeigt, dass MT nach Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen in den Zellkern
transloziert wird.

Um die Bedeutung von NO fir die MT-Translokation zu untersuchen, wurde im nichsten
Schritt die Aktivitit der durch die Zytokine induzierten NO-Synthase durch NIO gehemmt.
Hierzu wurden die Zellen 24 h lang mit dem proinflammatorischem Zytokin-Mix plus 0,25
mM NIO kultiviert und anschlieBend immunhistochemisch mit Anti-MT-Antikorper gefirbt.
Unter diesen Bedingungen war MT nur im Zytoplasma, jedoch zu keinem Zeitpunkt im
Zellkern nachweisbar. Zusitzlich wurden in einem weiterem Versuch die Zellen in
Abwesenheit von Zytokinen mit dem NO-Donor DETA/NO (200 uM) behandelt, was
jedoch wiederum zu keiner immunhistochemischer Firbung des Zellkerns fithrte. Zur
Kontrolle wurden die Zellen 24 h lang mit 50 pM ZnSO, kultiviert, wodurch die
zytoplasmatische Firbung etwas intensiver wurde, aber ebenfalls kein MT im Zellkern

nachweisbar war.
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Abb. 8: Immunhistochemischer Nachweis von MT-1 und -2
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Wildtyp-MAEC wurden auf 8-Kammer Permanox Objekttrigern bis zur Subkonfluenz
kultiviert. AnschlieBend wurden sie entweder ohne (A) oder mit proinflaimmatorischen
Zytokinen 24 h lang behandelt (B). Zusitzlich wurden Zellen mit dem Zytokin-Mix plus 0,25
uM NIO (C) bzw. mit 200 uM DETA/NO (D) inkubiert. Gezeigt werden reprisentative
mikroskopische Aufnahmen. Der Balken entspricht 5 pm. n=5

Bei den unbehandelten Zellen (A) erkennt man in jeder MAEC eine homogene Firbung des
gesamten Zytoplasmas. Die Zellkerne sind fast vollkommen von der Firbung ausgespart. Das
gleiche Bild ergibt sich auch fir MAEC, die mit proinflaimmatorischen Zytokinen plus NIO
(C) oder nur mit DETA/NO (D) behandelt wurden. Nur bei mit proinflammatorischen
Zytokinen aktivierten MAEC (B) erkennt man eine zusitzliche intensive Firbung des
Zellkern.

Dies zeigt, dass die MT-Translokation NO-abhingig ist, da sie mit NIO gehemmt werden
kann. Zusatzlich ist die Anwesenheit von Zytokinen notwendig, da die alleinige Behandlung
der Zellen mit exogen mittels DETA/NO zugefiihrtem NO zu keiner MT-Translokation
fihrte. Also sind fir die Translokation von MT in den Zellkern sowohl proinflammatorische
Zytokine als auch NO essentiell. Auch gibt es eine zeitliche Korrelation zwischen nukleirer
MT-Translokation und der Zn*'-Freisetzung. Der MT-Transport in den Zellkern sowie die
Zn* -Freisetzung sind erst etwa 24 h nach Aktivierung der Zellen mit proinflammatorischen
Zytokinen zu beobachten. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Zytokine zu
einer Induktion der iNOS fithren, und dass anschlieBend das von der iNOS synthetisiertes
NO zu einer Translokation von MT in den Zellkern mit folgender intranukleiren Zn®'-

Freisetzung fiithrt. In Tabelle 2 sind die einzelnen Versuchsergebnisse zusammengestellt.
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Abb. 9: Linescan nach immunhistochemischer MT-Firbung
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Mit proinflammatorischen Zytokinen fur 24 h inkubierte (2) sowie unbehandelte MAEC (1)
wurden mittels Immunhistochemie auf MT angefirbt (A). AnschlieBend wurde die Intensitit
der DAB-Firbung entlang einer Linie ermittelt, die durch die Zelle gelegt wurde (B). Der
Balken entspricht 5 um. n=5

Bei den unbehandelten sowie bei den aktivierten MAEC zeigte sich eine granulire Firbung
des Zytoplasmas, jedoch konnte nur bei den aktivierten Zellen eine zusitzliche starke Fiarbung
des Zellkerns beobachtet werden, welche besonders ausgeprigt in der Nihe der
Kernmembran war.

wT MT,;,/-
Zytoplasma | Kern | Zytoplasma Kern

unbehandelt 24h + - - -
Zytokin-Mix 6h + - - -
12h + - - -

24h + +++ - -

+NIO [0,25mM]  24h + - - .
DETA/NO [200 pM] 12h + - - -
24h + - - -

ZnSO, [100uM] 12h ++ - - -
24h ++ - - -

Tab. 2: Ubersicht der Versuche zur intrazelluliren MT-Lokalisation
MAEC-WT und MAEC—MTLZ'/ ~ wurden unter den oben beschriecbenen Bedingungen
kultiviert. AnschlieBend wurde MT immunhistochemisch angefarbt. Bei MAEC—MTLZ'/ “wurde
erwartungsgemal} unter allen Versuchsbedingungen kein MT (-) nachgewiesen. In MAEC-WT
zeigte sich unter allen Versuchsbedingungen eine basale (+) MT-Firbung im Zytoplasma
sowie eine gesteigerte zytoplasmatische Anfirbung (++) bei den mit ZnSO, behandelten
Zellen. Nur bei den fiir 24 h mit dem Zytokin-Mix aktivierten MAEC-WT zeigte sich eine
zusatzliche sehr starke nukleire MT Farbung (+++). Aus den unterschiedlichen Versuchen
wird erkennbar, dass die intrazellulire MT-Lokalisation erst nach 24 stindiger Aktivierung
auftritt und von durch die iNOS sythetisiertem NO abhingig ist.

3.4 Regulation der Metallothionein mRINS Expression

3.4.1 Induktion von MT durch Schwermetall-ITonen
Im ersten Schritt dieser Untersuchungsreihe wurde der Effekt der Schwermetall-Ionen Zn>*
bzw. Cd*" auf die Expression von Metallothionein in MAEC untersucht. Von Metallothionein

existieren mehrere Isoformen, von denen in Endothelien den Isoformen 1 und 2 die grof3te

Bedeutung zukommt. Diese beiden Isoformen unterscheiden sich nur in einer Aminosaure,
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besitzen jedoch verschieden aufgebaute Promotoren, was eine unterschiedliche Genregulation
ermoglicht.

Zn”" bzw. Cd** kénnen MT-1 und MT-2 schr stark induzieren (Richards ez al,, 1984; Yagle &
Palmiter, 1985). Im Gegensatz zu Zn>" ist Cd*" sehr toxisch und kommt daher unter
physiologischen Bedingungen in Zellen nicht vor. Um die Empfindlichkeit der MAEC zu
testen, wurden die Zellen in einem Vorversuch mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Cd® bzw. Zn®" behandelt und anschlieBend mit Trypan-Blau bzw. mit dem Fluorochrom
Hoechst 33342 gefirbt, um einen Zelltod durch Nekrose bzw. durch Apoptose zu erkennen.
Hierbei zeigte sich nach einer Inkubation von 6 h mit bis zu 10 uM Cd*" bzw. mit bis zu 100
uM Zn*" keine signifikant erhéhte Apoptose-Rate im Vergleich zu unbehandelten Zellen. In
allen weiteren Versuchen wurden deswegen héchstens 10 uM Cd** bzw. 100 uM Zn**
eingesetzt. MAEC wurden mit 5 und 10 uM CdCl, bzw. mit 25, 50 oder 100 pM ZnSO, fiir 6
h kultiviert (Yagle & Palmiter, 1985), da nach dieser Zeitspanne die maximale Induktion von
MT-1 bzw. MT-2 mittels einer Kinetik ermittelt worden war. Bei der Auswertung der
anschlieBenden RT-PCR wurden die Quotienten aus MT-1 bzw. MT-2/GAPDH der
unbehandelten Zellen auf 100% normiert. Die Behandlung der MAEC mit 5 uM CdCl, fithrte
zu einer Verstitkung der MT-1 mRNS Expression auf 173+7% und der MT-2 mRNS
Expression auf 166£6% (Abb. 10). Mit 10 uM CdCl, lie3 sich die mRNS Expression von MT-
1 und -2 sogar beinahe verdoppeln (MT-1: 197£29%; MT-2: 186214%). Die Kultivierung mit
25 uM ZnSO, tihrt zu einer Induktion der MT-1 mRNS auf 170+7% (MT-2: 161+6%). Mit
100 uM Zn**-Konzentration konnte noch eine weitere Steigerung der mRNS Expression
erreicht werden (MT-1: 210£33%; MT-2: 207£35%). Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl
Zn®" als auch Cd** in MAEC des Wildtyps MT-1 und MT-2 superinduzieren. Hierbei gibt es

keinen signifikanten Unterschied in der Expression von MT-1 und MT-2.

35



3. Ergebnisse

MT_1 —
MT_2 _
*%
p— *% *%
= ] *
= 200 * 5
(=]
< 100! >
%) J <
£ 200 o
[=]
o X
< 100! I I 4
%) J <
o >
= 0

5uM 10pM 25uM 50 pM 100 pM
CdCl, CdCl, ZnSO, ZnSO, ZnSO,

Abb. 10: Induktion von MT-1/-2 durch Cd** bzw. Zn**
MAEC wurden bis zur Subkonfluenz kultiviert und anschlieBend mit unterschiedlichen
nichttoxischen Konzentrationen der Schwermetalle Cd** bzw. Zn®" behandelt. Nach 6 h
wurden die Zellen lysiert, die mRNS isoliert und daraus mittels reverser Transkription die
cDNS synthetisiert. Damit wurde eine fur GAPDH, MT-1 und MT-2 mRNS spezifische PCR
durchgefihrt.
(A) Nach eclektrophoretischer ~Auftrennung wurden die Banden mittels UV-
Transillumination sichtbar gemacht.
(B) Der Quotient aus der MT-1 bzw. MT-2 und der GAPDH Expression wurde bei den
unbehandelten Zellen auf 100% normiert.
Sowohl bei den mit CdCl, als auch bei den mit ZnSO, behandelten Zellen zeigte sich eine

konzentrationsabhingige Steigerung der MT-1 bzw. MT-2 Expression, wobei die Induktion
durch Cd*" deutlich stirker war. n=3 * p<0,05; ** p<0,005

Mit einer weiteren Versuchsreihe sollte der Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen auf
die Metallothionein Expression gezeigt werden. MT-1 und -2 sind konstitutiv in MAEC
exprimiert. Durch die Einwirkung von IL-18 + TNF-o + IFN-y wird ihre Expression jedoch
gesteigert. Die mRNS von MT-1 erreicht nach 6-8 h ihre maximale Induktion. Die
MT/GAPDH-Quotienten fir die 6 h-Werte wurden immer auf 100% normiert. Zu diesem
Zeitpunkt ist die MT-1 mRNS-Expression auf ca. 134£6% im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen gesteigert. MT-2 mRNS wird ebenfalls durch proinflammatorische
Zytokine superinduziert. Das Maximum wird bei diesem Gen schon nach 4 h erreicht und
liegt bei etwa 149% verglichen mit der konstitutiven Expression. Nach 24 h erreichen die

mRNS-Expression von MT-1 und MT-2 wieder ihren Ausgangswert (Abb. 11).
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Abb. 11: Kinetik der MT-1 und MT-2 mRNS Induktion durch
proinflammatorische Zytokine

Die relative Expression der MT-1, MT-2 und GAPDH mRNS in Wildtyp-MAEC wurde 1-24
h nach Aktivierung bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit 500 U /ml IL-13 + 500 U/ml IFN-
vy + 500 U/ml TNF-o aktiviert. Nach Isolierung der mRNS wurde eine MT-1, MT-2 und
GAPDH spezifische RT-PCR durchgefihrt.

(A) Elektophoretische Auftrennung einer reprasentativen MT-1 (1A) bzw MT-2 (2A) und
GAPDH spezifischen RT-PCR Probe, die durch UV-Transillumination sichtbar
gemacht wurde.

(B) Balkendiagramm, welches die relative MT-1 (1B) bzw. MT-2 mRNS Expression (2B)
im Vergleich zur GAPDH mRNS Expression darstellt. Die fir 6 h ermittelten
Quotienten wurden auf 100% normiert. Es wurden die Mittelwerte sowie die

Standardabweichungen aus 3 unabhingigen Experimenten bestimmt.
Ctrl. = Kontrolle, * p<0,05; ** p<0,005

Diese Ergebnisse zeigen, dass unter dem FEinfluss von proinflaimmatorischen Zytokinen
sowohl die iNOS induziert wird (Abb. 3) als auch die Expression von MT-1 und MT-2

verstirkt wird. Die etwas frither einsetzende Induktion der iNOS im Vergleich zu

37



3. Ergebnisse

Metallothionein legt die Vermutung nahe, dass das von der NO-Synthase produzierte NO die

Induktion von MT vermitteln konnte.

3.4.2 Einfluss von iNOS-synthetisiertem NO auf die MT-
Induktion

Als nichstes wurde die Rolle der iNOS-Aktivitit bei der Induktion von Metallothionein
untersucht. Da gezeigt wurde, dass NO Zink-Ionen aus Zinkfingern und Metallothionein
freisetzen kann (Kroncke ez al., 1994; Pearce et al., 2000b), lag die Vermutung nahe, dass dieses
Zn*" iiber Metall-responsive Elemente (MRE) die Induktion von MT bewirken kénnte
(Andrews et al, 2001). Hierfir wurde NIO eingesetzt, welches die Aktivitit der iNOS
spezifisch und irreversibel hemmt. Die MAEC wurden 6 h lang mit proinflaimmatorischen
Zytokinen bzw. mit Zytokinen plus 0,25 mM NIO kultiviert. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen sowie Zellen, die nur mit NIO behandelt wurden (Abb. 12). Die RT-PCR
zeigte eine signifikante Induktion der MT-1 mRNS auf 160£28% und der MT-2 mRNS auf
165£31% im Vergleich zu den auf 100% normierten unbehandelten Zellen. Der Zusatz von
NIO unterdriickt die Steigerung der MT-1 mRNS-Expression beihnahe vollstindig. Bei MT-2
erniedrigte NIO die mRNS Expression signifikant auf 125£8%. Diese Ergebnisse zeigen
deutlich, dass die aus einer Aktivierung mit Zytokinen resultierende Induktion von
Metallothionein durch NO vermittelt wird, welches durch die Zytokin-induzierte iNOS
synthetisiert wird.

Eine Stunde nach Aktivierung der MAEC kann man die mRNS der iNOS nachweisen (Abb.
3). Daran schlief3t sich die Synthese der iNOS mit nachfolgender NO-Produktion an. Nach 4-
6 h erkennt man die maximale Steigerung der MT 1+2 mRNS Expression (Abb. 11) und erst
nach 24 h kann man nukleires MT (Abb. 8) und eine nukleire Zn**-Freisetzung beobachten

(Abb. 5).

38



3.4

S
I
[a]
o
<
o
|—
=
Zytokin-Mix - + + = - + + -
NIO - - + + - = + +

Abb. 12: Einfluss von NIO auf die MT-1 und MT-2 mRNS Expression
nach Aktivierung mit Zytokinen
Wildtyp-MAEC wutden fir 6 h ohne (1) oder mit dem Zytokin-Mix aus 500 U/ml IL-13 +

500 U/ml IFN-y + 500 U/ml TNF-a in Abwesenheit (2) bzw. Anwesenheit von NIO (3)
kultiviert. Zur Kontrolle werden die Zellen nur mit NIO kultiviert (4). Nachdem die mRNS
isoliert worden war, wurde eine fir MT-1 und GAPDH spezifische RT-PCR durchgefiihrt.

(A) Elektophoretische Auftrennung eines reprisentativen MT-1 bzw. MT-2 und GAPDH
spezifischen RT-PCR Probe, die durch UV-Transillumination sichtbar gemacht
wurde.

(B) Balkendiagramm, welches die relative MT-1 bzw. MT-2 mRNS Expression im
Vergleich zu GAPDH mRNS Expression darstellt. Die ermittelten Quotienten der
mit Zytokinen aktivierten Zellen wurden auf 100% normiert.

n=3; ** p <0,005 im Vergleich mit den aktivierten MAEC.

3.4.3 Effekt von DETA/NO

Nachdem in den vorausgegangenen Experimenten die NO-Abhingigkeit der MT-Induktion
gezeigt worden ist, wurde im nichsten Schritt untersucht, ob exogen in Form eines NO-
Donors zugegebenes NO ebenfalls zu einer gesteigerten Expression von Metallothionein
fuhrt. DETA/NO generiert spontan NO mit einer Halbwertszeit von 7,7+0,8 h (37 °C, pH
7,4) und ermoglicht so eine iber mehrere Stunden anhaltende hohere NO-Konzentration.
MAEC wurden in KulturgefiBlen bis zur Subkonfluenz kultiviert und anschlieend 6 h lang
mit unterschiedlichen Konzentrationen von DETA/NO kultiviert. Mit Hilfe der RT-PCR
wurde die mRNS-Expression von MT-1 und MT-2 untersucht. Zur statistischen Auswertung
wurden die MT/GAPDH-Ratios von unbehandelten Zellen auf 100% normiert.

Konzentrationen von 0-100 uM DETA/NO fiihrten zu keiner signifikanten Induktion von
MT-1 oder MT-2. Ab einer Konzentration von 200 uM DETA/NO konnte jedoch eine
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signifikant vermehrte Expression von MT-1 auf 157+24% und von MT-2 auf 153+5%
beobachtet werden. Zur Kontrolle wurden die Zellen zusitzlich mit denitrosiertem
DETA/NO , behandelt, wobei sich kein Unterschied in der MT-1 oder MT-2 mRNS
Expression im Vergleich zu unbehandelten Zelllen ergab (Abb. 13). Somit konnte durch
dieses Experiment gezeigt werden, da3 die mRNS der Metallothionein Isoformen-1 und -2
nicht nur durch endogen mittels iNOS synthetisiertem NO, sondern auch durch exogen
hinzugefiigtes NO induziert werden kann. Dabei ist die GroBenordnung der Induktion
vergleichbar mit der Induktion von MT durch die proinflammatorischen Zytokine IL-18 +
IFN-y + TNF-a, jedoch deutlich kleiner als nach einer Behandlung mit subtoxischen
Konzentrationen von Zink oder Cadmium. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die

nach Aktivierung mit Zytokinen beobachtete Metallothionein-Induktion durch NO mediiert
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Abb. 13: Konzentrationsabhingige MT-1/-2 Induktion durch DETA/NO
Die relative Expression der MT-1, MT-2 und GAPDH mRNS Expression in Wildtyp MAEC
wurde fur unterschiedliche Konzentrationen von DETA/NO bestimmt. Dazu wurden die
Zellen mit 0-200 uM DETA/NO sowie mit 200 uM denitrosiertem DETA/NO 6 h lang
inkubiert. AnschlieBend wurde die mRNS isoliert und eine MT-1 bzw. MT-2 und GAPDH
spezifische RT-PCR durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen eine konzentrationsabhingige
Steigerung der MT-1 bzw MT-2 mRNS Expression durch DETA/NO. 200 uM DETA/NO.
o zeigen keinen Einfluss auf die MT-1 bzw. MT-2 mRNS Expression.
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(A) Elektophoretische Auftrennung einer reprisentativen MT-1 bzw. MT-2 und GAPDH
spezifischen RT-PCR Probe, die durch UV-Transillumination sichtbar gemacht
wurde.

(B) Balkendiagramm, welches die relative MT-1 und MT-2 mRNS Expression im
Vergleich zur GAPDH mRNS Expression darstellt. Die fiir unbehandelte Zellen
ermittelten Quotienten wurden auf 100% normiert.

n=3; *p<0,02 in Vergleich zu 200 uM DETA/NO.

3.4.4 Rolle von Zn2+* bei der NO-mediierten MT-Induktion

Da bekannt ist, dass Zink tiber die Bindung des metall-responsiven Transkriptionsfaktor-1
(MTF-1) an das Metall-responsive Element (MRE) im MT-Promotor die Transkription des
MT-1 Gens induziert (Bittel ez a/, 1998; Smirnova e al, 2000), lag es nahe, die Hypothese
aufzustellen, dass die in der Zelle durch NO freigesetzten Zinkionen fir die beobachtete NO-
abhingige Steigerung der MT-Expression verantwortlich sind. Deshalb wurden die MAEC mit
200 uM DETA/NO sowie unterschiedlichen Konzentrationen an TPEN behandelt. TPEN
ist ein diffusionsfihiger spezifischer Zinkchelator, der eine intrazellulire Zinkdeprivation
bewirkt. Da von anderen Autoren bereits eine wachstumshemmende (Parat ez 4/, 1999) und
durch DNS-Strangbriiche Apoptose-férdernde Wirkung (Parat ez 4k, 1997) von TPEN
beschrieben worden ist, wurden zuerst die Konzentrationen und Behandlungszeiten ermittelt,
unter denen es zu keiner Apoptose bei der MAEC kommt. Hierzu wurden die Zellen mit 0-
100 uM TPEN 6 h lang kultiviert und anschlieBend mit dem DNS-Fluoreszenzfarbstoff
Hoechst 33342 gefirbt. Die durch eine Apoptose bedingte Kernkondensation und -
fragmentation wurde mittels DNS-Farbung sichtbar gemacht (Abb. 14).

Die Ergebnisse zeigen, dass eine 6 stiindige Behandlung mit TPEN-Konzentrationen bis zu 5
uM  zu keiner signifikanten Zunahme von apoptotischen Zellen fuhrte. Bei einer
Konzentration von 10 uM TPEN wurde eine leichte Zunahme apoptotischer Zellen von
3,6£0,9% bei den unbehandelten Zellen auf 8,1+1,3% beobachtet. Bei einer Konzentration
von 25 uM TPEN zeigten 16,8%3,4% der Zellen Zeichen einer beginnenden Apoptose. Bei
hoheren TPEN-Konzentrationen wurde eine starke Induktion der Apoptose beobachtet.

Daher wurde in den weiteren Versuchen 25 uM TPEN als héchste Konzentration verwandt.
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Abb. 14: Zn**-Deprivation durch héhere TPEN-Konzentrationen fiihrt
zur Apoptose
MAEC wurden 6 h lang entweder ohne (1) oder mit 25 (2) bzw. 50 uM TPEN (3) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 15 uM HOECHST 33342 fiir 5 min bei 37 °C behandelt.
(A) Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Zellkerne
(B) gleichzeitige Darstellung der MAEC mit Fluoreszenz und Phasenkontrast
Deutlich ist zu erkennen, dass die mit 50 uM TPEN behandelten Zellen sich von der
Kulturplatte ablosen, abrunden und zu Gruppen zusammenlagern. Die Zellkerne
kondensieren, was an der Abnahme ihres Durchmessers und der vermehrten
Fluoreszenzaktivitit zu erkennen ist. Dieses morphologische Bild ist typisch fir eine
Apoptose. Der Balken entspricht 5 um. n=3
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Um die Rolle von Zn®" bei der NO-abhingigen MT-Induktion zu untersuchen, wurden
MAEC-WT mit 200 uM DETA/NO in der An- bzw. Abwesenheit von 10 uM TPEN
kultiviert. Nach 6 h wurde mittels RT-PCR die MT-1 bzw. MT-2 mRNS Expression
untersucht. Die MT-1 und MT-2 mRNS Expression unbehandelter Zellen wurde auf 100%
normiert (Abb. 15). Die alleinige Behandlung mit 200 uM DETA/NO fithrte zu einer
signifikanten Steigerung der MT-1 mRNS Expression auf 156£12% und von MT-2 auf
166£22%. Bei zusitzlicher Behandlung mir 5 pM TPEN entsprach die mRNS Expression
von MT-1 93+19% und von MT-2 66£9% des Ausgangswertes. Die durch 5 uM TPEN
erreichte Hemmung der durch NO induzierten Steigerung der MT-1 und -2 Expression
konnte auch durch hohere Konzentrationen an TPEN (bis 25 uM) dosisabhingig nicht weiter
erniedrigt werden. Zur Kontrolle wurden die MAEC-WT ausschlieBlich mit 5 uM TPEN
behandelt. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu den Proben, die zusitzlich mit
DETA/NO behandelt worden waren. Diese Versuche zeigen, dass die nach NO-Exposition

beobachtete Steigerung der MT mRNS Expression durch Zn2+—Freisetzung vermittelt wird.
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Abb. 15: Hemmung der NO-induzierten Steigerung der MT-1/-2 mRNS
Expression durch TPEN

Wildtyp MAEC wurden in der Abwesenheit oder Abwesenheit von 200 uM DETA/NO 6 h
lang kultiviert. Zusitzliche wurden sie mit einer Kombination von 200 uM DETA/NO und 5
uM des Zinkchelators TPEN sowie mit TPEN alleine behandelt. Nach Isolierung der mRINS
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wurde eine fur MT-1, MT-2 und GAPDH spezifische RT-PCR durchgefiithrt. Die Ergebnisse
zeigen eine NO-abhingige Steigerung der MT-1 bzw. MT-2 mRNS Expression, die mit 5 uM
TPEN vollstindig unterdriickt werden kann. TPEN alleine bewirkt keine signifikante
Anderung der basalen MT-1 mRNS Expression. Bei MT-2 bewirken 5uM TPEN eine
signifikante Erniedrigung der mRNS Expression.

(A) Elektorphoretische Auftrennung einer reprasentativen MT-1 bzw MT-2 und
GAPDH spezifischen RT-PCR Probe, die mit UV-Transillumination sichtbar
gemacht wurde.

(B) Balkendiagramm, welches die relative MT-1 und MT-2 mRNS Expression im
Vergleich zur GAPDH mRNS Expression darstellt. Die fiir die unbehandelten Zellen
ermittelten Quotienten sind auf 100% normiert worden.

n=3; * p<0,01; ** p<0,005 im Vergleich zu den nur mit DETA/NO behandelten MAEC.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von NO auf die intrazellulare Zink-Homoéostase

Die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (INOS) ist zuerst in Makrophagen
charakterisiert worden, die mit Lipopolysaccharid (LPS) und Makrophagen IFN-y aktiviert
wurden (Hibbs, Jr. ef al, 1987; Stuehr ez al., 1990). Jedoch fand man sehr schnell heraus, dass
sich die iNOS in einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen induzieren lasst (Kroncke ef 4k,
1995). Eine Kombination der proinflammatorischen Zytokinen TNF-o, IL-18 und IFN-y
induziert die iNOS sehr wirksam in murinen Aorten-Endothelzellen (MAEC) (Suschek ef al.,
1993). In unbehandelten MAEC konnte ich ebenfalls keine iNOS-spezifische mRINS finden,
jedoch 1 h nach Aktivierung mit proinflaimmatorischen Zytokinen war diese bereits
nachweisbar und erreichte ihren maximalen Wert nach ca. 4 h. Schon 8 h nach Stimulation ist
die maximale Expression wieder um ca. 25% abgesunken. Ahnliche Ergebnisse wurden auch
mit anderen Zellen wie z.B. Hepatozyten (Geller ef al,, 1993) oder glatten Muskelzellen (Evans
et al., 1994) gefunden.

Die iNOS katalysiert eine 5 FElektronen-Oxidation von L-Arginin zu #dquimolaren
Konzentrationen an NO und L-Citrullin. Unter streng anaeroben Bedingungen ist NO stabil,
in Gegenwart von Sauerstoff wird es jedoch zu reaktiven Stickoxid-Zwischenprodukten wie z.
B. N,0; oxidiert. Diese besitzen einen elektrophilen Charakter und haben auch ein wesentlich
breiteres Reaktionspektrum als NO. Zum Schluss entstehen die stabilen Endprodukte Nitrit
und Nitrat (Butler & Williams, 1993). In den Uberstinden unbehandelter MAEC war eine
basale Nitrit-Konzentration nachweisbar, welche durch die Aktivitit der konstitutiv
exprimierten Ca’*-abhingigen ecNOS erklirt werden kann. Diese basale Nitritkonzentration
wurde durch Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen innerhalb von 24 h um das ca.
15-fache gesteigert. Die iINOS-Spezifizitit dieser Reaktion konnte durch eine erfolgreiche
Hemmung mittels N°-Iminoethyl-L-Ornithin (NIO) gesichert werden (Rees ez a/, 1990;
McCall et al, 1991). Diese Ergebnisse zeigen, dass unter Entziindungsbedingungen die NO-
Synthese mittels iNOS stark erhoht ist, was mit dem Begriff , Nitrosativer Stress® bezeichnet
wird.

Die Rolle von NO wihrend Entziindungsreaktionen ist Gegenstand intensiver Forschung.
Ein bekannter Wirkungsmechanismus ist die S-Nitrosierung von SH-Gruppen in Proteinen.
Unter aeroben Bedingungen, d.h. wahrscheinlich nach Reaktion zu N,O;, bewirkt NO eine S-
Nitrosierung von Cysteinen im Zinkspeicherprotein MT mit nachfolgender Zn**-Freisetzung

(Kroncke et al., 1994; Misra et al., 1996; Aravindakumar ef al., 1999). Diese Zn-S Cluster
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4. Diskussion

kommen in vielen Proteinen vor und fungieren u.a. zur Aufrechterhaltung ihrer
Tertidrstruktur und Funktion. So ermdglichen sie die Bildung von Zinkfingern in
Transkriptionsfaktoren (Klug & Schwabe, 1995), die fiir eine spezifische Bindung an DNS
oder RNS essentiell bzw. fiir Protein-Protein Interaktionen verantwortlich sind. Reduzierte
Cysteine befinden sich auch in katalytischen Zentren verschiedener Enzyme, deren Aktivitit
durch S-Nitrosierung gehemmt werden kann (Gergel & Cederbaum, 1996; Kroncke &
Carlberg, 2000; Kroncke, 2001a; Kréncke, 2001b).

Diese Arbeit beschiftigt sich mit den durch , Nitrosativem Stress® hervorgerufenen
Anderungen der Zn*'-Homdostase. Zur Darstellung von intrazellulirem labilem Zn®" eignet
sich das Fluorochrom Zinquin, welches nicht-fluoreszierend und membranpermeabel ist.
Nach Bindung von Zn*" wird es stark fluoreszierend und erméglicht somit die Detektion von
intrazellulirem Zn*'". Zinquin formt Zinquin-Zink-Komplexe im Verhiltnis 1:1 bzw. 2:1 mit
einer Bindungskonstante von 3 x 10° bzw. 12 x 10° M. Da die Bindungskonstante von Zn**
in MT im Bereich von 2 x 10" M liegt, ist eine Komplexierung von MT-gebundenen Zn*"
durch Zinquin unwahrscheinlich (Zalewski ez a/, 1993). Da Zinquin Zn*" nicht aus Zinkfinger-
ahnlichen Strukturen von Proteinen herauslésen kann, sind relative Verdnderungen in den
Fluoreszenzintensititen somit ein Maf3 der Verinderungen der intrazelluliren freien Zn*'-
Konzentration.

Um die relative Zn2+—VerteiIung Uber den Zellkorper zu ermitteln, wurde eine Linie durch die
Zelle gelegt und die Lichtintensitit entlang dieser Linie gemessen (Linescan siche Abb. 5). Die
Abnahme der Fluoresenz nach Behandlung der Zellen mit dem spezifischen Zn*"-Chelator
TPEN und die Zunahme nach exogener Applikation von Zn*" zeigt die Spezifitit der
Zinquin-Farbung (Berendji ef al, 1997; St Croix ef al., 2002). AuBlerdem ist mittels digitaler
Dekonvolutionsmikroskopie gezeigt worden, dass sich die Zn®* spezifische Zinquin-
Fluoreszenz nicht auf der Zelloberfliche, sondern im Zellinneren befindet (Nasir ¢z a/., 1999).
Weiterhin war es sehr wichtig, durch eine moglichst kurz gewihlte Belichtungszeit stérende
Hintergrundfirbungen, die durch das Medium hervorgerufen werden, zu eliminieren. Deshalb
ist es nicht méglich in unbehandelten Zellen die schwache Zinquin-Firbung zu erkennen,
obwohl natiirlich auch hier intrazellulir Zn*" nachweisbar ist, welches sich hauptsichlich in
Vesikeln befindet.

Nach Behandlung von unterschiedlichen Zelltypen mit NO-Donoren konnte eine Zunahme
der freien intrazelluliren Zn**-Konzentration vor allem im Zytoplasma beobachtet werden
(Berendji et al., 1997; Haase & Beyersmann, 1999; St Croix ez al, 2002). Diese Ergebnisse
konnte ich mit meiner Arbeit bestitigen. Um herauszufinden, ob auch eine iNOS-Aktivitit

mit nachfolgender Synthese von endogenem NO zu einer Verinderung der intrazelluliren
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Zink-Verteilung fithrt, wurden MAEC mit I1-18 + TNF-a + IFN-y aktiviert. Das durch die
INOS gebildete NO fihrt in aktivierten MAEC nach 24 h zu einer einheitlichen starken
intranukledren Zn*"-Freisetzung. Die unterschiedliche intrazellulire Verteilung des freien Zn**
in Zellen, die mit DETA/NO bzw. proinflammatorischen Zytokinen behandelt wurden,
deutet daraufhin, dass fiir die gezielte Anreicherung von freien Zn*" im Zellkern sowohl NO
als auch proinflimmatorische Zytokine bendtigt werden (Abb. 16). Eine irreversible
Hemmung der iNOS-Aktivitit durch NIO sowie die Kultivierung von MAEC mit dem NO-
Donor DETA/NO in Abwesenheit des Zytokin-Mixes fuhrten zu keiner Zn2+-Anreicherung

im Zellkern.

o oerano — vo-— ( ()
B) Zytokin-Mix=> .&. @

Abb. 16: Unterschiedliche Einfliisse von exogenem und durch iNOS
synthetisiertem NO auf die Zn’*-Homé&ostase
(A) Das aus DETA/NO freigesetzte NO fiihrt zu einer Zn’*-Freisetzung vor allem im
Zytoplasma von MAEC, die mit dem Fluorochrom Zinquin sichtbar gemacht werden
kann.
(B) In MAEC, die fir 24 h mit proinflammatorischen Zytokinen aktiviert wurden, fithrt
das durch die induzierte iNOS synthetisierte NO zu einer starken Zn*'-Anreicherung
im Zellkern. In beiden Situationen wirkt das NO von aussen auf die Zelle ein, jedoch
kommt es nur unter dem Einfluss proinflaimmatorischer Zytokine und einer aktiven
iNOS zu einer gezielten Zn*'-Freisetzung im Zellkern.

Die hierbei zu beobachtende Diskrepanz zwischen der Wirkung von exogen hinzugefiigtem
NO und von NO, welches nach Aktivierung der iNOS synthetisiert wird, ist umso
erstaunlicher, da auch das endogen durch die iNOS gebildete NO zuerst die Zelle verlassen
muss, um seine Wirkung zu entfalten. Dies wurde dadurch gezeigt, dass aktivierte MAEC 24 h
lang in Gegenwart syngener muriner Erythrozyten, die als natiirliche NO-Scavenger fungieren,
kokultiviert wurden (Berendji-Griin, 1999). Das Him der Erythrozyten fingt das extrazellulire
NO ab und oxidiert es mit O, zu Nitrat. Abhingig von der Anzahl der Erythrozyten kam es
zu einer Abnahme der Zn*"-abhingigen Fluoreszenz-Aktivitit innerhalb der MAEC. Somit ist
zu vermuten, dass das nach Aktivierung endogen gebildete NO zuerst aus der Zelle heraus
diffundieren muss, um in Nachbarzellen eine an+—Freisetzung zu bewirken. Aufgrund der

beobachteten zeitlichen Latenz der nukleiren Zn*'-Freisetzung (24 h nach Aktivierung der
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Zellen) lisst sich eine Abhingigkeit von der Aktivitit der iINOS vermuten. In dieser Latenzzeit
wird die iNOS mRNS-Synthese induziert, dann das Protein exprimiert und schlieBlich eine
ausreichende Menge an NO synthetisiert. Die Zn*'-Freisetzung konnte durch den
spezifischen iNOS Inhibitor NIO unterbunden werden. Zusitzlich konnte eine fehlende
Zn**-Freisetzung nach Aktivierung von iNOS’-MAEC gezeigt werden (Berendji-Griin,
1999). Dies zeigt, dass NO essentiell fiir die Zytokin-induzierte Zn**-Freisetzung ist.

In aktivierten MAEC sind im Gegensatz zum restlichen Nukleus Spots mit stark erhohter
Zn* -Freisetzung zu erkennen (Abb. 5-1). Vermutlich sind diese Spots Stellen, an denen
besonders viel Zn*" benétigt wird. Von mehreren Autoren wurde bis jetzt eine Ansammlung
nukledrer Faktoren in bestimmten subnukleiren Kompartimenten beschrieben. Beispiele fur
diese supramolekularen Komplexe sind coiled bodies, promyelotic leukemia (PML) nuclear
bodies, BRCA1 nuclear dots, splicing speckles, usw. (Lamond & Earnshaw, 1998). Es ist zur
Zeit noch unbekannt, ob diese Stukturen nur inaktive Ansammlungen oder Speicherplitze
sind, oder ob sie eine essentielle Rolle in nukledren Prozessen wie der Transkription oder dem
Splicing spielen. Eine mégliche Quelle der Zn*"-Freisetzung in diesen Speckles konnten
RING Proteine sein, die in mehreren Speckles bereits nachgewiesen (Kentsis e al, 2002).
Proteine mit einer RING Domine kénnen iiber Cysteine Zn”" binden (Borden, 2000). Da
Cystein-Zn”"-Komplexe molekulare Angriffspunkte fiir NO sind, kénnten auch die RING
Dominen unter ,Nitrosativem Stress Zn®" freisetzten. Die Anreicherung von Zn*" im
Zellkern unter dem Einfluss proinflammatorischer  Zytokine erfolgt gegen ein
Konzentrationsgefille und lisst daher vermuten, dass es einen Zn”"-Transporter gibt, der aktiv
diese intrazellulire Umverteilung herbeifthrt. Als Transporter kommt das Zink-

Speicherprotein Metallothionein in Frage.

4.2 Die Rolle von MT bei der nukleiren Zn*"-Freisetzung
durch nitrosativen Stress

Wie bereits zu Beginn eingefithrt ist Metallothionein ein kleines, Cystein-reiches und ubiquitir
vorkommendes Protein, das mittels Zink-Schwefel-Cluster bis zu 7 Zn*" binden kann. Eine
aktive Translokation von zytoplasmatischem MT in den Zellkern kénnte ein Mechanismus
sein, um eine Zn”"-Anreicherung im Zellkern zu erreichen. Diese Vermutung stiitzt sich auf
die Ergebnisse mehrer Arbeitsgruppen, die unter bestimmten Bedingungen eine Translokation
des hauptsichlich im Zytoplasma befindlichen MTs in den Zellkern zeigten (Cherian &
Apostolova, 2000; Pearce ¢z al., 2000a).
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Obwohl MT eine hohe Bindungskonstante zu Zn*" hat (ca. 2x 10" M), kann es Zn*" an

metallfreie Apoformen von Zinkenzymen abgeben. Dieser Transfer wird moglicherweise
unter anderem von Glutathion mediiert (Jacob ez al, 1998; Maret & Vallee, 1998). Die
Translokation von MT in den Zellkern wurde auch bei der Regeneration und Wundheilung
beobachtet. So konnte nach einer teilweisen Hepatektomie bei der Ratte eine Umverteilung
von MT in den Zellkern gezeigt werden (Tsujikawa ez al, 1994). Zusitzlich erfolgt eine
Translokation von MT in den Zellkern unter UV-B Behandlung bei mit Cadmium
vorbehandelten Zellen (Hanada ez /., 1998). Insgesamt gesehen scheint MT als Zn** Speicher-
und Transportprotein eine wichtige Funktion bei vielen zelluliren Prozessen zu spielen.

MT kann aufgrund seiner geringen Molekularmasse (<7 kD) passiv durch Kernporen
diffundieren. Der molekulare Mechanismus der aktiven Translokation von MT ist jedoch
bisher  unbekannt.  Karyophile  Proteine  besitzen  oft  bestimmte  nukleire
Translokalisationssignale (NLS) (Dingwall & Laskey, 1991; Robbins ez a/., 1991), diese konnten
jedoch bei MT nicht nachgewiesen werden. In H9C2 und L6 Myoblasten wurde gefunden,
dass die bei der Proliferation auftretende MT-Translokation in den Zellkern vom Ras-Raf-1-
MAP-Kinase Signalweg abhingig ist. Dies ergab sich durch eine Hemmung der Proliferation
und Translokation nach Zugabe von PD 98059, einem spezifischen Inhibitor des MAP-
Kinase Signalweges. Somit scheint fur die Translokation von MT in den Zellkern eine
Phosphorylierung von Proteinen mittels Kinasen notwendig zu sein (Apostolova e al., 2000).
In humanen SCC25 Tumorzellen zeigten Woo et al, dass der Transport von MT in den
Zellkern energieabhingig, sattighar und von der Anwesenheit von ein oder zwel
Glykoproteinen abhingig ist (Woo e al, 2000). Eine Diffusion von MT in den Zellkern mit
anschlieBendem selektivem und aktivem Zurtickhalten durch nukleire Bindungsstellen wurde
postuliert, jedoch konnten bisher noch keine nukleire Bindungsstellen fir MT identifiziert
werden. Alternativ konnte die Translokation von MT auch iber die Lokalisation ithrer mRNS
vermittelt wird (Hesketh, 1996). Die MT mRNS ist tber die 3"UTR-Region mit dem
perinukledren Zytoskelett verbunden (Levadoux e @/, 1999). Dies erlaubt eine Synthese des
Proteins an einem Ort, von dem es nach Bedarf schnell in den Nukleus importiert werden
kann. Diese Hypothese konnte auch erkliren, warum sich in aktivierten MAEC gerade in der
Nihe der Kernmembran eine besonders hohe MT-Konzentration fand (siche Abb. 9).
Moglich ist auch, dass Chaperone existieren, die nach Aktivierung durch Zytokine an MT
binden und den Transport von MT in den Zellkern bewirken (Ogra & Suzuki, 2000).

Mittels Immunhistochemie konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Aktivierung der
Wildtyp MAEC mit einem Mix aus TNF-a, IL-13 und IFN-y nach 24 h zu einer Translokation

von MT aus dem Zytoplasma in den Zellkern fihrt. Um zu untersuchen, ob diese
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Translokation NO abhingig ist, wurden die MAEC zusitzlich mit dem NOS spezifischen
Hemmstoff NIO behandelt. Unter diesen Bedingungen fand keine Translokation von MT in
den Zellkern statt. Dies zeigt, dass die MT-Translokation NO-abhingig ist. Jedoch gentigte es
nicht, exogenes NO in Form des NO-Donors DETA/NO zu den Zellen hinzuzufligen, um
eine MT-Translokation zu bewirken. Genau wie bei der gezielten Zn**-Freisetzung im
Zellkern ist auch die MT-Translokation abhingig von zwei Signalen: von Zytokinen und von
NO. Um ecinen vermuteten Zusammenhang zwischen der beobachteten Zn”**-Anreicherung
im Zellkern und der MT-Translokation in den Zellkern nach Aktivierung mit
proinflaimmatorischen Zytokinen zu zeigen, wurden MAEC aus MT-1 und MT-2 knock-out
Miusen isoliert. Diese wurden ebenso wie die Wildtyp MAEC mit proinflammatorischen
Zytokinen fir 24 h aktiviert und anschlieBend mit Zinquin gefirbt. In den MAEC MTLZ’/ ’
konnte keine Zn*'-Freisetzung nach Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen
gemessen werden, was zeigt, dass MT essentiell fiir die intranukleire Zn”*'-Freisetzung in
Wildtyp-Zellen ist.

Aufgrund der gezeigten Abhingigkeit der Zn®'-Freisetzung von MT liegt es nahe zu
vermuten, dass NO Zn*" aus MT 16st. Kroncke e al. zeigten in vitro, dass NO unter aeroben
Bedingungen nach S-Nitrosierung Zn®* aus MT freisetzt (Kroncke e al, 1994). Zur
Untersuchung des Einflusses von NO auf die Konformation von MT 2 vivo und damit auf
eine Zn*"-Freisetzung wurde von Pearce e a/. Pulmonalarterien-Endothelzellen des Schafes
mit einem Konstrukt transfiziert. Hierdurch entstand ein Fusionsprotein, das aus MT besteht,
welches auf der eine Seiten von einem cyan-griinen Fluoreszenzprotein und auf der anderen
Seite von einem gelb-griinem Fluoreszenzprotein eingerahmt ist (Pearce ez a/., 2000a). Anhand
der Anderung des Fluoreszenzresonanz-Energietransfers (FRET) kénnen Anderungen der
intramolekularen Entfernung und damit die relative Orientierung von Fluoreszenz-markierten
Proteine voneinander beobachtet werden (dos Remedios & Moens, 1995; Gordon ez al., 1998).
Die Freisetzung von gebundenen Zn®* fithrt zu einer Auffaltung von MT (Winge & Miklossy,
1982). Diese Konformationsinderung lisst sich im obigen Fall durch eine Abnahme der
Fluoreszenz-Emission — quantifizieren. Pearce ¢/ al behandelten Pulmonalarterien-
Endothelzellen mit NO-Gas bzw. dem NO-Donor S-Nitrosoglutathion und konnten mittels
FRET eine Konformationsinderung von MT messen, was vermutlich zu einer intrazelluliren
Zn* -Freisetzung fithrt (Pearce e al, 2000a). Als weitere Quelle fiir die nukleire Zn*'-
Freisetzung unter ,,Nitrosativem Stress® kommen Zinkfinger-TF in Frage (Berendji ef al,
1999; Kroncke & Carlberg, 2000; Berendji-Grin e a/, 2001). Jedoch reicht das von ihnen
gebundene Zn*" vermutlich nicht aus, um die starke Zinquin-Firbung im Zellkern erkliren zu

koénnen, da in aktivierten MAEC MTLQ’/ " keine Zellkernfirbung beobachtet werden konnte.
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res MAEC

lIL-ﬂS + TNF-a + IFN~y

Abb. 17: Zusammenhang zwischen MT-Translokation und Zn**-
Freisetzung im Zellkern

Bei unbehandelten MAEC befindet sich MT im Zytoplasma. Es exsistieren nur sehr geringe
Mengen an freien Zink-Ionen im Zytoplasma bzw. im Zellkern. Werden die MAEC jedoch
mit einem Mix aus proinflammatorischen Zytokinen aktiviert, zeigt sich sowohl eine MT- als
auch eine Zn*"-Anreicherung im Zellkern.

Im Zellkern wurde Zn*" im Nucleolus sowie an den Chromosomen lokalisiert und stabilisiert
dort die Struktur von DNS, RNS und Ribosomen (Wu & Wu, 1987). In der vorliegenden

Arbeit war bei der Firbung unbehandelter wie aktivierter MAEC mit Zinquin bei einigen
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Zellen eine deutliche Firbung intranukledrer Verdichtungen zu erkennen, die am chesten
Chromosomen wihrend der Mitose entsprechen koénnten (Abb. 5-2 und 5-3). Diese
Beobachtung deutet auf eine von proinflammatorischen Zytokinen unabhingige
Translokation von Zn®" und MT in den Zellkern wihrend des Zellzyklus hin. Bei Versuchen
mit konfluent gewachsenen MAEC fiihrte eine Aktivierung mit dem proinflammatorischen
Zytokin-Mix nach 24 h zu keiner Translokation von Zn”" und MT in den Zellkern (Daten
nicht gezeigt). Daher wurden alle Versuche mit sich noch in der Proliferationsphase
befindlichen subkonfluent gewachsenen MAEC durchgefiihrt. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Anreicherung von MT und Zn”" in den Zellkern von der Anwesenheit mitogen
wirkender Wachstumssignalen abhingig ist.

Apostolova und Cherian untersuchten den Einfluss des Zellzyklus auf die intrazellulire
Verteilung von Zn®" und MT an 3T3-1.1 Fibroblasten (Apostolova e# al., 2000; Apostolova &
Cherian, 2000). Sie zeigten eine Translokation von Zn®* und MT wihrend der spiten
G,/frithen S-Phase sowie eine anschlieBende postmitotische Riickverteilung ins Zytoplasma.
Alle proliferierenden Zellen durchlaufen stindig einen Generationszyklus, der aus Interphase
und anschlieSender Mitose besteht. Die Interphase, die sich nach jeder erfolgten Zellteilung
anschlieBt, kann man in 3 Abschnitte unterteilen. In der G,-Phase steht die RNS- und
Proteinsynthese im Vordergrund (Pardee, 1989). Fehlen der Zelle Wachstumsfaktoren oder
besteht ein Substratmangel, so horen sie auf zu proliferieren und treten in die G,-Phase ein
(Cross et al., 1989; Murray, 1992). In der S-Phase proliferierender Zellen erfolgt die Synthese
und Verdopplung der DNS im Zellkern. Danach folgt die relativ kurze G,-Phase, in der es
wieder zur RNS- und Proteinsynthese kommt und die in die Mitosephase (M) miindet. Hier
kommt es zu einer statken Spiralisierung der Chromosomenfiden, so dass sie auch
lichtmikroskopisch erkennbar werden. Die beobachteten Zellkernverdichtungen entsprechen
sehr wahrscheinlich dem Chromosomenknaul (Spirens), welches am Anfang der M-Phase
entsteht. Interessant ist, dass die beobachtete Zn’'-Freisetzung entlang der Chromosomen
auch bei nicht aktivierten Zellen beobachtet werden konnte, was auf eine iNOS- und Zytokin-
unabhingige Zn*"-und MT-Translokation wihrend des Zellzyklus hindeutet, wie sie auch bei
3T3-L.1 Fibroblasten beobachtet wurde. Wahrend des aktiven Zellwachstums und der
Proliferation besteht ein gesteigerter Bedarf an Zn®". MT ist u.a. dafiir verantwortlich, die
Verftugbarkeit des intrazelluliren Zn** zu kontrollieren (Ohtake ez al., 1978; Nagel & Vallee,
1995; Willi A & Hunziker, 1999). Zusitzlich ist bekannt, dass die MT-Synthese wihrend der

bl

Zellproliferation gesteigert ist, was moglicherweise durch Wachstumsfaktoren und

Aktivatoren der Proteinkinase C kontrolliert wird (Imbra & Karin, 1987).
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Mehrere Enzyme, die mit der DNS- und RNS-Synthese im Zusammenhang stehen, sind Zink-
Metalloproteine, wie zum Beispiel die RNS-Polymerase (Wu e al, 1992). Chester ¢f al. zeigten,
dass die DNS-Synthese bei Zinkmangel durch eine verminderte Tymidinkinase-Aktivitat
beeintrichtigt ist. Dieses Enzym gehort nicht in die Gruppe der Zink-Metalloproteine, doch
ist seine Transkription Zn*"-abhingig (Chesters ¢ al, 1990). Das von MT unter dem Einfluss
proinflammatorischer Zytokine in den Zellkern transportierte Zn”" spielt wahrscheinlich eine
wichtige Rolle bei der Genregulation. Zinkionen beeinflussen zahlreiche zellulire Prozesse
(Beyersmann & Haase, 2001), sie sind Kofaktoren fiir viele Enzyme (Berg & Godwin, 1997)
und auch essentiell fir die Genexpression mittels Zinkfinger-TF und Metall-responsiven
Elementen. Zn®" ist in Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren (TF) durch Cystein- und/oder
Histidin-komplexiert und formt auf diese Weise Zinkfinger (Klug & Schwabe, 1995). Diese
sind fir die Funktion der TF entscheidend, da sie eine Minidomine bilden, die fur die
Bindung an die DNS essentiell ist. Zinkfinger-TF sind z.B. Sp1, EGR-1 (Skerka e a/, 1995)
und nukledre Rezeptoren wie z.B. der Glukokortikoid-Rezeptor (Umesono & Evans, 1989)
oder der Vitamin D Rezeptor (Kréncke & Carlberg, 2000). Fir die DNS-Bindungsaktivitit
von Zinkfinger-TF spielt der Transfer von Zink aus Cystein-Clustern ein wichtige Rolle
(Cano-Gauci & Sarkar, 1996; Maret ef al., 1997; Roesijadi ez al., 1998). Noch komplexer wird
das Zusammenspiel von Zn®" und der Aktivitit von Transkriptionsfaktoren, wenn durch
Anderung der Redox-Situation, z.B. durch , Nitrosativen Stress®, Zn>" aus den Zinkfingern
freigesetzt wird (Kroncke, 2001a). Dies kann sowohl zu einer Hemmung z.B. der IL-2 oder
ICAM-1 Genexpression tber eine Hemmung der DNS-Bindung von Spl (Berendji ez al,
1999), aber auch zu einer Aktivierung der Transkription wie z.B. von TNF-a (Wang ez 4/,
1999) fiuhren. Diese entgegengesetzten Wirkungen von NO auf die Transkription lassen sich
dadurch erkliren, dass TF sowohl als Aktivatoren als auch Repressoren wirken koénnen
(Kroncke, 2001b). Durch diese Beispiele wird deutlich, dass die Regulation der Zink-
Verteilung und der Zink-Verfugbarkeit einen wichtigen Mechanismus fiir die Genregulation

darstellt. Hierbei spielt das Zinkspeicherprotein MT eine wichtige Schliisselrolle.

4.3 Die Rolle von NO und Zn** bei der Genexpression von MT

Der Einfluss der Schwermetalle Zink, Cadmium und Kupfer auf die de novo Synthese von
Metallothionein wurde bereits eingehend untersucht (Piotrowski & Szymanska, 1976; Hidalgo
et al., 1978; Eaton et al., 1980), wobei Yagle e al. die Regulation der murinen MT-1 und MT-2
Gene in HepalA Zellen untersuchte (Yagle & Palmiter, 1985). Er ermittelte eine maximale

Akkumulation von MT-1 und MT-2 mRNS 6 h nach Behandlung mit Zn*" und Cd*', sowie
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4. Diskussion

eine Halbwertszeit der mRNS beider Gene von ca. 2,5 h. In dieser Arbeit zeigte sich bei
MAEC eine ihnliche konzentrationsabhingige Induktion von MT-1 und MT-2 durch Zn**
und Cd**. Cadmiumionen sind deutlich potentere Induktoren von MT als Zn*", da schon 1/5
der Konzentration gentigt, um die gleiche Transkriptionssteigerung zu erreichen.

Die durch Zink verursachte Aktivierung der MT Transkription ist von der Anwesenheit eines
sogenannten Metall-responsiven Elementes (MRE) abhingig. Hiervon existieren finf nicht-
identische Kopien am 5°-Ende des MT-1 Gens (Carter e al, 1984; Stuart et al., 1984).
Zusatzlich ist die MT Transkription von einem Transkriptionsfaktor (MTF-1) abhingig, der in
der Anwesenheit von Zn*" an das MRE bindet (Radtke e 4/, 1993; Bittel et al, 1998,
Larochelle e al., 2001). MTF-1 ist ein 72,5 kDa grosses Protein, welches unter anderem aus 6
Zinkfingern besteht (Radtke ez 4/, 1995). Durch die selektive Deletion einzelner Zinkfinger
zeigten sich ihre unterschiedlichen Funktionen (Bittel ez @/, 2000). Die Zinkfinger 2-4 stellen
die wesentliche DNS-Bindungsdomine dar, wohingegen die Zinkfinger 4-6 7z vitro nicht fur
die DNS-Bindung benétigt werden. Denoch sind auch diese Zinkfinger in der Evolution stark
konserviert worden, was auf eine wichtige Funktion schlieBen lisst (Auf der Maur e a/, 1999).
Es wird vermutet, dass die Zinkfinger 5 und 6 fur Interaktionen zwischen MTF-1 und
Koaktivatoren verantwortlich sind. Der Zinkfinger 1 scheint mit seiner niedrigen
Zinkbindungsaffinitit als Zinksensor zu fungieren, der in Abwesenheit von Zink die
konstitutive DNS-Bindungsaktivitit der tibrigen Zinkfinger maskiert (Muller ez /., 1995).

Im Gegensatz zu den MT-1 und MT-2 Genen ist das MTF-1 Gen essentiell, da Mause, denen
das MTF-1 Gen fehlt, schon um den 14. Gestationtag 7z utero versterben, was auf ein
Leberversagen mit generalisierten Odemen zuriickzufiihren ist. MTF-17" Embryos sind nicht
in der Lage, die Gene von MT-1 und MT-2 zu transkribieren, da es keine weiteren
Transkriptionsfaktoren gibt, die an die MRE binden kénnen (Heuchel ef 4/, 1994; Palmiter,
1994). MTF-17" Miuse-Embryonen zeigen eine erhéhte Anfilligkeit gegeniiber der
zytotoxischen Wirkung von Cd** bzw. H,0,. Zusitzlich zeigte sich eine verminderte Menge
von mRNS fir die y-Glutamylcysteinsynthase, einem essentiellen Enzym der Glutathion-
Synthese (Gunes ef al., 1998). Bisherige Experimente deuten auch darauf hin, dass MTF-1 die
Expression der ubiquitiren Zink-Exportpumpe ZnT-1 reguliert, da sich im Promotor dieses
Transportproteines MTF-1 Bindungsstellen befinden (Palmiter & Findley, 1995). Somit
scheint MTF-1 bei der Regulation der Metallhomdostase (Andrews, 2001), des zelluliren
Redox-Status und besonders bei der Leberentwicklung eine wichtige Rolle zu spielen.
Untersuchungen zur subzellulidren Verteilung von MTF-1 zeigten, dass sich bei unbehandelten
murinen Hepa Zellen ca. 83% dieses Transkriptionsfaktors im Zytoplasma befinden. Im

Gegensatz hierzu wurde jedoch nach Behandlung mit 100 uM Zn*" eine Translokation von
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4.3
MTF-1 in den Zellkern und eine spezifische DNS-Bindung beobachtet (Smirnova e a/, 2000).

MTF-1 besitzt ein nukledres Lokalisationssignal, welches zum Transport beitrigt, jedoch nicht
essentiell ist. Zusatzlich gibt es ein Exportsignal, welches fiir die zytoplasmatische Lokalisation
unter Ruhebedingungen veranwortlich ist. Interessant ist, dass auch Stresssignale wie zum
Beispiel Hitzeschock, H,O, oder ein niedriger extrazellulirer pH (pH 6,0) zu einer
Umverteilung von MTF-1 in den Nukleus fihren. Anders als die Schwermetalle Zink und
Cadmium sind diese Stressignale jedoch nicht in der Lage, eine gesteigerte Transkription zu
bewirken (Saydam ez /., 2001). Die Funktion der nukledren Translokation von MTF-1 durch
nicht Metall-bedingten Stress ist noch unklar. Eine mogliche Erklarung wire, dass vielleicht
andere Zielgene fur MTF-1 existieren, die noch nicht identifiziert sind.

Der Signalweg, tiber den die Zytokine 1L-18, IFN-y und TNF-a zu einer Induktion von MT
fihren ist noch nicht bekannt. Eine Hypothese ist, dass IL-18 zu einer gesteigerten IL-6
Expression fithren konnte, welches dann direkt tber den Transkriptionsfaktor STAT die
Transkription von MT bewirken konnte (Hernandez ez /., 2000). Da MAEC auch in der Lage
sind, IL-6 zu produzieren, konnte dies ein moglicher Mechanismus der 1L-1@ mediierten MT-
Induktion sein. Bisher sind keine Transkriptionsfaktoren bekannt, die durch die Zytokine IL-
18, IFN-y oder TNF-« aktiviert werden und an responsive Elemente des MT-Promotors
binden kénnten (Hernandez ez al, 2000). Zytokine sind sehr potente Effektoren in vielen
physiologischen und pathologischen Situationen. Sie spielen eine essentielle Rolle bei
Entzindungsreaktionen, zellulirer Differenzierung sowie Proliferation und Reifung. Jedoch ist
die Aktivitat der einzelnen Zytokine abhingig vom Typ der jeweiligen Zielzelle (Karin ez al.,
1985). So kann z.B. IL-1@ wachstumsfordernd, wachstumshemmend oder auch neutral wirken
(Kilian ez al,
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-18, I11.-6 oder IFN-y zu einer Erhchung der MT-
Expression fihren (De e7 al., 1990; Schroeder & Cousins, 1990; Kondo e# al., 1994; Sciavolino
& Vilcek, 1995). Durch die unterschiedliche Induktion von MT in den einzelnen Organen

1991). In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, dass die

kann es zu einer Umverteilung von Zink im Gewebe kommen.

Ich konzentrierte meine Untersuchungen auf einen méglichen Zusammenhang zwischen der
Zytokin-induzierten iNOS-Aktivitit und der MT-Genexpression. Hierbei zeigte sich, dass eine
Hemmung der durch den Zytokin-Mix induzierten iNOS-Aktivitit mittels NIO zu einer
deutlich reduzierten MT-1 und MT-2 Expression fihrte. Auch die Applikation des NO-
Donors DETA/NO bewirkte eine konzentrationsabhingige Steigerung der MT-1 und MT-2
Genexpression. Dies zeigt, dass NO die Genexpression von MT-1 und MT-2 induziert.

Die bisherigen Untersuchungen des Einflusses von NO auf die Zn**-Homdostase legen die

Vermutung nahe, dass NO tber eine Steigerung der freien intrazelluliren Zn*"-Konzentration

55



4. Diskussion

zu einer Induktion von MT fithren konnte. Um dies zu zeigen wurden die MAEC mit
DETA/NO in Gegenwart des intrazelluliren Zn*"-Chelators TPEN kultiviert. Unter diesen
Bedingungen wurde die MT-1 und MT-2 Expression unter den Ausgangswert unbehandelter
Zellen gesenkt. Dies zeigt, dass die durch NO bedingte Induktion von MT durch Zn**
mediiert wird. Diese Untersuchungen zeigen zum ersten Mal, dass NO, welches endogen
durch die iNOS synthetisiert wird, mittels intrazelluliren Zn*"-Freisetzung die Expression von

Genen regulieren kann.

NO-

A

DETA/NO

Abb. 18: Superinduktion von MT durch NO

Die Behandlung von MAEC mit dem NO-Donor DETA/NO tber 6 h fihrt zu einer
Steigerung der MT-1/-2 Expression. Diese Superinduktion von MT durch nitrosativen Stress
wird durch Zn%—Freisetzung vermittelt. Die durch Nitrosierung von MT freigesetzen Zn*"-
Tonen aktivieren den Transkriptionsfaktor MTF-1, der durch Interaktion mit MRE zu einer
gesteigerten MT-Transkription fithrt. Der Zinkchelator TPEN hemmt diese durch NO-
bedingte Superinduktion von MT.

Zink koénnte ein Signalmolekil sein, dass schon bei geringer Konzentration unterschiedliche
biochemische Prozesse koordiniert (Fischer & Davie, 1998). Die Zn**-Freisetzung aus den
Zink-Clustern von MT unter ,,Nitrosativem Stress® konnte ein Mechanismus sein um die
Konzentration des intrazelluliren freien Zn”" zu erhéhen und hierdurch eine Signalwirkung zu
erreichen. Die in dieser Arbeit gezeigte Zn*"-abhingige Steigerung der MT Genexpression
unter ,,Nitrosativem Stress® ist ein Beispiel fir die Signalfunktion von NO und freiem Zn**
(siche Abb. 18). Ahnliche Ergebnisse konnten mit LPS erzielt werden, dass zu einer 2,5-
fachen Steigerung der MT-1 mRNS Expression in Ratten-Hepatozyten innerhalb von 6 h
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fihrte. Diese Steigerung der MT-1 Expression konnte durch eine spezifische Hemmung der
NOS und dem NO Scavenger PTIO unterdriickt werden, was die wichtige Rolle von NO bet
der LPS-mediierten MT-Induktion zeigt (Arizono ef al., 1995). In Arbeiten von Yamaoka ez a/.
fihrten Zn*'-Konzentrationen von 10 uM zu einer Hemmung der iNOS-Induktion durch
proinflammatorische Zytokine (Yamaoka e al, 2000). Etwas hohere Zn*'-Konzentrationen
sind in der Lage die iNOS Aktivitit zu hemmen (Abou-Mohamed ez a/, 1998). Diese
Ergebnisse zeigen, dass NO mediierte Zn’*-Freisetzung iiber negative feed-back-Regulation
eine weitere iINOS Expression oder sogar die iNOS-abhingigce NO Produktion in
Entzindungsreaktionen =~ hemmt.  Dieses  Phinomen  kénnte  zum  Teil  die
antiinflammatorischen Eigenschaften von Zink erkliren.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Regulation der intrazelluliren Zn2+—Verteilung
eine Signalfunktion von NO ist, welches in Entziindungsreaktionen durch die iNOS

produziert wird.
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5 Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit wurde die Wirkung von in Entzindungsreaktionen in grossen Mengen
gebildeten NO auf Endothelien untersucht, wobei ein besonderer Schwerpunkt auf der
Untersuchung der intrazelluliren 7Zn’"-Homoostase und dem Zinkspeicherprotein

Metallothionein lag.

Die Aktivierung von Wildtyp MAEC mit den proinflaimmatorischen Zytokinen IL-18, IFN-y
und TNF-« fihrt zu einer iNOS-Induktion und nachfolgender NO-Synthese. Nach 24 h wird
MT in den Zellkern transloziert, wo es zu einer Zn”'-Freisetzung kommt. Sowohl die nukleire
Zn* -Freisetzung wie auch die MT-Translokation sind von der Gegenwart
proinflaimmatorischer Zytokine als auch von endogen durch die iNOS gebildetetem NO

abhingig.

Untersuchungen an MT-defizienten MAEC zeigten, dass die nach Aktivierung zu
beobachtende Freisetzung von nukleiren Zn>lonen von der Anwesenheit des
Zinkspeicherproteins Metallothionein abhingig ist. Unter dem Einfluss von NO wird MT S-
nitrosiert und setzt Zn®" frei. Metallothionein hat somit nicht nur die Aufgabe, durch Bindung
und Abgabe von Zn*" die Zn**-Homoostase aufrechtzuerhalten, sondern es ermdglicht auch
unter dem Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen die gezielte Anreicherung von freien

7Zn*" im Zellkern.

Die Expression von MT wird durch proinflammatorische Zytokine gesteigert. Die Zytokin-
induzierte Steigerung der Genexpression ist ebenfalls von der iNOS-Aktivitit abhingig und
lisst sich ebenfalls nach alleiniger Behandlung mit dem NO-Donor DETA/NO nachweisen.
Die gleichzeitige Behandlung mit DETA/NO und dem Zn**-Chelator TPEN fiihrt zu keiner
gesteigerten MT-Expression. Zn*" mediiert somit die in Entziindungsreaktionen durch NO

hervorgerufenen Anderungen der MT-Genregulation.

Proinflammatorische Zytokine kénnen daher tiber das Zusammenwirken von durch iNOS
synthetisiertem NO und der nukleiren Translokation von MT zu einer voriibergehenden
Steigerung der nukleiren Zn*"-Konzentration fithren. Am Ende dieses Signalweges kann Zn*"

die Genregulation bei Entziindungsreaktionen beeinflussen.
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