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I Zusammenfassung

Eine Astrozytenschwellung tritt im Verlauf verschiedener neurologischer
Erkrankungen und bei Verletzungen des Gehirns auf. Bei der hepatischen
Enzephalopathie (HE) nimmt die Astrozytenschwellung eine Schlusselrolle in
der Pathogenese ein. Die Schwellung von Astrozyten ist mit der Bildung von
oxidativem/nitrosativem Stress assoziiert. Reaktive Stick- und
Sauerstoffspezies (RNOS) konnen in unterschiedlichen Zelltypen eine
Freisetzung proteingebundener Zinkionen (Zn?*) bewirken und dariiber die
Funktionen verschiedener Proteine, wie z.B. von Transkriptionsfaktoren,
beeinflussen. Da die Bindung einiger Transkriptionsfaktoren an die DNA durch
Zinkfingerdomanen vermittelt wird, kann eine Storung der Zinkhomoostase
durch oxidativen/nitrosativen Stress die Gentranskription modulieren.

In der vorliegenden Dissertation wurden Effekte einer Astrozytenschwellung auf
die Zinkhomoostase unter Verwendung verschiedener zinksensitiver
Fluoreszenzindikatoren (Newport Green, Zinquin und RhodZin-3-AM)
untersucht und zugrundeliegende Mechanismen charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass eine durch Hypoosmolaritat (205 mosmol/L)
induzierte Astrozytenschwellung bereits nach 15 Minuten eine anhaltende, aber
durch Einstellung von normoosmotischen Bedingungen (305 mosmol/L) wieder
reversible Steigerung der intrazellularen Konzentration freier® Zinkionen
([Zn*'];) induziert.

Die hypoosmotisch-vermittelte Steigerung von [Zn?*]; war sensitiv gegenuber
dem Zn**-Chelator TPEN, den NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 und APS5,
dem Antioxidans Epigallocatechingallat (EGCG) sowie den Stickoxid-Synthase-
Inhibitoren L-NMMA und TRIM.

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine
hypoosmotisch-induzierte Zellschwellung mit einer nukledren Akkumulation der
zinksensitiven Transkriptionsfaktoren metallresponsiver Transkriptionsfaktor 1
(MTF-1) und Spezifitatsprotein 1 (SP1) assoziiert ist. Wahrend die
Hochregulation von MTF-1 mit einer verstarkten Transkription der
Metallothionein-(MT)-1/2 mRNA einhergeht, war die nukleare Akkumulation von
SP1 mit einer Expressionssteigerung der mRNA des peripheren
Benzodiazepinrezeptors (PBR) vergesellschaftet. Sowohl die nukleare
Akkumulation von MTF-1 und SP1, wie auch die mRNA-Expressionssteigerung
von MT-1/2 und PBR werden durch den Zn?*-Chelator TPEN gehemmt.

Auch die fur die Pathogenese der HE relevanten Faktoren Ammoniak,
Diazepam und das pro-inflammatorische Zytokin TNFo, die ebenfalls eine
Astrozytenschwellung und die Bildung von oxidativem/nitrosativem Stress
auslosen, bewirkten eine Freisetzung von Zinkionen aus Proteinen und eine
Erhohung der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen.

Die Daten zeigen, dass eine durch hypoosmotisches Medium vermittelte
Astrozytenschwellung Uber eine gesteigerte Stickstoffmonoxid-Synthese die
Freisetzung von Zinkionen aus Proteinen bewirkt und Uber zinkabhangige
Transkriptionsfaktoren die Gentranskription aktiviert. Wahrend die [Zn*]-
abhangige Expressionssteigerung der MT-1/2 mRNA einer zytotoxischen
Wirkung freier Zinkionen entgegenwirken konnte, kann vermutet werden, dass
die  Expressionssteigerung des PBR assoziiert ist mit einer bei HE
beobachteten gesteigerten Neurosteroidsynthese.



I Summary

Astrocyte swelling is observed in different types of brain injury and is an
important event in the pathogenesis of hepatic encephalopathy (HE). Astrocyte
swelling induces the formation of reactive nitrogen and oxygen species
(RNOS). RNOS formation was shown to promote the release of protein-bound
zinc ions (Zn*) in different celltypes. Zinc plays an important role for the
function of many proteins such as for binding of transcription factors to zinc
finger binding domains on the DNA. Therefore disturbed zinc homeostasis as
induced by oxidative/nitrosative stress may modulate gene transcription.

In the current dissertation the effects of astrocyte swelling on zinc homeostasis
were studied using Zn?*-specific fluorescent indicator dyes (Newport Green,
Zinquin and RhodZin-3-AM) and the underlying mechanisms were
characterized.

The results show that astrocyte swelling as induced by hypoosmolarity
(205 mosmol/L) increased the concentration of free intracellular zinc ions
([Zn*'];) already within 15 minutes and remained elevated for up to 12 h of
observation. This effect was reversible, as elevated [Zn?']; returned to control
levels after reconstitution of normoosmolarity (305 mosmol/L).

The hypoosmotically-induced [Zn**]-increase was sensitive to the Zn** chelator
TPEN, the NMDA receptor antagonists MK801 and APS5, the antioxidant
epigallocatechin gallate (EGCG) and to the nitric oxide synthase inhibitors L-
NMMA and TRIM.

The present study shows that hypoosmotically-induced astrocyte swelling
triggers nuclear accumulation of the transcription factors metal response
element-binding transcription factor 1 (MTF-1) and the specifity protein (SP1).
This was associated with enhanced transcription of the MTF-1 or SP1
responsive genes metallothionein-(MT)-1/2 and peripheral-type benzodiazepine
receptor (PBR), respectively. Both, nuclear accumulation of MTF-1 and SP1 as
well as increased mMRNA expression of MT-1/2 and PBR were abolished by the
Zn?* chelator TPEN.

Also further HE-relevant factors such as ammonia, diazepam and the pro-
inflammatory cytokine TNFa elevated [Zn*"].

The data show that hypoosmotically-induced astrocyte swelling elevates the
intracellular concentration of free zinc ions in a nitric oxide dependent way and
enhances zinc dependent gene transcription.

Whereas the [Zn*']-mediated elevation of MT-1/2 mRNA expression may
counteract cytotoxic effects of free zinc ions, an elevated expression of PBR
may enhance neurosteroid synthesis as observed in brain in HE.
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1 Einleitung

1.1 Astrozyten

1.1.1 Eigenschaften und Vorkommen

Astrozyten gehoren zu den Gliazellen des zentralen Nervensystems (ZNS).
Man unterscheidet drei Gliazelltypen im ZNS: Mikroglia, Oligodendrozyten und
Astrozyten. Mikroglia sind immunkompetente Zellen und &ahneln in ihrer
Funktion Makrophagen. Astrozyten und die Myelinscheiden-bildenden
Oligodendrozyten gehoren zu den Makrogliazellen (Schiebler et al., 1999).
Astrozyten stellen mit 40 — 50 % die Mehrheit der Gliazellen im ZNS dar, und
das relative Verhaltnis von Astrozyten zu Neuronen nimmt mit dem Grad der
zerebralen Entwicklung eines Lebewesens zu (Ransom et al., 2003).
Morphologisch zeigen Astrozyten einen zentral liegenden rundlichen Zellkern
und Fortsatze. Die Astrozytenfortsatze kontaktieren sowohl Kapillaren wie auch
neuronale Synapsen. Die an der Oberflache von Kapillaren endenden
“Astrozytenendfulde” bilden eine dichte Membrana limitans gliae vascularis.
Eine ahnliche Membrana limitans gliae superficialis findet sich in Angrenzung
an die Pia mater (Schiebler et al., 1999).

Anhand morphologischer Kriterien lassen sich drei Astrozytenarten
unterscheiden: Faserastrozyten, protoplasmatische Astrozyten und radiare Glia.
Die Faserastrozyten sind im Durchmesser 10 — 12 ym grol3. Sie haben lange
sehr schmale Fortsatze und kommen vorwiegend in der weil3en Substanz vor.
Protoplasmatische Astrozyten haben einen Durchmesser von 15 — 25 ym und
besitzen kurze, aber stark verzweigte Fortsatze und sind uberwiegend in der
grauen Substanz zu finden. Die radiare Glia stellt eine in der Ontogenese fruh
auftretende Form der Glia dar, die aber auch im adulten Gehirn zu finden ist.
Die langen Fortsatze der radiaren Glia lenken Nervenzellen bei ihrer Migration
wahrend der Hirnentwicklung (Schiebler et al., 1999).

Astrozyten enthalten typischerweise das Intermediarfilament glial fibrillary acidic
protein (GFAP, “Saures Gliafaserprotein”). GFAP kann neben den
zytoplasmatischen Proteinen Glutaminsynthetase (GS) und S-10083 als Marker
fur Astrozyten verwendet werden. Es sind jedoch nur ca. 15 % der Astrozyten
im ZNS GFAP positiv, da GFAP ein Marker fur ,aktivierte“ reaktive Astrozyten
ist (Eng und Ghirnikar, 1994).



1.1.2 Funktionen

Wahrend die Funktionen von Astrozyten fruher ausschlieRlich in der
Unterstlitzung von Neuronen gesehen wurden, zeigen neuere Arbeiten, dass
sie selbst die synaptische Transmission beeinflussen. Astrozyten sind sowohl
an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke und der Pia Mater beteiligt, als auch an
der Regulation der zerebralen Durchblutung (Mulligan und MacVicar, 2004).
Nach neuronaler Schadigung bilden Astrozyten eine sogenannte Glianarbe aus,
die neuronale Funktionen beeintrachtigen kann (Bsp. Schlaganfall,
Ruckenmarkslasionen).

In der embryonalen Entwicklung sowie im Hippocampus ausgereifter Gehirne
dienen die Fortsatze der radiaren Glia den Neuronen als Leitstrukturen, an
welchen Neurone zu ihrem Zielort gelangen kdnnen (Rakic, 2005).

Eine weitere wichtige Funktion der Glia ist die neuronale Versorgung mit
Nahrstoffen. Astrozyten nehmen Glukose aus dem Blut via Glukose-
Transporter auf und bilden hieraus Glykogen, welches bei Bedarf wieder
umgewandelt und zu Pyruvat und Laktat metabolisiert werden kann. Das Laktat
wird Uber Transportersysteme aus der Zelle heraus transportiert und von
benachbarten Neuronen aufgenommen (Pellerin und Magistretti, 2005).

Die Regulierung des chemischen Milieus im Interzellularspalt ist eine weitere
wichtige Funktion der Astrozyten, welche Neurone vor zu hohen Kalium (K*)-
lonen-Konzentrationen und Zink (Zn®*)-lonen-Konzentrationen durch Aufnahme
schutzen. Astrozyten besitzen eine wichtige Rolle in der Entgiftung von
Ammoniak, der Uber die Glutaminsynthetase entgiftet wird. Auch die Regulation
des Wasserhaushaltes, des pH-Wertes und die Inaktvierung freier Radikale
wird von Astrozyten im Gehirn bewerkstelligt (Orkand et al., 1973; Coles und
Deitmer, 2005; Fonseca et al., 2005; Simard und Nedergaard, 2004; Caccamo
et al., 2005).

Das bei der Ammoniakentgiftung gebildete Glutamin ist Ausgangssubstrat fur
die Bildung des Neurotransmitters GABA in GABA-ergen Neuronen (Fonesca et
al., 2005). Das Glutamin wird hierfir via Glutamin-Transporter in Neurone
importiert (Broer et al., 1997).

Aufgrund ihrer synaptischen Lokalisation und Fahigkeit Neurotransmitter
aufzunehmen (Anderson und Swanson, 2000; Anderson et al., 1992) und zu
sezernieren (Parpura et al., 2004; Bezzi et al., 2004) beeinflussen Astrozyten
aullerdem die neuronale Aktivitat.



1.2 Hepatische Enzephalopathie
1.2.1  Klinik und Diagnostik

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein potentiell reversibles,
neuropsychiatrisches Syndrom, welches im Gefolge akuter oder chronischer
Lebererkrankungen auftreten kann (Haussinger, 2006; Hazell und Butterworth,
1999). Neuere Studien weisen jedoch darauf hin, dass die kognitiven
Beeintrachtigungen bei der HE nach Auflosung akuter HE-Episoden nicht
vollstandig reversibel sein konnen (Alturi et al., 2010; Frederick, 2012; Chen et
al., 2012; Riggio et al, 2011; Bajaj et al., 2010). Derzeit kann nicht
abschlie3end beurteilt werden, ob und in welchem Umfang eine Degeneration
im Gehirn von HE-Patienten den kognitiven Beeintrachtigungen zugrunde
liegen konnten.
Bei der HE kommt es zu einer systemischen und damit einhergehenden
zerebralen Erhohung der Ammoniakkonzentration (Butterworth et al., 1987).
Eine eingeschrankte Leberfunktion sowie die Entstehung portosystemischer
Umgehungskreislaufe als Folge einer portalen Hypertension bewirken, dass
Ammoniak, welches beim Aminosaureabbau entsteht, nicht mehr ausreichend
in der Leber entgiftet werden kann. Die daraus resultierende erhohte zerebrale
Ammoniakkonzentration bewirkt eine Astrozytenschwellung. Auch andere
Faktoren wie Benzodiazepine, inflammatorische Zytokine und Hyponatriamie
I6sen eine Astrozytenschwellung aus (Haussinger, 2000 und 2006). Diese
Wirkung HE-relevanter Faktoren erklart, warum Ereignisse wie Blutungen,
Traumen, Infektionen, Behandlungen mit Diuretika oder Sedativa, eine zu hohe
Proteinzufuhr, eine azidotische Stoffwechsellage oder Elektrolytentgleisungen
bei Leberzirrhosepatienten eine HE-Episode ausldosen oder verschlimmern
konnen.
Es wird eine subklinische Form der HE, welche als minimale HE (mHE)
bezeichnet wird, von einer manifesten HE unterschieden. Bei der manifesten
HE unterscheidet man vier Schweregrade. Die Einteilung erfolgt nach den
sogenannten West-Haven-Kriterien. Die Schweregrade sind charakterisiert
durch leichte Personlichkeitsveranderungen bis hin zum Leberkoma (Conn,
1993). Sowohl Informationen Uber neuromuskulare Storungen, als auch
neuropsychometrische Tests konnen bei der Stadieneinteilung helfen (Tabelle
1) (Haussinger, 2006). Die Diagnostik einer minimalen HE (mHE) ist aulerst
problematisch, da fur den HE Grad | charakteristische Symptome auch bei
Patienten ohne Lebererkrankungen beobachtet werden (Haussinger und Sies
2013).
Da die mHE nicht mit manifesten, klinischen Symptomen einhergeht, ist sie nur
anhand psychometrischer und neuropsychologischer Tests beurteilbar
(Groeneweg et al., 1998; Weissenborn et al., 2001; Kircheis et al., 2002;
Kircheis und Haussinger 2008).
Butz et al. beschrieben 2010 in einer Studie, dass motorische Symptome im
Sinne von verlangsamten Fingerbewegungen, Ataxie und Tremor bei Zirrhose-
Patienten schon vor dem Auftreten neuropsychiatrischer Veranderungen
feststellbar sind und somit als frihe Marker einer zerebralen Dysfunktion bei
der HE angesehen werden konnen (Butz et al., 2010).
Neurophysiologische Testverfahren, die fur die Diagnostik der HE angewendet
werden, sind die Paper-Pencil-Tests (z.B. Zahlenverbindungstest),
computerisierte psychometrische Tests, das Ableiten evozierter Potentiale
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sowie die Analyse der kritischen Flimmerfrequenz (critical flicker frequency =
CFF) (Kircheis et al., 2002; Kircheis und Haussinger 2008; Weissenborn et al.,
2001).

Die in der klinischen Praxis am haufigsten eingesetzten und validierten
Testverfahren bestehen in der Bestimmung des Psychometric Hepatic
Encephalopathy Score (PHES) sowie in der Analyse der CFF. Insbesondere die
CFF bietet erstmalig ein objektives Messverfahren zur Beurteilung des HE-
Schweregrades (Kircheis et al., 2002). Sie spielt mittlerweile als sensibles und
reproduzierbares Testverfahren eine gro3e Bedeutung in der Diagnostik,
Quantifizierung und Verlaufsbeurteilung der HE (Romero-Gomez et al., 2007).
Bei der CFF handelt es sich um diejenige Frequenz, bei der ein hochfrequenter,
blinkender Lichtreiz als fimmernd wahrgenommen wird. Es wurde bei einem
Mittelwert von 39 Hz eine 100-prozentige Unterscheidung zwischen Patienten
mit manifester HE und Patienten mit fehlender HE (HE-Grad 0) und fehlender
Leberzirrhose beobachtet. Eine Unterscheidung von Patienten mit mHE von
Patienten ohne HE (HE-Grad 0) gelang mit einer Sensitivitat von 55 % und
einer Spezifitat von 100 % (Kircheis et al., 2002). Es zeigte sich eine
signifikante, statistische Korrelation zwischen der CFF und individueller,
psychometrischer Tests (Kircheis et al., 2002).

Die am haufigsten eingesetzten psychometrischen Testbatterien zur Diagnostik
der mHE sind bisher nicht standardisiert. Daraus ergeben sich Probleme bei
der Definition der mHE, die durch diese psychometrischen Testverfahren
erfasst wird (Haussinger, 2013). Daher wurde eine neue Einteilung der HE-
Schweregrade vorgeschlagen (Haussinger et al., 2006), bei der die mHE und
die bisher bekannten Grade | und |l der manifesten HE unter dem
Sammelbegriff  ,geringgradige  HE® zusammengefasst werden. Die
geringgradige HE kann durch objektive Testverfahren, wie CFF und Ableitung
evozierter Potenziale diagnostiziert werden (Haussinger et al., 2006).
Bildgebende Untersuchungen werden vorwiegend bei differentialdiagnostischen
oder wissenschaftlichen Fragestellungen eingesetzt.

Ebenfalls differentialdiagnostische Bedeutung hat die Bestimmung des
Ammoniakspiegels im Blut. Die Hohe der vendsen
Plasmaammoniakkonzentration korreliert aber nicht zuverlassig mit dem
Schweregrad der HE. Bessere Ergebnisse werden mit arteriellen Blutproben
erreicht (Kramer et al., 2000), welche sofort weiterverarbeitet werden mussen.



Tabelle 1: Einteilung der Hepatischen Enzephalopathie (HE) nach den West-Haven-
Kriterien
Einteilung der HE in Schweregrade nach der West-Haven-Klassifikation (Bewusstsein, Intellekt

und Verhalten) erganzt durch die Erfassung neuromuskularer Stérungen und
neuropsychometrischer Tests. CFF: kritische Flimmerfrequenz.
Nach Haussinger, 2006. Hepatic Encephalopathy, Praxis (Bern 1994)
Grad der Bewusstsein Intellekt Verhalten Neuro-muskulédre Neuropsycho-
HE Storungen metrie
Grad 0 unauffallig unauffallig unauffallig nicht nachweisbar unauffallig,
(keine HE) CFF > 39 Hz
Grad 0 unauffallig unauffallig unauffallig nicht nachweisbar? pathologische
(minimale Testresultate
HE, keine
manifeste
HE)
Grad | Schlaf- verminderte zunehmende gestorte pathologische
(gering- stérungen, Konzentration, Erschopfung, Feinmotorik, Testresultate,
gradig Schlafrigkeit, verminderte Euphorie oder feinschlagiges CFF <39 Hz
manifeste Schlaflosigkeit, Aufmerksamkeit, | Depression, Fingerzittern,
HE) Umkehrung verminderte Geschwatzigkeit, Schriftdnderung
Schlaf/Wach- Reaktions- Reizbarkeit
rhythmus geschwindigkeit
Grad Il Verlangsamung, | kein Zeitgefihl, Enthemmung, Zunahme des pathologische
(mittel- starke Rechnen Personlichkeits- Handezitterns, Resultate,
gradig Schlafrigkeit, beeintrachtigt, anderung, verwaschene CFF <39 Hz
manifeste trager Erinnerungs- Angst, Sprache,
HE) Gedankenfluss, licken Teilnahmslosigkeit verminderte
Lethargie Reflexe,
verstarkter
Muskeltonus
Grad Il Desorientiert- fortschreitende Desorientiertheit verstarkte Reflexe, keine psycho-
(schwere heit, Erinnerungs- (zeitlich und Zunahme metrischen bzw.
manifeste starkste licken (z.B. fur ortlich), krankhafter comupter-
HE, Schlafrigkeit, Erkrankung), Wahnvorstellungen, | Fremdreflexe, psychometrischen
Vorstufe Bewusstseins- Unfahigkeit zu Aggressionen unwillkirliche oder CFF-
des eintriibung, Rechnen rhythmische Augen- | Untersuchungen
Komas) Verwirrtheit, bewegungen durchfiihrbar
Bewegungs- (Augenzittern),
losigkeit, Augenflattern,
z.T. ,Erstarrung” Muskelkrampfe,
fortschreitende
Spastik
Grad IV Bewusstlosigkeit | keine Funktion erloschen Pupillenerweiterung, | keine psycho-
(schwerste Streckkrampfe, metrischen bzw.
Form der Nackensteifigkeit, comupter-
manifesten Erléschen der psychometrischen
HE, Koma) Reflexe, oder CFF-
Tonusverlust Untersuchungen
durchfiihrbar




1.2.2 Therapie

Die wichtigste Therapiemallinahme besteht in der Elimination auslosender
Faktoren (Stillen gastrointestinaler Blutungen, antibiotische Therapie von
Infektionen, Absetzen von Sedativa- oder Diuretika).

Zur Therapie der HE liegen nur wenige placebokontrollierte und randomisierte
Studien vor.

Die EiweilRzufuhr sollte mindestens 1 g/kgkG pro Tag betragen, da die sonst
einsetzende katabole Situation zu einer Verschlechterung der Infektabwehr
fuhren kann (Cordoba et al., 2004).

Die orale Applikation von verzweigtkettigen Aminosauren kann bei hochgradig
proteinintoleranten Patienten die HE-Symptomatik verbessern (Horst et al.,
1984).

In der Vergangenheit haben zahlreiche Studien gezeigt, dass oral
eingenommene Laktulose und nicht resorbierbare Antibiotika vergleichbar
wirksam sind (Conn et al., 1977; Atterbury et al., 1978; Strauss et al., 1992;
DiPiazza et al., 1991).

Eine neuere grolRe Studie von Bass et al. aus dem Jahr 2010 belegt die
Effektivitat von Rifaximin in der Pravention der HE (Bass et al., 2010). In einer
anderen Studie blieb die Wirksamkeit von Rifaximin in einer Subgruppe von
Patienten aus, die nicht gleichzeitig zu Rifaximin mit Laktulose behandelt
wurden (Sharma et al., 2010). Eine Placebogruppe fehlte in dieser Studie.

Die Wirkung von Laktulose-Einlaufen in der Behandlug der HE gilt als gesichert
(Uribe et al., 1987). Nachdem die orale Laktulosetherapie schon lange
typischerweise in der Therapie der HE klinische Anwendung fand, ohne dass
eine placebokontrollierte Studie die Wirksamkeit belegte, konnten Sharma et al.
2009 in einer placebokontrollierten Studie die Wirksamkeit von Laktulose in der
Pravention der rekurrenten HE als Sekundarprophylaxe zeigen (Sharma et al.,
2009). Auch nach gstrointestainalen Blutungen sollte in ein- bis zweistindigen
Abstanden eine Laktulose-Gabe von 500 — 1000 ml 20 %-iger Laktulose oral
oder als Einlauf erfolgen, da die Studie von Sharma et al. aus dem Jahr 2011
zeigt, dass Laktulose in der Verhinderung der HE bei Leberzirrhosepatienten
mit akuten Varizenblutungen effektiv ist (Sharma et al., 2011).

Eine metabolische Alkalose wirkt sich positiv auf die HE aus, weil sie zu einer
kompensatorischen Hochregulierung des Harnstoffzyklus und somit zu einer
gesteigerten Ammoniakentgiftung beitragt.

L-Ornithin-L-aspartat hat sich in kontrollierten Studien als wirksam
herausgestellt (Kircheis et al., 1997; Stauch et al., 1998), indem es im
Harnstoffzyklus die Ammoniumentgiftung steigert.

Leberzirrhosepatienten zeigen erniedrigte Serumzinkspiegel. Die Wirksamkeit
einer Zinksupplementation im Hinblick auf eine Verbesserung der HE-
Symptomatik wird jedoch  kontrovers diskutiert.  Wahrend einige
Untersuchungen eine Steigerung der mentalen Leistungsfahigkeit unter
Zinksupplementation zeigen konnten (Marchesini et al., 1996; Reding et al.,
1984; Riggio et al., 1992), blieben statistisch signifikante Effekt auf die HE-
Symptomatik in der Arbeitsgruppe von Bresci et al. 1993 aus.



Die Wirksamkeit von Probiotika gilt als nicht gesichert (Pereg et al., 2011).

Die einzige therapeutisch langfristig wirksame Option bei der Behandlung von
HE-Patienten besteht in einer Lebertransplantation.

1.2.3 Molekulare Pathomechanismen bei der hepatischen
Enzephalopathie

1.2.3.1 Rolle von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren bei der HE

Ammoniak bewirkt in Astrozyten bereits in geringen Konzentrationen eine
Aktivierung von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren), was zu
einer Erhdhung der intrazelluldren Kalziumionen-Konzentration ([Ca*];) und zu
nachfolgender Bildung von reaktiven Stick- und Sauerstoffspezies fuhrt
(Schliess et al., 2002). Aufgrund der erhohten NO-Bildung kommt es sowohl zu
einer zerebalen Hyperamie (Larsen et al., 2001) als auch zu einer Tyrosin-
Nitrierung von fur die Pathogenese der HE relevanten Proteinen wie der
Glutaminsynthetase (GS), dessen Aktivitat dadurch vermindert wird (Gorg et al.,
2007; Schliess et al., 2002). Die Protein-Tyrosin-Nitrierung (PTN) wurde in vivo
nachgewiesen in Tiermodellen zur HE (Schliess et al., 2002), aber auch in post
mortem Hirnproben von Zirrhose-Patienten mit HE (Gorg et al., 2010). In
Tiermodellen zur HE wurde sie insbesondere in kapillarnahen Astrozyten
beobachtet, was moglicherweise eine verringerte Integritat der Blut-Hirn-
Schranke bewirken konnte (Schliess et al., 2002; Gorg et al., 2003, 2006).
Studien haben gezeigt, dass NMDA-Rezeptorantagonisten sowohl die Protein-
Tyrosin-Nitrierung (Schliess et al., 2002), als auch die Ammoniaktoxizitat im
Tiermodel (Hermenegildo et al., 1996; Vogels et al., 1997) verhindern konnen,
was fur eine bedeutende Rolle der NMDA-Rezeptoraktivierung in der HE-
Pathogenese spricht.

1.2.3.2 Rolle des Peripheren Benzodiazepinrezeptors bei der HE

Der Periphere Benzodiazepinrezeptor (PBR) ist Teil eines 140-200 kDa
Proteinkomplexes. Er ist hauptsachlich an der Aulenseite der
Mitochondrienmembran lokalisiert und kommt im ZNS in Gliazellen vor (Anholt
et al., 1986; Itzhak et al., 1993). Die am besten untersuchte Funktion des PBRs
ist die Neurosteroidbiosynthese (Papadopoulos et al., 1992, 1993). Der PBR
transportiert Cholesterol als Substrat fur die Neurosteroidbiosynthese von der
AuBenseite der Mitochondrienmembran in das Mitochondrieninnere
(Papadopoulos et al., 1992; Papadopoulos, 1993), was den limitierenden Faktor
bei der Neurosteroidbiosynthese darstellt (Simpson und Waterman, 1983;
Jefcoate et al., 1992). Ende der 80er Jahre wurde der PBR erstmalig als ein
moglicher fur die Pathogenese der HE relevanter Faktor diskutiert (Ducis et al.
1989). 1990 fanden Lavoie et al. in Hirnschnitten von Leberzirrhosepatienten,
die im Leberkoma gestorben waren, eine erhOhte Expression des peripheren
Benzodiazepinrezeptors. Nachfolgende Studien zeigten, dass Ammoniak einen
Anstieg der PBR-Expression und eine gesteigerte Neurosteroidsynthese
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induziert (Giguere et al., 1992), welche eine Steigerung des GABAergen Tonus
verursachen konnte. Ein erhohter GABAerge Tonus kann mit einer bei HE
auftretenden Neurodepression einhergehen.

Es konnte eine von PBR-Liganden induzierte Bildung freier Radikale
nachgewiesen werden (Jayakumar et al., 2002; Fennell et al., 2001; Gorg et al.,
2003), welche wiederum Zellschwellung (Lachmann et al., 2013),
Proteinmodifikationen, RNA-Oxidation und weitere Veranderungen in der
Signaltransduktion bedingen (Gorg et al. 2003).

1.2.3.3 Veranderungen in der Neurotransmission bei der HE

Die hepatische Enzephalopathie ist ein neuropsychiatrisches Syndrom, welches
in der Folge akuter und chronischer Lebererkrankungen auftreten kann
(Haussinger, 2006; Hazell und Butterworth, 1999). Klinisch koénnen die
Symptome von einer leichten Beeintrachtigung der Konzentrationsfahigkeit bis
hin zu schweren Bewusstseinsstorungen, Koma und Tod reichen. Die
klinischen Symptome gehen mit einem veranderten Verhaltnis zwischen
inhibitorischer und exzitatorischer Neurotransmission einher. Wahrend die
Symptomatik der HE bei chronischen Lebererkrankungen durch
Neurodepression gekennzeichnet ist, ist sie bei der HE im Rahmen eines
fulminanten Leberversagens durch Neuroexzitation charakterisiert (Haussinger,
2006).
Glutamat ist der bedeutendste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn.
Ammoniak ist Bestandteil des Glutamat-Glutamin-Zyklus (Chan und
Butterworth, 2005). Unter physiologischen Bedingungen dient die astrozytare
Glutaminsynthetase (GS) der Ammoniakentgiftung, indem aus Glutamat und
NH4" Glutamin gebildet wird. Gluatmin wird via spezifischer Transportersysteme
aus den Astrozyten exportiert und gelangt Uber neuronale Glutamintransporter
in Nerven, wo durch die Glutaminase aus Glutamin der exzitatorische
Neurotransmitter Glutamat und NH4* entstehen. Glutamat wird insbesondere in
Vesikeln gespeichert und bei Erregung freigesetzt. Die dadurch induzierte
Exzitation wird durch Astrozyten kontrolliert, indem sie extrazellulares Glutamat
wieder aufnehmen und so Neurone vor Ubererregung schiitzen.
Die gestorte glutamaterge Neurotransmission bei HE ist gekennzeichnet durch
erhohte extrazellulare Glutamatkonzentrationen. Es konnte gezeigt werden,
dass die Gesamtkonzentration von Glutamat im Hirngewebe von Patienten,
welche im Leberkoma gestorben waren, reduziert war (Lavoie et al., 1987). Die
extrazellularen Glutamatkonzentrationen von Tieren, die sich im akuten
Leberversagen befunden hatten, waren jedoch erhoht (de Knegt et al., 1994).
Hamberger et al. beobachteten 1982 eine durch Ammoniak induzierte
gesteigerte neuronalen Glutamat-Freisetzung. Mehrere Arbeiten zeigen
aullerdem, dass Ammoniak eine Glutamatfreisetzung aus Astrozyten induziert
(Gorg et al., 2010, Rose et al.,, 2005). In weiteren Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass Ammoniak eine  Herunterregulation der
Glutamatrezeptoren in Astrozyten bewirkt (Chan et al., 2000; Suarez et al.,
2000; Knecht et al. 1997), und dadurch die Glutamataufnahme durch
Astrozyten erniedrigt.
Butterworth und Giguere zeigten 1986, dass HE-Patienten stark erhohte
zerebrale Glutaminkonzentrationen aufweisen. Mehrere Arbeiten zeigen, dass
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infolge einer erhohten Bildung reaktiver Stick und Sauerstoffspezies die
Glutaminsynthetase in mit Ammoniak behandelten Astrozyten und in Gehirnen
von Zirrhosepatienten mit HE durch Tyrosinnitrierung inaktiviert wird (Schliess
et al., 2002; Gorg et al., 2007 und 2010). Tyrosin-Nitrierung der GS konnte zu
einer Aktivitatsabnahme des Enzyms fuhren. Die funktionale Bedeutung der
Tyrosin-Nitrierung der GS bei der HE ist bislang nicht geklart.

1.2.3.4 Rolle von reaktiven Stick- und Sauerstoffspezies bei der HE

Eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der HE und der Ammoniaktoxizitat
spielt die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) (Haussinger et
al., 2006; Schliess et al., 2006 und 2008; Norenberg et al., 2004). In mehreren
Arbeiten wurde gezeigt, dass eine Astrozytenschwellung die Bildung von RNOS
induziert (Reinehr et al., 2007, Schliess et al., 2002, 2004). Andererseits deuten
andere Arbeiten darauf hin, dass RNOS auch selbst eine Astrozytenschwellung
induzieren (Lachmann et al., 2013; Norenberg et al., 2007). Osmotischer und
oxidativer Stress konnen sich demzufolge wechselseitig verstarken
(Haussinger, 2006): einerseits erhoht eine Astrozytenschwellung die Synthese
von RNOS (Reinehr et al., 2007, Schliess et al., 2002, 2004), und andererseits
bewirken RNOS eine Astrozytenschwellung (Lachmann et al., 2013; Norenberg
et al., 2007). Folgen erhohter RNOS-Bildung in Astrozyten sind die Induktion
einer Protein-Tyrosin-Nitrierung (Schliess et al., 2002, 2004) und RNA-
Oxidation (Gorg et al., 2008). Die Protein-Tyrosin-Nitrierung (PTN) wurde in
vivo nachgewiesen in Tiermodellen zur HE (Schliess et al., 2002), aber auch in
post mortem Hirnproben von Zirrhose-Patienten mit HE (Gorg et al., 2010). In
Tiermodellen zur HE wurde sie insbesondere in kapillarnahen Astrozyten
beobachtet, was moglicherweise eine verringerte Integritat der Blut-Hirn-
Schranke bewirken konnte (Schliess et al., 2002; Gorg et al., 2003, 2006). In
Ihrer Gesamtheit tragen die Folgen erhohter RNOS-Bildung zu Veranderungen
der Astrozytenfunktion, des Zellstoffwechsels, der Genexpression und der
glioneuronalen Kommunikation bei.



1.2.4 Astrozytenschwellung in der Pathogenese der HE

Die HE ist die klinische Manifestation eines geringgradigen, chronischen
Gliadbdems (Haussinger et al., 1994). Nach heutigem Kenntnissstand
beeintrachtigt die Astrozytenschwellung die Funktion der Astrozyten und stort
die glioneuronale Kommunikation. Es ist allgemein anerkannt, dass Ammoniak
ein Haupttoxin bei der HE darstellt. Auch andere HE-relevante Faktoren wie
Benzodiazepine, Hyponatridamie und inflammatorische Zytokine kdnnen eine
Astrozytenschwellung verursachen oder verstarken (Haussinger, 2006). Die
Zellschwellung ist vergesellschaftet mit einer Osmolytdepletion und aktiviert
Signaltransduktionsprozesse, welche auf vielfaltige Weise den Zellstoffwechsel
und die Genexpression verandern (Schliess et al., 2007).

Eine Astrozytenschwellung ist ein fruhes Ereignis unterschiedlicher
Hirnfunktionsstorungen, die durch Schlaganfall, Traumen, Ischamie oder
Lebererkrankungen (Haussinger, 1994 und 2006; Kimelberg, 2005) ausgelost
werden konnen. Bei der hepatischen Enzephalopathie, einer potentiell
reversiblen neuropsychiatrischen Komplikation, ist die dort zu beobachtende
Astrozytenschwellung mit der Bildung von Glutamin, welches bei der
Ammoniakentgiftung entsteht, vergesellschaftet (Norenberg, 1998). Die
Glutaminakkumulation induziert osmotischen Stress, der durch eine
Freisetzung organischer Osmolyte aus den Astrozyten begleitet wird
(Haussinger et al., 1994). Hierdurch wird der Osmolytpool der Astrozyten
depletiert und der Astrozyt empfindlich gegenuber weiteren eine
Astrozytenschwellung induzierenden Faktoren wie pro-inflammatorischen
Zytokinen, Benozdiazepinen etc.. Wahrend Astrozytenschwellung infolge
kompletten Leberversagens zu der Entwicklung eines klinisch ausgepragten
zerebralen Odems fiihrt, ist die HE infolge einer chronischen Lebererkrankung
durch ein geringgradiges zerebrales Odem charakterisiert (Haussinger et al.,
1994).

Abb. 1 zeigt schematisch das heutige akzeptierte Pathogenesemodell. Die
Wirkung einer heterogenen Gruppe HE-prazipitierender Faktoren konvergiert
auf der Ebene der Astrozytenschwellung und der Bildung von RNOS. Da sich
Zellschwellung und Synthese von RNOS wechselseitig bedingen konnen, setzt
sich hierdurch ein sich selbst verstarkender Kreislauf in Gang. In der Folge
werden Proteine posttranslational modifiziert, z.B. durch Phosphorylierung und
Tyrosinierung (Schliess et al., 2002) oder Glycosylierung (Karababa et al.,
2014), RNA oxidiert (Gorg et al, 2008), die Gentranskription moduliert
(Warskulat et al., 2001; Gorg et al., 2013) und Seneszenz induziert (Gorg et al.,
2015). Daraus resultiert eine Astrozytendysfunktion, welche Storungen der
glioneuronalen Kommunikation und der synaptischen Ubertragung verursacht
(Haussinger, 2006).
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HE- auslosende Faktoren

I Ammoniak Zytokine
Hyponatriamie & J Benzodiazepine

M "4

e

NMDA-R, Ca?*
Astrozyt nox, s, PBR

Osmolyt-Depletion

\ROS RS

"/  \ M

Gen- RNA- Protein- Signal-
Expression ®| oxidation [®|Modifikation |* |Transduktion
N S
—~
Astrozytenfunktion

Glio-neuronale Ifommunikation
Synaptische Ubertragung

}

Oszillatorische Netzwerke

v

HE Symptome

Abb. 1: Schematische Darstellung zur Pathogenese der Hepatischen Enzephalopathie
(HE). Modifiziert nach Haussinger und Sies, 2013

1.3 Physiologische Funktionen von Zink

1.3.1 Eigenschaften, Vorkommen und Funktion

Die hdchsten  Zinkionen-Konzentrationen  (Zn**-Konzentrationen) im
menschlichen Korper finden sich in den B-Zellen des Pankreas und im Gehirn
(Frazzini et al., 2006). Zink ist ein essentielles Spurenelement und muss mit der
Nahrung zugefuhrt werden. Der Zinkgehalt des Korpers eines gesunden
Erwachsenen betragt 2 bis 3 g. Die Plasma-Zink-Konzentration liegt unter
physiologischen Bedingungen bei 15 bis 20 ymol/L (King et al., 2000). Obwohl
in eukaryotischen Zellen eine Zn?*-Konzentration von 180 bis 250 pmol/L
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vorliegt, liegt die Konzentration von intrazelluldrem, freiem Zn?* ([Zn**])) im pico-
bis nanomolaren Bereich (Palmiter und Findley, 1995; Krezel und Maret, 2006).
Zerebrales Zink ist vorwiegend in synaptischen Vesikeln glutaminerger Neurone
lokalisiert (Wei et al., 2004). Bei seiner Freisetzung moduliert freies Zn** die
Neurotransmission, sowohl an inhibitorischen GABA-Rezeptoren als auch an
exzitatorischen Glutamatrezeptoren (Smart et al., 1994; Xie et al., 1994).
Mehrere Studien haben gezeigt, dass Zn?* in hohen Konzentrationen toxisch
auf Neurone wirkt und neuronale Apoptose und Zelltod induziert (Kim et al.,
1999; Lobner et al., 2000). Unter physiologischen Bedingungen schutzen
Astrozyten Neurone vor zu hohen extrazellularen Zn?**- und K*-Konzentrationen,
indem die lonen aus dem synaptischen Spalt aufgenommen werden (Simard
und Nedergaard, 2004).

Als zweiwertiges Kation kommt Zn?* hauptsachlich molekular gebunden in
zahlreichen Enzymen, Strukturproteinen, im Zinkspeicherprotein
Metallothionein (MT) und in Transkriptionsfaktoren (TF) vor (Choi und Koh,
1998). In molekular gebundener Form hat Zn** katalytische oder
strukturgebende Bedeutung. So ist Zn** im TF metal regulatory transcription
factor 1 (MTF-1) und im Spezifitatsprotein 1 (SP1) Bestandteil von
Zinkfingerdomanen (Vallee und Falchuk, 1993), welche fur die DNA-Bindung
verantwortlich sind. Dort, aber auch in anderen Proteinen, stabilisiert Zn?* die
Proteinkonformation in Cystein-Histidin-Tetrameren (Abb. 2). Oxidativer Stress,
Inflammation und Schwermetallbelastung fiihren zu einer Freisetzung von Zn?*
aus den Zn?**-Schwefel-Komplexen von Proteinen und damit zu einem Anstieg
von [Zn?*]; in unterschiedlichen Zelltypen (Kroncke, 2007).

Eine Vielzahl von Arbeiten weisen darauf hin, dass die [Zn“"]i-Homobostase eine
wichtige Rolle in der zellularen Signaltransduktion und Genexpression spielt
und damit an der Kontrolle von Energiestoffwechsel, Proliferation und Apoptose
beteiligt ist (Beyersmann und Haase, 2001; Kroncke 2001b, 2007).

Zink beeinflusst Wachstum und Entwicklung (MacDonald et al., 2000) sowie die
Immunabwehr (Fraker et al., 2000) und besitzt antioxidative Eigenschaften
(Powell, 2000).

Im Gehirn ist Zn?* essentiell fiir die Ausbildung von Langzeitgedachtnis und der
Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitat (Li ef al., 2001).

Wahrend in einigen Studien beobachtet wurde, dass eine exzessive Zn*'-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern und ein erhohter transsynaptischer
Zn2+-Transport bei Hirnfunktionsstérungen nach Schlaganfall, Traumen,
Epilepsie und neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt ist (Frazzini et al.,
2006; Takeda, 2001; Vallee und Falchuk, 1993), ist andererseits ein Zinkdefizit
mit Storungen von Gedachtnis, Lernleistung und emotionaler Stabilitat
assoziiert (Takeda et al. 2000; Cope et al. 2010).

2+]i

1.3.2 Zinkbindende Proteine

Metallothioneine (MT) zahlen zu den Proteinen, die Zink binden kdnnen. Sie
haben ein Molekulargewicht zwischen 6000 - 7000 Da und bestehen aus 60 -
68 Aminosauren (Kagi und Kojima, 1987). In Saugetieren kommen vier
verschiedene MT-Isoformen vor. Wahrend MT-1 und MT-2 ubiquitar im Korper
gefunden werden, finden sich die Isoformen MT-3 und MT-4 hauptsachlich in
Gehirn (Montoliu et al., 2000) und Haut (Moffat und Denizeau, 1997). MT ist ein
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monomeres Protein, welches sich aus zwei globularen Domanen
zusammensetzt. Die a-Domane kann drei und die 3-Domane vier Metallionen,
insbesondere Zn?*, in Metall-Schwefel-Clustern binden (Abb. 2) (Riek et al.,
1999).

MT spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der Zn**-Homdostase. Zudem
konnte gezeigt werden, dass eine Zinkanreicherung im Gewebe mit einer de
novo MT-Synthese (Richards und Cousins, 1975; McCormick et al, 1981)
korreliert.

MT hat protektive Eigenschaften. Es schutzt vor oxidativem Stress und
Metalltoxizitat (Aschner, 1996), vor reaktiven Stickoxiden (Schwarz et al., 1995)
und alkylierenden Substanzen (Lohrer und Robson, 1989). Es wurde gezeigt,
dass Inflammation Zytokin-vermittelt die MT-Expression steigert (De et al.,
1990).

Abb. 2: Struktur des intrazellularen Metalloproteins Metallothloneln (MT). Uber Zink-
Schwefel-Bindungen (Zn-S) kénnen bis zu sieben Zinkionen (Zn ") komplexiert werden (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. K.-D. Kréncke nach Kréncke, 1998).

Zink ist essentieller Bestandteil von Zinkfingern in Transkriptionsfaktoren.
Zinkfingertranskriptionsfaktoren ~ sind  Proteine, die mindestens eine
Zinkfigerdomane enthalten, in denen Zn**-lonen in Cysteln -Histidin-Tetrameren
gebunden sind. Die Zink-Schwefel-Komplexe (Zn *-S-Komplexe) der
Zinkfingerdomanen haben eine zentrale Bedeutung fur die Struktur der
Transkriptionsfaktoren. Die Zinkfinger bilden eine schleifenformige Struktur,
welche spezifisch mit der DNA interagieren kann (Thiel und Lietz, 2004). Es
konnte gezeigt werden, dass die intrazelluldre Zn?*-Konzentration die Funktion
von Zinkfingertranskriptionsfaktoren und die Genexpression beeinflusst.

Der metallresponsive Transkriptionsfaktor MTF-1 ist 72,5 KDa schwer und
enthalt sechs Zinkfinger. Mit Hilfe einer Zink-sensitiven- Zlnkflngerdomane
registriert MTF-1 einen [Zn2+].—Anst|eg Die Registrierung des [Zn*"]- Anstiegs
induziert die Translokation von MTF-1 in den Kern und die Transkription von
MT und anderen Proteinen, die an der Zn?*-Homdostase und antioxidativen
Prozessen betelllgt sind (Aschner, 1996). Abbildung4 =zeigt mogliche
Signalwege der Zn vermlttelten Transkriptionsaktivierung von MTF-1.

Das Spezifitatsprotein 1 (SP1) ist ein weiterer Zinfingertranskriptionsfaktor. Die
unterschiedlichen Zlnkflngerdomanen von Proteinen weisen nicht alle die
gleiche Affinitdt zu Zn?* auf. So zeigt die von Bittel et al. 2000 verdffentlichte
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Untersuchung, dass die Zinkfingerdomanen von SP1 sowie die
Zinkfingerdomanen 1I-VI von MTF-1 eine geringere Affinitat zu [Zn?"]-
Veranderungen aufweisen als die Zinkfingerdomane | von MTF-1.

Csermely et al. 1988 fanden, dass ein [Zn**]-Anstieg die Proteinkinase C (PKC)
aktiviert, wahrend You et al. 2007 fanden, dass die PKC SP1 aktiviert. Die
PKC-Proteine besitzen eine wichtige Funktion in der zellularen
Signaltransduktion und werden in drei Gruppen unterteilt: die classic PKC-
Isoformen  (cPKC), welche durch die second messenger Ca®* und
Diacylglycerin aktiviert werden, die novel PKC-Isoformen (nPKC), welche
ebenfalls durch Diacylglycerin aktiviert werden und die atypical PKC-lsoformen
(aPKC), welche Ca®*- und Diacylglycerin-unabhéngig sind.

SP1 aktiviert aber auch die Transkription des PBR (Giatzakis et al., 2004).

1.4 Beeinflussung der Zinkhomoostase durch oxidativen
und nitrosativen Stress

Viele neurodegenerative Erkrankungen gehen mit einer Stérung der Zn*'-
Homdostase einher. Obwohl Zn?* selbst weder oxidiert noch reduziert wird, ist
die Zn**-Homdostase eng an den Redoxstatus der Zelle gekoppelt. Oxidativer
Stress, Inflammation und Schwermetallbelastung fuhren zu einer Erhdhung der
intrazellularen freien Zn**-Konzentration ([Zn?'];) in unterschiedlichen Zelltypen
(Kroncke, 2007).
NO reagiert in Proteinen unter aeroben Bedingungen mit den Schwefel-
Wasserstoff-Gruppen (SH-Gruppen) der Aminosaure Cystein, wodurch S-
Nitrosothiole gebildet werden (Kréncke, 2001a). Bei diesem Vorgang wird Zn?*
aus den Zn-S-Clustern freigesetzt und dadurch eine Konformationsanderung
des Proteins induziert. Da die Zn**-S-Komplexe zentrale Bedeutung fiir die
Struktur von Proteinen haben, bewirkt NO eine Funktionsanderung, welche sich
im Falle der Zinkfinger-TF wie MTF-1 in einer veranderten DNA-
Bindungsfahigkeit auswirkt (Abb. 3) (Kroncke et al, 1994). Wahrend die
Beeintrachtigung von Zinkfingern durch NO reversibel ist und Uber das zellulare
Redoxsystem wieder regeneriert werden kann, sind Thiolmodifikationen wie
Disulfidbriche in den Transkriptionsfaktoren durch oxidativen Stress
irreversibel, wahrscheinlich aufgrund einer oxidativen, nicht mehr reduzierbaren
Modifikation des Proteins (Kroncke et al., 2002).
NO setzt Zn** aus dem Metallspeicherprotein MT frei (Kréncke et al., 1994).
Auch hier erfolgt die Freisetzung aufgrund einer S-Nitrosierung von Cystein-SH-
Gruppen.
Eine Zn**-Freisetzung wurde hier sowohl unter niedrigen als auch unter hohen
NO-Konzentrationen beobachtet (Kroncke, 2003). Die Daten weisen darauf hin,
dass eine niedrige NO-Konzentration eine Transkriptionsaktivierung von
Zinkfinger-TF wie MTF-1 bewirkt, indem Zn?* von MT bereitgestellt und dadurch
Signalkaskaden (z. B. PKC-vermittelt) aktiviert werden (Stitt et al., 2006).
Exzessive NO-Konzentrationen fuhren zu einer Abnahme der DNA-
Bindungsaffinitit von TF, weil Zn?** aus den Zinkfingerdomanen von TF
freigesetzt wird (Abb. 4). Nitrosativer Stress und die nachfolgende Abnahme
der DNA-Bindungsaffinitat kann entweder die Transkription aktivieren, wenn es
sich um reprimierende TF handelt, oder die Transkription hemmen bei Zn?*-
Freisetzung aus aktivierend wirkenden TF (Abb. 4).
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Physiologische Bedingung Oxidativer Stress

+
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o

Cystein-Histidine
Cluster -

Abb. 3: Beeintrachtigung von Zinkfinger-Strukturen in zinkhaltigen Proteinen durch
Stickstoffmonoxid (NO). (mit freundlicher Genehmigung von Prof. K.-D. Kroncke modifiziert
nach Krdéncke et al., 1995).

A. Erhohte NO-Produktion B. Exzessive NO-Produktion {Inflammation}

Transkriptions 3 e Reprimierend
durch | Ti Transkripti

Nukledre Hormonrezeptoren

VDR / RXR TNF-c. Prormiotor : SP-1
PPAR-y

Fas Promotor : YinYang 1

Abb. 4: Einfluss von Stickstoffmonoxid (NO) auf die Zinkabhingige (Zn”-abhéngige)
Transkription

(A.) Unter geringer NO-Produktion kommt es zu einer Transkriptionsaktivierung von Zinkfinger-
Transkriptionfaktoren (TF), entweder indem Signalkaskaden wie die Proteinkinase C (PKC)
durch den Anstieg der intrazellularen freien Zinkionenkonzentration ([Zn2+]i) aktiviert werden,
oder indem sich das aus Metallothionein (MT) freigesetzte Zn* direkt an den TF anlagert und
zu einer Translokation in den Kern und Bindung an die DNA fihrt.

(B.) Exzessive NO-Konzentrationen, wie sie bei Inflammation vorkommen, bewirken eine Zn*-
Freisetzung aus den Zinkfingerdomanen von TF, was bei reprimierenden TF eine
Transkriptionsaktivierung und bei aktivierenden TF eine Transkriptionshemmung auslést.
(modifiziert nach Kréncke, 2003)
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer experimentell
ausgelosten Astrozytenschwellung auf die intrazellulare Konzentration freier
Zinkionen in kultivierten Rattenastrozyten zu untersuchen und die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen und daraus resultierende funktionell
bedeutsame Konsequenzen zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Materialien

100 mm-Zellkulturschalen

14 ml-Réhrchen
24-Well-Zellkulturplatten

96-Well-Platten

50 mI-Rohrchen
60 mm-Zellkulturschalen

ABI 7500 real-time PCR System

Bottle top-Filter

Bradford Protein Assay

Complete Protease-Inhibitor-Cocktail
Deckglaser (Durchmesser @ 12 mm)

Dulbecco's modifiziertes Adler Medium
(DMEM)(1000 mg/L D-Glucose)

DMEM (1000 mg/L D-Glucose) Phenolrot
frei

DMEM (1000 mg/L D-Glucose)
Natriumchlorid (NaCl) frei

Dual Color Protein Standard
Einkanal-Pipetten

Einwegkulvetten

Enhanced Chemilumineszenz Detection Kit

Filterpapier

Falcon, Heidelberg Deutschland
(DE)

Falcon, Heidelberg, DE
Falcon, Heidelberg, DE

Applied Biosystem, Carlsbad,
Californien, USA

Falcon, Heidelberg, DE
Falcon, Heidelberg, DE

Applied Biosystem, Carlsbad,
Californien, USA

Falcon, Heidelberg, DE
BioRad, Munchen, DE
Roche, Mannheim, DE
Roth, Karlsruhe, DE

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE

BioRad, Munchen, DE
Eppendorf AG, Hamburg DE

Sarstedt AG & Co. ,NUmbrecht,
DE

Amersham, Braunschweig, DE

Whatman, Maidstone, United
Kingdom (UK)
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First Strand cDNA Synthesis Kit

Fotales Kalberserum (FCS)

Gewebekulturflaschen

Glasbodenpetrischalen (35 mm)

HiPerFect Transfektionsreagenz

HPGenomeWide
small interfering Ribonukleinsaure siRNA

Nitrocellulose Transfer Membran Protran®

Objekttrager (76 x 26 mm) mit Mattrand
3-Hydroxy-4-(2-sulfo-4-
-[4-sulfophenylazo]phenylazo)-2,7-

-naphthalenedisulfonic acid sodium salt
(Ponceau S)

Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit
Ribonuklease (RNase)

RNase freie Desoxyribonuklease (DNase)
RNeasy mini Kit

Spritzen Omnifix

SYBR Green [polymerase chain reaction
(PCR) Master Mix]

Qiagen, Hilden, DE

PAA Laboratories GmbH, Linz,

Osterreich

Falcon, Heidelberg, DE

MatTek Corporation, United States
of America (USA)

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

Schleicher & Schuell Bioscience,
Dassel, DE

Engelbrecht, Ederminde, DE

Serva, Heidelberg, DE

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, DE
Invitek Berlin, DE

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

B. Braun, Melsungen, DE

Applied Biosystems, Weiterstadt,
DE
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21.2 Gerate

Analysenwaage Kern 770

Blotting-Kammer
Entwicklermaschine AGFA CURIX 60

Konfokales Laserscanning-Mikroskop
(LSM) 510

Fluorimeter FL Ascent

Gelelektrophoresekammern
Kodak Digital Image Station 440CF

Magnetruhrer MR 2000

Phasenkontrast-Mikroskop
Schuttelapparat GFL-3017
Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro

Sterile Werkbank Hera Cell
Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 D
Zentrifuge AHT 35R

21.3 Feinchemikalien

EGCG
((-)-Epigallocatechingallat)

Acrylamid 4K-L6sung (30 %)
Ammoniumchlorid (NH4CI)

AP-5
((2R)-amino-5-phosphonovaleric acid;
(2R)-amino-5-phosphonopentanoate)
Apocynin = Acetovanillon
(4-Hydroxy-3-methoxyacetophenon)

BAPTA-AM

(1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N",N"-

-tetraazetat))

Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, DE

Biometra, Gottingen, DE
Agfa-Gevaert, Leverkusen, DE
Carl-Zeiss AG, Oberkochen DE

Thermo Electron Corporation,
Dreieich, DE

Biometra GmbH, Gaéttingen, DE

Eastman Kodak Co., Rochester,
USA

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwalbach, DE

Carl-Zeiss AG, Oberkochen, DE
Hilab, Dusseldorf, DE

Amersham Biosciences, Freiburg,
DE

Heraus, Karlsruhe, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE
Hettich, Tuttlingen, DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

AppliChem GmbH,
Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Molecular, Probes, Oregon,
USA
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Bovine Serum Albumine (BSA)
Kalziumchlorid (CaCly)

DAF-FM diacetate
(4-Amino-5-Methylamino-2',7'-
-Difluorofluorescein Diacetate)

Diazepam

Go66850

(Bisindolylmaleimide |
(3-(1-(3-(dimethylamino)propyl)-1H-indol-3-yl)-
-4-(1H-indol-3-yl)-1H-pyrrole-2,5-dione))

Wasserstoffperoxid (H202)

Hoechst 34580

(Benzenamine, N,N-dimethyl-4-[5-
-(4-methyl-1-piperazinyl)[2,5'-bi-1H-
-benzimidazol]-2'-yl]-/ 23555-00-2)
lonomycin

(Calcium-

-(4R,6S,85,10Z,12R,14R,16E,18R,19R, 20S,21S)-

-19,21-dihydroxy-22-{(2S,2'R,5S,5'S)-5'-
-[(1R)-1-hydroxyethyl]-2,5'-dimethyloctahydro-

-2,2'-bifuran-5-yl}-4,6,8,12,14,18,20-heptamethyl-

-11-oxido-9-oxodocosa-10,16-dienoat)

L-NMMA
(N(G)-Monomethyl-L-Arginin)

Mitotracker green

(Benzoxazolium, 2-[3-[5,6-dichloro-
-1,3-bis[[4-(chloromethyl)phenyl]methyl]-
-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-ylidene]-
-1-propenyl]-3-methyl-, chloride/ 201860-
17-5)

Mitramycin-A
((1S)-5-deoxy-1-C-((2S,3S)-7-
-{[2,6-dideoxy-3-O-
-(2,6-dideoxy-B3-D-arabino-hexopyranosyl)-
-B-D-arabino-hexopyranosyl]oxy}-3-
-{[2,6-dideoxy-3-C-methyl-B-D-
-ribo-hexopyranosyl-(1—3)-2,6-dideoxy-
-B-D-arabino-hexopyranosyl-(1—3)-
-2,6-dideoxy-B-D-arabino-hexopyranosyl]oxy} -
-5,10-dihydroxy-6-methyl-4-oxo-
-1,2,3,4-tetrahydroanthracen-2-yl)-
-1-O-methyl-D-xylulose)

PAA Laboratories, Linz,
Osterreich

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Molecular Probes, Oregon,
USA

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Alexis Biochemicals, Lausen,
Schweiz

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Molecular Probes, Oregon,
USA

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Molecular Probes, Oregon,
USA

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE
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MK-801

(Dizocilpin ([5R,10S]-[+]-5-methyl-10,11-
-dihydro-5H-dibenzola,d]cyclohepten-
5,10-imine))

Newport-Green™ (NG)

Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS (+Ca**/+Mg?"))

Propidium lodid (PI)
Pyrithion

RhodZin-3-AM
(RhodZin\u2122-3, Azetoxymethylester)

S-Nitrosocystein (SNOC)

Tumor Nekrose Faktor a (TNFa)

TPEN
(N,N,N’,N'-tetrakis-(2-Pyridylmethyl)-
-ethylenediamine)

TRIM
(1-[2-(Trifluoromethyl)phenyllimidazole)
Zinquin ethylester

Zinkchlorid (ZnCly)

Zinksulfat (ZnSO,)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Molecular Probes, Oregon,
USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Molecular Probes, Oregon,
USA

frisch hergestellt
(Protokoll 2.2.3.2.5)

Roche, Mannheim,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
DE
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2.1.4 Primarantikorper

Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)
GAPDH aus Ratte

monoklonal

Biotrend, Kdln, DE

glial fibrillary acidic protein (sauers Gliafaserprotein) (GFAP)

GFAP aus Maus

polyklonal

metal regulatory transcription factor 1 (MTF-1)

MTF-1 aus Kaninchen

polyklonal

Spezifitatsprotein 1 (SP1)

SP1 aus Kaninchen

polyklonal

2.1.5 Sekundarantikorper

HRPOD-Anti Kanninchen Antikorper

HRPOD-Anti Maus Antikorper

21.6 Primer

HPRT-vorwarts:

HPRT-rickwarts:

MT1-vorwarts:

MT1-rickwarts:

PBR-vorwarts:

PBR-rickwarts:

5'-tgctcgagatgtcatgaagga-3

5’-cagagggccacaatgtgatg-3*

5'-gtgggctgctccaaatgtg-3°

5'-cacttgtccgaggcacttt-3°

5'-cacactgtattcggccatgg-3

5'-cctcccagctctttccagatt-3°

Sigma Aldrich,
Deisenhofen, DE

Santa Cruz, Californien
(CA), USA

Santa Cruz, CA, USA

DAKO, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA

MWG-Biotec AG,
Ebersberg, DE

MWG-Biotec AG,
Ebersberg, DE

MWG-Biotec AG,
Ebersberg, DE

MWG-Biotec AG,
Ebersberg, DE

MWG-Biotec AG,
Ebersberg, DE

MWG-Biotec AG,
Ebersberg, DE
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2.2 Methoden

2.2.1 Praparation und Kultivierung von Rattenastrozyten

Primare Astrozyten wurden aus den kortikalen Grol3hirnhemispharen
neugeborener Wistarratten prapariert (Matthiessen et al., 1989). Die durch
Athernarkose getoteten Tiere wurden fiir wenige Sekunden in eine
Ethanollésung (70 % Ethanol, 30 % bidestiliertes Wasser) gelegt und die Haut
vom Kopf entfernt. Nach Eroffnung des Schadels wurde das Hirn entnommen
und die Hemispharen mit Hilfe einer Stereolupe entlang der Sagittallinie
durchtrennt, wobei die Meningen entfernt wurden. Das aus dem zerebralen
Kortex gewonnene Material wurde zerkleinert und fur eine Minute bei 1500
U/min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen und die sedimentierten
Zellen und Gewebestucke in 2 ml frischem Medium aufgenommen worden
waren, wurden die Zellen mit Hilfe einer Pasteurpipette durch wiederholte
Resuspensierung vereinzelt. Es wurden 8 ml DMEM (1000 mg/L D-Glucose)
mit einem FCS-Anteil von 10 % hinzugefugt. Die so entstandene Suspension
wurde mittels einer sterilen Nylongaze (60 ym PorengrofRe) filtriert, nachfolgend
auf zwei Gewebekulturflaschen separiert und mit Zellkulturmedium jeweils auf
ein Volumen von 20 ml aufgefullt. Die Praparation der Zellen erfolgte durch
Frau Brigida Ziegler (Neurologische Klinik, Universitatsklinikum Dusseldorf). Die
Tiere stammten aus dem Organentnahmeprojekt: 036/11 (Leiter: Prof. Dr.
Werner Muller, Neurochemisches Labor der Neurologischen Kiinik,
Universitatsklinikum Dusseldorf).

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bis zu acht Wochen in einem Brutschrank
unter Wasserdampfsattigung bei 37 °C und einem Kohlenstoffdioxid(CO2)-Anteil
von 5 %. Als Zellkulturmedium wurde DMEM (1000 mg/L D-Glucose) mit 10 %
FCS eingesetzt. Zur Erhohung der Reinheit der Astrozytenkulturen wurden die
Zellkulturflaschen fur zwolf Stunden bei 200 U/min auf einen Schuttler gegeben.
Dadurch konnten Mikroglia, Oligodendrozyten und in der Kultur verbliebene
Neurone abgeldst werden (Booher und Sensenbrenner 1972). Alle praparativen
Arbeiten erfolgten unter einer Frontluft-Sterilbank. Nach Bildung eines
subkonfluenten Monolayers wurden die Astrozyten mit Ethylendiamin-
tetraazetat/Trypsin (EDTA/Trypsin) von der Gewebekulturflasche abgeldst und
im Verhaltnis 1 : 2 erneut auf Gewebekulturflaschen ausgesat. Nachdem die
Astrozyten erneut zur Subkonfluenz gewachsen waren, wurden sie auf
unbeschichtete Gewebekulturschalen (d 60 mm und @ 100 mm), 24-Well-
Zellkulturplatten, Glasbodenpetrischalen (MatTek Schalen auf & 35 mm) oder
auf Deckglasern (J 12 mm) subkultiviert. Das Zellkulturmedium wurde dreimal
pro Woche gewechselt. Das Wachstum der Astrozytenkulturen wurde am
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert.

Die Charakterisierung der Reinheit erfolgte durch Immunfluoreszenzanalysen
unter Verwendung des Astrozytenmarkerproteins GFAP und des
neuronenspezifischen NeuN. NeuN konnte in den Kulturen nicht nachgewiesen
werden.

Vor Durchfuhrung der Experimente wurden die Astrozyten Uber Nacht in
Zellkulturmedium ohne FCS kultiviert, um FCS-abhangige Effekte zu
minimieren.
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2.2.2 Experimentelle Behandlung der Astrozytenkulturen

Hypoosmolaritat wurde eingestellt durch Verwendung von NaCl-freiem DMEM
(1000 mg/L D-Glucose), das eine Osmolaritat von 205 mosmol/L aufwies. Bei
den normoosmotischen Kontrollen wurde das Zellkulturmedium ebenfalls
ausgetauscht. In den Experimenten, in denen die Osmolaritaten zwischen 320
und 205 mosmol/L variierten, wurden die Osmolaritaten durch Zugabe
unterschiedlicher NaCl-Mengen in DMEM erreicht. In allen Experimenten wurde
DMEM ohne Phenolrot verwendet, um fluoreszenzbeeintrachtigende Effekte
des Phenolrots zu vermeiden.

Der Einfluss verschiedener Substanzen auf die ZinkhomoOostase kultivierter
Rattenastrozyten wurde sowohl unter hypoosmotischen Bedingungen, als auch
unter normoosmotischen Bedingungen untersucht.

In den Versuchen, in denen Inhibitoren verwendet wurden (AP-5, Apocynin,
BAPTA-AM, EGCG, Go06850, L-NMMA, Mitramycin, MK-801, TPEN, TRIM),
wurden die kultivierten, gehungerten Rattenastrozyten mit den jeweiligen
Substanzen 30 min vor  Stimulation mit hypoosmotischem  bzw.
normoosomotischem Medium inkubiert. Die Inhibitoren waren wahrend des
gesamten Versuchs im Zellkulturmedium anwesend.

Kultivierte, gehungerte Rattenastrozyten wurden mit Ammoniumchlorid (NH4Cl,
5 mmol/L, 6 h), Tumornekrosefaktor a (TNFa, 10 ng/ml, 6 h) oder Diazepam
(10 mmol/L, 6 h) inkubiert.

Dreil3ig Minuten vor Beendigung der sechsstundigen Inkubationsdauer mit den
jeweiligen Substanzen wurde der zinkspezifische Fluoreszenzsfarbstoff NG in
einer Konzentration von 5 pmol/L hinzugegeben und 30 min lang inkubiert.
Zehn Minuten vor Beendigung der sechsstundigen Inkubationsdauer mit den
jeweiligen Substanzen wurde der Kernfarbstoff Hoechst 34580 in einer
Verdunnung von 1 : 10000 hinzugegeben und fur zehn Minuten inkubiert.

Am Ende des Experiments wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um
uberschussigen Farbstoff zu entfernen.

AnschlieRend wurden die Astrozyten wie beschrieben untersucht.
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2.2.3 Nachweis intrazellularer freier Zinkionen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Newport Green

2.2.3.1 Semiquantitativer fluorimetrischer Zink-Nachweis

Es erfolgten  semiquantitative  fluorimetrische = Bestimmungen  des
zinkspezifischen Farbstoffes Newport Green sowohl in Kkultivierten
Rattenastrozyten als auch in zellfreien Kalziumchlorid- oder Zinkchlorid-haltigen
Medien.

Kultivierte, gehungerte Rattenastrozyten wurden in 24-Well-Zellkulturplatten
30 min mit dem Zinkionophor Pyrithion (20 ymol/L) oder mit dem
Kalziumionophor lonomycin (1 umol/L) vorbehandelt. Wo angegeben wurden
entsprechend 3, 30 oder 300 ymol/L CaCl, bzw. ZnCl; hinzu gegeben. In
jeweils einer Probe der mit CaCl, bzw. ZnCl, behandelten Astrozyten befand
sich zusétzlich der Zn?*-Chelator TPEN (25 umol/L). TPEN cheliert Zn%*, nicht
jedoch Ca?* mit hoher Affinitat (Arslan et al., 1985). TPEN wurde bereits 30 min
vor Versuchsbeginn inkubiert und war wahrend des gesamten Experiments
anwesend.

Der zinkspezifische Fluoreszenzfarbstoff NG wurde in einer Konzentration von
5 ymol/L  hinzugefigt und die Astrozyten fur 30 min damit inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS (+Ca®*/+Mg?*) gewaschen,
um Uberschissigen Farbstoff zu entfernen. Am Ende des letzten
Waschvorganges wurde PBS auf den Zellen belassen.

Die semiquantitative Bestimmung der NG-Fluoreszenz im Fluorimeter mit dem
Fluoscan Ascent FL erfolgte bei einer Anregungswellenlange von 488 nm. Die
Emission wurde bei 538 nm gemessen.

Die Quantifizierung der NG-Fluoreszenz in Zell-freien Medien erfolgte 5 min
nach Zugabe von NG.

Semiquentitative fluorimetrische Bestimmungen von [Zn?*]; in kultivierten
Rattenastrozyten  erfolgten zu  unterschiedlichen  Zeitpunkten nach
hypoosmotischer Behandlung.

Dafur wurden die Zellen auf 24-Well-Zellkulturplatten fur unterschiedliche Dauer
(15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h) mit hypoosmotischem Medium (205 mosmol/L)
bzw. normoosmotischem Medium (305 mosmol/L) inkubiert.

Dreillig Minuten vor Beendigung der jeweiligen Inkubationsdauer wurde der
zinkspezifische Fluoreszenzfarbstoff NG (5 ymol/L) hinzu gegeben und 30 min
inkubiert. Im Falle der 15-minutigen hypoosmotischen bzw. normoosmotischen
Inkubation war der Farbstoff fur 15 min anwesend. Nach Beendigung der
Inkubation wurde (iberschiissiger Farbstoff dreimal mit PBS (+Ca®*/+Mg?*)
herunter gewaschen und infolge des letzten Waschvorganges auf den Zellen
belassen.

Danach erfolgte eine semiquantitative Bestimmung des freien Zn?* durch
Messung der NG-Fluoreszenz mit dem Fluoscan Ascent FL, wie im
vorangegangenen Abschnitt beschrieben.

Die bei der normoosmotischen Kontrolle ermittelten NG-Fluoreszenzen wurden
gleich eins gesetzt, und die entsprechenden nach hypoosmotischer Stimulation
ermittelten NG-Fluoreszenzen wurden relativ dazu angegeben.
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Es wurden semiquantitative fluorimetrische Bestimmungen von [Zn**]; in
kultivierten Rattenastrozyten nach Reinstitution von Normoosmolaritat im
Anschluss an hypoosmotische Stimulation durchgefinhrt.

Hierflr wurden die Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten eine Stunde oder sechs
Stunden mit hypoosmotischem (205 mosmol/L) und als Kontrolle mit
normoosmotischem Medium (305 mosmol/L) versetzt. In einer weiteren
Versuchsbedingung wurden die Zellen erst eine Stunde mit hypoosmotischem
Medium und nachfolgend funf Stunden mit normosmotischem Medium
behandelt.

Zugabe des Farbstoffes NG, anschlieBender Waschvorgang und
semiquantitative fluorimetrische Bestimmung der NG-Fluoreszenz erfolgten wie
zuvor beschrieben.

Far alle Bedingungen wurden die unter normoosmotischen
Kontrollbedingungen gemessenen NG-Fluoreszenzen gleich eins gesetzt, und
die der entsprechenden Versuchsbedingungen wurden relativ dazu angegeben.

Nach einstundiger Inkubation kultivierter Rattenastrozyten mit Zellkulturmedium
unterschiedlicher Osmolaritaten wurden semiquantitative fluorimetrische
Bestimmungen von [Zn?*]; durchgefiihrt.

Die Osmolaritaten wurden durch unterschiedliche NaCl-Konzentrationen in
identischen DMEM-Volumina eingestellt.

Inkubation des Farbstoffes NG und semiquantitative fluorimetrische
Bestimmung der NG-Fluoreszenz erfolgten wie angegeben.

Der ermittelte Fluoreszenzwert fur 320 mosmol/L wurde gleich eins gesetzt, und
die Werte, die bei den anderen Osmolaritaten gefunden wurden, wurden relativ
dazu ausgedruckt.

Semiquantitativ fluorimetrisch wurde [Zn?']; in  mit hypoosmotischem und
normoosmotischem Medium behandelten Zellen in An- oder Abwesenheit
inhibitorisch wirkender Substanzen bestimmt.

Die kultivierten Rattenastrozyten wurden in 24-Well-Zellkulturplatten entweder
ohne weitere Behandlung oder nach einer 30-minutigen Vorbehandlung mit und
in der Anwesenheit von BAPTA-AM (10 pmol/), MK-801 (100 pmol/L,
10 ymol/L), AP-5 (50 pmol/L), L-NMMA (1 mmol/L), TPEN (25 pmol/L), EGCG
(30 ymol/L), TRIM (100 uymol/L) oder Apocynin (300 umol/L) fur eine Stunde mit
hypoosmotischem (205 mosmol/L) und normoosmotischem (305 mmosmol/L)
Medium behandelt.

Die Inkubation des Farbstoffes NG und die semiquantitative Bestimmung der
NG-Fluoreszenz wurden wie angegeben durchgefluhrt.

Die Beteiligung einer Ca?*-abhingigen NO-Synthase an der Zinkhomdostase in
kultivierten Rattenastrozyten wurde untersucht.

Hierfir wurden NG beladene (5 ymol/L, 30 min), kultivierte Rattenastrozyten in
24-Well-Zellkulturplatten entweder in An- oder Abwesenheit des Zinkchelators
TPEN (25 pmol/L) oder des nNOS-Hemmstoffs TRIM (Bachetti et al., 2004;
100 pmol/L) mit dem Ca**-lonophor lonomycin (5 umol/L) versetzt. Die NG-
Fluoreszenz wurde funf Minuten nach Zugabe von lonomycin fluorimetrisch
ermittelt, nachdem die Zellen dreimal mit PBS (+Ca®‘/+Mg®*) gewaschen
worden waren, um Uberschussigen Farbstoff zu entfernen. Am Ende des letzten
Waschvorganges wurde PBS auf den Zellen belassen.
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Unter Stimulation mit dem NO-Donor SNOC wurden semiquantitative
fluorimetrische Bestimmungen von [Zn®']; in kultivierten Rattenastrozyten im
zeitlichen Verlauf untersucht

Der NO-Donor SNOC wurde stets frisch hergestellt unter Verwendung von
Cystein-Wasserstoffchlorid (Cystein-HCL) und Natriumnitrit (NaNOz) und
Einstellung des pH-Wertes auf 6-7. SNOC zerfallt unmittelbar nach dem
Losen. Als Zerfallskontrolle wurde SNOC Uber Nacht bei Raumtemperatur
stehen gelassen.

Kultivierte, gehungerte Rattenastrozyten wurden in 24-Well-Zellkulturplatten fur
unterschiedliche Dauer (15 min, 1, 3 oder 6 h) mit dem NO-Donor SNOC in
einer Konzentration von 1 mmol/L versetzt. Drei3ig Minuten vor Beendigung der
jeweiligen Inkubationsdauer mit SNOC wurde NG (5 pmol/L) hinzugegeben. Im
Falle der 15-minutigen SNOC-Inkubation wurde NG gleichzeitig mit dem NO-
Donor auf die Zellen gegeben.

Am Ende des Experiments wurden die Zellen mit PBS (+Ca®/+Mg?")
gewaschen und die NG-Fluoreszenz semiquantitativ fluorimetrisch bestimmt,
wie oben angegeben.

Die unter Kontrollbedingungen (Abwesenheit von SNOC) ermittelte NG-
Fluoreszenz wurde gleich eins gesetzt, und die unter SNOC-Stimulation
gemessenen NG-Fluoreszenzen wurden relativ dazu angegeben.
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2.2.3.2 Diskriminierung von zytoplasmatischen und nuklearen freien
Zinkionen mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie

Kultivierte, gehungerte Rattenastrozyten wurden auf Glasplattenpetrischalen
(Matek-Schalen) fur eine Stunde mit hypoosmotischem (205 mosmol/L) oder
normosmotischem (305 mosmol/L) Medium inkubiert oder fur sechs Stunden
mit NH4Cl (5 mmol/L), TNFa (10 ng/ml) oder Diazepam (10 pymol/L) behandelt.
Als Kontrolle fur die sechsstindigen Experimente wurden die Zellen fur sechs
Stunden mit normoosmotischem Medium (305 mosmol/L) inkubiert.

Dreillig Minuten vor Beendigung der Inkubationsdauer wurden die Zellen mit
NG (5 ymol/L, 30 min) inkubiert, und zehn Minuten vor Beendigung der
Inkubationsdauer wurde der Kernfarbstoff Hoechst 34580 (Verdinnung
1:10000, 10 min) hinzugegeben. Anschlielend wurden die Zellen dreimal mit
PBS (+Ca*/+Mg?*) gewaschen, um iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen. Am
Ende des letzten Waschvorganges wurde PBS auf den Zellen belassen.

Der Nachweis ungebundener zytoplasmatischer und nukledrer Zn?*-lonen
erfolgte  durch Kolokalisation der Fluoreszenzsignale von NG und
Hoechst 34580 mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie. Die Exzitation
des Kernfarbstoffes Hoechst 34580 erfolgte bei einer Wellenlange von 405 nm
und die fur NG bei einer Wellenange von 488 nm.

Nach Erstellung von  Stapel-Aufnahmen konnten mit Hilfe der
Bildbearbeitungssoftware ImageJ (Wayne Rusband, NIH) Hoechst 34580 und
NG kolokalisierende Signale extrahiert werden und mittels dreidimensionaler
Rekonstruktion unter Verwendung der Volocity-4 Software (Improvision,
Lexington, MA) visualisiert werden. Das fiir Zn**-spezifische Fluoreszenzsignal
wurde mit dem Hoechst 34580-Fluoreszenzsignal kolokalisiert und mittels
Imaged Software (Wayne Rusband, NIH) quantifiziert.

Der zytoplasmatische und nukleare Zn**-Nachweis in kultivierten
Rattenastrozyten wurde mit Unterstitzung von Dr. Boris Gorg und Torsten
Janssen durchgefuhrt.

Die dreidimensionale Rekonstruktion wurde von Herrn Dr. Boris Gorg
durchgefuhrt.

28



2.2.4 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis intrazellularer freier
Zinkionen mittels Zinquin

In 24-Well-Zellkulturplatten auf Deckglasern kultivierte Rattenastrozyten wurden
fur eine Stunde in hypoosmotischem (205 mosmol/L) oder normoosmotischem
(305 mosmol/L) Medium inkubiert und jeweils 30 min vor Beendigung des
Experiments mit 25 pmol/L des zinkbindenden Fluoreszenzfarbstoffes Zinquin
(Zalewski et al., 1994) inkubiert.

Bei den Versuchen, bei denen Inhibitoren verwendet wurden, erfolgte eine 30-
minutige Vorinkubation mit dem jeweiligen Inhibitor (TPEN, 25 ymol/L; EGCG,
30 umol/L oder L-NMMA, 1 mmol/L). Die Inhibitoren blieben wahrend des
gesamten Experiments anwesend.

Als Positivkontrolle wurden Astrozyten 30 min mit ZnSO4 (300 pymol/L) und dem
lonophor  Pyrithion (20 ymol/L) inkubiert, gleichzeitig wurde der
Fluoreszenzfarbstoff Zinquin zugegeben und fur 30 min inkubiert.

Am Ende des Experiments wurden die Deckglaser vorsichtig aus dem Medium
genommen und mit einer Pipette mindestens dreimal vorsichtig mit PBS
(+Ca?*/+Mg**) gewaschen, um Uberschiissigen Farbstoff zu entfernen. Die
Deckglaser wurden mit den Zellen nach oben auf einen Objekttrager gelegt und
mit einem Tropfen PBS betraufelt, um die Zellen vor Austrocknung zu schitzen.
Dann wurden schnellstmoglich die Aufnahmen mit einem Epifluoreszenz-
mikroskop gemacht. Die Anregung von Zinquin erfolgte durch Licht der
Wellenlange 405 nm. Die erhaltenen Epifluoreszenzmikroskopaufnahmen
wurden nachfolgend Falschfarben-kodiert.

2.2.5 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis mitochondrialer freier
Zinkionen mittels RhodZin-3-AM

Hypoosmotisch induzierte Verdnderungen der Konzentration freier Zn?*-lonen
in Mitochondrien wurden mit Hilfe des Fluoreszenzfarbsoffes RhodZin-3-AM
untersucht. RhodZin-3-AM ist ein Zn?*-Chelator, der spezifisch in Mitochondrien
akkumuliert und nach Bindung von Zink fluoresziert (Sensi et al., 2003).
Kultivierte Rattenastrozyten wurden in An- oder Abwesenheit des Zinkchelators
TPEN auf Matek-Dishes fur eine Stunde einerseits mit hypoosmotischem
(205 mosmol/L) oder andererseits mit normosmotischem (305 mosmol/L)
Medium inkubiert. In den Versuchen, in denen TPEN anwesend war, wurden
die Zellen mit TPEN bereits 30min vor hypoosmotischer bzw.
normoosmotischer Stimulation inkubiert. TPEN war wahrend des jeweiligen
gesamten Versuches anwesend. Zehn Minuten vor Beendigung der
Experimente wurden die Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen RhodZin-3-AM
(1 ymol/L) und MitoTracker Green (1 ymol/L) inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS (+Ca®*/+Mg?*) gewaschen,
um uberschussigen Farbstoff zu entfernen. Nach dem letzten Waschvorgang
wurde PBS auf den Zellen belassen.

Die Visualisierung freier mitochondrialer Zn**-lonen erfolgte durch konfokale
Laserscanning-Mikroskopie.

Die Untersuchungen zur RhodZin-3-AM Fluoreszenz wurden mit Unterstutzung
von Dr. Boris Gorg und Torsten Janssen durchgefuhrt.
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2.2.6 Fluoreszenzmikroskopische Vitalitatsiiberpriifung mittels
Propidium lodid

Um eine potentielle Toxizitat von Hypoosmolaritat und/oder TPEN auf
Astrozyten zu untersuchen, wurde der Farbstoff Propidium lodid (PI) verwendet,
welcher die Zellmembran geschadigter Zellen passieren kann und nachfolgend
die DNA im Zellkern bindet und hierdurch fluoresziert.

Frihere Studien haben gezeigt, dass eine Inkubation von Astroyzyten mit
hypoosmotischem Medium bis zu 24 h zu keinem Anstieg der LDH-Freisetzung
fuhrt (Schliess et al., 2004), und somit die Behandlung nicht toxisch ist.

In 24-Well-Zellkulturplatten auf Deckglasern kultivierte Rattenastrozyten wurden
fur 6, 9 und 24 Stunden entweder in An- oder Abwesenheit des Zinkchelators
TPEN mit hypoosmotischem (205 mosmol/L) bzw. normoosmotischem
(305 mosmol/L) Medium inkubiert. Als Positivkontrolle fur die PI-Farbung
wurden die Astrozyten fur eine Stunde mit 5 mmol/L H»O; inkubiert. Zehn
Minuten vor Beendigung der Experimente wurden die Zellen mit dem
Kernfarbstoff Hoechst 34580 (Verdinnung 1 : 10000) und dem
Fluoreszenzfarbstoff Pl (25 ymol/L) inkubiert. Nach Beendigung der
Experimente wurden die Deckglaser vorsichtig aus dem Medium genommen
und mit einer Pipette dreimal vorsichtig mit PBS (+Ca®*/+Mg®*) gewaschen, um
uberschussigen Farbstoff zu entfernen. Die Deckglaser wurden mit den Zellen
nach oben auf einen Objekttrager gelegt und mit einem Tropfen PBS betraufelt,
um die Zellen vor Austrocknung zu schutzen. Dann wurden schnellstmoglich
Aufnahmen mit einem Epifluoreszenzmikroskop gemacht. Der Verlust der
Astrozytenmembranintegritat wurde durch Anfarbung der Kerne mit PI
erkennbar.

Die oben genannten Analysen wurden mit Unterstutzung von Dr. Boris Gorg
und Torsten Janssen durchgefuhrt.
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2.2.7 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Stickstoffmonoxid-
Bildung mittels 4-Amino-5-Methylamino-2’,7’-
Difluorofluorescein-Diacetat

Um Effekte von Hypoosmolaritat auf die NO-Synthese in kultivierten
Rattenastrozyten zu untersuchen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff DAF-FM
diacetate (DAF-FM) verwendet. Die Fluoreszenz von DAF-FM ist proportional
zur NO-Produktion (Rodriguez et al., 2005).

Auf Glasplattenpetrischalen kultivierte Rattenastrozyten wurden far 30 Minuten
mit dem NOS-Inhibitor L-NMMA (1 mmol/L) vorinkubiert. Als Kontrolle blieben
die Zellen mit L-NMMA unvorbehandelt. Anschlieend wurden die Astrozyten
fur 10 Minuten mit 1 ymol/L DAF-FM vorinkubiert. Im Fall der mit L-NMMA
vorbehandelten Astrozyten war L-NMMA wahrend der DAF-FM-Inkubation
anwesend. Anschliellend wurde die Osmolaritat des Mediums durch Zugabe
von salzfreiem DMEM auf 205 mosmol/L eingestellt oder eine identische Menge
von normoosmolarem Medium (305 mosmol/L) hinzugegeben.

Nach funfmindtiger Inkubation der mit DAF-FM vorbehandelten Zellen mit
normoosmotischem bzw. hypoosmotischem Medium wurde die DAF-FM-
Fluoreszenz erfasst. Im Falle der Vorinkubation mit dem NOS-Inhibitor L-NMMA
war L-NMMA wahrend des gesamten Experimentes anwesend. Als
Positivkontrolle und um eine Interferenz von L-NMMA mit der DAF-FM-
Detektion auszuschliel3en, wurden die mit L-NMMA beladenen Astrozyten mit
dem NO-Donor SNOC (1 mmol/L, 3 min) versetzt.

Die DAF-FM-Fluoreszenz wurde mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
erfasst. Die Exzitation erfolgte bei 488 nm, und die Emission wurde bei 535 nm
detektiert. Die erhaltenen Aufnahmen wurden nachfolgend Falschfarben-
kodiert.

2.2.8 small interfering RNA vermittelter Knockdown des
Spezifitatsprotein 1

Die Expression des SP1 Proteins wurde mit Hilfe spezifisch gegen die SP1
MRNA-Sequenz TGC-AAG-GGT-CTG-AAT-CTC-TAA gerichteter siRNA (HP
GenomeWide siRNA, Qiagen, Hilden, Deutschland) herunterreguliert. Hierfur
wurde die siRNA mit dem Transfektionsreagenz Hi-Perfect (Qiagen, Hilden,
Deutschland) versetzt und auf auf 60 mm Plastikzellkulturschalen kultivierte
Rattenastrozyten gegeben und fur 24 h inkubiert. Nach 24 h wurde das
Zellkulturmedium gegen siRNA-freies Zellkulturmedium ausgetauscht und die
Zellen fur weitere 48 h weiter inkubiert, bevor die Experimente durchgefuhrt
wurden.
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2.29 Realtime Polymerasekettenreaktion

Gesamt-RNA wurde nach Herstellerprotokoll aus kultivierten Astrozyten mit
dem RNeasy mini kit isoliert (Qiagen, Hilden, Deutschland). Anschliefend
wurde die aufgereinigte RNA mit Hilfe des Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kits
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) fluorimetrisch quantifiziert. Die
Synthese der cDNA erfolgte mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) aus 1 yg Gesamt-RNA.

Mit Hilfe der realtime SYBR Green PCR und des ABI 7500 realtime PCR
Systems  (Applied Biosystem, Carlsbad, Californien) wurde das
Genexpressionsniveau quantifiziert.

Der Standard-PCR-Mix setzte sich bei einem Gesamtvolumen von 25 pl
zusammen aus: 1,2 pl cDNA (1:6 verdunnt), 1,0 ul Primer vorwarts (10 pmol/ul),
1,0 yl Primer ruckwarts (10 pmol/pl), 12,5 ul 2 x SYBRGreen, 9,3 ul Nuklease
freies Wasser.

SYBRGreen ist ein fluoreszierender Farbstoff, welcher an doppelstrangige DNA
bindet. Seine spezifische Anregungswellenlange liegt bei 494 nm und seine
Emissionswellenlange bei 521 nm. Durch Ermittlung der Fluoreszenzsignale ist
eine Quantifizierung der DNA-Menge nach jedem Amplifikationsschritt moglich,
da das Fluoreszenzsignal wahrend der PCR proportional zur Menge der
synthetisierten DNA ansteigt.

96-Well-Platten wurden mit dem Standard-PCR-Mix beladen. Jedes Gen wurde
jeweils im Triplikat bestimmt. Dabei wurden die in Kapitel 2.1.6 aufgeflhrten
Primer verwendet.

Far die realtime PCR wurden folgende Einstellungen gewahlt: Denaturierung fur
zwei Minuten bei 50 °C; Denaturierung bei 95 °C; Annealing bei 95 °C fur
funfzehn Sekunden; Elongation bei 60 °C fur eine Minute. Die Schritte wurden
fur 24 Zyklen wiederholt.

Anhand der Schmelzkurve wurde die amplifiziete DNA im Anschluss der
realtime PCR im Hinblick auf das gebildete Produkt Gberpruft.

Zur relativen Quantifizierung des jeweiligen Gens wurde die Delta-Delta-Ci-
Methode verwendet, welche quantitative Veranderungen von Transkripten zu
einer definierten Kontrolle ermittelt. Zur Standardisierung der ermittelten RNA-
Menge des zu untersuchenden Gens wurde das Expressionsniveau auf das der
endogenen Kontrolle (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT))
normiert.

Die oben beschriebenen Analysen wurden von Frau Prof. Dr. med. Verena
Keitel durchgefuhrt.

2.2.10 Western-Blot

Rattenastrozyten wurden auf 60 oder 100 mm-Plastikkulturschalen kultiviert.
Nach Beendigung des jeweiligen Experiments wurde das Medium entfernt und
die Zellen sofort mit Tris/HCL-Puffer (pH 7,4) bei 4 °C lysiert. Der Tris/HCL-
Puffer enthielt 1%  Triton X-100, 140 mmol/L  NaCl, 1 mmol/L
Ethylendiamintetraazetat (EDTA), 1 mmol/L Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraessigsaure (EGTA), 10 mmol/L Natriumfluorid (NaF), 10 mmol/L
Na-pyrophosphat, 1 mmol/L Sodiumvanadat, 20 mmol/L [3-Glycerophosphat
und einen Protease-Inhibitor-Cocktail (Complete, Roche, Mannheim,
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Deutschland). Die Lysate wurden fur zehn Minuten bei 20.000 x g und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand weiterverwendet.

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte nach Bradford mit Hilfe
des BioRad-Protein-Assays (Biorad, @ Mdunchen, Deutschland) nach
Herstellerprotokoll.

Fiar die SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot-Analyse wurden Proben mit
gleichen Proteinmengen verwendet, die jeweils mit identischen Volumina des
zweimal  konzentrierten = SDS-Auftragspuffers  ((pH 6,8), 200 mmol/L
Dithiothreitol (DTT)) versetzt wurden. Anschlieend wurden die Proben durch
Erhitzen auf 95 °C fur fUnf Minuten denaturiert.

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse erfolgte in
Polyacrylamidgelen (PAA-Gelen) unterschiedlicher PAA-Konzentration (10 %,
12 %). Als GroRenstandard wurde der Dual Color Protein Standard (BioRad,
Munchen, Deutschland) verwendet. Die Elektrophorese wurde in einer
vertikalen Apparatur mit Elektrophoresepuffer (25 mmol/L Tris, 4 mmol/L SDS,
250 mmol/L Glycin) durchgefuhrt. Das Einlaufen der Proben in das Sammelgel
erfolgte bei 160 V, das Auftrennen der Proteine im Trenngel bei 200 - 240 V.
Nach Elektrophorese wurden die PAA-Gele mit Transferpuffer (39 mmol/L
Glycin, 48 mmol/L Tris/HCL, 0,03 % SDS, 20 % Methanol) aquilibriert. Die
Proteine wurden anschlieBend nach der semi-dry-Blot-Methode in einer
Blottingkammer auf eine Nitrozellulosemembran transferriert. Dafur wurden
jeweils drei Lagen in Blottingpuffer getranktes Whatman-Filterpapier unterhalb
und drei Lagen oberhalb des Gels und der Nitrozellulosemembran auf die
Graphitelektroden platziert.

Von der Anode (unten) zur Kathode (oben) sah der Aufbau folgendermalien
aus: Anode, Whatman-Filterpapier, Nitrozellulosemembran, PAA-Gel,
Whatman-Filterpapier, Kathode. Das Blotten wurde bei 0,8 mA/cm? fiir 2 h
durchgefuhrt.

Nach Beendigung des Blottingverfahrens wurden freie, nicht von Potein
gesattigte Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran mit
Blockierungslosung fur 15 min auf dem Schittler abgesattigt. Die
Blockierungslosung bestand aus 5 % BSA gelost in 20 mmol/L Tris/HCL
(pH 7,5), welches 150 mmol/L NaCl und 0,1 % Tween 20 enthielt (TBS-T).
Anschlielend wurde der Primarantikorper in einer Verdinnung von 1 : 5000 in
TBS-T mit 5 % BSA uber Nacht bei 4 °C leicht schuttelnd inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Membran fur jeweils 10 min mit TBS-T wurde der mit
HRPOD gekoppelte Zweitantikorper in einer Konzentration von 1 : 10000 fur
zwei Stunden schuttelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fur jeweils 10min wurde das Protein mittels Enhanced
Chemilumineszenz Detection Kit (Amersham, Braunschweig, Deutschland)
nachgewiesen. Die densitometrische Analyse der Lichtemission wurde mit der
Kodak Image Station 440CF (Eastman Kodak Co., Rochester, USA) und der
Kodak 1D Molecular Imaging Software durchgefuhrt.
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2.2.11 Praparation von Kernextrakten

Nach Beendigung der entsprechenden Experimente wurden die auf 100 mm-
Schalen kultivierten Astrozyten mit 400 pl eiskaltem PBS mit 100 pmol/L
Trinatriumtetraoxovanadat (Na3zVO,) zugig abgelost. AnschlieRend wurden die
Zellmembranen durch Zugabe von 400 pl Puffer und Inkubation fur 10 min bei
4°C aufgeschlossen. Der Puffer enthielt 10 mmol/L N-2-
hydroxyethylpiperazine-N‘-2-ethanesulfonicacid (HEPES, pH 7,9), 1,5 mmol/L
Magnesiumchlorid (MgClz), 10 mmol/L Kaliumchlorid (KCl), 0,5 mmol/L DTT,
0,2 mmol/L Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 1 mmol/L NazVO,4 Nach
Zentrifugierung der Proben mit 20.000 x g bei 4 °C fur zwei Minuten wurde der
Uberstand verworfen und die isolierten Kerne durch 30-mindtige Inkubation von
80 ul Extraktionspuffer bei 4 °C aufgebrochen. Der Extraktionspuffer bestand
aus 20 mmol/L HEPES (pH 7,9), 420 mmol/L NaCl, 1,5 mmol/L MgCl,
0,2 mmol/L EDTA (pH 8,0), 66,5 % (v/v) Glyzerol, 0,5 mmol/L DTT, 0,2 mmol/L
PMSF und 1 mmol/L Na3zVO4. Zum Schluss wurden die Kernextrakte nochmals
bei 20.000 x g und 4 °C fiir zwei Minuten zentrifugiert und der Uberstand mit
den Kernextrakten weiteren Analysen zugefuhrt.

2.2.12 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung vom Mittelwert
(SEM) von mindestens drei unabhangigen Experimenten, d.h. von mindesten
drei unterschiedlichen Zellpraparationen, angegeben. Signifikanzen wurden mit
Hilfe des t-Tests nach Student berechnet, wobei P <0,05 als statistisch
signifikant angesehen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Spezifitatsuberprifung des Zinkchelators Newport-Green

Die Validierung der Spezifitit des Zn®*-Nachweises durch den
Fluoreszenzfarbstoff NG in kultivierten Rattenastrozyten erfolgte, indem
Astrozyten einerseits mit dem Zinkionophor Pyrithion (20 pmol/L) oder
andererseits mit dem Calciumionophor lonomycin (1 pymol/L) 30 min behandelt
wurden. Gleichzeitig wurden 3, 30 oder 300 pymol/L CaCl, oder ZnCly hinzu
gegeben. Tabelle 2 zeigt, dass nur ZnCl, einen konzentrationsabhangigen und
TPEN-sensitiven Anstieg der NG-Fluoreszenz vermittelt. Der Zinkchelator
TPEN cheliert Zn**, nicht jedoch Ca?* mit hoher Affinitét (Arslan et al., 1985).
Ein geringerer als bei ZnCl, beobachteter TPEN-sensitiver Anstieg der NG-
Fluoreszenz konnte aber auch bei einer CaCl,-Konzentration von 30 uymol/L
beobachtet werden. Tabelle 3 zeigt, dass die NG-Fluoreszenz durch Ca®*-lonen
in zellfreien Medien nicht beeinflusst wird. In diesem Experiment wurden ZnCl,-
und CaCly-haltige Losungen in aufsteigenden Konzentrationen mit NG funf
Minuten inkubiert.

Tabelle 2: Validierung der Spezifitit von Newport-Green (NG) in kultivierten Astrozyten

Zugabe von ZnCl, zu Pyrithion-behandelten Astrozyten

ZnCl, 0uM +3 uM +30 pM +30 uM + TPEN  +300 uM

NG-Fluoreszenz 1,00 £ 0,09 1,59 £ 0,08* 1,65 +0,10* 0,81 +0,09 1,73 £ 0,09*

Zugabe von CaCl; zu lonomycin-behandelten Astrozyten

CaCl, 0uM +3 uM +30 pM +30 uM + TPEN  +300 uM

NG-Fluoreszenz 1,00 £ 0,02 1,02 £0,03 1,10 £ 0,02* 0,99 £ 0,02 1,0+0,01

Kultivierte Rattenastrozyten wurden 30 min mit den lonophoren Pyrithion (20 ymol/L) oder lonomycin

(1 pmol/L) und den aufgefihrten Zinkchlorid—anCIz)- bzw. Kalziumchlorid-(CaCl,)-Konzentrationen
inkubiert. Dort, wo angegeben, wurde der Zn“*-Chelator TPEN (25 umol/L) bereits 30 min vor
Versuchsbeginn hinzugefliigt. Am Ende des Experiments wurde die Newport Green-(NG)-Fluoreszenz
fluorimetrisch ermittelt. (modifiziert nach Kruczek et al. 2009, Glia)

*, signifikanter (P < 0,05) Anstieg der NG-Fluoreszenz im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollbedingungen
(0 pmol/L Ca** bzw. Zn2+) (modifiziert nach Kruczek et al. 2009, Glia)

Tabelle 3 Validierung der Spezifitit von Newport-Green (NG) in vitro

Zugabe von CaCl; bzw. ZnCl,

CaCl, bzw. ZnCl, 0 uM 2,5uM 25 uM 37,5 uM
NG-Fluoreszenz (Zn**) 1,00 + 0,01 1,00 + 0,02 1,03 £ 0,01 1,09 + 0,00*
NG-Fluoreszenz (Ca”") 1,00 £ 0,01 0,95 + 0,01 0,95 + 0,01 0,94 + 0,02
CaCl, bzw. ZnCl, 50 (M) 125 (uM) 250 (uM) 500 (uM)
NG-Fluoreszenz (Zn**) 1,14 £ 0,01* 1,24 + 0,01* 1,34 £ 0,02* 1,72+ 0,03*
NG-Fluoreszenz (Ca”") 0,94 + 0,01 0,96 + 0,01 0,92 + 0,02 0,94 + 0,02

Newport-Green (NG, 5 umol/L) wurde in Phosphatpuffer mit den entsprechenden Kalziumchloridionen-
(CaCly)- und Zinkchloridionen-(ZnClz)-Konzentrationen inkubiert und die NG-Fluoreszenz fluorimetrisch
quantifiziert. (modifiziert nach Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.2 Einfluss einer durch hypoosmotisches Medium induzierten
Zellschwellung auf die intrazellulare Konzentration freier
Zinkionen

3.21  Wirkung von Hypoosmolaritat auf die nukledre und
zytoplasmatische Konzentration freier Zinkionen

Die Schwellung von Astrozyten ist ein fruhes Ereignis bei unterschiedlichen
Hirnfunktionsstorungen, z.B. bei Schlaganfall, bei Traumen, bei Ischamie und
bei der mit einer Lebererkrankung einhergehenden Enzephalopathie
(Haussinger, 2006; Kimelberg, 2005). Daher wurde der Einfluss einer
experimentell herbeigefuhrten Astrozytenschwellung auf die intrazellulare
Konzentration freier Zinkionen untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Astrozytenschwellung, welche durch
Inkubation mit hypoosmotischem Medium (205 mosmol/L, 1 h) erreicht wurde,
zu einem signifikanten Anstieg der intrazellularen Konzentration von freien Zn%*-
lonen ([Zn2+]i) gegenuber normoosmotischen Kontrollbedingungen
(305 mosmol/L) fuhrt.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden fur eine Stunde mit hypoosmotischem
(205 mosmol/L) oder mit normosmotischem (305 mosmol/L) Medium inkubiert
und Veranderungen der intrazelluldren Konzentration freier Zn?*-lonen ([Zn?*];)
im Zytoplasma und im Kern mit dem zinkspezifischen Fluoreszenzfarbstoff NG
untersucht. Abb. 5 zeigt die dreidimensionale Rekonstruktion der [Zn2+]i—
Fluoreszenz in kultivierten Astrozyten im Zytoplasma und im mit Hoechst 34580
angefarbten Kern. Die NG-Fluoreszenzintensitat im Kern wurde gemessen, und
nach hypoosmotischer Stimulation stieg die NG-Fluoreszenz um den Faktor
2,08 £ 0,21 (P < 0,04, n=3) gegenuber normoosmotischen
Kontrollbedingungen.

305

mosmol/L

205

mosmol/L

Abb. 5: Visualisierung von nukledren und zytoplasmatischen freien Zinkionen ([Zn2+]i) in
Astrozyten unter normoosmotischen (305 mosmol/L) und hypoosmotischen
Bedingungen (205 mosmol/L) mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (LSM).
Astrozyten wurden mit hypoosmotischem (205 mosmol/L, 1 h) oder normoosmotischem
(305 mosmol/L, 1 h) Medium behandelt und mit Newport-Green (NG; 30 min) und Hoechst
34580 (Hoe, 10 min) angefarbt. Die erhaltenen Bilder wurden fir die Anfertigung
dreidimensionaler Rekonstruktionen verwendet. Der Zn”**-Gehalt des Kerns wurde selektiv
visualisiert, indem die Uberlappenden Hoe- und NG- Fluoreszenzsignale extrahiert und in weil}
dargestellt wurden. (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.2.2 Kinetik der durch hypoosmotisches Medium vermittelten
Erhéhung der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen

Abb. 6 zeigt den zeitlichen Verlauf des [Zn2+]i—Anstiegs in  kultivierten
Rattenastrozyten unter hypoosmotischen Bedingungen.

HierfGr wurden Zellen auf 24-Well-Zellkulturplatten flr die angegebenen Zeiten
mit normoosmotischem (305 mosmol/L) oder hypoosmotischem Medium
(205 mosmol/L) inkubiert. AnschlieBend wurden Veradnderungen der
Konzentration freier Zn**-lonen durch fluorimetrische Bestimmungen der NG-
Fluoreszenz ermittelt.

Eine signifikant erhdhte NG-Fluoreszenz wurde erstmals 30 Minuten nach
hypoosmotischer Stimulation gemessen. Dieser Anstieg persistierte Uber einen

Beobachtungszeitraum von sechs Stunden nach Stimulation.
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Abb. 6: Zeitverlauf der durch Hypoosmolaritit induzierten Erhéhung der intrazelluldren
Konzentration freier Zinkionen. Kultivierte Rattenastrozyten wurden fiir die angegebenen
Zeitdauern (t) mit normoosmotischem (305 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L)
Medium inkubiert und die Newport-Green-(NG)-Fluoreszenzintensitat fluorimetrisch ermittelt.

* signifikant unterschiedlich (P < 0,05) gegeniiber normoosmotischen Kontrollbedingungen.
(Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.2.3 Reversibilitat der hypoosmotisch-induzierten Steigerung der
intrazellularen Konzentration freier Zinkionen

Abb. 7 zeigt die Reversibilitat des durch Astrozytenschwellung induzierten
[Zn?*]-Anstiegs.

Die fluorimetrisch ermittelte Konzentration freier Zinkionen war sowohl nach
einer als auch nach sechs Stunden hypoosmotischer Inkubation
(205 mosmol/L) gegenuber normoosmotischen Kontrollen (305 mosmol/L)
signifikant erhoht. Demgegenuber wurde nach einer Stunde Inkubation in
hypoosmotischem Medium gefolgt von einer funfstindigen Inkubation in
normoosmotischem Medium ein Absinken der fluorimetrisch detektierten NG-
Fluoreszenz unter Kontrollniveau beobachtet. Diese Untersuchungen zeigen,
dass die durch hypoosmotisches Medium herbeigefuhrte Erhohung der
intrazellularen Konzentration freier Zinkionen reversibel ist.
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Abb. 7: Reversibilitit des hypoosmotisch-induzierten Anstiegs der freien intrazelluldren
Zinkionenkonzentration. Kultivierte Astrozyten wurden fir 1 h und 6 h mit hypoosmotischem
(205 mosmol/L) bzw. als Kontrolle mit normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium oder nach
1 h Inkubation mit hypoosmotischem Medium nachfolgend fir 5h mit normoosmotischem
Medium inkubiert. Die Konzentration freier Zn*"-lonen in Astrozyten wurde nachfolgend mit
Newport-Green (NG) fluorimetrisch gemessen und in Relation zur Kontrolle ausgedrickt.

* signifikant unterschiedlich (P < 0,05) gegeniber normoosmotischen Kontrollbedingungen.
(Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.2.4 Osmolaritatsabhangigkeit der intrazelluliren Konzentration freier
Zinkionen

Abb. 8 zeigt die Osmolarititsabhangigkeit der [Zn?**]-Verdnderungen.
Astrozyten wurden fir eine Stunde mit DMEM unterschiedlicher Osmolaritaten
zwischen 320 und 205 mosmol/L versetzt. Die Osmolaritdten wurden durch
Einstellung der NaCl-Konzentrationen erreicht. Bereits eine Verringerung der
Osmolaritat des Mediums um 33 mosmol/L von 305 mosmol/L auf
272 mosmol/L bewirkte einen signifikanten Anstieg der NG-Fluoreszenz. Mit
abnehmender Osmolaritat stieg die NG-Fluoreszenz schrittweise an.

Die Ergebnisse zeigen, dass die intrazelluldare Konzentration freier Zinkionen
mit abnehmender Osmolaritat ansteigt.
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Abb. 8: Osmolaritatsabhidngigkeit der intrazelluliren Konzentration freier Zinkionen.
Astrozyten wurden fir 1 h mit DMEM unterschiedlicher Osmolaritdten inkubiert und die
Newport-Green-(NG)-Fluoreszenz fluorimetrisch ermittelt.

* signifikant unterschiedlich (P < 0,05) gegeniiber der normoosmotischen Kontrolle. (Quelle:
Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.25 Nachweis der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen
mittels Zinquin

Um die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Newport Green (NG) gemessene
hypoosmotisch-induzierte Erhdhung von [Zn**]i zu validieren, wurde der
zinkspezifische Fluoreszenzfarbstoff Zinquin (Zalewski et al., 1994) verwendet.
Astrozyten wurden flir 1h mit hypoosmotischem (205 mosmol/L) oder
normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium inkubiert und 30 min vor
Beendigung der Experimente mit Zinquin (25 pumol/L) beladen. Als
Positivkontrolle wurden die Astrozyten mit Zinksulfat (ZnSO4, 300 ymol/L) und
Pyrithion (20 pmol/L) inkubiert.

Abb.9 =zeigt den Fluoreszenzanstieg in einem mit Zinquin-beladenen
Astrozyten nach Inkubation mit hypoosmotischem Medium (205 mosmol/L, 1 h)
gegenuber normoosmotischen Kontrollbedingungen (305 mosmol/L, 1 h). Als
Positivkontrolle wurden die Astrozyten 30 min mit extrazellularem Zn?* (ZnSO,,
300 pymol/L) in Anwesenheit des lonophors Pyrithion (20 pmol/L) behandelt.
Auch hier war eine deutliche Zunahme der Zinquinfluoreszenz zu beobachten.
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Abb. 9: Nachweis intrazellularer freier Zinkionen in kultivierten Rattenastrozyten mittels
Zinquin. Astrozyten wurden fir 1h mit hypoosmotischem (205 mosmol/L) oder
normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium inkubiert und 30 min vor Beendigung der
Experimente mit Zinquin (25 pmol/L) beladen. Als Positivkontrolle wurden die Astrozyten mit
Zinksulfat (ZnSO4, 300 pmol/L) und Pyrithion (20 pmol/L) fir 30 min inkubiert. Die
Zinquinfluoreszenz wurde mittels Epifluoreszenzmikroskopie aufgenommen und in Falschfarben
dargestellt. (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)

3.2.6 Einfluss von Hypoosmolaritat auf die mitochondriale
Konzentration freier Zinkionen

Hypoosmotisch-induzierte Veranderungen der Konzentration freier Zinkionen in
Mitochondrien wurden mit Hilfe des Fluoreszenzfarbsoffes RhodZin-3-AM
beobachtet. RhodZin-3-AM ist ein in Mitochondrien akkumulierender Zn?*-
Chelator (Sensi et al., 2003).

Wie in Abb. 10 gezeigt, induziert die Behandlung von Astrozyten mit
hypoosmotischem Medium (205 mosmol/L) nach einer Stunde eine Steigerung
der Konzentration freier Zinkionen in Mitochondrien. Ein signifikanter Anstieg
der RhodZin-3-AM-Fluoreszenz um das 1,12-fache + 0,02 (P <0,008) wurde
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nach einer Stunde in mit hypoosmotischem Medium behandelten Astrozyten
gegenuber normoosmotischen (305 mosmol/L) Kontrollbedingungen
nachgewiesen. In Gegenwart des Zinkchelators TPEN (25 pmol/L) blieb die
durch hypoosmotisches Medium herbeigefuhrte Erhohung der mitochondrialen
RhodZin-3-AM-Fluoreszenz aus. In mit TPEN behandelten Astrozyten ergaben
sich nach Stimulation mit hypoosmotischem Medium RhodZin-3-AM-
Fluoreszenzwerte um 0,84 + 0,01 (signifikant (P <0,008) kleiner als in
Astrozyten, die mit hypoosmotischem Medium in Abwesenheit von TPEN
(n = 3) behandelt wurden. Um die mitochondriale Lokalisation von RhodZin-3-
AM zu Uberprafen, wurden die Zellen zusatzlich mit dem Mitochondrienfarbstoff
MitoTracker Green (1 ymol/L, 10 min) beladen.
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Abb. 10: Nachweis der Konzentration freier Zinkionen in Mitochondrien mit RhodZin-3.
Kultivierte Rattenastrozyten wurden in An- oder Abwesenheit von TPEN (25 umol/L) fir 1 h mit
hypoosmotischem (205 mosmol/L) oder normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium inkubiert.
Die mitochondriale Konzentration von [Zn2+]i wurde mittels Fluoreszenz von RhodZin-3-AM
(1 pmol/L, rot, 10 min) und durch MitoTracker Green (1 pmol/L, griin, 10 min) fluoreszierende
Mitchondrien mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (LSM) vislualisiert. (Quelle: Kruczek
et al. 2009, Glia)
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3.3 Einfluss von hypoosmotischem Medium und dem Zinkchelator
N,N,N’,N’-tetrakis-(2-Pyridylmethyl)ethylenediamine auf die
Vitalitat kultivierter Rattenastrozyten

Um eine potentielle Toxizitdt von hypoosmotischem Medium (205 mosmol/L)
und dem Zinkchelator TPEN auf Astrozyten zu untersuchen, wurde der
Farbstoff Propidium lodid (Pl) verwendet, welcher die Membran toter Zellen
permeiert und die DNA anfarbt.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten
bis zu 24 h mit hypoosmotischem Medium keine erhdhte PI-Fluoreszenz in
Astrozyten induziert (Abb. 11). Wahrend eine Anfarbung der Kerne mit PI
(25 ymol/l, 10 min) in mit hypoosmotischem Medium inkubierten Astrozyten
nicht nachweisbar war, stieg die Pl-Fluoreszenz nach Behandlung der Zellen
mit 5 mmol/L H,O, fur 1 h stark an. Auch eine Inkubation der Astrozyten mit
dem Zinkchelator TPEN (25 ymol/L) steigerte 9 h und 24 h nach Behandlung
die nukleare PI-Fluoreszenz.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine anhaltende Zn**-Depletion toxisch ist, und
dass Hypoosmolaritat die Astrozytenvitalitat iUber einen Beobachtungszeitraum
von bis zu 24 h nicht vermindert.
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Abb. 11: Einfluss einer Behandlung kultivierter Astrozyten mit hypoosmotischem
Medium und dem Zinkchelator TPEN auf die Astrozytenvitalitat. Astrozyten wurden in An-
oder Abwesenheit von TPEN (25 pmol/L) fir die angegebenen Zeitrdume mit hypoosmotischem
(205 mosmol/)  oder  normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium inkubiert. In
Kontrollexperimenten wurden die Zellen mit einer toxischen Konzentration Wasserstoffperoxid
(H202) (5 mmol/L, 1 h) inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit dem DNA-Farbstoff
Propidium lodid und mit Hoechst 34580 inkubiert und mittels Epifluoreszenzmikroskopie
Hoechst und PI detektiert. Blau: mit Hoechst 34580 (Hoe, Verdinnung 1:10000, 10 min)
angefarbte Zellkerne. Rot: Verlust der mit Propidium lodid (PI, 25 ymol/L, 10 min) angefarbten
Zellkerne. (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.4 Charakterisierung beteiligter Signalwege an der durch
hypoosmotisches Medium vermittelten Erhohung der
intrazellularen Konzentration freier Zinkionen

3.41 Bedeutung der intrazellularen Kalziumionenkonzentration und von
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren fiir den durch hypoosmotisches
Zellkulturmedium induzierten Anstieg der intrazellularen
Konzentration freier Zinkionen

Die Charakterisierung von Signalwegen, die an der durch hypoosmotisches
Medium induzierten Zunahme von [Zn®'] beteiligt sind, erfolgte, indem
kultivierte Rattenastrozyten mit pharmakologischen Inhibitoren, die in
unterschiedliche Signalwege eingreifen, inkubiert wurden. Veranderungen von
[Zn2+]i wurden am Ende der Experimente mit den fur Zinkionen sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffen und Zn?*-Chelatoren NG oder Zinquin ermittelt.

TPEN ist ein Zn?*-Chelator, der den hypoosmotisch induzierten [Zn?"];
verhindert, wie Abb. 12 und 13 zeigen.

Der Einfluss von Ca®" auf die durch hypoosmotisches Medium (205 mosmol/L)
vermittelte Zunahme der intrazelluldren Konzentration freier Zn**-lonen wurde
unter anderem mit dem Ca®*-Chelator BAPTA-AM untersucht. BAPTA-AM
cheliert mit hoher Affinitat Ca®*, aber auch Zn** (Benters et al., 1997; Csermely
et al., 1989). Wie in Abb. 13 gezeigt, wurde der durch hypoosmotisches
Medium (205 mosmol/L, 1 h) vermittelte Anstieg von [Zn?']; in Gegenwart von
BAPTA-AM (10 pymol/L) signifikant vermindert.

Die potentielle Bedeutung von astroglial exprimierten NMDA-Rezeptoren fur die
durch hypoosmotisches Medium vermittelte intrazelluldre Freisetzung von Zn**
wurde mit dem nicht-kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801
(Wong et al., 1986) untersucht. Die in Abb. 13 prasentierten Ergebnisse zeigen,
dass MK-801 (100 ymol/L) auch den durch hypoosmotisches Medium
(205 msomol/L, 1 h) vermittelten Anstieg der NG-Fluoreszenz hemmit.

Auch der kompetitive NMDA-Rezeptor-Antagonist AP-5 (50 pmol/L) (Olverman
et al., 1984) hemmte die durch hypoosmotisches Medium (205 mosmol/L, 1 h)
vermittelte Steigerung der NG-Fluoreszenz (Abb. 13).

-Anstieg
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Abb. 12: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis freier Zinkionen in kultivierten
Rattenastrozyten. Astrozyten wurden entweder mit normoosmotischem (305 mosmol/L) oder
mit hypoosmotischem Medium (205 msomol/L) fir 1 h in An- und in Abwesenheit von TPEN
(25 ymol/L), EGCG (30 pmol/L) und L-NMMA (1 mmol/L) inkubiert und mit Zinquin (25 pmol/L)
beladen. Nachfolgend wurde die Zinquin-Fluoreszenz mittels Epifluoreszenzmikroskopie
detektiert und die Fluoreszenzintensitaten in Falschfarben kodiert. Als Positivkontrolle wurden
die Astrozyten mit Zinksulfat (ZnSO,4, 300 pmol/L) plus Pyrithion (20 ymol/L) oder mit SNOC
(1 mmol/L, 1 h) inkubiert. (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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Abb. 13: Semiquantitative Bestimmung des Einflusses unterschiedlicher Inhibitoren auf
die durch hypoosmotisches Medium induzierte Erhdhung der intrazelluldaren
Konzentration freier Zinkionen. Astrozyten wurden fir 1 h mit normo- (305 mosmol/L) oder
hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium in An- oder Abwesenheit von Inhibitoren (BAPTA-
AM 10 pymol/L, MK-801 100 pymol/L bzw. 10 ymol/L, AP-5 50 ymol/L, L-NMMA 1 mmol/L, TPEN
25 pmol/L, EGCG 30 ymol/L, TRIM 100 pymol/L, Apocynin 300 umol/L) inkubiert. Nachfolgend
wurden die Zellen mit Newport Green (NG, 5 pmol/L, 30 min) beladen und die NG-Fluoreszenz
fluorimetrisch ermittelt.

*  signifikant  unterschiedlich (P <0,05) gegentiber normoosmotischen Kontrollen
(normoosmotisches Medium plus Inhibitor)

# signifikant unterschiedlich (P < 0,05) gegenliber mit hypoosmotischem Medium behandelten
Zellen in Abwesenheit von Inhibitoren. (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.4.2 Bedeutung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies fur die
durch hypoosmotisches Medium induzierte Steigerung der
intrazellularen Konzentration freier Zinkionen

Es ist bekannt, dass eine Astrozytenschwellung die Bildung von reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) in Astrozyten induziert (Reinehr et al.,
2007; Schliess et al., 2002, 2004). Die Bedeutung der durch hypoosmotisches
Medium induzierten RONS-Bildung wurde durch das potente Antioxidanz
Epigallocatechingallat (EGCG) sowie die NOS-Inhibitoren TRIM und L-NMMA
Uberpruft (Chan et al., 1997; Saffari und Sadrzadeh, 2004).

Abb. 12 und 13 zeigen, dass EGCG (30 umol/L) in kultivierten Rattenastrozyten
den durch hypoosmmotisches Medium (205 mosmol/L) induzierten [Zn?']-
Anstieg vollstandig blockiert.

Wie in Abb. 12 bzw. 13 erkennbar, hemmte EGCG sowohl den Anstieg der
Zinquin- als auch der NG-Fluoreszenz.

Eine deutliche Steigerung der Zinquinfluoreszenz wurde auch in mit dem NO-
Donor SNOC (1 mmol/L, 1 h) behandelten Astrozyten gefunden (Abb. 12).

Abb. 14 zeigt den zeitlichen Verlauf des Anstiegs der NG-Fluoreszenz nach
Stimulation mit SNOC (1 mmol/L, 15 min, 1 h, 3 h und 6 h). Eine signifikante
Steigerung der NG-Fluoreszenz wurde erstmals 15 min nach Behandlung mit
SNOC gemessen.
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Abb. 14: Wirkung des NO-Donors SNOC auf die intrazellulare Konzentration freier
Zinkionen. Kultivierte Rattenastrozyten wurden fiir die angegebenen Zeiten mit SNOC
(1 mmol/L) inkubiert und die intrazelluldre Konzentration freier Zinkionen fluorimetrisch mittels
Newport-Green-(NG)-Fluoreszenz erfasst.

*, signifikant unterschiedlich (P < 0,05) gegentber unbehandelten Kontrollen. (Quelle: Kruczek
et al. 2009, Glia)
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Eine Beteiligung von ROS bei der durch hypoosmotisches Medium induzierten
Steigerung von [Zn**li wurde mit dem NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin
(Muijsers et al., 2000) uberpruft.

Abb. 13 zeigt, dass die Behandlung der Astrozyten mit Apocynin (300 pmol/L)
den durch hypoosmotisches Medium (205 mosmol/L) induzierten [Zn?*]-Anstieg
nicht hemmt.

Die Daten zeigen, dass NO, nicht aber durch die NADPH-Oxidase gebildetes
Superoxid, beteiligt ist an der durch hypoosmotisches Medium induzierten
Erhohung der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen.

3.4.3 Effekt einer durch hypoosmotisches Medium induzierten
Zellschwellung auf die Bildung von Stickstoffmonoxid in
kultivierten Rattenastrozyten

In weiteren Experimenten wurde die Wirkung einer durch hypoosmotisches
Medium induzierten Astrozytenschwellung auf die Bildung von NO untersucht.
Hierfir wurde der Farbstoff DAF-FM diacetate verwendet, dessen
Fluoreszenzintensitat proportional zur NO-Konzentration ansteigt (Rodriguez et
al., 2005).

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit DAF-FM (1 umol/L, 10 min) beladen,
und die NO-Bildung wurde in mit normo- (305 mosmol/L) oder
hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium behandelten Zellen mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie untersucht (Abb. 15).

Wie in Abb. 15 erkennbar, steigert die Behandlung kultivierter Astrozyten mit
hypoosmotischem Medium innerhalb von funf Minuten die DAF-FM-
Fluoreszenzintensitat. Dieser Anstieg konnte mit dem NOS-Inhibitor L-NMMA
(1 mmol/L, 30-minutige Vorbehandlung) vollstandig verhindert werden.

Um eine Interferenz von L-NMMA mit der Detektion der DAF-FM-Fluoreszenz
auszuschlieflen, wurden mit L-NMMA behandelte Astrozyten mit dem NO-
Donor SNOC (1 mmol/L, 3 min) versetzt, was einen sehr starken Anstieg der
DAF-FM-Fluoreszenz induziert (Abb. 15).
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Abb. 15: Nachweis der Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) in kultivierten
Rattenastrozyten mittels Fluoreszenzmikroskopie. Finf Minuten nach Stimulation mit
hypoosmotischem Medium (205 mosmol/L) wurde die Detektion der Fluoreszenzintensitat von
mit DAF-FM (1 ymol/L, 10 min) beladenen Zellen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
nachgewiesen. Wo angegeben, wurden die Experimente in Gegenwart von L-NMMA (30 min
Vorbehandlung, 1 mmol/L) durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurden die mit L-NMMA
behandelten Zellen mit SNOC (1 mmol/L, 3 min) inkubiert. Die erhaltenen
Fluoreszenzintensitaten sind in Falschfarben kodiert. (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)

3.44 Bedeutung der durch hypoosmotisches Medium induzierten
Stickstoffmonoxid-Synthese fur den Anstieg der intrazellularen
Konzentration freier Zinkionen

Um die Rolle von NO-Synthasen auf die schwellungsbedingte intrazellulare
Zn*-Freisetzung in Astrozyten zu untersuchen, wurde der Breitband-NOS-
Hemmstoff L-NMMA (Knowles und Moncada, 1994) eingesetzt.

Abb. 12 zeigt, dass in mit L-NMMA behandelten Astrozyten die durch
hypoosmotisches Medium induzierte Erhohung der Zinquinfluoreszenz nicht
detektierbar ist.

L-NMMA hemmte auch die durch hypoosmotisches Medium induzierte
Steigerung der NG-Fluoreszenz (Abb. 13).

Die Untersuchungen zeigen, dass L-NMMA den hypoosmotisch induzierten
[Zn**]-Anstieg nahezu vollstandig hemmt.
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3.4.5 Bedeutung der intrazellularen Kalziumionen-Konzentration und
von Stickstoffmonoxid-Synthasen fiir die intrazellulare
Konzentration freier Zinkionen

Weitere Untersuchungen dienten der Charakterisierung der an der
Zinkfreisetzung beteiligten NO-Synthasen. Hierfur wurden Experimente mit dem
NNOS-Hemmstoff TRIM (Bachetti et al., 2004) durchgefuhrt. Kultivierte
Astrozyten wurden in An- oder Abwesenheit von TRIM (100 umol/L, 30 min
Vorbehandlung) fur eine Stunde mit hypoosmotischem (205 mosmol/L) oder
normoosmotischem (305 mosmol/L) Medium versetzt und 30 min mit dem
zinkspezifischen Fluoreszenzfarbstoff NG (5 umol/L) inkubiert. AnschlieRend
wurde die NG-Fluoreszenz mittels Fluoreszenzmikroskopie erfasst. Abb. 13
zeigt, dass TRIM den hypoosmotisch induzierten [Zn?']-Anstieg signifikant
vermindert.

In weiteren Experimenten wurde die Bedeutung der intrazelluldren Ca®-
Konzentration fur die [Zn2+]i-Freisetzung untersucht. Dafur wurden kultivierte
Rattenastrozyten mit dem Ca**-lonophor lonomycin (5 umol/L, 5 min) behandelt
und die intrazelluldre Konzentration freier Zn®*-lonen mittels NG-Fluoreszenz
erfasst. Abb. 16 zeigt, dass eine durch lonomycin hervorgerufene [Ca?']-
Erhdhung in kultivierten Rattenastrozyten nach funf Minuten zu einem
signifikanten [Zn?']-Anstieg filhrt, welcher sowohl mit dem Zn?**-Chelator TPEN
(25 umol/L, 30 min Vorbehandlung) als auch mit dem nNOS-Hemmstoff TRIM
(100 wmol/L, 30 min Vorbehandlung) gehemmt wurde.
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Abb. 16: Bedeutung von Kalziumionen (Ca2+) und der nNOS fiir den Anstieg der
intrazelluldren freien Zinkionenkonzentration ([Zn2+]i). Kultivierte Rattenastrozyten wurden
mit lonomycin (5 pmol/L, 5 min) inkubiert in An- oder Abwesenheit von TPEN (25 umoliL,
30 min Vorbehandlung) oder TRIM (100 umol/L, 30 min Vorbehandlung) und die NG-
Fluoreszenz semiquantitativ fluorimetrisch erfasst.

Die NG-Fluoreszenz unbehandelter Kontrollen wurde gleich eins gesetzt.

* signifikant unterschiedlich (P < 0,05) gegentber unbehandelten Kontrollen.

# signifikant unterschiedlich (P < 0,05) gegenuber lonomycin-behandelten Astrozyten.(Quelle:
Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.5 Einfluss einer durch hypoosmotisches Medium induzierten
Zellschwellung auf die nukleare Akkumulation der
Transkriptionsfaktoren metallresponsiver Transkriptionsfaktor 1
und Spezifitatsprotein 1

3.5.1 Bedeutung der durch hypoosmotisches Medium induzierten
Zinkfreisetzung fur die nukleare Akkumulation des
metallresponsiven Transkriptionsfaktors 1

Um den Effekt eines durch hypoosmotisches Zellkulturmedium herbeigefihrten
Anstiegs von [Zn®*]; in kultivierten Rattenastrozyten auf eine mogliche
Akkumulation des Zinkfingertranskriptionsfaktors metallresponsiver
Transkriptionsfaktor 1 (MTF-1) im Kern zu untersuchen, wurden Western-Blot-
Analysen unter Verwendung von Kernextrakten durchgefuhrt. Kultivierte
Astrozyten wurden fiir eine Stunde in An- oder Abwesenheit des Zn**-Chelators
TPEN (25 umol/L, 30 min  Vorbehandlung) mit hypoosmotischem
(205 mosmol/L) oder mit normoosmotischem Medium (305 mosmol/) inkubiert.
Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellkerne prapariert und Protein
extrahiert. AnschlieBend wurden die aus den Kernen isolierten Proteine in
Western-Blot-Analysen verwendet.

Abb. 17 zeigt, dass die Stimulation mit hypoosmotischem Medium im Vergleich
zu normoosmotischem Medium einen signifikanten Anstieg der MTF-1-
Konzentration in den Kernextrakten induziert. In Kernextrakten von mit
hypoosmotischem Medium behandelten Rattenastrozyten, die mit dem Zn?*-
Chelator TPEN behandelt wurden, fand sich eine signifikant geringere MTF-1-
Expression als in Kernextrakten von mit hzypoosmotischem Medium
behandelten Rattenastrozyten, die nicht mit dem Zn**-Chelator TPEN behandet
wurden.
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Abb. 17: Effekt einer durch hypoosmotisches Medium herbeigefiihrten Zellschwellung
auf die Expression des Transkriptionsfaktors MTF-1. Astrozyten wurden fir 1 h mit normo-
(305 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium in An- oder Abwesenheit von
TPEN (25 ymol/L) inkubiert und MTF-1 in Kernextrakten mittels Western-Blot analysiert.

Unten: Densitometrische Quantifizierung der MTF-1-Konzentration der Kernextrakte.

Die unter normoosmotischer Kontrollbedingung gemessene Immunoreaktivitat wurde gleich
eins gesetzt und die Immunoreaktivitdt, die unter hypoosmotischer Bedingung plus TPEN
gemessen wurde, relativ dazu angegeben.

*, signifikant (P < 0,05) gegeniiber mit normoosmotischem Medium behandelten Astrozyten

#, signifikant (P < 0,05) gegenuber mit hypoosmotischem Medium in Abwesenheit von TPEN
behandelten Astrozyten (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)

3.5.2 Bedeutung der Proteinkinase C fur die durch hypoosmotisches
Medium induzierte nukleare Akkumulation des
Spezifitatsproteins 1

In weiteren Untersuchungen wurde uberpruft, ob die Behandlung kultivierter
Astrozyten eine nukleare Akkumulation des Spezifitatsproteins 1 (SP1)
induziert. Eine potentielle nukleare Akkumulation des Transkriptionsfaktors SP1
als Antwort auf hypoosmotische Schwellung wurde analog zu den MTF-1-
Untersuchungen (3.5.1) durchgefuhrt. Hierfr wurden Kernextrakte aus mit
normo- (305 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium
behandelten Astrozyten prapariert und die SP1-Expressionslevel mittels
Western-Blot-Analyse bestimmt. Ein Einfluss von Zn* wurde durch
Verwendung des Zinkchelators TPEN (25 pmol/L, 30 min Vorbehandlung)
uberpruft. Abb. 18 zeigt, dass es nach einstindiger Stimulation mit
hypoosmotischem Medium zu einem signifikanten Anstieg der SP1-Expression
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im Kern gegenuber mit normoosmotischem Medium behandelten Kontrollen
kommt.

Eine Beteiligung der PKC bei der durch Zn**-vermittelten Aktivierung von SP1
wurde mit dem selektiven cPKC-Inhibitor G66850 untersucht. G66850 hemmt
sowohl PKC a, PKC g1, PKC gll, y als auch § (Martiny-Baron et al., 1993).
Abb. 18 zeigt, dass G06850 die nukleare Akkumulation von SP1 in mit
hypoosmotischem Medium behandelten Astrozyten signifikant hemmit.
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Abb. 18: Bedeutung von [Zn*]; und der cPKC fiir die durch hypoosmotisches Medium
induzierte nukledare Akkumulation von SP1. Astrozyten wurden fur 1 h mit normo-
(305 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium in An- oder Abwesenheit von
TPEN (25 ymol/L, 30 min Vorbehandlung) oder G66850 (10 umol/L, 30 min Vorbehandlung)
inkubiert und SP1 in Kernextrakten mittels Western-Blot analysiert.

Unten: Densitometrische Quantifizierung der SP1-Konzentration der Kernextrakte.

Die unter normoosmotischer Kontrollbedingung gemessene Immunoreaktivitat wurde gleich
eins gesetzt und die Immunoreaktivitat, die unter hypoosmotischer Bedingung plus TPEN bzw.
G066850 gemessen wurde, relativ dazu angegeben.

*, signifikant (P < 0,05) gegeniiber mit normoosmotischem Medium behandelten Astrozyten

#, signifikant (P < 0,05) gegenuber mit hypoosmotischem Medium in Abwesenheit von TPEN
bzw. G66850 behandelten Astrozyten (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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3.6 Einfluss einer hypoosmotisch-vermittelten Zellschwellung auf die
Gentranskription von Metallothionein und des peripheren
Benzodiazepinrezeptors

3.6.1 Bedeutung von [Zn*']; fiir die durch hypoosmotisches Medium
induzierte Erhohung der Metallothionein-mRNA-Expression

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss des schwellungsbedingten
[Zn?*]-Anstiegs auf die Genexpression von Metallothionein 1/2 (MT-1/2)
untersucht. Hierfur wurden kultivierte Astrozyten in An- oder Abwesenheit des
Zn**-Chelators TPEN mit normoosmotischem (305 mosmol/L) oder
hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium fur 1 h oder 4 h inkubiert und
anschliefend die MT-1/2-mRNA-Spiegel mittels RT-PCR in RNA-Praparationen
quantifiziert.

Wie in Abb. 19 A gezeigt, steigt die mRNA-Expression von MT-1/2 eine Stunde
und starker vier Stunden nach Inkubation mit hypoosmotischem Medium
signifikant an. Dieser Anstieg konnte durch den Zinkchelator TPEN (25 pmol/L,
30 min Vorbehandlung) vollstandig gehemmt werden.

3.6.2 Bedeutung von [Zn*']; fiir die durch hypoosmotisches Medium
induzierte Erhéhung der mRNA-Expression des peripheren
Benzodiazepinrezeptors

In den nachfolgenden  Experimenten wurde der Einfluss des
schwellungsbedingten [Zn*']-Anstiegs auf die Genexpression des PBRs
untersucht. Hierfur wurden kultivierte Astrozyten in An- oder Abwesenheit des
Zn?*-Chelators TPEN (25 pmol/L, 30 min Vorbehandlung) mit
normoosmotischem (305 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L)
Medium fur 1 h oder 4 h inkubiert und anschliefend die PBR-mRNA-Expression
mittels RT-PCR quantifiziert.

Die Bedeutung von SP1 fur die durch hypoosmotisches Medium herbeigefuhrte
Expressionssteigerung wurde mit dem SP1-Inhibitor Mitramycin (Huang et al.,
2008) untersucht.

Abb. 19.B zeigt, dass die Behandlung kultivierter Rattenastrozyten mit
hypoosmotischem Medium innerhalb von 4 h zu einem signifikanten und durch
den Zn?*-Chelator TPEN hemmbaren Anstieg der PBR-mRNA-Expression
gegenuber normoosmotischen Kontrollen fuhrt. Auch der SP1-Inhibitor
Mitramycin (500 nmol/L, 30 min Vorbehandlung) inhibiert die durch
hypoosmotisches Medium induzierte PBR-Expressionssteigerung vollstandig.
Um die SP1-Abhangigkeit der PBR-Transkription zu uberprufen, wurde SP1
mittels Transfektion einer SP1-spezifischen siRNA herunterreguliert. Als
Kontrolle diente die Transfektion mit scrambled siRNA. Nachfolgend wurde die
PBR-mRNA-Expression mittels RT-PCR quantifiziert.

Abb. 19.B zeigt, dass ein SP1-Knockdown in kultivierten Astrozyten die durch
hypoosmotisches Medium induzierte Hochregulierung der PBR-mRNA-
Expression vermindert.
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Abb. 19: Bedeutung von [Zn*']; und von SP1 fiir die durch hypoosmotisches Medium
induzierte Expressionssteigerung von MT-1/2- und PBR-mRNA. (A) Astrozyten wurden fur
1 h oder 4 h mit normo- (305 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L) Medium in An-
oder Abwesenheit von TPEN (25 uymol/L, 30 min Vorbehandlung) inkubiert. Anschlief3end
wurde die MT-1/2-mRNA mittels RT-PCR in RNA-Praparationen quantifiziert. (B, links)
Astrozyten wurden fiir 4 h mit normo- (305 mosmol/L) oder hypoosmotischem (205 mosmol/L)
Medium in An- oder Abwesenheit von TPEN (25 umol/L, 30 min Vorbehandlung) oder
Mitramycin (500 nmol/L, 30 min Vorbehandlung) inkubiert. Anschliefiend wurde die PBR-mRNA
mittels RT-PCR in RNA-Praparationen quantifiziert.
Die unter normoosmotischer Kontrollbedingung gemessene Immunoreaktivitdt wurde gleich
eins gesetzt und die Immunoreaktivitat, die unter hypoosmotischer Bedingung plus TPEN oder
Mitramycin gemessen wurde, relativ dazu angegeben.
(B, rechts) Nach Transfektion von spezifischer SP1-siRNA (SP1-Knockdown) oder
Transfektion von scrambled siRNA (Kontrolle) erfolgte die Qantifizierung der PBR-mRNA-
Expression in RNA-Praparationen mittels RT-PCR. Die Western-Blot-Analyse zeigt den SP1-
Gehalt mit GAPDH-Beladungskontrolle der kultivietren Astrozyten.
*, signifikant (P < 0,05) unerschiedlich gegentiber normoosmotischen Kontrollen
#, signifikant (P <0,05) unterschiedlich gegeniber mit hypoosmotischem Medium in
Abwesenheit von TPEN oder Mitramycin behandelten Astrozyten (Quelle: Kruczek et al. 2009,
Glia)

+ TPEN + Mithramycin
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3.7 Effekte von Ammoniumchlorid, Diazepam und
Tumornekrosefaktor a auf die intrazellulare Konzentration freier
Zinkionen in kultivierten Rattenastrozyten

Die Effekte der HE-relevanten Faktoren Ammoniumchlorid (NH4CI),
Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Diazepam auf die intrazellulare und nukleare
Konzentration freier Zinkionen wurden mittels des [Zn?']-sensitiven Farbstoffes
NG und konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (LSM) untersucht.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden fur 6 h mit NH4Cl (5 mmol/L), TNFa
(10 ng/ml) oder Diazepam (10 umol/L) inkubiert oder unbehandelt belassen.
AnschlieRend wurden die Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen NG (5 pmol/L,
30 min) und Hoechst 34580 (Verdunnung 1 : 10000, 10 min) angefarbt und die
Fluoreszenzsignale mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (LSM)
erfasst. Nachfolgend erfolgte eine dreidimensionale Rekonstruktion der LSM-
Aufnahmen. Die Kolokalisation der NG- und Hoechts 34580-Fluoreszenzsignale
erfolgte zur Visualisierung der Konzentration freier Zinkionen im Kern und
wurde in weil} kodiert.

Abb. 20 zeigt, dass eine sechsstundige Behandlung mit NH4CIl, TNFa oder
Diazepam einen mit NG detektierbaren Anstieg der intrazellularen freien und
nuklearen Zinkionenkonzentration in kultivierten Rattenastrozyten induziert.
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Abb. 20: Visualisierung der Konzentration freier Zinkionen ([Zn2+]i) in mit
Ammoniumchlorid, Diazepam oder TNFa behandelten kultivierten Rattenastrozyten.
Astrozyten wurden mit NH4Cl (5 mmol/L), Diazepam (10 mmol/L) oder TNFa (10 ng/ml) fur 6 h
inkubiert oder blieben unbehandelt (Kontrolle). Nachfolgend wurden Zellkerne mit Hoechst
34580 (Hoe, Verdinnung 1 : 10000) und freie Zn**-lonen mit Newport-Green (NG, 5 umol/,
30 min) gefarbt und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie erfasst. Rechte Seite:
Extraktion der Kolokalisation von NG und Hoechst-Fluoreszenzsiagnalen und Kodierung in
weil. (Quelle: Kruczek et al. 2009, Glia)
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4 Diskussion

4.1 Astrozytenschwellung vermittelt eine Erhohung der intrazellularen
Konzentration freier Zinkionen — subzellularer Nachweis mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Newport Green, Zinquin und RhodZin-3-AM

Eine Astrozytenschwellung ist ein frihes Ereignis, das bei unterschiedlichen
Hirnfunktionsstorungen auftritt, z.B. infolge eines Schlaganfalls, Traumas, einer
Ischamie oder einer Lebererkrankung (Haussinger, 2006; Kimelberg, 2005). Bei
diesen neurologischen Stérungen kommt es ebenfalls zu einer
Beeintrachtigung der lonenbalance (Kimelberg, 1995). Dieser wird eine grol3e
Bedeutung bei den genannten Erkrankungen beigemessen. Daher wurde der
Einfluss einer experimentell herbeigefihrten Astrozytenschwellung auf die Zn?*-
Homoostase mit den selektiven Zn?*-bindenden Fluoreszenzfarbstoffen NG,
Zinquin und RhodZn-3-AM untersucht.

Die Spezifitat des Nachweises freier Zinkionen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
NG erfolgte sowohl in Astrozyten als auch in zellfreien Medien. Astrozyten
wurden dafiir einerseits mit Zn®*-Pyrithion und andererseits mit dem
Calciumionophor lonomoycin behandelt und CaCl, oder ZnCl, hinzu gegeben.
Die Ergebnisse zeigen, dass nur ZnCl; einen konzentrationsabhangigen,
TPEN-sensitiven Anstieg der NG-Fluoreszenz in Astrozyten induziert. Der
Zinkchelator TPEN cheliert mit hoher Affinitat Zn®*, nicht jedoch ca* (Arslan et
al., 1985). Ein geringer Anstieg der NG-Fluoreszenz wurde auch unter
Behandlung der Astrozyten mit 30 umol/L CaCl, ermittelt (siehe Tabelle 2,
Kapitel 3.1). Sensi et al. zeigten 2002 bereits einen Ca**-induzierten Anstieg
der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen. Eine Erklarung hierfur konnte
sein, dass eine Erhdhung der Ca?*-lonenkonzentration in Astrozyten exponierte
NO-Synthase aktiviert und dadurch NO-vermittelt Zn? freigesetzt wird, wie in
dieser Arbeit gezeigt. In Ubereinstimmung damit fiihrten ansteigende CaCl,-
Konzentrationen in zellfreien Medien nicht zu einer verstarkten NG-Fluoreszenz
(siehe Tabelle 3, Kapitel 3.1).

Diese Ergebnisse weisen auf einen spezifischen Nachweis von Zn* mit NG hin
und stehen im Einklang mit bereits in friheren Publikationen von Anderen
gezeigten Daten (Aizenman et al., 2000; Canzoniero et al., 1999; Dineley et al.,
2002).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine einstindige Inkubation von Astrozyten
mit  hypoosmotischem Medium (205 mosmol/L) zu einem mit NG
detektierbaren, signifikanten [Zn?‘]-Anstieg gegeniiber normoosmotischen
Kontrollbedingungen (305 mosmol/L) fuhrt. Abb.5 in Kapitel 3.2.1 zeigt die
signifikant hoheren NG-Fluoreszenzen im Kern und im Zytoplasma von
dreidimensional rekonstruierten hypoosmotisch behandelten Astrozyten
gegenuber normoosmotisch behandelten Astrozyten. Im Einklang mit diesen
Ergebnissen hat Kroncke 2007 gezeigt, dass Stress, Inflammation und
Schwermetallbelastung zu einer Freisetzung von Zn?* aus den Zn?*-Schwefel-
Komplexen von Proteinen und damit zu einem Anstieg von [Zn**] in
unterschiedlichen  Zelltypen (Kréncke, 2007) filhrt. Da Zn** in den
Transkriptionsfaktoren MTF-1 und SP1 Bestandteil von Zinkfingerdomanen ist
(Vallee und Falchuk, 1993), welche fur die DNA-Bindung verantwortlich sind,
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legt der in der vorliegenden Arbeit gezeigte signifikante Anstieg der NG-
Fluoreszenz im Kern eine Bedeutung des [Zn?*]-Anstieges fiir Veranderungen
in Signaltansduktion und Genexpression nahe, die bei Astrozytenschwellung
beobachtet werden. Im Einklang mit den gezeigten Ergebnissen weisen auch
die Daten anderer Arbeiten darauf hin, dass die [Zn®']-Homdostase eine
wichtige Rolle in der zellularen Signaltransduktion und Genexpression spielt
und damit an der Kontrolle von Energiestoffwechsel, Proliferation und Apoptose
beteiligt ist (Beyersmann und Haase, 2001; Kroncke 2001b, 2007).

Um die mit dem Fluoreszenzfarbstoff NG detektierte hypoosmotisch induzierte
[Zn2+]i—Erh6hung zu validieren, erfolgten weitere Experimente mit dem
zinkbindenden Fluoreszenzfarbstoff Zinquin (Zalewski et al., 1994). Abb. 9 in
Kapitel 3.2.5 zeigt, dass auch in mit Zinquin beladenen Astrozyten eine
Fluoreszenzzunahme nach Behandlung mit hypoosmotischem Medium
(205 mosmol/L) gegenuber normoosmotischen Kontrollbedingungen
(305 mosmol/L) zu beobachten ist. Wie erwartet, fuhrt eine Stimulation der
Astrozyten mit extrazelluldrem Zn?* in Anwesenheit des Zn**-lonophors Zn?*-
Pyrithion ebenfalls zu einer Zunahme der Zinquinfluoreszenz.

Auch in Mitochondrien konnte eine durch hypoosmotisches Medium
induzierbare Erhdéhung der Konzentration freier Zn*-lonen mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbsoffes RhodZin-3-AM beobachtet werden. RhodZin-3-AM ist ein
Fluorophor, welcher in Mitochondrien akkumuliert (Sensi et al., 2003). Um die
mitochondriale Lokalisation der mit RhodZin-3-AM beobachteten Zn?*-
Veranderungen zu verifizieren, wurden die Zellen zusatzlich mit dem
Mitochondrienfarbstoff MitoTracker Green beladen.

Die in Kapitel 3.2.6 gezeigten Experimente belegen, dass durch
hypoosmotisches Medium ein signifikanter, mit dem Zinkchelator TPEN
hemmbarer  Fluoreszenzanstieg von RhodZin-3-AM  gegenuber  mit
normoosmotischem Medium behandelten Kontrollen beobachtet wird (Abb. 10).
Damit konnte, neben der bereits erwahnten durch hypoosmotisches Medium
induzierten [Zn2+]i-Erh6hungen im thoplasma und im Kern, auch eine
Zunahme der freien mitochondrialen Zn“*-lonenkonzentration belegt werden.
Da Mitochondrien eine groRe Bedeutung fur den Energiestoffwechsel von
Zellen haben, legen die Ergebnisse eine Beteiligung der Zinkhomoostase an
dem veranderten  Energiestoffweschel von  Astrozyten bei der
Astrozytenschwellung nahe.

Ende der 80er Jahre wurde der PBR erstmalig als ein moglicher fur die
Pathogenese der HE relevanter Faktor diskutiert (Ducis et al. 1989). Der PBR
kommt hauptsachlich an der Aul3enseite von Mitochondrienmembranen und im
ZNS in Gliazellen vor (Anholt et al., 1986; ltzhak et al., 1993) und ist u. a. fur die
Neurosteroidbiosynthese (Papadopoulos et al., 1992, 1993) verantwortlich.
1990 fanden Lavoie et al. in Hirnschnitten von Leberzirrhosepatienten, die im
Leberkoma gestorben waren, eine erhohte Expression des peripheren
Benzodiazepinrezeptors. Nachfolgende Studien zeigten, dass Ammoniak einen
Anstieg der PBR-Expression und eine gesteigerte Neurosteroidsynthese
induziert (Giguere et al., 1992), welche eine Steigerung des GABAergen Tonus
verursachen konnte. Ein erhohter GABAerger Tonus kann mit einer bei HE
auftretenden Neurodepression einhergehen. Welche Bedeutung der hier
gezeigte Anstieg der freien Zinkionenkonzentration in Mitochondrien fur die
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Regulation des PBRs und der Neurosteroidsynthese bei der
Astrozytenschwellung hat, muss in weiteren Experimenten untersucht werden.

4.2 Kinetik der durch hypoosmotisches Medium vermittelten
Erhdhung der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen in
Astroyzen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine durch
hypoosmotisches Medium induzierte Astrozytenschwellung bereits nach
15 Minuten einen durch NG nachweisbaren [Zn "]-Anstieg induziert, welcher
bis zu sechs Stunden signifikant erhoht gegentuber dem mit normoosmotischem
Medium behandelten Kontrollen blieb.

D|e Ergebmsse zeigen, dass die durch hypoosmotisches Medium induzierte
[Zn?"]- Erhdhung reverS|beI ist, da die Reinstitution von Normoosmolaritat die
Erhéhung von [Zn?*]; auf unter das Basalniveau absenkte.

Da die durch hypoosmotisches Medium induzierte Bildung von oxidativem
Stress ebenfalls reversibel ist, und oxidativ/nitrosativer Stress die Freisetzung
von Zinkionen vermitteln kann, ist es denkbar, dass nachfolgend freie Zinkionen
durch Metallothioneine komplexiert werden.

Experimente mit variierenden Osmolaritaten zeigen daruber hinaus, dass
bereits eine Verringerung der extrazellularen Osmolaritat um 33 mosmol/L (von
305 mosmol/L auf 272 mosmol/L) einen signifikanten Anstieg der mit NG
fluorimerisch detektierbaren intrazellularen Konzentration freier Zn?*-lonen in
Astrozyten bewirkt (Kapitel 3.2.4, Abb. 8). Weiter absteigende Osmolaritaten
steigerten die NG-Fluoreszenz osmolantatsabhanglg bis hin zu 205 mosmol/L.
Diese Ergebnisse zeigen, dass das AusmaR der [Zn®]-Freisetzung unter durch
hypoosmotisches Medium induzierter Astrozytenschwellung
osmolaritatsabhangig ist.

Da bereits eine geringgradige Abnahme der Osmolaritat und somit eine
geringgradige Schwellung eine signifikante [Zn?*]- Freisetzung induziert,
sprechen diese Experimente fur die in vivo Relevanz der durch eine
Zellschwellung induzierbaren Erhohung der intrazellularen Konzentration freier
Zinkionen.

4.3 Charakterisierung zugrunde liegender molekularer Mechanismen

4.3.1 Bedeutung von Kalzium fiur die durch hypoosmotisches Medium
vermittelte Erhohung der intrazellularen Konzentration freier
Zinkionen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine S|gn|f|kante durch CaCl,-
induzierbare Zunahme der NG-Fluoreszenz und damit eine [Zn?*]-Erhéhung in
Astrozyten gegenuber Kontrollbedingungen (Tabelle, Kapitel 3.1). Dle CaCly-
abhangige [Zn?*]- Erhdhung in Astrozyten liel® sich durch den Zn?**-Chelator
TPEN hemmen. In Vitro in zellfreien Medien blieb eine Zunahme der NG-
Fluoreszenz aus. Weitere Untersuchungen zum Einfluss von Ca?* auf die
[Zn?*]-Homdostase von Astrozyten zeigen, dass das Ca®*-lonophor lonomycin
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in Astrozyten die intrazellulare Konzentration freier Zn**-lonen gegenuber
Kontrollbedingungen steigert, und dass dies durch den Zn**-Chelator TPEN
hemmbar ist (Kapitel 3.4.5, Abb. 16).

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Erhdhung der Ca?*-lonenkonzentration
einen [Zn“"]-Anstieg in kultivierten Rattenastrozyten vermittelt.

In Ubereinstimmung damit zeigt die vorliegende Arbeit, dass BAPTA-AM die
Erhéhung der intrazelluliren Zn?*-Konzentration nach Behandlung mit
hypoosmotischem Medium blockiert (Abb. 3, Kapitel 3.4.5). BAPTA-AM cheliert
sowohl Zn** als auch Ca*" (Benters et al., 1997; Csermely et al., 1989) und
puffert effektiv intrazelluldres Ca?* in mit normoosmotischem oder
hypoosmotischem Medium behandelten Astrozyten (Fischer et al., 1997).
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse auf eine Bedeutung von [Ca?']; fiir
die Erhdhung der intrazellularen Konzentration von Zn?* durch hypoosmotisch-
induzierte Zellschwellung hin.

In Ubereinstimmung damit zeigt die Arbeit von Sensi et al. (2002), in welcher
die Interaktion zwischen Kalziumionen und Zinkionen in kortikalen Neuronen
untersucht wurde, dass es in kortikalen Neuronen zu einer kalziumabhangigen
Freisetzung zytoplasmatischer gebundener Zinkionen kommt. Kortikale
Neurone wurden mit Zink vorbehandelt. Nach Induktion eines
Kalziumeinstromes in die Zellen wurde eine kalziumabhangige
zytoplasmatische Freisetzung gebundener Zinkionen beobachtet, welche mit
Newport Green detektiert worden ist. Die Freisetzung erfolgte zum Grofteil aus
Mitochondrien.

4.3.2 Bedeutung von astroglial-exprimierten NMDA-Rezeptoren fiir die
durch hypoosmotisches Medium vermittelte Erhohung der
intrazellularen Konzentration freier Zinkionen

In Zusammenhang mit der Bedeutung von Kalzium wurde die Rolle des NMDA-
Rezeptors fiir die schwellungsvermittelte intrazelluldre Zn?*-Freisetzung in
dieser Arbeit untersucht. Hierfur wurden sowohl der nicht-kompetitive NMDA-
Rezeptor-Antagonist MK-801 (Wong et al., 1986) als auch der kompetitive
NMDA-Rezeptor-Antagonist AP-5 (Olverman et al., 1984) eingesetzt. Die in
Abb. 13 in Kapitel 3.4.1 gezeigten Ergebnisse belegen, dass beide
Antagonisten den durch hypoosmotisches Medium induzierten [Zn®*]; -Anstieg
verhindern konnen.

In Ubereinstimmung mit der durch NMDA-Rezeptoren und durch Ca?*
vermittelten Erhdhung von [Zn?*]; konnte in friiheren Arbeiten gezeigt werden,
dass Hypoosmolaritat in Astrozyten NMDA-Rezeptor vermittelt [Ca*]; erhoht
und die Bildung von ROS induziert (Schliess et al., 2004). Es wird vermutet,
dass dies auf einer schwellungsvermittelten Freisetzung von Glutamat
(Kimelberg, 1995; Kimelberg et al., 1990) beruht.
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4.3.3 Bedeutung der Bildung von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies fiir die durch hypoosmotisches Medium
vermittelte Erhohung der intrazellularen Konzentration freier
Zinkionen

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Beteiligung von reaktiven Stick- und
Sauersoffspezies (RNOS) fur die durch hypoosmotisches Medium induzierbare
Erhohung der Konzentration intrazellularer Zinkionen untersucht.

Es erfolgten Untersuchungen mit dem Antioxidanz und NOS-Inhibitor
Epigallocatechingallat (EGCG) (Chan et al., 1997; Saffari und Sadrzadeh,
2004) und dem NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin (Muijsers et al., 2000),
welcher die durch hypoosmotisches Medium induzierbare Bildung von ROS in
kultivierten Rattenastrozyten verhindert (Reinehr et al., 2007).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass EGCG den durch
hypoosmotisches Medium induzierten [Zn®‘]-Anstieg in Astrozyten hemmt
(Kapitel 3.4.1, Abb. 12 und Abb. 13).

Der NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin konnte den durch hypoosmotisches
Medium induzierten [Zn®*]-Anstieg jedoch nicht verhindern (Kapitel 3.4.1,
Abb. 13).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Bildung von RNOS bei der durch
hypoosmotisches Medium induzierten Erhéhung von [Zn?']; eine Bedeutung
zukommt. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit friheren Arbeiten, die zeigen,
dass Hypoosmolaritat die Bildung von ROS induziert (Reinehr et al., 2007,
Schliess et al., 2002, 2004). )

Ein Einfluss einer durch hypoomotisches Medium induzierten O3 -Produktion fur
die Erhdhung von [Zn2+]i erscheint jedoch unwahrscheinlich.

4.3.4 Bedeutung der Bildung von Stickstoffmonoxid fur die durch
hypoosmotisches Medium vermittelte Erhohung der
intrazellularen Konzentration freier Zinkionen

Die Rolle von NO fur die durch hypoosmotisches Medium induzierte
Asstrozytenschwellung wurde in weiteren Experimenten naher untersucht.
Hierfir kam der Farbstoff DAF-FM diacetate zum Einsatz, dessen Fluoreszenz
proportional zur Bildung von NO ansteigt (Rodriguez et al., 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Stimulation mit
hypoosmotischem Medium innerhalb von funf Minuten die Bildung von NO in
Astrozyten induziert (Kapitel 3.4.3, Abb. 15). Die durch hypoosmotisches
Medium gesteigerte DAF-FM-Fluoreszenz konnte durch den NOS-Inhibitor L-
NMMA gehemmt werden. Um eine Interferenz von L-NMMA mit der Detektion
der DAF-FM-Fluoreszenz auszuschlieRen, wurden mit L-NMMA behandelte
Astrozyten mit dem NO-Donor SNOC versetzt, der einen sehr starken Anstieg
der DAF-FM-Fluoreszenz induzierte.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse fur eine durch hypoosmotisches
Medium induzierbare NO-Produktion in Astrozyten. Dieser Befund steht im
Einklang mit den bereits in Kapitel 4.3.3 diskutierten Ergebnissen und friheren
Arbeiten, in denen ebenfalls die Bildung von RNOS als Antwort auf
Hypoosmolaritat beobachtet wurde (Reinehr et al., 2007, Schliess et al., 2002,
2004).
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Um den Einfluss von NO als wichtiges Molekul in der Pathogenese der HE auf
die astrozytare [Zn**]-Homdbostase weiter zu untersuchen, wurden Astrozyten
mit dem NO-Donor SNOC behandelt. Die in Abb. 14 in Kapitel 3.4.2
prasentierten Ergebnisse zeigen eine [Zn2+]i-Erh6hung in Astrozyten nach
Zugabe des NO-Donors SNOC. Ahnlich wie nach Behandlung mit
hypoosmotischem Medium kommt es auch nach Inkubation mit NO rasch,
innerhalb von funfzehn Minuten, zu einem mit NG messbaren [Zn2+]i-Anstieg in
Astrozyten. Es konnte auch gezeigt werden, dass es nach NO-Behandlung zu
einem Anstieg der Fluoreszenz von Zinquin kommt.

Die Ergebnisse weisen auf eine NO-abhangige [Zn?']-Freisetzung in Astroyzen
hin und stehen im Einklang mit den Befunden anderer Arbeiten, die in anderen
Zelltypen ebenfalls eine NO-abhangige Erhdhung von [Zn?"]; gezeigt haben
(Kroncke 2001, 2003, 2007; Kroncke et al. 1994).

Zur ldentifizierung von an der durch hypoosmotisches Medium induzierten
[Zn*']-Freisetzung in Astrozyten beteiligten NO-Synthasen wurden Experimente
mit dem Breitband-NOS-Hemmstoff L-NMMA (Knowles und Moncada, 1994)
und dem spezifischen nNOS-Hemmstoff TRIM (Bachetti et al, 2004)
durchgefuhrt.

Die in Abb. 12 in Kapitel 3.4.1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass L-NMMA
das durch hypoosmotisches Medium in Astrozyten gesteigerte Zinquinsignal
blockiert. Abb. 13 in Kapitel 3.4.1 zeigt in Ubereinstimmung damit, dass der
durch hzypoosmotisches Medium induzierbare und mit NG gemessene Anstieg
von [Zn“"); ebenfalls durch L-NMMA blockiert werden kann.

Diese Ergebnisse zeigen, dass an der durch hypoosmotisches Medium
induzierbaren Erhéhung von [Zn*]; NO-Synthasen und insbesondere die
neuronale Isoform beteiligt sind.

Schliess et al. konnten 2004 zeigen, dass L-NMMA in einer Konzentration von
1 mmol/L die schwellungsvermittelte Protein-Tyrosin-Nitrierung (PTN) in
kultivierten Rattenastrozyten verhindert (Schliess et al., 2004), was ebenfalls
auf eine Aktivierung von NO-Synthasen durch hypoosmotisches Medium
hinweist.

Der Einfluss von nNOS auf die schwellungsbedingte astrozytare [Zn
Homoostase wurde mit dem nNOS spezifischen Hemmstoff TRIM (Bachetti et
al., 2004) untersucht.

TRIM konnte den durch hypoosmotisches Medium induzierten [Zn
antagonisieren.

Diese Ergebnisse belegen eine Bedeutung der durch hypoosmotisches Medium
aktivierten nNOS und NO-Synthese fur die [Zn2+]—Freisetzung in Astrozyten. In
Ubereinstimmung damit zeigen friihere Arbeiten, dass Astrozyten nNOS, nicht
jedoch eNOS oder iINOS exprimieren (Gorg et al., 2006).

2+]_

#*]-Anstieg

Die Aktivitit der nNOS ist Ca?*-abhéngig (Knowles und Moncada, 1994).

In  weiteren Experimenten wurde untersucht, ob eine experimentell
herbeigefiihrte Erhdhung von [Ca®], die eine nNOS-abhidngige NO-Synthese
vermittelt, den hypoosmotischen [Zn2+]i—Anstieg imitieren  kann. Die
intrazelluldre Ca?*-Konzentration wurde dafiir in kultivierten Rattenastrozyten
mit dem Ca?**-lonophor lonomycin erhéht und die intrazelluldre freie Zn*-
Konzentration mittels NG-Fluoreszenz erfasst und mit der unter
Kontrollbedingungen Gefundenen verglichen.

62



Tatsachlich steigert die Behandlung der Astrozyten mit dem Ca?*-lonophor
lonomycin bereits nach funf Minuten die Konzentration von [Zn?*].. Dieser Effekt
ist sowohl mit dem Zn?*-Chelator TPEN als auch durch den nNOS-Inhibitor
TRIM signifikant hemmbar (Abb. 16, Kapitel 3.4.5).

Auch in Arbeiten Anderer konnte gezeigt werden, dass nitrosativer, aber auch
oxidativer Stress sowie Inflammation und Schwermetallbelastung zu einer
[Zn**]-Erhdhung in unterschiedlichen Zelltypen filhren (Kréncke, 2007).
Kréncke konnte ebenfalls eine NO-abhangige Zn**-Freisetzung beobachten und
den Einfluss auf Veranderungen in Signaltransduktionsprozessen beschreiben
(Kroncke, 2003). Beyersmann und Haase zeigten 2001, dass Veranderungen
von [Zn?] einen wichtigen Beitrag zu NO-abhangigen
Signaltransduktionsprozessen leisten. Erhohte NO-Konzentrationen I6sen in
Astrozyten weitere Signaltransduktionsprozesse aus, wie die von Schliess et al.
2002 und 2004 beschriebene Aktivierung von mitogen-aktivierten Proteinen und
induzierte posttranslationale Proteinmodifikation und Oxidation von RNA
(Schliess et al., 2002; Gorg et al. 2008).

44 Bedeutung der durch hypoosmotisches Medium induzierten
Erhohung der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen fur
Genexpressionsanderungen

441 Bedeutung der durch hypoosmotisches Medium induzierten
Erhohung der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen fiir
die metalresponsiver Transkriptionsfaktor 1 mediierte
Gentranskription von Metallothioneinen

Beyersmann und Haase zeigten 2001, dass Verdnderungen von [Zn?']; einen
wichtigen Beitrag zu NO-abhangigen Signaltransduktionsprozessen leisten.

In weiteren Experimenten sollte die Bedeutung der schwellungsbedingten
[Zn?*]-Homdostase fiir die zelluldre Signaltransduktion und Genexpression
untersucht werden unter besonderer Beriicksichtigung der Zn?**-bindenden
Transkriptionsfaktoren MTF-1 und SP1.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten mit
hypoosmotischem Medium die Expression von MTF-1 im Kern gegenuber
normoosmotischen Kontrollbedingungen steigert, und dass diese mit dem Zn?*-
Chelator TPEN hemmbar ist (Kapitel 3.5.1, Abb. 17). Die Experimente lassen
vermuten, dass Hypoosmolaritat in Astrozyten zinkabhangig eine Akkumulation
von MTF-1 im Kern induziert.

MTF-1 ist ein metallresponsiver Transkriptionsfaktor (TF), der sechs
Zinkfingerdomanen besitzt (Radtke et al., 1995) und die Expression von
Metallothioneinen  (MT) reguliet und somit in den zellularen
Schwermetallstoffwechsel involviert ist.

In  nachfolgenden Experimenten wurde daher der Einfluss des
schwellungsbedingten [Zn®‘]-Anstiegs auf die durch MTF-1 vermittelte
Genexpression untersucht.

Die in Kapitel 3.6.1 Abb. 19 A prasentierten Ergebnisse zeigen, dass
zeitabhangig bereits nach einer Stunde durch hypoosmotisches Medium ein
signifikanter Anstieg der MT-1/2-mRNA-Expression in Astrozyten induziert wird,
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welcher mit dem Zinkchelator TPEN gehemmt werden kann. Die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen damit, dass hypoosmotische
Stimulation in kultivierten Rattenastrozyten nicht nur eine Zn2+-abhéngige
Akkumulation von MTF-1 im Kern bewirkt, sondern auch eine Zn?*-abhangige
Expressionssteigerung der durch MTF-1 regulierten MT-1/2-mRNA vermittelt.
Im Einklang mit diesen Daten konnten Andere zeigen, dass MTF-1 Uber ein
spezifisches Zinkfingermotiv verfugt, welches [Zn2+]i-Erh6hungen wahrnimmt
und dadurch eine Translokation von MTF-1 in den Kern induziert wird, was eine
Transkriptionsaktivierung und Expressionssteigerung von MT 1 und MT 2
bewirkt (2Laity und Andrews, 2007).

Die [Zn“"]-H6omdostase spielt darliber hinaus eine wichtige Rolle in der
Regulation des Energiestoffwechsels, der Proliferation und der Apoptose
(Beyersmann und Haase, 2001; Kroncke 2001b, 2007). Ob die beobachtete
Erhéhung von [Zn®'] in Zusammenhang steht mit durch hypoosmotisch-
vermittelten Anderungen des astroglialen Metabolismus, wie z.B. der
Glycogensynthese, ist derzeit unbekannt. Freie Zinkionen kdnnen toxisch fur
Zellen sein. Daher ist die Expressionssteigerung von MT 1/2 als eine protektive
Antwort interpretierbar.

Um eine potentielle Toxizitat von durch Hypoosmolaritat freigesetzten Zinkionen
auf Astrozyten zu untersuchen, wurde der Farbstoff Propidium lodid (PI)
eingesetzt, welcher die Kerne von toten Zellen anfarbt. Die in Kapitel 3.3
beschriebenen Untersuchungen haben gezeigt, dass eine hypoosmotische
Stimulation kultivierter Rattenastrozyten bis zu 24 h ohne Effekt auf die
Astrozytenvitalitat bleibt (Abb. 11). In Ubereinstimmung damit blieb eine
Anfarbung der Kerne mit Pl unter hypoosmotischen Bedingungen aus. Die
Behandlung der Zellen mit einer toxischen Konzentration von H,O, (1 mmol/L)
fur 1 h steigerte hingegen die PI-Fluoreszenz deutlich. Auch eine Inkubation der
Astrozyten mit dem Zinkchelator TPEN steigerte nach 9 h und 24 h die PI-
Fluoreszenz.

Die Befunde legen nahe, dass eine Zn?*-Depletion fiir Astrozyten toxisch ist.
Die Ergebnisse zeigen aullerdem, dass eine durch hypoosmotisches Medium
induzierte Erhdhung von [Zn?"]; per se nicht toxisch ist. Dies kdnnte auf einer
gesteigerten Expression von MT 1/2 beruhen.

Eine langanhaltende hypoosmotische Behandlung von Astrozyten bis zu
24 Stunden fiihrt trotz einer Erhéhung des mitochondrialen Zn?* (Kapitel 3.2.6,
Abb. 10) nicht zu einer Beeintrachtigung der Vitalitat kultivierter Astrozyten
(Kapitel 3.3, Abb. 11), wahrend ein mitochondrialer [Zn?*]-Anstieg in Neuronen
apoptotische Signalkaskaden aktiviert (Sensi et al., 1999, 2002). Mehrere
Studien haben gezeigt, dass Zn** in hohen Konzentrationen toxisch auf
Neurone wirkt und zu neuronaler Apoptose und Zelltod fuhrt (Kim et al., 1999;
Lobner et al., 2000).

Es wird angenommen, dass sich Neurone und Astrozyten hinsichtlich ihrer
Empfindlichkeit gegeniiber der toxischen Wirkung von Zn** unterscheiden.
Dineley et al. konnten 2000 zeigen, dass Astrozyten weniger empfindlich auf
die Toxizitit eines [Zn*']-Anstiegs reagieren als Neurone. Die Griinde hierfiir
sind derzeit noch weitgehend ungeklart, aber die hohe antioxidative Kapazitat
von Astrozyten (Knorpp et al., 2006) konnte einen Einfluss auf die geringere
toxische Wirkung von Zn?* auf Astrozyten gegeniiber Neuronen haben.

Mit Verweis auf Kapitel 4.2.1 weisen die Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit darauf hin, dass es sich bei der hypoosmotisch induzierten [Zn*]-
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Freisetzung in Astrozyten um einen reversiblen Prozess handelt (Kapitel 3.2.2,
Abb. 7). Dies konnte mit der bereits erwahnten unter hypoosmotischer
Stimulation beobachteten zinkabhangigen Induktion von MT zusammenhangen,
welches in der Lage ist, erhdhte intrazelluldre Zn?**-Konzentrationen ab zu
puffern. In diesem Zusammenhang ist beschrieben, dass eine Zinkanreicherung
im Gewebe ebenfalls mit einer de novo MT-Synthese korreliert (Richards und
Cousins, 1975; McCormick et al., 1981). MT verhindert so die Bildung von
oxidativem Stress (Schwarz et al., 1995) und damit Metalltoxizitat (Aschner,
1996). Eine gesteigerte MT-Expression wird auch durch Inflammation und
Zytokine vermittelt (De et al., 1990). Aullerdem konnte gezeigt werden, dass
eine Zn?*-vermittelte Induktion von MT die MeHg-induzierte
Astrozytenschwellung verhindert (Aschner et al., 1998).

Metallothioneine sind ebenfalls in Gehirnen von Patienten mit Leberzirrhose
und HE hochreguliert (Gorg et al., 2013), was die pathogenetische Relevanz
von Zn*" fiir die HE stiitzt.

Zusammenfassend konnte die schwellungsbedingte Zunahme der astrozytaren
MT-mRNA-Expression durch HE-prazipitierende Faktoren dem sich selbst
verstarkenden Kreislauf zwischen Astrozytenschwellung und ROS/RNOS-
Produktion schitzend entgegenwirken. Der schwellungsbedingte Anstieg der
astrozytaren MT-mRNA-Expression konnte eine Bedeutung fur die potentielle
Reversibilitat der HE haben.

44.2 Bedeutung einer durch hypoosmotisches Medium induzierten
Erhdohung der intrazellularen Konzentration freier Zinkionen fiir
die Spezifitatsprotein 1 mediierte Gentranskription des peripheren
Benzodiazepinrezeptors

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der durch hypoosmotisches
Medium induzierten [Zn?']-Freisetzung in Astrozyten auf die Expression des
Zinkfingertranskriptionsfaktors SP1 im Kern und dessen Bedeutung fur die
Expression der PBR-mRNA untersucht.

Die in Abb. 18 in Kapitel 3.5.2 dargestellten Ergebnisse zeigen bereits eine
Stunde nach Inkubation mit hypoosmotischem Medium einen signifikanten
Anstieg der SP1-Konzentration im Zellkern verglichen mit normoosmotischen
Kontrollen. Diese nukleare Akkumulation von SP1 konnte vollstandig durch
gleichzeitige Chelierung freier Zinkionen mittels TPEN signifikant gehemmt
werden.

In weiteren Experimenten wurde mit dem selektiven cPKC-Inhibitor G66850
untersucht, welchen Einfluss die PKC auf die Zn**-abhéngige SP1-Aktivierung
hat. G66850 hemmt die PKC-Isoformen: PKC «, PKC gl, PKC gll, y und &
(Martiny-Baron et al., 1993). Die cPKC-Isoformen werden durch die second
messenger Ca?* und Diacylglycerin aktiviert. Die in Kapitel 3.5.2 in Abb. 18
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass G66850 die nukledre Akkumulation von
SP1 ahnlich wie TPEN hemmt, was vermuten ldsst, dass der Zn?*-abhangige
Schritt, der die nukleare Akkumulation von SP1 im Kern vermittelt, PKC-
abhangig ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind im Einklang mit den Erkenntnissen
frGherer Studien, die zeigen, dass die Zinkfingerdomanen von SP1 eine andere

65



Affinitat zu Zn®* aufweisen als die Zinfingerdomane | von MTF-1 (Bittel et al.,
2000). Unter den Bedingungen der beschriebenen Experimente ist es daher
denkbar, dass SP1 nicht von einer Zinkfreisetzung selbst betroffen ist, so dass
die Zinkfingerdomanen an die DNA binden konnen. Csermely et al. zeigten
1988, dass ein [Zn2+]i-Anstieg tatsachlich die PKC aktivieren kann. You et al.
beschrieben 2007 einen Zusammenhang zwischen der PKC und einer
Aktivierung von SP1.

Es ist bekannt, dass SP1 an der Regulation der PBR-Transkription beteiligt ist
(Giatzakis und Papadopoulos, 2004). Dem PBR wurde eine bedeutsame Rolle
in der Pathogenese der HE zugeschrieben (Butterworth, 2000, 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hypoosmolaritat
innerhalb von vier Stunden einen signifikanten Anstieg der PBR-mRNA-
Expression gegenuber mit normoosmotischem Medium behandelten Kontrollen
induziert (Kapitel 3.6, Abb. 19.B). Fur eine Zn2+—Abhéngigkeit der gesteigerten
PBR-mRNA-Expression durch hypoosmotisches Medium spricht deren
Hemmbarkeit durch den Zn?*-Chelator TPEN. Inwieweit die Regulation der
PBR-mRNA-Expression unter Hypoosmolaritat durch SP1 bewirkt wird, wurde
mit dem SP1-Inhibitor Mitramycin (Huang et al., 2008) und durch Knockdown
von SP1 untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass Mitramycin die PBR-mRNA-
Expressionssteigerung nach Inkubation der Astrozyten mit hypoosmotischem
Medium komplett inhibiert. Ein SP1-Knockdown fuhrt ebenfalls zu einer
Verminderung der durch hypoosmotisches Medium induzierten Steigerung der
PBR-mRNA-Expression (Kapitel 3.6, Abb. 19.B).

Die Ergebnisse sprechen fur eine Beteiligung von SP1 bei der durch
hypoosmotisches Medium gesteigerten PBR-mRNA-Expression.

Giatzakis und Papadopoulos beschrieben bereits 2004, dass SP1 an der
Regulation der PBR-Transkription beteiligt ist. FrGhere Untersuchungen haben
eine in mit hypoosmotischem Medium behandelten Astrozyten induzierte
Erhdhung der PBR-Liganden-Bindungsstellen gezeigt (ltzhak und Norenberg,
1994, Itzhak et al., 1994). Weiterhin wurde sowohl in Tiermodellen zur
hepatischen Enzephalopathie (Giguere et al., 1992) als auch in post mortem
Hirnbiopsien von verstorbenen Leberzirrhosepatienten mit HE eine erhohte
Anzahl von PBR-Liganden-Bindungsstellen nachgewiesen (Lavoie et al., 1990).

4.5 HE-relevante Faktoren vermitteln wie eine experimentell
herbeigefiihrte Astrozytenschwellung eine Erhéhung der
intrazellularen Konzentration freier Zinkionen

Die HE wird von einem heterogenen Spektrum an Faktoren, wie Ammoniak,
proinflammatorischen Zytokinen und Benzodiazepinen, ausgelost (Haussinger,
2006).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine durch
hypoosmotisches Medium induzierte Zellschwellung, aber auch die HE-
relevanten Faktoren Ammoniumchlorid, TNFa- und Diazepam die Konzentration
freier Zinkionen in Astrozyten in vitro steigern (Kapitel 3.7, Abb. 20).

Im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigen Arbeiten
Anderer, dass Ammoniak, TNFa und Benzodiazepine eine
Astrozytenschwellung hervorrufen (Bender et al., 1992; Lachmann et al., 2013;
Norenberg et al., 2007).
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Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass unterschiedliche HE-relevante
Faktoren nicht nur auf der Ebene der Astrozytenschwellung und der Bildung
von RNOS konvergieren (Haussinger, 2006; Haussinger et al., 1994; Reinehr et
al., 2007; Schliess et al., 2002, 2004, 2006), sondern auch die Freisetzung von
Zinkionen in Astrozyten vermitteln, und dies eine gemeinsame Endstrecke in
der pathogenetischen Wirkung darstellt.

4.6 Schlussfolgerung und Perspektive - Pathophysiologische
Relevanz der durch Astrozytenschwellung vermittelten
Freisetzung von proteingebundenem Zink fir die HE

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer experimentell
ausgelosten Astrozytenschwellung auf die intrazellulare Konzentration freier
Zinkionen in kultivierten Rattenastrozyten zu untersuchen und die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen und daraus resultierende funktional
bedeutsame Konsequenzen zu charakterisieren.

HE-Patienten weisen verminderte Zn?*-Serum-Konzentrationen auf (Marchesini
et al, 1996), und Zinkmangel ist mit einer Stoérung der mentalen
Leistungsfahigkeit assoziiert (Li et al., 2001). Bislang wurde nicht untersucht,
welchen Einfluss HE-relevante Faktoren auf die intrazerebrale und intrazellulare
Zinkhomoostase haben.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Zellschwellung
ausreichend ist fur eine Freisetzung von proteingebundenem Zink in Astrozyten
in vitro. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Ca?*-abhangige nNOS-
vermittelte NO-Synthese an der schwellungsbedingten astrozytaren [Zn?']-
Freisetzung beteiligt ist.

Es konnte gezeigt werden, dass hypoosmotische Stimulation in kultivierten
Rattenastrozyten nicht nur eine Zn?*-abhangige Akkumulation von MTF-1 im
Kern bewirkt, sondern auch einen Zn?*-abhangigen Anstieg der MT-1/2-mRNA-
Expression nach sich zieht.

Die Experimente der vorliegenden Arbeit legen weiterhin den bedeutenden
Einfluss einer PKC-abhangigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors SP1 auf
die gesteigerte PBR-mRNA-Expression als Antwort auf Astrozytenschwellung
nahe.

Es konnte neben einer Freisetzung von proteingebundenem Zink in Astrozyten
durch Schwellung/Hypoosmolaritat auch eine Freisetzung von
proteingebundenem Zink durch weitere HE-relevante Faktoren, wie Ammoniak,
TNFa und Diazepam, gezeigt werden. Diese Befunde identifizieren
Zinkfreisetzung als ein wichtiges Element in der durch HE-relevante Faktoren
induzierten Dysfunktion von Astrozyten.

Der schwellungsbedingte [Zn®*]-Anstieg in Astrozyten ist mit einer gesteigerten
Expression des PBR assoziiert, und diesem wird eine pathogenetische
Bedeutung bei der HE beigemessen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen eine Relevanz der astrozytaren
Zinkhomoostase fur die Pathogenese der HE insbesondere deshalb nahe, da
eine 2013 erschienene Arbeit eine gesteigerte Expression von MT-Isoformen in
Gehirnen von Leberzirrhosepatienten mit HE, aber nicht ohne HE zeigen
konnte (Gorg et al., 2013).

67



Weitere post mortem Untersuchungen mussen die Relevanz von
intrazellularem Zink fur die Pathogenese der HE weiterfuhrend charakterisieren.
Welche Bedeutung ein [Zn2+]i-Anstieg in Astrozyten durch HE-relevante
Faktoren wie  Ammoniumchlorid, TNFa und Diazepam fur die
Astrozytenschwellung hat, bleibt ebenfalls derzeitig unklar.

Auch eine mégliche Beteiligung des astrozytaren [Zn**]-Anstiegs an der durch
Hypoosmolaritat induzierbaren Protein-Tyrosin-Nitrierung und RNA-Oxidation
(Gorg et al., 2003, 2006, 2008; Kosenko et al., 2004; Schliess et al., 2002,
2004; Vaquero et al., 2003) ist denkbar.
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