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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem des Menschen

Das Immunsystem des Menschen besteht aus einer unspezifischéorange und einer
spezifischen, erworbenen Immunantwort. Beide Systeme Ubernehmemnites
Aufgaben wund arbeiten eng miteinander zusammen, um den Korper gegen
Krankheitserreger zu verteidigen. Zu Beginn einer Infektion halt dasbareye
Immunsystem die Infektion in Schach und induziert gleichzeitig eipezifssche
Immunantwort, welche bei einem zweiten Kontakt mit dem gleicAatigen eine
schnellere, starkere und damit effektivere Immunantwort auskBskuqdarantwort)
(Janeway et al., 2002).

Die Zellen des Immunsystems besitzen ein spezifisches  Musaer
Differenzierungsmarkern (CD, ,cluster of differentiation“)elehe ihre Funktion und
ihren Entwicklungszustand kennzeichnen (Geenen et al., 2001).

Zur angeborenen Immunantwort gehéren neben I6slichen  Komponenten
(Komplementsystem, Akute-Phase-Proteine, Cytokine und Chemokine) die
Monocyten/Makrophagen, dendritische Zellen, Granulocyten, Natirlicher KiNK)-
Zellen und Mastzellen. Monocyten/Makrophagen und dendritische Zellen erkéier
unspezifische  Oberflachenrezeptoren  allgemeine  Charakteristikaf — aler
Pathogenoberflache und nehmen das Pathogen auf. Nach der Inteumgjigied in sog.
Phagolysosomen das Pathogen lysiert und die Proteine werden in RBgpiglite
gespalten. Anschliel3end wird das prozessierte  Antigen Uber den
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC, ,major histocompatibility quex“)-1l auf

den antigenprasentierenden Zellen (APC, ,antigen presenting oadll) T-Zell-
Rezeptoren (TCR, ,t cell receptor”) auf T-Lymphocyten des dramen Immunsystems
prasentiert, die dadurch aktiviert werden (Fraser et al., 1998)Altigenprasentation
kann auch tUber MHC-I-Molekile erfolgen, wenn das fremde Peptid ausCyg#wsol
stammt (Stoltze et al., 2000). Wahrend NK-Zellen Tumorzellen undinfizierte Zellen,
welche héaufig durch eine fehlende MHC-I Expression gekennzeichnéf direkt
zerstoren, spielen Mastzellen durch die Sezernierung von inflamstiten Mediatoren

wie z.B. Histamin und Tumornekrosefaktor (TN#&)eei der Abwehr von Parasiten und

bei allergischen Entziindungen eine Rolle.
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Die zellularen Komponenten der erworbenen Immunantwort sind die B19¢ und
T-Lymphocyten (CD3). Diese tragen antigenspezifische Rezeptoren, die nach
Aktivierung zur Vermehrung des jeweiligen Lymphocyten und dessenréiifeerung zu
Effektorzellen fuhren. Wéahrend B-Lymphocyten sich zu Plasmawzehévickeln, welche
antigenspezifische Antikérper produzieren (humorale Immunitat), #hgmphocyten
sowohl an zellvermittelten Reaktionen als auch an der Induktion der hemoral
Immunantwort beteiligt.

Dabei unterteilt man anhand der Corezeptor-Expression’-Ch8d CD4-T-Zellen.
Wahrend CD8-T-Lymphocyten nur Peptide erkennen konnen, die an MHC-I-Molekiile
gebunden sind, kdnnen CHBZ-Zellen nur Peptide erkennen, die von MHC-II-Molekiilen
prasentiert werden (Long, 1992). Diese Eigenschaft bezeichnet sntH&l-Restriktion

der T-Zellen (Stevanovic, 2002). CBb3B-Lymphocyten werden auch als cytotoxische
T-Zellen bezeichnet, da sie virusinfizierte Zellen und Tumarelirkennen und diese
spezifisch lysieren (Kirchner et al., 1993). CB#Zellen werden auch T-Helfer{)-
Zellen genannt und aufgrund ihrer Funktion und ihres spezifischen Cytadiars weiter

in Tu1-, Tuz2-, THa7- und regulatorische T-Zellen eingeteilty;3Zellen fordern die zellulére
Immunantwort und produzieren die Cytokine Interferon (IigNxterleukin (IL)-2, IL-3

und TNFa. Demgegenuber aktivierenyFZellen B-Lymphocyten zur Induktion der
humoralen Immunantwort und sezernieren die Cytokine IL-4, IL-5 und IIMd&ifhann
und Coffman, 1989). Wahrend,-Zellen durch die Produktion von IL-17 und IL-6 pro-
inflammatorisch wirken, werden Autoimmunreaktionen durch regutaioei T-Zellen,
welche TGFb (“transforming growth factor”) und IL-10 synthetisieren, unterdriickt
(Sakaguchi, 2005; Taylor et al., 2006; Weaver et al., 2006; Bi et al., 2007).

Die Steuerung des Immunsystems erfolgt mit Hilfe von CytokiDedpei handelt es sich
um kurzlebige Mediatoren, welche vorwiegend von Leukocyten produziert nvert
sowohl auto-, para- als auch endokrin wirken kénnen. Man unterscheidetedieulkine,
Interferone, Tumornekrosefaktoren, koloniestimulierende Faktoren sowie die
Wachstumsfaktoren. Anhand ihrer Funktion kann man sie in pro-inflamnwteris
Cytokine, welche entziindungsférdernd wirken, und in anti-inflammatori€shekine,
welche den pro-inflammatorischen entgegenwirken, unterteilen.edwklssischen pro-
inflammatorischen Cytokinen gehoren IL-1, IL-6 und TAF-die hauptséchlich von
Monocyten/Makrophagen sezerniert werden und daher auch als Monokine bezeichnet
werden (Kirchner et al., 1993; Cavaillon, 1994). Demgegenuber zahlen 142,110
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und IFNg zu den Lymphokinen, da sie vornehmlich durch Lymphocyten produziert
werden (Kirchner et al., 1993).

1.2 Der Zinkstoffwechsel des Menschen

Zink ist ein essentielles Spurenelement (Raulin, 1869; Todd et al., 1934), welchegzu 2-4
im menschlichen Kdrper vorkommt (Rink und Gabriel, 2001). Davon befinder85Siéh

in der Muskulatur und im Knochen, 11 % in der Haut und der Leber und 2-3 % meande
Geweben wie z.B. im Gehirn, in den Nieren, im Herzen und im BhriaMills, 1989;
Jackson, 1989; Favier und Favier, 1990). Dabei liegt die physiologische afir d
Immunsystem so wichtige Plasmazinkkonzentration zwischen 12 und 16 piMu#d
entspricht so nur 0,1 % des Gesamtzinkgehaltes (Crea et al., 199@dIlBEnk, 2003).

Im Serum bindet Zink zu 60 % geringaffin an Albumin, zu 30 % hochaffiraan
Makroglobulin und zu 10 % an Transferrin (Scott und Bradwell, 1983).

Waéhrend sich intrazellular 30-40 % des Zinks im Zellkern befindementsich 50 % auf
Cytoplasma, Organellen und spezialisierte Vesikel auf. Basiahe Zink ist mit der
Zellmembran assoziiert (Tapiero und Tew, 2003). In vielen Zellen tfinten sog.
.Zinkosomen®, d.h. vesikulare Strukturen, die einen hohen Zinkgehalt aufwarsgn
vermutlich eine Funktion bei der Zellproliferation austiben (Haase undtMNeA05). Das
zellulare Zink liegt zu 5-20 % gebunden an Metallothionein vor, das Uber 28rkmnte
Cysteinreste Zink bindet (Andrews, 2001). Metallothionein ist ein Nogtatein, das
gegen Metalltoxizitdt und oxidativen Stress schitzt. Die Exjreswird Uber den
Transkriptionsfaktor MTF-1 (,metal-response element-binding trgptsani factor-1%)
zinkabhéangig reguliert. Dieser induziert auch die Expression voeneritegulatorischen
Zinkhomdoostasegenen, welche an der komplexen Steuerung des Zinkmetabolismus
beteiligt sind (Andrews, 2001).

Dies ist wichtig, weil Zink als Cofaktor von mehr als 300 Metalid@inen aus allen
Enzymklassen eine wichtige Funktion bei der Regulation zelluRnezesse (Vallee und
Falchuk, 1993) wie Signaltransduktion (Beyersmann und Haase, 2001), Transkription
(Wu und Wu, 1987; Falchuk, 1993; Dreosti, 2001), DNA-Replikation (Wu und Wu,
1987), enzymatische Katalyse (Auld, 2001), Redoxregulation (Maret, 2006),
Zellproliferation (Grummt et al. 1986; MacDonald, 2000; Bohnsack und Iijrg2004),
Zelldifferenzierung (Petrie et al., 1994nd Apoptose (Sunderman, 1995; Truong-Tran et
al., 2001b) spielt. Dabei kann Zink drei Funktionen austiben, wobei es in vielpm&mz
mehr als nur eine besitzt: 1) zentrales lon fir die kasalyd Aktivitat (Bsp.

3
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Carboanhydrase), 2) cokatalytischer Faktor (Bsp. Phospholipase C3) wtaikturelle
Stabilitat (Bsp. Proteinkinase C, Alkoholdehydrogenase). Die ¢gtafi Bindungspartner
sind die Aminosauren Histidin, Glutaminsaure, Asparaginsdure undeiQysDie
bekannteste Bindungsart ist das Zinkfinger-Motiv (Coleman, 1992; Auld, 20dlkee

und Falchuk, 1993). Im Allgemeinen bindet ein Zinkion an vier Aminosaureanofter
Cysteine oder an eine Kombination aus Cysteinen und Histidinen, waladher Regel
tandemartig hintereinander liegen (Chesters, 1993).

Die empfohlene tagliche Zufuhr von Zink wurde von der Deutschen Gefsaft fur
Ernahrung 2004 festgesetzt. Diese liegt fir Manner bei 10 mgrdiveR bei 7 mg, fur
Kinder (1-9 Jahre) zwischen 3-7 mg, fur Schwangere bei 10 mg undllgmde Frauen

bei 11 mg taglich.

Da der menschliche Koérper Uber keinen Zinkspeicher verfugt, mussleichgawicht
zwischen Zinkaufnahme und Zinkabgabe aufrechterhalten werden, um &migkn zu
vermeiden (Vallee und Falchuk, 1993). Die Zinkresorption findet vornehmlich im
Dunndarm statt und wird durch faser- und phytatreiche Nahrung, welcheZidi
chelatieren, vermindert. Demgegenuber steigern Glukose und einige Anmiewnsz.B.
Cystein und Lysin die Zinkaufnahme (Sandstrom et al., 1987; Lee et al., @08Sins,
1985). Die Ausscheidung erfolgt hauptsachlich nach Exkretion mit dekrd2ssekret
Uber die Faces sowie in geringen Mengen tber den Urin, Schweil3, iteh&chuppen
(Van Wouwe und Uijlenbroek, 1994). Grundsétzlich ist die Zinkverfugbarkeiit nur

von der Nahrungsaufnahme, sondern auch vom Alter und dem Gesundheitszustand
abhéangig (Rink und Gabriel, 2000). Neben einer verminderten Zinkzufuhr, kbnnen auc
Arzneimittelinteraktionen (z.B. orale Kontrazeptiva), erhéhter Zinkbie@.B. Laktation)
oder Zinkverluste bei z.B. pathologisch erhohter Diurese, zu Zinkmasgedéenungen
fuhren (Halsted und Smith, 1970; Grungreiff, 1993). Erhohte Zinkspiegel finckhzu
toxischen Erscheinungen, kdnnen aber Uber eine Senkung des Kupferserdmspiege

Stoffwechselstérungen und Anamien hervorrufen (Fosmire, 1990).

1.3 Der Einfluss von Zink auf das Immunsystem

Zink Ubt als essentielles Spurenelement eine wichtige Funktion asif stirk
proliferierende Immunsystem aus (Rink und Gabriel, 2000 und 2001; Wellinghatise
al., 1997a). Die autsosomal-rezessiv vererbbare Erkrankukegrodermatitis
enteropathicawelche auf einer Mutation im Zink-Importer-Gen SLC39A4 (ZipAi-
and Irt-like protein 4*) beruht, verdeutlicht dies am besten. Diadiedelt es sich um ein
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Zinkmangel-Syndrom, bei dem zahlreiche immunologische Veranderungenveitere
Symptome wie Anamie, Hautveranderungen, Alopezie, Diarrhoe, Hypogomasli
geistige Retardierung sowie Wachstumsstérungen auftreten.  Aufgrded
Thymusatrophie und dem damit verbundenen Immundefekt, der sich in héaufig
auftretenden bakteriellen, viralen und fungalen Infektionen aul3ernt,dhiése Erkrankung
ohne Behandlung innerhalb weniger Jahre zum Tod. Eine Therapie mit Zink in
pharmakologischen Dosen (30-150 mg/d) fuhrt zur vollen Remission afltaptS8me
(Prasad et al., 1963; Neldner und Hambidge, 1975; Neldner et al., 1978; Moyh884,;
Good et al., 1982).

Ein Zinkmangel wurde auch bei anderen Krankheiten beschrieben, z.mBidimtes
mellitus (Chausmer, 1998), rheumatoider Arthritis (Zoli et al., 1998khma (Truong-
Tran et al., 2001a), AIDS (,acquired immune deficiency syndromeg) éisal., 1992),
Sichelzellandmie (Prasad, 1995) und COPD (,chronic obstructive pulmdmsagse”)
(Karadag et al.,, 2004). Weiterhin korrelieren die bei alten Menschdtretenden
Einschrankungen des Immunsystems mit niedrigen Serumzinkspiegahk (Rd
Kirchner, 2000; Duchateau et al., 1981; Bodgen et al., 1990). Der pathogenetische
Zusammenhang zwischen der erniedrigten  Zinkkonzentrationen und den
immunologischen Veranderungen der einzelnen Krankheiten ist weitgehend unbekannt.
Zink beeinflusst das Immunsystem sowohl indirekt Uber die RegulatiofPraifieration

und Apoptose als auch indirekt Uber die Produktion, Reifung und Funktion von
Leukocyten. Dabei spielen der Zinkmangel und die Erhdhung des Zinkgeleatie
Rolle, welche das angeborene und die erworbene Immunantwort betrédfe
Wirkungen von Zink sind spezifisch, da weder biologisch relevante, zwmjeer
Kationen wie Calcium oder Magnesium noch strukturell verwandteoKexti wie Nickel

oder Kobalt eine solch immunregulative Funktion ausiiben (Wellinghausen et al., 1996b).
Innerhalb des angeborenen Immunsystems fuhrt eine Zinkdefizienz sawobiner
verminderten Phagocytose der Makrophagen und neutrophilen Granulocygerclalzsu
einer gestorten Generierung des oxidativen Bursts (Keen und Gerdt880; Allen et

al., 1983). Weiterhin ist die Anzahl der neutrophilen Granulocyten und iligkedt zur
Chemotaxis bei niedrigen Zinkspiegeln verringert (Prasad, 2000a)s&h&ndie Zahl

und Aktivitat der NK-Zellen reduziert, welche das Zink fir die dinkung der MHC-I-
Molektle durch die p58 killerhemmenden Rezeptoren bendétigen, um die Killingtakt

zu inhibieren (Keen und Gershwin, 1990; Ravaglia et al., 2000; Rajagoi#ah;
Ferencik et al., 2003). Dagegen aktivieren hohe Zinkkonzentrationen Momatiyedt
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und erhéhen die Produktion von IL-1, IL-6 und THF{Driessen et al., 1994;
Wellinghausen et al., 1996a).

Im Bereich des erworbenen Immunsystems reagieren T-Zadleergll sensitiver auf eine
Zinkdefizienz als B-Zellen, da die Proliferation der T-Zellgirlstr von Zink abhangig ist
(Flynn, 1984; Fraker et al., 1997). Niedrige Zinkspiegel reduzieren died2alB-Zellen

und deren Vorlauferzellen (King und Fraker, 2000). Au3erdem inhibiertiekmangel

die Antikoérper-Produktion und das immunologische Gedachtnis, wobei gezeiggnve
konnte, dass die Antikorper-Produktion als Antwort auf T-Zell-abhéngigegés
empfindlicher reagiert als jene auf T-Zell-unabhénige Antig@ePasquale-Jardieu und
Fraker, 1984; Fraker et al.,, 1978; Moulder und Steward, 1989). Aufgrund einer
Zinkdefizienz kann es zu einer Thymusatrophie kommen, welche derdékierung der
T-Zellen beeintrachtigt und deren Anzahl verringert (Osati-Ashétal., 1998; Fraker et
al., 1995). Dies kann dadurch erklart werden, dass die Thymusfunktion untezranaer
dem Hormon Thymulin abhangig ist. Dieses wird durch Thymus-Epéhetzsekretiert
und erst nach Bindung von Zink als Cofaktor aktiv (Bach, 1981 und 1983; Saha et al.,
1995; Mocchegiani et al., 1995; Hadden, 1992). Des Weiteren ist bei nredrige
Zinkspiegeln die Balance zwischeny;T und Tyo-Zellen aufgrund eines veranderten
Cytokinmusters gestort. WahrengiZellen weniger IFNg und IL-2 sezernieren, bleibt
die Menge der {-Cytokine IL-4 und IL-10 unverandert (Cakman et al., 1996; Prasad,
2000b; Bao et al., 2003). Neben den Auswirkungen einer Zinkdefizienz -Zeflén,
kénnen hohe Konzentrationen ab 30 uM Zink direkt die IRAK (IL-1 Typ-ldpex-
assoziierte Kinase) und damit die I|b-hAbhangige T-Zell-Stimulation inhibieren
(Wellinghausen et al., 1997a; Rink und Gabriel, 2001).

1.4 Die Zink-Transporter

Die intrazellulare Zinkhomdoostase wird durch zinkbindende Proteindvie®illothionein

und Zinktransporter strikt reguliert (Rink und Haase, 2007). Die Zinkicates werden
durch zwei SLC (,solute linked carrier®)-Genfamilien codierihwend Mitglieder der
SLC39-Familie (Zip, ,Zrt- and Irt-like proteins®) den cytoplagmehen Zinkspiegel
durch Zinkaufnahme erhéhen, senken die Mitglieder der SLC30-Fardté, (Zink

Transporter/Exporter; CDF-Familie, ,cation diffusion facilitdjordie intrazelluléare
Zinkkonzentration durch den Transport von Zink aus der Zelle heraus odesikuléare

Strukturen hinein. Bisher sind 15 Zips und 9 ZnTs in verschiedenen, menstielen




Einleitung

beschrieben, deren Expression und Regulationen jedoch nur teilweise und in
verschiedenen Systemen analysiert wurden (Liuzzi und Cousins, 2004).

ZnT-1 wird ubiquitar exprimiert und ist der bisher einzige besblne Zinktransporter,
von dem bekannt ist, dass er am Zinkexport durch die Plasmamembranlein vie
verschiedenen Zellen beteiligt ist, wodurch der Zelle eine tRegisgegeniuber hohen
extrazellularen Zinkkonzentration verliehen wird (Palmiter und Fndl®95; Liuzzi et
al., 2001; Palmiter, 2004). In Ratten wird ZnT-1 auch auf vesikularemkiBien
exprimiert (Liuzzi und Cousins, 2004). Eine Zinksupplementierung induzeem&NA-
Expression von ZnT-1 in der humanen, monocytaren Zelllinie THP-1 und imwkémen
Brustepithel-Zelllinie HC-11, wahrend eine Zinkdepletion zu einer esthenden
MRNA-Reduktion fihrt (Cousins et al., 2003a; Cousins et al., 2003b, Kelleher und
Lonnerdal, 2003). Weiterhin gibt es eine erhdhte Expression von ZnT-1 im Dimridar
der Leber und in der Niere von Ratten, nachdem diesen eine zinki2i@hgegeben
wurde (Liuzzi et al., 2001).

ZnT-2 ist in sauren endosomalen bzw. lysosomalen Vesikeln lokglisedurch es eine
vesikulare Zinkanreicherung ermdglicht. Diesen Zink-Exporter findgt mm Darm, in
der Niere, in der Plazenta, im Hoden und in der Prostata (Baletial., 1996a; Iguchi et
al.,, 2002). ZnT-2 wird auch im Brustepithel exprimiert und reguliertt dtie
Zinkkonzentration in der Milch. Eine Missense-Mutation im ZnT-2-Gen ist veratiigo
fur eine erniedrigte Zinkkonzentration in der Milch (Chowanadisai let 2006).
Demgegeniber ist beschrieben, dass ZnT-2 nicht in der Leb&tusgkel, im Koérperfett,
im Thymus und in der Milz exprimiert wird (Cousins et al., 2003azti et al., 2004).
Die Expression von ZnT-2 wird — &hnlich wie die von ZnT-1 — im Dumngdan der
Leber und in der Niere von Ratten induziert, nachdem sie eine hokeéoZis bekommen
hatten (Liuzzi et al., 2001). M&ause, denen eine zinkreduzierte Diat gegeben zeigten
eine Herunterregulierung von ZnT-2 mRNA im Dunndarm und Pankreas (etzdi,
2004).

ZnT-3 wird hauptsachlich in der Membran zinkreicher, synaptischek&esnerhalb des
Hippokampus und im Hoden exprimiert (Wenzel et al., 1997; Palmitdr, €t986b). In
Nervenzellen transportiert ZnT-3 das cytoplasmatische Zink irsyhaptischen Vesikel
hinein, aus denen es nach Stimulation freigegeben wird (Wenaé| é097). Uber die
Regulation der Expression von ZnT-3 ist wenig bekannt. Im murinen Thyomesnt die
MRNA nicht auf einen Zinkmangel zu reagieren (Liuzzi und Cousins, 2004).
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Es ist beschrieben, dass ZnT-4 in intrazellularen Vesikeln exgtimird. Neben der
Expression in der Niere und im Darm ist dieser Transporter habpts@im Gehirn und
im Brustepithel zu finden, wo er die Zinkkonzentration in der Milelgutiert. Ein
vorzeitiges Stop-Codon im ZnT-4-Gen fihrt zum Phénotyp der sog.ndWilehmaus,
bei der die mdutterliche Milch nicht genug Zink enthalt — verpless zur Missense-
Mutation im ZnT-2-Gen (Huang und Gitschier, 1997; Cousins und McMahon, 2000;
Michalczyk et al., 2002). Wéahrend die mRNA von ZnT-4 keinen Veranderungeer
Leber, im Darm und in der Niere von Ratten nach erhdhter oraigabe unterliegt
(Liuzzi et al., 2001), wird sie in der Brustdriise unter Zinkmangelbedirgumgluziert
(Kelleher und Lonnerdal, 2002).

ZnT-5 wird in vielen Geweben exprimiert, wobei es in dedellen des Pankreas die
hochste Expression zeigt. Dort wird das Zink in die insulinhaltiggakretorischen
Granula transportiert (Kambe et al., 2002). Weiterhin ist ZnT-5 agcZinktransport in
den Golgi-Apparat und in Vesikel beteiligt (Kambe et al., 2002; Suzwi,2005a). Vor
kurzem wurde gezeigt, dass eine Splicevariante mit der Rlasmbran von CHO
(,chinese hamster ovary“)-Zellen kolokalisiert, die mit einewngtrukt aus ZnT-5 und
dem griunfluoreszierenden Protein transfiziert wurden (Jackson @0@l). AuRerdem
spielt ZnT-5 eine fundamentale Rolle in der Reifung von Osteoblasteénin der
Aufrechterhaltung der normalen Herzfunktion (Inoue et al., 2002). Hsegthrieben,
dass hohe Zinkkonzentrationen in einer erhdhten Expression in der humanen
Kolonadenokarzinom-Zelllinie Caco-2 resultiert, wahrend in Plazem¢azeind in der
humanen Zervixkarzinom-Zelllinie HelLa keine Veranderungen beaoftacherden
konnten (Cragg et al.,, 2002; Devergnas et al.,, 2004; Ford, 2004). Dagegen fuhrt
Zinkmangel zu niedrigen mRNA-Spiegeln in THP-1-Zellen (Cousirad. £2003b) und zu
erhohter Expression in HeLa-Zellen (Devergnas et al., 2004).

ZnT-6 vermittelt ebenso wie ZnT-5 den Zinktransport vom Cytoplasoweohl in den
transGolgi-Apparat als auch in das vesikulare Kompartiment. Wahren&N# in der
Leber, in der Niere, im Gehirn und im Darm detektiert werden leprmtirde das Protein
im Gehirn und in der Lunge gefunden (Huang et al., 2002). Es ist edsanrdass die
Expression sowohl nach Zinksupplementierung als auch nach ZinkdepletionPii-TH
Zellen reduziert war (Cousins et al., 2003b).

Die Expression von ZnT-7 ist am starksten in der Leber und im Dinnagladnzeigt in
der Niere, in der Milz, im Herzen, im Gehirn und in der Lungerggarigeres Niveau.
Zusatzlich zu ZnT-5 und ZnT-6 ist ZnT-7 am Transport vom cytoplasamen Zink in
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den Golgi-Apparat und in vesikulare Strukturen beteiligt (Kirschke Hodng, 2003;
Suzuki et al., 2005a). Nach einer Zinkbehandlung steigt die ExpressidiR-1-Zellen
an, wahrend ein Zinkmangel zu einer Reduktion fiihrt (Cousins et al., 2003j8gé&a
hat eine Zinksupplementierung in HelLa-Zellen keinen Einfluss aufEdieression,
wéahrend eine Zinkdepletion diese induziert (Devergnas et al., 2004).

Fur ZnT-8 konnte bisher keine Expression in den mononuklearen Zellen dasepsm
Blutes (PBMC) gezeigt werden. Es ist beschrieben, dass diés#iealeber und den
Pankreas restringiert ist. Im Bereich des Pankreas wird-&mauptséchlich in den
Langerhans-Inseln exprimiert, wo es den Transport von cytoplash&ts Zink in
intrazellulare Vesikel vermittelt, welches dort fur die Reifumgd Speicherung des
Insulins benétigt wird (Chimienti et al., 2004; Chimienti et al., 2003per eine
Regulation ist bisher nichts bekannt.

ZnT-9 wird auch als HUEL bezeichnet und zeigt eine weit e@die Expression (Liuzzi
und Cousins, 2004; Sim und Chow, 1999). Es gibt keine Informationen Uber
Regulationsmechanismen.

Zip-1 wird in vielen verschiedenen Zellen und Geweben exprinfi&aither and Eide,
2000 und 2001). Die subzellulare Lokalisation von Zip-1 ist abhéangig vonyZeso
konnte die Expression sowohl in der Plasmamembran als auch im wvesikula
Kompartiment und im Endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden @val.,
2001; Kambe et al., 2004). Bei hohen Zinkkonzentrationen wird die ExpressiétPHlT
Zellen herunter reguliert, wahrend unter Zinkmangelbedingungen dnshte
Expressionssteigerung beschrieben wird (Cousins et al., 2003b; lbs, 2Q@®).in
B-Lymphocyten wird die Expression von Zip-1 nach Induktion einer Zinkdefizie
erhoht, wahrend in PBMC keine Veradnderung der Expression weder unter
Zinksupplementierung noch Zinkmangel zu beobachten ist (Ibs, 2006).

Zip-2 ist in der Plasmamembran zu finden, konnte aber nur in PBMC, M@amoam
Gewebe der Prostata und im Uterus detektiert werden (GaitigeEide, 2000 und 2001,
Cao et al., 2001). In PBMC, Monocyten und THP-1-Zellen konnte die Expression vo
Zip-2 durch einen Zinkmangel erhdoht werden (Cao et al., 2001; Cousins2804h; Ibs,
2006). Ergéanzend wurde eine niedrigere Expression von Zip-2 in THP-I+Zwedleh
Zinksupplementierung gefunden (Cousins et al., 2003b).

Zip-3 wird in THP-1-Zellen exprimiert. Zur Regulation gibt e@dersprichliche
Ergebnisse. So wurde unter Zinkmangelbedingungen sowohl keine Verandésiwauch
eine Herunterregulation beobachtet (Cousins et al., 2003b; Ibs, 2006). IteB-Zeligt
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die Expression unter zinkdefizienten Bedingungen (lbs, 2006). Demgegeniifedere
sich die Expression von Zip-3 weder in T-Lymphocyten noch in PBMCZ0835). In der
Maus wird eine Expression im Knochenmark, in der Milz, im Dinndarm uddriheber
beschrieben (Liuzzi und Cousins, 2004). In murinen Zellen konnte unter Zinkhth&ge
Expression von Zip-3 auf der Zelloberflache induziert werden (Wang F et al., 2004a)
Zip-4 wird im Dunndarm und in den Nieren exprimiert. Eine Mutation irugahdrigen
Gen SLC39A4 ist verantwortlich fur die durch eine Zinkdefizienz gekecmzete
ErbkrankheitAcrodermatitis enteropathic@Vang K et al., 2002; Kim et al., 2004). Die
Expression von Zip-4 wird im Dunndarm von Mausen nach einer zinkarmen Kost
gesteigert und nach Zinksupplementierung erniedrigt (Dufner-Beattie 2003).

Zip-5 wird in vielen Geweben exprimiert, ist aber vorrangig iinndarm zu finden
(Dufner-Beattie et al., 2004Rie Expression von Zip-5 in Mausen wird nicht durch Zink
reguliert (Wang F et al., 2004b).

Zip-6 ist sowohl in der Plasmamembran als auch im Endoplasmatistéikulum
lokalisiert und wird im Brustgewebe, in der Prostata, in der Haagdrise und im
Gehirn exprimiert (Taylor und Nicholson, 2003). Es ist beschriebes, dlasExpression
von Zip-6 durch LPS (Lipopolysaccharid) in dendritischen Zellen erniedsigt
(Kitamura et al., 2006).

Zip-7 wird ubiquitar exprimiert und ist intrazellular im Golgpparat lokalisiert. Erhohte
Zinkbedingungen haben in der humanen Prostata-Zellline RWPEL kamitrs& auf die
Expression der mRNA, erniedrigen aber die Expression des korresmoadirrProteins
(Huang et al., 2005).

Zip-14 wird in der Plasmamembran vieler Gewebe exprimierti¢Fagt al., 2005). Die
Expression von Zip-14 wird durch IL-6 in der Leber heraufregulied ishso eventuell
fur die Hypozinkdmie wahrend der Akuten-Phase-Antwort verantwlorflicuzzi et al.,
2005).

Die tbrigen humanen Zink-Importer sind bisher noch nicht naher charakterisierhworde
In der Abbildung 1.1 sind die bisher bekannten Daten beziglich der subzallulare
Lokalisierung und der Transportrichtung der verschiedenen Zink-Traasgugammen

gefasst.
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Abb. 1.1: Subzellulare Lokalisierung und Transportrichtung der Zink-Importer (Zip) und
Zink-Exporter (ZnT). Wahrend Mitglieder der Zip-Familie den cytoplasmatiscEakspiegel
durch Zinkaufnahme aus dem Extrazellularraum oder aus intrazellularen W estk@hen, senken
die Mitglieder der ZnT-Familie die intrazellulare Zinkkonzetitsn durch den Transport von Zink
aus der Zelle heraus oder in vesikulare Strukturen hinein (verandertRiak und Haase, 2007).

1.5 Zink und Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um einen streng reguliertenapnoggerten Zelltod, der
im Gegensatz zur Nekrose ohne eine Entziindungsreaktion stattfindetiedein Wege
wird auf natirliche Art und Weise neben der Vernichtung potenziateaflttiver Zellen
auch die Entartung von Zellen und somit die Entstehung von Krebs verhivddtirch
das zellulare Gleichgewicht aufrechterhalten wird (Hanahan undbétg, 2000). Die
Apoptose kann Uber zwei Wege ablaufen. Der extrinsische Weg wirdh dur
Todesrezeptoren auf der Zelloberflache ausgelost, wahrend desistnie Weg Uber die
Mitochondrien vermittelt wird. Das Ergebnis beider MechanismegigsAktivierung von
Caspasen, die im Cytosol praformiert vorliegen und durch die Spaktathglarer
Substrate zu den charakteristischen biochemischen und morphologischenexerged
fuhren (Igney und Krammer, 2002).

Es ist bekannt, dass Zink fur die Regulation der Apoptose eineneiitsnde Bedeutung

zukommt (Sunderman, 1995). Allerdings ist der Mechanismus noch nicht ndifsta
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geklart. Die Situation wird dadurch erschwert, dass sowohl zu needlsgauch zu hohe
Zinkkonzentrationen zur Apoptose und auch Nekrose fuhren konnen (Martin et al., 1991,
McCabe et al., 1993; Zalewski und Forbes, 1993; Zalewski et al., 1993;sTee\&.,

1994; Matsushita et al., 1996; Kuo et al., 1997; Hamatake et al., 2000; Ketvn2&t00;
Untergasser et al., 2000; Kondoh et al., 2002 und 2005). Dies bedeutet zugsgkjn
gewisser Zinkspiegel notwendig ist, um die Apoptose zu inhibieren (THliayget al.,
2001b).In vitro wurde gezeigt, dass Zinkkonzentrationen im mikromolaren Bereech di
Aktivitat verschiedener Caspasen inhibieren kdénnen (Perry et al., $8&@nicke und
Salvesen, 1997; Maret et al., 1999), und dass die durch Zinkentzug ausgeldstesA

von der Caspase-3 abhangig ist (Truong-Tran et al., 2000; Chai, €208D). Der
schitzende Effekt von Zinkionen beruht weiterhin auf einer Interaktio@abtium- und
Magnesium-abhangigen Endonukleasen, wodurch die fur die Apoptose typis¢kie DN
Fragmentierung inhibiert wird (Cohen und Duke, 1984; Beletsky et al., 1989; Gisughaki

al., 1991;Torriglia et al., 1997)AulRerdem ist beschrieben, dass Zink das Verhaltnis von
Bcl-2 (anti-apoptotisch) zu Bax (pro-apoptotisch) erhoht (Fukamacai.,e1998), und

dass ein Zinkmangel die Translokation von Cytochrom C aus den Mitochondrien induziert
(Kolenko et al., 2001).
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2 Zielsetzung

Trotz der immensen Bedeutung von Zink fur das Immunsystem und der tigelsei
Einsatzmoglichkeiten einer pharmakologischen  Zinksubstitution herrschth noc

weitgehend Unklarheit Uber die daran beteiligten Mechanismen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll zunachst die Verteilung der humahek-Exporter
(hZnTs) und deren Charakterisierung in mononukledren Zellen analysieten. Dabei
soll die Grundexpression der hZnTs in primaren, aufgereinigten nZelig der in
Zelllinien verglichen werden. Ferner sollen die hZnTs sowohl ideBen, T-Zellen,
Monocyten als auch in PBMC quantifiziert und der Einfluss einer Zpsmentierung
und Zinkdepletion auf die Expression untersucht werden. In dem Zusammesdiang
auch die intrazellulare Zinkkonzentration als Antwort auf eine vertsm@xpression der
hZnTs unter Zinkmangel analysiert werden, um eine Erklarung fimrderschiedlichen
Reaktionen der verschiedenen Zellpopulationen auf eine Zinkdepletion zun.finde
Weiterhin wird eine mdogliche Assoziation zwischen der Expresgwmn hZnT-8 und
Diabetes Gegenstand der Untersuchungen sein. Unter BericksichtguAgalyse der
Zink-Exporter und der bereits vorhandenen Analyse der Zink-Importearssdhlie3end
der Einfluss von Zink auf die Apoptose und auf die durch die Interleukiig IL-2 und

IL-4 induzierte, intrazellulare Signaltransduktion in T-Zellen lgsiart werden. Da
bekannt ist, dass Zink direkt die IRAK (IL-1 Typ-I Rezeptor-assodi Kinase) und
damit die IL-b-abhangige T-Zell-Stimulation inhibieren kann, soll die Aktivierung der
Zelle durch IL-b unter Zinkmangelbedingungen analysiert werden. In Bezug auf die
durch IL-2- und IL-4-vermittelte Signaltransduktion soll eine Emnkiég fur den
unterschiedlichen, gegensatzlichen Einfluss von Zink auf diese beideal#age

gefunden werden.

Die mit immunologischen sowie zell-, protein- und molekularbiologische
Arbeitstechniken durchgefuhrten Untersuchungen und daraus gewonnenen Bggebnis
dieser Arbeit sollen dabei helfen, Aussagen Uber die Wirkungswers&Zin@ in vitro
treffen zu konnen, um damit einen Ansatzpunkt fir einen Einsatz einer

Zinksupplementierung in der Therajmevivo zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate
Analysenwaage, 770/GS/GJ (Kern, Balingen-Frommern)
Belichtungskassette-K fur Rontgenfilme, 20x25cm (BioRad Laboratories,
Munchen)
Blot-Transfer-Kammer, Mini-Trans (BioRad Laboratories, Miinchen)
COs-Inkubator, MCO-17AIC (Sanyo, Gunma, Japan)
Durchflusscytometer, FACS-Calibur (Becton-Dickinson, Heidelberg)
Elektrophorese-Kammer fiir Agarosegele, Wide Mini-Sub Cell GT (Biorad,
Minchen)
Elektrophorese-Kammer fir Polyacrylamidgele, Mini-Protean 3 Elgbtresis
Module Assembly (Biorad, Miinchen)
Elektrophorese-Netzgerat, Power Pac 300 (Biorad, Minchen)
ELISA-Reader, Magellan (Tecan, Crailsheim)
ELISA-Washer, Atlantis (Asys Hitech, Eugendorf)
Fluoreszenzmikroskop, Axioskop (Zeiss, KoéIn)
Folienschweil3gerat, Polystar 100 GE (Rische und Herfurth, Hamburg)
Gefrierschrank, — 20 °C (Bosch, Minchen)
Gefrierschrank, — 80 °C, MDF-U71V (Sanyo, Gunma, Japan)
Kamera (Nikon, Dusseldorf)
Kihlschrank (Bosch, Miinchen)
Laborwaage, 1265 MP (Sartorius, Gottingen)
Magnet, BD IMagnet (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
Magnetriuhrer, MR3001 (Heidolph, Schwabach)
Mikroskop Dialux 22EB (Leitz, Wetzlar)
Multipipette, Multipette plus (Eppendorf, Hamburg)
Multiplate Reader, Magellan (Tecan Ultra 384, Crailsheim)
PCR-Geréat, Gene Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City,
USA)
pH-Messgerat, HI 9321 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein)
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Photometer, BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)

Pipetten, 0,5-10 pul, 10-100 pl und 100-1000 pl, Research (Eppendorf, Hamburg)
Pipettierhilfe, pipetus-akku (Hirschmann, Eberstadt)

Rollenschittler, CAT RM 5 (Neolab, Heidelberg)

Rontgenfilm-Entwickler, Curix HT-530 AGFA (AGFA, Kéln)

Schuttler, HS 250 basic (IKA Labortechnik, Staufen)

Standzentrifuge, Varifuge 3.0 RS (Heraeus Christ, Osterode)
Standzentrifuge, Multifuge 3 S-R (Heraeus Christ, Osterode)

Sterile Werkbank, KR-210 (Kojair, Vilppula, Finnland)

Tagman-PCR-Gerét, Sequence Detection System 7000 (Applied Biosystems,
Foster City, USA)

Thermomixer, comfort und compact (Eppendorf, Hamburg)

Tischzentrifuge, 5417 R (Eppendorf, Hamburg)

Tischzentrifuge, Biofuge A (Heraeus, Osterode)

Ultraschallgerét, Vibra Cell (Sonics & Materials, Danbury, Connecticu§)uS
Umkehrmikroskop (Zeiss, KolIn)

UV-Cleaner Box, UVC/T (Lab4You, Berlin)

UV-Geldokumentationskammer, BioRad Gel Dok XR Systems (Biorad, Minchen)
Video Graphic Printer UP-895CE (Sony, Tokyo, Japan)

Vortex, Reax (Heidolph, Schwabach)

Western Blot-Kammer, Mini-Protean 3 Electrophoresis Module Assembly
(Biorad, Minchen)

3.1.2 Laborbedarf
Bakterienfilter, 0,2 um (Pall, Dreieich)
Belichtungskassette (Biorad, Miinchen)
Burkerkammer mit Deckglaschen (Brand, Wertheim)
Cellscraper, 25 cm (Sarstedt, NUmbrecht)
Einmalkuvetten (Sarstedt, NUmbrecht)
Einmalpipetten, 5 ml, 20 ml und 25 ml (Greiner, Nirtingen)
Erlenmeyerkolben, 250 ml (Schott, Mainz)
FACS-R0Ohrchen (Sarstedt, Nimbrecht)
Gel Blotting Papier GB0OO03 (Schleicher und Schuell, Dassel)
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Fotopapier URP-110HG (Sony, Tokyo, Japan)

Frischhaltefolie (RUF, Bremen)

Glasplatten, Outer Glass PLT W/1,5 mm, M-P 3 (BioRad Laboratories, Minchen)
Glasplatten, Short Plates, M-P 3 (BioRad Laboratories, Miinchen)

Kanilen, 0,9 x 40 mm (Terumo, Leuven, Belgien)

Klebefolien, Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems, Foster City,)USA
Kunststoffrohrchen mit Schraubverschluss, 15 ml und 50 ml (Falcon, Heidelberg)
Latex Einmalhandschuhe (Kimberly-Clark, Zaventem, Belgien)
Nitrocellulose-Membran Trans-Blot Transfer Medium, pure (Biorad, Minchen)
Objekttrager fur Suspensionszellen, 76 x 26 mm (Engelbrecht, Edermiinde)
Objekttrager fur adharente Zellen, Culture Slide (Becton Dickinson, Heidglber
PCR-Reaktionsgefal3, 0,2 ml (Eppendorf, Hamburg)

Pipettenspitzen, 1-10 pul und 10-100 pl (Sarstedt, NUmbrecht)

Pipettenspitzen, 100-1000 pl (Eppendorf, Hamburg)

Pipettenspitzen Combitips, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml und 10 ml (Eppendorf, Hamburg)
Pipettenspitzen, gestopft, 1-10 pl, 10-100 pul und 100-1000 ul (Biozym,
Oldendorf)

Polystyren-Rohrchen mit Deckel, 13 ml (Sarstedt, Nimbrecht)
Reaktionsgefalie, 1,5 ml (Sarstedt, Numbrecht)

Reaktionsgefal3e, 1,5 ml mit Schraubverschluss (VWR, Darmstadt)
Reaktionsplatten, MicroAmp Optical 96-Loch (Applied Biosystems, Fostey City
USA)

Schlauchfolie, PE, 0,2 mm (VWR International, Darmstadt)

Schwammkissen, 8x11 cm (BioRad Laboratories, Miinchen)

S-Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht)

Spritzen, 20 ml (Braun, Melsungen)

UV-Einmalkivette, UVette (Eppendorf, Hamburg)

X-OMAT UV Plus Film (Kodak, Stuttgart)

Zellkulturflaschen, T25 (Sarstedt, Nimbrecht)

Zellkulturflaschen, T25 (Nunc, Roshilde, Danemark)

Zellkulturflaschen, T75 (Nunc, Roshilde, Ddnemark)

Zellkulturplatten, 6-Loch (Becton Dickinson, Heidelberg)

Zellkulturplatten, 24-Loch (Becton Dickinson, Heidelberg)
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3.1.3 Zellkulturmedien und Mediumzuséatze
b-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)
Fetales Kéalberserum (PAA, Colbe)
Ficoll-Trennlésung 1,077 g/ml (Biochrom, Berlin)
Heparin-Natrium, Liguemin N 5000 (Roche, Mannheim)
Kulturmedium DMEM (Bio Whittaker, Heidelberg)
Kulturmedium RPMI 1640 (Bio Whittaker, Heidelberg)
L-Glutamin, 200 mM (Bio Whittaker, Heidelberg)
Natrium-Pyruvat, 100 mM (Bio Whittaker, Heidelberg)
Nicht-essentielle Aminosauren, 100x (Bio Whittaker, Heidelberg)
Phosphate Buffered Saline ohneDand Md*, 1x (Bio Whittaker, Heidelberg)
Phosphate Buffered Saline ohne?Dand Md*, 10x (Bio Whittaker, Heidelberg)
Penicillin/Streptomycin, 10.000 U/ml + 10.000 pug/ml (Bio Whittaker, Heidelberg)
Proteinfreies Medium, Ultradoma P.F. (Bio Whittaker, Heidelberg)
Trypsin (Bio Whittaker, Heidelberg)

3.1.4 Immunologische Reagenzien
AB-Serum (PAA, Colbe)
IL-1b, rekombinant, human (Strathmann, Hannover)
IL-2, rekombinant, human (PeproTech, Rocky Hill, USA)
IL-4, rekombinant, murin (PeproTech, Rocky Hill, USA)
Kaninchen-anti-human-ZnT-1-Antikorper (freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Dr. Dianne Ford, Newcastle, UK)
Kaninchen-anti-human-ZnT-4-Antikorper (freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Dr. M. Leigh Ackland, Victoria, Australia)
Kaninchen-anti-Akt-Antikorper (Cell Signaling, Beverly, USA)
Kaninchen-anti-Phospho-Akt-Antikorper (Ser473) (193H12) (Cell Signaling,
Beverly, USA)
Kaninchen-anti-Phospho-p38 MAPK-Antikérper (Thr180/Tyr182) (3D7) (Cell
Signaling, Beverly, USA)
Kaninchen-anti-p42/44 MAPK-Antikorper (Cell Signaling, Beverly, USA)
Kaninchen-anti-Phospho-p42/44 MAPK-Antikdrper (Thr202/Tyr204) (Cell
Signaling, Beverly, USA)
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Kaninchen-anti-Phospho-STAT6-Antikorper (Tyr641) (Cell Signaling, Beverly,
USA)

Kaninchen-anti-STAT6-Antikorper (Cell Signaling, Beverly, USA)
Maus-1gGg-Isotypkontrolle-FITC konjugiert (BD Biosciences Pharmingen,
Heidelberg)

Maus-anti-human-CD3-FITC-konjugiert (BD Biosciences Pharmingen,
Heidelberg)

Maus-anti-human-CD19-FITC-konjugiert (BD Biosciences Pharmingen,
Heidelberg)

Phytohamagglutinin (Becton Dickinson, Heidelberg)
Ziege-anti-Biotin-Sekundarantikorper-HRP konjugiert (Cell Signalingeyg,
USA)

Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikdrper-HRP konjugiert (Cell Signaling,
Beverly, USA)

Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikorper-FITC konjugiert (Dianova, Hamburg)

3.1.5 Molekularbiologische und ELISA-Reagenzien
100 bp DNA-Leiter, O"'Range Ruler (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
6 x O'Range Loading Dye Solution (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
Agarose (Gibco, Karlsruhe)
Assay-Diluent fur ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
Capture-Antikorper fur IL-2-ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Héiek)
Detection-Antikorper fir IL-2-ELISA (BD Biosciences Pharmingeniddiberg)
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 mM (Applied Biosystems, Warrington,
Grol3britannien)
Essigsaure (Merck, Darmstadt)
Ethidiumbromid (Sigma, Steinheim)
HotStarTag-Polymerase, 5 U/ul (Qiagen, Hilden)
Magnesiumchlorid, 25 mM (Qiagen, Hilden)
Na&EDTA (Sigma, Steinheim)
Oligonukleotidprimer (TIB Molbiol, Berlin)
PCR-Puffer, 10x (Qiagen, Hilden)
Rox, 100 mM (TIB Molbiol, Berlin)
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Stop-L6sung fur ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
Substratlosungen A und B fur ELISA (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
Tris-Base, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Merck, Darmstadt)

Tris-HCI, Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid (Merck, Daadst
Waschlésung fur ELISA, 20x (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)

3.1.6 Sonstige Reagenzien
Acrylamid/bis-Acrylamid, 30 % (Sigma, Steinheim)
Actinomycin D (Sigma, Steinheim)
Ammoniumpersulfat (BioRad Laboratories, Miinchen)
Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen)
Aqua Spullésung (Delta Select, Pfullingen)
Bradford-Reagenz (Biorad, Miinchen)
Bromphenolblau (Riedel-de-Haén, Hannover)
BSA, Bovines Serumalbumin (Fluka, Buchs, Schweiz)
Calciumchlorid (Merck, Darmstadt)
DMSO, Dimethyl-Sulfoxid (Merck, Darmstadt)
EDTA, Ethylendiamintetraacetat (Merck, Darmstadt)
Ethanol, absolut (J.T. Baker, Deventer, Holland)
Ethanol, 70 %, vergallt (Universitatsklinikum, Aachen)
FluoZin-3 (Molecular Probes, Eugene, USA)
Glycerin (Roth, Karlsruhe)
Glycin (Sigma, Steinheim)
Glucose (Merck, Darmstadt)
HBSS, Hank’s Balanced Salt Solution (Sigma, Steinheim)
Hepes, 1 M (Bio Whittaker, Heidelberg)
Hepes (Merck, Darmstadt)
Hoechst 33258 (Sigma, Steinheim)
Isopropanol (Merck, Darmstadt)
Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt)
LumiGLO Reagenz und Peroxid (Cell Signaling, Beverly, USA)
Magermilchpulver Sucofin (Trade Service International, Zeven)

Magnesiumchlorid, 25mM (Qiagen, Hilden)
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3.1.7

Magnesiumchlorid (Merck, Darmstadt)

Methanol (Universitatsklinikum, Aachen)

Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)

Natriumdihydrogenphosphat (Fluka, Buchs, Schweiz)
Natriumvanadat (Sigma, Steinheim)

Natronlauge (Merck, Darmstadt)

PFA, Paraformaldehyd (Sigma, Steinheim)

Propidiumiodid, 1 mg/ml (Sigma, Steinheim)

Ponceau S (Fluka, Buchs, Schweiz)

Protein-Leiter, biotinyliert (Cell Signaling, Beverly, USA)
Natriumpyrithion (Sigma, Steinheim)

Salzsaure, 32 % (Merck, Darmstadt)

Saponin (Riedel-de-Haén, Hannover)

SDS, Sodiumdodecylsulfat (Merck, Darmstadt)

TEMED, N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin (Sigma, Steinheim)
TPEN, N, N, N’, N"-Tetrakis-(2-Pyridyl-Methyl)-ethylendiamin (Bia,
Steinheim)

Trypanblau, 0,4 % (Sigma, Steinheim)

Tween 20 (Merck, Darmstadt)

Zinksulfat (Sigma, Steinheim)

Kommerziell erhaltliche Testkits

BioRad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat (BioRad Laboratories, Miinchen)
Dynal B Cell Negative Isolation Kit (Invitrogen, Karlsruhe)

Dynal T Cell Negative Isolation Kit Ver Il (Invitrogen, Karlsruhe)

human Annexin V/FITC-Kit (Bender MedSystems Diagnostic, Wien, Ostéjreic
Komponenten-Set zur Herstellung eines IL-2-ELISAs, murin (BD Bioscgence

Pharmingen, Heidelberg)

QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)

QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

Reverse Transcription System (Promega, Heidelberg)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)
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3.2 Methoden

3.2.1 Praparation der Zink-Losung

Das Zinksulfat wird zu einer 100 mM Stammlosung in Aqua ad inidigtadelost und

mittels eines Bakterienfilters (PorengréRe 0,2 pum) sternilefitt Die Stammldsung wird
mit Aqua ad iniectabilia zu einer 10 mM L6sung und anschlielend wii¢ipfreiem

Medium (Ultradoma) zu einer 2 mM LOsung weiter verdinnt.

3.2.2 Zellkulturen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen werden stets bei 37% 3, und gesattigter
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Suspensionszellen werden zweiméthventlich nach
mikroskopischer Kontrolle gezahlt, auf die entsprechenden Zellkonzentati
eingestellt und in frisches Kulturmedium umgesetzt. Die adharef¢den werden

zweimal wdchentlich 1:10 in frisches Kulturmedium umgesetzt. fidgeh isolierten,

primaren Zellen werden entsprechend des jeweiligen Versuckmesmsingesetzt. In der
Tabelle 3.1 sind das jeweilige Kulturmedium, die Zuséatze und deurdsditz der
einzelnen Zelllinien aufgelistet. Sofern Fetales Kalbersera@S] verwendet wurde,

handelt es sich immer um fiir 30 Minuten bei 56 °C inaktiviertes Serum.
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Tab. 3.1: Auflistung der verwendeten Zellen.

Zelle Kulturmedium Zusatze Zellumsatz

20 % FCS
1 % L-Glutamin
Caco-2 DMEM o _ 1:10
1 % Penicillin/Streptomycin

1 % NEAA

10 % FCS
1 % L-Glutamin
CTLL-2? RPMI 1640 1 % Penicillin/Streptomycin | 1x10%ml

1 % Natriumpyruvat

1,8 plb-Mercaptoethanol

5% FCS
EL-4 6.2 RPMI 1640 1 % L-Glutamin 1x10/ml

1 % Penicillin/Streptomycin

10 % FCS
1 % L-Glutamin
Jurkat RPMI 1640 1 % Penicillin/Streptomycin | 2x10/ml
1 % Natriumpyruvat
1% NEAA

10 % FCS
RPMI 1640 1 % L-Glutamin 2x1C/ml

1 % Penicillin/Streptomycin

K-562', Molt-4%,
Rajit

10 % FCS
L 1 % L-Glutamin
THP-1 RPMI 1640 o | 2x10/ml
1 % Penicillin/Streptomycin

2,5 ulb-Mercaptoethanol

10 % FCS
Primare Zellen RPMI 1640 1 % L-Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin

! von DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)
2von ATCC (,American Type Culture Collection)

% freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Michael Martie3&h
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3.2.3 Isolierung von mononuklearen Zellen
PBMC (mononukledre Zellen des peripheren Blutes) zeichnen sich dumehirai
Vergleich zu Granulocyten und Erythrocyten geringere Dichte aus umtekdaher tber
eine Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden. Ficsil eine Losung aus
einem hochmolekularen Zucker und einem Rdntgenkontrastmittel mit Riokte von
1,077 g/ml. Wahrend sich die Erythrocyten aufgrund einer héheren Daomt8oden
absetzen, befinden sich die Granulocyten nach der Zentrifugation wmntsen Phase.
Thrombozyten besitzen eine noch geringere Dichte als mononukledra del sammeln
sich in der oberen Phase an, so dass die PBMC aus der Interppasenaimen werden
kbnnen.
Reagenzien:

Heparin (10.000 Einheiten/ml)

PBS (1x)

Ficoll der Dichte 1,077 g/ml

RPMI-Kulturmedium mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 %

Penicillin/Streptomycin
Durchfuhrung:

Mit Heparin (50 Einheiten/ml Blut) antikoaguliertes Vollblut witdl mit PBS

(1x) vorsichtig gemischt

In einem 50 ml Réhrchen wird Ficoll vorgelegt und 1:1 mit dem VollBBS8-

Gemisch Uberschichtet

Es wird 20 min. bei 20 °C und 600 g zentrifugiert

Mit einer Pipette werden die PBMC aus der Interphase abpipettiert

Die isolierten PBMC werden mit PBS (1x) aufgefillt und 10 min. 3@0 g

zentrifugiert

Das Pellet wird erneut in PBS (1x) resuspendiert und 10 min. bei 300 g gewaschen

Das Pellet wird in Kulturmedium aufgenommen und die gewlnschteahellz

eingestellt

3.2.4 Erythrocytenlyse isolierter mononuklearer Zellen
Bei der Isolierung von PBMC stellen Erythrocyten eine Kontarmnatar, die durch eine
hypotone Lyse entfernt werden. Dabei werden die PBMC in steWeasser, d.h. in einer

hypotonen Ldsung, resuspendiert, bevor durch die Zugabe einer zwiafamdntrierten
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physiologischen Lésung, z.B. in Form von PBS (2x), wieder isotone @Gauyen
hergestellt werden. Da die kernlosen Erythrocyten gegeniber lgfpetonen Losung
weitaus empfindlicher reagieren als kernhaltige Zellen, kdnnesacsigelektiv entfernt
werden.
Reagenzien:
Aqua Spullésung
PBS (10x und 1x)
RPMI-Kulturmedium mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 %
Penicillin/Streptomycin
Durchfuhrung:
Die PBMC werden nach einer 10-minitigen Zentrifugation bei 300 g in 110 m
Aqua Spullésung resuspendiert und sofort wieder mit 10 ml PBS (2x) aufgefullt
Es wird 10 min. bei 300 g zentrifugiert
Das Pellet wird in 50 ml PBS (1x) aufgenommen und die Zellsuspemsidn
erneut fur 10 min. bei 300 g zentrifugiert
Das Pellet wird in Kulturmedium aufgenommen und die gewlnschteahellz

eingestellt

3.2.5 Isolierung von primaren, humanen T-Zellen
Mit dem Dynal T Cell Negative Isolation Kit Ver Il der Fia Invitrogen kdnnen primare,
humane T-Zellen negativ isoliert werden. Dabei wird zu den rsa@fie mononuklearen
Zellen ein Antikérpermix gegeben, der aus monoklonalen, murinen Antikdrpstehbe
die gegen Nicht-T-Zellen gerichtet sind. Anschlielend werden dymalizads
hinzugegeben, die mit einem monoklonalen, humanen anti-Maus 1gG Antikorper
beschichtet sind. Diese binden an die murinen Antikoérper, die an denTN&dlten
gebunden haben. Durch den Einsatz eines Magneten kdonnen diese Zellem wetfien,
so dass im Uberstand reine, ungekoppelte T-Zellen vorliegen.
Reagenzien:

Puffer 1: PBS (1x), 0,1 % FCS, 2 mM D TA

FCS
Durchfliihrung:

Nach der Isolierung der mononuklearen Zellen (siehe 3.2.3) erfolgte die

Durchfiihrung exakt nach der Anleitung der Firma Invitrogen
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3.2.6 Isolierung von priméren, humanen B-Zellen
Mit dem Dynal B Cell Negative Isolation Kit der Firma Invitrog&dnnen primare,
humane B-Zellen negativ isoliert werden. Dabei wird zu den isstiemononuklearen
Zellen ein Antikbrpermix gegeben, der aus monoklonalen, murinen Antikérpstahbe
die gegen Nicht-B-Zellen gerichtet sind. Anschlieend werden die Hewds
hinzugegeben, die mit einem monoklonalen, humanen anti-Maus IgG Antikdrper
beschichtet sind. Diese binden an die murinen Antikorper, die an den NititeB
gebunden haben. Durch den Einsatz eines Magneten kdnnen diese Zellen wetfien,
so dass im Uberstand reine, ungekoppelte B-Zellen vorliegen.
Reagenzien:

Puffer 1: PBS (1x), 0,1 % FCS, 2 mM }&DTA
Durchfuhrung:

Nach der Isolierung der mononuklearen Zellen (siehe 3.2.3) erfolgte die

Durchfihrung exakt nach der Anleitung der Firma Invitrogen

3.2.7 Zellzahlbestimmung

Durchfuhrung:
10 pl der Zellsuspension werden in eine Burkerkammer pipettiert und gezahit
Die Zellzahl wird wie folgt berechnet:
Zellzahl/ml = Anzahl der lebenden Zellen x Kammerfaktor x 1000
Kammerfaktor = 15,63

3.2.8 Vitalitatstest
Trypanblau hat die Eigenschaft, tote Zellen anzufarben, so dass ber &g der
Zellzahlbestimmung zwischen Lebendzellzahl und den toten Zellen) (inerschieden
werden kann.
Reagenzien:
Trypanblau
Durchfiihrung:
10 pl Zellen werden mit 10 pl Trypanblau gemischt
10 pl der Zellsuspension werden in eine Burkerkammer pipettiert und gezahlt
Die Zellzahl wird wie folgt berechnet:
Zellzahl/ml = Anzahl der lebenden Zellen x Kammerfaktor x Verdinnung x 1000
Kammerfaktor = 15,63; Verdinnung = 2
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3.2.9 RNA-Isolierung aus Lymphocyten

Das RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen ermdglicht die Ewing von RNA aus
Lymphocyten ab einer Grol3e von ca. 200 Nukleotiden, d.h. kleinere RNA-Fragmente
z.B. 5.8S rRNA, 5S rRNA und tRNA, werden nicht isoliert. Die Zellearden zunéchst
mit hoch-denaturierendem Guanidinisothiocyanat lysiert, wodurch stor&MNBsen
inaktiviert werden. In Gegenwart von Ethanol bindet die intakte RiNA&iae Silica-Gel-

Membran. Fir die Elution der RNA wird RNase-freies Wasser benutzt.

Reagenzien:
RLT-Puffer
b-Mercaptoethanol
Ethanol (70 %)
RW1-Puffer
RPE-Puffer
RNase-freies Wasser
Durchfuhrung:
Die Durchfiihrung erfolgte exakt nach der Anleitung der Firma Qiagen
Die RNA wird nach der Konzentrationsbestimmung bei — 80 °C &mga (siehe
3.2.12)

3.2.10 RNA-Isolierung aus Vollblut
Mit dem QlAamp RNA Blood Mini Kit der Firma Qiagen kann RNAekt aus Vollblut
ab einer Grof3e von ca. 200 Nukleotiden isoliert werden, d.h. kleinere FiRafmente,
wie z.B. 5.8S rRNA, 5S rRNA und tRNA, werden nicht isoliert. Zu Bagiverden die
Erythrocyten selektiv lysiert und damit die Leukocyten angkesic Diese werden unter
hoch-denaturierendem Bedingungen lysiert, wodurch stérende RNasewienakterden.
In Gegenwart von Ethanol bindet die intakte RNA an eine SilicaM&ehbran. Fur die
Elution der RNA wird RNase-freies Wasser benutzt.
Reagenzien:

EL-Puffer

RLT-Puffer

b-Mercaptoethanol

Ethanol (70 %)

RW1-Puffer
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RPE-Puffer
RNase-freies Wasser
Durchfihrung:
Die Durchfiihrung erfolgte exakt nach der Anleitung der Firma Qiagen
Die RNA wird nach der Konzentrationsbestimmung bei — 80 °C &mga (siehe
3.2.12)

3.2.11 DNA-Isolierung aus Vollblut
Das QlAamp DNA Mini Kit der Firma Qiagen ermdglicht disolierung genomischer
DNA aus Vollblut. Nach der Lyse der Zellen bindet die genomi§aNé in Gegenwart
von Ethanol an eine Silica-Gel-Membran, von der es mit Hilfe von Wasser eluikrt w
Reagenzien:

Proteinase K

AL-Puffer

Ethanol, absolut

AW1-Puffer

AW2-Puffer

Aqua ad iniectabilia
Durchfuhrung:

Die Durchfihrung erfolgte exakt nach der Anleitung der Firma Qiagen

Die DNA wird nach der Konzentrationsbestimmung bei — 20 °C eingef(srehe

3.2.12)

3.2.12 Bestimmung der RNA- und DNA-Konzentration

Durch eine spektralphotometrische Messung der optischen Dichtesiésssowohl die
Menge als auch die Reinheit von RNA- und DNA-L6sungen quantifizierermréfé
Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm ein Maximum ihrer Lichtptisor
aufweisen, befindet sich das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren bai eine
Wellenlange von 260 nm. Die Reinheit einer Nukleinsaurelésung ladst dsicch
Bestimmung des Extinktionsquotienten 260 nm/280 nm abschatzen. Liegt dieser unter 1.8,
befinden sich in der Losung zu viele Proteine, liegt er dagégen 2.0, beinhaltet die

Losung zu viele Salze.
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Reagenzien:
Aqua ad iniectabilia

Durchfuhrung:
Die RNA wird 1:50 und die DNA wird 1:10 mit Aqua ad iniectabilia verdinnt
Der Nullabgleich erfolgt gegen Aqua ad iniectabilia
Die RNA-Konzentration wird wie folgt berechnet:
Konzentration (ug/ml) = Verdiinnungsfaktor x 40 x Extinktion bei 260 nm
Die DNA-Konzentration wird wie folgt berechnet:

Konzentration (ng/ml) = Verdiinnungsfaktor x 50 x Extinktion bei 260 nm

3.2.13 Reverse Transkription
Fir die Reverse Transkription von mRNA in cDNA wird das Reva@nmsmscription
System der Firma Promega verwendet. Es werden 12-18 Nukleotide ddgg-dT-
Primer verwendet, welche komplementéar zum Poly-A-Schwanz dem@e-der mRNA
sind und mit diesem einen DNA/RNA-Doppelstrang bilden, der dem EpRgwerse
Transkriptase” als Ausgangspunkt zur Synthese der cDNA dient.
Reagenzien:

Aqua ad iniectabilia

Magnesiumchlorid (25 mM)

Reverse Transkriptonspuffer (10x)

dNTP-Mix (10 mM)

RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul)

AMV Reverse Transkriptase (20 U/ul)

Oligo(dTys-Primer (500 ng/ul)
Durchfuhrung:

1 pg RNA in 9,9 pl Aqua ad iniectabilia wird in ein 1,5 ml Reaktief&g

gegeben und fir 10 min. bei 70 °C inkubiert

Die Probe wird kurz anzentrifugiert und anschliel3end auf Eis gestellt

Die restlichen Reagenzien werden gemal der Tabelle 3.2 hinzu gegeben

28



Material und Methoden

Tab. 3.2: Auflistung der Reagenzien.

Reagenz Volumen | Endkonzentration
Magnesiumchlorid, 25 mM 4 ul 5mM
Reverse Transkriptonspuffer, 10x 2 ul 1x
dNTP-Mix, 10 mM 2 ul 1 mM
RNasin Ribonuclease Inhibitor, 40 U/ul 0,5 ul 1 U/ul
AMV Reverse Transkriptase, 20 U/ul 0,6 pl 0,75 U/ul
Oligo(dT)s-Primer, 500 ng/ul 1l 25 ng/pul

Der Ansatz wird fiir 1 h bei 42 °C inkubiert
Anschlief3end wird fur 5 min. auf 95 °C erhitzt
Der Ansatz wird dann fir 5 min. auf Eis gestellt
Die cDNA wird bei —20°C eingefroren

3.2.14 Real-time PCR (Echtzeit-Polymerasekettenreaktion)

Wahrend mit der klassischen PCR cDNA qualitativ nachgewiesen mvkedhan, erfolgt
mit Hilfe der real-time PCR eine Quantifizierung der zu (suehenden,
umgeschriebenen mRNA. Diese Methode basiert auf der Detekimbi@Quantifizierung
eines Fluoreszenzfarbstoffes, dessen Signal direkt proportional zumgeMees
zunehmenden PCR-Produkts in der Reaktion ansteigt. Neben den Primerairva
20-30 Nukleotide lange Sonde verwendet, die sich wahrend der Reaktion
exonubergreifend an die innere Region des PCR-Produktes anlaged.Ionde ist am
5-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM und am 3-Ende mit damncher
TAMRA markiert. So lange die Sonde intakt ist, emittiert delofeszenzfarbstoff bei
Bestrahlung kein Licht, sondern Ubertragt aufgrund des Forster-TygiEmansfers die
fur die Fluoreszenz notwendige Energie auf den Quencher. Wird die Sohdend/der
Amplifikation durch die 5 -Exonuclease-Aktivitat der Tag-Polymergsspalten, wird
der Energietransfer aufgehoben und der Fluoreszenzfarbstoff emittiett Li

Die Fluoreszenz-Emission wird in jedem Zyklus aufgezeichnet, whdias Beobachten
der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion mdglich wird. Dabei wirBatameter €

(,cycle threshold) als diejenige Zyklusnummer definiert, in der Eieoreszenz-
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Emission einen bestimmten Schwellenwert Ubersteigt. Fur daivieelQuantifizierung
wird die komparative &Methode angewandt, bei der der-Wert des zu untersuchenden
Gens auf den £Wert des Housekeeping-Gens PBGD (Porphobilinogendeaminase)
normalisiert wird (Livak, 1997; Livak und Schmittgen, 2001). Die Einzelsrigse
werden durch eine Gleichung berechnet, die sich auf eine Standardlezniedt, die zu
Beginn der Messungen fur jeden einzelnen Zinktransporter etablierde. Dies
ermdglicht den Vergleich der Expression von einem Gen in einér @el dem Gen in
einer anderen Zelle. Tabelle 3.3 gibt einen Uberblick tber die verteenB@dmer und

Sonden.

Tab. 3.3: Auflistung der verwendeten Primer und Sonden.

GenBank- |[5® 3’

Nummer Amplikon

Name

Sense:

ggC CAA TAC CAg CAACTC CAA
Antisense:

hZnT-1 | NM_021194| TgC AgA AAAACT CCACgCATg T 174 bp
Sonde:

ATT ggA CCC CgC AgA CCC AgA AAA
CCCcC

Sense:

CTg CAC CTT CgT CTT CTC CAT
Antisense:

gAC AgC AgC AgA TCA CgA ACAg
Sonde:

CCT Tggggg TCC CTT CCA TCA ACA
Sense:

CAC CCT CCgAgA CgT TCT TC
Antisense:

ggC AAC ATg gTA AgT gAg CagT AA
Sonde:

ATC CTC ATg gAA ggT ACC CCC CgC AA
Sense:

ggC TAT CAT CAA AAT CAC CAA CCA
Antisense:

hZnT-4 | NM_013309| Cgg TJA TJAgCATTATAT CTC CAT T 180 bp
Sonde:

Tgg ATT TCATCg CTT AgA ggT TTT gTC
AgC T

Sense:

AAG GAC ATC ATG ACAGTG CTC TAA
CTC 118 bp
Antisense:

CCA ACT TTA CAA CAC AAA GCC AGT
AC

hznT-2 | NM_032513 129 bp

hznT-3 | NM_003459 151 bp

hZnT-5 | NM_024055
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Sonde:
CAATAATAC TCC ACCCTT GTG ATC
TGC CACA
Sense:
ggC AAg TTg TTA Cgg gAATTT AgA
Antisense:
hZnT-6 | NM_017964| 155 4CA ggA AgC CAg TAC ATA TCA A 103 bp
Sonde:
AgC AgC TgA CCg AAg gTC CTg gAA gAT
Sense:
CAC ggA CAC AgT CATTCCCTC TT
Antisense:
hZnT-7 | NM_133496 TCT gTC TgC Tgg gTC CTg TTg 184 bp
Sonde:
Agg ACg ggC CAT CAT gAg AAT gAA
Sense:
TCC CTC TAA gCg gCT gAC AT
Antisense:
hZnT-8 | NM_173851 CAC AgT CgC CTg gAT CTg gTA 151 bp
Sonde:
Tgg CAC CgA gCA gAg ATC CTT ggT g
Sense:
CAg AAA gAA ggA CAg ggA TCA CA
Antisense:
hzZnT-9 | NM_006345| TTC TTg CTT AAg Tgg AQC TTT gAg T 105 bp
Sonde:
TgC CTATACCTT CTgCTg TTT CAA ATg
ATg
Sense:
ACG ATCCCGAGACTCTGCTTC
Antisense:
PBGD | NM_000190| GcA CGG CTA CTGGCACAC T 87 bp
Sonde:
CAG CCT CCT TCC AGG TGC CTC AGG

Reagenzien:
Aqua ad iniectabilia
PCR-Puffer (10x)
Magnesiumchlorid (25 mM)
dNTP-Mix (10 mM)
Oligonukleotidprimer (20 pM)
Rox (100 uM)
Sonde (20 uM)
HotStar-Tag-Polymerase (5 U/ul)
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Durchfuhrung:

In einem 1,5 ml Reaktionsgefal? wird ein Mastermix gemafR deell€aB.4

pipettiert, wobei sowohl fiir das Housekeeping-Gen PBGD als auctidizu

untersuchenden hZnT-Transporter stets je ein separater Mastermixtangese

Tab. 3.4: Zusammensetzung des Mastermixes.

Reagenz Volumen Endkonzentration
Aqua ad iniectabilia 30 pl
PCR-Puffer, 10x 5,0 pl 1x
Magnesiumchlorid, 25 mM 5,0 ul 2,5mM
dNTP-Mix, 10 mM 1,0 ul 0,2 mM
Sense-Primer, 20 uM 0,75 ul 0,3 uM
Antisense-Primer, 20 uM 0,75 ul 0,3 uM
Rox, 100 uM 0,5 ul 1uM
Sonde, 20 uM 0,5 ul 0,2 uM
HotStar-Tag-Polymerase, 5 U/pl 0,5 ul 0,05 U/ul

44 ul Mastermix und 6 pl cDNA werden in die Vertiefungen derkReasplatte

gegeben, wobei jede Probe als Dreifach-Bestimmung angesetzt wird

Die Reaktionsplatte wird mit einer Folie abgedeckt und in den Cyclerlgestel

Die Proben werden mit den folgenden Einstellungen gemal3 der Tabelle 3.5

amplifiziert und anschliel3end mit Hilfe der Cyclersoftware ausgewertet
Tab. 3.5: PCR-Programm.

Phase Temperatur Dauer Zyklenzahl
50°C 20 sec. 1
Aktivierung der Polymerass 95°C 15 min. 1
Denaturierung 95°C 15 sec. 45
Primeranlagerung 60°C 1 min.
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3.2.15 SNP-PCR

Mit Hilfe der SNP-PCR (,single nucleotide polymorphism®,
Einzelnukleotidpolymorphismus) kann eine allelische Diskriminierung defcimrt
werden. FiUr die Analyse der Punktmutation werden Primer ausgew&hdmdB’-Ende
den jeweiligen Mismatch tragen und nach der ,2+4-Regel* (2°C XJA+4°C x (C+G))
eine Annealingtemperatur zwischen 60°C und 64°C besitzen. Alsenkantrolle dient
das Housekeeping-Gen HGH (,human growth  hormone“, menschliches
Wachstumshormon).

In dieser Arbeit wird die SNP-PCR flr die Analyse einer Punkaiton im hZnT-8-Gen
verwendet, welche im letzten Exon an der Position 973 der mRNAidmkalist
(NM_173851). Die Punktmutation von Thymidin nach Cytosin resultiert inneine
Aminosaureaustausch von Tryptophan nach Arginin. Tabelle 3.6 gibt eineblicler
Uber die verwendeten Primer.

Tab. 3.6: Auflistung der verwendeten Primer.

Name Sequenz
ZnT-8_SNP_For AGT TCC CAT AGC GAC AGG GC
ZnT-8 SNP_RevC GAACCACTTGGC TGT CCC G
ZnT-8 SNP_RevT GAA CCA CTT GGC TGT CCC A
HGH_For TTC CCAACCATT CCCTTATCC AGG
HGH_Rev TCCACT CACGGATTTCTGTTG TGT TTQ

Reagenzien:
Aqua ad iniectabilia
PCR-Puffer (10x)
dNTP-Mix (10 mM)
Oligonukleotidprimer (20 pM)
HotStar-Tag-Polymerase (5 U/ul)
Durchfihrung:
In einem 1,5 ml Reaktionsgefal? wird ein Mastermix gemafR deell€aB.7
pipettiert
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Tab. 3.7: Zusammensetzung des Mastermixes.

Reagenz Volumen Endkonzentration
Aqua ad iniectabilia 36,75 pl
PCR-Puffer, 10x 5ul 1x

dNTP-Mix, 10 mM 2 ul 0,4 mM

ZnT-8 For, 20 uM 1l 0,4 uM

ZnT-8_Rev, 20 uM 1pl 0,4 uM

HGH_For, 15 uM 0,5 pl 0,15 uM

HGH_Rev, 15 uM 0,5 ul 0,15 pM
HotStar-Tag-Polymerase, 5 U/y| 0,25 pl 0,025 U/l

47 pl Mastermix und je 3 pl DNA (= 50 ng) werden in 0,2 ml PCRaGe
gegeben, welche in den Cycler gestellt werden

Die Proben werden mit den folgenden Einstellungen gemald der Tabelle 3.8
amplifiziert

Tab. 3.8: PCR-Programm.

Phase Temperatur Dauer Zyklenzahl
Aktivierung der Polymerase 95°C 15 min. 1
Denaturierung 95°C 30 sec.
Primeranlagerung 64°C 30 sec. 30
Strangverlangerung 72°C 30 sec.
Finale Strangverlangerung 72°C 10 min. 1
4°C ¥

3.2.16 Agarose-Gelelektrophorese
Um die GroRe der

elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei kann die Agarose-Konzentration inngibkéit
Grolke der

Wanderungsstrecke eines linearen DNA-Fragmentes verhélt sigékehrt proportional

erhaltenen PCR-Produkte zu untersuchen, werden diese

von der aufzutrennenden DNA-Fragmente variiert werden. Die
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zum Logarithmus seines Molekulargewichts. Das Ethidiumbromid lagjet an die
Nukleinsédure-Doppelstrange an, so dass die aufgetrennten DNA-Bandetv-Licht
sichtbar gemacht und mit Hilfe von DNA-Molekulargewichtsmarkern, Ichee
unterschiedliche Fragmente definierter Grol3en enthalten, identifizcerden kénnen. Fur
die Auftrennung wird TAE-(Tris-Acetat-EDTA)-Puffer verwenddt dieser den Vorteil
hat, dass die DNA-Banden scharfer aufgeldst werden.
Reagenzien:
Agarose
TAE-Puffer (10x): 242 g Tris-Base, 100 ml 0,5 M_EBTA, 57,1 ml Essigsaure
Ethidiumbromid (10 mg/ml)
6 x O’Range Loading Dye Solution
100 bp DNA-Leiter, O"'Range Ruler
Durchfuhrung:
Der Gel-Schlitten wird in die Giel3halterung eingespannt und austariert
100 ml TAE-Puffer (1x) werden zusammen mit 1 bis 1,5 g Agarose aufgekocht
4 ul Ethidiumbromid werden hinzu gegeben
Die aufgekochte Gelmasse wird luftblasenfrei in den Gel-Behlgegossen und
bendtigt ca. 30 min. zum Erstarren
Anschlielend wird das Gel zusammen mit dem Gel-Schlitten in die
Elektrophoresekammer eingesetzt
Die Kammer wird mit TAE-Puffer (1x) aufgeflllt bis das Gellistandig bedeckt
ISt
Die Proben werden 1:6 mit Probenpuffer (6 x O’'Range Loading Digi@)
verdinnt und 20 pl in die Taschen aufgetragen
Vom der 100 bp DNA-Leiter werden 15 pl aufgetragen
Die Elektrophorese lauft fir ca. 45 min. bei 90 V
Die Auswertung und Dokumentation erfolgt mit Hilfe des BioRad B&k XR
Systems

3.2.17 Durchflusscytometrie

Mit einem Durchflusscytometer kbnnen Zellen anhand einer Fluoresaekierung
identifiziert und so charakterisiert werden. Eine Zellsuspensiot mach der erfolgten
Markierung in einem wesentlich grof3eren Volumen einer Salzlosurgh cine Dise
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gedruckt, wodurch ein feiner FlUssigkeitsstrahl entsteht, in demeinzelt Zellen
vorliegen. Dieser Flussigkeitsstrahl passiert einen Laserstvabki es an den Zellen zu
einer Lichtstreuung kommt. Sobald Fluorochrome an eine Zelle gebunden smgnw
sie in dem Augenblick zur Fluoreszenz angeregt. Photodetektoren messerwahh s
das emittierte Licht als auch das gestreute Licht, welahfesniationen Gber die Grol3e
und die Granularitat der Zellen liefert.
Die GroRRe einer jeden Zelle wird mit dem Forwardscatter JH#GStimmt. Dieser ist in
direkter Linie des ausgesandten Lichtes angeordnet und deteldgedurch die Zelle
hervorgerufene Beugungsmuster des Lichtes, welches von der GréRelldeabhangig
ist.
Die Granularitat wird mit dem Sidescatter (SSC) geme$3ieser misst die Intensitat des
um 90° gestreuten Lichtes, welches Uber Linsen gesammelt und llegelSpn den
Detektor weiter gegeben wird. Je mehr Granula in der Zelle vorhaside, desto starker
wird das Licht gestreut.
Sind Zellen fluoreszenzmarkiert, wird das von ihnen emittierte Litler Spiegel nach
Wellenlangen getrennt und von einem Detektor die Intensitat gemessen.
Bei einer Fluoreszenzmarkierung mit Antikdrpern muss beachéetien, dass auch
unmarkierte Zellen eine Autofluoreszenz besitzen und die gegayedamschte Antigen
spezifischen Antikorper geringfugig auch unspezifisch Uber FejfRemn (,fragment
crystallizable®) gebunden werden. Daher werden sog. Isotypkontrolierendet. Dabei
handelt es sich um einen Antikorper, der auf der einen Seite deheagleisotyp besitzt
wie der gegen das gewiinschte Antigen spezifische Antikorper, uneéraahderen Seite
in gleicher Weise fluoreszenzmarkiert sein sollte. Da dayjkontrolle Uber eine
spezifische Bindungsstelle verfugt, die in der Probe nicht vorkommmn lste nur
unspezifisch Uber den Fc-Anteil gebunden werden. Die in einem solcheatzAns
gemessene Fluoreszenzintensitat kann dann bei der Auswertunigedglichen Proben
beriicksichtigt werden.
Das Durchflusscytometer wurde bei folgenden Methoden angewandt:

Messung der Reinheit von priméren, isolierten Zellen (3.2.18)

Intrazellulare Farbung und Fluoreszenzmikroskopie (3.2.19)

Apoptose-Assay (3.2.20)

Messung von intrazellularem freien Zink mit dem Durchflusscytometer (3.2.21)

CTLL-2-Assay (3.2.25)
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3.2.18 Messung der Reinheit von primaren, isolierten Zellen
Die Reinheit der priméaren, isolierten Zellen wird mit Hilfe \&pezifischen Antikdrpern
im Durchflusscytometer Uberprift. Fir die Messung der T-Zellerd win FITC-
konjugierter Maus-anti-human-CD3-Antikorper verwendet, wahrend fiMeigsung der
B-Zellen ein FITC-konjugierter Maus-anti-human-CD19-Antikoérper benutat.wi
Reagenzien:
PBS (1x)
Maus-1gGg-Isotypkontrolle-FITC konjugiert
Maus-anti-human-CD3-FITC-konjugiert
Maus-anti-human-CD19-FITC-konjugiert
Durchfiihrung:
In FACS-R&hrchen werden je 2xX1Rellen in 100 pl PBS (1x) resuspendiert
Als Isotypkontrolle werden 20 ul eines 1:5 verdinnten, FITC-konjugidzuns-
IgGik-Antikorpers verwendet; fir die Messung der humanen T-Zellen werde
20 pl eines FITC-konjugierten Maus-anti-human-CD3-Antikorpers zu @édler?
gegeben; fur die Messung der humanen B-Zellen werden 20 ul eif€s F
konjugierten Maus-anti-human-CD19-Antikorpers zu den Zellen gegeben
Es wird flr 20 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert
Der Ansatz wird mit 2 ml PBS (1x) gewaschen (5 min. bei 300 g)
Das Pellet wird in 300 pl PBS (1x) aufgenommen

Die Messung erfolgt am Durchflusscytometer (siehe 3.2.17)

3.2.19 Intrazellulare Farbung und Fluoreszenzmikroskopie

Fur eine intrazellulare Farbung werden die Zellen zun&chst BiS&um inkubiert,
welches unspezifische Bindungsstellen blockiert. AnschlieRend welide@ellen mit

Paraformaldehyd (PFA) fixiert, um die Membran zu stabiksieund damit die
Zellmorphologie zu erhalten. Des Weiteren bleiben die Streulig@rSchaften der
Zellen fur die durchflusscytometrische Analyse erhaltenlldda et al., 1989). Eine
Behandlung mit dem Detergenz Saponin permeabilisiert die Zellen, so dassikiiepnt
leichter in das Zellinnere gelangen konnen. Bei Saponin handefficesum ein
pflanzliches Glykosid, das sich aufgrund seiner Affinitat zu Cholgsten die

Plasmamembran einbaut. Daraus resultiert eine reversible EdhdleurDurchlassigkeit

fur groRere Molekile, z.B. Antikérper. Um das Cytoplasma vom Kegrealzen zu
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konnen, wird dieser mit Hoechst 33258 gefarbt, das mit Strukturen ddeerasll
interagiert und diesen fluoreszenzmikroskopisch durch eine blaue Faiohtizar macht.
Die spezifischen FITC-markierten Antikdrper werden mit ultraatieim Licht anregt,
woraufhin diese grunes Licht emittieren. Dies kann durch einen seektrilter

angeschaut werden.

3.2.19.1 Farbung von Suspensionszellen

Reagenzien:
AB-Serum (10 %): das AB-Serum wird 1:10 mit PBS (1x) verdunnt
PBS (1x)
PFA-LOsung (4 %): 500 mg PFA werden in 12,5 ml HBSS ca. 30 mirbasél
gelost

Saponinlésung (0,1 %): 1 g Saponin wird in 10 ml HBSS gelost; davon werden

500 pl mit 500 ul HEPES und 49 ml HBSS gemischt (max. 14 Tage haltbar)
Primérantikdrper: Kaninchen-anti-human-ZnT-4-Antikorper
Sekundarantikorper: Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikérper-FITC konjugiert
RPMI-Kulturmedium mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 %
Penicillin/Streptomycin
Hoechst 33258 (18,7 mM)

Durchfuhrung:
1x1C Zellen werden 5 min. bei 300 g zentrifugiert
Das Pellet wird in 100 pul AB-Serum (10 %) aufgenommen
Der Ansatz wird fir 10 min. bei 37 °C inkubiert
Anschlie3end wird mit 2 ml PBS (1x) gewaschen (5 min. bei 300 g)
Das Pellet wird in 500 pul PFA (4 %) aufgenommen
Der Ansatz wird 20 min. bei 4 °C inkubiert und zwischendurch aufgeschuttelt

Danach wird 2x mit je 2 ml PBS (1x) gewaschen (5 min. bei 300 g)

Pro Ansatz werden 100 pl Saponinlésung (0,1 %) und 5 pl des Priméarantikdrpers

zugegeben

Der Ansatz wird 20 min. bei 4 °C inkubiert

Es wird 2x mit je 1ml Saponinlésung (0,1 %) gewaschen

Pro Ansatz werden 100 pl Saponinlésung (0,1 %) und 1 ul

Sekundarantikdrpers zugegeben
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Der Ansatz wird 20 min. im Dunkeln bei 4 °C inkubiert

Anschlie3end wird mit 1ml Saponinlésung (0,1 %) gewaschen

Das Pellet wird in 500 pl Kulturmedium aufgenommen

Die Zellen werden mit 150 uM Hoechst 33258 fiir 15 min. bei 37°C und 5 % CO
inkubiert

Die Ansétze werden 2x mit je 500 ul PBS (1x) gewaschen (10 min. bei 300 g)
Das Pellet wird in 300 pl PBS (1x) aufgenommen

Die Messung erfolgt am Durchflusscytometer (siehe 3.2.17)

Fur die Fluoreszenzmikroskopie werden die Ansatze 10 min. bei 300 g
zentrifugiert; die Pellets werden in 40 pl PBS (1x) resndet, auf die
Objekttrager pipettiert und eingedeckelt

3.2.19.2 Farbung von adharenten Zellen

Reagenzien:
AB-Serum (10 %): das AB-Serum wird 1:10 mit PBS (1x) verdunnt
PBS (1x)
PFA-LOsung (4 %): 500 mg PFA werden in 12,5 ml HBSS ca. 30 mirbasél
gelost

Saponinlésung (0,1 %): 1 g Saponin wird in 10 ml HBSS gel6st; davon werden
500 pl mit 500 pl HEPES und 49 ml HBSS gemischt (max. 14 Tage haltbar)
Primarantikorper: Kaninchen-anti-human-ZnT-4-Antikorper
Sekundarantikorper: Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikérper-FITC konjugiert
DMEM-Kulturmedium mit 20 % FCS, 1 % L-Glutamin, 1 %
Penicillin/Streptomycin und 1 % NEAA
Hoechst 33258 (18,7 mM)

Durchfiihrung:
Die Zellen werden auf einem Objekttrager mit fixiertem Kammerautaasgesaat
Am Ende der Stimulation wird fir die Farbung das Medium abgenommen
Pro Kammer werden 100 ul AB-Serum (10 %) zugegeben
Der Ansatz wird fir 10 min. bei 37 °C inkubiert
Anschlie3end wird mit 500 pl PBS (1x) gewaschen
Pro Kammer werden 500 pl PFA (4 %) zugegeben

Der Ansatz wird 20 min. bei 4 °C inkubiert und zwischendurch aufgeschuttelt
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Danach wird 2x mit je 1 ml PBS (1x) gewaschen

Pro Kammer werden 200 pl Saponinlésung (0,1 %) und 5 pl des Priméarantikdrpers
zugegeben

Der Ansatz wird 20 min. bei 4 °C inkubiert

Es wird 2x mit je 1ml Saponinlésung (0,1 %) gewaschen

Pro Ansatz werden 200 ul Saponinléosung (0,1 %) und 1 pl des
Sekundarantikdrpers zugegeben

Der Ansatz wird 20 min. im Dunkeln bei 4 °C inkubiert

Anschlie3end wird mit 1ml Saponinlésung (0,1 %) gewaschen

Der Kammeraufsatz wird entfernt und pro Ansatz werden 14 pl PBS zugegeben
Mit einem grolRen Deckglas wird der gesamte Objekttrager eingedeckelt

Die Zellen kénnen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden

3.2.20 Apoptose-Assay
Die Messung der Apoptose-Rate erfolgt mit dem human Annexin-ZHKIT von der
Firma Bender Med Systems. Annexin-V bindet an Phosphatidylsese®iMolekil ist
unter normalen Bedingungen auf der Innenseite der Zellmendkalisiert. Wahrend der
Apoptose gelangt Phosphatidylserin durch den sog. Flip-Flop-Misthas auf die
Aul3enseite der Zellmembran, wo es durch Annexin-V gebunden wird, welakdsrum
fluoreszenzmarkiert ist und die Detektion mit dem Durchflusscytenermdglicht. Eine
gleichzeitige Farbung mit Propidiumiodid ermdglicht die Unterscheidawischen
apoptotischen (Annexin-positiv und Propidiumiodid-negativ) und nekrotischen Zellen
(Annexin-positiv und Propidiumiodid-positiv).
Reagenzien:

RPMI-Kulturmedium mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 %

Penicillin/Streptomycin

TPEN (2 mM)

Actinomycin D (1 mg/ml)

Zink (2 mM)

Natriumpyrithion (50 mM)

PBS (1x)

Bindungspuffer

Annexin-V/FITC
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Propidiumiodid (1 mg/ml)
Durchfiihrung:
Die Zellen werden mit 2xPml ausgeséat und nach einer 40-stiindigen Inkubation
bei 37°C und 5 % C£O10 min. bei 300 g zentrifugiert:
[.  Kontrolle
. 1uM TPEN
Das Pellet wird in Kulturmedium (mit bzw. ohne 1 uM TPEN) resuspendiert
Die Zellzahl wird auf 1x19ml eingestellt
Je 1 ml Zellen werden in die Vertiefung einer 24-Lochplatte pipettiert
Die Zellen werden wie folgt stimuliert:
[.  Kontrolle
II.  Kontrolle + 5 pg/ml Actinomycin D
[ll.  Kontrolle + 5 uM Zink + 50 uM Natriumpyrithion
IV. Kontrolle + 5 uM Zink + 50 uM Natriumpyrithion + 5 pg/ml Actinomycin D
V. 1uM TPEN
VI. 1 uM TPEN + 5 pg/ml Actinomycin D
Die Ansatze werden fur 6 h bei 37°C und 5 %,@Rubiert
Die Zellen werden mit PBS (1x) gewaschen (10 min. bei 300 g)
Die Zellen werden mit Bindungspuffer resuspendiert
Die Zellzahl wird auf 2-5x10ml eingestellt
Zu 195 pl der Zellsuspension werden 5 pl Annexin-V/FITC gegeben
Der Ansatz wird gemischt und fur 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert
Die Zellen werden mit PBS (1x) gewaschen (10 min. bei 300 g)
Das Pellet wird in 300 pul PBS (1x) resuspendiert
Es werden pro Ansatz 3 pl Propidiumiodid hinzu gegeben

Die Messung erfolgt am Durchflusscytometer (siehe 3.2.17)

3.2.21 Messung von intrazellularem freien Zink mit dem Durchflusscytoneter

Mit Hilfe der zinkspezifischen Fluoreszenzsonde FluoZin-3 kann inlukaes freies
Zink gemessen werden (Gee et al., 2002). Wéahrend der Inkubation diffuAdezin-3
durch die Zellmembran in das Zellinnere. Innerhalb der Zelle wededtergruppe durch
unspezifische zellulare Esterasen abgespalten. Dabei entstehder Fluoreszenzsonde

freie Carboxylgruppen, woraufhin die Sonde nicht mehr die Plasmamemhbssieren
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kann. Aufgrund seiner hohen Affinitdt bindet FluoZin-3 spezifisch und seléidie
Zinkionen. Die bei der Bindung entstehende Fluoreszenz kann im Durckthrsster
gemessen werden.

Durch die Inkubation mit 50 uM TPEN, einem Zink-Chelator, und 100 pM Zi&R M
Natriumpyrithion, einem Zink-lonophor, erhalt man diejenigen Fluoreszenzdche die
minimal bzw. maximal moglichen Mengen an intrazellular freiémk dieser Zellen
aufzeigen (Rin bzw. Fnay. Mit folgender Formel kénnen unter Beriicksichtigung der
Dissoziationskonstante 4K (hier: 15 nM) die gemessenen Fluoreszenzen in

Konzentrationen umgerechnet werden (Grynkiewicz et al., 1985):
F- l:min

- F

max

lzn?] = K,

Reagenzien:
RPMI-Kulturmedium ohne FCS
FluoZin-3 (1 mM in DMSO)
TPEN (2 mM)
Zink (10 mM)
Natriumpyrithion (5 mM)
Durchfiihrung:
In einem 15 ml Réhrchen werden 1R%&llen in 1 ml Kulturmedium ohne FCS
aufgenommen
Es wird 1 pul FluoZin-3 (Endkonzentration: 1 uM) zugegeben
Das Rohrchen wird mit leicht gedffnetem Deckel fir 30 min. bei@und 5 %
CO; inkubiert
Die Zellen werden mit Kulturmedium ohne FCS gewaschen
Anschlie3end werden die Zellen in 1 ml Kulturmedium ohne FCS aufgenommen
und & 330 ul auf 3 FACS-R6hrchen verteilt:
I.  Kontrolle (F)
[I. 50 uM TPEN (Fin)
[ll. 100 pM Zink + 50 uM Natriumpyrithion )
Es wird 30 min. bei 37 °C und 5 % Gg@kubiert

Die Messung erfolgt am Durchflusscytometer (siehe 3.2.17)
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3.2.22 Messung von intrazellularem freien Zink mit dem Fluoreszenzpldaenleser
Durch Einsatz von FluoZin-3 kann eine quantitative Analyse der inlu&aein
Zinkkonzentration im Ruhezustand und nach Stimulation mit Zink mit Hilés
Fluoreszenzplattenlesers durchgefuhrt werden. Die WirkungsweisEluoZin-3 und die
Berechnung des Zinkgehaltes sind unter 3.2.21 beschrieben.
Reagenzien:
Messpuffer. 5 mM Glucose, 1 mM Magnesiumchlorid, 1 mM
Natriumhydrogenphosphat, 1,3 mM Calciumchlorid, 25 mM Hepes, 120 mM
Natriumchlorid, 5,4 mM Kaliumchlorid, 20 % FCS, pH 7,35
FluoZin-3 (1 mM)
TPEN (2 mM)
Zink (2 mM)
Natriumpyrithion (5 mM)
Durchfuhrung:
1x1C¢/ml Zellen werden in Messpuffer mit 1 pl/ml Fluozin-3 30 miei B7°C
schittelnd im Dunkeln inkubiert
Der Ansatz wird 10 min. bei 300 g zentrifugiert
Das Pellet wird in Messpuffer aufgenommen
Die Zellzahl wird auf 2x18ml eingestellt
Die Zellen werden im Dreifachansatz & 100ul in die Vertighm einer
96-Lochplatte verteilt
Zum Erhalt der Minimal- und Maximalzinkwerte wird ein Teil d&ellen mit
50 uM TPEN und 100 pM Zn + 50 pM Natriumpyrithion stimuliert
Die Ansatze werden 15 min. bei 37°C im Dunkeln inkubiert
Fur die Messung der Minimal- und Maximalzinkwerte wird einendfik mit
5 Messungen alle 2 min. bei 37°C durchgefihrt
Die restlichen Zellen werden mit O uM, 1 uM, 5 uM und 50 uM Zink stimuliert

Es wird eine Kinetik mit 30 Messungen alle 2 min. bei 37°C durchgefiihrt

3.2.23 IL-1-Assay
Bei dem IL-1-Assay wird mit der murinen T-Zelle EL-4 6.1 ge#tdd. Die IL-1-Aktivitat
wird anhand der IL-2-Sekretion gemessen, welche nach StimulieruegitlEn mit IL-1

induziert wird.
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Reagenzien:
RPMI-Kulturmedium mit 5 % FCS, 1 % L-Glutamin und 1 %
Penicillin/Streptomycin
TPEN (2 mM)
IL-1 (500 ng/ml)

Durchfuhrung:
Die EL-4 6.1-Zellen werden mit 1x¥nl ausgesdat und nach einer 4-tagigen
Inkubation bei 37°C und 5 % GQO min. bei 300 g zentrifugiert:
l. Kontrolle
. 1uM TPEN
. 1 puM TPEN
Das Pellet wird in Kulturmedium (mit bzw. ohne 1 uM TPEN) resuspendiert:
l. Kontrolle
II. 1uM TPEN (Zugabe von Kulturmedium Zinkflux)
[ll. 1 pM TPEN (Zugabe von Kulturmedium mit 1 puM TPEN Zinkmangel)
Es wird ein Vitalitatstest durchgefihrt (siehe 3.2.8)
Fur eine intrazellulare Zinkmessung vor Stimulation mit ILserden 1x10
Zellen entnommen (siehe 3.2.21)
Fur eine intrazellulare Zinkmessung nach Stimulation mit IL-kerden
2,5x10/ml fur 15 min. bei 37°C und 5 % GOn einer Kulturflasche inkubiert;
anschlieRend wird mit 1 ng/ml IL-1fir 24 h bei 37°C und 5 % GGtimuliert;
fiir die Messung werden 1x3dellen entnommen (siehe 3.2.21):
l. Kontrolle unstimuliert
[I. Kontrolle + IL-1
[ll.  Zinkflux unstimuliert
IV. Zinkflux + IL-1
V. Zinkmangel unstimuliert
VI. Zinkmangel + IL-1
Fur die Messung der IL-2-Produktion nach Stimulation mit IL-kerden
2,5x10/ml fur 15 min. bei 37°C und 5 % GOin der Vertiefung einer
96-Lochplatte inkubiert; anschlie3end wird mit 1 ng/ml ILflir 24 h bei 37°C
und 5 % CQ stimuliert; nach der Stimulation werden die Ansatze in 1,5 ml
ReaktionsgefaRe uberfiihrt und 10 min. bei 300 g zentrifugiert; destdbd wird
bis zum ELISA bei — 80°C eingefroren (siehe 3.2.24)
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3.2.24 ELISA (,enzyme linked immunosorbent assay*)
Mit einem Sandwich-ELISA konnen sezernierte Produkte wie z.B. disldukin-2
nachgewiesen werden, welches das typische T-Zell-Cytokin darstellt.
Der Sandwich-ELISA beginnt mit der Immobilisierung eines ansggezifischen
Antikorpers (,capture antibody”) in einer Mikrotiterplatte. DBesbindet das geldste
Antigen mit hoher Affinitdt, so dass alle anderen ungebundenen Komeone
weggewaschen werden konnen. Im nachsten Schritt wird fir diektDetedes
gebundenen Antigens neben einem zweiten und zudem biotinylierten Antikorpe
(,detection antibody“), der sich durch eine andere Epitopspdziditészeichnet, das
Enzymreagenz hinzu gegeben. Letzteres stellt ein Konjugat aus Awidoh
Meerrettichperoxidase dar. Nach der Zugabe der SubstratlésurigdfeldJmsetzung
eines l6slichen, farblosen Chromogens zu einem loslichen, gefarbwkErdas dadurch
guantifizierbar ist. Die Intensitat des Chromogens wird mit eineSA-Reader
gemessen.
Reagenzien:
Assay Diluent
Capture Antibody (monoklonaler anti-Maus IL-2 Antikorper)
Detection Antibody (monoklonaler, biotinylierter anti-Maus IL-2 Antikdrper)
Enzym-Reagenz (Konjugat aus Avidin und Meerrettich-Peroxidase)
Standardldsung (rekombinantes Maus-IL-2)
Waschlosung
Substratlosung (Reagenz A und Reagenz B in einem 1:1-Verhaltnis)
Stoplésung
Durchfuhrung:
Die Beschichtung der Mikrotiterplatten und die Durchfihrung erfalgtach der
Anleitung des Herstellers

3.2.25 CTLL-2-Assay

CTLL-2-Zellen sind murine cytotoxische T-Zellen, deren Wachstumlkeghbzw. IL-4
abhangig ist. Bei normaler Kultivierung werden die Zellen zial wochentlich mit
1x10f/ml umgesetzt, wobei 30 U/ml IL-2 der neuen Zellsuspension zugesstten. Am
vierten Tag nach dem letzten Umsetzen ist das IL-2 soweitarett, dass die Zellen
nicht mehr zum Wachstum angeregt werden. Dieser Zeitpunkt istadptim die Zellen

in einem Assay zu verwenden.
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3.2.25.1 Bestimmung des Anteils toter Zellen
Reagenzien:
RPMI-Kulturmedium mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 1 % Natriumpyruvat und 1,8p\ercaptoethanol
PBS (1x)
Zink (2 mM)
TPEN (40 pM)
IL-2 (0,6 U/ul)
IL-4 (0,05 U/ul)
Propidiumiodid (1 mg/ml)
Durchfuhrung:
Am vierten Tag nach dem letzten Umsetzen werden die ZelleniBRBS (1x)
gewaschen, d.h. jeweils 10 min. bei 4°C und 300 g zentrifugiert
Das Pellet wird in Kulturmedium aufgenommen
Es wird ein Vitalitatstest durchgefihrt
Die Zellzahl wird auf 5x18lebende Zellen/ml eingestellt
In den Vertiefungen einer 6-Loch Platte werden 1,35 ml Kulturmedngelegt,
welches das 2,2-fache der gewinschten Zink- bzw. TPEN-Endkonzentration
enthalt
1,5 ml Zellen werden in die Vertiefungen pipettiert
Es wird 1 h bei 37°C und 5 % G@kubiert
Anschliel3end werden die Cytokine dazugegeben:
[.  Kontrolle
. 30 U/mlIL-2
lll. 30 U/mlIL-2 + 50 uM Zink
IV. 30U/mlIL-2 +1uM TPEN
V. 2,5U/mlIL-4
VI. 2,5U/mlIL-4 + 50 uM Zink
Vil. 2,5U/mlIL-4 +1 uM TPEN
Es wird 4 Tage bei 37°C und 5 % €@kubiert
Die Ansétze werden mit PBS (1x) gewaschen (10 min. bei 300 g)
Das Pellet wird in PBS (1x) aufgenommen

Die Zellzahl wird auf 1x189ml eingestellt
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Je 1 ml Zellen werden mit 10 pl Propidiumiodid fur 10 min. bei 4°C inkubiert

Die Messung erfolgt am Durchflusscytometer (siehe 3.2.17)

3.2.25.2 Generierung der Zelllysate
Der Probenpuffer enthalt Natriumvanadat, um zu verhindern, dass isgezif
Phosphorylierungen abgebaut werden.
Reagenzien:
RPMI-Kulturmedium mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 1 % Natriumpyruvat und 1,8d\ercaptoethanol
PBS (1x)
Zink (2 mM)
IL-2 (1 U/ul)
IL-4 (10 U/ul)
Probenpuffer: 65 mM Tris-HCI, 25 % Glycerin, 2 % SDS, 1 mM Natvanadat,
pH 6,8
Durchfuhrung:
Am vierten Tag nach dem letzten Umsetzen werden die ZelleniBRBS (1x)
gewaschen, d.h. jeweils 10 min. bei 4°C und 300 g zentrifugiert
Das Pellet wird in Kulturmedium aufgenommen
Es wird ein Vitalitatstest durchgefiihrt
Die Zellzahl wird auf 2x1®lebende Zellen/ml eingestellt
Je 3 ml werden in die Vertiefung einer 6-Loch Platte gegeben
Die Zellen werden zunachst mit Zink fur 15 min. bei 37°C und 5 % CO
vorinkubiert und anschlieend mit IL-2 bzw. IL-4 fir weitere 15 min. bei 37°C
und 5 % CQ stimuliert:
l. Kontrolle
[I. 20 uM Zink
ll. 50 pM Zink
IV. 30U/mlIL-2
V. 30 U/mlIL-2 + 20 uM Zink
VI. 30 U/ml IL-2 + 50 uM Zink
VIl. 150 U/ml IL-4
VIIl. 150 U/ml IL-4 + 20 puM Zink
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IX. 150 U/ml IL-4 + 50 puM Zink

Die Ansatze werden 10 min. bei 300 g zentrifugiert

Die Pellets werden in je 300 pl Probenpuffer aufgenommen

Die Ansatze werden auf Eis sonifiziert (2x 10 sec. mit 1 min. Pause)
Anschliel3end werden die Proben fir 5 min. bei 95°C inkubiert

Die Ansétze werden bei — 20°C eingefroren

3.2.26 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung nach Bradford erfolgt mit Hilfe des BioRadgenz. Dabei

bindet der Saurefarbstoff Coomassie-Brilliantblau an vorhandene ri&roteid zwar

primar an basische und aromatische Aminosaure-Reste. Das Absongtiomsim des

Farbstoffes verschiebt sich in Gegenwart von Proteinen im sautiu Mon 465 nm zu
595 nm.

Fur die Messung wird eine Standardreihe mit BSA angesetzt, Warationskoeffizient

kleiner als 10 % sein muss.

Reagenzien:

Probenpuffer: 65 mM Tris-HCI, 25 % Glycerin, 2 % SDS, 1 mM Natvanadat,
pH 6,8

BSA-Stammldsung in 1:200 verdiinntem Probenpuffer (1 mg/ml)
Bradford-Reagenz

Aqua Spullésung

Durchfihrung:

Die Standardreihe wird gemal der Tabelle 3.9 pipettiert
Tab. 3.9: Standardreihe des Mikro-Protein-Assays.

Konzentration Aqua Stammlésung Bradford-Reagenz
1 pg/ml 799 ul 1l 200 pl
2,5 pg/ml 797,5 pl 2,5 ul 200 pl
5 pg/ml 795 ul 5ul 200 pl
10 pg/ml 790 pl 10 pl 200 pl
15 pg/ml 785 pl 15 pl 200 pl
25 pg/mi 775 pl 25 ul 200 pl
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Die Proben werden 1:200 mit Wasser verdunnt: 795 pl Wasser + Dlpg Pr
200 pl BioRad-Reagenz
Der Ansatz wird bis zur Messung fir 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert

Die Messung der Standardreihe in unverdinntem Probenpuffer konnte nicht diinchgef

werden, da die empfohlene Konzentration von < 1 % SDS Uberschritten wurde.

3.2.27 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Natriumdodecylsulfat (SDS, ,sodium dodecyl sulfate®) ist ein asdms Detergenz,
welches die Eigenladung von Proteinen Uberdeckt, so dass eine konstawmeneghing
pro Masseneinheit entsteht. Durch diese negative Gesamtladung kdanerotine in
Abhé&ngigkeit von dem jeweiligen Molekulargewicht aufgetrennt werdenTBrtiar- und
Sekundarstrukturen der einzelnen Proben werden durch Erhitzen auf 95 °Ceund di
Disulfidbriicken im Molekil durch die Zugabe vbrAMercaptoethanol zum Probenpuffer
aufgelost.
Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese werden ein Sammeleiontrenngel mit
jeweils unterschiedlichen Puffersystemen verwendet, um sofesh8anden zu erzielen,
welche die Identifizierung des jeweiligen Proteins vereinfach2abei dient das
Sammelgel der Konzentrierung der Proteine, die dann im Trenogejekehrt
proportional zu ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.
Reagenzien:

Aqua Spullésung

APS-L6sung (10 %)

Trenngel-Puffer: Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8)

Sammelgel-Puffer: Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8)

Elektrophorese-Puffer (5x): 0,12 M Tris Base, 0,96 M Glycin, 30 m#18DS,

600 ml, pH 8,3

Acrylamid/bis-Acrylamid (30 %)

TEMED

Biotinylierter Molekulargewichtsmarker
Durchfihrung:

Die Glasplatten werden mit Ethanol und fusselfreien Tlchern gesauioem die

Giel3halterung eingebaut

49



Material und Methoden

Die Reagenzien fur das 8,5 %-ige Trenngel (1,5 M Tris-HCI, 30g&%-i
Acrylamid/bis-Acrylamid, 10 %-ige APS-L6sung, TEMED und Aqua Spullésung
werden gemischt, luftblasenfrei zwischen die Glasplatten pigettielr mit Aqua
Spullésung Uberschichtet; die Polymerisierung dauert ca. 20 min.

Das Wasser wird abgenommen, die Bestandteile flir das 4 %-igensgel
(0,5 M Tris-HCI, 30 %-iges Acrylamid/bis-Acrylamid, 10 %-igeP8-Ldsung,
TEMED und Aqua Spullésung) werden gemischt, luftblasenfrei aufl dasngel
pipettiert und der Gelkamm wird eingesetzt; die Polymerisierdagert ca.

20 min.

Der Gelkamm wird entfernt, die Glasplatten mit dem fertigeh &erden in die
Montagehalterung festgeklemmt und diese in die Elektrophoresekammeit gestel
Der Elektrophoresepuffer wird in die Kammer gefullt

Die Proben und der Molekulargewichtsmarker, welcher 1:10 mit Probenpuffe
incl. 1 % b-Mercaptoethanol und 0,5 % Bromphenolblau verdinnt wird, werden
far 5 min. bei 95°C erhitzt und anschlie3end in die Geltaschen pipettiert

Die Elektrophorese lauft auf Eis bei 150 V ca. 90 min.

3.2.28 Westernblot

Beim Westernblot werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteise der
Polyacrylamidmatrix Uber ein senkrecht zum Gel angelegtkgisthes Feld (Tank-Blot-
System) auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen, wobei das rMuite
elektrophoretischen Auftrennung erhalten bleibt. Bei diesem Verfatommt ein Blot-
Sandwich zum Einsatz, der aus Schwammkissen, Whatman-Papier,
Nitocellulosemembran, Gel, Whatman-Papier und Schwammkissen b&gtdtrend des
Transfers wird das an die Proteine angelagerte SDS aus@p@nasodass die Proteine
renaturieren und teilweise ihre Sekundar- und Tertiarstruktur wiederhemdtéhhnen.

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper an die Nitrocellulosemembran zu gemei
werden mdgliche Bindungsstellen mit Magermilchpulver blockiert Nachweis der
hochaffinen Bindung der Primarantikbrper erfolgt mit Spezies-speladn
Sekundarantikdrpern, an die die Meerrettichperoxidase (HRP, ,Hdrsler@eroxidase®)
gekoppelt ist. Die Meerrettichperoxidase setzt das Substraivadurch ein Intermediat

entsteht, das den Roéntgenfilm durch Lichtemission lokal schwarzt.

50



Material und Methoden

Reagenzien:
Transferpuffer: 25 mM Tris-Base, 0,2 M Glycin, 20 % Methanol, pH 8,5
Ponceau S-L6sung
TBS-Puffer (10x): 0,2 M Tris-Base, 2,28 M NaCl, pH 7,6
TBS/T-Puffer (1x): TBS, 0,1 % Tween-20
Blocking-Puffer: 2,5 g Magermilchpulver werden in 50 ml TBS/T-Puffer gelds
Primérantikérper: 10 ml TBS-T + 5 % Magermilchpulver + Primékérper
(1:1000)
Sekundarantikorper: 10 ml TBS-T + 5 % Magermilchpulver + HRP-konjiagier
Sekundarantikorper (1:2000) + HRP-konjugierter-Anti-Biotin-Antikorper (1:1000)
Detektionslésung: 0,5 ml LumiGLO Reagenz (20x), 0,5 ml LumiGLO Peroxid
(20x), 9,5 ml Aqua Spullésung

Durchfiihrung:
Die Nitrocellulosemembran und das Whatman-Papier werden aujrdBel
geschnitten
Die Membran, das Whatman-Papier und die Schwammkissen werden in
Transferpuffer equilibriert
Das Blot-Sandwich bestehend aus Schwammkissen, Whatman-Papier, Gel,
Membran, Whatman-Papier und Schwammkissen wird zusammengebaut und in
das Blot-Modul gesetzt, wobei das Gel der Kathode und die Membraindde
zugewandt ist
Die Kuhleinheit wird hinzugefigt und der Transferpuffer wird eingefullt
Der Blot lauft bei 150 V ca. 90 min.
Nach dem Blot wird die Membran fiir ca. 5 min. in Ponceau S-Lésung erkubi
mit Aqua dest. gewaschen und eingescannt
Die Membran wird mit Transferpuffer entfarbt
Anschlie3end wird die Membran mit ca. 25 ml Blocking-Puffer GberhnNaei
4°C inkubiert
Die Membran wird zusammen mit dem Primarantikérper fur 3 h bei
Raumtemperatur inkubiert
Es wird 3x mit TBS/T gewaschen
Die Membran wird zusammen mit den Sekundarantikorper fir 1 h bei

Raumtemperatur inkubiert

51



Material und Methoden

Es wird 3x mit TBS/T gewaschen
Die Membran wird fir 1 min. in die Detektionslosung gelegt
Anschlie3end wird die Membran in eine Belichtungskassette gelegt

Der Rontgenfilm wird belichtet und entwickelt

3.2.29 Auswertung

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse baseu€ der Auswertung
einer Reihe von Einzelexperimenten. Die Ergebnisse sind dabei itdwdrte aus
mehreren Einzelresultaten (Anzahl der Einzelexperimente x) dargestellt. Sind
reprasentative oder exemplarische Experimente gezeigt, so ist chasgeerwahnt.

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mitn dStudent t-test.
Signifikanzen wurde mit dem Programm SPSS fir Windows berechnet wnagmwwie
folgt dargestellt: *: p < 0,05; **: p < 0,01; *** p < 0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von Zink-Exportern in mononuklearen Zelken

Die intrazellulare Zinkhomdostase wird durch zinkbindende Proteinévieillothionein
und Zinktransporter strikt reguliert (Rink und Haase, 2007). Dabeidsendink-Exporter
(ZnTs) daflr verantwortlich, die intrazellulare Zinkkonzentration ddexi Transport von
Zink aus der Zelle heraus oder in vesikulare Strukturen hinein zu senken. Bishewusind ne
humane Zink-Exporter (hZnTs) in verschiedenen, menschlichen Zebehriben, deren
Expression und Regulationen nur teilweise und in verschiedenen Sgsterabysiert
wurden (Liuzzi und Cousins, 2004). Ein globaler Uberblick tber die Vertpilumd
Regulationsmechanismen dieser Zink-Exporter unter verschiedenkipedingungen in
den Zellen des Immunsystems fehlt bis heute und soll wahrend Aidsst beschrieben
werden.

Fur die relative Quantifizierung der einzelnen Zink-Exporter wuide eesal-time PCR
etabliert, deren Auswertung auf der komparativeAMethode beruht, bei der derC
Wert des zu untersuchenden Gens auf defVért des Housekeeping-Gens PBGD
(Porphobilinogendeaminase) normalisiert wird (Livak, 1997; Livak und Stjenit
2001). Die Einzelergebnisse wurden durch eine Gleichung berechnetctdiausieine
Standardkurve bezieht, die zu Beginn der Messungen flr jeden einzetkéaisporter
etabliert wurde. Dies ermoglichte den Vergleich der Expressiareinem Zink-Exporter
in einer Zelle mit dem Zink-Exporter in einer anderen Zelle.

Zunéchst wurde die Expression der humanen Zink-Exporter hZnT-1 bis hZnT& in
T-Zelllinie Molt-4, in der B-Zelllinie Raji, in der Monocytenelllinie THP-1 (Abb. 4.1A)
und in primaren PBMC (Abb. 4.1B) analysiert. Die verschiedenen Leukocyte
Subpopulationen unterschieden sich deutlich im Hinblick auf die Verteilunglane der
Expression der einzelnen Zink-Exporter. Die Expression von hZnT-1 leedic PBMC
ein absolutes Maximum, welches 40x hdher war im Vergleich zy Bay héher im
Vergleich zu THP-1 und sogar 390x hoher im Vergleich zu Molt-4. Zdek-Exporter
hZnT-2 konnte weder in den verschiedenen Zelllinien noch in den primarstCPB
gefunden werden. Die Expression von hZnT-3 war in THP-1 und in den PBM&Enam
ahnlichen, niedrigen Niveau und in Molt-4 gerade noch zu detektieren, waRegnd
Zellen keine Expression aufwiesen. Molt-4 und PBMC zeigten @rgMich zu Raji und
THP-1 eine deutliche Expression von hZnT-4. Die Expression von hZnT-5, hZnT-6 und

hZnT-7 konnte in allen analysierten Zellen detektiert werden, walei hochste
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Expression in den PBMC zu finden war, gefolgt von THP-1, dann Molt-4 untide
Raji. Die Expression von hZnT-8 konnte wahrend dieser Arbeit zurméaviein PBMC
und auf einem geringeren Niveau in Molt-4 nachgewiesen werden (Abb. BJA,
Interessanterweise gab es grof3e Schwankungen beziglich der lE&pre8sion
zwischen den einzelnen Probanden mit teilweise fehlender Expresganyrdiir diesen
Transporter beobachtet werden konnte (Abb. 4.2). Dabei war die Exjprelssw.
fehlende Expression in den Probanden zu verschiedenen Zeitpunkten shadil (izht
gezeigt). Die Expression von hZnT-9 war in allen analysierteleiZeluf dem gleichen
niedrigen Niveau (Abb. 4.1A, B).

Aus den erhaltenen Daten kann man weiter schliel3en, dass hZnT-1 ysiefggfischen
Bedingungen der Haupttransporter in Raji und PBMC war, wahrend-B4nTTHP-1
und hZnT-6 in Molt-4 am starksten exprimiert wurde (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Vergleich der Expression der humanen Zink-Exporte hZnT-1 bis hZnT-9 in
Molt-4, Raji, THP-1 und PBMC. Die T-Zelllinie Molt-4, die B-Zelllinie Raji, die Monocyte
Zelllinie THP-1 und PBMC wurden 40 h kultiviert. Die Quantifizing der mRNA-Spiegel
erfolgte mittels real-time TagMan-PCR. Die hZnT mRNArde auf die mRNA von PBGD
normalisiert. (A) Unter physiologischen Bedingungen war hZnT-1H#pttransporter in Raji,
hZnT-5 der Haupttransporter in THP-1 und hZnT-6 der Haupttransparteiolt-4. (B) Unter
physiologischen Bedingungen war hZnT-1 der Haupttransporter in PBM@e®allt sind die
Mittelwerte aus n = 3 = SE.
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Abb. 4.2: Vergleich der Expression von hZnT-8 in verschiedam Individuen. Die PBMC
wurden 40 h kultiviert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegel @t®l mittels real-time
TagMan-PCR. Die hZznT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD noigiaat. Die Expression
von hZnT-8 unterlag grof3en, interindividuellen Schwankungen. Dargéstalie Expression in n
= 7 verschiedenen Probanden.

Um die GrolRe der einzelnen PCR-Produkte und die Spezifitit derRR@Rion zu
Uberprifen, wurde im Anschluss an die TagMan-PCR eine Gelelektrophorese
durchgefihrt. Die verschiedenen Zink-Exporter mit Ausnahme von l2Zkdnnten mit

ihrer berechneten Grof3e detektiert werden (Abb. 4.3A). Um die Funktindkes
ausgewahlten Primerpaares fur die Amplifizierung von hZnT-2 zu tigesia wurde als
Positivkontrolle cDNA aus der Prostata gewahlt (freundlicherwaisé/erfliigung gestellt

von Dr. Marcus V. Cronauer, Dusseldorf), wo hZnT-2 exprimiert wird cfiglet al.,
2002). In dieser Probe konnte hZnT-2 detektiert und damit eine FehlfunktiorGfe
ausgeschlossen werden (Abb. 4.3B).
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L 1 2 3 4N

hZnT-1 <« 174 bp L P

hZnT-2 <« 129 bp 500 bp

hZnT-3

« 151 bp

hZnT-4 < 180 bp

hZnT-5 F <« 118 bp

hZnT-6 « 103bp

hznT-7 « 184 bp

hZnT-8 < 151 bp

hZnT-9
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<« 105bp

Abb. 4.3: Expression der humanen Zink-Exporter hZnT-1 bis hZnT-9 n Molt-4, Raji,
THP-1 und PBMC. Die T-Zelllinie Molt-4, die B-Zelllinie Raji, die MonocyteZelllinie THP-1
und PBMC wurden 40 h kultiviert. Die PCR-Produkte wurden auf ein ihe¥%-TAE-Gel
aufgetragen. (A) Die Zink-Exporter hZnT-1 und hZnT-3 bis hZnT-9 konrpeaifisch mit ihrer
jeweiligen Gréf3e detektiert werden. (B) Der Zink-Exporter h2nRonnte spezifisch mit seiner
GroRRe in cDNA aus der Prostata, welche als Positivkontrolle ejieréchgewiesen werden.
Dargestellt ist ein repréasentatives Experiment aus nle@nde: L = 100 bp-Leiter, 1 = Raji,
2 = Molt-4, 3 = THP-1, 4 = PBMC, N = Negativkontrolle, P = Prostata-Pé&sitivolle.

Um das Expressionsprofil der analysierten Zelllinien mit dem vam&pen, isolierten
Zellen zu vergleichen, sollte die Expression der einzelnen Zink-Eetportpriméren,
aufgereinigten Zellen gemessen werden. In Bezug auf diel@rZelie ungefahr 60 % der
PBMC ausmachen, konnten ausreichend Zellen isoliert werden, dieichd2hnitt eine
Reinheit von 97,3 % aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Bei denllBrZalie ungefahr zu
20 % in den PBMC vertreten sind, konnte im Durchschnitt eine Reinheit voro®5,6
erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Leider war die AusbantB-Zellen und damit auch
an mMRNA so gering, dass die mRNA von drei verschiedenen SpendedervAnalyse
gepoolt werden musste, um eine PCR-Reaktion laufen lassen zunkddaedie zur
Quantifizierung genutzte Methode hier an ihre Grenze stiel3, kondéz latine Analyse
des Expressionsprofils in isolierten Monocyten durchgefuhrt werdendietse nur
ungefahr 10 % der PBMC ausmachen.

Das Expressionsprofil von hZnT-1 bis hZnT-9 in priméren, aufgeremigtZellen war
ahnlich zu dem in der Zelllinie Molt-4, auch wenn die Expression fierjesinzelnen
Zink-Exporter in den primaren T-Zellen hdher war (Abb. 4.4A). Wie inTd&elllinie
auch war hZnT-2 nicht zu detektieren und es gab eine kaum messipresdion von
hZnT-3, wahrend hZnT-4 eine deutliche Expression zeigte. WeiterhihZvel -6 wieder

der Haupttransporter unter physiologischen Bedingungen. Aul3erdemsgaibe starke
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Expression von hZnT-7, wahrend die mRNA-Spiegel von hZnT-8 und hZnT-Sighiedr
waren. Im Gegensatz zur T-Zelllinie gab es in primaren Tededine erhdhte Expression
von hzZnT-1 und der Zink-Exporter hZnT-5 wurde im Vergleich zu den anderen
Transportern nicht so stark exprimiert.

Die Expression von hZnT-1 bis hZnT-9 war auch in primaren, aufger@miyZellen im
Vergleich zur B-Zelllinie Raji hoher und zeigte &hnlich hohe Weititein den primaren
T-Zellen (Abb. 4.4B). Im Gegensatz zur B-Zelllinie war in pinen B-Zellen, trotz der
deutlich vorhandenen Expression von hzZnT-1, hZnT-6 unter physiologischen
Bedingungen der Haupttransporter. Weiterhin konnten die beiden Trasrdmon(T-3 und
hZnT-8 auf einem niedrigen Niveau detektiert werden, deren Esipres) der Zelllinie
vollig fehlte. AuRerdem gab es eine starke Expression von hZnT-4eméihm Vergleich

zu den anderen Zink-Exportern der mRNA-Spiegel von hZnT-5 eher nigaligler von
hzZnT-7 eher hoch war. Wie in der B-Zelllinie auch konnte hZnT-2 niclekdett werden

und hZnT-9 zeigte eine geringe Expression.
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Abb. 4.4: Vergleich der Expression der humanen Zink-Exporter hZnT1 bis hZnT-9 in
primaren, humanen T- und B-Zellen. Die mRNA der primaren T- und B-Zellen wurde direkt
nach der Aufreinigung isoliert. Die Quantifizierung der mMRNA€ggei erfolgte mittels real-time
TagMan-PCR. Die hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD noisi@t. (A) Unter
physiologischen Bedingungen war hZnT-6 der Haupttransporter innenimaZellen. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus n = 3 £ SE. (B) Unter physioldggst Bedingungen war hZnT-6 der
Haupttransporter in primaren B-Zellen. Dargestellt sind dgeliEnisse von n = 3 verschiedenen,
gepoolten Spendern.
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Aufgrund der insgesamt hoheren Expressionwerte der einzelnen Zinlpdirnsin
priméren Zellen im Vergleich zu den proliferierenden Zelllinienyde die Expression
von hZnT-1 bis hZnT-9 in priméren T-Zellen gemessen, die mitghpPHA fur 48 h
stimuliert wurden, um die Zelle zu aktivieren und zur Proliferagozuregen. Beide
Expressionsprofile &hnelten sich, aber das Ausmald der Expressiam Wargleich zur

unstimulierten Kontrolle in stimulierten T-Zellen deutlicher niedriger (Ahb).
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Abb. 4.5: Vergleich der Expression der humanen Zink-Exporte hZnT-1 bis hZnT-9 in
aktivierten, priméren, humanen T-Zellen. Die primaren T-Zellen wurden 48 h mit 10 pug/ml
PHA stimuliert. Die Quantifizierung der mMRNA-Spiegel egiel mittels real-time TagMan-PCR.
Die hZznT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD normalisiert. Aldite, primare T-Zellen
zeigten im Vergleich zur Kontrolle eine erniedrigte Expaessiller Zink-Exporter. Dargestellt ist
ein exemplarisches Experiment.

Mit Hilfe dieser Daten konnte zum ersten Mal ein vollstandigegré&ssionsprofil der
Zink-Exporter in verschiedenen Leukocyten-Subpopulationen dargestaliényavelches
die Grundexpression der einzelnen Zink-Exporter beschreibt. Dabeauigldass die
verschiedenen Leukocyten sich sowohl in den Zink-Exportern selbstictsin der Hohe
der Expression unterschieden, welches auch im Vergleich zwistdisrpsoliferierenden
Zellen und primaren, ruhenden Zellen beobachtet werden konnte. Eineseitehtiges
Resultat war, dass zum ersten Mal die Expression von hZnT-8 in Laakocy
nachgewiesen werden konnte, die bisher ausgeschlossen wurde (Ghaenadnt2004;
Chimienti et al., 2005). Ferner konnte unter physiologischen BedingumgeT-1 als
Haupttransporter in Raji und PBMC, hZnT-5 als Haupttransporter inTHRd hZnT-6
als Haupttransporter sowohl in Molt-4 als auch in priméren, aufggren B- und

T-Zellen identifiziert werden.
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4.2 Einfluss von Zink auf die Expression von hZnTs in nmnonukle&ren

Zellen
Um den Einfluss einer Zinksupplementierung und einer ZinkdefiziendiauExpression
der Zink-Exporter zu untersuchen, wurden die verschiedenen Leukocyten-
Subpopulationen mit 15 pM und 30 uM Zink bzw. mit dem Zinkchelator TPEN fur
40 Stunden kultiviert. Da nur aus den Zelllinien und den PBMC genigend mRNA
gewonnen werden konnte, wurden diese fur die Analyse verwendet. Wakagnahd
THP-1 mit 2,5 pM TPEN inkubiert wurden, konnten PBMC und Molt-4 nur ImitM
TPEN stimuliert werden, da die Zellen nach einer Inkubation mit kaher
Konzentrationen nicht mehr lebensfahig waren (Daten nicht gezeigt).
Die Expression von hzZnT-1, welcher am starksten auf die unted$ichien
Zinkbedingungen reagierte, stieg mit hoher werdenden Zinkkonzentrationafien
untersuchten Zellen an (Abb. 4.6). Dies war besonders deutlich fir Mold-ZHP-1, bei
denen die Expression unter Zink signifikant auf das zwolf- bzw. 2Gefaaistieg (Abb.
4.6A, B), wahrend die mRNA-Spiegel bei Raji und PBMC zwei- bzwintikso hoch
waren (Abb. 4.6C, D). Unter Zinkmangelbedingungen mit TPEN wurde dieeEsion
von hZnT-1 im Vergleich zur unstimulierten Probe leicht erniedidib( 4.6), was am
deutlichsten fur THP-1 zu beobachten war (Abb. 4.6B).
Um die Expression von hZnT-1 auf Proteinebene zu analysieren, Wweutellicherweise
ein anti-hZnT-1-Antikorper von Dr. Dianne Ford (Newcastle, UK) zurfiging gestellt,
da es noch keine kauflichen Antikorper gegen Zink-Transporter gibt. déem
Antikorper, der aufgrund seiner Epitopspezifitat fir eine Analys@/esternblot geeignet
war, konnten die Ergebnisse der mRNA-Analyse auch auf Proteinebstéigt werden
(Abb. 4.6).

59



Ergebnisse

A B
< =
g hZnT-1 in Molt-4 . hZnT-1 in THP-1
T 12 T 60 -
C C
o 10 i 50
[ (]
2 8 2 40
Q E *kk
°® 6 - © 30
o o
S 4 8 20
£ 2 & 10
0l N
N 15Zn 30Zn N 15Zn 30Zn
< <
Cc D
= =
2 hZnT-1 in Raji 2 hZnT-1 in PBMC
© 14 © 500
£ 12 E
W w400
s 10 2
T s T 300
o o
O =~ 200
o 4 0
2, £ 100
,‘:C' 0! e ol
I 15Zn  30Zn N 15Zn  30Zn
< <

e sees

Abb. 4.6: Expression von hZnT-1 in Molt-4, THP-1, Raji und PBMC. Die Zellen wurden 40 h
mit 15 pM Zink, 30 uM Zink, 2,5 puM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 puMENP(Molt-4 und
PBMC) stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegelodgte mittels real-time TagMan-
PCR. Die hZznT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD normalisiertted dem Balkengramm
ist jeweils ein korrespondierender Westernblot fur hZnTadehildet. (A) Die Expression von
hZnT-1 in Molt-4 wurde durch Zink signifikant erhéht und durch TPEMHt erniedrigt. (B) Die
Expression von hZnT-1 in THP-1 wurde durch Zink signifikant erhéht unchdiREN leicht
erniedrigt. (C) Die Expression von hZnT-1 in Raji wurde durch Ziilet. (D) Die Expression
von hZnT-1 in PBMC wurd durch Zink erhéht und durch TPEN leicht erigiedargestellt sind
die Mittelwerte aus n = 3 £ SE flr die real-time TagMarRR@d ein reprasentatives Experiment
aus n = 3 fur den Westernblot. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001. Legende: &ntridle,
15Zn = 15 uM Zink, 30Zn = 30 uM Zn, TP = TPEN.
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Auch unter Stimulationsbedingungen konnte keine Expression von hZnT-2 weder in den
verschiedenen Zelllinien noch in PBMC detektiert werden. Wahreadirdigesamt
niedrige Expression von hZnT-3 in Molt-4 und PBMC leicht durch Zink erh6htevur
(Abb. 4.7A, B), reagierten die THP-1-Zellen unter Zinkmangelbedingumgi einer
deutlichen, fast signifikanten Herunterregulation der Expresssien3(np = 0,06) (Abb.

4.7C). Dagegen war die Expression von hZnT-3 in Raji nicht nachweisbar.
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Abb. 4.7: Expression von hZnT-3 in Molt-4, PBMC und THP-1.Die Zellen wurden 40 h mit
15 uM Zink, 30 uM Zink, 2,5 puM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 uM TPEN (Molt-4 und PBMC)
stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegel erfolgtétets real-time TagMan-PCR. Die
hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD normalisiert. Da es ké&xjgression von hZnT-3

in Raji gab, sind diese Daten nicht gezeigt. (A) Die Expression von hZnT-3 imdMaltde leicht
durch Zink erhéht, aber nicht durch TPEN reguliert. (B) DierEgpion von hZnT-3 in PBMC
wurde leicht durch Zink erhéht, aber nicht durch TPEN reguli€)tDie Expression von hZnT-3

in THP-1 wurde nicht durch Zink reguliert, aber durch TPEN erniedbagrgestellt sind die
Mittelwerte aus n = 3 + SE. Legende: K = Kontrolle, 15Zn = 15 Zikk, 30Zn = 30 uM Zn,
TP = TPEN.
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Die Expression von hZnT-4 &nderte sich weder nach Zinksupplementierung rabch na
Zinkdepletion in Molt-4 und PBMC (Abb. 4.8A, B), wahrend in Raji- und THPelleh
leichte Verdnderungen bei insgesamt niedriger Expression zu béstagaren (Abb.
4.8C, D).
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Abb. 4.8: Expression von hZnT-4 in Molt-4, PBMC, Raji und THP-1.Die Zellen wurden 40 h
mit 15 pM Zink, 30 uM Zink, 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 puMENP(Molt-4 und
PBMC) stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegelodgfe mittels real-time TagMan-
PCR. Die hZznT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD normalisiegX). Die Expression von
hZnT-4 in Molt-4 wurde kaum durch Zink oder TPEN reguliert. (B) Bigression von hZnT-4
in PBMC wurde kaum durch Zink oder TPEN reguliert. (C) DierEgpion von hZnT-4 in Raji
wurde leicht durch Zink erhgéht und durch TPEN erniedrigt. (D) BXeression von hZnT-4 in
THP-1 wurde leicht durch Zink erhéht und durch TPEN erniedrigt. Dtaifesind die
Mittelwerte aus n = 3 + SE. Legende: K = Kontrolle, 15Zn = 15 Zikk, 30Zn = 30 uM Zn,
TP = TPEN.
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Um die Expression von hZnT-4 auf Proteinebene zu analysieren, Wweutellicherweise
ein anti-hZnT-1-Antikorper von Dr. M. Leigh Ackland (Victoria, Austadl zur
Verfigung gestellt, da es noch keine kauflichen Antikorper gegeaZansporter gibt.
Mit diesem Antikoérper, der aufgrund seiner Epitopspezifitat fir efmalyse im
Durchflusscytometer geeignet war, konnte hZnT-4 auch auf Pebeme detektiert
werden (Abb. 4.9). Die Expression von hZnT-4 wurde kaum durch Zink oder TPEN

den verschiedenen Leukocyten-Subpopulationen reguliert (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Expression von hZnT-4 in Molt-4, PBMC, Raji und THP-1.Die Zellen wurden 40 h
mit 15 pM Zink, 30 puM Zink, 2,5 puM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 puMENP(Molt-4 und
PBMC) stimuliert. Die Expression von hZnT-4 wurde durch die Bindumgsd=ITC-konjugierten
Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikérpers an einen Kaninchetwaman-ZnT-4-Antikbrper
nachgewiesen. Die Fluoreszenz wurde mit einem Durchflusscytogesterssen. Die Expression
von hZnT-4 in Molt-4 (A), PBMC (B), Raji (C) und THP-1 (D) wur#aum durch Zink oder
TPEN reguliert. Dargestellt ist ein reprasentatives Experimann = 3.

Da der Antikorper fir eine Analyse im Fluoreszenzmikroskop geeigia@t wurde
auBerdem die intrazellulare Lokalisierung von hZnT-4 unter Kontroll- und
Stimulationsbedingungen in den verschiedenen Leukocyten-Subpopulationen (Abb. 4.10)
und im Vergleich dazu in der humanen Kolonadenokarzinom-Zelllinie Caco-2 (Abb. 4.11)
untersucht. Bisher wurde die intrazellulare Lokalisierung von ZnT-4 inuZellen
untersucht, die nicht zum Immunsystem gehoéren. So ist beschrieben, dagserrer
vesikulare bzw. granulare Lokalisierung in Caco-2-Zellen (Muggial., 1999), in der
murinen Brustepithel-Zelllinie HC-11 (Kelleher und Lonnerdal, 2003) umdder
humanen Brustkarzinom-Zelllinie PMC42 aufweist (Michalczyk et al., 2002).
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Die intrazellulare Farbung von hZnT-4 war besonders deutlich fut-Mohd PBMC zu
erkennen und konzentrierte sich vornehmlich auf den Rand der Zelle, walofemnd dgen
Caco-2-Zellen das gesamte Cytoplasma mit Ausnahme des Zelkdémbte (Abb. 4.10
und Abb. 4.11). Dies deutete auf eine Plasmamembranlokalisierung von hArZeHden

des Immunsystems hin, die bisher noch nicht beschrieben ist.
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30uM Zn 1M TPEN 1uM TPEN

Kontrolle
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: ‘ ol o »
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Abb. 4.10: Lokalisierung von hZnT-4 in Molt-4, PBMC, Raji und THP-1. Die Zellen wurden

40 h mit 15 pM Zink, 30 uM Zink und 2,5 uM TPEN (Raji und THP-1) bzw. 1 uM TPEN (Molt-4
und PBMC) stimuliert. Die Expression von hZnT-4 wurde durch die BindungseFITC-
konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikérpers an einemdtai-anti-human-ZnT-4-
Antikérper nachgewiesen. Die Fluoreszenz wurde im Mikroskop theatadZnT-4 wurde in der
Plasmamembran von Molt-4, PBMC, Raji und THP-1 exprimiert. Dégtiesist ein
reprasentatives Experiment aus n = 3.
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Kontrolle

2,5uM TPEN

Abb. 4.11: Lokalisierung von hZnT-4 in Caco-2.Die Zellen wurden 40 h mit 15 uM Zink,
30 puM Zink und 2,5 uM TPEN stimuliert. Die Expression von hZnT-4 wualateh die Bindung
eines FITC-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikérparseinen Kaninchen-anti-
human-zZnT-4-Antikbrper nachgewiesen. Die Fluoreszenz wurde im obskkp betrachtet.
hZnT-4 wurde im Cytoplasma von Caco-2-Zellen exprimiert. Daetiesst ein reprasentatives
Experiment aus n = 3.

Um auszuschlieRen, dass es sich hierbei um angeféarbte Veandglty die aufgrund
eines stark ausgepragten Kern-Plasma-Verhéltnisses, an den éadgy werden und
so eine Plasmamembranlokalisierung vortauschen, wurden PBMC iswmigentnit dem
Mitogen PHA stimuliert, um das Kern-Plasma-Verhaltnis zu négén. In den
stimulierten PBMC wurde dann zusatzlich zur hZnT-4-Farbung den IKet Hoechst
33258 angefarbt, um den Kern vom Cytoplasma und der Plasmamembranzabgzu
kbnnen. Die Analyse mit dem Fluoreszenzmikroskop und eine nachfolgende
Uberlagerung der beiden Fluoreszenzeinzelbilder ergaben, dass hats&ehlich auf der

Plasmamembran exprimiert wurde (Abb. 4.12).

Uberlagerung

Abb. 4.12: Lokalisierung von hZnT-4 in stimulierten PBMC. Die Zellen wurden 40 h mit
10 pg/ml PHA stimuliert. Die Expression von hZnT-4 wurde durigh Rindung eines FITC-
konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikérpers an einemdétami-anti-human-ZnT-4-
Antikérper nachgewiesen. Gleichzeitig wurde der Kern mit Hsie@8258 angefarbt. Die
Fluoreszenz wurde im Mikroskop betrachtet. hZnT-4 wurde in der Btasmbran von
stimulierten PBMC exprimiert. Dargestellt ist ein reprastrga Experiment aus n = 3.
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Eine Analyse der mit PHA stimulierten PBMC mit dem Durcldtiygometer zeigte
aulRerdem, dass die Expression von hZnT-4 nach 40-stiundiger Stimulatib@ pgfml

PHA im Vergleich zur Kontrolle signifikant hoher war (Abb. 4.13A). Adén ersten
Blick scheint dies im Gegensatz zur niedrigen mRNA-Expressiorh¥Zoit-4 nach 48 h
in mit PHA stimulierten, primaren T-Zellen zu stehen, aber dRN&-Expression von
hZnT-4 wurde bereits nach einer einstindigen Stimulation mit 10l RJA#A in primé&ren

T-Zellen induziert und nahm anschlieBend wieder ab (Abb. 4.13B). Digstdrif eine
Beteiligung von hZnT-4 im Aktivierungsprozess der Leukocyten erdthr einer

Immunantwort hin.

Abb. 4.13: Expression von hZnT-4 in stimulierten PBMC.(A) Die Zellen wurden 40 h mit
10 pg/ml PHA stimuliert. Die Expression von hZnT-4 wurde durigh Rindung eines FITC-
konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-Sekundarantikérpers an einemdétam-anti-human-ZnT-4-
Antikérper nachgewiesen. Die Fluoreszenz wurde mit einem Durshfitmmeter gemessen. Die
Protein-Expression von hZnT-4 stieg nach 40-stindiger Stimulatib®A im Vergleich zur
Kontrolle signifikant an. Dargestellt sind die Mittelweraus n = 3 + SE. ** p < 0,01. (B) Die
Zellen wurden fur 1 h mit 10 pg/ml PHA stimuliert. Die Qufirierung der mRNA-Spiegel
erfolgte mittels real-time TagMan-PCR. Die hZznT mRNAirde auf die mRNA von PBGD
normalisiert. Die MRNA-Expression von hZnT-4 stieg nach einsg@ndstimulation mit PHA im
Vergleich zur Kontrolle an. Dargestellt ist ein reprasérgatExperiment aus n = 3.

66



Ergebnisse

Wahrend die Expression von hZnT-5 in Molt-4 sowohl unter Zinkzugabe wak a
Zinkdepletion unverandert blieb (Abb. 4.14A), konnte in Raji Uberraschenderessie
erhohte Expression unter Zinkdefizienzbedingungen gemessen werbdén 4A4B).
Dagegen hatte Zink keinen Einfluss auf die Expression in RdgiZdAbb. 4.14B).
Genauso uberraschend war die beobachtete Erniedrigung der Expras$ieR-1 und
PBMC nach Zink-Stimulation (Abb. 4.14C, D), welche in THP-1-Zellenhnd0 pM
Zink sogar signifikant war (Abb. 4.14C). Ein Zinkmangel hatte keinen u&sfauf die
Expression in THP-1 und PBMC (Abb. 4.14C, D).

Abb. 4.14: Expression von hZnT-5 in Molt-4, Raji, THP-1 und PBMC. Die Zellen wurden
40 h mit 15 uM Zink, 30 pM Zink, 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 IREN (Molt-4
und PBMC) stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegefolgte mittels real-time
TagMan-PCR. Die hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD norneatis (A) Die
Expression von hzZnT-5 in Molt-4 wurde nicht durch Zink oder TPEN reguliB) Die
Expression von hZnT-5 in Raji wurde nicht durch Zink reguliert, aber durch Teelaitt. (C) Die
Expression von hZnT-5 in THP-1 wurde signifikant durch Zink emgédaber nicht durch TPEN
reguliert. (D) Die Expression von hZnT-5 in PBMC wurde leicht dugmk erniedrigt, aber nicht
durch TPEN reguliert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 + SE. * p < 0,05. Legende:
K = Kontrolle, 15Zn = 15 uM Zink, 30Zn = 30 uM Zn, TP = TPEN.
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Die Regulation der beiden Zink-Exporter hZnT-6 und hZnT-7 war in Bemufgalle
untersuchten Zellen gleich. Wahrend die Expression beider Zink-Expartesr
Zinkmangelbedingungen in Raji und THP-1 Gberraschenderweiseilsagnifinstieg, gab

es keine Veranderung nach Zinksupplementierung (Abb. 4.15A, B und Abb. 4.16A, B). |
Molt-4 und PBMC gab es weder durch Zink noch durch eine Zinkdepletion
Veranderungen in der Expression der beiden Transporter (Abb. 4.15C, D undl XG1D.

D).

Abb. 4.15: Expression von hZnT-6 in Raji, THP-1, Molt-4 und PBMC. Die Zellen wurden
40 h mit 15 pM Zink, 30 pM Zink, 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 IFEN (Molt-4
und PBMC) stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegefolgte mittels real-time
TagMan-PCR. Die hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD norneatis (A) Die
Expression von hZnT-6 in Raji wurde nicht durch Zink reguliergrabgnifikant durch TPEN
erhoht. (B) Die Expression von hzZnT-6 in THP-1 wurde nicht durch Zadulrert, aber
signifikant durch TPEN erhoht. (C) Die Expression von hZnT-6 intMalurde nicht durch Zink
oder TPEN reguliert. (D) Die Expression von hZnT-6 in PBMC wuraftnidurch Zink oder
TPEN reguliert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n3=t SE. * p < 0,05. Legende:
K = Kontrolle, 15Zn = 15 pM Zink, 30Zn = 30 uM Zn, TP = TPEN.
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Abb. 4.16: Expression von hZnT-7 in Raji, THP-1, Molt-4 und PBMC. Die Zellen wurden
40 h mit 15 uM Zink, 30 pM Zink, 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw.M TIPEN (Molt-4
und PBMC) stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegefolgte mittels real-time
TagMan-PCR. Die hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD norneatis (A) Die
Expression von hZnT-7 in Raji wurde nicht durch Zink reguliereratignifikant durch TPEN
erhoht. (B) Die Expression von hZnT-7 in THP-1 wurde nicht durch Zadulrert, aber
signifikant durch TPEN erhoht. (C) Die Expression von hZnT-7 intMalurde nicht durch Zink
oder TPEN reguliert. (D) Die Expression von hZnT-7 in PBMC wurahtniurch Zink oder
TPEN reguliert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n3=+ SE. * p < 0,05. Legende:
K = Kontrolle, 15Zn = 15 uM Zink, 30Zn = 30 uM Zn, TP = TPEN.

69



Ergebnisse

PBMC von den Probanden, die fir die Expression von hZnT-8 positiv waren,nzeigte
keine Regulation weder nach Zinkzugabe noch nach Zinkmangel (Abb. 4.1a#&gmd

die Expression in Molt-4 nach Zink gleich blieb und nach Zinkdepletimhtl@bnahm
(Abb. 4.17B). Dagegen war die Expression von hZnT-8 weder in Raji nothM 1
nachweisbar.

Abb. 4.17: Expression von hZnT-8 in PBMC und Molt-4. Die Zellen wurden 40 h mit 15 puM
Zink, 30 pM Zink, 2,5 pM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 uM TPEN (Mélund PBMC)

stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegel erfolgtéttets real-time TagMan-PCR. Die
hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD normalisiert. Da es ké&xygression von hZnT-8
in Raji und THP-1 gab, sind diese Daten nicht gezeigt. (A)@j@ession von hZnT-8 in PBMC
wurde nicht durch Zink oder TPEN reguliert. (B) Die Expression kZnT-8 in Molt-4 wurde
nicht durch Zink reguliert, aber durch TPEN erniedrigt. Daaiesind die Mittelwerte aus n = 3
+ SE. Legende: K = Kontrolle, 15Zn = 15 uM Zink, 30Zn = 30 uM Zn, TP = TPEN.
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Die Expression von hzZnT-9 zeigte weder nach Zinksupplementierun nach

Zinkdepletion eine Veranderung in den untersuchten Zelllinien (Abb. 4.18).

Abb. 4.18: Expression von hZnT-9 in Molt-4, THP-1, PBMC und Raji. Die Zellen wurden
40 h mit 15 pM Zink, 30 pM Zink, 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 IFEN (Molt-4
und PBMC) stimuliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegefolgte mittels real-time
TagMan-PCR. Die hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD noigi@t. Die Expression
von hZnT-9 in Molt-4 (A), THP-1 (B), PBMC (C) und Raji (D) wurdes@er durch Zink noch
durch TPEN reguliert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 + SE. Legende: K = Kontrolle,
15Zn = 15 puM Zink, 30Zn = 30 uM Zn, TP = TPEN.
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Ein Vergleich der Expression der einzelnen Transporter nach &tiorumit Zink zeigt,
dass hZnT-1 der Haupttransporter unter erhéhten Zinkbedingungen inaté¥suchten
Zellen war (Abb.4.6 bis Abb. 4.8, Abb. 4.14 bis Abb. 4.18). Tabelle 4.1 fasst die
Ergebnisse der mRNA-Analyse der einzelnen Transporter in denhiggtsnen Zellen

Zusammen.

Tab. 4.1: Zusammenfassung Uber die Regulation von hZnT-1 bis hZRY unter Zink und
TPEN im Vergleich zur Kontrolle in THP-1, Raji, Molt-4 und PBMC.

THP-1 Raji Molt-4 PBMC
Zink | TPEN| Zink | TPEN| Zink| TPEN Zink| TPEN

hZnT-1 - - - - - - - -
hZnT-2 - - - - - - - -
hZnT-3 « - - - - « - «
hzZnT-4 - - - - « « « «
hZnT-5 - « « - « « - «
hZnT-6 « - « - « « « «
hzZnT-7 « - « - « « « «
hZnT-8 - - - - « h « «
hzZnT-9 « « « « « « « «

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass die Zink-Exporter nnvdeschiedenen
Leukocyten-Subpopulationen unterschiedlich auf eine Zinksupplementierung bzw.
Zinkdefizienz hin reguliert werden, um die intrazellulare Zinkhom@&estaufrecht zu
erhalten. Ein entscheidendes Resultat dieser Experimente wédedidizierung eines
weiteren Zink-Exporters (hZnT-4), der auf der Plasmamembran vofenZeales

Immunsystems lokalisiert ist.
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4.3 Analyse der intrazellularen Zinkhomdostase

Aufgrund der unerwarteten, gestiegenen Expression der Zink-Expdmédr3) hZnT-6

und hZnT-7 unter Zinkmangelbedingungen in Raji und THP-1, wurde die irtlazel
Zinkhomdoostase und deren Veranderung Uber die Zeit gemessen. Dazu wwwden di
verschiedenen Zelllinien mit 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw. 1 TREN (Molt-4)
stimuliert, um die Zellen unter Zinkmangel zu kultivieren und die &sgion der
Transporter zu beeinflussen. Anschlielend wurden die Zellen migerstien
Zinkkonzentrationen stimuliert und der Einfluss der veranderten Transpoqesssion

auf die intrazellulare Zinkverteilung tber eine Zeitspanne von 150 Minuten i@nalys

Zum Zeitpunkt Null lag die labile, intrazellulare ZinkkonzentratioMiolt-4 bei 0,14 nM

fur die Kontrolle und bei 0,07 nM fur die mit TPEN behandelte Probe. Nawhr e
zweiminttigen Stimulation mit 1 uM Zink stieg die intrazellel&inkkonzentration auf
ein Maximum von 0,34 nM fur die unbehandelte und 0,38 nM fir die mit TPEN
behandelte Probe. Danach begann die Zinkkonzentration wieder zu sinken (Abb. 4.19A).
Bei den Raji-Zellen war die anfangliche, labile Zinkkonzentratidnder von den Molt-4
gleich und lag bei 0,14 nM fur die Kontrolle und 0,08 nM flur die unter Zanigel
kultivierte Probe. Die Stimulation mit 1 uM Zink erreichte nackez Minuten ein
Maximum von 0,35 nM fiur die Kontrolle und 0,29 nM fiir die Zinkmangel-Probe.
AnschlieRend nahm die intrazellulare Zinkkonzentration wieder ab (Abb. 4.T98)
labile Zinkkonzentration in THP-1 war schon zu Beginn der Messunyargleich zu

den Molt-4- und Raji-Zellen am hdchsten und lag bei 0,3 nM fur doe=hsndelte und
0,18 nM fur die mit TPEN behandelte Probe. Nach einer zweimini8gemulation mit

1 uM Zink stieg die intrazellulare Zinkkonzentration auf ein Maximwon 0,69 nM fur

die Kontrolle und 0,49 nM fur die TPEN-Probe. Im Anschluss sank die aliubze
Zinkkonzentration wieder (Abb. 4.19C).
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Abb. 4.19: Regulation der intrazellularen Zinkhomoostase in Mok4, Raji und THP-1 nach
Stimulation mit 1 uM Zink. Die Zellen wurden 40 h mit 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw.
1 uM TPEN (Molt-4) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen migtM Zink stimuliert. Die
intrazellulare, labile Zinkkonzentration wurde mit FluoZin-3 in einEluooreszenzplattenleser
Uber 150 min. gemessen. Nach einer initialen Zinkaufnahme nahm dizelhilare, labile
Zinkkonzentration in Molt-4 (A), Raji (B) und THP-1 (C) ab. Darghistind die Mittelwerte aus
n=3z%SE.

Auch bei einer Stimulation mit 5 puM Zink war nach zwei Minuten Meximum der
labilen, intrazellularen Zinkkonzentration erreicht und stieg in Moled 0,09 nM auf
1,47 nM fur die unbehandelte und von 0,1 nM auf 1,81 nM fir die unter Zinkmangel
kultivierte Probe. Anschlielend sank die Zinkkonzentration wieder (Abb. 4.20A). |
Bezug auf die Raji-Zellen war die anfangliche, labile Zinkkonzentratiom@nivon Molt-

4 vergleichbar und lag bei 0,11 nM fir die Kontrolle und 0,1 nM fur die rREN
behandelte Probe. Nach einer zweiminitigen Stimulation mit 5 phk 2tieg die
intrazellulare Zinkkonzentration auf ein Maximum von 1,59 nM fiur die Komtrathd

2,03 nM fur die mit TPEN behandelte Probe, um danach wieder abzunehmen (Abb.
4.20B). Die im Vergleich zu Molt-4 und Raji schon zu Beginn hohere,zeittdare
Zinkkonzentration in THP-1 von 0,26 nM fir die Kontrolle und 0,19 nM fur die
Zinkmangel-Probe stieg nach zweiminutiger Stimulation auf 2,99 nM BZ%8 nM.
Danach nahm die Konzentration wieder ab (Abb. 4.20C).
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Abb. 4.20: Regulation der intrazellularen Zinkhomdoostase in Mok4, Raji und THP-1 nach
Stimulation mit 5 uM Zink. Die Zellen wurden 40 h mit 2,5 uM TPEN (THP-1 und Raji) bzw.
1 uM TPEN (Molt-4) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen BigM Zink stimuliert. Die
intrazellulare, labile Zinkkonzentration wurde mit FluoZin-3 in einBlooreszenzplattenleser
Uber 150 min. gemessen. Nach einer initialen Zinkaufnahme nahm dizelhilare, labile
Zinkkonzentration in Molt-4 (A), Raji (B) und THP-1 (C) ab. Darghistind die Mittelwerte aus
n=3z%SE.

Bei einer Stimulation mit 50 uM Zink traten dann die Unterschiedeschen den
einzelnen Zelltypen auf. Bei Molt-4 lag die labile, intrazélial Zinkkonzentration zu
Beginn bei 0,11 nM fir die unbehandelte und 0,08 nM fur die mit TPEN behandelte
Probe. Die maximale, intrazellulare Zinkkonzentration war nachr &hmulationsdauer

von 16 Minuten erreicht und lag bei 44,06 nM fir die Kontrolle und 45,28 nM flr die
TPEN-Probe. Danach begann die intrazellulare Zinkkonzentration widdenehmen

und lag nach 150 Minuten bei 25,33 nM flr die Kontrolle und 36,76 nM fur die mit TPEN
behandelte Probe (Abb. 4.21A). Bei Raji und THP-1 war die Situation amerkabile
Zinkkonzentration stieg bei Raji fur die unbehandelte Probe von 0,12 nM nach
16-mindtiger Stimulation mit 50 uM Zink auf 26,9 nM und fur die untarkéhangel
kultivierte Probe von 0,08 nM auf 29,7 nM. Wahrend die intrazellulare Zinkkbrazmsn

der unbehandelten Probe nach 150 Minuten mit 26,03 nM immer noch unverandert war,
stieg die labile Zinkkonzentration in der mit TPEN behandelten Pswgjrafikant weiter
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an, auf 62,65 nM (Abb. 4.21B). In den THP-1 war die Situation ahnlich. Zu Beagnn |
die intrazellulare Zinkkonzentration fur die Kontrolle bei 0,24 nM und férndit TPEN
behandelte Probe bei 0,18 nM. Nach 16-minttiger Stimulation mit 50 inkisfieg die
labile Zinkkonzentration fir die unbehandelte Probe auf 36,02 nM und fur die TPEN-
Probe auf 36,89 nM. Nach einer Stimulationsdauer von 150 Minuten blieb die
intrazellulare Zinkkonzentration fur die Kontrolle mit 39,08 nM etwacthlewéhrend die
labile Zinkkonzentration in der mit TPEN behandelten Probe signifizahtc4,46 nM
weiter anstieg (Abb. 4.21C).

Abb. 4.21: Regulation der intrazellularen Zinkhomdoostase in Mok4, Raji und THP-1 nach
Stimulation mit 50 uM Zink. Die Zellen wurden 40 h mit 2,5 pM TPEN (THP-1 und Raji) bzw.
1 uM TPEN (Molt-4) kultiviert. Anschlie3end wurden die Zellen 80t uM Zink stimuliert. Die
intrazellulare, labile Zinkkonzentration wurde mit FluoZin-3 in einBlooreszenzplattenleser
Uber 150 min. gemessen. Nach einer initialen Zinkaufnahme nahm dizelhilare, labile
Zinkkonzentration in Molt-4 (A) ab, wahrend sie in Raji (B) und THEC) anstieg. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus n = 3 + SE. ** p < 0,01.

Diese Daten demonstrieren das unterschiedliche Verhalten vonléirZalf der einen
Seite und B-Zellen und Monocyten auf der anderen Seite als Antwiagiree Stimulation
mit Zink nach vorheriger Induktion einer Zinkdefizienz, welches mit dsguRation der

Zink-Exporter in Einklang gebracht werden kann.
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4.4 Expression von hZnT-8 in Diabetikern

Waéhrend dieser Arbeit konnte zum ersten Mal in PBMC und auf einem geringeesauNi

in Molt-4 die Expression von hZnT-8 nachgewiesen werden (Abb. 4.1A|nBjlen
PBMC gab es interessanterweise grofe Schwankungen bezuglicBindeB-Expression
zwischen den einzelnen Probanden mit teilweise fehlender Expressionyrdiir diesen
Transporter beobachtet werden konnte (Abb. 4.2). Bisher war nur beschdabgm®s in
Leukocyten keine Expression von hZnT-8 gibt, und dass dieser Transpodr lLeber

und im Pankreas exprimiert wird, wobei dieser Zink-Exporter hauptshchi den
Langerhans-Inseln gefunden wurde, wo er den Transport von cytoplagreatiZink in
intrazellulare Vesikel vermittelt, welches dort fir die Reifumgd Speicherung des
Insulins benétigt wird (Chimienti et al., 2004; Chimienti et al., 2005).

Da der Prozentsatz der hZnT-8 negativen Personen ungefahr dem prepeAntail an
Diabetikern in der Bevdlkerung entspricht und hZnT-8 fir den TransporiZirdain
Insulin speichernde Vesikel verantwortlich ist, wurde eine moghdssziation zwischen
der Expression von hZnT-8 und Typ-1- als auch Typ-2-Diabetes unterstichtdie
Analyse der Expression von hZnT-8 wurde die mRNA von insgesamt Taqil-
Diabetikern, 13 Typ-2-Diabetikern und zehn gesunden Probanden als Kontradigrupp
isoliert.

Im Hinblick auf die Expression von hZnT-8 auf mRNA-Ebene fallt beir&htung der
Einzelergebnisse auf, dass die Probanden der Kontrollgruppe einegieidezu Typ-1-

und Typ-2-Diabetikern erhohte Expression von hZnT-8 aufwiesen. Innerhalb der
gesunden Kontrollgruppe gab es zwei Probanden, die fur die Expression vof8 hZnT
negativ waren. Demgegenuber war die Anzahl der Patienten, die keaii-&hzZ
exprimierten, bei Typ-1-Diabetikern und noch deutlicher bei Typ-2-Diedret erhoht
(Abb. 4.22).
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Abb. 4.22: Expression von hZnT-8 in Typ-1- und Typ-2-Diabetiken im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe. Die mRNA wurde direkt aus dem Vollblut isoliert. Die &utifizierung der
MRNA-Spiegel erfolgte mittels real-time TagMan-PCR. BEnT mRNA wurde auf die mRNA
von PBGD normalisiert. Die PCR-Produkte wurden auf ein 1 %i@ds-Gel aufgetragen. Die
Probanden der Kontrollgruppe wiesen eine im Vergleich zu Typrid Typ-2-Diabetikern
erhohte Expression von hZnT-8 auf. Dargestellt sind die Einzéleigge aus zehn Probanden der

Kontrollgruppe (A), acht Typ-1-Diabetikern (B) und 13 Typ-2abetikern (C). Legende:
L = 100 bp-Leiter, N = Negativkontrolle.
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Fasst man die Ergebnisse der Einzeluntersuchungen zusammen, eneeneine im
Vergleich zur Kontrolle signifikant reduzierte Expression von h3nin Typ-2-
Diabetikern. Auch in Typ-1-Diabetikern war die Expression von hZnT-8engleich zur
Kontrolle niedriger (Abb. 4.23).

Abb. 4.23: Expression von hZnT-8 in Typ-1- und Typ-2-Diabetikern.Die mRNA wurde direkt
aus dem Vollblut isoliert. Die Quantifizierung der mRNA-Sgie@rfolgte mittels real-time
TagMan-PCR. Die hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD norsieti. Typ-2-Diabetiker
zeigten eine im Vergleich zur Kontrolle signifikant redutaeExpression von hZnT-8. Auch bei
Typ-1-Diabetikern war die Expression von hZnT-8 reduziert. Baefje sind die Mittelwerte aus
n = 10 + SE (Kontrolle), n = 8 + SE (Typ-1-Diabetiker) und n = 1SEt(Typ-2-Diabetiker).
*p <0,05.

Basierend auf einer Veroffentlichung, die eine Assoziation heis@iner Punktmutation
im hZnT-8-Gen und dem Risiko fiir Typ-2-Diabetes beschreibt (Sladak,&€007), ist
fur alle Proben eine SNP-Analyse zur allelischen Diskriminieriagliert worden, um zu
Uberprifen, ob es sich bei dem beschriebenen Basenaustausch um alemn difiekt
handelt, der innerhalb dieser Arbeit auf Ebene der Expression von-&ifefunden
wurde. Fur die SNP-Analyse wurde die genomische DNA aus derhegieiProbanden
isoliert. Um eine Fehlfunktion der PCR ausschlielen zu kénnen, wurBalhmen einer
Multiplex-PCR als interne Kontrolle das Housekeeping-Gen HGKurfan growth
hormone®, menschliches Wachstumshormon) verwendet. Die Punktmutation im8hZnT-
Gen ist im letzten Exon an der Position 973 der mRNA lokalighéki_173851) und
beinhaltet eine Basensubstitution von Thymidin (T) nach Cytosin (@),irdieinem
Aminosaureaustausch von Tryptophan nach Arginin resultiert.

Die Auswertung der SNP-Analyse im Hinblick auf die Genotypegtzeéiass (1) in der
Kontrollgruppe die Genotypen relativ ausgewogen verteilt waren,(8ps&® % der Typ-
1-Diabetiker homozygot fiur das C-Allel waren, und dass (3) bei Typabdiikern der
Genotyp CC uberwog (61,5 %) und es keinen Patienten mit dem Genoflymezio TAbb.
4.24; Tab. 4.2). Die Auswertung der Allelfrequenzen der SNP-Anaygab, dass das
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C-Allel in der Kontrollgruppe zu 60 % auftrat, bei den Typ-1-Diddseth zu 68,75 %
vorhanden war und bei den Typ-2-Diabetikern mit 80,8 % am starkstentewrtvar

(Abb. 4.24; Tab. 4.3).

Abb. 4.24: Verteilung der Genotypen in Typ-1- und Typ-2-Diabekern im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die genomische DNA wurde direkt aus dem Vollblut isoliert undeine
Multiplex-PCR eingesetzt. In einer PCR wurde das C-Alleplémiert, wahrend in der anderen
PCR das T-Allel amplifziert wurde. Als interne Kontrolle mtie das Housekeeping-Gen HGH.
Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5 %-iges TAE-Gel aufgetraBamgestellt sind die
Einzelergebnisse aus zehn Probanden der Kontrollgruppe (A), gpkt-Diabetikern (B) und

13 Typ-2-Diabetikern (C). Legende: L = 100 bp-Leiter, N = Negativkostroll

Tab. 4.2: Auswertung der SNP-Analyse im Hinblick auf den Genotypen.

Genotyp | Kontrollgruppe | Typ-1-Diabetes| Typ-2-Diabetes
cC 4 (40 %) 4 (50 %) 8 (61,5 %)
TT 2 (20 %) 1 (12,5 %) 0 (0 %)
CT 4 (40 %) 3 (37,5 %) 5 (38,5 %)

gesamt 10 (100 %) 8 (100 %) 13 (100 %
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Tab. 4.3: Auswertung der SNP-Analyse im Hinblick auf die Allelfreqenzen.

Allel | Kontrollgruppe | Typ-1-Diabetes| Typ-2-Diabetes
C 12 (60 %) 11 (68,75 %) 21 (80,8 %

T 8 (40 %) 5 (31,25 %) 5 (19,2 %)
gesamt 20 (100 %) 16 (100 %) 26 (100 %

Eine Darstellung der vom Genotyp abhangigen Expression von hZnT-8 unter
Berlicksichtigung einer vorliegenden Diabetes-Erkrankung, die wumdgmiedriger
Fallzahlen mit Vorsicht zu betrachten ist, zeigte im Fal$ d€Genotypen CC eine im
Vergleich zur Kontrolle signifikant erniedrigte Expression von hBnin Typ-2-
Diabetikern (Abb.4.25).

Abb. 4.25: Vom Genotyp abhangige Expression von hzZnT-8 in Typ-1- und Typ-2-
Diabetikern im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die mRNA wurde direkt aus dem Vollblut
isoliert. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegel erfolgtettels real-time TagMan-PCR. Die
hZnT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD normalisiert. Die Expgoessvurde mit dem
Ergebnis der SNP-Analyse in Bezieung gesetzt. In Bezug auGdaotypen CC zeigten Typ-2-
Diabetiker eine im Vergleich zur Kontrolle signifikaneduzierte Expression von hZnT-8.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus n =4 + SE (Kontrolle CC), n = & gk®&ntrolle CT), n=2 +
SE (Kontrolle TT), n = 8 £ SE (Typ-2-Diabetiker CC), n = 5E (Typ-2-Diabetiker CT), n = 0
(Typ-2-Diabetiker TT), n = 4 = SE (Typ-1-Diabetiker CC), 8 £ SE (Typ-1-Diabetiker CT) und
n =1 (Typ-1-Diabetiker TT). ** p < 0,01.
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Die Betrachtung der vom Genotyp abhangigen Expression von hZnT-8 unigbliéng
einer vorliegenden Diabetes-Erkrankung ergab, dass es zwideheGenotypen keinen

signifikanten Unterschied in der Expression von hZnT-8 gab (Abb. 4.26).

Abb. 4.26:Vom Genotyp abhangige Expression von hZnT-8ie mRNA wurde direkt aus dem
Vollblut isoliert. Die Quantifizierung der mMRNA-Spiegel @dte mittels real-time TagMan-PCR.
Die hZznT mRNA wurde auf die mRNA von PBGD normalisiert. Die Esgion wurde mit dem
Ergebnis der SNP-Analyse in Bezieung gesetzt. Zwischen demtypen gibt es keinen
signifikanten Unterschied in der Expression von hZnT-8. Dargesieli die Mittelwerte aus
n=16+ SE (CC),n=12+ SE (CT)und n =3+ SE (TT).

Damit konnte demonstriert werden, dass zwar die Assoziation lmmstyp-2-Diabetes
und dem beschriebenen SNP existiert, dieser aber nicht die Erpstggie von hZnT-8

beeinflusst, welcher den entscheidenden Faktor darstellt.

82



Ergebnisse

4.5 Einfluss von Zink auf die Signaltransduktion

Nachdem der unterschiedliche Einfluss der verschieden reguliertkrEXporter auf die
intrazellulare Zinkhomoostase demonstriert werden konnte, sollte d#udsi von Zink
auf die durch die Interleukine IL-1, IL-2 und IL-4 induzierte, intradéle

Signaltransduktion in T-Zellen analysiert werden.

4.5.1 IL-1 Signalweg

Es ist bekannt, dass relativ hohe Konzentrationen ab 100 uM Zink dirdRRAle(IL-1

Typ-l Rezeptor-assoziierte Kinase) und damit die b-abhangige T-Zell-Stimulation
inhibieren konnen (Wellinghausen et al., 1997a; Rink und Gabriel, 2001). AuRerdem
konnte anhand einer Messung der Zellaktivierung mit dem Cytosensagtgereden,
dass Zinkkonzentrationen ab 15 uM zu einer Inhibition der durctblhetvorgerufenen
Aktivitatssteigerung der T-Zellen fuhren, wobei hdhere Zinkkonzeatrati einen
starkeren, inhibitorischen Effekt haben (lbs, 2006). Damit konnte ein inlsicher
Einfluss von Zink in niedrigen und damit physiologisch relevanten Konzemtest
demonstriert werden (lbs, 2006).

Demgegeniber gibt es keine Informationen beziglich der Reaktion ¥etien auf eine
Stimulation mit IL-b unter Zinkmangelbedingungen, welche im Rahmen dieser Arbeit
mit Hilfe der murinen T-Zelllinie EL-4 6.1 anhand der Produktion von @&lanalysiert
wurde. Daflr wurden die Zellen tber vier Tage unter Zinkmangelbedinguadgviert

(1. Inkubation) und am vierten Tag ein Mediumswechsel vorgenommen (2. Inkubation),
der in einem Ansatz einen Zinkflux in die Zelle induzierte.

Die Messung der labilen, intrazellularen Zinkkonzentration vor deru&ition mit IL-1b

(1 ng/ml) hat ergeben, dass die Zellen, in denen der Zinkflux induzerde, im
Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich zu den Zellen, die daderheter
Zinkmangelbedingungen kultiviert wurden, eine signifikant hohere Zinlkkanation
aufwiesen (Abb. 4.27A). AulRerdem wiesen die Zellen, die dauerhaft unter
Zinkmangelbedingungen  kultiviert wurden, eine signifikant hohere, elabil
Zinkkonzentration im Vergleich zur Kontrolle auf (Abb. 4.27A). Korrespormatierzu
diesem Ergebnis war im Vergleich zur Kontrolle und im Vergleia den Zellen, die
dauerhaft unter Zinkmangelbedingungen kultiviert wurden, die Produktion von miL-2
nach einer 24-stiindigen Inkubation mit Ib-in den Zellen signifikant am héchsten, in
denen der Zinkflux induziert wurde (Abb. 4.27B). Weiterhin war die Praoluki¢on
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mlL-2 in den Zellen, die dauerhaft unter Zinkmangelbedingungen kultwiertien, im
Vergleich zur Kontrolle signifikant hoher (Abb. 4.27B).

Abb. 4.27. Reaktion von EL-4 6.1 auf eine Stimulation mit IL-b unter
Zinkmangelbedingungen. Die Zellen wurden fir vier Tage mit 1 pM TPEN stimulier
(1. Inkubation). Am vierten Tag erfolgte ein MediumswechsellifRubation), der in einem
Ansatz einen Zinkflux induziert (TPEN / w/o). Die Messung deraiellularen, labilen
Zinkkonzentration erfolgte mit einem Durchflusscytometer. DmdBktion von mlL-2 wurde mit
einem ELISA bestimmt. (A) Vor der Stimulation mit 1 ng/mL-1b war die labile
Zinkkonzentration in den Zellen, in denen der Zinkflux induziert wurde,\Mergleich zur
Kontrolle und im Vergleich zu den Zellen, die dauerhaft unter Zamgelbedingungen kultiviert
wurden, signifikant hoher. AuRerdem wiesen die Zellen, die dafiertunter
Zinkmangelbedingungen kultiviert wurden, eine signifikant hohedgild Zinkkonzentration im
Vergleich zur Kontrolle auf. (B) Die Produktion von miL-2 war haeiner 24-stiindigen
Inkubation mit 1 ng/ml IL-b in den Zellen, in denen der Zinkflux induziert wurde, im Vergleich
zur Kontrolle und im Vergleich zu den Zellen, die dauerhaft u#diekmangelbedingungen
kultiviert wurden, signifikant am hdchsten. Weiterhin war diedRktion von miL-2 in den
Zellen, die dauerhaft unter Zinkmangelbedingungen kultiviert wuyride Vergleich zur Kontrolle
signifikant hoher. Dargestellt sind die Mittelwerte aus B8 = SE fur die Messung der labilen
Zinkkonzentration und n =5 + SE fur den ELISA. * p < 0,05.

Hiermit konnte zum ersten Mal demonstriert werden, dass eine é&king von T-Zellen
mit IL-1b unter Zinkmangelbedingungen zu einer Aktivitatssteigerung fuhrt usd da

diese Aktivitatssteigerung mit der intrazellularen Zinkkonzentration kerte

4.5.2 IL-2/IL-4 Signalweg

Es ist beschrieben, dass Zink dazu in der Lage ist, die duréhndluzierte Proliferation
von T-Zellen zu hemmen, wéhrend es keinen Einfluss auf das durch IL-2denfene

Wachstum hat. Demgegeniber hat die Inkubation mit dem Zink-Chelator KEigN

Auswirkungen auf die durch IL-2 oder IL-4 induzierte Proliferatidos(2006). Basierend
auf diesen Daten soll im Rahmen dieser Arbeit der zugrunde liegemolekulare

Mechanismus fiir dieses unterschiedliche Verhalten aufgeklédeweDie Experimente
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werden mit der murinen T-Zelllinie CTLL-2 durchgefuhrt, deren Readtion von den
Cytokinen IL-2 oder IL-4 abhangig ist.

Um zu Uberprifen, ob der inhibitorische Effekt durch Zink auf die dlirehinduzierte
Proliferation tatsachlich auf einem Einfluss auf die Proliferabasiert und nicht durch
eine Beeinflussung der Apoptose hervorgerufen wird, wurde adiugs von Zink und
TPEN auf den Anteil der toten Zellen nach einer viertagigen InkubatipB0 U/ml IL-2
oder 2,5 U/ml IL-4 gemessen. Wahrend auf die Stimulation mit IL-2 sodioklals auch
TPEN keinen Einfluss hatten, konnte fur die Stimulation mit IL-4 einViergleich zur
Kontrolle um 6,1 % signifikant erh6hter Anteil an toten Zellen nachdakan mit Zink
nachgewiesen werden. Demgegenuber hatte TPEN keinen Einflussea8fimulation
mit IL-4 (Abb. 4.28).

Abb. 4.28: Einfluss von Zink und TPEN auf den Anteil toter CTLL-2-Zellen nach
Stimulation mit IL-2 oder IL-4. Die Zellen wurden nach einer einstiindigen Vorinkubation mit
50 uM Zink und 1 uM TPEN flr weitere vier Tage mit 30 U/mt2ALoder 2,5 U/ml IL-4
stimuliert. Der Anteil der toten Zellen wurde mit eindPd-Staining im Durchflusscytometer
gemessen. (A, B) Weder Zink noch TPEN hatten einen Einfluss aufdiil an toten Zellen
nach Stimulation mit IL-2. (C, D) Zink erhdhte um 6,1 % signifikdaeh Anteil an toten Zellen
nach Stimulation mit IL-4, wahrend TPEN keinen Einfluss daraifeh Dargestellt sind die
Mittelwerte aus n = 3 + SE (IL-2) und n =4 £ SE (IL-4). * p < 0,05.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass der inhibitorische Effekt durch Jinkeadurch
IL-4 induzierte Proliferation durch eine Beeinflussung der Apoptoseolgexufen wird,
sollte im Anschluss daran der molekulare Mechanismus untersuchgnwvédfir wurde
der Einfluss von 20 pM und 50 uM Zink auf den Phosphorylierungsgrad einiger
Zielproteine in CTLL-2-Zellen nach Stimulation mit 30 U/mt2Lund 150 U/ml IL-4 im
Westernblot analysiert. Da bekannt ist, dass IL-4 STAT-6 ri@igransducer and
activator of transcription-6“) aktivieren kann (Kaplan et al., 1996; daket al., 1996),
wurde mit diesem Protein begonnen.

Auch wenn IL-4 im Gegensatz zu IL-2 zu einer Phosphorylierung vakT BT gefuhrt
hat, so war dennoch kein Einfluss von Zink auf den Phosphorylierungsgrauthleake
(Abb. 4.29A). Im nachsten Schritt wurden die MAP-Kinasen p38 und p42/44 berachte
IL-2 hat zu einer Phosphorylierung von p42/44 gefihrt, aber Zink hat den dérad
Phosphorylierung nicht beeinflusst (Abb. 4.29A). Im Hinblick auf die p3&&& konnte
keines der Cytokine eine Steigerung der Phosphorylierung hervorrubén 429A). Der
nachste Versuch konzentrierte sich auf die anti-apoptotisch fundeefkt-Kinsase. IL-2
hat zu einer starken Zunahme der Phosphorylierung der Akt-Kinase tgedlibr die
Inkubation mit Zink hatte keine Wirkung auf den Grad der Phosphorylie(Abb.
4.29A). Bei IL-4 war die Situation anders. Wahrend die Inkubation mit IL-fhaftlesiner
Phosphorylierung der Akt-Kinase resultierte, konnte Zink diese inkibigkbb. 4.29A).
Eine densitometrische Analyse ergab, dass bereits KonzentratibnzZd @M Zink zu
einer signifikanten Reduktion der Phosphorylierung der Akt-Kinase 8y % flihrten
(Abb. 4.29B, C).
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Abb. 4.29: Einfluss von Zink auf den Phosphorylierungsgrad einige Zielproteine in
CTLL-2-Zellen nach Stimulation mit IL-2 oder IL-4. Vier Tage nach dem letzten Umsetzen
wurde das restliche Cytokin durch mehrfaches Waschen entfernEZeld@n wurden nach einer
15-mindtigen Vorinkubation mit 20 uM und 50 puM Zink fur weitere 15 miit. 3@ U/ml IL-2
oder 150 U/ml IL-4 stimuliert. Der Phosphorylierungsgrad wurde igst@inblot bestimmt bzw.
densitometrisch analysiert. (A) Zink hatte keinen EinflussdiaifPhosphorylierung von STAT-6,
p38 und p42/44 nach Stimulation mit IL-2 oder IL-4. Demgegentber hat Zdiek
Phosphorylierung der Akt-Kinase nach Stimulation mit IL-4 infiibiéB, C) Nach Stimulation
mit IL-4 hat Zink die Phosphorylierung der Akt-Kinase signifikaum 13,2 % inhibiert.
Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus n =SE#Hlr die Westernblots und die
Mittelwerte aus n = 3 + SE fir die densitometrische Analyse. ** p < 0,01.

Damit konnte der molekulare Mechanismus fur den Einfluss von Zink dasf
unterschiedliche Verhalten von T-Zellen bei einer Stimulation Wi bzw. IL-4

aufgeklart werden.

4.6 Einfluss von Zink auf die Apoptose

Unter 4.1 wurde gezeigt, dass proliferierende Zelllinien und kWt Btimulierte, primére
Zellen im Vergleich zu ruhenden, primaren Zellen eine insgesahtigeee Expression

der einzelnen Zink-Exporter besitzen (Abb. 4.1, Abb. 4.4, Abb. 4.5). Ferner ist

beschrieben, dass verschiedene Zelllinien, mit dem Epstein-Ba-Wansformierte
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Zellen, mit dem Superantigen SPEAStieptococcus pyogenesythrogenes toxin A)
stimulierte PBMC und PBMC von Leukamie-Patienten, eine im ¥erglzu PBMC von
gesunden Probanden niedrigere Expression der Zink-Importer (hZipkisefw (Ibs,
2006). Damit ergibt sich fir proliferierende Zellen im Vergtezu ruhenden Zellen eine
insgesamt niedrigere Expression sowohl an Zink-Exportern als auZmltmportern.
Dies lasst vermuten, dass proliferierende Zellen ihre inttdaed Zinkhomoostase auf
einem niedrigeren Niveau halten. Da Zelllinien sich in ersterelwain primaren Zellen
darin unterscheiden, dass sie nicht in die Apoptose gehen und stéandig proliferieren, und da
Zink fur die Regulation der Apoptose eine entscheidende Bedeutung zukommt
(Sunderman, 1995), wurde unter Berlcksichtigung der Regulation der @nkpbrter
der Einfluss sowohl einer Zinkdefizienz als auch einer Zinkstinmiaduf die Apoptose
in einer immortalen Zelllinie analysiert.

Dafir wurde die T-Zelllinie Molt-4 genutzt. Fur die Untersuchudey Auswirkungen
einer Zinkdefizienz auf die Apoptose wurden die Zellen nach einertishdigen
Inkubation mit 1 uM TPEN fir weitere sechs Stunden mit dem Apojosierenden
Agenz Actinomycin D (5 pg/ml) stimuliert. Anschlie3end wurde detell der Apoptose
mit dem Durchflusscytometer gemessen. Die Analyse ergabedass der Induktion der
Apoptose mit Actinomycin D keinen Unterschied in Bezug auf derifah apoptischen
Zellen gab. Erst nach der Induktion der Apoptose war der Anteil der appopemi Zellen
in der mit TPEN vorinkubierten Probe im Vergleich zur Kontrolgggikant héher (Abb.
4.30).

Abb. 4.30: Einfluss von TPEN auf die Apoptose in Molt-4Die Zellen wurden nach einer
40-stlindigen Inkubation mit 1 uM TPEN fiir weitere sechs Stundeb mifml Actinomycin D
stimuliert. AnschlieRend wurde der Anteil der Apoptose mit @enchflusscytometer gemessen.
Vor der Induktion der Apoptose mit Actinomycin D gab es keinen Uctieed in Bezug
auf den Anteil an apoptischen Zellésach der Induktion der Apoptose mit Actinomycin D
war der Anteil der apoptotischen Zellen in der mit TPEN vaiiriérten Probe im Vergleich zur
Kontrolle signifikant hoher. Dargestellt sind die Mittelveeraus n = 3 + SE. Legende:
AcD = Actinomycin D. * p < 0,05; ** (£ 0,01.
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Fur die Analyse der Auswirkungen einer Zinksupplementierung auf die dsgopturden
die Zellen nach einer 40-stindigen Kultivierung fir weitere sechs Stunden mitZmnkM
dem lonophor Natriumpyrithion (50 pM) und Actinomycin D (5 pg/ml) stiert
AnschlieRend wurde der Anteil der Apoptose mit dem Durchflusscytorgeteessen.
Die Auswertung zeigt, dass allein die Inkubation mit Zink ohngnAdmycin D zu einer
signifikant erhdhten Apoptoserate flhrte, was den destruktiven Aspekt wdn Z
verdeutlicht. Gleichzeitig demonstrierte Zink auch einen prateitEffekt, da nach der
Induktion der Apoptose mit Actinomycin D die Apoptoserate in dem mitk Zi
behandelten Ansatz im Vergleich zu dem mit Zink behandelten Anzatdem kein

Actinomycin D gegeben wurde, signifikant geringer anstieg (Abb. 4.31).

Abb. 4.31: Einfluss von Zink auf die Apoptose in Molt-4. Die Zellen wurden nach einer
40-stiindigen Kultivierung fir weitere sechs Stunden mit 5 uM Zink, 50 uM Natriitfmpy und

5 pg/ml Actinomycin D stimuliert. AnschlieBend wurde der Anteil d@optose mit dem
Durchflusscytometer gemessen. Zink fuhrte zu einer signifikambhéen Apoptoserate. Die
Apoptoserate stieg nach der Induktion der Apoptose mit Actinomycim @em mit Zink

behandelten Ansatz im Vergleich zu dem mit Zink behandeltentArsadem kein Actinomycin
D gegeben wurde, signifikant geringer an. Dargestellt sindMiitelwerte aus n = 3 + SE.
Legende: AcD = Actinomycin D, Zn = Zink, Na-Pyr = Natriumplyiiin. * p < 0,05; ** p < 0,01,

*** pn < 0,001.

Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass sich die Zelle bei niedigkfiKonzentrationen
durch die Regulation der Zink-Transporter und damit der intrazedluldmkhomdoostase

vor der Induktion der Apoptose schitzen konnte. Demgegenuber induzierten hoken Zi
Konzentrationen die Apoptose direkt. Allerdings drehten sich die Varssdt nach
Inkubation mit dem Apoptose-inudzierenden Agenz Actinomycin D wieder usinré&idd
einer Apoptose-Induktion wirkte der Zinkmangel destruktiv und der Zinkuberschuss

protektiv.
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5 Diskussion

Aufgrund der essentiellen Rolle von Zink fur das Immunsystem &alled Falchuk,
1993; Wellinghausen et al., 1997a; Rink und Haase, 2007), ist es wichtigsteheer,
welche Molekile fur den Zinktransport in die Zelle hinein und aus dég HEeraus von
Bedeutung sind, wie diese Molekile unter verschiedenen Zinkkonzentrationgierteg
werden und welche Auswirkungen sie auf die intrazellulare Zinkhomoéostaselamit
verbunden auf entscheidende Prozesse wie Signaltransduktion und Apoptose haben.
Bisher ist die Expression und Regulation der einzelnen Zinktranspodeteren Einfluss

auf die intrazellulare Zinkhomdostase in immunologisch relevanten Zellepartiell und

mit verschiedenen experimentellen Systemen untersucht worden. lbndibsdr Arbeit
wurde zum ersten Mal ein globaler Uberblick tiber die Verteilung Regulation aller
beschriebenen Zink-Exporter in den verschiedenen Leukocyten-Subpopulationen
prasentiert. Aul3erdem wurde der Einfluss der unterschiedlich regoligmk-Exporter

auf die intrazellulare Zinkhomoostase dargestellt und der EinflusZwbnsowohl! auf

die durch die Interleukine IL-1, IL-2 und IL-4 induzierte, intrazellel&ignaltransduktion

als auch auf die Apoptose in T-Zellen demonstriert.

Unter den neun bekannten Zink-Exportern war hZnT-1 derjenige, dedeatfichsten
durch Zink reguliert wurde. Die Expression der mRNA stieg wahrend der
Zinksupplementierung bis auf das 20-fache an. Aul3erdem war hZnT-l arhtéhten
Zinkkonzentrationen in allen untersuchten Zelllinien der Haupttrarepoveiterhin
konnten die Ergebnisse der mRNA-Analyse auch auf Ebene der Pxpteisson
bestatigt werden. Dieses Resultat unterstreicht die bedeutetidevBn hZnT-1 fur die
Zellen des Immunsystems und deutet auf einen wichtigen Beliteags Transporters flr
die Aufrechterhaltung der intrazellularen Zinkhomoostase und der desrbtindenen
Funktionen im Immunsystem hin. Dieses Ergebnis bestétigt die Beobgen einer
Arbeitsgruppe, welche nur die Expressionserhdhung von hzZnT-1 unter Zink und die
korrespondierende Erniedrigung unter Zinkmangelbedingungen in THP-1 beschreibt
(Cousins et al., 2003a und 2003b). Ferner ist bekannt, dass die mMRNA-Spiegallvbn

im Dunndarm, in der Leber und in der Niere von Ratten nach einer izindmne Diat
ansteigen (Liuzzi et al., 2001). Diese ausgepragte Regulationzpadst Tatsache, dass
ZnT-1 der bisher einzig beschriebene Zink-Exporter ist, der iP@smamembran vieler
verschiedener Zellen lokalisiert ist und dort die intrazellular&kkonzentration durch
einen Zinkefflux aus der Zelle heraus erniedrigt (Palmiter undi&y, 1995). Auf diese

Art und Weise verleiht dieser Transporter der Zelle eine ®egisgegeniber hohen
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Zinkkonzentrationen und schitzt diese vor der Toxizitdt durch Zink, wiefle
transfizierte BHK-Zellen beschrieben ist (Palmiter und FipndO95; Palmiter, 2004).
Die Regulation des murinen ZnT-1 ahnelt derjenigen des Metallothgers und basiert
auf zwei metallresponsiven Elementen in der Promotorregion deslZdnRs. Diese
werden durch die Bindung des Transkriptionsfaktors MTF-1 (metal respbasent-
binding transcription factor-1) aktiviert, der sechs Zinkfingeritbe¢Langmade et al.,
2000).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass zusétzlich zur Plasmaaréaialisierung von
ZnT-1 eine Splice-Variante von ZnT-5 mit der Plasmamembran msfiegerten CHO-
Zellen kolokalisiert (Jackson et al., 2007). In dieser Arbeit kohAteT-4 als ein weiterer
Zink-Exporter identifiziert werden, der in der Plasmamembran irxgnt wird. Die
Expression von hZnT-4 konnte in PBMC und Molt-4 und zu einem geringeren Grad i
Raji und THP-1 detektiert werden. Bisher war nur eine vesikulawe lgzanulare
Lokalisierung von ZnT-4 fur die humane Kolonadenokarzinom-Zelllinie Cacotzdisl

et al., 1999), die murine Brustepithel-Zelllinie HC-11 (Kelleher uadnerdal, 2003) und
die humane Brustkarzinom-Zelllinie PMC42 (Michalczyk et al., 2002t Hré=ben. Die
Expression von hZnT-4 in der Plasmamembran konnte auf allen Subpopulatioagn gez
werden und war auf die Zellen des Immunsystems beschrankt, ddiei€irbung von
der der Caco-2-Zellen unterschied, die den hZnT-4-Transporter irmges&ytoplasma
ausgenommen vom Zellkern exprimiert haben.

Dieses Resultat lasst vermuten, dass im Gegensatz zur ubiguitare
Plasmamembranlokalisierung von ZnT-1, verschiedene Zink-Exporterfispezan der
Plasmamembran unterschiedlicher Zelltypen exprimiert werdeiteWin scheint es so,
dass es aufgrund der wichtigen Funktion von Zink fir das Immunsystem undnaiér da
verbundenen optimalen Funktionalitat jeder einzelnen Zelle notwendigwist, Zink-
Exporter, hZnT-1 und hZnT-4, in der Plasmamembran zu haben, um eibalgotierte,
intrazellulare Zinkkonzentration aufrecht zu erhalten.

AulRerdem konnte die Expression von hZnT-4 nach Stimulation mit dem Mitigéan
gesteigert werden. Dies entspricht einem veranderten physichegi Status der Zelle,
der wahrend einer Immunantwort beobachtet werden kann, und weist daradbss
hZnT-4 an der Regulation der intrazellularen Zinkhomodostase wahrend des
Aktivierungsprozesses von Leukocyten beteiligt ist. Dabei isrwélenen, dass dies eine
sehr schnelle Reaktion der Zelle war, da die mRNA bereits naehn einstindigen
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Stimulation mit PHA ein Maximum erreichte, danach wieder abnand das Protein
nach einer 40-stiindigen Inkubation mit PHA signifikant hGher exprimiert wurde.

Unter physiologischen Bedingungen konnte hzZnT-5 als Haupttranspart@iHP-1
identifiziert werden. Uberraschenderweise wurde die Expres&iorhZnT-5 in PBMC
leicht und in THP-1 signifikant nach der Zinksupplementierung herugtdreet. Andere
Studien beschreiben eine erhthte Expression von ZnT-5 nach Inkubation miinZink
Caco-2-Zellen bzw. keine Veranderung der Expression in Zellen aldad®mta oder in
HelLa-Zellen (Cragg et al., 2002; Devergnas et al., 2004; Ford, 2004)r kardeesine
Herunterregulierung der mRNA-Spiegel von ZnT-5 nach einer Zinkbelnagdmit
200 uM Zink in Caco-2-Zellen und eine Herunterregulierung des korrespendén
Proteins in Patienten beschrieben, die Uber zwei Wochen taglichm@5Zink
eingenommen haben (Cragg et al., 2005). Diese Daten legen den Schlustassithe
Expression und Regulation von ZnT-5 zwischen verschiedenen Zelltypemntuard von
der HOhe des extrazellularen Zinkgehaltes abhangig ist.

Genauso Uberraschend war die erhbhte Expression von hZnT-5 unter
Zinkmangelbedingungen in Raji und die signifikant erhdhte Expressiorh¥nT-6 und
hZnT-7 unter Zinkmangelbedingungen in Raji und THP-1. Eine vergleichlegel&ion

ist auch fur die Expression von ZnT-5 und ZnT-7 in HelLa-Zellen nach Zutddien
beschrieben (Devergnas et al., 2004). Diese ahnliche Reaktion ddraieporter auf
einen Zinkmangel kann damit zusammenhangen, dass alle drei Zpokt&x im
sekretorischen Apparat lokalisiert sind und dort fur die Aktivierumdenthaltender
Enzyme bendétigt werden, indem ZnT-5, ZnT-6 und ZnT-7 Homo- und Heterooligome
bilden und so den Zinktransport in den Golgi-Apparat und in das vesikulare
Kompartiment durchfiihren (Suzuki et al.,, 2005a und 2005b). Diese Hypothese kann
weiter durch den beobachteten Anstieg der intrazellularen, labifdkonzentration in
Raji und THP-1 gestltzt werden, der nach der Stimulation mit 50Zpl gemessen
wurde, wahrend dieser nach Stimulation mit 1 uM und 5 pM Zink ausbliater U
Zinkmangel kultivierte Raji-Zellen zeigten die hochste Zinkalie nach Stimulation,
die mit einem Zinktransport in den sekretorischen Apparat als BelgkEleraufregulation
der drei Zink-Exporter hZnT-5, hZnT-6 und hZnT-7 erklart werden kBlach den Raji-
Zellen folgten die THP-1-Zellen mit dem zweith6chsten Anstidgr labilen,
intrazellularen Zinkkonzentration. Diese zeigten unter Zinkmangelbaadgsn eine
erhohte Expression der beiden Zink-Exporter hZnT-6 und hZnT-7. Auf diesiseW

scheinen beide Zelltypen ihren cytoplasmatischen Zinkspiegel zu rsemk@ die
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Fahigkeit zur Proteinsynthese aufrecht zu erhalten, indem sieidksnZden Golgi-
Apparat transportieren.

Im Gegensatz dazu zeigten Molt-4-Zellen nach der initialen dinkdme einen Abfall
der intrazellularen Zinkkonzentration. Dies kann zum einen durch diexfiokaktivitat
von hZnT-4 erklart werden, dessen Expression zum ersten Mal aBflatgnamembran
gezeigt werden konnte und der am starksten in Molt-4 exprinieride. Zum zweiten
erfolgte in Molt-4-Zellen keine Heraufregulation der Transpor@&nTh5, hZnT-6 und
hZnT-7 unter Zinkmangelbedingungen. Diese unterschiedliche Art deuldtieg
zwischen Raji- und THP-1-Zellen auf der einen Seite und Molt-leZeuf der anderen
passt auch gut zu der Tatsache, dass die Kapazitat zur Proteaseym B-Zellen und
Monocyten im Vergleich zu T-Zellen hdher ist. Aul3erdem verfligetellen Uber einen
im Vergleich zu Monocyten niedrigeren, intrazellularen Zinkspiegetl reagieren
empfindlicher auf ansteigende Zinkkonzentrationen als Monocyten (Gaacale ¥989;
Wellinghausen et al. 1997b; Fraker und King, 2004). Durch die hohe Exprees auf
der Plasmamembran lokalisierten Zink-Exporters hZnT-4 scheinbrdge T-Zellen vor
zu hohen, intrazellularen Zinkkonzentrationen zu schiitzen.

Die Aktivitdt von hZnT-4 scheint sehr effizient zu sein, da die Meftellen trotz ihrer
im Vergleich zu Raji- und THP-1-Zellen niedrigen Expression vanThl, die einzige
Leukocyten-Subpopulation war, die ihren intrazellularen Zinkgeltaltch einen
Zinkexport aus der Zelle heraus gesenkt haben. Aul3erdem lasseatdre V@rmuten,
dass die kombinierte Aktivitdt von hZnT-5, hZnT-6 und hZnT-7 effiziengtrails
diejenige von hZnT1 allein, da die Raji- und THP-1-Zellen das Zink iehden Golgi-
Apparat transportierten als aus der Zelle heraus.

Die Zink-Exporter hZnT-2, hZnT-3 und hZnT-9 scheinen keine bedeutende iRolle
Immunsystem zu spielen. Eine Expression von hZnT-2 konnte in keina@andBssierten
Zelltypen gefunden werden. Die Funktionalitdt des ausgewahlterefpaares konnte
durch den Nachweis der mRNA von hZnT-2 in der Prostata bestatigemebDieses
Ergebnis passt zu Studien, die eine Expression von ZnT-2 in immunologiSchanen
wie dem Thymus und der Milz ausgeschlossen haben (Cousins 20083; Palmiter et
al., 1996b).

Die Expression von hZnT-3 war generell niedrig, und bestatigt dandere
Beobachtungen, bei denen keine mRNA von hZnT-3 in einer humanen, lympbiolelas
Zelllinie gefunden werden konnte, die zuvor mit dem Epstein-Barr-\iarssformiert
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worden war (Andree et al., 2004). Somit scheint sich eine spezifale fir ZnT-3 im
Gehirn und im Hoden zu bestétigen (Wenzel et al., 1997; Palmiter et al., 1996b).
Eine niedrige Expression von hZnT-9 konnte in allen analysiertelenZgjefunden
werden und bestatigen damit Daten, die qualitativ eine Expression vVORhEHHIEL) in
Molt-4-Zellen, Raji-Zellen und PBMC gezeigt haben (Sim und Chow, 198%lidser
Arbeit konnte der quantitative Nachweis auch fur THP-1-Zellen dargestetilen.
Moglicherweise existieren neben Zink andere Faktoren, die die Bigonegon hZnT-2,
hZnT-3 und hZnT-9 beeinflussen. Dies konnte fur den Zink-Importer Zigezkigt
werden, dessen Expression durch IL-6 in der Leber heraufreguiidrund so eventuell
fur die Hypozinkamie wahrend der Akuten-Phase-Antwort verantwortiitliLiuzzi et
al., 2005).

Bisherige Veroffentlichungen belegen eine Expression von ZnT-8 irLelsr und in
dem Pankreas, vornehmlich in den Langerhans-Inseln, und schliel3en einesiBrpres
PBMC aus (Chimienti et al., 2004 und 2005). Dies konnte in dieser Arhedriagt
werden. Die Expression von hZnT-8 konnte zu einem geringen Grad irdAMoltt auf
einem hoheren Niveau in PBMC gezeigt werden. Die Expression von-$izmPBMC
schwankte bemerkenswert zwischen den einzelnen Probanden und reichte \siarkehr
bis hin zu fehlender Expression. Dies mag der Grund dafiur sein, wandere
Arbeitsgruppen bisher keine mRNA von ZnT-8 detektieren konnten (Chineerdl.,
2004 und 2005). Sowohl eine Zinksupplementierung als auch eine Zinkdepletion haben
die Expression von hZnT-8 in PBMC nicht verandert, wahrend in Moltak ei
Herunterregulation der mRNA von hZnT-8 unter Zinkmangelbedingungeigyessden
konnte.

Innerhalb des Pankreas wird ZnT-8 hauptsachlich in den Langerhahs-&éxgrimiert
und vermittelt — ahnlich wie ZnT-5 — den Zinktransport vom Cytoplasmatiazellulare
Vesikel, wo es fiur die Reifung und Speicherung von Insulin bendtigt Waichbe et al.,
2002; Chimienti et al., 2004 und 2005). Innerhalb dieser Arbeit wurde ebgdicime
Assoziation zwischen der Expression von hZnT-8 und Typ-1- als auch -Dygb2tes
untersucht. Beim Typ-1-Diabetes oder auch insulinabhéngigen Diabeligss(IDDM,
»insulin dependent diabetes mellitus®) handelt es sich um eine Aoemarkrankung, die
bereits in der Jugend entsteht, und bei der die insulinsekretierertidien des Pankreas
zerstort werden und so eine Insulinabhangigkeit entsteht. Neben gemetischen
Pradisposition spielen Umweltfaktoren, wie z.B. virale Infektioners auch
psychologische und ernahrungsbedingte Faktoren, bei der EntstehungovibrDigbetes
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eine Rolle. Demgegentber wird Typ-2-Diabetes oder nicht-insulimgider Diabetes
mellitus (NIDDM, ,non-insulin dependent diabetes mellitus®) auck Altersdiabetes
bezeichnet und ist durch eine Insulinresistenz gekennzeichnet. Nebegerstischen
Faktoren sind eine kalorienreiche Uberernahrung und Bewegungsindie typischen
Risikofaktoren fur Typ-2-Diabetes. Beim Typ-2-Diabetes sind disathien fir die
Zerstbrung demb-Zellen des Pankreas noch unklar. Es ist aber beschrieben, dass dies
durch eine erhdohte Konzentrationen an Glukose und gesattigten Fettsauren gemginsa
der von Adipozyten herriihrenden Sekretion bestimmter Faktoren und durch eine
chronische Aktivierung der angeborenen Immunantwort bedingt istaiAirat al., 1999;
Donath et al., 2003; Cnop et al., 2005).

Einige Studien berichten, dass Typ-1- und Typ-2-Diabetes-Erkraskuim@ufiger in der
gleichen Familie auftreten. Dies lasst vermuten, dass ez tlet pathologischen
Unterschiede Gemeinsamkeiten in der genetischen Pradispositiodiefijeweilige
Diabetes-Erkrankung gibt (Tuomi, 2005). Die in dieser Arbeit durchgefilnalyse
ergab eine reduzierte Expression von hZnT-8 sowohl in Typ-1-Diabetikeaueh eine
signifikant reduzierte Expression in Typ-2-Diabetikern. Dies kKssnuten, dass hZnT-8
einerseits eine grofl3ere Rolle beim Typ-2-Diabetes spielt undeaseies aber auch eine
Assoziation zum Typ-1-Diabetes besteht.

Weiterhin ist beschrieben, dass es eine Assoziation zwischen FRam&tmutation im
hZnT-8-Gen und dem Risiko fur Typ-2-Diabetes gibt (Sladek et al., 2(Diése
Punktmutation im hZnT-8-Gen ist im letzten Exon an der Position 973miR¥A
lokalisiert (NM_173851) und beinhaltet eine Basensubstitution von Thymidimgah
Cytosin (C), die in einem Aminosaureaustausch von Tryptophan nach Argsutiert.
Die in dieser Arbeit durchgefihrte Analyse ergab, dass das C-difleRisikoallel bei
Typ-1-Diabetikern und noch deutlicher bei Typ-2-Diabetikern erhoht. \Bai der
Darstellung der vom Genotyp abhéngigen Expression von hZnT-8 unter Behiligksg
einer vorliegenden Diabetes-Erkrankung konnte im Fall des Genotyperir@Cim
Vergleich zur Kontrolle signifikant erniedrigte Expression von hBnin Typ-2-
Diabetikern nachgewiesen werden. Die Betrachtung der vom Genotyp gajgrén
Expression von hZnT-8 unabhé&ngig von einer vorliegenden Diabetes-Erkrankafg er
dass es zwischen den Genotypen keinen signifikanten Unterschied irpdesdton von
hZnT-8 gab. Damit konnte bestétigt werden, dass zwar die Adsozmtischen Typ-2-
Diabetes und dem beschriebenen Polymorphismus existiert, diesern@abeér die
Expressionshdhe von hZnT-8 beeinflusst, welcher den entscheidenden Faktor darstellt.
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Vor kurzem erschien eine Verotffentlichung, die ZnT-8 als eines wdehtigsten
Autoantigene fur Typ-1-Diabetes identifiziert hat (Wenzlawalet 2007). Wahrend die
Autoantikorper gegen ZnT-8 bei 60 % bis 80 % der neu erkrankten Typ-ltiReabe
gefunden wurden, waren es bei den Typ-2-Diabetikern weniger alsCBe%kombinierte
Messung der Autoantikdrper gegen die bekannten Autoantigene flr Tygb&tEs
(GAD, Glutamatdecarboxylase; 1A2, Proteintyrosinphosphataset[gsleantigen 5127];
Insulin) und dem neuen Autoantigen ZnT-8 haben die Detektionsrate von 809% %
ansteigen lassen.

Aufgrund dieser Daten lasst sich feststellen, dass ZnT-8 sowoflypel-Diabetes als
auch bei Typ-2-Diabetes von Bedeutung ist. Eventuell wirkt ZnT-8iaaf@hnliche Art
und Weise als Autoantigen wie es bei Insulin der Fall ist. SEbékannt, dass die
Transkriptionsrate des Insulingens bei verschiedenen Personensgenbedingte
Unterschiede zeigt, die von einer polymorphen MinisatellitensequéNzR, ,variable
number of tandem repeats®) abhéngt, die sich stromaufwéart$ndelingens befindet.
Wird das Gen im Thymus mit hoher Rate exprimiert, kann es dueciethichtung von
potenziell autoreaktiven T-Zellen vor der Entstehung von Typ-1-Diabetestzen,
wéahrend eine niedrige Expressionsrate eine erhohte Anfalligkeltyp-1-Diabetes zeigt
(Undlien et al., 1995; Bennett and Todd, 1996; Vafiadis et al.,, 1997; Janévedy e
2002).

Ein Vergleich des Expressionsprofils von hZnT-1 bis hZnT-9 zwisctediinien und
primaren Zellen verdeutlicht, dass die Expression der einzelnen-EXimrter in
primaren Zellen deutlich hdoher war. Diese erhdohte Expression konnté aime
Aktivierung der primaren T-Zellen mit PHA, welches Prolifevati induziert,
herunterreguliert werden. Zusammen mit der Tatsache, ddsiele und priméare Zellen
teilweise ein verandertes Expressionsprofil aufwiesen, wolvdUdierschied bei den B-
Zellen grofRer war als bei den T-Zellen, lassen die Daten vernuldss, ruhende und
proliferierende Zellen eine vom physiologischen Zustand abhangrgersahiedliche
Expression der Zink-Exporter bendtigen, um die intrazellulare Zinkhoesmsiufrecht
zu erhalten. Zusammen mit den Daten einer vorangegangenen Dimsedia beschreibt,
dass verschiedene Zelllinien, mit dem Epstein-Barr-Virus toamsérte Zellen, mit dem
Superantigen SPEA stimulierte PBMC und PBMC von Leukamie-Patiegtea, im
Vergleich zu PBMC von gesunden Probanden niedrigere Expression demifiokidr
(hzip) aufweisen (Ibs, 2006), lasst sich daraus schlieRen, daderpEnde Zellen im

Vergleich zu ruhenden Zellen eine insgesamt niedrigere Expressiarhisder Zink-
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Importer als auch Zink-Exporter besitzen und damit ihre intrazeduZinkhomdostase
auf einem niedrigeren Niveau halten.

In diesem Zusammenhang liel3 sich in dieser Arbeit auch zeigensidasZellen durch
die Regulation der Zink-Transporter und damit der intrazellularekhdmodostase bei
niedrigen Zink-Konzentrationen vor der Induktion der Apoptose schitzen konnten,
wéahrend hohe Zink-Konzentrationen die Apoptose direkt induzierten. Dalieenrgich
die Verhéltnisse wéahrend einer Inkubation mit dem Apoptose-inudziereAdenz
Actinomycin D wieder um. Wahrend einer Apoptose-Induktion wirkte dekrdangel
destruktiv und der ZinkUberschuss protektiv. Die Versuche sind mit eizalllirie
gemacht worden und passen zu der Tatsache, dass T-Zellen empfandliansteigende
Zinkkonzentrationen reagieren (Goode et al. 1989; Wellinghausen #9%ib; Fraker
und King, 2004). Ferner bestéatigen diese Ergebnisse andere Vdiciitergen, die
einerseits den protektiven und andererseits den destruktiven Effektinknaidf die
Apoptose beschreiben (Cohen und Duke, 1984; Beletsky et al., 1989; Giannakjs et
1991;Perry et al., 1997; Stennicke und Salvesen, 1997; Torriglia et al., 199 m&chia
et al., 1998; Maret et al., 1999; Chai et al., 2000; Truong-Tran et al., 20@Kectt al.,
2001).

Nachdem der unterschiedliche Einfluss der verschieden regulierierEXporter auf die
intrazellulare Zinkhomoostase demonstriert werden konnte, wurdeirdf@rsg von Zink
auf die durch die Interleukine IL-1, IL-2 und IL-4 induzierte, intradéle
Signaltransduktion in T-Zellen analysiert. Bei IL-1 handelt ieh sm ein klassisches,
pro-inflammatorisches Cytokin, welches T-Zellen und Makrophagen aktiuner Fieber
induziert (Janeway et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass kiagrAng von
T-Zellen mit IL-1b unter Zinkmangelbedingungen zu einer Aktivitatssteigerung fuhrt und
dass diese Aktivitatssteigerung mit der intrazellularen Zink&otration korreliert. Dies
steht nicht im Gegensatz zu den Beobachtungen, dass (1) Zinkkonzentratioh® pM
zu einer Inhibition der durch ILHL hervorgerufenen Aktivitatssteigerung der T-Zellen
fuhren (lbs, 2006) und dass (2) relativ hohe Konzentrationen ab 100 uM Zikk dige
IRAK (IL-1 Typ-l1 Rezeptor-assoziierte Kinase) und damit dielbh-abhangige T-Zell-
Stimulation inhibieren kdnnen (Wellinghausen et al., 1997a; Rink und Gabriel,, 21201)
bei diesen Versuchsanséatzen extrazellular Zink zugegeben wwgidéefd hier in dieser
Arbeit durchgefuhrten Experiment ist allein tGber die Regulation Tdensporter und
durch die Zugabe von frischem Kulturmedium ein Zinkflux in die Zelle unditdaine

erhodhte, intrazelluldre Zinkkonzentration erzielt worden. Diese Zinkkoratemten
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erreichen allerdings nicht die Hb6he, die durch die Zugabe von extldreth Zink
erreicht werden koénnen. Uberraschend war, dass die Zellen, die dauenterft
Zinkmangelbedingungen  kultiviert wurden, eine signifikant hohere, elabil
Zinkkonzentration im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Dies konnte dami
zusammenhangen, dass der Zinkchelator TPEN mit der Zeit dasviédé&r frei gibt oder
dass das Zink aus anderen Quellen frei wird, z.B. aus Metallothiomeliches 5-20 %
des zellularen Zinks bindet (Andrews, 2001). Es ist bekannt, dass Zink aus
Metallothionein frei gesetzt wird, sobald die verfigbare Zinkkonzeotraniedrig ist
(Maret, 2000). Ferner konnte in Mausen gezeigt werden, dass Mataikh nicht nur
vor einer Zinktoxizitat sondern auch vor einer Zinkdefizienz schiitzt (Ke#y,,1996).
Neben dem Einfluss von Zink auf den IL-1-Signalweg wurde auch a€iugs von Zink
auf die durch die Cytokine IL-2 und IL-4 induzierte Signaltransduktronr-Zellen
analysiert. Wahrend IL-2 als T-Zell-Wachstumsfaktor das wistgigCytokin bei der
Entwicklung einer adaptiven Immunantwort ist, spielt IL-4 als typscl>-Cytokin eine
Rolle bei der B-Zell-Aktivierung, bei dem Isotypwechsel zu IgE bedder Hemmung
von Tyi-Zellen (Janeway et al., 2002). Die durchgefuhrte Untersuchung tbasfeder
Beobachtung, dass Zink dazu in der Lage ist, die durch IL-4 induzietiéeRation von
T-Zellen zu hemmen, wahrend es keinen Einfluss auf das durch IL-2 gemnfeane
Wachstum hat (Ibs, 2006).

Der IL-4-Signalweg startet mit der hochaffinen Bindung von ILrddée IL-4R -Kette,

die daraufhin zusammen mit der allgemein vorkommendegtte ein Dimer ausbildet.
Diese Dimerisierung resultiert in der Phosphorylierung der Tyrestiarin den mit dem
IL-4-Rezeptor assoziierten Januskinasen Jak-1 und Jak-3. Anschlie3edeh vaderrch
diese Januskinasen Tyrosinreste in der cytoplasmatischen Domaérie-4Rr-Kette
phosphoryliert. Diese Phosphotyrosine dienen wiederum als Andockstellen far
Signalmolekiile, welche sogenannte Proteintyrosinbindende Doméanen (@&B)Src-
Homologie-2-Domanen (SH2) tragen. STAT-6 bindet Uber eine solelzeD®mane an
die IL-4R -Kette und wird durch die aktivierten Januskinasen an einem
carboxyterminalen Tyrosinrest phosphoryliert. Nach der Phosphorylidéshgich das
STAT-6-Molekil vom Rezeptor und bildet Homodimere aus. Das Dimer Kann in
den Zellkern wandern und an spezifische DNA-Motive binden (Nelmal.gt1999).
Innerhalb dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass IL-4 zuvahktivierung von
STAT-6 fuhrt, aber es keine Beeinflussung durch Zink auf den Phosphorgkgnadal
gibt.
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Zwei weitere Signalwege fur IL-4 werden durch die Proteine Idsulin-Rezeptor-
Substrat-(IRS)-Familie vermittelt, welche mit der IL-4Kette interagieren kénnen.
Diese lagern sich Uber eine PTB-Doméne an einen cytoplasheatiScyrosinrest an,
welcher innerhalb des 14R-Konsensusmotivs (Insulin-IL-4-Rezepta@yd. ligieses Motiv
findet man auch bei dem Insulin-Rezeptor und dem IGF-1-Rezeptor (sifdaigrowth
factor type-1) (Nelms et al., 1998). Nach der Phosphorylierung B&-RAroteine
fungieren diese als Andockstellen fur Signalmolekile, welch2-Béiméanen enthalten.
Auf diese Weise kann einerseits die regulatorische Untereinip&5 der
Phosphatidlyinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) andererseits aber dashAdapterprotein
Grb-2 (,growth factor receptor bound protein 2) gebunden werden. Wéahiend
PI3-Kinase zur Aktivierung der Akt-Kinase fuhrt, induziert das ptdgprotein Grb-2 den
Ras-MAPK-(Mitogenaktivierte Proteinkinase)-Signalweg (Nelms.etl899).

Durch die hier durchgefihrte Analyse der MAP-Kinasen p38 und p42/44 kann eine
Beeinflussung des Ras-MAPK-Signalweges durch Zink ausgeschlossgdeny
Demgegeniuber konnte aber eine signifikante Inhibition der Akt-Kidaseh Zink nach
Stimulation mit IL-4 demonstriert werden. Korrespondierend konnteliggi Stimulation
mit IL-4 ein im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhdhter Aihtan toten Zellen nach
Inkubation mit Zink nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis steHinkiang mit der
Tatsache, dass es sich bei der Akt- oder auch PKB-Kinase (Rinssie B) um eine anti-
apoptotisch wirkende Serin/Threonin-Kinase handelt, die u.a. Uber die Phdigphong
und damit Inaktivierung des pro-apoptotischen Molekiils Bad (,Bcl-2 antagoincsl|
death” [B cell leukemia 2]) der Apoptose entgegen wirkt (Kandel ung H#09; Song et
al., 2005; Manning und Cantley, 2007). Damit konnte der molekulare Mechanismus fur
den Einfluss von Zink auf die IL-4-Signaltransduktion in T-Zellen aufgeklart werde
Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten einen Beitrag zum tmss¥erstandnis der
Funktionalitat von Zink und belegen die enorme Bedeutung der Zink-Traasgort
mononukledre Zellen. Die Tatsache, dass immortale Zellen eigessst niedrigere
Expression der Zink-Transporter besitzen, weist auf einen intatessbinterschied in
Bezug auf die Regulation der intrazellularen Zinkhomdostasecknsruhenden Zellen
und proliferierenden Tumorzellen hin. So kdnnten die ExpressionsprofilesatinBnung
des Zellstatus und zur Identifikation entarteter Zellen herangezegrdenFerner kann
durch die reduzierte Expression von hZnT-8 sowohl in Typ-1- als auch prR2Ty
Diabetikern eine Assoziation zwischen diesem Zink-Exporter und dennbBiddéetes-

Erkrankugen postuliert werden, deren Bedeutung zuklnftig naher chasigktesierden
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sollte. Durch den direkten Einfluss von Zink auf die Apoptose und auf die durch
Interleukine ausgel6ste, intrazellulare Signaltransduktion, wird doeugang von Zink
fur das Immunsystem unterstrichen. Die hier gewonnenen Erkenntnidea &ai einer

therapeutischen Zinkadministration bericksichtigt werden.
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6 Zusammenfassung

Zink ist ein essentielles Spurenelement flr das Immunsystetiiedar Arbeit gelang es,
wichtige Mechanismen zur intrazellularen Zinkhomoéostase und dargluds auf die
intrazellulare Signaltransduktion in mononukle&ren Zellen aufzuklaren.

Die Analyse des Expressionsprofils der Zink-Exporter hat zusammm der
Charakterisierung der Zink-Importer zu der Erkenntnis geflihrt, maswrtale Zellen
durch eine insgesamt niedrigere Expression der Zink-Transporterintreezellulare
Zinkhomoostase auf einem niedrigeren Niveau halten. Unter physidiegisc
Bedingungen konnte hZnT-1 als Haupttransporter in Raji und PBMC, hZalE-5
Haupttransporter in THP-1 und hZnT-6 als Haupttransporter sowohl in4vadtt-auch in
priméaren, aufgereinigten B- und T-Zellen identifiziert werdereitédfhin konnte die
Regulation der intrazellularen Zinkhomoostase nach Stimulation inkit\@&hrend einer
Zinkdefizienz aufgeklart werden: nach initialer Zinkaufnahme sinkt idieazellulare
Zinkkonzentration in Molt-4 durch den neu auf der Plasmamembran ktgddeZnT-4,
wéahrend diese in Raji und THP-1 durch die unter Zinkmangelbedingundeanierte,
erhohte Expression der Zink-Exporter hZnT-5, hZnT-6 und hZnT-7 anstesgied®@n
veranschaulicht die Heraufregulation von hZnT-4 nach Stimulatioi?Hvt die wichtige
Funktion dieses Zink-Exporters flr die Regulation der Zinkkonzentratidreukocyten
wéahrend eines Aktivierungsprozesses. Ferner konnte durch die gyt@dekpression des
Zink-Exporters hZnT-8 in Typ-2- und Typ-1-Diabetikern die enorme Bedgutlieses
Transporters fur diese beiden Erkrankungen dargestellt werden. Wahmehd hEZnT-

4, hZnT-5, hZnT-6 und hZnT-7 eine fundamentale Bedeutung im Hinblick auf die
Aufrechterhaltung der intrazellularen Zinkhomdostase und der damiduneéenen,
optimalen Funktionalitat der einzelnen Leukocyten-Subpopulationen zukommmesthei
hZnT-9, hZnT-3 und hZnT-2 nur eine untergeordnete Rolle einzunehmen. Awniderde
konnte der Einfluss von Zink auf intrazellulare Prozesse wie die Apppiod die durch
Interleukine induzierte Signaltransduktion naher charakterisiedemeEinerseits konnte
erstmals gezeigt werden, dass eine Aktivierung von T-Zellen linitb unter
Zinkmangelbedingungen zu einer Aktivitatssteigerung fihrt, diedemtintrazellularen
Zinkkonzentration korreliert. Andererseits konnte der molekulare Mecharig$ur den
Einfluss von Zink auf die IL-4-Signaltransduktion in T-Zellen aufgeklart werden.

Die hier in vitro aufgeklarten Mechanismen zur Regulation der intrazellularen
Zinkhomdoostase und Funktionsweise von Zink in Zellen des Immunsystenfisearof

neue, therapeutische Optionen in der Zinksubstitution.
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8  Abklrzungsverzeichnis

Sl-Einheiten sowie Abkirzungen laut Duden sind nicht aufgeftihrt

AIDS

APC
APS
ATCC
Bad
Bcl-2
BSA
C

CD
CDF
CFDA-SE
CHO
COPD

Cr
DMSO
DNA
DSMZ
EDTA
ELISA

Fc
FCS
FITC
FSC
GAD
Grb-2
HBSS
HGH
HRP

Erworbenes Immundefektsyndrom (,acquired immune deficiency
syndrome®)

Antigenprasentierende Zelle (,antigen presenting cell®)
Ammoniumpersulfat

»~American Type Culture Collection”

,Bcl-2 antagonist of cell death*”

,B cell leukemia 2”

Bovines Serumalbumin

Cytosin

Differenzierungsmarker (,cluster of differentiation®)

,cation diffusion facilitator”
Carboxy-Fluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester

,chinese hamster ovary*“

Chronisch obstructive Lungenkrankheit (,chronic obstructive
pulmonary disease”)

,cycle threshold*

Dimethyl-Sulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (,desoxyribonucleic acid®)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Ethylendiamintetraacetat

Enzymgekoppelter Inmunosorbenstest (,enzyme-linked
immunosorbent assay”)

~fragment crystallizable*

Fetales Kalberserum (,fetal calf serum®)
Fluoresceinisothiocyanat

Forwardscatter

Glutamatdecarboxylase

~growth factor receptor bound protein 2*

Hank’s Balanced Salt Solution

menschliches Wachstumshormon (,human growth hormone*®)

Meerrettichperoxidase (,horseradish peroxidase®)
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4R
A2
IDDM

IFN
IGF-1

IRAK
IRS
JAK
LMP
LPS
MAPK
MHC

MTF-1
NEAA
NIDDM

NK
PBGD
PBMC

PBS
PCR
PFA
PHA
PI3K
PTB
RNA
SDS
SDS-PAGE
SH2
SLC

Insulin-IL-4-Rezeptor

Proteintyrosinphosphatase 1A2 (,islet cell antigen 512”)
Insulinabh&ngiger Diabetes mellitus (,insulin dependent diabetes
mellitus®)

Interferon

»Insulin-like growth factor type-1“

Interleukin
IL-1 Typ-I Rezeptor-assoziierte Kinase
Insulin-Rezeptor-Substrat

Januskinase

-lOW melting point“-Agarose

Lipopolysaccharid

Mitogenaktivierte Proteinkinase
Haupthistokompatibilitatskomplex (,major histocompatibility
complex®)

»,metal-response element-binding transcription factor-1*
Nicht-essentielle Aminosauren (,non essential amino acids”)
Nicht-insulinabhangiger Diabetes mellitus (,non-insulin dependent
diabetes mellitus®)

Naturliche Killerzellen

Porphobilinogendeaminase

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (,peripheral blood
mononuclear cells)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (,phosphate buffered saline”)
Polymerasekettenreaktion (,polymerase chain reaction”)
Paraformaldehyd

Phytohdmagglutinin

Phosphatidlyinositol-3-Kinase

Proteintyrosinbindende Doméne

Ribonukleinsaure (,ribonucleic acid”)

Natriumdodecylsulfat (,sodium dodecyl sulfate”)
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Src-Homologie-2-Doméne

,solute linked carrier”
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SNP
SPEA
SSC
STAT-6

TAE
TCR
TEMED
TGF

Th

TNF
TPEN
Zip

ZnT

Einzelnukleotidpolymorphismus (,single nucleotide polymorphism®)
Streptococcus pyogenesythrogenes toxin A

Sidescatter

»signal transducer and activator of transcription-6*

Thymidin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

T-Zell-Rezeptor (,t cell receptor”)

N, N, N, N"-Tetramethylethylendiamin

Transformierender Wachstumsfaktor (“transforming growtlofgct
T-Helferzelle

Tumornekrosefaktor

N, N, N, N"-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylendiamin

Zink Importer (,,Zrt- and Irt-like proteins®)

Zink Transporter/Exporter
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