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Abstract
Richarz, Andrea-Nicole

Speziationsanalyse von proteingebundenen Elementen in Cytosolen als biologische Marker
fiir Lebensprozesse unter besonderer Beriicksichtigung der Metallothioneine im Gehirn

Bei der Aufkldarung der Rolle von Spurenelementen in komplexen physiologischen oder
pathologischen Stoffwechselvorgéngen erlaubt die Speziationsanalyse tiefere Einblicke in
die im Organismus ablaufenden Prozesse als die Bestimmung von Gesamtelementgehalten.
In der vorliegenden Arbeit wurden die an unterschiedliche Proteine im Cytosol von
menschlichen Geweben gebundenen Elemente untersucht. Im Vordergrund standen dabei
die Metallothioneine (MT) - niedermolekulare, cysteinreiche, metallbindende Proteine,
welche als an zahlreichen vitalen Stoffwechselprozessen beteiligt angesehen werden. Die
Isoform MT-3 wurde vor allem im Gehirn gefunden und seit ihrer Entdeckung in
Zusammenhang mit Morbus Alzheimer (AD) diskutiert. Zur Speziationsanalyse wurden
Verbundverfahren aus chromatographischer bzw. kapillarelektrophoretischer Trennung der
Biomolekiile und on-line gekoppelter Elementdetektion mittels Plasmamassen-
spektrometrie (ICP-MS) eingesetzt. Die Abtrennung des MT-3 von den anderen Isoformen
war dabei fiir eine gesonderte Betrachtung wichtig. Die einzelnen Signale wurden
verschiedenen Proteinen mittels spezifischer Nachweise im Eluat der Trennungen
zugeordnet. Die Identitdt des MT-3-Peaks konnte sicher bestitigt werden.

Neben der GroéBenausschluBchromatographie wurden weitere Trennverfahren verwendet,
welche je nach dem Ziel der durchzufiithrenden Untersuchung ausgewihlt werden miissen.
In Kooperation mit dem GKSS Forschungszentrum, Geesthacht, wurde die dort entwickelte
Kapillarzonenelektrophorese-ICP-MS-Kopplung fiir die Anwendung auf komplexe
biologische Proben optimiert. Auftretende Probleme der Vergleichbarkeit von Signalen
durch Variationen der Migrationszeiten wurden durch eine rechnerische Anpassung der
Zeitachsen mittels mitlaufender Markersubstanzen gelost. Zusitzliche Informationen
wurden durch die Hintereinanderschaltung unterschiedlicher Trennmethoden erhalten.

Die Betrachtung der Elementprofile von verschiedenen Organen bestétigte die Hypothese,
dal unterschiedliche Organe mit auf unterschiedliche Aufgaben spezialisierten Zellarten
auch verschiedene Metalloprotein-Zusammensetzungen aufweisen. Die Verteilung der
proteingebundenen Elemente in einem Organ von verschiedenen Patienten zeigte ebenfalls
deutliche, auf unterschiedliche pathologische Prozesse zuriickzufiihrende Unterschiede.
Um die in der Literatur uneinheitlichen Angaben zur Metallbeladung von MT-3 zu kléren,
wurde in einem Projekt am Center for Biochemical and Biophysical Sciences and
Medicine an der Harvard Medical School, Boston, natives MT-3 aus Schweinegehirn
untersucht. Es zeigte sich, dal im Cytosol mehrere, nicht trennbare Formen von MT-3
existieren, wobei es sich wahrscheinlich um unterschiedliche Metallbeladungen handelt,
welche auch vom individuellen physiologischen Zustand abhéngen. Die Betrachtung eines
grofleren Probenkollektives ist demnach aussagekréftiger.

Bei der Untersuchung eines Kollektives von AD- und Kontroll-Gehirnproben wurde ein
signifikanter Unterschied von Elementgehalten in weiler und grauer Masse, jedoch nicht
zwischen AD- und Kontrollproben gefunden. Das Hauptaugenmerk lag auf dem Vergleich
der MT-Signale in den Elementprofilen, wobei die wenig variierenden Signale der
Superoxid Dismutase sich als niitzlicher Bezugspunkt erwiesen. Die MT-Metall-Signale
waren bei den AD-Proben niedriger. Es zeigte sich jedoch, dafl der grofere Anteil an
oxidierten MT im Cytosol der AD-Gehirne ein entscheidenderer Unterschied zu den
Kontrollen war. Dies wies auf verstirkte oxidative Prozesse im Laufe der Erkrankung hin.
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1 Einleitung und Problemstellung

Spurenelemente machen unter 0,01% der Kérpermasse des menschlichen Organismus aus,
die Konzentrationen liegen dabei im mikro- bis pikomolaren Bereich '. Sie haben wichtige
biologische Funktionen: Als Enzymaktivatoren oder als integraler Strukturbestandteil in
Metalloenzymen sind sie an wichtigen katalytischen Vorgingen im Organismus beteiligt 2.
Essentiell werden Elemente genannt, wenn ein Mangel physiologische Funktionen
beeintrachtigt und durch Supplementierung diese Mangelerscheinungen verhindert oder
rickgingig gemacht werden konnen. Zu den essentiellen Elementen gehoren Eisen, Zink,
Kupfer, Iod, Selen, Mangan, Kobalt und Chrom?”. Bei anderen im Organismus
vorkommenden Elementen, z.B. Quecksilber oder Cadmium, konnte die physiologische
Funktion bis heute nicht geklért werden, sie sind teilweise bisher nur als toxisch bekannt '.
Auch essentielle Elemente kénnen im UbermaB toxisch sein. Fiir jedes Element gibt es
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung, fiir essentielle Elemente mit einem fiir normale
physiologische Funktion optimalen Konzentrationsbereich. Der Organismus kann iiber die
homdoostatische Regulierung das Optimum der Dosis-Wirkungs-Kurve iiber einen weiten
Bereich der Elementzufuhr aufrechterhalten *. Bei einigen Elementen wie beispielsweise
dem Selen ist das therapeutische Fenster zwischen Mangel und Vergiftungserscheinungen
jedoch duBerst eng.

Bei der Untersuchung des Spurenelementstatus im Organismus liefern Korperfliissigkeiten
wie Vollblut, Serum oder Urin nur Informationen iiber den aktuellen Zustand. Fiir eine
Beurteilung des langzeitigen Elementstatus ist eine Untersuchung der Korperspeicher z.B.
durch Biopsien von Muskel-, Lebergewebe oder Knochen notwendig .

Die Funktion der Spurenelemente im Korper hdngt von ihrer Bindung an unterschiedliche
Proteine bzw. Enzyme ab. Transportproteine wie Transferrin (Eisen) oder Albumin (Zink)
iibernehmen die Verteilung der Elemente im Organismus. Speicherproteine wie Ferritin
(Eisen) binden die Elemente bei UberschuB und gleichen eine unzureichende Versorgung
durch deren Remobilisierung aus. Metalloproteine nehmen spezielle Aufgaben z.B. als
Antioxidantien zum Schutz vor reaktiven Sauerstoffverbindungen wahr: Superoxid
Dismutase (Kupfer/Zink, Mangan), Glutathion Peroxidase (Selen), Katalase (Eisen),
Metallothionein (Zink, Kupfer)'. Eine Bestimmung des Gesamtelementgehaltes erfaft
nicht die moglichen Umverteilungen der Elemente zwischen den einzelnen Proteinen und
hat somit nur eine eingeschrinkte Aussagekraft. Die Untersuchung der verschiedenen
Bindungsformen der Elemente, der Metall-Protein-Komplexe, ist fiir das Verstdndnis von
physiologischen und pathologischen Prozessen im Organismus wichtig °. Die Auftrennung
der Proteine und Bestimmung der an sie gebundenen Spurenelemente wird mittels einer
Speziationsanalyse durchgefiihrt.

Folgende Beispiele veranschaulichen, daB3 die alleinige Bestimmung der Gesamtelement-
gehalte in biologischen Proben unzureichend ist und sogar irrefithrend sein kann 4. Bei
Untersuchungen im Hahn-Meitner-Institut > an Seren von Sepsis-Patienten wurde gezeigt,
daBl die Abnahme von Schwefel, Zink und Eisen im Serum wéhrend des Sepsis-Ereignisses
mit der Abnahme von Albumin (Schwefel, Zink) und Transferrin (Eisen) korreliert.
Zusitzlich konnte jedoch eine neue, Zink und Cadmium enthaltende Spezies nachgewiesen
werden, die dem wihrend der Akuten Phase induzierten Metallothionein entsprach. Diese
Umlagerung von Elementen zwischen unterschiedlichen Proteinen wurde {iber den
Gesamtgehalt nicht erfallit. Ein weiteres Beispiel fiir den zusitzlichen Informationserhalt ist
die Zinkbestimmung bei einem Kind mit Symptomen schweren Zinkmangels . Die
Zinkkonzentration im Serum war im Gegensatz zu diesem Befund zehnmal hoher als der
Normalwert. Erst {iber eine Speziationsanalyse der zinkbindenden Proteine konnte gezeigt



werden, dafl die Krankheitssymptome durch eine anomale Bindung des Zinks an ein
hochmolekulares Protein statt an die normalerweise zinkbindenden Serumproteine
(a-Makroglobulin, Albumin) ausgelost wurden. Das Zink wurde dadurch seinen
physiologischen Wirkorten entzogen.

Bei Krankheiten spielen demnach Umverteilungen der an Proteine gebundenen
Spurenelemente eine wichtige Rolle. Die Metalloproteine konnen als Marker fiir
pathologische Verdnderungen verwendet werden. Dies war Gegenstand der in dieser
Arbeit durchgefiihrten Speziationsanalysen.

Eine Speziationsanalyse ist - nach der neuesten IUPAC-Empfehlung - die Analytik zur
Identifizierung und/oder Quantifizierung von einer oder mehreren chemischen Spezies in
einer Probe. Unterschiedliche Spezies sind dabei Formen, die sich z.B. in ihrer
Isotopenzusammensetzung, Oxidationsstufe oder in der Komplex- bzw. Molekularstruktur
unterscheiden . Die Definition einer Spezies kann nach der Relevanz der
Speziesunterschiede fiir die durchgefiihrte Untersuchung enger oder weiter gefafit werden,
obwohl im engeren Sinn eine Abtrennung von Komponenten, die noch mehrere
unterscheidbare Spezies enthalten, als Fraktionierung bezeichnet werden sollte . Im Fall
der vorliegenden Arbeit waren die untersuchten Spezies an unterschiedliche Proteine
gebundene Elemente im Cytosol von Geweben. Dabei kann es sich um die kovalente
Integration eines Elementes in die Struktur des Metalloproteins - wie im Falle der
Selenocystein enthaltenden Selenoproteine - oder um die Komplexierung des Elementes
durch das Protein - wie im Fall der Metall-Thiolat-Bindungen der Metallothioneine -
handeln. Es wurden auch einzelne Isoformen von Metalloproteinen, der Metallothioneine,
betrachtet, nicht jedoch deren Subisoformen.

Die Speziationsanalyse umfafite in diesem Fall die chromatographische bzw.
kapillarelektrophoretische Trennung der Biomolekiile und die Detektion der an sie
gebundenen FElemente im Eluat. Dabei mufl darauf geachtet werden, daBl keine
Kontaminationen mit Elementen auftreten und die urspriingliche Metall-Protein-Bindung
nicht verindert wird . Fiir die Detektion wird ein besonders nachweisstarkes Verfahren
gebraucht, da sich die ohnehin niedrigen Gesamtgehalte der Elemente auf verschiedene
Spezies in der Probe verteilen ® und durch den Elutionspuffer zusitzlich verdiinnt werden.
Die bis in den sub-ng-L'-Bereich nachweisstarke* induktiv gekoppelte Plasma-
Massenspektrometrie (ICP-MS) bietet sich fiir diese elementspezifische Detektion an. Sie
weist aullerdem die Vorteile der Multielementdetektion und der mdglichen on-line
Kopplung auf, wodurch die Detektion der Elemente erheblich beschleunigt wird. Dies ist
fiir den Nachweis von labilen Spezies wie den oxidationsempfindlichen Metallothioneinen
besonders wichtig.

Ziel dieser Arbeit war die Optimierung des Analyseverfahrens fiir die Untersuchung von
Metalloproteinen in Cytosolen von Gewebeproben und die anschlieBende Zuordnung der
Signale in den erhaltenen Elementprofilen der chromatographischen Trennungen zu
einzelnen Proteinen. Dafiir muflte neben der elementspezifischen eine proteinspezifische
Detektion erfolgen. In den Fraktionen der Trennungen sollten fiir die zu identifizierenden
Proteine jeweils spezifische Nachweise z.B. iiber Massenspektrometrie, Enzymaktivititen
oder immunochemische Verfahren durchgefiihrt werden.

Mit diesen Informationen sollte im néchsten Schritt der Vergleich der
Elementbindungsmuster in unterschiedlichen Proben erfolgen, um physiologisch oder
pathologisch bedingte Unterschiede feststellen zu konnen. Dabei sollten zum einen die
Cytosole  unterschiedlicher ~Organe untersucht werden, um organspezifische
Metalloproteinverteilungen aufzuzeigen. Des weiteren sollten die Verschiebungen der



Spurenelementmuster wiahrend pathologischer Prozesse verfolgt werden. Dafiir sollten die
Cytosole eines Organs von unterschiedlichen Patienten betrachtet werden.

Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Untersuchung von Gehirnproben von Patienten, die
an Morbus Alzheimer gelitten hatten, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Besondere
Aufmerksamkeit kam dabei den Metallothioneinen (MT) zu, niedermolekularen, cystein-
reichen Proteinen, welche Metalle wie Zink, Kupfer und Cadmium binden %,
Metallothioneine werden in mehreren Isoformen exprimiert, wovon die Isoform MT-3
vorwiegend im Gehirn nachgewiesen und im Zusammenhang mit der Alzheimer-
Erkrankung (AD - Alzheimer’s disease) diskutiert wird '®. Die bei den ersten
Untersuchungen gefundene verminderte Expression von MT-3 bei AD wurde als
moglicher Grund fiir unkontrolliertes Nervenwachstum und damit fiir die typischen
Neurofibrillen-Ansammlungen bei AD angefiihrt ''. Die Herunterregulierung von MT-3
wurde in der Literatur jedoch kontrovers diskutiert und konnte nicht in allen Fillen
bestdtigt werden. Die Untersuchungen wurden mit verschiedenen Nachweismethoden
ausgefiihrt, meist iiber Antikérperreaktionen oder indirekt liber die MT-3 mRNA.
Deswegen war es besonders interessant, einen Vergleich von AD- und Kontrollgehirnen
iiber eine ganz andere Herangehensweise - die Metallprofile der Speziationsanalytik -
durchzufiihren. Die chromatographische Trennung des MT-3 von den anderen Isoformen
spielte daher in dieser Arbeit eine wichtige Rolle.

Der Ansatz zum systematischen Vergleich von Elementprofilen in Gehirnproben sollte
neue Erkenntnisse zur Rolle von Metallen in der Neurobiologie - besonders bei
pathologischen Prozessen - beitragen, die in den letzten Jahren immer mehr in den
Vordergrund getreten ist. So wird die Rolle von Eisen in der Neurobiologie
diskutiert 21> ™15 Zink in Verbindung mit AD 16.17. 18 obenso wie Kupfer 19.20.21, 22 "1y
dem auch ein Zusammenhang mit Prionen gefunden wurde '°. Es wurde sogar eine Metall-
Chelations-Therapie zur Behandlung der Alzheimer-Erkrankung vorgeschlagen 2. Die
Metalle scheinen bei diesen Vorgdngen vor allem an oxidativen Prozessen beteiligt zu
sein **2>?° welche ebenfalls in Zusammenhang mit AD diskutiert werden 27 2% 2% 30:31-32,
Deshalb wird in dieser Arbeit ebenfalls speziell auf die Oxidation von Proteinen
eingegangen.

In der Arbeitsgruppe um Prof. B. L. Vallee - einem der Entdecker des MT - an der Harvard
Medical School in Boston, die iiber eine lange Erfahrung beziiglich der MT, ihrer
Eigenschaften und Funktionen verfligt, wurden wéhrend eines Forschungsaufenthaltes
weiterfiihrende Untersuchungen u.a. zur Detektion des MT-3 in chromatographischen
Fraktionen mittels spezifischer Antikérper und zum Metallgehalt des aus Gehirngewebe
isolierten MT-3 durchgefiihrt.

Die Kooperation mit dem GKSS-Forschungszentrum in Geesthacht ermoglichte die
Anwendung der dort kiirzlich entwickelten robusten Kopplung der Kapillarzonen-
elektrophorese (CZE) mit der ICP-MS auf die untersuchten biologischen Proben. Die
bisher selten durchgefiihrte Analyse von Biomolekiilen mittels CZE-ICP-MS * sollte hier
unter Ausnutzung des hohen Auflosungsvermogens und der minimal bendtigten
Probenmenge zur Speziestrennung eingesetzt werden.



2 Ubersicht zu Metallothioneinen

2.1 Metallothioneine

Metallothioneine sind Proteine mit niedriger Molmasse um 6000-7000 g-mol™, die sich

besonders durch ihren hohen Gehalt an der schwefelhaltigen Aminosidure Cystein - 20

Cysteine auf 61 bis 68 Aminoséduren - und die Fahigkeit, Metalle zu binden, auszeichnen .

Diesen beiden Eigenschaften verdanken sie auch ihren Namen *°.

MT wurde 1957 von Margoshes und Vallee zuerst beschrieben **. Sie isolierten es aus der

Pferdeniere auf der Suche nach moglichen cadmiumbindenden Proteinen. Inzwischen sind

fast 200 Sequenzen von iiber 50 Spezies bekannt*>. MT wurden dabei nicht nur bei

Wirbeltieren, sondern auch bei wirbellosen Tieren, Pflanzen, eukaryotischen

Mikroorganismen und einigen Prokaryoten gefunden °. Als Metallothioneine werden dabei

alle Polypeptide bezeichnet, die dem aus der Pferdeniere isolierten MT in mehreren

Eigenschaften dhnlich sind (siehe Abschnitt 2.1.2) *.

Ein internationales Nomenklatur-Komitee teilte die MT 1985 in drei Klassen ein
Klasse I: Séaugetier-MT mit 20 Cysteingruppen und nahe verwandte MT wie die 18
Cysteine enthaltenden MT der Krustentiere.

Klasse II: Polypeptide wie Hefe-MT, bei denen die Positionen der Cysteingruppen nur
entfernt mit denen bei den Sdugetier-MT {ibereinstimmen

Klasse III: enzymatisch synthetisierte Peptide wie Poly(y-glutamylcysteinyl)glycine,
die auch als Phytochelatine oder Cadystine bezeichnet werden und in Pflanzen
vorkommen.

Im folgenden werden ausschlieBlich die Klasse I Metallothioneine behandelt.

Angesichts der steigenden Anzahl identifizierter MT wurde eine neue Klassifikation

basierend auf Sequenzdhnlichkeiten und phylogenetischen Verwandtschaften

vorgeschlagen 3839 Dabei werden die MT in 16 Familien mit Unterfamilien eingeteilt,

Familie 1 umfaBt die Wirbeltier-MT *.

36, 37,

2.1.1 Isoformen

MT weisen genetischen Polymorphismus auf. Isometallothioneine bezeichnen die bei einer
Spezies vorkommenden MT-Formen mit genetisch bestimmten Unterschieden in der
Primérstruktur. Sie werden mit arabischen Zahlen gekennzeichnet und zusétzlich
vorkommende Subisoformen mit einem Buchstabenzusatz *°.

Die Isoformen MT-1 und MT-2 weichen geringfiigig in der Aminosdurezusammensetzung
und damit in ihrem isoelektrischen Punkt und ihrer Hydrophobizitit voneinander ab *°. Bei
neutralem pH unterscheiden sie sich durch eine negative Ladung: Ein saurer Aminosaure-
Rest in Position 10 oder 11 bei MT-2 ersetzt den neutralen Aminosaure-Rest bei MT-1 .
Deshalb konnen die Isoformen mit der Anionenaustauscherchromatographie getrennt
werden. Die Numerierung erfolgte nach der dort auftretenden Elutionsreihenfolge *”. Die
Isoformen konnen in verschiedenen Verhéltnissen in den einzelnen Organen des selben
Tieres vorkommen, die Verhéltnisse konnen allgemein je nach physiologischen
Bedingungen variieren *'.

Isoformen mit sehr geringen Unterschieden - z.B. nur einer Aminosdure - treten als
Subisoformen bei einigen Spezies auf *'* >’



MT-1 und MT-2 wurden in allen Siugetier-Organen gefunden **. 1991 entdeckten Uchida
et al. eine neue Isoform - MT-3 -, die vor allem im Gehirn exprimiert wird (siche Abschnitt
2.2) '°. 1994 wurde iiber die Isoform MT-4 berichtet, die in der Zunge gefunden wurde *.
Sie wurde nur iiber die Nukleinsduresequenz (mRNA) charakterisiert und noch nicht
weiter beschrieben *,

In Tab. 2-1 sind die Molmassen und die Anzahl der Aminosduren von verschiedenen MT-
Isoformen vom Menschen, Schwein und Kaninchen aufgefiihrt, in Tab. 2-2 die
entsprechenden Aminoséduresequenzen. Es wird jeweils nur eine Subisoform als Beispiel
angegeben. Beim Menschen wurden 10 MT-1-Subisoformen sowie jeweils eine MT-2-,
MT-3- und MT-4-Form gefunden. Vom Schwein sind bisher nur die
Aminosduresequenzen der Isoformen MT-1 und MT-3 bekannt. Beim Kaninchen wurden

bis jetzt eine MT-1- und fiinf MT-2-Subisoformen charakterisiert .

Tab. 2-1: Metallothionein-Isoformen: Molmassen der Apo-Formen und Anzahl der
Aminosiuren **

Isoform Spezies Molmasse [g'mol ] Anzahl der Aminoséduren

MT-1a human 6133 61

MT-1 Schwein 5969 61

MT-1a Kaninchen 6103 61

MT-2 human 6042 61

MT-2a Kaninchen 6083 62

MT-3 human 6927 68

MT-3 Schwein 6927 68

MT-4 human 6419 62

Tab. 2-2 : Metallothionein-Isoformen: Aminosduresequenzen 4

Isoform Spezies Aminosiuresequenz *

MT-la human MDPNCSCATG GSCTCTGSCK CKECKCNSCK
KSCCSCCPMS CAKCAQGCIC KGASEKCSCC A

MT-1 Schwein MDPNCSCPTG GSCSCAGSCT CKACRCTSCK
KSCCSCCPAG CARCAQGCIC KGASDKCSCC A

MT-1a Kaninchen MDPNCSCATG NSCTCASSCK CKECKCTSCK
KSCCSCCPAG CTKCAQGCIC KGASDKCSCC A

MT-2  human MDPNCSCAAG DSCTCAGSCK CKECKCTSCK
KSCCSCCPVG CAKCAQGCIC KGASDKCSCC A

MT-2a Kaninchen MDPNCSCAAA GDSCTCANSC TCKACKCTSC
KKSCCSCCPP GCAKCAQGCI CKGASDKCSC CA

MT-3  human MDPETCPCPS GGSCTCADSC KCEGCKCTSC

(GIF) KKSCCSCCPA ECEKCAKDCV CKGGEAAEAE AEKCSCCQ
MT-3  Schwein MDPETCPCPT GGSCTCAGSC KCEGCKCTSC
(GIF) KKSCCSCCPA ECEKCAKDCV CKGGEGAEAE EEKCSCCQ

MT-4  human MDPRECVCMS GGICMCGDNC KCTTCNCKTC

RKSCCPCCPP GCAKCARGCI CKGGSDKCSC CP

? Fiir den Buchstabencode der Aminosiuren: siche Tab. 6-4.



2.1.2 Eigenschaften

Metallothioneine haben charakteristische Eigenschaften 33,
niedrige Molmasse
hoher Metallgehalt
charakteristische Aminosidurezusammensetzung:
hoher Cystein-Anteil, keine aromatischen Aminoséuren, kein Histidin
charakteristische Verteilung der Cysteingruppen in der Aminosiuresequenz
Bildung von Metall-Thiolat-Clustern
Hitzestabilitét.

Diese Eigenschaften gehen auf die Aminosduresequenz zuriick (siche Tab. 2-2). MT sind
einkettige Proteine mit 61 oder 62 Aminosduren, nur MT-3 hat 68 Aminosduren (siche
Tab. 2-1). Das hervorstechendste Merkmal ist das Motiv Cys-X-Cys, wobei X eine von
Cystein verschiedene Aminosdure ist °. Bemerkenswert ist die hohe Konservierung der
Sequenz in der Evolution: Bei den bekannten Sdugetier-MT sind 56% der Aminosiuren
insgesamt konserviert, darunter alle 20 Cysteine und fast alle Lysine und Arginine. Die
meisten Aminosduresubstitutionen weisen dhnliche chemische und sterische Eigenschaften
auf’. Aromatische Aminosiduren wie Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin sind nicht
Vorhand%n . Dies bedingt das bei Proteinen seltene Fehlen einer Absorption bei
280 nm .

Eine weitere Eigenschaft der MT ist ihre groBe Hitzestabilitit bis 100°C *°. Dagegen sind
die cysteinreichen MT sehr empfindlich gegeniiber Oxidation. Oxidierte MT binden
aufgrund der gebildeten Disulfid-Briicken weniger Metalle *°.

Die Expression von MT-1 und MT-2 im Organismus wird durch verschiedene Faktoren
induziert, z.B. durch Metallionen wie Cadmium, Zink und Kupfer, Glucocorticoide,
Cytokine, Medikamente *°, chemischen sowie physischen StreB wie Entziindungen oder
oxidativen StreB°’. MT-3 und MT-4 dagegen werden kaum von diesen Faktoren
induziert *»*’.

Die Cysteine in der reduzierten Form koordinieren Metallionen iiber ihre SH-Gruppen .
Diese Metall-Thiolat-Bindungen weisen UV-Absorptionen im Bereich um 250 nm auf: Die
Charge-Transfer-Bande liegt fir Zn-MT bei 225 nm, fiir Cd-MT bei 250 nm und fiir Cu-
MT bei 275 nm **. Die Affinitdt zu verschiedenen Metallionen ist unterschiedlich, die
Komplexstabilitdtskonstanten nehmen in folgender Reihenfolge ab:

H g2+’ Ag+ N Cu+ >>C d2+> Pb2+> Zn2+ 40, 49 )

Die schwicher gebundenen Metalle konnen leicht durch stirker gebundene verdridngt
werden *’. Auch weitere Metalle konnen gebunden werden, z.B. Au™ oder Pt*" *. Der
Metallgehalt ist unterschiedlich. MT binden bis zu 7 Zink- oder Cadmiumionen, bis zu 12
Kupferionen *° und bis zu 20 Silberionen, wobei unter basischen Bedingungen nur 17
Silberionen gefunden werden *°. MT der gleichen Isoform kénnen verschiedene, gemischte
Metallbeladungen aufweisen *'.

Beim voll besetzten MT nehmen alle Cysteingruppen als Thiolat-Liganden an der
Metallbindung teil. Die Struktur der Koordination konnte mit verschiedenen
spektroskopischen ~ Methoden wie NMR  (kernmagnetische = Resonanz) und
Rontgenstrukturanalyse aufgekliart werden *°. Die Metallionen werden in zwei getrennten



Metall-Thiolat-Clustern gebunden, bei denen die Cystein-Liganden teilweise von mehreren
nebeneinanderliegenden Metallionen geteilt werden. Im Fall von (Cd/Zn);-MT besteht der
erste Cluster im N-Terminus aus 9 Cysteingruppen und 3 Metallionen (f-Doméne), im
zweiten Cluster im C-Terminus binden 11 Cystein-Liganden 4 Metallionen (o-Domine) °.
Bei gemischten MT bindet Cadmium bevorzugt in der o-Doméne, Zn in der f-Domine °.
Die Metallbindungsstellen weisen spezifische Chiralitdt auf, welche die Messung von MT
iiber Circulardichroismus erlaubt. Dabei handelt es sich nicht um die Chiralitit einzelner
Metallionen, sondern der dreidimensionalen Metall-Thiolat-Cluster-Strukturen 3

Die koordinierten Metalle spielen eine wichtige Rolle in der Struktur der MT. Werden die
Metallionen entfernt, geht die Cluster-Struktur verloren. Apo-MT (Thionein), die
metallfreie Form von MT, ist ein strukturloses Polypeptid *°.

Die Metall-Thiolat-Cluster-Struktur wird auch bei MT von entfernt verwandten Spezies
gefunden. Dies scheint auf die Wichtigkeit dieses Strukturmotives fiir die biologische
Funktion hinzudeuten **. Die riumliche Struktur ist auch dann dhnlich, wenn tiber 25% der
Aminosduren verschieden sind. Sie wird also hauptsidchlich von den konservierten
Cysteinen bestimmt °.

MT sind keine starren Molekiile. Die kinetische Labilitdt der Metall-koordinierenden
Bindungen bedingt strukturelle Flexibilitdt und eine leichte Austauschbarkeit der Metalle
innerhalb der Cluster, mit Metallen in Losung und auch zwischen verschiedenen MT-
Molekiilen, und zwar durch direkten intermolekularen Austausch. Diese Eigenschaft der
MT wird als grundlegend fiir ihre biologische Funktion vermutet °.

2.1.3 Mogliche Funktionen

Die genauen Funktionen der MT sind bis heute nicht endgiiltig geklért. Diskutiert
werden **:

Detoxifikation von Schwermetallen
Homdostase von Zink und Kupfer

Funktion als Antioxidans und Radikalfanger
Rolle als Akutphasenprotein .

Eine enzymatische Funktion ist nicht bekannt *'.

Durch die Entdeckung der MT als cadmiumbindende Proteine **, ihrer Induzierbarkeit
durch Schwermetalle und die in Versuchen durch MT-1 und MT-2 erhéhte Resistenz
gegentiber der toxischen Wirkung von Cadmium wurde die biologische Rolle der MT
zunichst im Schutz gegen Schwermetalle vermutet >'. Genauer betrachtet scheint es jedoch
unwahrscheinlich, da3 die starke Konservierung der MT in der Evolution, das ubiquitire
Vorkommen in den meisten Organismen und die Redundanz der Gene allein durch die
Aufgabe zur Schwermetalldetoxifikation bewirkt wurde’. Denn vor allem im
vorindustriellem Zeitalter diirften Schwermetalle kein dominantes Problem gewesen
sein *%. Die Induzierbarkeit durch Schwermetalle und die Metallakkumulierung werden als
Biomarker in der Umwelttoxikologie genutzt 2,

An nicht schwermetallinduzierte MT sind hauptsidchlich die Metalle Zink und Kupfer
gebunden, weswegen eine wichtige Rolle der MT im Metabolismus dieser Elemente
angenommen wird °.



In vitro-Studien haben gezeigt, daB Zink > und Kupfer °* von MT auf Apo-Proteine
iibertragen werden konnen. Dies hat zur Hypothese gefiihrt, daB MT als Metallspeicher
und Transportprotein fiir die Biosynthese von Metalloproteinen und -enzymen fungiert °.
Andererseits kann Apo-MT z.B. Zink aus Zink-Finger-Transkriptions-Faktoren entfernen
und damit die DNA-Bindung verindern *>. Abhingig vom vorhandenen Verhiltnis von
MT zu Apo-MT konnte MT demnach als Zink-Donor oder -Akzeptor zinkabhingige
Vorginge im Stoffwechsel kontrollieren. Damit hitte MT eine regulatorische Funktion in
den zahlreichen zinkabhéngigen Prozessen der Replikation, Transkription und
Translation °.

Es konnte gezeigt werden, daBl der intermolekulare Zinkaustausch {iiber Zink-MT
wesentlich schneller ist als eine direkte Aufnahme von freiem Zink. MT kann Zink auf
Proteine mit niedrigerer Affinitdt fiir das Metall {ibertragen . Die Cystein-Liganden
konnen leicht durch milde zellulire Oxidantien oxidiert werden und so die gebundenen
Metalle freigeben. Das GSH/GSSG-System (reduziertes und oxidiertes Glutathion) scheint
dabei eine wichtige Rolle zu spielen *> *°.

Kupferbindende MT treten vor allem im Zusammenhang mit Kupfer-Stoffwechsel-
storungen wie der Menkes- oder Wilson-Krankheit auf. Hier spielen die MT offensichtlich
eine Rolle bei der Bindung iiberschiissigen Kupfers .

Eine weitere vermutete Rolle der MT ist der Schutz des Organismus vor Oxidantien. Die
Sulthydryl-Gruppen der MT reagieren unter Oxidation mit freien Radikalen. Dabei gehen
die Metallbindungseigenschaften verloren **.

MT verhilt sich auch als Akutphasenprotein *°. Die Konzentration im Serum steigt z.B. -
ohne Korrelation zu den Zink- oder Kupferkonzentrationen - bei akutem Herzinfarkt ®
oder Sepsisereignissen ° signifikant an.

Des weiteren wurden eine Beteiligung der MT an der Zellproliferation ®' sowie anti-
apoptotische Eigenschaften ®* vorgeschlagen.

2.1.4 Nachweismethoden

Die Nachweismethoden basieren auf den charakteristischen Eigenschaften der MT. Diese
schlieBen die UV-Detektion iiber die Wellenlinge 280 nm und den Nachweis {iber eine
enzymatische Aktivitit aus. Es kann das Protein an sich nachgewiesen werden oder eine
indirekte Bestimmung der MT iiber ihre Metallbindungseigenschaften erfolgen *°. Zum
Nachweis der Expression der verschiedenen Isoformen von MT in Geweben wird oft die
Detektion der spezifischen mRNA (messenger RNA / Boten-Ribonukleinsdure) eingesetzt.

Folgende Bestimmungsmethoden werden verwendet:

Nachweis des Proteins:

+ immunochemisch: RIA, ELISA, Western Blot

+ iber die Thiolgruppen, wenn isoliert

+ lber die Aminosdurezusammensetzung, wenn isoliert
Nachweis iiber die gebundenen Metalle:

+ nach chromatographischer Trennung

+ mit Metallséttigungsverfahren
- Nachweis iiber die biologische Aktivitiat (MT-3)
Nachweis der mRNA .



Zum empfindlichen und spezifischen Nachweis von MT in Gewebeschnitten, Gewebe-
oder anderen Korperfliissigkeiten eignen sich immunochemische Nachweismethoden. Sie
nutzen die Spezifitit der Reaktion mit einem Antikorper, der zur Detektion entweder
radioaktiv markiert (Radioimmunoassay - RIA)® oder an ein Enzym gekoppelt ist,
welches iiber seine enzymatische Reaktion gemessen wird (Enzyme linked immunosorbent
assay - ELISA) . Beim Western Blot wird eine gelelektrophoretische Trennung der
fliissigen Probe vorgeschaltet. Mittels Antikorpern konnen die einzelnen Isoformen der
MT prinzipiell getrennt bestimmt werden *°. Zur Detektion von MT-3 werden Antikorper
gegen ein Dodekapeptid (GGEAAEAEAEKC, MT-3-Positionen 53-64) verwendet,
welches den fiir diese Isoform charakteristischen Aminosdureneinschub einschliet (siche
Abschnitt 2.2) '°.

Isolierte MT, z.B. nach vorhergehenden chromatographischen Trennungen, konnen tiber
den Schwefelgehalt bzw. die Thiolgruppen iiber das bekannte Verhéltnis von 20 Cysteinen
pro Molekiil quantitativ bestimmt werden ®.

Die bekannten Stochiometrien der gebundenen Metalle werden bei den
Metallsittigungsverfahren genutzt. Bei der Cadmiumséttigung wird Cadmium -
gegebenenfalls als radioaktiver Tracer - im UberschuB zur MT-Lésung zugegeben, um
durch Verdringung der gebundenen Zinkionen mit Cadmium abgeséttigte MT zu erhalten.
Nach Entfernung des Cadmiumiiberschusses kann das Metall in der Lésung gemessen und
auf den MT-Gehalt umgerechnet werden . Ein Nachteil des Verfahrens ist, daf§ z.B.
Kupfer durch Cadmium nicht verdrangt wird. Deshalb wurde die Variante des
Ammoniumtetrathiomolybdat-Assays entwickelt, bei der vor der Zugabe von Cadmium
das gebundene Kupfer durch Ammoniumtetrathiomolybdat entfernt wird ®’. Alternativ
konnen Sittigungsverfahren mit stirker bindenden Metallen (Silber, Quecksilber)
verwendet werden ®. Mit diesen Verfahren werden die Isoformen nicht unterschieden.
Eine elegantere Methode ist die Bestimmung der gebundenen Metalle durch
Multielementdetektion nach chromatographischer Trennung. So kénnen Metallgehalte und
-verhiltnisse auch der einzelnen Isoformen bestimmt werden . MT-1 und MT-2 werden
dabei durch Anionenaustauscherchromatographie getrennt.

Subisoformen konnten mit der Reversed Phase (Umkehrphasen)-Chromatographie - nach
Hydrophobizitdt - und der Kapillarzonenelektrophorese - nach Masse zu Ladungs-
Verhiltnissen in einem elektrischen Feld - aufgetrennt werden *.

Die Bestimmung iiber eine biologische Aktivitit, ndmlich mittels der Hemmung des

Wachstums von Neuronen, ist nur fiir die Isoform MT-3 moglich, auf die im nichsten
Abschnitt ndher eingegangen wird.

2.2 Metallothionein-3 (Growth Inhibitory Factor)

2.2.1 Entdeckung und Eigenschaften

Die hauptsdchlich im Gehirn vorkommende Isoform Metallothionein-3 wird meistens in
Verbindung mit Morbus Alzheimer genannt. Dies ist dadurch begriindet, dal die
Entdeckung dieser Isoform im Rahmen von Untersuchungen iiber AD stattfand.



Um die Hypothese zu iiberpriifen, da3 ein Mangel an neurotrophischen Faktoren fiir das
Absterben von Nervenzellen bei AD verantwortlich ist "°, hatten Uchida et al. die Wirkung
von AD-Gehirnextrakt auf kortikale Neuronen in vitro untersucht ’'. Sie fanden jedoch, im
Gegenteil, dal das Wachstum der Nervenzellen durch den AD-Gehirnextrakt stimuliert
wurde. In weiteren Versuchen ' stellten sie fest, da die neurotrophische Wirkung nicht
auf einen Anstieg von wachstumsfordernden Faktoren, sondern das Fehlen von Inhibitoren
zuriickzufiihren ist, die in normalem, nicht AD geschédigtem Gehirn vorhanden sind. Dies
konnte das anomale Wachstum von Nervenzellen und damit die Bildung der fiir Alzheimer
typischen Plaques und das Absterben von Nervenzellen erklaren.

Uchida et al. isolierten daraufthin einen wachstumshemmenden Faktor (Growth Inhibitory
Factor - GIF) aus normalem humanem Gehirn '°. Als Bioassay zum Nachweis wihrend der
Isolierungsschritte wurde seine Eigenschaft genutzt, die neurotrophische Aktivitdt von AD-
Gehirnextrakt auf kortikale Neuronen neonataler Ratten zu hemmen >. Die
Aminosduresequenz von GIF (sieche Tab. 2-2) weist keine aromatischen Aminosduren auf,
die Aminosduren Histidin, Arginin, Asparagin, Isoleucin und Leucin fehlen ebenfalls.
Dafiir enthélt GIF 20 Cysteine, welche im Vergleich mit Metallothioneinen die bekannten,
konservierten Positionen einnehmen. Im Gegensatz zu MT-1 und MT-2 hat GIF jedoch 68
Aminoséduren: eine zusétzliche Aminosdure (Threonin) in Position 5 im N-Terminus und
einen Peptideinschub (Glu-Ala-Ala-Glu-Ala-Glu) im C-Terminus an den Positionen 55-
60 '°. Durch insgesamt 8 Glutamatgruppen hat GIF ungewdhnlich saure Eigenschaften.
Die Nettoladung des Apo-Proteins ist —4, fiir Apo-MT dagegen +2 bis +5 '°. Isoliertes GIF
hat Kupfer und Zink gebunden ' 7.

Es wurde nachgewiesen, dal das GIF-kodierende Gen auf demselben humanen
Chromosom 16 liegt wie die MT-kodierenden Gene '"*’. Die insgesamt festgestellten
Ahnlichkeiten zu MT wiesen darauf hin, daB es sich bei GIF um ein neues Mitglied der
MT-Familie handelte ''. GIF wurde als MT-3 eingeordnet *'.

2.2.2 Vorkommen

Die Verteilung von MT-3 wurde in verschiedenen Organen untersucht. Zunédchst wurde
von mehreren Gruppen ' *"7* die mRNA ausschlieBSlich im Gehirn und in keinem anderen
untersuchten Organ gefunden. Dies unterscheidet MT-3 von den ubiquitdr im Organismus
verteilten Isoformen MT-1 und MT-2. Innerhalb des Gehirns konnte MT-3 in allen
untersuchten Gehirnregionen nachgewiesen werden.

Uber die genaue Lokalisation im Gehirn gibt es kontroverse Ergebnisse. Wurde MT-3
zuerst nur in Astrozyten gefunden '™’*, berichteten inzwischen mehrere Gruppen iiber
MT-3 in Neuronen > ®. Yu et al. 7’ fanden schlielich MT-3 in beiden Zellarten.

Neuere Untersuchungen wiesen MT-3 als mRNA und teilweise als Protein auch in anderen
Organen wie der Prostata und der Niere nach * .

MT-3 wird erst postnatal stiarker exprimiert, wiahrend der Gehalt von MT-1/-2-mRNA am
héchsten in der neonatalen Leber ist ’*. Dies weist auf eine unterschiedliche Regulation
und damit eine spezielle Funktion von MT-3 im Vergleich zu den anderen MT-Isoformen
hin.
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2.2.3 Struktur und inhibitorische Wirkung

Die genaue Funktion von MT-3 ist nicht geklirt. Die einzige nachgewiesene biologische
Aktivitdt ist die Hemmung des Wachstums von Neuronen in Anwesenheit von
Gehirnextrakt in vitro.

Die Struktur von MT-3 umfafit, &hnlich wie bei MT-1 und MT-2, zwei Doménen mit je
einem Metall-Thiolat-Cluster. Mittels NMR wurden bei humanem Cd;-MT-3 neuartige
dynamische Prozesse in den Metall-Thiolat-Clustern gefunden, die durch die andere
Priméarstruktur von MT-3 bedingt sein konnen. Es ist mdglich, daB diese erhohte
Flexibilitdt der Struktur eine bedeutende Rolle fiir die biologische Funktion hat 2,

Da die Positionen der Cysteine auch bei MT-3 konserviert sind, sollten die Metall-Thiolat-
Bindungen fiir die biologische Funktion wichtig sein ''. Andererseits zeigen die anderen
MT-Isoformen mit den gleichen Cysteingruppen keine wachstumshemmende Wirkung '°.
Da die Metallbindungsstdchiometrie und Reaktivitit der Metall-Thiolat-Cluster von MT-3
genau der von MT-1 und -2 entspricht *, scheinen die Metalle keine entscheidende Rolle
zu spielen. Zink alleine hat keinen inhibitorischen Effekt ®'.

Dies legt nahe, dal die zusétzlichen Aminosduren an der besonderen Funktion beteiligt
sind ''. Das zusitzliche Hexapeptid ist bei Maus und Mensch nicht konserviert. Demnach
ist dabei eher die durch die Aminosduren bedingte Struktur wichtig als die genaue
Sequenz . Der N-Terminus hingegen ist stark konserviert (Mensch, Maus, Ratte) und
unterscheidet sich am meisten von den anderen MT "*. Deshalb spielt er moglicherweise
eine besondere Rolle fiir die biologische Aktivitit. Dies wurde durch Versuche mit
mutiertem MT-3 bestétigt, bei dem die beiden stark konservierten Proline im N-Terminus
(B-Doméne) durch andere, bei MT-1 und -2 hdufige Aminosduren ersetzt wurden. Die
mutierte B-Domidne hatte die gleichen Metallbindungseigenschaften wie der Wildtyp,
zeigte aber keine inhibitorischen Eigenschaften mehr im Bioassay *’. Uchida et al. **
zeigten, daBl ein isoliertes MT-3-Peptid-Fragment (Aminosduren 5-26) biologische
Aktivitdt aufweist, nicht jedoch ein synthetisches. Auch das metallfreie Peptid (1-26) hatte
die gleiche Aktivitit wie das native, Kupfer und Zink enthaltende Fragment. Ein mit
B-Mercaptoethanol behandeltes metallfreies Peptid, bei dem die gekniipften Sulfid-
Bindungen sich dnderten, wies jedoch keine biologische Aktivitit auf®. Daraus wurde
geschlossen, dafl die durch die Prolingruppen und durch Metall-Thiolat-Bindungen

bedingte Struktur fiir die biologische Aktivitit von MT-3 - im in vitro-Versuch - essentiell
. . 82,80
st 7.

Auch rekombinantes Zn;-MT-3 {ibt eine wachstumshemmende Wirkung auf Neuronen-
kulturen mit AD- und normalem Gehirnextrakt aus, aber etwa 10% weniger als natives,
isoliertes MT-3 ''. Ohne den Zusatz von Gehirnextrakten hat MT-3 allerdings einen
gegenteiligen, stimulierenden Effekt auf die Nervenzellen, genauso wie MT-1. MT-3
scheint demnach nicht direkt auf die Neuronen zu wirken, sondern mit anderen Faktoren
im Gehirn wechselzuwirken *'. Die Frage bleibt offen, wie sich MT-3 in vivo verhilt. Eine
Studie von Yuguchi et al.’® scheint die inhibitorische Wirkung von MT-3 auf
Nervenzellen auch in vivo zu bestétigen.

Die gleiche Stimulierung ohne Gehirnextrakt wird auch bei Zugabe von anderen,
Sulthydryl-Gruppen enthaltenden Substanzen erzielt. Demnach sind wahrscheinlich die
antioxidativen = Eigenschaften fiir das bessere Wachstum der Nervenzellen
verantwortlich .
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2.2.4 Verminderte MT-3-Expression bei Morbus Alzheimer

Uchida et al.'® haben MT-3 mittels Antikérpern in verschiedenen Gehirnproben
nachgewiesen und festgestellt, da3 MT-3 in AD-Gehirnen gegeniiber Kontrollgehirnen
erheblich reduziert war. Dieses Ergebnis wurde mittels Northern Blot Hybridisierung
bestitigt ''. Die Transkription des MT-3-Gens scheint demnach bei AD herunterreguliert
zu sein. Dies fiihrte zur Hypothese, daf3 die niedrigere Expression von MT-3 der primére
Grund fir unkontrolliertes Nervenwachstum und damit die Akkumulation von
Neurofibrillen bei AD ist ',

Erickson et al. ! bestitigten den neurotrophischen Effekt von AD-Gehirnextrakten und den
Hemmeffekt von MT-3, konnten jedoch die Abnahme von MT-3 und seiner mRNA nicht
statistisch signifikant nachweisen. Allerdings wurde der MT-3-Nachweis mit einem
Cadmiumsattigungsverfahren durchgefiihrt, das den nicht vernachlissigbaren Kupferanteil
im MT-3 nicht beriicksichtigte. Amoureux et al. * konnten die Abnahme von MT-3-
mRNA ebenfalls nicht bestitigen. In der neuesten Arbeit auf diesem Gebiet von Yu et al. 7’
wurden erneut MT-3 und seine mRNA mit verschiedenen Methoden (Western Blot,
immunochemische Gewebefarbung, mRNA) in einem groflen Probenkollektiv untersucht.
Es wurde einheitlich ein niedrigerer Gehalt in den AD-Proben gefunden. Die bis dahin
widerspriichlichen Ergebnisse wurden auf die unterschiedlichen Methoden und Variationen
innerhalb der Proben zuriickgefiihrt, welche auch dort auftraten ’’.
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3 Experimentelles

3.1 Verwendete Chemikalien

Es wurden grundsdtzlich nur Chemikalien der Qualitdt ,,zur Analyse* oder besser
verwendet.

Das deionisierte Wasser stammte aus einer Milli-Q-Anlage der Firma Millipore (Eschborn,
Deutschland bzw. Milford, USA) und hatte einen Leitwert >10 MQ-cm™.
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan-Puffer, die Element-Standardldsungen (fiir ICP-MS),
Salpetersdure  (Suprapur), Kaliumhydroxid (Suprapur), 25% Ammoniak-Lésung
(Suprapur), Acetonitril und Methanol kamen von Merck (Darmstadt, Deutschland).
Einzelne Proteine wurden von Sigma (Deisenhofen, Deutschland bzw. St. Louis, USA)
bezogen. Dithiothreitol stammte von Roth (Karlsruhe, Deutschland), der Serumklirer
Frigen von Karl Schindler & Co. GmbH (K&ln, Deutschland) und Chelex 100 von Bio-Rad
(Miinchen, Deutschland bzw. Hercules, USA) bzw. Fluka (Buchs, Schweiz). Die Herkunft
weiterer verwendeter Chemikalien wird im Text angegeben.

Humanes MT-3 wurde von Prof. Milan Vasak, Institut fiir Biochemie, Universitit Ziirich,
Schweiz zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich um in E. coli exprimiertes, zinkbeladenes
MT-3. Von der gleichen Arbeitsgruppe stammte auch der Antikdrper gegen humanes
MT-3, ein aus Kaninchenserum gewonnener Antikorper gegen das MT-3-spezifische
Polypeptid im C-Terminus von humanem MT-3 '°.

Aus FEinzelpoteinen von Sigma aufgereinigte und mit Zink beladene MT-1 und MT-2
wurden im Center for Biochemical and Biophysical Sciences and Medicine, Harvard
Medical School, Boston, USA erhalten.

3.2 Verwendete Gerite

Homogenisierung und Ultrazentrifugation:

Zur Zerkleinerung der Gewebe und Homogenisierung wurden ein Hauhaltsmixer (Typ
4142, Braun), ein Ultra-Turrax T8 mit Dispergierwerkzeug S8N-8G (IKA Works, Staufen,
Deutschland), ein Potter-Elvehjem-Homogenisator (B. Braun, Melsungen, Deutschland)
oder ein Polytron PCU-2-10 Homogenisator (Brinkman Instruments, Westbury, USA)
benutzt. Die Ultrazentrifugation erfolgte in der Beckman Ultrazentrifuge L8-70 mit einem
Ti160- oder Ti75-Festwinkel-Rotor (Beckman Instruments GmbH, Miinchen, Deutschland),
der Beckman Optima MAX mit einem MLA-130 Festwinkel-Rotor oder der Beckman L8-
80M (Beckman Instruments Inc., Fullerton, USA) mit einem Ti60-Rotor.

Chromatographie:
Hauptsachlich wurde das HPLC (Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie - High
Performance Liquid Chromatography) -System HP 1100 der Firma Hewlett

Packard/Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland) verwendet. Es umfalit einen
Degaser, eine quaternidre Pumpe, ein thermostatisierbares automatisches Probenaufgabe-
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system (Autosampler) und einen UV (Ultraviolett) -Detektor fiir die gleichzeitige
Aufnahme von bis zu vier verschiedenen Wellenldngen. Die Forderung der internen
Standardelement-Losung erfolgte iiber eine weitere Doppelkolbenpumpe (HPLC-Pump
2248, Pharmacia).

Die zweite verwendete HPLC-Anlage bestand aus einem thermostatisierbaren Autosampler
AS-100 HRCL der Firma Bio-Rad, zwei Doppelkolbenpumpen 2150 HPLC PUMP (LKB
Bromma), einem Degaser Degasys DG-1300 (Uniflows) und einem UV-Detektor Uvicord
S II (Pharmacia LKB) fiir 280 nm.

Fiir die Kopplung mit der Atomemissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
als Anregungsquelle (ICP-AES) wurde ein Gradientensystem verwendet. Es bestand aus
zwei HPLC-Pumpen Typ 64 (Knauer, Berlin, Deutschland), gesteuert {iber einen HPLC-
Programmer 50 (Knauer), einem Hochdruckgradientenmischer und einem on-line
Entgasungssystem (VDS Optilab Degasys 1300, Montabaur, Deutschland).

Fiir die an der Harvard Medical School durchgefiihrten chromatographischen Trennungen
wurde eine Waters-HPLC-Anlage (Waters 600S controller, Waters Associates Inc.,
Milford, USA) mit thermostatisierbarem Autosampler (Waters 717plus autosampler) und
ein UV-Detektor (Waters Associate Model 440 absorbance detector) fiir wahlweise
214 nm oder 254 nm eingesetzt. Zur Messung der UV-Absorption in chromatographischen
Fraktionen wurde ein CARY 50Bio (Varian, Walnut Creek, USA) Spektrophotometer
verwendet.

Folgende Trennsdulen bzw. Séulenmaterialien wurden verwendet: Superdex 75PG
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), Superdex 75HR (Amersham
Pharmacia Biotech), Fractogel EMD DEAE (Merck), DEAE Sephacel (Pharmacia
Biotech), TSK G2000SW (Tosohaas, USA), Prodigy 5 n ODS-2 (Phenomenex, Torrance,
USA), MonoQ HR 5/5 (Pharmacia Biotech).

ICP-MS:

Zur Elementdetektion wurde hauptsidchlich die Quadrupol-ICP-MS HP 4500 der Firma
Hewlett Packard/Agilent Technologies verwendet, deren Software mit der HP 1100-HPLC
abgestimmt ist. AuBlerdem wurde mit der Quadrupol-ICP-MS ELAN 6000 der Firma
Perkin Elmer Sciex (Uberlingen, Deutschland) gemessen.

Fiir die Kopplung mit der Kapillarzonenelektrophorese wurde das Sektorfeld (SF)-ICP-
MS-Gerdt ELEMENT der Firma Finnigan MAT (Bremen, Deutschland) verwendet. Als
Interface diente der Zerstduber CEI-100 der Firma CETAC (Omaha, USA) bzw. der im
GKSS Forschungszentrum entwickelte Prototyp.

Die Betriebsparameter sowie der schematische Aufbau der Kopplung von HPLC und ICP-
MS sind in Kapitel 4 beschrieben, die CZE-ICP-MS-Kopplung in Kapitel 7.3.

ICP-AES:

Fiir die Kopplung mit der Anionenaustauscherchromatographie wurde das ICP-AES-Gerit
Jobin Yvon JY70 Plus der Firma Instruments S.A. (Longjumeau, Frankreich) verwendet.
Es besitzt zwei optische Systeme: Ein Sequenzspektrometer mit einem 1 m Czerney-
Turner-Monochromator und ein Simultanspektrometer mit einem 0,5 m Paschen-Runge-
Polychromator, welches die simultane Detektion von 20 festeingestellten Elementen
ermdglicht. Das Auflosungsvermogen betrdgt jeweils 0,009 nm bzw. je nach Ordnung
zwischen 0,012 und 0,048 nm. Beide Spektrometer werden fiir Messungen bei
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Wellenldngen unter 200 nm kontinuierlich mit Stickstoff gespiilt, um die UV-Absorption
von Sauerstoff zu vermeiden.

Fiir die Aufnahme transienter Signale der gekoppelten Chromatographie wurde das DCP-
Programm Version 4.09 von Tomiak * verwendet.

Kapillarzonenelektrophorese:

Die Kapillarzonenelektrophorese wurde mit dem HP 3D CE-System der Firma Hewlett
Packard/Agilent Technologies durchgefiihrt. Die Quarzkapillaren (Thermo Separation
Products, Egelsbach, Deutschland) hatten eine Ldnge von 70 cm, einen inneren
Durchmesser von 75 um und einen dufleren Durchmesser von 360 um.

Atomabsorptionsspektrometrie (AAS):

Die Bestimmung des Kupfer- und Cadmium-Gesamtgehaltes der Cytosolproben erfolgte
mittels Graphitrohr-AAS mit dem Gerdt 5100PC der Firma Perkin Elmer mit Zeemann-
Untergrundkompensation und ldngsbeheiztem Graphitronr HGA-600 (pyrolytisch
beschichtet, mit L’vov-Plattform) sowie dem Autosampler AS 60.

Fir die Messung von Kupfer- und Zinkkonzentrationen in den chromatographischen
Fraktionen bei der Isolierung von MT-3 wurde das Graphitrohr-AAS-Gerdt 4100ZL der
Firma Perkin Elmer Analytical Instruments (Shelton, USA) mit invers longitudinaler
Zeemann-Untergrundkorrektur verwendet.

Instrumentelle Neutronenaktivierungsanalyse:

Gesamtelementgehalte in festen Proben und Cytosolen wurden mittels Instrumenteller
Neutronenaktivierungsanalyse (INAA) am Forschungsreaktor BER II am Hahn-Meitner-
Institut bestimmt. Die Neutronenfludichte in der DBVK-Bestrahlungsposition (Drehbare
Bestrahlungsvorrichtung  im  Kern) betrug ca. 1,3-10"  Neutronen-cm™s™, die
Bestrahlungszeit etwa 48 Stunden. Zur Detektion wurden hochreine Germaniumdetektoren
eingesetzt, die Messung erfolgte im Bohrloch und/oder am Vollkristall.

Spektrophotometrie:

Zur Bestimmung von Enzymaktivititen und Proteinkonzentrationen  sowie
Gesamtproteingehalten wurden photometrische Messungen - kinetisch und bei fester
Wellenlidnge - am Spektralphotometer DU 650 der Firma Beckman durchgefiihrt.

Enzyme linked immunosorbent assay:

Die Bestimmung von Ferritin mittels ELISA wurde mit dem Mikrotiterplatten-
Filterphotometer Opsys 50 der Firma Merck durchgefiihrt.

Gelelektrophorese und Western Blot:
Das Mini Electrophoresis System Mini PROTEAN der Firma Bio-Rad Laboratories
(Hercules, USA) wurde fiir gelelektrophoretische Trennungen verwendet und eine Mini

Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) fiir den anschlieBenden Transfer der
Proteine auf die Western Blot-Membran benutzt.
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Surface Enhanced Laser Desorption/Ionisation — Time of Flight Massenspektrometrie
(SELDI -TOF-MS):

Mittels SELDI-TOF-MS wurden Molmassen von Proteinen bestimmt. Dafiir wurde ein
ProteinChip System-Gerdt der Firma Ciphergen Biosystems, Inc. (Palo Alto, USA)
verwendet. Es arbeitet mit einem gepulsten Stickstoff-Laser der Wellenlédnge 337 nm. Die
Flugrohre hat eine Lange von 0,8 m.

3.3 Herkunft der Gewebeproben

Tierorgane wurden aus dem Supermarkt bzw. von einem GroBhandel fiir Innereien
(Katz & Kriiger GmbH, Innereien und Fleischwaren-GroBBhandel, Berlin, Deutschland)
bezogen. Das Schweinegehirn fiir die Isolierung von MT-3 stammte von der Firma
PelFreeze (Little Rock, USA).

Die humanen Gehirnproben verschiedener Gehirnregionen von AD- und Kontrollpatienten
stammten aus dem Referenzzentrum fiir neurodegenerative Erkrankungen im Klinikum
GroBhadern, Miinchen, Deutschland.

Die Organproben von zwei Sepsispatienten wurden von der Klinik fiir Anésthesiologie und
operative Intensivmedizin im Klinikum Benjamin Franklin der Freien Universitidt Berlin
zur Verfiigung gestellt.

Die Leberproben, die im Rahmen von Lebertransplantationen entnommen wurden, ebenso
wie weitere humane Organproben stammten vom Institut fiir Pathologie im Virchow-
Klinikum des Universitétsklinikums Charité Berlin.

Néhere Angaben zu den Gewebeproben befinden sich im Anhang (siche Tab. 14-1 und
Tab. 14-2).
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4 Methode: HPLC-ICP-MS-Kopplung

4.1 Kopplung von Chromatographie und ICP-MS-Detektion

Bei der Speziationsanalyse, d.h. der Analyse von Elementen getrennt nach ihren
chemischen oder physikalischen Bindungs- oder Zustandsformen 8  wird ein
Trennverfahren mit einem Verfahren zur Elementanalytik kombiniert.

Als Trennverfahren kommen je nach Art der gewiinschten Trennung verschiedene
Chromatographieverfahren in Frage wie Ionenaustauscher-, GroBenausschluf3- oder
Reversed Phase (Umkehrphasen)-Chromatographie. Das Verfahren zur Elementanalytik
muf} entsprechend nachweisstark sein, da sich der Gesamtgehalt der Probe auf die
verschiedenen Spezies verteilt® und die Konzentration in der Probenldsung durch
Verdiinnung mit dem Eluens der Sdule zusdtzlich herabgesetzt wird. Deshalb eignet sich
die ICP-MS mit ihrer ausgezeichneten Nachweisstirke besonders gut als
elementspezifischer Detektor. Weitere Vorteile sind der groBBe lineare Bereich und die
Multielementtauglichkeit .

Besondere Vorteile bringt die Moglichkeit der on-line Detektion durch eine direkte
Kopplung der HPLC mit der ICP-MS:

Erhalt der Auflosung der Chromatographie
Geschwindigkeit
Multielement- und gleichzeitige Detektion mit anderen Verfahren (z.B. UV) *°.

Im Gegensatz zur off-line Messung der Elemente in aufgefangenen Fraktionen des
Séuleneluates ist die Auflosung der on-line aufgenommenen Elementprofile durch
Aufnahme von mehr MeBpunkten wesentlich besser (siche Abb. 4-1). So konnen auch
kleinere Peaks detektiert werden. Die Zeitersparnis bei der Multielementdetektion mit
gleichzeitiger UV-Aufnahme ist ein ebenfalls nicht zu vernachldssigender Faktor.
Besonders bei zersetzungsempfindlichen Proben ist eine ziigige Messung unerldBlich. Die
Anzahl der aufgenommenen Elemente wird de facto nur durch die Zeit begrenzt, in der ein
chromatographischer Peak eluiert .

Der Auftbau der HPLC-ICP-MS-Kopplung ist schematisch in Abb. 4-2 dargestellt. Die
Probenaufgabe und Elution erfolgten iiber das HPLC-System HP 1100. Der Elutionspuffer
wurde vor der Verwendung iiber einen 0,42 um Filter (Zapcap-CR, Schleicher & Schiill,
Diiren, Deutschland) filtriert. Geloste Gase, die im Laufe der Trennung ausgasen und so
die Séule beeintrachtigen und die UV-Detektion storen kdnnten, wurden iiber den Degaser
des HPLC-Systems entfernt. Gefordert wurde das Eluens iiber eine quaterndre Pumpe.

Die Probenaufgabe erfolgte mittels des Autosamplers der HPLC-Anlage. Der Vorteil bei
diesem System ist die direkte Aufgabe iiber die Nadel, so dall das gesamte aufgenommene
Volumen injiziert wird und keine zusitzliche Probenmenge zur Uberfiillung einer
Probenschleife notwendig ist, was bei nur begrenzt vorhandener Probenmenge wichtig ist.
Der Autosampler wurde auf 4 °C gekiihlt. Die Probengefifle sind auBBerdem verschliebar -
die Probenaufnahme erfolgt durch ein Septum - , so dall die Proben gegebenenfalls mit
einem Inertgas iiberschichtet werden konnen. So wird bei groBeren Probenserien eine
Oxidation und Zersetzung der Proben so weit wie mdglich minimiert.
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Abb. 4-1:  Vergleich von on-line () und off-line (—) aufgenommenen Kupfer-Profilen
der chromatographischen Trennung von Gehirncytosol (Schwein) iiber eine
Superdex 75PG-Séule

Nach der chromatographischen Séule (siche Abschnitt 4.2) gelangte das Eluat zur
DurchfluBizelle des UV-Detektors, der bis zu vier Wellenldngen gleichzeitig aufzeichnen
kann. Uber ein T-Stiick wurde nach dem UV-Detektor die interne Standardelement-Lsung
zur spéteren Korrektur von Drift- und Matrixeffekten (siehe Abschnitt 4.3.3) zugefordert.
Hierfiir wurde ebenfalls eine Chromatographiepumpe verwendet, da diese im Gegensatz zu
Schlauchpumpen iiber lange Zeitrdume konstante Forderraten aufweist.

Das Eluat wurde anschlieBend mittels eines Babington-Zerstdubers in das Plasma der
Quadrupol-ICP-MS HP 4500 zur Elementdetektion zerstdubt. Die verwendete Scott-
Quarzspriihkammer wurde auf 2 °C temperiert.

Ein Vorteil dieses zur Kopplung verwendeten Systems ist die Mdoglichkeit einer direkten
Abstimmung zwischen HPLC und ICP-MS {iber die Software. So wird zum Beispiel die
Probeninjektion bei Ausfall des Plasmas gestoppt, was den Verlust wertvoller Proben
vermeidet.

Ein Teil der Proben wurde mit einem anderen HPLC-ICP-MS-System gemessen. Der
grundsitzliche Aufbau war der gleiche. Als Probeneinla3system diente der Autosampler
AS-100 HRLC mit Injektion iiber eine Probenschleife. Elutionspuffer und interne
Standardelement-Losung wurden iiber Doppelkolbenpumpen gefordert und die Lésungen
mittels eines Degasers entgast. Nach der chromatographischen Sdule wurde ein UV-
Detektor mit einer Wellenldnge von 280 nm geschaltet und das Eluat anschlieBend iiber
einen Cross-Flow-Zerstduber mit Scott-Kammer ins Plasma der Quadrupol-ICP-MS ELAN
6000 zerstiubt.
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Abb. 4-2:  Schematischer Aufbau der HPLC-ICP-MS-Kopplung
(Abbildung der ICP-MS-Einheit von Agilent Technologies)

4.2 Chromatographische Trennung

4.2.1 GroBlenausschlufichromatographie

In dieser Arbeit sollte eine Speziationsanalyse von Elementen hinsichtlich ihrer Bindung
an verschiedene Proteine durchgefiihrt und die verschiedenen Metalloproteine iiber ihren
Elementgehalt detektiert werden.

Besonders wichtig war dabei - soweit moglich - der Erhalt der urspriinglichen
Metallkomplexe in den Proben bis zur Detektion. Dafiir wurde eine besonders schonende
Trennmethode benétigt, mit moglichst wenig Wechselwirkungen mit dem Sdulenmaterial,
die zu Metallverlusten fithren konnen. Deshalb wurde die GroBenausschluB-
chromatographie (SEC - Size Exclusion Chromatography) zur Trennung der Biomolekiile
gewihlt. Der Trenneffekt beruht dabei nicht auf chemischen oder physikalischen
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase, sondern auf einem umgekehrten Siebeffekt.
In der Theorie der SEC eluieren die zu trennenden Molekiille zwischen der
Ausschlulgrenze und der Permeationsgrenze, bei der alle niedermolekularen
Komponenten ausgespiilt werden. Die Retentionszeit ist dabei proportional zur
Molekiilgro3e bzw. dem Volumen des solvatisierten Molekiils. Es kénnen in der Praxis
trotzdem ionische oder hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Sidulenmaterial auftreten,
wodurch Substanzen auch erst nach der Permeationsgrenze eluieren. Das Sdulenmaterial
mull deshalb sorgfiltig ausgewéhlt werden. So konnen z.B. im Fall von Kieselgel die
Oberfldche durch Silanisierung deaktiviert und damit Adsorptionseffekte weitgehend
vermieden werden.

Der Nachteil der SEC ist das begrenzte Auflosungsvermdgen. Mehrere Substanzen
dhnlicher Molekiilgroe bzw. -form konnen nahezu gleichzeitig und damit nicht
aufgetrennt eluieren. Durch die Kopplung mit einer elementspezifischen Detektion wird
hier jedoch die Anzahl der betrachteten Proteine reduziert, da ausschlieBlich

19



Metalloproteine bzw. metallkomplexierende Substanzen erfalt werden. Durch die
Multielementdetektion konnen gegebenenfalls auch unterschiedliche, aber gleichzeitig
eluierende Metalloproteine mit verschiedenen Metallen in den jeweiligen Elementprofilen
getrennt betrachtet werden.

4.2.2 Optimierung der Trennbedingungen

Die chromatographischen Trennbedingungen wurden fiir die Trennung von Biomolekiilen
in Cytosolen optimiert. Es sollte eine maximale Auflosung bei moglichst geringen
Wechselwirkungen mit dem Sdulenmaterial erreicht werden. Die grundlegenden
Untersuchungen hierfiir fanden im Rahmen meiner Diplomarbeit am Hahn-Meitner-Institut
statt und werden hier mit weiteren Ergebnissen zusammengefaft °.
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris) -Puffer wurde als Eluens verwendet, derselbe
wie auch fiir die Cytosolgewinnung (siehe Kapitel 5.1). Es handelt sich um einen in der
Proteinbiochemie weit verbreiteten und besonders fiir Cytosolextraktionen héufig
benutzten Puffer fiir einen pH-Bereich von 7,3 bis 9,3 88

Saulenmaterial

Es wurden drei verschiedene Séulenmaterialien getestet: Fractogel EMD Biosec (Merck),
Superdex 75PG und Shodex Asahipak (Asahi Chemical Industry Co. Ltd). Letzteres wurde
als Kombination aus zwei GS-520 HQ-Sdulen mit vorgeschalteter Vorsdule GS-2G7B
verwendet. Die Charakteristika der Sdulen sind in Tab. 14-3 im Anhang aufgefiihrt. Der
Elutionspuffer hatte 20 mmol-L™" und einen pH-Wert von 7,4. Auf die Fractogel- und
Superdex-Sdule wurden jeweils 500 uL der Cytosolprobe aufgegeben, auf die Asahipak-
Sdulenkombination 100 pL.

Beim Vergleich der chromatographischen Trennungen von verschiedenen Cytosolproben
mit den unterschiedlichen Séulen zeigte sich, dal die Auflésung bei der Superdex 75PG-
Sdule am besten war. Deshalb wurde diese Sdule fiir die folgenden chromatographischen
Trennungen gewéhlt.

Konzentration des Elutionspuffers

Verschiedene Konzentrationen des Elutionspuffers wurden getestet, um die Auswirkung
auf die Trennung festzustellen. Dabei ist zu beachten, dal bei niedrigen
Pufferkonzentrationen starke ionische Wechselwirkungen mit dem Sé&ulenmaterial
auftreten konnen * und dabei die Gefahr von Metallverlusten besteht. Eine zu hohe
Pufferkonzentration ergibt jedoch Probleme bei der ICP-MS-Detektion: Hohe Salzfrachten
konnen zu Ablagerungen und Zusetzung des Probeneinlasystems (Zerstiuber,
Injektorrohr, Interface) fithren. Durch Verstopfungen und Schwankungen im
Zerstidubergasflul werden die gemessenen Signale instabil und die Reproduzierbarkeit
nimmt ab ** %,

Die chromatographischen Trennungen wurden mit Tris-Puffer-Konzentrationen von 5, 10,
15, 20 und 50 mmol-L"" durchgefiihrt. Der pH-Wert betrug jeweils 7,4.

Beim Vergleich der Elementprofile der Trennungen bei den unterschiedlichen
Pufferkonzentrationen zeigte sich, daB die Profile bei einer Konzentration von 10 mmol-L™
und besonders bei 5 mmol-L" signifikant von denen bei hheren Pufferkonzentrationen
abwichen. Es scheint hier zu starken Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial zu
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kommen, welche die Elution erheblich verzdgern. Solche starken Wechselwirkungen
sollen vermieden werden, um Verdnderungen der Proben wie Metallverluste an den
Proteinen vorzubeugen. Die Tris-Puffer-Konzentration, mit der die beste Auflosung erzielt
wurde, war abhéngig vom betrachteten Organ und Element. In den meisten Fillen jedoch
ergab eine Konzentration von 20 mmol-L eine gute Trennung.

Fiir die in dieser Arbeit im folgenden ausgefiihrten chromatographischen Trennungen
wurde deshalb eine Konzentration des Tris-Puffer-Eluens von 20 mmol-L™' gewihlt. Diese
Konzentration entspricht der des Homogenisierungspuffers bei der Cytosolextraktion
(siehe Kapitel 5.1) und ist problemlos im Zusammenhang mit der ICP-MS-Detektion
verwendbar.

pH-Wert des Elutionspuffers

Der Einflul des pH-Wertes des Elutionspuffers auf die chromatographischen Trennungen
der Biomolekiile wurde getestet. Der pH-Wert beeinflullit die Ladungen der Proteine und
damit auch mogliche Wechselwirkungen mit dem Sdulenmaterial.

Es wurden Trennungen mit pH-Werten des Tris-Puffers von 6,8 sowie 7,4 und 8,0
durchgefiihrt. Ein Einflu des pH-Wertes auf die Auflosung der chromatographischen
Trennungen war erkennbar. Besonders die bei pH=8,0 erhaltenen Elementprofile wichen
von denen bei pH=6,8 und 7,4 ab. Die Aufldésung bei pH=8,0 war schlechter. Bei pH=6,8
war das Verhiltnis der Peakhohen gegeniiber dem Profil bei pH=7,4 verdndert. Es besteht
die Moglichkeit, dal Metallverluste aufgetreten sind. Besonders fiir Zink z.B. nimmt die
Komplexstabilitit bei Metallothioneinen im Sauren stark ab °'.

Fiir die folgenden chromatographischen Trennungen von Cytosolproben wurde als Eluens
Tris-Puffer mit pH=7,4 gewéhlt. Dies entspricht dem physiologischen pH-Wert. Es wird
angenommen, daf} unter diesen Bedingungen am wenigsten Abweichungen vom nativen
Zustand der Proteine, besonders auch im Hinblick auf die Metallbeladung, auftreten.
AuBerdem wurde eine bestmogliche chromatographische Auflosung erreicht.

4.2.3 Kalibrierung der Trennsiule

Grundlage der Kalibrierung ist ein logarithmischer Zusammenhang zwischen dem
Retentionsvolumen und der Molmasse eines Molekiils, fiir die in der Theorie der SEC eine
direkte Beziehung zur GroBe des Molekiils angenommen wird. Im mittleren
Permeationsbereich kann er durch eine Gerade angendhert und zur Abschitzung
unbekannter Molmassen verwendet werden.

Es muf3 dabei jedoch beachtet werden, da3 bei der SEC-Trennung die rdumliche Form des
solvatisierten Molekiils eine Rolle spielt. Deshalb muf3 eine Kalibrierung mit Molekiilen
vorgenommen werden, die den zu untersuchenden Substanzen in der Struktur dhnlich sind.
AuBerdem ist die Trennung von pH-Wert und Ionenstirke des Eluens abhingig °°, was eine
Zuordnung der Molmasse zusétzlich erschweren kann.

Durch Aufgabe von Substanzen bekannter Molmasse wurde die Korrelation zur
Retentionszeit fiir die Superdex 75PG-Sdule ermittelt. Die verwendeten Substanzen sind in
Tab. 4-1 aufgefiihrt, die Retentionszeiten in Abb. 4-3 aufgetragen.

Als Ausschlufigrenze wurde mit Dextranblau eine Retentionszeit von 24,1 min bestimmt.
Nach Herstellerangaben soll sie bei 70000 g'mol™ liegen. Es zeigte sich, daB Transferrin
und Albumin noch angetrennt werden konnten. Sie lagen jedoch nicht mehr im linearen
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Bereich der Kalibrierung. Die Permeationsgrenze soll bei 3000 grmol™ liegen. Hier konnte
sie etwa der Retentionszeit von Aprotinin (6500 grmol™) bei 54,3 min zugeordnet werden.
Der lineare Trennbereich lag etwa zwischen 6000 und 50000 grmol”. Die
Regressionsgerade fiir den linearen Bereich betrug:

lg Molmasse [g-mol'l] =—10,0250 - Retentionszeit [min] + 5,3865 .

Tab. 4-1:  Kalibrierung der Trennsdule Superdex 75PG: Molmassen und Retentions-
zeiten verschiedener Einzelsubstanzen

Molmasse [g'mol'] Retentionszeit [min]
1 Dextranblau 2000000 24,1
2 Transferrin 80000 28,0
3 Albumin 67000 28,3
4 Ovalbumin 43000 29,9
5 Carboanhydrase 32000 353
6 Chymotrypsin 21600 42,5
7  Lysozym 15500 48,0
8 Cytochrom C 12300 51,5
9 Aprotinin 6500 54,3
10 Insulin 2500 54,2
11 Leucin Enkephalin 555 56,3
12 Aceton 58 55,6

1LE+07 ¢

t o 1m

1,E+06 +

1,E+05 +

Molmasse [g/mol]

1,E+04 +

1,E+03

Retentionszeit [min]

Abb. 4-3:  Korrelation zwischen den Molmassen verschiedener Einzelsubstanzen (siche
Tab. 4-1) und ihren Retentionszeiten auf der Superdex 75PG-Siule

Da im Laufe der Arbeit verschiedene Superdex 75PG-Siulen verwendet wurden, weichen
die Retentionszeiten fiir einzelne Proteine in den im folgenden gezeigten Darstellungen der
Elementprofile teilweise voneinander ab. Auch geringfiigige ~Anderungen im
Versuchsaufbau (Lénge der Leitungen) beeinfluBten die Retentionszeiten.
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4.2.4 Wahl eines Vorsiulenfilters

Das Gehirn hat einen sehr hohen Lipidanteil von etwa 50% der Trockensubstanz. Es
handelt sich dabei um verschiedene Phospho-, Glyco- und Sphingolipide. Die
Myelinscheiden der Nervenfortsdtze machen den grofiten Anteil aus (siehe auch Kapitel
12.2)°" 2. Bei der Probenvorbereitung wird das Fett durch die Ultrazentrifugation soweit
wie moglich von den Cytosolproben abgetrennt (siche Kapitel 5.1). Wéhrend der im Hahn-
Meitner-Institut durchgefiihrten Diplomarbeit® zeigte sich jedoch, daB dies nicht
vollstindig moglich ist und ein stdrender Fettanteil in den Proben verbleibt. Nach der
Trennung von mehreren Gehirncytosolen auf der Superdex 75PG-Sdule nahm die
Trennleistung der Sdule deutlich ab, die chromatographische Auflosung verschlechterte
sich. Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dal noch vorhandenes Fett die Poren des
Trennmaterials zusetzte. Fett setzte sich auerdem an den Wandungen der Leitungen des
Chromatographiesystems ab, wo es sich ansammeln und zu Verstopfungen fiihren konnte.
Zur Vermeidung dieser die Analytik stark beeintrichtigenden Effekte wurden die
Cytosolproben vor der Aufgabe auf die Sdule mit dem Serumklidrer Frigen als
Entfettungsmittel behandelt. Nach Zentrifugation bei 14000 g (gekiihlte Tischzentrifuge
7233MK, Hermle, Wehingen, Deutschland) konnte eine sichtbare Fettschicht abgetrennt
werden. Frigen besteht aus fluorierten Chlorkohlenwasserstoffen. In Testldufen wurde
sichergestellt, dafl der Zusatz die erhaltenen Elementprofile nicht verdndert. Es war nur ein
zusdtzlicher Chlorid-Peak bei einer Retentionszeit (RT) von 79,5 min zu erkennen, welcher
durch polyatomare Interferenzen auch Peaks in anderen Elementprofilen erzeugen kann,
z.B. bei 'Se (**Ar’’Cl, siche Abschnitt 4.3.1).

Mittels der Probenvorbehandlung konnten die Fettablagerungen auf der Séule erheblich
reduziert werden. Sie erwies sich langfristig jedoch als nicht ausreichend. Deshalb sollte
zusdtzlich eine Vorsdule vor die Trennsdule geschaltet werden. Sie mullte folgende
Bedingungen erfiillen:

keine Verschlechterung der Trennung
keine Wechselwirkung mit der Probe / Verédnderung der Metallgehalte
Moglichkeit des einfachen und hdufigen Auswechselns.

Vorsdulen mit dem gleichen Sdulenmaterial wie das der praparativen Trennséule waren
nicht kommerziell erhiltlich. Die eigene Herstellung kleiner Vorsdulen mit dem Superdex
75PG-Material, die hiufig getauscht und neu befiillt werden miiiten, war bei den grof3en
Probenserien schwer realisierbar. Als geeignete Alternative erwies sich die Vorsdulenfilter-
Kartusche Securityguard (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland), da sie problemlos
vor jede Sdule geschaltet werden kann und die Filtereinsétze einfach zu wechseln sind. Die
Vorsdule besteht aus einer Edelstahlkartusche mit Filtereinsdtzen aus dem Filtermaterial
GFC-3000 (Durchmesser 3 mm, Schichtdicke 4 mm) fiir einen Trennbereich von ca. 5000—
80000 g'mol ™.

Durch Mehrfachinjektionen von Gehirncytosol (Schwein) wurde die grundsétzliche
Eignung der Filter iiberpriift, nicht zu schnell zu verstopfen. Es mufte anschlieBend
sichergestellt werden, dal durch die Verwendung der Vorfilter keine Veridnderung der
Elutionsprofile und Metallbeladung der Proben durch Wechselwirkungen oder
Kontamination auftraten. Die Elementprofile der Trennung von Gehirncytosol (Schwein)
iiber eine Superdex 75PG-Sdule mit und ohne Vorfilter wurden verglichen. In Abb. 4-4
sind als Beispiel die Zink- und Eisen-Profile dargestellt. Zink ist an viele Proteine
gebunden und besonders im Zusammenhang mit den Metallothionein-Untersuchungen
wichtig. Es zeigte sich, dafl die betrachteten Elementprofile durch den Vorfilter nicht
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wesentlich verdndert wurden. Allgemein traten geringfiigige Unterschiede in den
Elementprofilen mitunter auch bei Trennungen der gleichen Probe unter gleichen
Bedingungen auf.

o : 64Zn — ohne Vorsiaulenfilter 18 7: 54Fe

12 + 'll mit Vorsidulenfilter
1

Intensitit / int. Standard
[=) (%) S [« o] 5
— 4’2_;:4
1 A ‘f;ﬂ_;
© 5 o =

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]
Abb. 4-4:  Vergleich der Zink- und Eisen-Profile der chromatographischen Trennung

von Gehirncytosol (Schwein) auf einer Superdex 75PG-Sdule mit und ohne
Vorsdulenfilter

Die Vorsdulenfilter wurden im folgenden bei allen chromatographischen Trennungen
verwendet und nach 10 bis 15 Laufen gewechselt. Dadurch konnten die durch Fett in den
Proben entstandenen Probleme weitestgehend beseitigt werden.

4.2.5 MelBparameter Chromatographie

In Tab. 4-2 sind zur Ubersicht die Parameter der verwendeten chromatographischen
Trennung aufgefiihrt.

Tab. 4-2:  MeBparameter Chromatographie

HPLC-System: HP 1100

Saule: Superdex 75PG (16-600 mm)

Vorséule: Securityguard mit GFC-3000 Filtereinsatz

Eluens: 20mmol-L" Tris-Puffer, pH=7.,4 (mit HNO; eingestellt)
interne Standardelement-Losung: 50 pg'L™' Ge, Rh, Ir mit 20% MeOH, 0,33 % HNO;
FluBrate Eluens: 2 mL-min™

FluBrate interner Standard: 0,2 mL-min’!

Druck: drucklos, bis 0,3 MPa Druckaufbau durch System
Injektionsvolumen: 500 pL

Autosampler-Thermostat: 4°C

Nadelspiilung vor der Injektion mit Wasser

UV-Detektion: 214 nm, 254 nm, 280 nm (Deuteriumlampe)

Die MeBparameter fiir die ebenfalls verwendete, an die ELAN 6000- ICP-MS gekoppelte
HPLC finden sich in Tab. 14-4 im Anhang.
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4.3 ICP-MS-Detektion

4.3.1 Gemessene Isotope und Interferenzen

Das Eluat der chromatographischen Sdule wird zerstiubt und als Aerosol ins Plasma
eingebracht, wo die Molekiile atomisiert und anschlieBend ionisiert werden. Das Plasma
dient als Ionenquelle des Massenspektrometers. Die Extraktion der Ionen und Uberfiihrung
ins Hochvakuum des Massenspektrometers erfolgt tiber zwei konusformige Lochblenden -
Sampler und Skimmer -, zwischen denen ein Vorvakuum angelegt wird °>. Im Massen-
spektrometer werden die Analytionen schlieBlich nach ihren Masse-zu-Ladungs-
Verhiltnissen getrennt und detektiert.

Durch verschiedene Reaktionen von Molekiilen, Atomen und Ionen im Plasma und durch
Stoe im Zwischenraum zwischen Sampler und Skimmer kann es zur Bildung
unterschiedlicher Verbindungen kommen, sogenannten Clusterionen. Sie fiihren
insbesondere im Massenbereich unter 80 Da im Massenspektrum zu spektralen
Interferenzen °. Clusterionen bilden sich als - chemisch nicht stabile - Kombinationen aus
Probenbestandteilen, dem Plasmagas Argon sowie weiteren Gasen der umgebenden
Atmosphire (z.B. Bildung von Oxiden) und Bestandteilen des Losungsmittels wie den
darin enthaltenen Siuren *°** . Diese polyatomaren Interferenzen sind besonders bei den
verwendeten Quadrupol-Massenspektrometern storend, da deren Auflosung nicht viel
mehr als 1 Masseneinheit betréigt.

Spektrale Interferenzen treten auch durch doppelt geladene Ionen auf, besonders von
Elementen mit niedriger Ionisierungsenergie °°. AuBerdem gibt es isobare Interferenzen
durch natiirlich vorkommende Isotope verschiedener Elemente mit gleicher Masse. Zu
beachten ist auch der Beitrag durch Nachbarionen: Durch Peakverbreiterung kann ein in
groBem UberschuB vorliegendes Element das Signal des benachbarten Analytelementes
storen .

Da diese Interferenzen mit einem Quadrupol-Gerdt schwer aufgelost werden konnen,
verschlechtern sie die Nachweisgrenzen einiger Elemente *>. Es muB auf Isotope mit
geringerer natiirlicher Haufigkeit ausgewichen werden.

Die wihrend des chromatographischen Laufes detektierten Elemente mit ihren jeweils
gemessenen Isotopen sind in Tab. 4-3 aufgefiihrt. Im Laufe der Arbeit wurde die Anzahl
der aufgenommenen Isotope verdndert, maximal wurden 36 Isotope auf einmal detektiert.
Um eine gute Empfindlichkeit zu erreichen, wurden moglichst die natiirlich hiufigsten
Isotope gewahlt. Dies war jedoch nicht in allen Féllen wegen Storungen durch polyatomare
Interferenzen moglich. Die Interferenzen fiir diese gestorten Isotope sowie weitere
mogliche Interferenzen der gemessenen Isotope sind ebenfalls in Tab. 4-3 angegeben.
Besonders durch Interferenzen - auf allen Isotopen - gestort sind die Elemente Schwefel
(Sauerstoff-Interferenzen), Selen (Argon-Interferenzen) und Eisen (Argon-Interferenzen,
besonders Argonoxid). Die natiirlich héufigsten Isotope kdnnen dadurch nicht gemessen
werden. Es mul3 auf unempfindlichere Isotope ausgewichen werden, die aber ebenfalls
noch einen stérenden erhdhten Untergrund aufweisen.
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a,b 94,8, 85

Tab. 4-3:  Gemessene Isotope, ihre natiirliche Haufigkeit und Interferenzen
Element Isotop natiirliche Mogliche Interferenzen (Auswahl)
Haufigkeit [%]
Magnesium ' Mg 78,99 2cltc BCa"
Phosphor 'p 100 UN'O'H  “cu* i\
Schwefel 329 95,02 150150
34 S 4’21 180160 16OI6OIH1H 6SZn2+
Chlorid e 75,77 Bo%0'H  Ge*
Calcium W Ca 96,94 Ar
42 Ca 0,65 26Mg160 23N31801H SSRb2+ 41K1H
44 Ca 2’09 12C16016O 14N14N16O
Chrom 2 Cr 83,79 Redpay  3Ar%0 3C1'OH
53 CI‘ 9’50 13C40Ar 36Ar16OIH 35Cl180 107Ag2+
Eisen > Fe 5,80 UNYAr  YCr RN
36 Fe 91,72 WAr'%0
57 Fe 2,20 40Ar1601H 41K16O 114Cd2+
Mangan 55 Mn 100 15N4OAI_ 12C40Ar 39K16O 109Ag2+
Kobalt ¥ Co 100 YAr®0'H  PNa*’Ar Bca'®o
Nickel S8 Ni 68,27 YAr®0  *#ca’®o BFe
O Ni 26,10 Hca'’0  *MgPAr
Kupfer % Cu 69,17 PNa*Ar  PN'®0'0'0 TP
65 Cu 30,83 251\/Ig40Ar 23NaZ3Na1801H 32SI6OI6OIH
Zink 64 7n 48,60 328328 14N18016016O 40Ar12C12C
66 Zn 27’90 36Ar14N16O SOCr16O 26Mg40Ar
67 7n 4’10 32835C1 27AI4OAI' 31P36Ar 135Ba2+
68 Zn 18,80 52Cl'160 3ZS36Ar 54Fe14N 137Ba2+
Germanium 2 Ge 27,40 bFe!%0 PArN"0 32810A T
Arsen " As 100 SePAar PKCAr YCo'°0
Selen ® Se 9,00 BArAr
7 Se 7,60 Te1®Ar - YArPAr'H YCo®0 °'Ni'°0
8 Se 23,60 BArAr
80 Se 49,70 VArPAr
82 Se 9,20 2ca®Ar  YAr°ArH %7n%0 ¥Kr
Bromid " Br 50,69 YA ArH K Ar 8cul®o
Strontium % Sr 9,86 0710 "Ge'%0 80K ¢
8 Sr 82,58 Bca®Aar  2Cri%Ar 2Ge'%0
Molybdin  ** Mo 24,13 FFreAr  PNiAr $28¢'°0
Rhodium 103 Rh 100 Scu®Ar  ¥Sr'%0 YRb'°0  2%pp**
Silber 7 Ag 51,84 cd'H zZn™Ar Ge®Cl
1% Ag 48,16 Bcd'H MGe™cl
Cadmium " cd 12,80 "Mo'0  7%se®Cl "Ge'cl
M cd 28,73 "Ge"Ar  "Se*Ar %Mo'®0
Todid 1271 100 3r%Ar - YRbMAr Hed'%o
Barium 3% Ba 71,70 Mo Ar
Iridium 193 Ir 62,70
Quecksilber % Hg 23,13
Blei 208 ppy 52,40

* Es werden die Interferenzen der gemessenen Isotope angegeben sowie die der natiirlich hiufigsten Isotope,
welche wegen dieser Interferenzen nicht zur Detektion benutzt wurden.
® Alle Ionen und Clusterionen sind - soweit nicht anders angegeben - einfach positiv geladen.
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Von den fiir die Detektion von Metalloproteinen besonders interessanten Elementen (Cu,
Zn, Cd, Fe, Se, Ag) wurden die Elutionsprofile mehrerer Isotope aufgenommen. Durch den
Vergleich der Profile der Isotope eines Elementes konnten Interferenzen, die nur bei einem
Isotop vorkommen, erkannt bzw. die storungsfreie Detektion iberpriift werden. So
stimmen die Profile der Eisenisotope >*Fe und *'Fe, der Cadmiumisotope '''Cd und '*Cd
sowie der Silberisotope '’Ag und 'Ag genau iiberein, so daB Artefakte durch
interferierende Peaks anderer Elemente ausgeschlossen werden konnten. **Cu hingegen
wird durch *Na*Ar gestort. In Abb. 4-5 a ist bei einer Retentionszeit von 65,5 min ein
Peak im “*Cu-Profil, jedoch nicht im **Cu-Profil zu erkennen. ''Se weist eine *’CI*°Ar-
Interferenz auf, das Profil zeigt Signale bei den Retentionszeiten der beiden Chlorid-Peaks
bei RT=79,5 und RT=51,5 min, wobei letzterer sehr schwach ist. Auch 7n wird durch
Chlorid gestort (**S*CI), aber in geringerem Mafe als bei der Argon-Interferenz. Es ist ein
kleiner Peak bei ca. RT=80 min zu erkennen, der zweite Peak (RT=51,5 min) ist zu
schwach und im ®’Zn-Profil nicht auszumachen. Ansonsten stimmen die Pofile der Zink-
Isotope ®Zn, ®Zn und ®Zn genau iiberein (siche Abb. 4-5b). Das Profil des
monoisotopischen Elementes Arsen weist zwei deutliche Peaks bei den dem Chlorid
entsprechenden Retentionszeiten auf. Sie entstehen durch eine *CI1*Ar-Interferenz. Es
kann nicht auf ein anderes Isotop ausgewichen werden. Arsen-Profile wurden nicht weiter
betrachtet.

Viele bei quantitativen ICP-MS-Messungen storende Interferenzen durch freie Ionen wie
Natrium und Chlorid sind bei der chromatographischen SEC-ICP-MS-Kopplung weniger
problematisch. Freie Ionen werden von den Proteinen abgetrennt und eluieren im Bereich
des Permeationspeaks. Gelfiltration wird deshalb allgemein zum Entsalzen als
Probenvorbereitung fiir [CP-MS-Messungen vorgeschlagen *. Wie in den eben genannten
Beispielen gezeigt, treten die durch Natrium und Chlorid erzeugten Artefakte bei hohen
Retentionszeiten in den Elementprofilen auf. Sie stéren demnach die Betrachtung der
Metalloproteine nicht.
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Abb. 4-5:  Elementprofile der chromatographischen Trennung von Gehirncytosol
(Schwein): a) “*Cu und ®Cu, b) *#Zn, ®*Zn und “’Zn
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Zu den Proben oder dem Eluens zugesetzte Sduren wie HCl, HCIO4, H,SO4 oder H3PO4
verursachen polyatomare Interferenzen. Sie sollten fiir Messungen mit der [ICP-MS deshalb
vermieden und wenn mdoglich immer durch HNOj ersetzt werden. H, N und O geben keine
zusatzlichen Interferenzen, die nicht auch schon mit reinem Wasser auftreten 8593 Deshalb
wurde in dieser Arbeit der pH-Wert des Puffers mit HNO; eingestellt.

Die Bildung von Oxiden und doppelt geladenen Ionen ist unter anderem von den
Gasstrémen und der Plasmaleistung abhingig ®. Sie lassen sich durch Optimierung dieser
Parameter weitestgehend minimieren (<1%) und spielen hier bei den Messungen eine
untergeordnete Rolle.

Eine andere Moglichkeit, Interferenzen durch @hnliche Massen zu umgehen, wire die
Verwendung eines hochauflésenden, doppelfokussierenden ICP-MS-Gerites. Dies gilt
aber nicht fiir alle Interferenzen. Es wiirden dafiir auch andere Probleme auftreten.
Hochauflosende Gerdte neigen z.B. zu Massendriften. Auflerdem konnen weniger
Elemente gleichzeitig gemessen werden, was eine Verwendung fiir die vorliegende
Problemstellung ausschloB. Durch den Einsatz von Kollisionszellen in ICP-MS-Geréten
lassen sich einzelne Interferenzen ausschalten. So wird zum Beispiel die Detektion von
Selen auf dem Isotop **Se ermdglicht. Allerdings miissen die MeBparameter speziell darauf
abgestimmt werden, und die Messung einer grofleren Bandbreite von Elementen wird
damit verhindert.

4.3.2 Optimierung der Intensitiaten

Die Gasstrome - insbesondere der ZerstdubergasfluB} -, die Plasmaleistung, die Entfernung
zwischen Plasmafackel und Sampler und die Spannungen der Ionenoptik beeinflussen das
Verhiltnis der Signale der Analytionen zu den Clusterionen, da sie die lonenausbeuten und
Transmissionen bestimmen ** ®. Diese Parameter miissen am ICP-MS-Gerit optimiert
werden, um maximale Intensitéten filir die detektierten Isotope zu erreichen. Dabei werden
storende Interferenzen wie Oxide und doppelt geladene Ionen unterdriickt. Fiir die
vorliegende Problemstellung sollten viele Elemente im gesamten Massenbereich gemessen
werden (siche Tab. 4-3). Die Optimierung konnte deshalb nicht auf ein bestimmtes
Element ausgerichtet werden, sondern muflte ein Kompromifl fiir den groBlen
Massenbereich sein. Dabei sollten insgesamt die hochstmoglichen Intensititen erreicht
werden, um auch Elemente mit schlechter Nachweisgrenze wie Selen und Quecksilber
noch erfassen zu konnen.

Bei der Einstellung des Zerstdubergases gibt es zwei gegenldufige Effekte, die ein
Optimum der Intensititen bei einem bestimmten GasfluB bewirken: Mit zunehmendem
Gasflul3 gelangt mehr Probensubstanz in Form von feinerem Aerosol ins Plasma, wodurch
die Signalintensitidt zunimmt. Andererseits nimmt die Aufenthaltsdauer der Tropfchen im
Plasma und die Temperatur des Plasmas ab, was zu geringerer Ionisierung und damit
niedrigeren Signalen fiihrt. Der Zerstdubergasflul beeinflu3t auch Bildung und Zerfall von
Clusterionen *°. Mit héherem Gasfluf nehmen z.B. die Signale von Oxiden zu, da sie
weniger Zeit haben, auf dem Weg zum Massenspektrometer zu zerfallen. Dies gilt auch fiir
einen abnehmenden Abstand zwischen Fackel und Sampler. Die doppelt geladenen Ionen
verhalten sich gegenldufig. Es wurde téglich auf maximale Intensititen, geringe
Standardabweichungen und niedrige Oxidraten sowie doppelt geladene lonen optimiert.
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Ein Problem bei der Kopplung von HPLC und ICP-MS ist die Notwendigkeit der
gleichzeitigen Optimierung des Trennverfahrens und der ICP-MS®. Wie schon in
Abschnitt 4.2.2 beschrieben, muflte fiir die Wahl der Konzentration des Elutionspuffers die
ICP-MS-Detektion beriicksichtigt werden. Fiir die chromatographische Trennung wurde in
dieser Arbeit eine priparative SEC-Siule mit einer FluBrate von 2 mL-min”' verwendet.
Der Babington-Zerstduber der ICP toleriert diese hohe FluBrate problemlos, sie entspricht
jedoch nicht dem optimalen Bereich. Die FluBrate, welche den Zerstduber erreicht, sollte
deshalb fiir maximale Signalintensitdten optimiert werden.

Zu diesem Zweck wurde der Eluentenstrom nach der Séule iiber ein T-Stiick geteilt und
nur ein Teil dem Zerstduber der ICP-MS zugefiihrt. Der Rest wurde {iiber eine
Schlauchpumpe abgepumpt. Die Abpumpgeschwindigkeit wurde im Hinblick auf
maximale Signalintensititen optimiert. Abb. 4-6 zeigt die erreichten Intensitits-
steigerungen durch den Split am Beispiel von Zink und Selen. Bei niedrigeren FluBraten
nimmt die Transporteffizienz ins Plasma zu . Eine geringere Probenzufiihrung hat
zusdtzlich den Vorteil, dal sie den Materialeintrag ins Plasma und ins ICP-MS-System
reduziert. Gerade biologische Proben mit hohen Konzentrationen an geldsten Salzen und
Kohlenstoff konnen schnell zu Ablagerungen im Probeneinfiihrungssystem und an den
Konen fiihren und Instabilititen und Drifteffekte bei den Messungen bedingen *°.
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Abb. 4-6: Intensitétssteigerungen durch Reduktion der FluBrate vor dem Zerstduber
mittels Split des Eluentenstromes am Beispiel der Zink- und Selen-Profile

Der Tonisierungsgrad fiir Selen ist sehr gering (etwa 33%)°’. Dies wirkt sich ungiinstig auf
die Detektion aus, da alle Selenisotope ohnehin durch Argoninterferenzen gestort sind und
nur die weniger hdufigen Isotope iiberhaupt mit einer Quadrupol-ICP-MS (aufer bei
Verwendung von Kollisionszellen) detektiert werden konnen. Durch den schlechten
Ionisierungsgrad ist das Signal-Rausch-Verhiltnis noch weiter beeintréchtigt.

Allain et al. *® haben festgestellt, daB kohlenstoffhaltige Substanzen die Signalintensitéiten
einiger Elemente, besonders Selen, erheblich steigern konnen. Es wird vermutet, da3 dies
durch einen Energietransfer von C* zum neutralen Selen im Plasma bedingt ist *°.

Um diesen Effekt zu nutzen, wurde dem Eluens mit der internen Standardelement-Lésung
nach der Sdule Methanol zugefiihrt. Die Methanolkonzentration in der Losung des internen
Standards betrug 20%, die Endkonzentration im Eluat etwa 2%. Diese Konzentration war
fir die ICP-MS noch vertretbar und reichte nach Literaturangaben®’ fiir die
Signalsteigerung aus.
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4.3.3 Wahl der internen Standardelemente

Matrixinterferenzen, meistens durch hohe Salzkonzentrationen bedingt, machen sich durch
verschiedene Effekte bemerkbar. Es konnen sich Ablagerungen im Zerstauber, an der
Fackel, auf den Konen und auf den Ionenlinsen bilden. Dies fiihrt zu Instabilititen,
Drifterscheinungen und einer Abnahme der Signalintensititen z.B. durch Anderung des
Durchmessers der Sampleréffnung. Hohe Salzkonzentrationen bedingen auBlerdem
Unterdriickungen oder Verstirkungen von Ionensignalen *°.

Bei den betrachteten Messungen dndert sich die Matrix - z.B. in der Proteinkonzentration -
im Laufe der chromatographischen Trennung. Durch Matrixeffekte und Instrument-
instabilitdten konnen die detektierten Signale zeitabhidngig - wihrend eines chromato-
graphischen Laufes und bei lingeren Probenserien - variieren *’. Um dies auszugleichen,
wird ein interner Standard mitgemessen, auf welchen das Signal des Analytions bezogen
werden kann. Die Massenzahl des internen Standards mufl der des Analytelementes
moglichst dhnlich sein, da die Effekte massenabhingig sind ¥. Die Ionisierungsenergien
sollten ebenfalls sehr dhnlich sein. Fiir eine Multielementanalyse miissen demnach mehrere
Standardelemente verwendet werden, die auBlerdem in der Probe nicht vorkommen
diirfen ®.

Dem Eluentenstrom wurde nach der Sdule eine interne Standardelement-Losung zugefligt,
welche die Elemente Germanium, Rhodium % und Iridium enthielt. Die EPA-Methode
200.8 fiir Trinkwasser z.B. empfiehlt Germanium als internen Standard, da es fiir Arsen,
Selen und Zink besser geeignet ist als Rhodium. Die Ionisierungsenergien sind
ahnlicher '*.

Tab. 14-5 (im Anhang) zeigt die Massen und Ionisierungsenergien der gemessenen
Elemente sowie der internen Standardelemente und gibt an, welches Analytelement auf
welchen internen Standard bezogen wurde. Die Auswahl erfolgte nach den Kriterien von
dhnlicher Masse und lonisierungsenergie.

Bei einigen Messungen wurde festgestellt, dal das Germanium-Profil einen Peak bei der
Retentionszeit RT=22 min aufwies, der durch eine *°Fe'®O-Interferenz bedingt war. Diese
trat jedoch nur bei Lebercytosolproben mit besonders hohen Eisen (Ferritin)-Werten auf.
Fiir diese wenigen Proben wurde bei der Berechnung Germanium als interner Standard
durch Rhodium ersetzt. Ansonsten wurde die Verwendung von Germanium als interner
Standard nicht beeintrachtigt.

4.3.4 Mellparameter ICP-MS

In Tab. 4-4 sind die verwendeten Parameter der ICP-MS aufgefiihrt.

Tab. 4-4:  MeBparameter der Quadrupol-ICP-MS

ICP-MS: HP 4500

Zerstéuber: Babington mit Quarz-Scott-Sprithkammer (gekiihlt)
Fackel und Injektorrohr: Quarzglas

Konen (Sampler, Skimmer): Nickel

Plasmagas-FluB3: 15,2 L'min™ (Argon)

Hilfsgas-FluB3: 1 L'min" (Argon)

Zerstdubergas-FluB3: 0,9-1,1 L'min” (Argon) (jeweils optimiert)
Blend Gas-FluB: 0,1-0,25 L'min”' (Argon) (jeweils optimiert)
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Abpumpgeschwindigkeit: optimiert auf maximale Intensitéten

Plasmaleistung: ca. 1200 W (jeweils optimiert)

Aufnahmezeit fiir alle Elemente: * 8,5505 s

Aufnahmezeit Chromatographielauf: * 5994 s (100 min)

Gemessene Isotope: 7Li, 24Mg, 27Al, 31P, 34S, 35Cl, 42Ca, 53Cr, 54Fe, 55Mn, > 7Fe, 59Co,
Ni, Cu, *Zn, ®*Cu, *zn, Zn, Ge, As, "'Se, ”Br, **Se,
SRb, 5Sr, %Mo, 'CRh, '7Ag, 'PAg, lcd, Mcd, 1771, Bcs,
138, 193] 200jg 208py,

Integrationszeit: 0,25 s per point (Pulsmodus)

0,1 s per point (Analogmodus) - fiir 31p, 3¢l

 Die Anzahl der gemessenen Isotope variierte im Laufe der Arbeit und damit auch die Zeit fiir die
Aufnahme der Elemente. Die genannte Aufnahmezeit entspricht einer Methode mit der maximalen Anzahl
gemessener [sotope (36).

Die MeBparameter der fiir einige Messungen verwendeten ELAN 6000- ICP-MS finden
sich in Tab. 14-6 im Anhang.

4.4 UV-Detektion

Fiir die UV-Detektion im Eluat nach der chromatographischen Trennung wurden die fiir
die Detektion von Biomolekiilen {iblichen Wellenldngen 214 nm, 254 nm und 280 nm
gewihlt. 214 nm entspricht der Absorption von Peptidbindungen, 280 nm der Absorption

von aromatischen Aminosiuren in Proteinen (Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin) .
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Abb. 4-7: UV-Profile bei 214 nm, 254 nm und 280 nm der chromatographischen
Trennung von Gehirncytosol (Schwein)

Metallothioneine sind wegen Abwesenheit von aromatischen Aminosiduren und damit ohne
Absorption bei 280 nm in einem Gemisch schwer iiber UV zu detektieren. Die Metall-
Thiolat-Bindungen der MT weisen Charge-Transfer-Banden mit Absorptionen im Bereich
von 220 bis 280 nm auf: fiir Zink-MT bei 225 nm, fiir Cadmium-MT bei 250 nm und fiir
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Kupfer-MT bei 275 nm **. Da die MT in natiirlichen Cytosolen eine gemischte Beladung
von Metallen haben, verschmieren die Banden iiber einen groBeren Wellenlingenbereich,
die Detektion wird somit zu unempfindlich. Ein gro3es 214 nm/280 nm-Verhiltnis ist ein
Hinweis auf MT, kann jedoch in einer komplexen Mischung aus UV-aktiven Substanzen
meist schwer ausgemacht werden. Da die GroBenausschluBchromatographie eine
beschriankte Auflosung hat, kdnnen mehrere Substanzen in einem Peak eluieren und
schwicher absorbierende Substanzen verdeckt werden.

Abb. 4-7 zeigt als Beispiel die UV-Profile der chromatographischen Trennung von
Gehirncytosol bei 214 nm, 254nm und 280nm. Metallothioneine eluieren bei
Retentionszeiten von 32 und 38 min (siche Kapitel 6.1). Dies ist in den UV-Profilen ein
Bereich ohne besonders starke Absorptionen. Es treten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Profilen bei den verschiedenen Wellenldngen auf. Die Anzahl der Peaks ist
identisch. Nur die Intensitdtsverhdltnisse der Signale variieren bei den verschiedenen
Wellenldngen, je nach Zusammensetzung und entsprechender UV-Aktivitit der
eluierenden Substanzen.

Die Untersuchung der getrennten Biomolekiile - Metalloproteine - konzentriert sich im
folgenden hauptsédchlich auf die Elementprofile. Die UV-Absorptionen wurden aber zur
Kontrolle immer mitgemessen.
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5 Probenvorbereitung: Cytosolextraktion

Der Innenraum einer eukaryotischen Zelle, die nach auflen durch die Plasmamembran
abgegrenzt ist, besteht aus dem Cytoplasma, welches das Cytoskelett und die
Zellorganellen enthilt®'. Die verschiedenen Zellorganellen sind von intrazelluldren
Membranen umgeben und bilden damit unterschiedliche Kompartimente - abgeschlossene
Reaktionsrdume - in der Zelle, in denen z.B. Stoffwechselreaktionen wie die Zellatmung
oder die Synthese und Reifung von mRNA und Proteinen stattfinden '®*. Als Cytosol wird
der 16sliche Teil des Cytoplasmas bezeichnet *'.

In dieser Arbeit sollten Metalloproteine im Cytosol verschiedener Gewebe untersucht
werden. Dafiir mullite das Cytosol extrahiert und die librigen Zellbestandteile abgetrennt
werden.

5.1 Extraktion des Cytosols aus Gewebeproben

Zur Cytosolextraktion miissen zuerst die Zellen aufgeschlossen werden. Dazu wird nach
der Zerkleinerung des Gewebes dieses in einem geeigneten Puffer homogenisiert, wobei
die Zellen mechanisch zerstort werden. Werden dabei auch Lysosomen aufgebrochen,
verschiebt sich der pH-Wert der Losung ins Saure. Dies fordert die Aktivitit der
freigesetzten Proteasen, deren pH-Optimum im Sauren liegt ' ' Deshalb muB das Zell-
Lysat ausreichend gepuffert sein. Der Puffer verhindert auch eine bei niedrigen
Tonenstirken mogliche Proteindestabilisierung ' .

Als Homogenisierungspuffer diente Tris-Puffer. Der pH-Wert wurde mit Salpetersdure auf
den physiologischen Wert von 7,4 eingestellt, da die Proteine unter moglichst nativen
Bedingungen extrahiert werden sollten, um Verdnderungen des natiirlichen Zustandes
einschlieBlich der Metallbeladung zu vermeiden. Salpetersdure wurde anstelle der sonst
tiblichen Salzsdure wegen der Anfélligkeit der ICP-MS-Detektion gegeniiber Interferenzen
durch Chlorid (siche Kapitel 4.3.1) * verwendet.

Um die Oxidation von Proteinen - besonders die MT sind oxidationsempfindlich - durch
im Puffer geldsten Sauerstoff zu minimieren, wurde der Puffer mit Argon entgast. Gegen
Oxidation und damit Aggregation und Denaturierung der Proteine wird dem Puffer oftmals
ein Reduktionsmittel zugegeben. Bei diesen Untersuchungen wurde jedoch darauf
verzichtet, da der Redoxzustand der Proteine ebenfalls nicht verdndert werden sollte (siche
Abschnitt 5.2 und Kapitel 10). Die Cytosolextraktion wurde ziigig und unter stdndiger
Eiskiihlung durchgefiihrt, um die Zersetzung der Proben durch Proteasen '°* zu minimieren
und eine Proteindenaturierung durch Uberhitzung wihrend des Homogenisierens ' zu
vermeiden.

Mittels Ultrazentrifugation werden die Zellmembranen und Zellorganellen bei hoher
Beschleunigung sedimentiert. Der Uberstand enthilt das im Puffer geloste Cytosol mit den
l16slichen Komponenten der Zelle (siche Abschnitt 5.4).

Praktische Durchfiihrung
Die Gewebeproben wurden mit einem Skalpell zerteilt. Die Gehirnproben wurden

sorgfiltig von der Hirnhaut und soweit wie moglich von Blutgefilen befreit, um
Kontaminationen durch im Blut befindliche Metalloproteine zu minimieren. Bei den

33



verschiedenen Organen war dies nicht immer durchfiihrbar. Das Spiilen der Organgewebe
mit einer physiologischen Kochsalzlosung brachte keine weitere Verbesserung, da
ebenfalls nur dullerlich anhaftendes Blut entfernt werden konnte. Auch lingeres Einlegen
in diese Losung konnte Blutreste aus dem Inneren der Gewebestiicke nicht herauslosen.
Zusatzlich bestand durch lingere Handhabung die Gefahr der Alterung der Proben und
damit Oxidation und Denaturierung der Proteine.

Die Verdiinnung durch den Homogenisierungspuffer sollte nicht zu gro3 sein, damit die
Konzentration der Metalle fiir die Detektion ausreichend hoch blieb. Bei zu hoher
Proteinkonzentration besteht andererseits die Gefahr des Ausfallens der Proteine '.
AuBerdem konnen die Losungen durch zu hohe Viskositit schlecht handhabbar sein. Zur
Homogenisierung wurde 1 Massenteil Gewebe mit 2 Volumenteilen Tris-Puffer versetzt.
Die Vor-Homogenisierung von tierischen Geweben, von denen grof3ere Mengen vorhanden
waren, erfolgte in einem Haushaltsmixer. Die humanen Gewebeproben, von denen nur
begrenzt Material zur Verfiigung stand, wurden mittels eines Ultra-Turrax - mit einer
rotierenden Schneide - vorzerkleinert. Dieses Vorgehen hatte sich besonders fiir zdhes
Gewebe wie Herzmuskel bewihrt °. Zur Homogenisierung diente anschlieBend ein Potter-
Elvehjem-Homogenisator - ein rotierender Teflonstempel in einem Glaszylinder. Spiter
wurden dieser Homogenisator nur fiir grole Gewebemengen verwendet und die humanen
Proben ausschlieBlich mit dem Ultra-Turrax homogenisiert (siche Abschnitt 5.2).

Die Ultrazentrifugation erfolgte bei 100000 g und 4°C fiir 80 min. Je nach vorhandener
Menge an Homogenat wurden Ultrazentrifugationsrohrchen mit einer Kapazitit von 38,5
oder 13,5 mL verwendet. Da die Rohrchen fiir einen Ultrazentrifugationsvorgang nahezu
vollstindig gefiillt sein miissen, war es notwendig, das nur in begrenzter Menge
vorhandene Homogenat gegebenenfalls mit Puffer aufzufiillen. Dadurch variierte bei
verschiedenen Proben die Konzentration der Proteine im Puffer durch die
unterschiedlichen Verdiinnungen. Fiir sehr kleine Mengen an Homogenat konnte die
Ultrazentrifuge Beckman Optima MAX mit einem MLA-130 Rotor eingesetzt werden. Die
entsprechenden Ultrazentrifugationsrdhrchen hatten eine Kapazitit von etwa 2 mL. Damit
war die kleinste verarbeitbare Menge an Gewebe flir eine noch geniigend empfindliche
Detektion der Metalloproteine im Cytosol mit der ICP-MS etwa 0,2 g.

Nach der Ultrazentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, wobei das oben
schwimmende Fett mdglichst nicht mit aufgenommen wurde. Das Cytosol wurde in 1 mL-
Portionen aliquotiert, mit Argon iiberschichtet und bis zur Verwendung bei -25°C
tiefgefroren. Vor der Messung wurde jeweils eine frische Probe aufgetaut, zur Entfettung
mit Frigen versetzt (siche Abschnitt 4.2.4) und in einer Tischzentrifuge bei 14000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die chromatographische Siule injiziert.

Da es sich bei den humanen Gewebeproben um potentiell infektidses Material handelte,
wurden entsprechende Personenschutzmafinahmen getroffen, die verwendeten Gefidfie und
Geréte nach Gebrauch desinfiziert sowie der Abfall gesondert als Bioabfall entsorgt.

5.2 Optimierung der Cytosolextraktion

Die zundchst als Probenvorzerkleinerung bei zdhem Gewebe durchgefiihrte Vor-
Homogenisierung mit dem Ultra-Turrax erwies sich als ausreichend effektiv, so da} ein
anschlieBender Homogenisierungsschritt mit dem Potter-Elvehjem-Homogenisator nicht
mehr notwendig war. Um zu iiberpriifen, da3 die erhaltenen Elementprofile sich bei den
beiden Homogenisierungsverfahren nicht unterschieden, wurden verschiedene Gewebe zur
Halfte nur mit dem Ultra-Turrax und zur anderen Hélfte mit Ultra-Turrax und Potter-
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Elvehjem-Homogenisator homogenisiert. Die genaue Vergleichbarkeit der erhaltenen
Homogenate wurde dadurch gewéhrleistet, da3 ein grofles Stiick Gewebe (6 g) verwendet,
mit Tris-Puffer (12 mL) versetzt und mit dem Ultra-Turrax homogenisiert wurde.
AnschlieBend wurde dieses Homogenat geteilt und ein Teil zusétzlich mit dem Potter-
Elvehjem-Homogenisator behandelt. Beide Homogenate wurden unter den gleichen
Bedingungen ultrazentrifugiert. Die erhaltenen Cytosole wurden hintereinander auf die
Superdex 75PG-Saule injiziert. Wie Abb. 5-1 am Beispiel von Kupfer und Zink zeigt,
erwiesen sich die verschiedenen Elementprofile als in nahezu allen Féllen identisch. Damit
wurde die Gleichwertigkeit der Homogenisierung mit dem Ultra-Turrax bestétigt.

Der Vorteil dieser Probenvorbereitung sind einfachere Handhabung und schnellere
Durchfiihrbarkeit, was zur Minimierung von proteolytischen Prozessen beitragt.
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Abb. 5-1:  Kupfer- und Zink-Profile der chromatographischen Trennung von humanem
Gehirncytosol (frontale Region, Kontrolle) nach der Homogenisierung mit
Ultra-Turrax und Potter-Elvehjem-Homogenisator bzw. ausschlieBlich mit
dem Ultra-Turrax

Dem Homogenisierungspuffer werden oft Thiole oder Komplexbildner zugesetzt, um
funktionelle SH-Gruppen vor Oxidation zu schiitzen '®*'®. Komplexbildner sollen
Metallatome abfangen, welche die Oxidation von Proteinen beschleunigen konnen '®. Dies
war mit der Zielsetzung der Untersuchung von Metalloproteinen nicht vereinbar, da eine
wesentliche Verdnderung der Metallbeladung zu befiirchten war. Thiole wie z.B.
Dithiothreitol (DTT) werden hédufig bei der Cytosolgewinnung zur Untersuchung der
oxidationsempfindlichen Metallothioneine verwendet. Die native Metallzusammensetzung
der MT kann dabei verandert werden '** 7,

In Abb. 5-2 ist der Vergleich der Kupfer- und Zink-Profile der Trennung auf der Superdex
75PG-Sdule von humanem Gehirncytosol gezeigt, welches in Tris-Puffer mit und ohne
DTT homogenisiert wurde. Zur genauen Vergleichbarkeit wurde zunédchst das
Gehirngewebe mit wenig Puffer versetzt und mit dem Ultra-Turrax homogenisiert. Dieses
Rohhomogenat wurde anschlieBend in zwei Hélften geteilt und jeweils mit Tris-Puffer
aufgefiillt, so dal} das iibliche Verdiinnungsverhiltnis von 1+2 erreicht war. Dabei enthielt
der Tris-Puffer der einen Hélfte einen Zusatz von DTT in einer Endkonzentration von
5 mmol-L". Beide Hilften wurden weiter mit dem Ultra-Turrax homogenisiert, um die
endgiiltigen Homogenate fiir die Ultrazentrifugation zu erhalten, welche in beiden Féllen
identisch durchgefiihrt wurde. Ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden
Homogenaten ist besonders bei den Metallothionein-Peaks (sieche Kapitel 6.1) zu sehen.
Mit DTT-Zusatz sind die Kupfer- und Zink-Signale erhoht. Im Zink-Profil ist auBBerdem
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ein Signal bei einer Retentionszeit von etwa 59 min zu sehen, das dem DTT zugeordnet
werden kann. DTT bindet ebenfalls Zink.
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Abb. 5-2:  Kupfer- und Zink-Profile der chromatographischen Trennung von humanem
Gehirncytosol (frontale Region, Morbus Alzheimer), extrahiert mit und ohne
DTT im Homogenisierungspuffer

Da die Metalloproteine wahrend der Untersuchung nicht verdndert werden sollten, wurde
vom Zusatz von DTT zum Homogenisierungspuffer Abstand genommen. Es zeigte sich
auch, dal3 ein Zusatz von DTT zum Cytosol nach der Extraktion den gleichen Effekt
erzielte. Vergleiche zwischen den Metallbindungszustinden der Proteine mit und ohne
DTT konnten demnach durchgefiihrt werden, ohne die Probe von vornherein endgiiltig zu
verdndern. Auf diese Untersuchungen wird in Kapitel 10 und 12.4.5 ndher eingegangen.

5.3 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der Cytosolextraktion aus dem Gewebe sowie der
chromatographischen Trennung bzw. Detektion der Elemente wurde {iberpriift. Die
chromatographische Trennung an sich, gemessen an den Retentionszeiten der einzelnen
Komponenten, variiert leicht mit der individuellen verwendeten Sdule und dem
Versuchsaufbau, d.h. der Lange der verwendeten Leitungen. Abb. 5-1 zeigte bereits am
Beispiel von Kupfer- und Zink-Profilen die Reproduzierbarkeit der Trennung und
Detektion auf der gleichen Superdex 75PG-Saule.

In Abb. 5-3 sind die Elementprofile der SEC-Trennung von Gehirncytosolen, die aus
verschiedenen Schweinegehirnen gewonnen wurden, dargestellt. Dabei sind Nummer 1
und 2 am selben Tag auf der selben Sdule getrennt worden, Cytosol Nummer 3 jedoch
spater auf einer anderen Superdex 75PG-Saule. Hier machen sich zum einen die durch die
verschiedenen Sdulen bedingten etwas verschobenen Retentionszeiten bemerkbar. Zum
anderen wurde die zweite Sédule vor der Injektion der hier betrachteten Probe schon fiir
zahlreiche Trennungen von Cytosolen verwendet. Eine Alterung des Sédulenmaterials,
vermutlich durch Verstopfung der Poren, zeigt sich in einer verminderten Auflésung. Auch
dadurch kann die Verschiebung der Retentionszeiten im mittleren Massenbereich bedingt
sein. Dieser Effekt ist besonders im Zink-Profil zu erkennen.

Die Schwefel- und Phosphor-Profile mit Peaks im vorderen und hinteren Molmassen-
bereich stimmen bei den verschiedenen extrahierten Cytosolen sehr gut iiberein. Bei den
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Eisen-Profilen sind Unterschiede in den Signalhdhen vor allem beim Hédmoglobin-Peak
(siche Kapitel 6.2.3) zu sehen. Dies ist durch den bei den verschiedenen Geweben
unterschiedlichen Anteil von Blutresten bedingt, welcher nicht reproduzierbar ist.
Unterschiede in den Signalhdhen der Kupfer- und Zink-Profile sind auf Konzentrations-
unterschiede der Proteine in den unterschiedlichen Cytosolen zuriickzufiihren. Die

Signalmuster sind jedoch in allen Fillen vergleichbar.
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Abb. 5-3:

Elementprofile der chromatographischen Trennung von Gehirncytosolen vom

Schwein, extrahiert aus unterschiedlichen Gewebeproben
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Die Probenalterung wurde durch sofortiges Einfrieren nach der Herstellung bei -25°C,
Auftauen erst kurz vor der Messung und Kiihlung der Proben wihrend der MeBserien im
Autosampler so gering wie moglich gehalten. Auch wurden einmal aufgetaute Proben nicht
wiederverwendet. Proben, deren Elementprofile miteinander verglichen werden sollten,
wurden am selben Tag direkt hintereinander gemessen.

5.4 Einfluf der Zentrifugationsbeschleunigung auf den gewonnenen
Uberstand

Die von einer Plasmamembran umgebenen eukaryotischen Zellen enthalten neben dem
Zellkern eine Vielzahl von Organellen, welche wiederum durch intrazellulire Membranen

abgetrennt sind und verschiedene Funktionen wahrnehmen '**:

der Zellkern enthalt die genetische Information

die Mitochondrien liefern durch oxidativen Abbau von Néhrstoffen Energie

das (rauhe) Endoplasmatische Retikulum - welches mit der duleren Membran des
Zellkerns verbunden ist - mit den Ribosomen und der Golgi-Apparat sind an der
Proteinsynthese bzw. Proteinreifung beteiligt

Lysosomen dienen zum Abbau beispielsweise von Makromolekiilen und gealterten
Zellorganellen

Peroxisomen spielen eine wichtige Rolle bei Oxidationsprozessen im Organismus, z.B.
beim Abbau von langkettigen Fettsiuren *'.

Auch im Cytosol laufen eine Vielzahl von Stoffwechselreaktionen ab.

Wegen ihrer spezifischen Rollen in der Zellfunktion unterscheiden sich die verschiedenen
Organellen auch in der Zusammensetzung ihrer Enzyme. Deshalb konnen charakteristische
Enzymaktivititen zur Bestimmung des Vorhandenseins einzelner Organellen im Sediment
oder Uberstand der Zentrifugation von Gewebehomogenaten herangezogen werden '
Durch ihre verschiedene Gestalt und Dichte werden die Zellorganellen bei der

Zentrifugation bei unterschiedlichen Beschleunigungen sedimentiert ',

Das nach der in Abschnitt 5.1 beschriebenen Extraktionsprozedur erhaltene Cytosol der zu
untersuchenden Gewebe sollte ndher charakterisiert werden. Bei der verwendeten
Beschleunigung der Ultrazentrifuge von 100000 g wurde nur das Cytosol mit 16slichen
Substanzen im Uberstand erwartet. Durch Zentrifugation von Gewebehomogenaten bei
verschiedenen Beschleunigungen sollte gekléart werden:

ob sich nach Zentrifugation bei 100000 g noch Zellorganellen im Uberstand befanden
ob sich durch hohere Beschleunigungen die Zusammensetzung des Uberstandes
dnderte

ob eine Zentrifugation bei niedrigeren, mit einer Tischzentrifuge erreichbaren
Beschleunigungen ausreichend war.

Fiir diese Untersuchung wurden Gewebehomogenate vom Schwein bei Beschleunigungen
von 100000 g und 150000 g in einer Ultrazentrifuge und von 14000 g und 20000 g in einer
Zentrifuge bei 4°C fiir jeweils 80 min zentrifugiert. Ein weiterer Teil der Homogenate
wurde bei 250000 g fiir 5 Stunden ultrazentrifugiert, um extreme Bedingungen zu testen.
Die erhaltenen Uberstinde sollten mit dem Homogenat bzw. zur besseren Handhabbarkeit
mit dem Uberstand von bei 600 g und 4°C zentrifugiertem Homogenat verglichen werden.
Vier verschiedene Gewebe wurden gewidhlt, um mogliche gewebebedingte Unterschiede
feststellen zu konnen: Gehirn, Leber, Niere und Herzmuskel.
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5.4.1 Bestimmung von Leitenzymen

Leitmolekiile der einzelnen Zellorganellen sind in Tab. 5-1 aufgefiihrt Bei folgenden

Zentrifugalbeschleunigungen ist die Abtrennung folgender Zellorganellen zu erwarten '*:

600 g : Zellkerne, Cytoskelett
15000 g : Mitochondrien, Lysosomen, Peroxisomen
100000 g : Plasmamembran, Endoplasmatisches Retikulum (Fragmente), Mikrosomen
300000 g : Ribosomen, Viren, Makromolekiile .
Es handelt sich dabei um Richtwerte, da auch innerhalb der Organellen verschiedene
Dichteverteilungen vorkommen und sie somit bei unterschiedlichen Beschleunigungen

sedimentieren kénnen '°°.

Tab. 5-1:  Leitmolekiile der verschiedenen Zellorganellen

Zellorganelle Leitmolekiile

Cytosol Lactat Dehydrogenase '

Lysosomen N-Acetyl-B-D-glucoseaminidase ' Saure Phosphatase '’
Peroxisomen Katalase ' '% Ureat Oxidase '
Mitochondrien Succinat Dehydrogenase ' '% Cytochrom C Oxidase '
Plasmamembran 5’-Nucleotidase ' y-Glutamyltransferase '
Endoplasmatisches

Retikulum,Mikrosomen NADPH Cytochrom C Reduktase'” Glucose-6-Phosphatase '
Golgi-Apparat o-Mannosidase 1T ' Galactosyltransferase '
Ribosomen rRNA %1%

Zellkern DNA %1%

In den nach unterschiedlichen Beschleunigungen gewonnenen Uberstinden der
verschiedenen Gewebe wurden exemplarisch die Enzymaktivititen der Sauren Phosphatase
(Lysosomen), der y-Glutamyltransferase (Plasmamembran), der Katalase (Peroxisomen)
und der Lactat Dehydrogenase (Cytosol) gemessen. AuBerdem wurde jeweils der
Proteingehalt bestimmt. Die photometrischen Messungen wurden nach den Vorschriften
der verwendeten Enzymtests der Firma Sigma durchgefiihrt. Katalase wurde entsprechend
dem Verfahren von H. Aebi '* gemessen.

In Abb. 5-4 sind die erhaltenen Enzymaktivititen bzw. Proteingehalte bezogen auf den
Wert im 600 g-Uberstand dargestellt. Das reine Homogenat hatte sich fiir die Messung der
Enzymaktivitdten wegen schlechter Handhabbarkeit als ungeeignet erwiesen.

Wie erwartet nahm der Proteingehalt in den Uberstinden mit hdheren Beschleunigungen
ab, wobei die stirkste Abnahme bei der Beschleunigung von 250000 g erfolgte, bei der
auch Makromolekiile abgetrennt werden 192 (siche Abb. 5-4 a).

Die Lysosomen sollten schon bei 14000 g abgetrennt sein. In Abb. 5-4 b sind jedoch bei
den Uberstinden von 14000 g bis 150000 g die Aktivititen des Leitenzyms Saure
Phosphatase (Enzyme Commission number system EC 3.1.3.2) vergleichbar und
gegeniiber dem Uberstand bei 600 g nicht wesentlich erniedrigt. Beim Gehirn ist noch der
grofite Unterschied erkennbar. Dies kann zum einen an Minderbefunden durch
Ungenauigkeit der Messung im 600 g-Uberstand liegen. Dieser wies noch
Inhomogenitidten und feste Strukturen auf und lieB sich in den kleinen bendétigten
Volumina nur ungenau pipettieren. Zudem ist die Bestimmung von Enzymaktivititen in
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Homogenaten durch die Anwesenheit von zahlreichen Enzymen wie den Hydrolasen
allgemein problematisch '°.

Es ist anzunehmen, dal ein Teil der empfindlichen Lysosomen bei der Gewebe-
aufarbeitung geplatzt ist "% ynd die enthaltenen Enzyme in die Zellfliissigkeit abgegeben
wurden. Diese Enzyme wurden dann nicht sedimentiert und sind deshalb in allen
Uberstéinden in gleicher Konzentration nachweisbar. Zumindest ein Teil der Lysosomen
wurde aber durch Zentrifugation wie erwartet ab einer Beschleunigung von 14000 g
abgetrennt. Die besonders niedrigen Aktivititen in den Uberstinden von 250000 g zeigen,
daB bei dieser Beschleunigung der Ultrazentrifuge auch schon Proteine sedimentieren.
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Abb. 5-4: Leitenzyme fiir verschiedene Zellorganellen in den Uberstinden der
Zentrifugation von Homogenaten aus Gehirn, Leber, Niere und Herzmuskel
vom Schwein bei unterschiedlichen Beschleunigungen, a) Proteingehalt,
b) Saure Phosphatase (Lysosomen), ¢) 7y-Glutamyltransferase (Plasma-
membran), d) Lactat Dehydrogenase (Cytosol), e) Katalase (Peroxisomen)

Die y-Glutamyltransferase (EC 2.3.2.2) ist ein Leitenzym der Plasmamembran. Abb. 5-4 ¢
zeigt die gemessenen Aktivititen in den verschiedenen Uberstinden. Wie erwartet erfolgt
die groBte Abnahme der Aktivitdt in den Uberstinden ab einer Beschleunigung von
100000 g, bei der die Plasmamembranen sedimentieren. Die relative Abnahme der
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Enzymaktivitit macht sich besonders deutlich bei Leber und Niere bemerkbar. Allerdings
wird eine niedrigere Aktivitit auch schon in den Uberstinden der Beschleunigungen von
14000 g und 20000g gemessen. Wahrscheinlich sedimentieren bei  diesen
Zentrifugalbeschleunigungen ganze Plasmamembranen, bei hoheren Beschleunigungen
dagegen kleinere Bruchstiicke. Beim Gehirn und Herzmuskel féllt auf, dal ein relativ
groBBer Anteil der Enzymaktivitit auch bei Beschleunigungen von 100000 g und héher
erhalten bleibt. Dies kann auf eine andere Beschaffenheit der Membranen hinweisen, bei
denen sich kleinere Bruchstiicke bilden, welche schwerer sedimentieren.

Es ist bekannt, daB die Sedimentationseigenschaften von Plasmamembranen sehr
unterschiedlich sind. Die Gréfe der Fragmente in unterschiedlichen Geweben aber auch
innerhalb eines Homogenates weist eine breite Variation auf. Diese sedimentieren deshalb
bei verschiedenen Beschleunigungen - zusammen mit den Zellkernen, mit den
Mikrosomen oder irgendwo dazwischen '°°.

SchlieBlich wurde die Aktivitdt des Leitenzyms des Cytosols, der Lactat Dehydrogenase
(EC 1.1.1.27, ca. 145000 grmol™), gemessen. Abb. 5-4 d zeigt, daB die Aktivitit in den
Uberstinden der Zentrifugationen bei 600g bis 150000 g - im Rahmen der
MeBgenauigkeit - wie erwartet vergleichbar ist. Nur bei 250000 g wird wieder eine
deutliche Abnahme der Aktivitét verzeichnet, da bei dieser Beschleunigung auch die Lactat
Dehydrogenase sedimentiert.

Die Katalase (EC 1.11.1.6) ist ein wichtiges Antioxidans im Organismus. Sie zersetzt das
bei aeroben Stoffwechselprozessen, vor allem unter Beteiligung von Oxidasen in den
Peroxisomen, gebildete Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff°'. Die Katalase
befindet sich in den Geweben deshalb in den Peroxisomen, fiir die sie als Leitenzym
verwendet wird. Sie hat eine Molmasse von 240000 g-mol™ und ist ein Him-Protein mit 4
Ferriprotoporphyrin-Gruppen. Sie kommt in den Geweben in den hochsten
Konzentrationen in Leber und Niere vor. Erythrozyten enthalten Katalase in sehr hoher
Konzentration. Hier liegt sie in freier Form vor und schiitzt - zusammen mit der Glutathion
Peroxidase - das Himoglobin vor Oxidation '%.

Bei der Zentrifugation der Gewebehomogenate wurde eine Abtrennung der Katalase mit
den Peroxisomen ab einer Beschleunigung von 14000 g erwartet. Die gemessene Aktivitét
war hier jedoch in den verschiedenen Uberstinden gleich hoch - mit Ausnahme des
250000 g-Uberstandes, der wieder eine sehr niedrige Aktivitit aufwies (siche Abb. 5-4 e).
Nur beim Gehirn war ein deutlicherer Unterschied im Vergleich zum 600 g-Uberstand zu
erkennen. Diese Effekte konnen moglicherweise - wie bei der Sauren Phosphatase - auf
Minderbefunde im 600 g-Uberstand zuriickgehen. Sie konnten auch durch aus geplatzten
Peroxisomen in die Zellfliissigkeit freigesetzte Katalase verursacht werden, obwohl
Peroxisomen stabiler als Lysosomen sind, zumindest gegeniiber Einfrieren und
Auftauen '%°. Die Katalase ist andererseits stark konzentriert und frei in den Erythrozyten
zu finden. In den untersuchten Geweben befanden sich immer Blutreste. Deshalb besteht
die Moglichkeit, dal die vorhandene oder nicht vorhandene Aktivitit der Gewebe-Katalase
durch hohere Konzentrationen der Erythrozyten-Katalase verdeckt wird. Dafiir spricht, dal3
sich am Gehirngewebe weniger Blutreste befanden als an den anderen Geweben. In den
Uberstinden der Zentrifugationen des Gehirngewebes sollte demnach die Gewebe-
Katalase in geringerem Malle durch Erythrozyten-Katalase verdeckt werden. Dies
entspricht dem Ergebnis der Messungen, bei denen eine deutlichere Abnahme der
Katalase-Aktivitit ab 14000 g bei den Gehirn-Uberstiinden zu verzeichnen war, was auf
eine Abtrennung der katalasehaltigen Peroxisomen hinweist.
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Da sich in jedem Fall Katalase - aus Gewebe oder Erythrozyten - im 100000 g-Cytosol
befinde, wurde in den Fraktionen der chromatographischen Trennung auf der Superdex
75PG-Sdule ebenfalls die Katalase-Aktivitit gemessen (siche auch Kapitel 6.2). Ein
Katalase-Aktivitditsmaximum sollte dann mit einem Eisen-Peak im Elementprofil
iibereinstimmen. Dies war jedoch nicht der Fall. Das gemessene Aktivitditsmaximum bei
einer Retentionszeit von etwa 23 min entsprach keinem definierten Eisen-Signal (Abb.
5-5). Dafiir stimmte dieses Maximum genau mit einem Selen-Peak iiberein, und zwar mit
dem Peak, der als Glutathion Peroxidase identifiziert wurde (siehe Kapitel 6.2.6).
Glutathion Peroxidase reduziert Peroxide und setzt somit das fiir den Katalase-Nachweis
verwendete Wasserstoffperoxid um. Die Katalase-Aktivitidt scheint demnach durch die
Glutathion Peroxidase-Aktivitit liberdeckt zu werden, welche Ioslich im Cytosol
vorkommt. Im gemessenen Enzymaktivititsprofil in Abb. 5-5 tritt auch eine Schulter bei
einer Retentionszeit von etwa 24 min auf. Dies entspricht der Retentionszeit eines
Einzellaufes von Katalase (siche Abb. 6-14). Der im Eisen-Profil zu erwartende Katalase-
Peak wird jedoch anscheinend vom stark eisenhaltigen Ferritin-Signal iiberlagert.
Insgesamt kann angenommen werden, daB3 die Katalase enthaltenden Peroxisomen -
zumindest teilweise - bei der Zentrifugation ab 14000 g abgetrennt wurden. Durch
Uberlagerung der Messungen mit aus Erythrozyten stammender Katalase und der
Glutathion Peroxidase konnen jedoch keine genauen Aussagen getroffen werden. In den
Eisen-Profilen ist kein getrennter Katalase-Peak sichtbar.
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Abb. 5-5: Bestimmung der Katalyse-Aktivitdt in Fraktionen der chromatographischen
Trennung von Lebercytsosol (Schwein) auf der Superdex 75PG-Sdule und
Vergleich mit den Eisen- und Selen-Profilen

In Tab. 5-2 sind die gemessenen Enzymaktivititen in den Uberstinden der Zentrifugation
bei 600 g aufgefiihrt. An der Beschaffenheit der Uberstiinde war zu erkennen, daf sich bei
Leber und Niere mehr suspendierte Feststoffe im Uberstand befanden.

Leber und Niere enthalten besonders viele Lysosomen ", wie auch die gemessene
Aktivitdt der Sauren Phosphatase zeigte. Fiir die Plasmamembranen wurde anhand der
v-Glutamyltransferase fiir die Niere ein besonders hoher Wert festgestellt, was den
Literaturangaben entspricht '''. Auch der Leber-Uberstand wies eine deutlich héhere
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Aktivitét als Gehirn und Herzmuskel auf. Der Cytosolmarker Lactat Dehydrogenase zeigte
nur im Uberstand des Herzmuskelgewebes eine hohere Aktivitit als bei den anderen
Organen. Die gemessene Katalase-Aktivitdt, bzw. die diese iliberdeckende Glutathion
Peroxidase-Aktivitédt, war in der Leber besonders ausgeprigt, gefolgt von der Niere. Die
niedrigste Aktivitdt wurde im Gehirn nachgewiesen.

Insgesamt zeigen sich demnach deutliche Unterschiede in den Enzymaktivititen
unterschiedlicher Organe. Hohere Aktivitdten finden sich vor allem in Leber und Niere.

Tab.5-2: Gemessene Leitenzymaktivititen und Proteingehalt in den Uberstinden der
Zentrifugation von verschiedenen Gewebehomogenaten (Schwein) bei 600 g

Gehirn Leber Niere Herzmuskel
Proteingehalt [gL™] 18 68 43 21
Saure Phosphatase * [U-L] 80 780 560 180
y-Glutamyltransferase ° [U-L] 120 2000 18000 70
Lactat Dehydrogenase ¢ [U-mL™] 30 28 52 210
Katalase ¢ [UmL"] 220 106000 17000 1030

Leitenzyme fiir: * Lysosomen, ® Plasmamembranen, © Cytosol, ¢ Peroxisomen;
¢ Werte iiberlagert von der Glutathion Peroxidase

Durch die Bestimmung der Leitenzyme konnten die Uberstinde, welche durch
Zentrifugation der Gewebehomogenate bei unterschiedlichen Beschleunigungen gewonnen
wurden, beziiglich der enthaltenen Zellorganellen charakterisiert werden. Der nichste
Schritt war die Ermittlung der in den verschiedenen Uberstinden enthaltenen
Metalloproteine mittels SEC-ICP-MS-Messungen.

5.4.2 Chromatographische Trennung der verschiedenen Uberstiinde

Die aus den verschiedenen Gewebehomogenaten durch Zentrifugation bei
unterschiedlichen Beschleunigungen erhaltenen Uberstinde wurden zur chromato-
graphischen Trennung auf die Superdex 75PG-Sdule aufgegeben. Die dabei erhaltenen
Elementprofile sollten verglichen werden, um mdogliche Unterschiede in Art und Gehalt
der in den Uberstiinden vorhandenen Metalloproteine festzustellen.

In Abb. 5-6 sind die Profile von Schwefel, Kupfer, Zink und Eisen fiir Gehirnproben bzw.
die Uberstinde des Herzmuskelgewebes verglichen. Die reinen Homogenate sowie die
Uberstinde der 600 g-Zentrifugation konnten wegen des hohen Feststoffanteils nicht auf
die Sdule injiziert werden. Die 14000 g- und 20000 g-Uberstinde muBten vor der
chromatographischen Trennung filtriert werden (0,45 oder 0,2 um Spritzenfilter, Chromafil
Typ A-20/25, Machery & Nagel, Diiren, Deutschland), um die Sdule bzw. den Vorsédulen-
filter nicht zu verstopfen. Eine dadurch bedingte mogliche Verdnderung der Proben konnte
nicht verhindert werden. Es war technisch nicht moglich, die noch suspendierten
Organellen/Bruchstiicke mittels SEC-ICP-MS auf gebundene Elemente zu untersuchen.

Besonders deutlich war in allen Elementprofilen die Abnahme der Signale von
hohermolekularen Peaks im Uberstand der Ultrazentrifugation bei 250000 g zu erkennen.
Wie schon bei der Messung des Proteingehaltes und der Leitenzymaktivititen festgestellt,
wurden bei dieser Beschleunigung einzelne Makromolekiile sedimentiert. Dabei handelt es
sich um hdhermolekulare Proteine ab einer Molmasse von ungefihr 30000 g'mol”, wie
eine Abschitzung iiber die Retentionszeiten in den Elementprofilen ergab.
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Abb. 5-6:  Elementprofile der chromatographischen Trennung der Uberstinde der
Zentrifugation von Homogenaten aus Gehirn und Herzmuskel vom Schwein
bei unterschiedlichen Beschleunigungen

Des weiteren war eine Abnahme von Signalen abgestuft nach den eingesetzten
Beschleunigungen zu beobachten. In Abb. 5-6 wird dies am Eisen-Profil deutlich: Der
Ausschluflpeak bei einer Retentionszeit von etwa 22 min, der Ferritin enthélt (siche Kapitel
6.2.2), ist bei den 14000 g und 20000 g-Uberstinden am hochsten. Bei 100000 g und
150000 g ist das Signal deutlich niedriger. Bei diesen Beschleunigungen wurden einige
Zellorganellen mit anhaftenden Proteinen und Metallen abgetrennt. Beim 250000 g-
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Uberstand wurden schlieBlich die im AusschluBpeak befindlichen, eisenhaltigen
hochmolekularen Proteine fast vollstdndig sedimentiert.

Die Signale im Eisen-Profil bei etwa RT=25,5 min und RT=28,5 min, die Transferrin und
Hamoglobin entsprechen (sieche Kapitel 6.2.5 und 6.2.3), sind nur bei einer
Zentrifugalbeschleunigung von 250000 g erniedrigt. Dabei handelt es sich demnach um
nicht an Organellen gebundene einzelne Proteine, die nur bei sehr hohen
Beschleunigungen sedimentieren. Das Eisen-Signal bei RT=36 min - Myoglobin (siche
Kapitel 6.2.4) - ist in allen Uberstinden gleich hoch. Selbst eine Beschleunigung von
250000 g reichte nicht aus, um dieses Protein mit einer Molmasse von 17000 g'mol
abzutrennen.

Die Kupfer- und Zink-Signale der Metallothioneine - MT-3 bei RT=32 min und MT-1/-2
bei RT=39 min (siche Kapitel 6.1.3) - waren bei allen untersuchten Uberstinden nahezu
unbeeinfluft.

Die Elementprofile der Uberstinde der Zentrifugationen bei 100000 g und 150000 g sowie
bei 14000 g und 20000 g waren jeweils gleich.

Fiir die Untersuchung des Cytosols ist demnach eine Ultrazentrifugation bei 100000 g
ausreichend. Die Zentrifugation bei 250000 g wurde getestet, um zu sehen, ob erst bei
dieser Beschleunigung alle vorhandenen Organellen abgetrennt werden. Sie erwies sich
jedoch fiir die Untersuchung von Metalloproteinen als ungeeignet, da in diesem Fall auch
hohermolekulare Proteine sedimentierten.

Die Uberstiinde bei Beschleunigungen von 14000 g und 20000 g, die auch schon mit einer
einfachen Tischzentrifuge erreicht werden konnen, waren ebenfalls nicht geeignet. Durch
den noch vorhandenen suspendierten Feststoffanteil war eine chromatographische
Trennung nicht moglich. Um die Trennsdule nicht zu verstopfen, mufite die Losung erst
filtriert werden, was besonders bei den hohen Feststoffanteilen von Leber und Niere nicht
unproblematisch war.

Insgesamt hat sich demnach fiir die Untersuchung von Metalloproteinen mittels HPLC-
ICP-MS das nach einer Ultrazentrifugation von Gewebehomogenaten bei einer
Beschleunigung von 100000 g erhaltene Cytosol als geeignet erwiesen. Es konnte durch
die Messung von Leitenzymen charakterisiert werden. Der Cytosolmarker war in den
unterschiedlichen untersuchten Geweben in vergleichbarer Konzentration vorhanden, nur
beim Herzmuskel war die Konzentration geringfiigig hoher. Plasmamembranen wurden bei
100000 g abgetrennt. Auch die Lysosomen sollten abgetrennt sein. Das im Cytosol
nachgewiesene Leitenzym Saure Phosphatase wies jedoch auf bei der Cytosolextraktion
zerstorte Lysosomen hin. Die freigesetzten Hydrolasen konnen die Haltbarkeit der Proben
beeintrichtigen. Sie sind besonders bei niedrigen pH-Werten aktiv. Dem wurde durch
Pufferung des Cytosols entgegengewirkt. Auch wurden die Proben sofort nach der
Cytosolextraktion bei -25°C eingefroren. Uber das Vorhandensein von Peroxisomen bzw.
von Peroxisomen-Enzymen im Cytosol konnte wegen der Stérung des Katalase-
Nachweises durch Glutathion Peroxidase und Erythrozyten-Katalase keine genau Aussage
getroffen werden. In den Eisen-Profilen konnte die Katalase auf jeden Fall nicht
ausgemacht werden, sie wurde deshalb bei den durchgefiihrten Untersuchungen von
Metalloproteinen mittels ICP-MS-Detektion nicht weiter betrachtet.

Die verwendete Methode der chromatographischen Trennung mit on-line-
Elementdetektion schriankt die Untersuchung von Metalloproteinen auf im Cytosol 16sliche
Proteine ein und zeigt nur einen Ausschnitt der in einer Zelle vorhandenen Proteine. Die
Vergleichbarkeit der Elementprofile verschiedener Proben ist jedoch durch die
Durchfiihrung einer einheitlichen Probenaufarbeitung sichergestellt.
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6 Identifizierung von Signalen in den Elementprofilen

Fiir einen Vergleich der Elementverteilungen zwischen unterschiedlichen Proteinen in
Gewebecytosolen und um Riickschliisse auf physiologische Prozesse zu ermdglichen,
muBten zunichst die Signale in den Elementprofilen der chromatographischen Trennung
identifiziert und einzelnen metallbindenden Proteinen zugeordnet werden. Dafiir wurden
folgende Herangehensweisen verwendet:

Betrachtung der gebundenen Metalle

Ausnutzung charakteristischer Eigenschaften:
Hitzestabilitdt und Metallbindungskapazitdt der MT
Vergleich mit Referenzproteinen

Bestimmung der Molmasse

Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung
Enzymaktivitit

Antikorper-Antigen-Reaktion.

Der erste Schritt war die Betrachtung der einzelnen Elementprofile und die Recherche von
in den Organen in Frage kommenden Metalloproteinen. Besondere Eigenschaften der
Proteine wie z.B. die Hitzestabilitdt der Metallothioneine wurden fiir eine Identifizierung
herangezogen. Kommerziell erhéltliche, einzelne Metalloproteine wurden im folgenden
unter den gleichen Bedingungen wie die Cytosolproben auf der verwendeten Superdex
75PG-Séule getrennt. Die Retentionszeiten der Einzelldaufe wurden mit den Signalen in den
Elementprofilen der Cytosole verglichen, um einen Hinweis auf die Identitit der Peaks zu
bekommen. Wegen der verschiedenen Matrices oder der Verwendung von Einzelproteinen,
die von unterschiedlichen Spezies stammten, muflten mogliche Abweichungen der
Retentionszeiten in Betracht gezogen werden. Die Bestimmung der Molmasse der Proteine
durch massenspektrometrische Verfahren oder die Analyse der Aminosdurezusammen-
setzung in aufgefangenen Fraktionen der chromatographischen Trennung der
Cytosolproben waren weitere wichtige Hinweise zur Identitit. Fiir eine sichere
Identifizierung sollten die Metalloproteine in den Fraktionen der chromatographischen
Trennungen mit spezifischen Methoden bestimmt werden. Dafiir eignete sich im Fall von
Enzymen die Bestimmung der Enzymaktivitit und allgemein der Nachweis mit
immunochemischen Methoden - iiber ELISA, Western Blot oder turbidimetrisch -, welche
die hochst spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion nutzen.

6.1 Metallothioneine

MT existieren in verschiedenen Isoformen - MT-1, MT-2, MT-3 und MT-4 - und
Subisoformen. MT-3 wurde speziell aus dem Gehirn isoliert. Charakteristische
Eigenschaften der Metallothioneine (siche Kapitel 2.1.2) konnen zur Identifizierung der
MT-Peaks in den Elementprofilen der chromatographischen Trennungen herangezogen
werden: Metallothioneine binden die Metallionen von Zink, Kupfer, Cadmium, Blei, Silber
und Quecksilber, wobei die verschiedenen Metalle unterschiedlich stark gebunden werden
und z.B. Zink leicht durch Cadmium verdrangt wird. MT sind hitzestabil. Sie haben jedoch

46



keine bekannte enzymatische Funktion, so dafl sie nicht iiber eine Enzymaktivitét
nachgewiesen werden kénnen ***'.

Im folgenden werden die einzelnen Schritte zur Identifizierung der MT-Signale in den
Elementprofilen beschrieben. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf MT-3.

6.1.1 Bindung von Metallen am Metallothionein

Der erste Schritt zur Identifizierung von MT-Signalen in den Elementprofilen der
chromatographischen Trennungen von Cytosolproben war die Suche nach koeluierenden
Peaks der Metalle Zink, Kupfer, Cadmium, Blei, Silber und Quecksilber. Quecksilber lag
bei der Elementdetektion mittels ICP-MS nahe der Nachweisgrenze, so da3 nur bei einigen
Proben erkennbare Signale ausgemacht werden konnten.

Abb. 6-1 zeigt die Elementprofile von humanem Gehirncytosol. Es treten zwei Peaks auf,
welche die Elemente Zink, Kupfer, Cadmium, Blei und Silber enthalten: bei 32 min und

38 min. Dies kann als erster Hinweis auf die Identitdt dieser Peaks als MT gewertet
112
werden .
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Abb. 6-1 : Koelution von Signalen in den Kupfer-, Zink-, Cadmium-, Blei- und Silber-
Profilen der chromatographischen Trennung von humanem Gehirncytosol

(Kleinhirn, Kontrolle, Zusatz von DTT); linke Ordinate: Kupfer, Zink, rechte
Ordinate: Cadmium, Blei, Silber

6.1.2 Hitzestabilitit und Cadmiumbeladung

Cytosolproben vom Gehirn wurden einer Hitzedenaturierung im Wasserbad bei 95 °C fiir
5 min unterzogen. AnschlieBend wurden die Proben bei 14000 g zentrifugiert, um
ausgefallene Proteine abzutrennen. Der Uberstand wurde unter den gleichen Bedingungen
wie zuvor ohne Hitzedenaturierung auf der Superdex 75PG-Sdule chromatographisch
aufgetrennt. Da Metallothioneine hitzestabil sind, sollten die vermuteten MT-Peaks an
gleicher Stelle in den Elementprofilen zu finden sein.
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Abb. 6-2 zeigt den Vergleich der Kupfer- (a), Zink- (b) und Cadmium-Profile (¢) von
humanem Gehirncytosol mit und ohne Hitzedenaturierung. Die vermuteten MT-Peaks
befinden sich hier bei Retentionszeiten von ca. 36 min und 41,5 min. Abweichungen der
Retentionszeiten bei den dargestellten Trennungen - z.B. im Vergleich zu Abb. 6-1 - sind
durch die Verwendung unterschiedlicher Superdex 75PG-Sdulen sowie kleiner
Verdnderungen beim Versuchsautbau bedingt.

Die fraglichen MT-Peaks erwiesen sich tatsidchlich als hitzestabil, ein weiterer Hinweis auf

ihre Identitit ''2.
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Abb. 6-2 : Hitzestabilitdit und Cadmiumbeladung von Metallothioneinen in humanem
Gehirncytosol (Kleinhirn, Kontrolle), a) Kupfer-, b) Zink-, ¢) Cadmium-
Profile der chromatographischen Trennung (gegléttet)

Hoher molekulare Komponenten hingegen nahmen bei der Hitzedenaturierung ab (siche
Abb. 6-2 a und b). Das bei der Denaturierung dieser Komponenten - z.B. der Superoxid
Dismutase bei RT=32,5 min (siche Kapitel 6.2.1), die nur bis etwa 75 °C hitzestabil ist'* -
freigesetzte Kupfer wird von den MT offensichtlich unter Verdrangung von gebundenem
Zink aufgenommen. Dies bedingt die Abnahme der Zink-MT-Signale nach der
Hitzedenaturierung (Abb. 6-2 b) 1046 Das dort freigesetzte Zink scheint in dem Peak
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einer niedermolekularen, unspezifisch metallbindenden Verbindung bei RT=51 min zu
eluieren.

Zur weiteren Identifizierung wurde ein Schwermetallsittigungsverfahren durchgefiihrt 66,
Die hitzedenaturierten Proben wurden mit einer 1 gL' CdClL-Lésung (Merck) 5-10 min
inkubiert (800 uL Cytosol + 15 pL Cd-Losung). Das Cadmium sollte gebundenes Zink aus
den MT verdringen. AnschlieBend wurden 150 uL einer 60%igen Chelex 100-
Aufschlimmung in Tris-Puffer (20 mmol-L", #quilibiert auf pH=7,4) zugegeben, um
tiberschiissiges und damit nicht von den MT gebundenes Cadmium zu entfernen. Nach
einer Inkubationszeit von 15 min wurde das Chelex 100 bei 14000 g abzentrifugiert und
der Uberstand wieder auf die Superdex 75PG-Siule aufgegeben ® . Da nach dem Lauf
mit cadmiumbeladenem Cytosol Cadmiumkontaminationen auf der Sdule zuriickbleiben
konnen, muf3 diese anschlieBend zur Reinigung mit Zitronensdure gespiilt und erneut mit
Tris-Puffer dquilibriert werden.

Abb. 6-2 c¢ zeigt die Cadmium-Profile vor und nach der Cadmiumbeladung von
Gehirncytosol. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle Proben in der gleichen
Verdiinnung von 1+9 gemessen. Die vermuteten MT-Peaks weisen tatsdchlich eine etwa
fiinfzigfach hohere Cadmiumbeladung auf als vor der Zugabe von Cadmium zum Cytosol.
Das aus den MT-Peaks verdringte Zink eluiert bei RT=51 min (Abb. 6-2 b).

Die festgestellte Cadmiumzunahme der Signale bei RT=36 und 42 min ist eine weitere

Bestitigung der Identitit der Metallothioneine ''%.

6.1.3 Metallothionein-3 im Gehirncytosol: Chromatographische Abtrennung von
Metallothionein-1/-2

Abb. 6-3 zeigt den Vergleich der Kupfer-Profile von humanen Cytosolen verschiedener
Organe: Gehirn, Leber, Niere, Herzmuskel und Skelettmuskel.
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Abb. 6-3 : Vergleich der Kupfer-Profile von humanen Organcytosolen: Gehirn, Leber,
Niere, Herzmuskel, Skelettmuskel (Sepsis-Patient); Trennung der Isoform
MT-3 von den Isoformen MT-1 und MT-2
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Die fraglichen MT-Peaks haben hier Retentionszeiten von 32 min und 38 min. Das Signal
bei RT=38 min ist bei allen Organen feststellbar, der Peak bei RT=32 min ist jedoch nur
im Gehirncytosol zu erkennen. Da MT-3 bis jetzt hauptsdchlich im Gehirn nachgewiesen
wurde, deutete dies darauf hin, daf} der Peak bei 32 min der Isoform MT-3 zuzuordnen ist.
Die Isoformen MT-1 und MT-2 wurden folglich dem Peak bei 38 min zugewiesen. Sie
kénnen mit der Superdex 75PG-Séule nicht aufgeldst werden ',

Fiir die Untersuchung von Gehirncytosolproben ist die in dieser Arbeit realisierte
Abtrennung von MT-3 mit der Superdex 75PG-Séule (sieche auch Kapitel 9) von groflem
Vorteil.

6.1.4 Einzelldufe von Metallothioneinen

Zur Bestitigung der Identitit der MT-Signale wurden chromatographische Laufe mit
einzelnen MT durchgefiihrt, um die Retentionszeiten der Signale mit denen in den
Elementprofilen der Cytosolproben zu vergleichen. MT-1 und MT-2 vom Kaninchen sind
als zink- und cadmiumbeladene Mischung kommerziell erhiltlich. Beim MT-3 handelte es
sich um rekombinantes humanes, zinkbeladenes MT-3.

Abb. 6-4 zeigt den Vergleich der Kupfer- und Zink-Profile des MT-1/-2-Einzellaufes mit
denen der chromatographischen Trennung von humanem Gehirn- und Lebercytosol. Die
Einzelsubstanzen eluieren bei einer Retentionszeit von etwa 37 min, der angenommene
MT-1/-2-Peak im Gehirncytosol bei etwa 38 min. Auf die leicht verschobenen
Retentionszeiten der Kupfer- und Zink-Signale wird im Kapitel 9 ndher eingegangen.

Die Kupfer- und Zink-Profile des MT-3-Einzellaufes sind ebenfalls in Abb. 6-4
dargestellt. Die Einzelsubstanz eluiert bei RT=32,5 min, der fragliche MT-3-Peak im
Gehirncytosol hat eine Retentionszeit von 32,1 min.

Damit wird die Identitdt der MT-Peaks in den Cytosolproben zusétzlich bestétigt 2
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Abb. 6-4 : Vergleich der Retentionszeit eines Einzellaufes von MT-3 (human,
rekombinant, Zusatz von DTT) sowie von MT-1 und MT-2 (Gemisch,
Kaninchen, Zusatz von DTT) mit den Kupfer- und Zink-Profilen der
chromatographischen Trennung von humanem Gehirn- und Lebercytosol

(frontale Region, Kontrolle bzw. Sepsis-Patient, Zusatz von DTT)
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6.1.5 Nachweis von MT-3 in Fraktionen der chromatographischen Trennung

Zur abschlieBenden Bestitigung der Identifizierung des MT-3-Peaks sollte MT-3 in den
Fraktionen der chromatographischen Trennung von Gehirncytosol nachgewiesen werden.
Die Versuche konnten wihrend eines Forschungsaufenthaltes im Center for Biochemical
and Biophysical Sciences and Medicine an der Harvard Medical School in Boston, USA,
im Rahmen eines Projektes zur Charakterisierung der Metallbeladung von nativem MT-3
vom Schwein durchgefiihrt werden (sieche Kapitel 11). Bei diesen Versuchen erfolgte eine
chromatographische Vorreinigung der Cytosolproben durch Trennung auf einer
Anionenaustauschersdule und einem ersten Lauf auf der Superdex 75PG-Séule. Dabei
wurden mehrere Einzelldufe durchgefiihrt, die entsprechenden Fraktionen zusammengefal3t
und aufkonzentriert. 1 mL-Fraktionen des Eluates einer erneuten Trennung dieser
Fraktionen auf der Superdex 75PG-Saule wurden schlieBlich zur Analyse aufgefangen. Da
die gleichen Trennbedingungen (Tris-Puffer 20 mmol-L™", pH=7,4; FluBrate 2 mL-min™")
verwendet wurden wie im Hahn-Meitner-Institut, war die Vergleichbarkeit mit den vorher
dort aufgenommenen Elementprofilen der Superdex 75PG-Trennung gewihrleistet.

6.1.5.1 Matrix  Assisted Laser Desorption Ionisation — Time of Flight —
Massenspektrometrie

Metallothionein-3 sollte anhand seiner Molmasse nachgewiesen werden. Daflir wurden
Massenspektren mittels Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation (MALDI ) - Time of
Flight (TOF) - Massenspektrometrie (MS) aufgenommen.

MALDI-MS, meist in Verbindung mit einem TOF-Massenanalysator genutzt, ist seit der
Entwicklung der Methode 1985 und Anwendbarkeit auf hohe Massen 1988 ''* zu einem
wichtigen Instrument der Bioanalytik geworden. Die Vorteile sind die Schnelligkeit der
Analyse, eine hohe Sensitivitit fiir sehr kleine Probenmengen und eine breite
Anwendbarkeit auf komplexe Probenmischungen. Die Anwendungen reichen von der
Screening-Analyse grofler Proteine zur Reinheitsiiberpriifung und der Analyse von Peptid-
Fragmenten bis hin zur DNA-Sequenzierung s,

Die Probe wird zu einer Matrix gegeben, die in einem organischen Solvenz geldst ist. Bei
der Evaporation des Losungsmittels kristallisieren die Analyten der Probe mit der Matrix
gemeinsam aus. Die Matrixmolekiile absorbieren die eingestrahlte Laserenergie. Es kommt
dabei auch zur Verdampfung und Ionisation der Analyten, die dann iiber TOF-MS
detektiert werden''>''"®. Dabei werden die erzeugten Ionen durch einen kurzen
Spannungsstof} in eine feldfreie Flugstrecke beschleunigt und treffen nach unterschiedlich
langer Flugzeit auf den Detektor . Die Flugzeit entspricht einem bestimmten Masse-zu-
Ladungs-Verhéltnis und wird iiber eine interne oder externe Kalibrierung der
entsprechenden Molmasse zugeordnet.

Hauptsdchlich wurde in dieser Arbeit das System der Firma Ciphergen Biosystems Inc. (in
der Abteilung Obstetrics, Gynecology and Reproductive Biology im Brigham and
Women’s Hospital, Boston, USA) verwendet. Es nennt sich Surface Enhanced Laser
Desorption/Ionisation (SELDI) - TOF-MS, wobei das Prinzip der Ilonisierung und
Detektion dem der MALDI-TOF-MS entspricht. Ein spezielles ProteinChip-System dient
der Bindung, Aufreinigung und gegebenenfalls weiteren chemischen Umsetzung der
Proben. Kleine Mengen biologischer Proben mit Analyten einer Masse von 1000 bis iiber
250000 Da werden mit einer Sensitivitit im Femtomolbereich detektiert''’. Die
Proteinchips haben verschiedene Oberflichen, auf denen die Analyten - wie bei der
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Chromatographie - mdglichst spezifisch gebunden werden, z.B. kationische oder
anionische lonenaustauscher, hydrophobe oder hydrophile Oberflichen sowie spezielle
Affinititsbindungen. Storende Substanzen wie der Probenpuffer konnen nach Bindung des
Analyten weggewaschen werden ''°.

In dieser Arbeit wurden hydrophobe Oberflichen (C16 Reversed Phase) und
Anionenaustauscher (quaternire Ammoniumgruppen) eingesetzt. Als Matrix diente o-
Cyano-4-hydroxyzimtsdure. Letztere wird liblicherweise fiir Analyten mit einer Molmasse
kleiner als 15000 Da verwendet und wurde als gesittigte wilrige Losung mit 50%
Acetonitril und mit bzw. ohne 0,5% Trifluoressigsdure (TFA) aufgegeben''. a-Cyano-4-
hydroxyzimtsdure wurde auch in der Literatur zur MALDI-TOF-Analyse von MT
verwendet ''®. Die externe Kalibrierung erfolgte mit einem Peptidgemisch aus ARG-8-
Vasopressin  (1084,3 Da), Rinder-Insulin B-Kette (3495,9 Da), humanem Insulin
(5807,7 Da) und Hirudin BHVK (7033,6 Da), das den interessierenden Molmassenbereich
abdeckte.

Es wurde jeweils 1 pL der unverdiinnten Probe auf einen Probenbereich des Chips
aufgegeben und getrocknet. Ein Teil der Proben wurden anschlieBend mehrfach mit
Wasser gespiilt. Dann wurden jeweils 0,5 uL. der lonisierungsmatrix aufgegeben und
getrocknet. Die Matrix ist lichtempfindlich, die Proteinchips miissen daher bis zur
Messung lichtgeschiitzt gelagert werden.

Gemessen wurden verschiedene MT-3-Fraktionen der chromatographischen Trennungen
von Gehirncytosol (Schwein), wobei einige Fraktionen aufkonzentriert und zum Teil mit
DTT versetzt wurden (siche Kapitel 11.1). Zur Kontrolle wurden die Einzelsubstanzen
MT-1, MT-2 und MT-3 mitgemessen. Die gefundenen Molmassen sind in Tab. 6-1 im
Vergleich zu den theoretischen Molmassen (Apo-Formen) aufgefiihrt.

Tab. 6-1: Mittels SELDI-TOF-MS bestimmte Molmassen einzelner Metallothioneine

Theoretische Molmasse Molmasse mit Gefundene Molmasse
(Apo-Form) [Da] * Acetylierung [Da] [Da]
MT-1°? 6103 (MT-1a) 6145 6159,8 ¢
MT-2? 6083 (MT-2a) 6125 6131,2°
MT-3 " 6927 6969 6932,3 ¢

* Kaninchen; ° rekombinant, human; © Anionenaustauscher-Chip, ohne TFA, d Hydrophober Chip, mit TFA

In Abb. 6-5 ist ein typisches erhaltenes SELDI-TOF-Massenspektrum iiber einen groB3en
Massenbereich gezeigt. Folgende Ionen sind zu erkennen: der Molekiilion-Peak M" bei
etwa 7000 Da, doppelt geladene Tonen M** im Bereich um 3600 Da, Dimere 2M" um
14300 Da und ein Ion (3M)*" bei etwa 10700 Da. Die gemessenen lonen erhalten ihre
Ladung wahrscheinlich durch  Protonierungsreaktionen beim  LaserbeschuB '*°.
Entsprechende Ionen wurden fiir andere untersuchte Proteine auch in der Literatur
gefunden "4 Die gehduft auftretenden Signale im Bereich um 2000 bis 4000 Da stammen
vermutlich von mehrfach ionisierten Molekiilen. Massenspektren von Proteinen mit
o-Cyano-4-hydroxyzimtsdure weisen eine erhohte Tendenz von Mehrfachprotonierungen
auf. Matrixionen treten im sehr niedrigen Massenbereich unter 1000 Da, meist unter
500 Da auf. a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure erzeugt im Vergleich zu anderen Matrices wie
Sinapinsiure niedrige Untergrundsignale '’

Der Molekiilion-Peak entspricht dem Apo-MT. Auch in der Literatur wurde bei der
Untersuchung von MT mittels MALDI-TOF-MS das metallfreic MT gefunden *>'*. Die
gefundene Molmasse (6967,9 Da - siche Abb. 6-6) ist in diesem Fall etwas hoher als die
theoretisch erwartete ** fiir Apo-MT, jedoch kleiner als fiir metallhaltiges MT. Dies traf
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auch auf die anderen gemessenen Proben zu. Diese Tatsache konnte darauf zuriickgefiihrt
werden, daf3 die theoretischen Werte aus den Aminosduresequenzen berechnet wurden, MT
in natiirlichem Zustand in der Zelle jedoch oft acetyliert vorliegen, wobei sich die
Molmasse um 42 Da erhoht: Sdugetier-MT-1 und MT-2 sind wie {iber 50% der 16slichen
Zellproteine am N-Terminus acetyliert '*"*''®. Es handelt sich bei den cytosolischen
Proteinen um eine kotranslationale Acetylierung. Sie findet statt, wenn die Polypeptidkette
eine Linge von 40-45 Aminosduren erreicht und soll vermutlich vor proteolytischem
Abbau schiitzen. U.a. werden Proteine, deren Sequenz mit Met-Asp beginnt - was auf die
MT zutrifft - mit besonders groBer Wahrscheinlichkeit acetyliert '*"*''®.

Uchida et al. '° stellten bei der Sequenzierung von isoliertem humanem MT-3 fest, daB der
N-Terminus blockiert war und Pountney et al. ”* fanden eine Acetylierung des N-Terminus
von isoliertem Rinder- und Pferde-MT-3 wie bei den anderen MT. Das Pferde-MT-3
enthielt allerdings auch einen variierenden Anteil von nicht-acetyliertem Protein . Fiir in
E. coli exprimiertes humanes und Maus-MT-3 fanden Sewell et al. % einen nicht-
blockierten N-Terminus. Demnach kann vermutet werden, dal die Acetylierung bei
rekombinanten MT nicht stattfindet '*"-'*°. Die gefundene Molmasse stimmt somit gut mit
der theoretischen Molmasse von acetyliertem MT-3 (6969 Da) iiberein.
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Abb. 6-5: SELDI-TOF-Massenspektrum einer MT-3 enthaltenden Superdex 75PG-
Fraktion (Gehirn Schwein, Zusatz von DTT)

Ein weiteres auffilliges Merkmal der Massenspektren war die Breite der MT-3-Peaks. Bei
genauerer Betrachtung der Signale bei gespreizter Massenachse (siche Abb. 6-6) zeigte
sich, daf} der Peak aus vielen einzelnen Unterpeaks besteht und deshalb zu hoheren Massen
hin langgezogen ist. Die Massen der verschiedenen Peaks sind in Abb. 6-6 ebenfalls
angegeben. Die Massendifferenz zwischen den regelmaBigen Unterpeaks war jeweils etwa
64 Da, was der Masse von einem Zink- bzw. Kupferatom entspricht'*’. Die
Massenauflosung der SELDI-TOF-MS-Messung betrug im Bereich um 7000 Da etwa
1,5 Da, so dal} eine genauere Bestimmung der Identitit der Metallatome nicht mdglich war.
Neben dem Apo-MT ohne Metalle wurden demnach auch MT-3-Formen mit gebundenen
Metallen bis zur Absittigung des MT gefunden. Es wird vermutet, dal MT-3 die
gebundenen Metalle wihrend der Desorption und Ionisation verliert. Es besteht jedoch eine
gewisse - mit zunechmendem Metallgehalt geringer werdende - Wahrscheinlichkeit, dal3
Metallatome gebunden bleiben. Das charakteristische Tailing zu hoheren Massen bei MT-
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Spektren haben auch Beattie et al. beschrieben und ebenfalls auf das Vorhandensein von
teilweise metallierten Spezies zuriickgefiihrt *. Der MT-3-Peak ohne Zusatz von DTT war
schmaler als bei den DTT enthaltenden Fraktionen. Ohne DTT sind mehr SH-Gruppen
oxidiert und bilden Disulfid-Bindungen, so daBl der Anteil von komplexierten
Metallatomen von vornherein geringer ist und die Apo-MT-Form im Massenspektrum
somit iiberwiegt. Das Tailing durch verschieden metallierte Spezies tritt dann nur schwach
ausgepragt auf.

Weiter fiel auf, daB jeder dieser Unterpeaks wiederum zwei ,,Satellitenpeaks aufwies, die
zu hoheren Massen mit niedrigerer Intensitdt schlechter aufgelost waren. Die
Massendifferenz betrug etwa 14 bis 15 Da. Es konnte sich dabei um die Methylierung z.B.
von SH-Gruppen handeln, wobei ein Wasserstoffatom durch eine Methylgruppe ersetzt
wird, was gerade die Massendifferenz von 14 Da ergibt. Es konnte sich auch um
Oxidationsreaktionen handeln, was eine Massendifferenz von 16 ergibe. Des weiteren
konnten Addukte mit der Matrix (+189,2 Da) oder DTT (+154,3 Da) auftreten oder
gemischte Addukte, die zusétzlich wiederum eine unterschiedliche Anzahl von
Metallatomen enthalten konnen. Diese Massen wiirden ebenfalls zur Breite des
Molekiilion-Peaks beitragen. Auflerdem konnten entsprechende Verbindungen oder
Addukte mit eventuell vorhandenem unacetyliertem MT-3 auftreten. Beattie et al. ordneten
einen im Massenspektrum von MT beobachteten Peak dem Matrixaddukt von MT zu .
Allerdings war die verwendete Matrix in diesem Fall Sinapinsdure, die wesentlich stirker
zu Adduktbildung neigt als die hier benutzte a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure e,

Die Gesamtheit der genannten moglichen, sich liberlagernden Effekte kann als Erkldrung
der beobachteten leichten Abweichung der Molmasse des jeweils intensitétsstirksten Peaks
der einzelnen gemessenen Proben dienen, die zwischen 6959 Da und 6995 Da schwankte.
Dabei muf3 auch beriicksichtigt werden, daB3 es sich um unterschiedliche Fraktionen
handelte. AuBerdem fanden die im folgenden beschriebenen unterschiedlichen
Probenvorbehandlungen statt.
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Abb. 6-6:  Ausschnitt des Molekiilion-Peaks im SELDI-TOF-Massenspektrum einer
MT-3 enthaltenden Superdex 75PG-Fraktion (Gehirn Schwein, Zusatz von
DTT)
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Es sollten die giinstigsten Bedingungen fiir die Detektion von MT-3 ermittelt und speziell
der Metallverlust wéhrend der Messung néher untersucht bzw. vermieden werden. Dafiir
wurden verschiedene Versuchsbedingungen bei der Probenvorbereitung getestet:

Verwendung von hydrophoben oder Anionenaustauscher-Oberfldchen

Waschen nach der Probenaufgabe

Waschen mit konzentrierter Zinkldsung

Verwendung einer Matrixlosung ohne TFA zur Vermeidung einer sauren Umgebung.

Das Waschen mit Wasser nach der Probenaufgabe sollte das Signal-Rausch-Verhiltnis
verbessern, indem Probenpuffer und darin enthaltene weitere Substanzen entfernt werden.
Moglicherweise waren Metallverluste durch die saure Matrix bedingt. Es wurde gepriift,
ob sie durch Verwendung einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure-Losung in 50% Acetonitril
ohne TFA vermieden werden konnten. Das Waschen mit einer Zinkl6sung nach der
Probenaufgabe sollte zeigen, ob durch einen groBen Zinkiiberschul} ein zusétzlicher Peak
von zinkbeladenem MT auftritt bzw. die vorhandenen Signale verstarkt werden.

Die gefundenen Molmassen fiir die verschiedenen Proben und Bedingungen sind in Tab.
6-2 aufgefiihrt.

Tab. 6-2 : Mittels SELDI-TOF-MS ? bestimmte Molmassen in den MT-3-Fraktionen der
Superdex 75PG-Trennung

mit TFA, mit TFA, mit TFA, ohne TFA,
mit Waschen Zinklosung ohne Waschen = ohne Waschen
Ansatz 3 ° 6961,6 6971,3 6956,0 6961,5
Ansatz4, 36 ° 6995,7 6974,2 6974,6
Ansatz4, 37 ° 6992,6 6967,9 6991,6
Ansatz4, 38 ° 6969.,4 6978,2 6958,1

* Anionenaustauscher-Chip; " siche Kapitel 11

Die hydrophoben Oberflichen waren fiir einen Waschschritt nicht geeignet, da das
hydrophile MT-3 '° nicht an die Oberfliche bindet und dadurch leicht weggespiilt wird.
Dies machte sich durch stirker verrauschte Signale bemerkbar. Das Waschen schien auch
bei den Anionenaustauscheroberflichen Peakverbreiterungen zu verursachen. Eine direkte
Messung ohne Waschschritt schien deshalb fiir die Analyse der MT-Fraktionen
ausreichend und geeignet zu sein.

Bei Verwendung der Matrix ohne TFA verschob sich der Molekiilion-Peak zu hoéheren
Massen (siche Abb. 6-7): Das hochste Signal war nicht mehr Apo-MT-3 bzw. MT-3 mit
einem Metall, sondern das Molekiil mit 4 Metallen und einer Masse von 7225 Da. Bei
dieser Interpretation der Spektren muf3 jedoch auch die Moglichkeit beriicksichtigt werden,
daf diese Masse dem Addukt aus Apo-MT, Matrix und einem Metall entsprechen kann.
Die saure Matrix scheint demnach zum Metallverlust des MT beizutragen. Allerdings
wurde auch ohne TFA nicht hauptsichlich vollstindig metallbeladenes MT-3 gefunden. Es
besteht die Moglichkeit, dal in der untersuchten Probe trotz Zusatz von DTT nur
unvollstindig metallbeladenes MT-3 vorhanden war. Vermutlich wird aber der
Metallverlust hauptsdchlich durch den Desorptions- bzw. Ionisierungsprozel3
hervorgerufen. Fiir die Probe ohne DTT traten ohne TFA keine deutlichen Unterschiede im
Vergleich zur Messung mit TFA auf. MT-3 lag vorwiegend in der Apo-Form vor oder
wurde ohne DTT leichter bei der Ionisierung demetalliert.

Ohne TFA war die Feinstruktur des MT-3-Peaks nicht mehr deutlich zu erkennen (sieche
Abb. 6-7). Die Signale schienen allgemein breiter zu werden. In einem Fall waren die
Intensitdten im Verhaltnis zur Messung mit TFA auch deutlich niedriger.
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Abb. 6-7:  Ausschnitt des Molekiilion-Peaks im SELDI-TOF-Massenspektrum einer
MT-3 enthaltenden Superdex 75PG-Fraktion (Gehirn Schwein, Zusatz von
DTT), Messung mit einer Matrix ohne TFA

Um die erhaltenen Ergebnisse zu iiberpriifen, wurde der Versuch mit einer
hochauflosenden MALDI-TOF-MS wiederholt (Mass Spectrometry Facility, Department
of Chemistry and Chemical Biology, Harvard Medical School, Boston, USA). Es wurde
die gleiche Matrix a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure verwendet, ohne Zusatz von TFA. Die
gefundenen Molmassen sind in Tab. 6-3 wiedergegeben, Beispiele fiir die erhaltenen
Spektren in Abb. 6-8.

Die Molmassen stimmten mit den mittels SELDI-TOF-MS gemessenen Massen {iberein
(Tab. 6-2 und Tab. 6-3). Es traten breite Peaks auf, die in diesem Fall nicht ndher
aufgelost wurden. Die angegebenen Massen entsprechen daher Mittelwerten der
verschiedenen Unterpeaks. Entsprechende Massen - auch zusétzliche Peaks - wurden bei
nicht aufgelosten Spektren der SELDI-TOF-MS-Messung angezeigt.

Tab. 6-3 : Mittels MALDI-TOF-MS bestimmte Molmassen in den MT-3-Fraktionen
der Superdex 75PG-Trennung

erster Peak zusétzlicher Peak
Ansatz 3 6955,3
Ansatz 4, 36 6978.6 7206,9
Ansatz 4, 37 7003,8 71533

Insgesamt konnte die Molmasse des acetylierten MT-3 in den SEC-Fraktionen bestétigt
werden. Insbesondere wies die zusdtzlich deutlich sichtbare Reihe der Metallbeladungen
auf MT hin. Dies war ein weiterer wichtiger Beitrag zur Identifizierung von MT-3 in den
Elementprofilen der chromatographischen Trennung.
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Abb. 6-8 : MALDI-TOF-Massenspektren von MT-3 enthaltenden Superdex 75PG-
Fraktionen (Gehirn Schwein, Zusatz von DTT)

6.1.5.2 Aminosiurenanalyse

Eine weitere Bestitigung von MT-3 in den Fraktionen der chromatographischen Trennung
auf der Superdex 75PG-Séule sollte anhand der Aminosidurenzusammensetzung erhalten
werden. Die Analysen wurden vom Dana Farber Cancer Institute, Molecular Biology Core
Facilities, Boston, USA, ausgefiihrt.

Zunidchst mulliten die Aminosduren proteolytisch aus den Proteinen/Peptiden freigesetzt
werden. Die Fraktionen wurden 20 Stunden bei 110 °C in 6 mol-L™" Salzsiure unter Zusatz
von Phenol chemisch hydrolysiert, um die Peptidbindungen zu spalten. Danach wurden die
Aminosduren chromatographisch aufgetrennt und detektiert. Es wurde auch eine Analyse
des Tris-Puffers vorgenommen und die gefundenen Aminosduren jeweils als Blindwert
von den Analysenergebnissen der Proben abgezogen. Von den (eingeengten) Fraktionen
stand nur sehr wenig Material fiir die Analyse zur Verfligung. Wegen der niedrigen
Proteinkonzentration in den Proben ergab sich ein schlechtes Signal/Rausch-Verhiltnis,
was bei der automatischen Zuordnung der Peaks zu Ungenauigkeiten und moglicherweise
zu Artefakten fithren konnte.
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Als Beispiel ist die gefundene Aminosdurenzusammensetzung einer einzelnen Fraktion in
Abb. 6-9 gezeigt. Sie wird mit der theoretischen Verteilung der Aminosduren im MT-3
verglichen (sieche Tab. 6-4). Es scheinen noch kleine Verunreinigungen in der Fraktion
vorhanden zu sein. Insgesamt IiBt sich jedoch eine Ubereinstimmung mit der theoretischen
Verteilung feststellen.

3000 ~

B Theoretische Zusammensetzung
2500 -

Gemessene Zusammensetzung

2000

1500 -
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1000 -

500

asx glx ser gly his arg thr ala pro tyr val met cys ile leu phe lys

Abb. 6-9 : Aminosdurenzusammensetzung einer MT-3 enthaltenden Superdex 75PG-
Fraktion (Gehirn Schwein, Zusatz von DTT)

Tab. 6-4 : Aminosdurenzusammensetzung von MT-3 (Schwein) '**

Aminoséure Buchstabencode Anzahl
Alanin Ala (A) 5
Arginin Arg (R) 0
Asparpgin Asn (N) 0
Aspartat Asp (D) Asx (B) 2
Cystein Cys ©) 20
Glutamin Gln Q) 1
Glutasat Gu (E 9x@ 9
Glycin Gly (G) 7
Histidin His (H) 0
Isoleucin Ile (D 0
Leucin Leu (L) 0
Lysin Lys (K) 8
Methionin Met M) 1
Phenylalanin Phe (F) 0
Prolin Pro (P) 4
Serin Ser (S) 6
Threonin Thr (T) 4
Tryptophan Trp W 0
Tyrosin Tyr Y 0
Valin Val \Y 1
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6.1.5.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Bei der Sodiumdodecylsulfat (SDS) - Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) werden
die Proteine eines Gemisches durch ihre unterschiedliche Laufgeschwindigkeit im
elektrischen Feld in einem quervernetzten Polyacrylamid-Gel getrennt. Damit nicht GroBe,
Form oder verschiedene elektrische Ladung der Proteine, sondern nur ihre
unterschiedlichen Massen fiir die Wanderungsgeschwindigkeit ausschlaggebend sind,
werden die Proben einer entsprechenden Vorbehandlung unterzogen: Durch Zugabe des
Detergens SDS werden die Proteine denaturiert, in ihre Untereinheiten aufgespalten und
zur volligen Entfaltung gebracht. Um eine vollstindige Denaturierung zu erhalten, wird
aullerdem ein Reduktionsmittel zur Spaltung der Disulfid-Briicken zugesetzt (DTT oder
B-Mercaptoethanol). Die SDS-Molekiile binden an die entfalteten Peptidketten (etwa 0,4 g
SDS pro g Protein) und verleihen ihnen eine stark negative Ladung, so dal3 sich die
einzelnen Proteine nicht mehr durch ihre Ladung unterscheiden. Die getrennten Proteine
werden auf dem Gel angefédrbt und die Molmassen durch Vergleich mit Standardproteinen
bekannter Molmasse zugeordnet ',

Ein spezifischer Nachweis von Proteinen in einem Gel ist durch das Western Blot-
Verfahren moglich. Die mit der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine werden unter
Beibehaltung des Trennungsmusters vom Gel auf eine Tragermembran (Nitrocellulose)
iibertragen. Die Ubertragung erfolgt durch einen zweiten Elektrophoreselauf senkrecht
zum ersten. Auf der Membran werden die adsorbierten Proteine immunochemisch mit
spezifischen Antikorpern nachgewiesen und mit Hilfe von sekundidren Antikorpern
detektiert '

Zur Durchfiihrung der SDS-PAGE wurden die Proben zunichst mit dem Probenpuffer
(125 mmol-L" Tris-HCl pH=6,8, 10%(v/v) Glycerol, 0,01% (m/v) Bromphenolblau,
0,25 mg'mL™" CdCl,, 1% (m/v) SDS) sowie DTT versetzt '>*. Bromphenolblau dient zum
Sichtbarmachen der Proben auf dem Gel wihrend des Laufes. Vor der Aufgabe auf das Gel
wurden die Proben zur Denaturierung 5 min im Wasserbad auf 100° C erhitzt.

Die Elektrophorese wurde mit einem Mini Electrophoresis System mit einem 10-20%
Polyacrylamid-Gradienten-Gel nach Schigger und von Jagow ' (Ready Gel, Bio-Rad)
durchgefiihrt. Dieses Gel ist besonders geeignet fiir Peptide und kleine Proteine im
Molmassenbereich von 5-40kDa, da ein Zwischengel vorgeschaltet ist, das
hohermolekulare Proteine festhdlt. Die Molmassen wurden durch mitlaufende
Markerproteine (Kaleidoscope Prestained Standards, Bio-Rad) ermittelt. Zur Anfarbung
der Proteine wurde eine Silberfarbung ausgefiihrt (Silver Stain Plus Kit, Bio-Rad), welche
fiir Metallothioneine besonders geeignet und empfindlich ist '*°. Es wurde auch humanes
MT-3 (rekombinant) als Standard aufgegeben.

Abb. 6-10 zeigt die SDS-PAGE von verschiedenen Fraktionen eines chromatographischen
Laufes auf der Superdex 75PG-Sdule (nach vorhergehenden Aufreinigungen) sowie des
MT-3-Standards. Bei Verwendung des Tris-Tricine-Gradienten-Gels wurde auch ohne
aufgegebene Probe eine Bande bei ca. 33 kDa gefunden und diese deshalb als Artefakt
eingeordnet. Das humane MT-3 erscheint bei einer Molmasse zwischen 20 und 30 kDa,
d.h. wie bei der GréenausschluBchromatographie bei einer zu hohen Molmasse (siche
Kapitel 9). In den fraglichen MT-3-Fraktionen ist jeweils eine Bande bei gleicher
Molmasse zu erkennen. MT-3 scheint demnach in den Fraktionen vorhanden zu sein.
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Abb. 6-10 : SDS-PAGE von MT-3 enthaltenden Superdex 75PG-Fraktionen (Gehirn
Schwein)

Um MT-3 spezifisch nachzuweisen, wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Das Gel einer
SDS-PAGE wurde nach dem Lauf fir 30 min in einem Transferpuffer (192 mmol-L™"
Glycine, 25 mmol-L"' Tris-HCl pH=8,3, 20% (v/v) Methanol, 2 mmol-L"' CaCl,)
inkubiert '*”'** und in einer Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell zwei Stunden
bei 200 mA und 4 °C auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schiill) geblottet. Die
Membran wurde 3 Stunden bei Raumtemperatur mit 5% (m/v) fettfreies Milchpulver
enthaltendem TBST-Puffer (10 mmol-L"'  Tris-HCI pH=7,5, 100 mmol-L! NaCl,
0,1% (v/v) Tween-20) '** inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Anschliefend wurde dreimal mit TBST-Puffer gewaschen, jeweils fiir 15 min.

Bei dem anti-MT-3-Antikorper handelte es sich um ein Kaninchen-Antiserum gegen das
MT-3-spezifische Polypeptid im C-Terminus von humanem MT-3. Da dieses Polypeptid
beim Schwein sehr dhnlich ist (siche Tab. 2-2), reagiert der Antikdrper auch mit MT-3
vom Schwein. Der anti-MT-3-Antikérper wurde in einer 1:5000 Verdiinnung in TBST-
Puffer mit 2,5% (m/v) Rinderserum-Albumin und 2,5% (m/v) fettfreiem Milchpulver zur
Membran gegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert '**.

Nach dreimaligem Waschen mit TBST-Puffer wurde der sekundédre Antikorper - Ziegen-
anti-Kaninchen-Immunoglobulin G konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (Bio-Rad) - in
TBST-Puffer zugegeben und etwa 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
dreimaligen Waschen erfolgte die Detektion iiber Chemilumineszenz (Enhanced
Chemiluminescence ECL™, Amersham Pharmacia Biotech) auf einem photographischen
Film.

Abb. 6-11 zeigt den Western Blot verschiedener chromatographischer Fraktionen von
Trennungen {iiber die Superdex 75PG-Sdule. Der MT-3-Standard in unterschiedlichen
Aufgabemengen ist deutlich zu erkennen. MT-3 ist auch in der aufkonzentrierten
fraglichen MT-3-Fraktion deutlich vorhanden. In den nicht aufkonzentrierten Fraktionen
sind die Banden nur schwach zu erkennen, die MT-3-Konzentration war fiir den Nachweis
mittels Western Blot zu gering. In nicht aufgereinigten Fraktionen der Trennung des
Gehirncytosols nur tiber die Superdex 75PG-Séule war der Nachweis gar nicht mdglich.
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Abb. 6-11 : Western Blot von MT-3 enthaltenden Superdex 75PG-Fraktionen (Gehirn
Schwein)

Mit diesem spezifischen Nachweis iiber Antikdrper konnte definitiv bestitigt werden, dal3
der betrachtete Peak in den Elementprofilen der chromatographischen Trennung von

Gehirncytosol auf der Superdex 75PG-Siule dem Metallothionein-3 entspricht 2.

6.2 Weitere Proteine in den Kupfer-, Zink-, Mangan-, Eisen-, Selen- und
Iod-Profilen

Zur Identifizierung von Proteinen in den Elementprofilen wurden zunéchst
chromatographische Trennungen von kommerziell erhiltlichen Einzelproteinen (Tab. 6-5)
iiber eine Superdex 75PG-Siule unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt, wie sie fiir
die Cytosolproben verwendet wurden. Ein Vergleich der Retentionszeiten der
Einzelsubstanzen mit den Elementprofilen der Cytosolproben lieferte erste Hinweise auf
die Identitét der Signale in den Elementprofilen. Zur Bestidtigung wurden die vermuteten
Proteine - soweit moglich - in den gesammelten Fraktionen der chromatographischen
Léaufe mit spezifischen Nachweismethoden bestimmt, z.B. {iber ihre Enzymaktivititen oder
mit immunochemischen Methoden.

Tab. 6-5:  Fiir Einzellaufe verwendete Metalloproteine bzw. iodhaltige Substanzen

Substanz Element  Molmasse [grmol”]  Spezies
Superoxid Dismutase Cu, Zn, Mn 32000 human
Ferritin Fe 450000 Pferd
Katalase Fe 245000 Rind
Transferrin Fe 80000 human
Hamoglobin Fe 64500 human
Myoglobin Fe 17000 Pferd
Glutathion Peroxidase Se 84000 Rind
Albumin Zn 67000 human
Thyroglobulin I 660000 Schwein
Thyroxinbindendes Globulin I 58000 human
L-Thyroxin I 777

3,3¢, 5-Triiod-L-thyronin I 651

Kaliumiodid I 166

Kaliumiodat | 214
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6.2.1 Superoxid Dismutase (Kupfer/Zink, Mangan)

Die Superoxid Dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) trdgt zum Schutz des Organismus vor
schiadlichen Superoxid-Radikalen bei. Hierbei handelt es sich um ein Radikalanion, das bei
vielen biologischen Reaktionen als reaktives Zwischenprodukt bei der Sauerstoffreduktion
gebildet wird. Es disproportioniert zu Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff.
Die SOD katalysiert diese Reaktion in zwei diffusionskontrollierten Teilschritten '** '3

0, +M* > 0, +M"
0, +MY+2H —»  H0, +M*"

mit M: Zn, Cu, Fe oder Mn. Die Gesamtreaktion ist:
20,7 +2H' —  H0, +0;.

Das entstehende Zerfallsprodukt Wasserstoffperoxid wird von der Katalase (sieche Kapitel
5.4.1) entfernt.

SOD tritt in mehreren Isoformen auf, die sich in ihrer Metallbeladung unterscheiden '**. So
kommt die Kupfer/Zink-abhingige SOD vorwiegend im Cytosol eukaryotischer Zellen
vor. Sie hat eine Molmasse von 32000 gmol’ und besteht aus zwei identischen
Untereinheiten, die jeweils ein Kupfer- und ein Zinkatom im aktiven Zentrum binden. Sie
wird in der Leber synthetisiert °*. Bakterien enthalten dagegen eine manganabhingige SOD
von etwa 46000 g'mol™”, bestehend aus zwei Untereinheiten mit je einem Manganatom.
Auch in eukaryotischen Zellen kommt eine manganabhingige SOD vor, und zwar in der
mitochondrialen Matrix. Sie ist im Gegensatz zur prokaryotischen Mangan-SOD tetramer
mit einer Molmasse von ca. 100000 gmol”'. Sie ist empfindlicher gegeniiber
Denaturierung durch Hitze oder Chemikalien als die cytosolische Kupfer/Zink-SOD '**,
Eine aus zwei Untereinheiten mit je einem Eisenatom bestehende eisenabhingige SOD
(ca. 43000 g'mol™) wurde nur aus Bakterien und aus einigen Pflanzen isoliert. AuBerdem
wurde eine hybride SOD mit je einem Mangan- und einem Eisenatom beschrieben. Die
extrazellulire Kupfer/Zink-abhidngige SOD ist ein tetrameres Glykoprotein (etwa
104000 g'mol™) und kommt in extrazelluldren Fliissigkeiten wie Plasma, Lymphe und
synovialer Fliissigkeit vor. Die Isoformen werden durch verschiedene Substanzen in ihrer
Wirkung inhibiert und konnen so unterschieden werden (Kupfer/Zink-SOD durch Cyanid
und H,0,, Mangan-SOD durch SDS, Eisen-SOD durch H,0,) '*%.

Kommerziell erhdltliche humane cytosolische Kupfer/Zink-SOD hat auf der Superdex
75PG-Séule eine Retentionszeit von 29 min. An dieser Stelle tritt auch in den Kupfer- und
Zink-Profilen von Gehirncytosol ein Peak auf (siche Abb. 6-12). Es wird deshalb
vermutet, da es sich bei diesem Peak um Kupfer/Zink-SOD handelt. Mit der
manganabhéngigen SOD konnte kein Einzellauf durchgefiihrt werden, da humane
Mangan-SOD kommerziell nicht erhiltlich ist und die prokaryotische Mangan-SOD eine
niedrigere Molmasse hat.

Zur Bestitigung der Identitdt wurde die SOD-Enzymaktivitdt in aufgefangenen Fraktionen
der chromatographischen Trennung von humanem Gehirncytosol bestimmt. Eine direkte
Messung der SOD-Aktivitét ist wegen der Instabilitdt des Superoxid-Radikals als Substrat
schwierig. Deshalb wird auf indirekte Methoden zuriickgegriffen, bei denen O, in einer
Reaktionsmischung erzeugt wird, die einen Indikator fiir das Superoxid-Radikal enthlt '**,
Die SOD-Aktivitdt wurde mit einem Ransod-Kit der Firma Randox Laboratories GmbH
(Krefeld, Deutschland) gemessen. Diese Methode benutzt Xanthin und Xanthin Oxidase
(XOD), um Superoxid-Radikale zu produzieren, die mit 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenyltetrazolium-chlorid (INT) reagieren und einen roten Formazan-
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Farbstoff bilden. Die SOD-Aktivitdt wird durch den Grad der Hemmung dieser Reaktion
bestimmt. Die Zunahme der Absorption des Farbstoffes wurde bei 505 nm und 37°C
kinetisch verfolgt. Die Methode wurde mittels Referenzproben bekannter SOD-
Konzentration (Vollblut, Rind) liberpriift.
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Abb. 6-12 : Vergleich der Retentionszeit eines SOD-Einzellaufes mit den Kupfer- und
Zink-Profilen von humanem Gehirn- und Lebercytosol (frontale Region,
Kontrolle bzw. Sepsis-Patient)
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Abb. 6-13 Vergleich der SOD-Aktivitit in den Fraktionen von humanem Gehirncytosol
(frontobasale Region, Kontrolle) mit den Kupfer-, Zink- und Mangan-Profilen
der chromatographischen Trennung

Abb. 6-13 zeigt den Vergleich der SOD-Aktivititen in den Fraktionen mit den Kupfer-,
Zink- und Mangan-Profilen des humanen Gehirncytosols. Das Maximum der SOD-
Aktivitdt stimmt mit dem vermuteten, Kupfer und Zink enthaltenden SOD-Signal {iberein.
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Es kann daraus geschlossen werden, dal3 es sich bei diesem Peak um die Kupfer/Zink-
abhingige SOD handelt '

Ein weiteres SOD-Aktivititsmaximum stimmt mit einem Signal im Mangan-Profil {iberein.
Dieses wird deshalb der manganabhingigen SOD zugeordnet. Die Molmasse ist wie
erwartet hoher als bei der Kupfer/-Zink-abhingigen SOD. Die manganabhédngige SOD
kommt eigentlich vorwiegend in den Mitochondrien vor, durch Zerstdrung dieser
Organellen bei der Homogenisierung kann sie jedoch auch ins Cytosol gelangen.

6.2.2 Ferritin (Eisen)

Ferritin ist der wichtigste Eisenspeicher im menschlichen Organismus, der 20% des Eisens
intrazelluldr bindet. Dadurch wird das in ungebundener Form potentiell schédliche Eisen
dem Organismus entzogen und ist trotzdem in einer leicht bioverfiigbaren Form schnell
wieder mobilisierbar. Die Gefahr, die von Eisen fiir den Organismus ausgeht, liegt in mit
Eisen verbundenen Redoxreaktionen. Fe’™ kann Sauerstoff zum Superoxid-Radikal
reduzieren, welches wiederum in der Haber-Weiss-Fenton-Reaktionssequenz zur Bildung
des Hydroxyl-Radikals fiihrt, das ein aggressives Oxidans ist und Proteine und
Nukleinsiuren angreift sowie Lipidperoxidation ausldst '*°.

Ferritin hat eine Molmasse von 450000 g'mol” und wird aus 24 Untereinheiten zweier in
verschiedenen Geweben unterschiedlich verteilten Isoformen gebildet: H Ferritin
(ca. 21000 grmol™) und L Ferritin (ca. 19500 g'mol™). Sie formen eine Proteinhohlkugel,
in der bis zu 4500 Eisenatome in einer Ferrihydrit-dhnlichen Verbindung mit Phosphaten
eingelagert werden konnen. Ferritin kommt besonders in Leber, Milz, Knochenmark und
Darmschleimhaut vor % 3!,
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Katalase, Transferrin, Hamoglobin, Myoglobin) mit den Eisen-Profilen
unterschiedlicher humaner Organe (Gehirn, Leber, Skelettmuskel; Sepsis-
Patient)
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Abb. 6-14 zeigt den Vergleich eines Einzellaufes von Ferritin (Pferd) mit den Eisen-
Profilen chromatographischer Trennungen von Cytosolen humaner Organe: Gehirn, Leber
und Skelettmuskel. Ferritin sollte durch seine hohe Molmasse im AusschluBlpeak eluieren,
was sich fiir die Einzelsubstanz mit einer Retentionszeit von 22,5 min bestétigt. Ein Eisen-
Signal mit der gleichen Retentionszeit findet sich auch bei den betrachteten Organen.

Zur Uberpriifung der Identitit des vermuteten Ferritin-Peaks wurde die Ferritin-
Konzentration in den aufgefangenen Fraktionen von humanem Gehirn- und Skelettmuskel-
cytosol bestimmt. Der Nachweis erfolgte mit einem ELISA-Kit der Firma Orgentec
Diagnostika GmbH (Mainz, Deutschland) mit hochspezifischen anti-human-Ferritin
Antikorpern. Ein ELISA nutzt die Spezifitdt der Antigen-Antikorper-Reaktion aus, welche
an eine enzymatische Reaktion gekoppelt ist, durch deren katalytische Wirkung der
MeBeffekt verstirkt wird °'. Ferritin in der Probe wird spezifisch von einem in den
Kavitdten einer Mikrotiterplatte immobilisierten Antikdrper gebunden. Es sind keine
Kreuzreaktionen zu anderen Proteinen bekannt *'. Die Antikorper-Ferritin-Komplexe
werden wiederum spezifisch durch das danach zugegebene Enzymkonjugat von anti-
human-Ferritin-Antikdrpern und Meerrettich-Peroxidase erkannt und binden an dieses. Das
zugegebene Substrat 3, 3¢, 5, 5-Tetramethylbenzidin (TMB) wird durch die Meerrettich-
Peroxidase in ein gefarbtes Produkt umgesetzt, welches photometrisch bei einer
Wellenldnge von 450 nm bei Raumtemperatur gemessen wird. Die Farbentwicklung ist
direkt proportional zur Ferritin-Konzentration in der Probe Bl Die Richtigkeit der
Messungen wurde anhand einer positiven und negativen Kontrollprobe iiberpriift.
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Abb. 6-15 Vergleich der Ferritin-Konzentration in den Fraktionen von humanem
Skelettmuskelcytosol ~ (Sepsis-Patient) mit dem  Eisen-Profil  der
chromatographischen Trennung

Abb. 6-15 =zeigt die Ferritin-Konzentration in den Fraktionen von humanem
Skelettmuskelcytosol verglichen mit dem Eisen-Profil der chromatographischen Trennung.
Die hochste Ferritin-Konzentration stimmt tatsdchlich mit dem vermuteten Ferritin-Eisen-
Peak tiberein. Das Vorhandensein von Ferritin im Ausschlulpeak wurde somit bestitigt. Es
ist jedoch nicht ausgeschlossen, dal gegebenenfalls noch weitere hochmolekulare
Substanzen, welche auch Eisen binden, in diesem Peak eluieren.

Die gleiche Ubereinstimmung wurde auch fiir die Fraktionen des Gehirncytosols gefunden.
Der Nachweis von Ferritin in den Fraktionen von Schweinelebercytosol war nur
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eingeschrankt moglich, vermutlich weil die anti-human-Ferritin-Antikorper kaum mit
Ferritin einer anderen Spezies reagieren.

6.2.3 Himoglobin (Eisen)

Hamoglobin ist der rote Blutfarbstoff in den Erythrozyten der Wirbeltiere. Er wird in den
blutbildenden Zellen synthetisiert (Erythropoese). Es handelt sich um ein tetrameres
Eisenprotein, dessen Untereinheiten aus je einer Globinkette mit einer prosthetischen
Himgruppe bestehen, deren Fe*'-Ion reversibel Sauerstoff binden kann. Je zwei Globin-
ketten sind einander gleich. Zusammen bilden sie ein globuldres Molekiil mit einer
Molmasse von 64500 g'mol”’. Die Aufgabe des Hiamoglobins besteht im Sauerstoff-
transport von der Lunge zu den peripheren Organen sowie auch dem Abtransport von
Kohlendioxid zur Lunge *".

In den untersuchten Gewebecytosolen erscheint Hiamoglobin als Verunreinigung durch
Blut, welches nicht vollstindig aus den Gewebeproben entfernt werden konnte.

In Abb. 6-14 ist das Eisen-Profil eines Einzellaufes von humanem Hadmoglobin im
Vergleich zur chromatographischen Trennung von humanem Gehirn-, Leber- und
Skelettmuskelcytosol gezeigt. Himoglobin hat eine Retentionszeit von etwa 31 min. In den
Organcytosolen findet sich ein Eisen-Peak bei einer dhnlichen Retentionszeit. Die Elution
der Einzelsubstanz Hdmoglobin ist durch eine wesentlich hohere Konzentration etwas
verschoben.

Zum Nachweis des Hidmoglobins wurden Fraktionen eines chromatographischen Laufes
von Lebercytosol vom Schwein aufgefangen. Die dem fraglichen Hamoglobin-Peak
entsprechenden Fraktionen wiesen eine rotbraune Fiarbung auf, ein weiterer Hinweis auf
Himoglobin.
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Abb. 6-16 Vergleich der Himoglobin-Konzentration in den Fraktionen von Lebercytosol
(Schwein) mit dem Eisen-Profil der chromatographischen Trennung

Die Hiamoglobin-Konzentration wurde mit dem Sigma Diagnostics Kit Plasma
Hiamoglobin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) gemessen. Es
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handelt sich um eine photometrische Bestimmung bei 600 nm (Raumtemperatur).
Hamoglobin wirkt katalytisch auf die Benzidinoxidation durch Wasserstoffperoxid. Die
Menge des gebildeten Farbstoffes ist der Hadmoglobin-Konzentration in der Probe
proportional. Der genaue Reaktionsmechanismus ist nicht endgiiltig geklirt. Da Benzidin
kanzerogen ist, wird es durch das ungefdhrlichere, aber dhnlich effektive Benzidinderivat
TMB ersetzt '**. Zur Uberpriifung der Messungen wurden zwei Kontrollen verschiedener
Héamoglobin-Konzentration mitgemessen.

Die Himoglobin-Konzentrationen in den Fraktionen von Lebercytosol (Schwein) sind in
Abb. 6-16 im Vergleich zum Eisen-Profil der chromatographischen Trennung aufgetragen.
Im humanen Muskelcytosol lag Hadmoglobin unter der Nachweisgrenze. Der
photometrische Nachweis scheint in geringem Malle auch mit Ferritin in der Probe zu
reagieren. Die maximale Hamoglobin-Konzentration stimmt jedoch mit dem vermuteten
Héamoglobin-Peak im Eisen-Profil iiberein, der somit Himoglobin zugeordnet wird.

6.2.4 Myoglobin (Eisen)

Myoglobin ist wie H&moglobin und Katalase ein hdmhaltiges Protein. Es kommt
vorwiegend in den Zellen der quergestreiften Muskulatur (Skelettmuskel) sowie im
Herzmuskel vor '*. Die Struktur ist dem Hémoglobin #hnlich, enthilt jedoch nur eine
Globinkette und hat eine Molmasse von 17000 g-mol™. Myoglobin dient der Sauerstoff-
versorgung der Muskeln. Die Affinitdt zum Sauerstoff ist grofer als beim Hamoglobin, so
daB der Sauerstoff vom Blut ins Myoglobin wandert und dort gespeichert wird °'.

Myoglobin (Pferd) hat als Einzelsubstanz eine Retentionszeit von 38,5 min auf der
Superdex 75PG-Séule (siche Abb. 6-14). Der Vergleich mit den Eisen-Profilen von
humanem Gehirn-, Leber- und Skelettmuskelcytosol zeigt, dal ein Peak entsprechender
Retentionszeit nur im Muskelcytosol vorkommt. Dies spricht fiir dessen Identitdt als
Myoglobin.
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Abb. 6-17 Vergleich der Myoglobin-Konzentration in den Fraktionen von humanem
Skelettmuskelcytosol ~ (Sepsis-Patient) mit dem  Eisen-Profil  der
chromatographischen Trennung
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Zur Uberpriifung wurde die Myoglobin-Konzentration in den Fraktionen der
chromatographischen Trennung von humanem Skelettmuskelcytosol gemessen. Die
Bestimmung erfolgte immunochemisch mit dem Turbidimetriesystem der Firma Dade
Behring Marburg GmbH (Marburg, Deutschland). Die Turbidimetrie ist eine kinetische
Triibungsmessung, welche die Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen nutzt. Die
entstehenden Agglutinate von Myoglobin und den Antikdrpern im Reagenz erzeugen eine
Triibung, die photometrisch gemessen wird '*>. Anhand von Standards mit bekannter
Konzentration wurden die Messungen {iberpriift.

In Abb. 6-17 sind die erhaltenen Myoglobin-Konzentrationen in den Fraktionen von
humanem Muskelcytosol zusammen mit dem Eisen-Profil des chromatographischen
Laufes aufgetragen. Das Konzentrationsmaximum stimmt mit dem vermuteten Myoglobin-
Peak im Eisen-Profil gut iiberein, der somit identifiziert werden konnte.

6.2.5 Transferrin (Eisen)

Transferrin ist ein in der Leber gebildetes einkettiges Glykoprotein mit einer Molmasse
von etwa 80000 grmol™ *°. Es dient im Serum dem Transport von Eisen, welches fiir die
Erythropoese gebraucht oder beim Hamoglobinabbau freigesetzt wird. Transferrin wird
durch rezeptorvermittelte Endocytose in die Zielzellen aufgenommen und das Eisen dort
freigesetzt. Apo-Transferrin gelangt durch Exocytose wieder in die extrazellulédre
Fliissigkeit °'. Normalerweise ist das gesamte nicht-Him-Eisen im Serum an Transferrin
gebunden, wobei das tranferringebundene Eisen nur 0,1% des Gesamteisenbestandes des
Organismus darstellt '**.

Transferrin bindet reversibel zwei Mol Fe’* pro Mol an zwei strukturell gleichen, aber
funktionell unterschiedlichen Bindungsplitzen *°. Die Affinitit zu anderen Metallen, wie
Kupfer und Chrom, ist weitaus geringer als zu Eisen **. Die Eisenbindung héngt von der
Mitbindung eines synergistischen Anions, meist Carbonat, ab. Nur etwa 30 % der
Eisenbindungsstellen im Transferrin sind normalerweise besetzt '*°.

Kommerziell erhiltliches humanes Transferrin hat auf der Superdex 75PG-Séule eine
Retentionszeit von 26,5 min (siche Abb. 6-14). Der Vergleich mit den Eisen-Profilen der
chromatographischen Trennung von humanem Gehirn-, Leber- und Skelettmuskelcytosol
zeigt ein Eisen-Signal bei gleicher Retentionszeit.

Zur Uberpriifung, ob dieser Eisen-Peak in den Profilen der Cytosolproben Transferrin
entspricht, sollte die Transferrin-Konzentration in den aufgefangenen Fraktionen von
humanem Skelettmuskelcytosol gemessen werden. Die immunochemische Bestimmung
wurde wie beim Myoglobin mit dem Turbitime-System der Firma Behring Diagnostics
GmbH (Marburg, Deutschland) durchgefiihrt. Das Verfahren wurde mit einem Standard
iiberpriift.

Transferrin konnte weder in den Fraktionen des untersuchten Muskelcytosols, noch im
nicht chromatographisch aufgetrennten Gesamtcytosol einer Niere - beide von einem
Sepsis-Patienten stammend - nachgewiesen werden. Die Frage ist demnach, ob Transferrin
in den Fraktionen nicht vorhanden ist, oder ob es unter der Nachweisgrenze der
verwendeten Methode liegt. Transferrin ist hauptsidchlich ein Serumprotein, gelangt im
Rahmen des Eisentransportes jedoch auch in die Zellen. Und da sich an den Gewebeproben
immer noch Restblut befindet, kdnnen auch Serumproteine bei der Cytosolextraktion als
Kontamination mit ins erhaltene Cytosol gelangen. Deshalb wird es als wahrscheinlich
angenommen, daBl auch Transferrin in den Cytosolproben vorhanden ist. Es stellt sich
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damit die Frage nach der Konzentration des Transferrins in den Fraktionen. Es wurde
folgende Abschitzung vorgenommen:

Im Eisen-Profil des Muskelcytosols kann der Hohe des Myoglobin-Eisen-Signals die
gemessene Myoglobin-Konzentration zugeordnet werden (siehe Abschnitt 6.2.4). Damit
wird iiber die bekannte Stochiometrie (1 Eisen pro Molekiil) eine ungefdhre Eisen-
konzentration fiir die Intensitit des Peaks abgeleitet. Daraus 1d6t sich die Eisen-
konzentration des vermuteten Transferrin-Peaks abschitzen. Uber die Stochiometrie von 2
Eisen pro Molekiil Transferrin und mit einer angenommenen 30%igen Beladung des
Molekiils *° wird eine ungefihre Transferrin-Konzentration berechnet. Sie betrigt im
vorliegenden Fall etwa 100 mg-L™". Allerdings liegt durch das unbekannte tatsichliche
Beladungsverhiltnis eine relativ grole Ungenauigkeit vor, vor allem im Fall eines Sepsis-
Patienten. Da der MeBbereich des Turbiquant-Verfahrens bei 500 mg-L'1 anfingt - als nicht
mehr mefBbarer Wert wird 20 mg-L" angegeben -, liegen die abgeschitzten Werte fiir die
hochstens vorhandene Transferrin-Konzentration in den Fraktionen genau im Bereich der
Nachweisgrenze.

Um auszuschlieBen, daB alleine durch Sepsis bedingte pathologische Effekte die
Transferrin-Konzentration unter die Nachweisgrenze driicken, wurden ebenfalls
Messungen in Cytosolfraktionen von Nicht-Sepsis-Patienten durchgefiihrt (humanes
Gehirncytosol - Kontrolle und Alzheimer - sowie Lebercytosol - Zystenleber). Es konnte
hier ebenfalls kein Transferrin gefunden werden. Damit wird angenommen, dal3
Transferrin in den Cytosolfraktionen mit dem verwendeten, fiir normale Transferrin-
Konzentrationen im Serum ausgelegten Verfahren nicht nachgewiesen werden kann. Es ist
ein klarer Nachteil dieser automatisierten Messung, da3 der Kalibrierungsbereich nicht
angepalit werden kann, obwohl der immunochemische Nachweis an sich eine hohere
Empfindlichkeit haben sollte. Andere, empfindlichere Nachweismethoden standen nicht
zur Verfiigung.

Im Eisen-Profil einer auf der Superdex 75PG getrennten Serumprobe, die Transferrin als
groBtes Eisen-Signal enthalten sollte 134 tritt ebenfalls ein Peak bei einer Retentionszeit
von etwa 27 min auf. Deshalb liegt trotz allem die Vermutung nahe, daB3 es sich bei dem
fraglichen Eisen-Peak auch in den Cytosolproben um Transferrin handelt.

6.2.6 Glutathion Peroxidase (Selen)

Glutathion Peroxidasen (GPx) (EC 1.11.1.9 und 1.11.1.12) sind Selenoenzyme, die
Selenocystein im aktiven Zentrum enthalten. Sie katalysieren die Reduktion von Peroxiden
durch Oxidation von Glutathion (GSH) und tragen damit zum Schutz des Organismus vor
Oxidantien bei '*°.

Bis heute sind fiinf verschiedene GPx bekannt '*°. Die cytosolische GPx ist ubiquitir im
Organismus verbreitet. Besonders hohe Konzentrationen finden sich in Organen mit hoher
Peroxidproduktion wie Leber, Niere, Lunge oder Erythrozyten'>. Sie besteht aus vier
identischen Untereinheiten, die jeweils ein Selenocystein enthalten, und hat eine Molmasse
von etwa 88000 grmol™ '*°. Die Plasma GPx, ein tetrameres Glykoprotein von ca.
100000 g'mol™ "’ wurde zuerst im Blutplasma entdeckt. Sie kommt in extrazelluliren
Fliissigkeiten vor und wird in verschiedenen Geweben in Kontakt mit diesen Fliissigkeiten
exprimiert, hauptsdchlich in der Niere. Die gastrointestinale GPx ist ebenfalls ein
Tetramer, mit einer Molmasse von etwa 88000 g'mol”*®. Sie wird nur im
Verdauungstrakt - beim Menschen auch in der Leber - exprimiert und schiitzt vor mit der
Nahrung aufgenommenen Hydroperoxiden. Die Tatsache, dal3 sie auch bei Selenmangel
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stark exprimiert wird, weist auf weitere vitale Funktionen hin '*>. Die hydrophobe
Phospholipid Hydroperoxid GPx, ein Monomer mit einer Molmasse von etwa
20000 grmol™, trat zuerst durch ihre Fihigkeit hervor, komplexe peroxidierte Lipide
umsetzen zu konnen, selbst wenn diese in Biomembranen integriert sind B¥ Sie spielt auch
eine wichtige Rolle in der Spermatogenese'*°. Die erst kiirzlich von Pfeifer et al.
beschriebene fiinfte Gpx, die Spermienkern GPx, ist ein 34000 g'mol™ Selenoprotein, das
spezifisch in Spermakernen vorkommt und Gemeinsamkeiten mit der Phospholipid
Hydroperoxid GPx aufweist. Sie ist als Protamin-Thiol-Peroxidase fiir die Disulfid-
vernetzung wihrend der Chromatinkondensation notwendig '*°.

Allen GPx ist die Eigenschaft gemeinsam, Hydroperoxide unter gleichzeitiger Oxidation
von Glutathion zu reduzieren, wobei auch andere Substrate in Frage kommen kénnen '*°.
Sie unterscheiden sich in ihrer Spezifitdt fiir verschiedene Peroxide: Die cytosolische und
die gastrointestinale GPx reduzieren Hydroperoxide wie Wasserstoffperoxid und einige
16sliche organische Peroxide (z.B. von Fettsduren oder Cumen Peroxid). Die Phospholipid
Hydroperoxid GPx und teilweise die Plasma GPx konnen auch Hydroperoxide
komplexerer Lipide umsetzen '*°.

GSH wird bei der Reduktion von Peroxiden in die oxidierte Form (GSSG) iiberfiihrt.
GSSG wird anschlieBend in Anwesenheit von Glutathion Reduktase und Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH) zuriick in die reduzierte Form umgewandelt und
steht damit wieder zum Abbau von Peroxiden zur Verfiigung. Dabei wird NADPH zu
NADP" oxidiert '*’:

2 GSH + ROOH G ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH + H' Glutathion Reduktase o N ADP' + 2GSH .

Abb. 6-18 zeigt den Vergleich eines Einzellaufes von cytosolischer GPx (Rind) mit den
Selen-Profilen der chromatographischen Trennung von humanem Gehirn- und
Lebercytosol. Die Einzelsubstanz hat eine Retentionszeit von 26 min auf der Superdex
75PG-Séule. Ein Selen-Peak mit vergleichbarer Retentionszeit findet sich auch bei den
Cytosolproben.
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Abb. 6-18 : Vergleich der Retentionszeit eines GPx-Einzellaufes (cytosolische Gpx, Rind)
mit dem Selen-Profil der chromatographischen Trennung von humanem
Gehirn- und Lebercytosol (Sepsis-Patient)
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Zur Uberpriifung der Identitit des vermuteten GPx-Peaks wurde die GPx-Aktivitit in den
Fraktionen einer chromatographischen Trennung von Lebercytosol (Schwein) gemessen.
Die Bestimmung der GPx-Aktivitidt erfolgte mit dem Ransel-Kit der Firma Randox
Laboratories GmbH. Die Messung basiert auf der Methode von Paglia und Valentine '*'.
GSH wird in diesem Fall, katalysiert durch GPx, durch Cumen Peroxid oxidiert, GSSG in
Anwesenheit von Glutathion Reduktase und NADPH wieder reduziert. Die dabei
erfolgende Oxidation von NADPH zu NADP" wird iiber die Abnahme der Absorption bei
340 nm und 37°C verfolgt '*°. Zur Kontrolle der Messungen wurde eine Probe bekannter

GPx-Konzentration mitgemessen.
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Abb. 6-19 Vergleich der GPx-Konzentration in den Fraktionen von Lebercytosol
(Schwein) mit dem Selen-Profil der chromatographischen Trennung

Abb. 6-19 zeigt die in den einzelnen Fraktionen bestimmte GPx-Aktivitdt im Vergleich
zum Selen-Profil der chromatographischen Trennung. Der Aktivititspeak stimmt mit dem
Hauptpeak im Selen-Profil {iberein, der somit der GPx zugeordnet wird.

Der GPx-Hauptpeak in Abb. 6-19 ist ein Doppelpeak, der reproduzierbar gemessen wurde.
In den Selen-Profilen von Cytosolproben wurden teilweise auch Doppelpeaks gefunden,
was bei der Messung nahe der Nachweisgrenze nicht immer leicht zu erkennen ist (siche
Abb. 6-18). Es kann sich dabei um verschiedene Isoformen der GPx handeln. Neben der
cytosolischen GPx wird auch die Plasma GPx in einigen Organen exprimiert '*> oder kann
iiber Blutreste an den Geweben in die Cytosole gelangen. Die Plasma GPx hat eine hohere
Molmasse als die cytosolische GPx und sollte deshalb tatsdchlich bei einer etwas kiirzeren
Retentionszeit eluieren. Selen kann natiirlich auch nur unspezifisch an grofle Proteine im
AusschluBipeak gebunden sein. Der Doppelpeak der GPx-Aktivitit wiirde fiir das
Vorhandensein von verschiedenen Isoformen der GPx sprechen. Es besteht allerdings auch
die Moglichkeit einer Interferenz der GPx-Bestimmung durch Katalase: Diese hat neben
der katalatischen Aktivitit der Zerlegung von Wasserstoffperoxid auch eine peroxidatische
Aktivitit der Oxidation von H-Donoren unter Verbrauch von Peroxiden '”’. Peroxide geben
falschlich erhohte GPx-Werte im Ransel-Test'*’. Die Katalase hat im Einzellauf eine
Retentionszeit von etwa 24 min (siche Abb. 6-14) und wiirde somit genau dem zweiten
Aktivitdtspeak in Abb. 6-19 entsprechen.
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Es treten weitere kleinere Aktivititsmaxima auf. Der Peak bei RT=19 min kann
vernachldssigt werden, da er sich noch vor dem AusschluBpeak der Sdule befindet. Eine
weitere gemessene Aktivitit entspricht einer Retentionszeit von 29 min (Abb. 6-19). Es
wurde iberpriift, ob eine unspezifische Oxidation des NADPH ohne Cumen Peroxid
stattfindet. Dies war nicht der Fall. Es besteht die Moglichkeit, da3 eine andere NADPH-
umsetzende Reaktion stattfindet, die mdglicherweise mit der bei RT=29 min eluierenden
SOD im Zusammenhang steht. Im Selen-Profil ist jedoch ebenfalls ein kleiner Peak
vorhanden. Es konnte sich daher um Selenoprotein P handeln, ein extrazelluléres,
monomeres Glykoprotein, welches bis zu 10 Selenocysteine enthilt '*. Es wird
hauptséchlich in der Leber gebildet, ist ubiquitdr in verschiedenen Geweben verteilt und
hat einen Anteil von mindestens 40% der Selenkonzentration im Serum. Bei
unterschiedlichen Formen wurden Molmassen von 45000 bis 57000 g'mol” bestimmt. Dies
wiirde mit einer Retentionszeit von 28-29 min {ibereinstimmen. Neben einer Funktion als
Transportprotein wird auch eine Rolle als Antioxidans vermutet. Eine der Phospholipid
Hydroperoxid GPx vergleichbare enzymatische Aktivitit von Selenoprotein P wurde in
vitro nachgewiesen '**.

Andere in den Elementprofilen auftretende Selen-Peaks konnen Selenoproteinen wie
Selenoprotein W, der Phospholipid Hydroperoxid GPx oder Deiodasen (siche Kapitel 8)
entsprechen. Selenoprotein W hat eine Molmasse von etwa 10000 g'mol™ '**, was einer
Retentionszeit von ca. 54 min entspricht. Im Selen-Profil (Abb. 6-19) ist tatsidchlich ein
Signal zwischen RT=53 und 55 min zu erkennen. Die hochste Konzentration an
Selenoprotein W wurde in Skelettmuskel, Herzmuskel und Gehirn gefunden. Die Funktion

ist bis heute unbekannt, eine antioxidative Rolle wird vermutet 143,

6.2.7 Albumin (Zink)

Albumin ist das Hauptprotein im Serum. Es trigt zur Aufrechterhaltung des
kolloidosmotischen Drucks des Blutes bei und dient dem Organismus als
Aminosdurenreserve. Albumin fungiert als Transportprotein fiir Ionen (Magnesium,
Calcium) und Spurenelemente sowie fiir lipophile Substanzen wie langkettige Fettsduren,
Bilirubin, Pharmaka, einige Steroidhormone und Vitamine > '**. Es hat eine Molmasse
von 67000 g'mol™ '™, Die Proteinkette unterteilt sich in verschiedene, durch Disulfid-
Briicken gebildete Doménen '** '**. Albumin wird in der Leber synthetisiert, dort verbleibt
jedoch weniger als 1% des Albumins im Organismus. Neben dem Albumin-Gehalt im
Serum befindet sich ein GroBteil in Haut und Skelettmuskel '*°.

Humanes Albumin hat als Einzelsubstanz eine Retentionszeit von etwa 26,5 min auf der
Superdex 75PG-Séule (siche Abb. 6-20). Neben Zink werden auch Kupfer und Eisen
gebunden. Im Zink-Profil der chromatographischen Trennung von humanem Gehirn- und
Lebercytosol treten im entsprechenden Retentionszeitbereich ebenfalls andeutungsweise
Zink-Peaks auf. Eine leichte Verschiebung der Retentionszeiten im Vergleich zur
Einzelsubstanz kann durch einen abweichenden Versuchsaufbau bedingt sein.

Es sollte gepriift werden, ob Albumin im Cytosol nachgewiesen werden kann. Die
Messung der Albumin-Konzentration in den Fraktionen eines chromatographischen Laufes
von humanem Skelettmuskelcytosol wurde turbidimetrisch mit einem Turbiquant-Reagenz
der Firma Behring Diagnostics GmbH durchgefiihrt. Es wurde die Bestimmung fiir
Albumin in Urin gewidhlt, da die interne Kalibrierung hierfiir die beste
Nachweisempfindlichkeit aufweist, die an die sehr kleinen Normalwerte von Albumin im
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Urin angepaBt ist. Zur Kontrolle der Messungen wurden verdiinnte Proben bekannter
Konzentration mitbestimmt.

3 .
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05+
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Abb. 6-20 : Vergleich der Retentionszeit eines Albumin-Einzellaufes mit den Zink-

Profilen der chromatographischen Trennung von humanem Gehirn- und

Lebercytosol (Sepsis-Patient)

Abb. 6-21 zeigt den Vergleich der gemessenen Albumin-Konzentrationen in den
Fraktionen von humanem Skelettmuskelcytosol mit dem Zink-Profil der chromato-
graphischen Trennung. Albumin kann in den Cytosolfraktionen nachgewiesen werden,
wobei die Konzentration gerade iiber der Nachweisgrenze der sehr empfindlichen Methode
liegt. Die maximale Albumin-Konzentration stimmt mit einem schwachen Zink-Peak bei
einer Retentionszeit von ca. 24,5 min im Zink-Profil iiberein. Dieser Peak wird somit dem
Albumin zugeordnet.
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Abb. 6-21 : Vergleich der Albumin-Konzentration in den Fraktionen von humanem
Skelettmuskelcytosol mit dem Zink-Profil der chromatographischen
Trennung
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6.2.8 Iodhaltige Substanzen

Iod kommt im menschlichen Organismus vor allem in Zusammenhang mit der Schilddriise
und den dort produzierten Hormonen vor: 99% des lods im menschlichen Organismus
befinden sich in der Schilddriise®'. Thyroglobulin, ein hochmolekulares, aus vier
Untereinheiten bestehendes '** Glykoprotein (Molmasse 660000 grmol™), macht ca. 75%
der Trockenmasse der Schilddriise aus. Es enthélt 90% des organisch gebundenen lods. Es
ist das Trédgermolekiil fiir die Thyroidhormone. Das mit der Nahrung aufgenommene Iodid
wird in die Tyrosinreste des Thyroglobulins eingebaut, iiber die Zwischenstufen Mono-
und Diiod-L-tyrosin werden die Thyroidhormone (Iodaminosduren) L-Thyroxin
(3,3%,5, 5-Tetraiod-L-thyronin, T4) (Molmasse 777 g-mol'l) und 3, 3¢, 5-Triiod-L-thyronin
(T3) (Molmasse 651 g'mol™) gebildet, wobei letzteres auch durch Monodeiodierung aus T
entsteht”’. Von etwa 120 Tyrosinresten pro Untereinheit'** des Thyroglobulins sind
normalerweise 10 bis 25 iodiert.

Die Thyroidhormone verbleiben zunéchst in der Polypeptidkette des Thyroglobulins
gebunden. Tj ist in viel geringeren Mengen als T4 vorhanden, ist jedoch biologisch fiinfmal
wirksamer. Das Thyreoidea-stimulierende Hormon (Thyrotropin) des Hypophysen-
vorderlappens, vom 1im Hypothalamus gebildeten Thyrotropin-Releasing-Hormon
angeregt, steuert die Bildung und Freisetzung der Thyroidhormone ins Blut. Dort werden
sie von Proteinen wie vor allem dem Thyroxinbindenden Globulin (TBG) (Molmasse
58000 g'mol™) sowie dem Thyroxinbindenden Prialbumin (Molmasse 55000 g'mol™) und
Albumin transportiert. Biologisch aktiv sind nur die freien Hormone. Die Umwandlung
von T, in T3 sowie die Inaktivierung und der Abbau der Thyroidhormone erfolgt durch

selenhaltige Isoenzyme, die Deiodasen, in verschiedenen Geweben '*°.

Um die in den Iod-Profilen der chromatographischen Trennungen von Cytosolen
auftretenden Peaks einordnen zu konnen, wurden Einzelldufe mit kommerziell erhiltlichen
iodhaltigen Substanzen (Thyroglobulin, TBG, Ts, T4) auf der Superdex 75PG-Séule
durchgefiihrt. Um die Retentionszeit von niedermolekularen anorganischen Iod-
verbindungen festzustellen, wurden aulerdem Kaliumiodid und Kaliumiodat auf die Saule
aufgegeben. Abb. 6-22 zeigt den Vergleich der Retentionszeiten der Einzelldufe mit den
Iod-Profilen der chromatographischen Trennungen von verschiedenen Organcytosolen
(human und Schwein).

Thyroglobulin eluiert - seiner hohen Molmasse entsprechend - im Ausschlulpeak bei etwa
RT=22 min, TBG bei etwa RT=24 min. Diese Peaks sind auch in den lod-Profilen von
Gehirn 143, Gehirn Schwein, Leber und Schilddriise zu finden, der Peak bei RT=24 min
auch beim Gehirn des Sepsis-Patienten. Allerdings sind diese Signale im Verhiltnis zu den
anderen in den Profilen auftretenden lIod-Peaks sehr klein und deswegen in der Abb. 6-22
schwer zu erkennen. Im Schilddriisencytosol ist der vermutete Thyroglobulin-Peak bei
RT=22 min wie zu erwarten der weitaus grote Peak im lod-Profil. Es tritt hier auch die
groffte Anzahl verschiedener lod-Peaks auf, die nicht-proteingebundenem Iod, den
Thyroidhormonen sowie ihren Vorstufen entsprechen sollten.

Kaliumiodid, Kaliumiodat und T4 eluieren bei etwa RT=57,5 min. Dies entspricht von der
Retentionszeit dem Permeationspeak fiir kleine Substanzen. Es scheint jedoch auch
Wechselwirkungen mit dem S&ulenmaterial zu geben, da Signale bei ldngeren
Retentionszeiten auftreten. Dies scheint der Fall fiir T; mit einer Retentionszeit von
61,5 min zu sein, wenn angenommen wird, dal} der hochste lod-Peak des Einzellaufes von
Ts der eigentlich gesuchten Substanz entspricht. In den lod-Profilen der humanen und
Schweinegehirncytosole sowie der verschiedenen humanen Organcytosole tritt jeweils ein
Peak bei etwa RT=58-59 min auf. Bei tierischen Cytosolen ist es der einzige Peak. Auch
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bei dem betrachteten Alzheimer-Patienten (siehe auch Kapitel 12.4.2) ist es der einzige
Peak im Iod-Profil, wobei hier Iod nahe an der Nachweisgrenze liegt. Dies scheint dem
nicht-proteingebundenen lodanteil bzw. T4 zu entsprechen. Beim Gehirncytosol 143, dem
Gehirn - in Abb. 6-22 wegen der Grdofenverhdltnisse nicht zu erkennen - und der
Schilddriise des Sepsis-Patienten tritt ein Iod-Signal bei ca. RT=63 min auf, der dem T;
entsprechen kann.

Bei den Organen des Sepsis-Patienten, einschlieBlich dem Gehirn, ist ein Peak bei
RT=51 min, bei den Gehirnen 140 und 143 bei ca. RT=54 min erkennbar. Hier konnte es
sich um weitere Bindungsformen der Thyroidhormone handeln. Es muf3 jedoch auch die
Moglichkeit berlicksichtigt werden, dal den Patienten iodhaltige Kontrastmittel
verabreicht worden sein konnen. Dadurch kann die relative Intensitit des dem
anorganischen lod-Peak bei RT=57,5 min entsprechenden Signals verdndert werden.
Durch unterschiedliche Metaboliten oder Bindungen an verschiedene Proteine konnen
auch weitere lod-Signale auftreten.
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Abb. 6-22 : Vergleich der Retentionszeiten von iodhaltigen Substanzen (Thyroglobulin,
TBG, Ts;, Ta, lodat, Iodid) mit den Iod-Profilen der chromatographischen
Trennung der Cytosole verschiedener Organe: Gehirn (human - Kontrolle,
Alzheimer, Sepsis-Patient - und Schwein), Leber, Schilddriise (human,
Sepsis-Patient)

Die vielfiltigen Iod-Profile sind ein weiteres Beispiel fiir die Vielzahl der Informationen,
die tber die Kopplung von SEC mit ICP-MS gewonnen werden konnen. Jedes
Elementprofil steht im Zusammenhang mit einer bestimmten Gruppe von Proteinen und
kann zur Interpretation unterschiedlicher pathologischer Effekte herangezogen werden.

75



Zusammenfassend 146t sich sagen, daB3 iiber die Multielementdetektion der ICP-MS
vielfiltige Informationen on-line aus den chromatographischen Trennungen der
cytosolischen Proteine gewonnen werden konnen. Jedes Elementprofil zeigt die Trennung
verschiedener Proteine. Selbst wenn die Auflosung der Chromatographie nicht ausreicht,
konnen Proteine getrennt betrachtet werden, wenn sie unterschiedliche Elemente binden.

In diesem Kapitel wurde gezeigt, wie Proteine anhand ihrer charakteristischen
Eigenschaften und spezifisch iiber immunochemische Reaktionen in den Fraktionen der
chromatographischen Trennungen nachgewiesen und somit den Elementsignalen
zugeordnet werden konnten.

Sind die Proteine bekannt, konnen Vergleiche des Anteils bestimmter Proteine bzw. ihrer
Elementgehalte im Cytosol bei verschiedenen pathologischen Zustinden gezogen werden.
Dabei eroffnet jede Proteingruppe ein eigenes Untersuchungsfeld im Zusammenhang mit
bestimmten Krankheiten.

Diese Arbeit konzentriert sich besonders auf die Metallothioneine. Im folgenden Kapitel
werden - neben der GroBenausschluBchromatographie - weitere Trennmethoden betrachtet,
die ergdnzende Informationen iiber die Metallothioneine in den Cytosolproben liefern
konnen.
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7 Vergleichende Untersuchungen von Cytosolproben mit
verschiedenen analytischen Trennmethoden

Neben der GroBenausschluBchromatographie kommen auch andere Trennmethoden fiir die
Auftrennung von Proteinen in Cytosolproben in Frage. Unterschiedliche Trenn-
mechanismen liefern unterschiedliche Informationen iiber die Probenzusammensetzung.
Die SEC trennt die Probenmolekiile nach ihrer Groe bzw. dem Stoke’schen Radius.
Deshalb konnen Analytmolekiile mit dhnlicher GréBe - wie z.B. MT-1 und MT-2 - nicht
unterschieden werden. Es konnen jedoch unterschiedliche Auflésungen in Abhédngigkeit
vom verwendeten Sdulenmaterial erreicht werden.

Die Anionenaustauscherchromatographie trennt die Proteine nach ihrer Ladung. Die MT-
Isoformen eluieren demnach getrennt voneinander. Diese Trennung kann somit
Informationen iiber den unterschiedlichen Gehalt von MT-1 und MT-2 in einer Probe
liefern. Dasselbe gilt fiir die Kapillarzonenelektrophorese, deren Trennmechanismus auf
einer Kombination von Unterschieden in Ladung und GréBe der Probenmolekiile beruht.
Als Vorteil kommt hier aulerdem die geringe benétigte Probenmenge hinzu.

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese kann eine Abschitzung der Proben-
zusammensetzung nach den Molmassen der Proteine erfolgen. Im Gegensatz zu den oben
erwahnten Methoden, die in dieser Arbeit vor allem mit Elementdetektion durchgefiihrt
wurden, zeigt die SDS-PAGE alle in der Probe vorhandenen Proteine, auch Nicht-
Metalloproteine. Die Proteine werden fiir die Trennung denaturiert und verlieren zum
groBten Teil die gebundenen Metalle. Auch die MALDI-TOF-Massenspektrometrie kann
einen Uberblick iiber die in einer Probe vorhandenen Molmassen geben. Dabei verlieren
die MT ebenfalls die gebundenen Metalle.

7.1 Groflenausschlu3chromatographie: Superdex 75 HR-Séule

In Kapitel 4.2.2 wurden verschiedene Sdulenmaterialien fiir die GroBenausschluB-
chromatographie getestet. Das Superdex 75-Material hat sich zur Trennung von
Metalloproteinen in Cytosolen als besonders geeignet erwiesen. Dieses Packungsmaterial
ist in unterschiedlichen Korngro3en und in verschieden grofle Sdulen gepackt erhiltlich.
Zur Uberpriifung, ob mit kleinerer KorngroBe eine noch bessere Trennung erreicht werden
kann, wurde die chromatographische Trennung von Cytosolproben iiber eine Superdex
75HR-Séule getestet. Diese Sdule unterscheidet sich von der Superdex 75PG-Sdule durch
thre Dimension sowie die kleinere Korngréf3e des ansonsten gleichen Sdulenmaterials mit
gleichem Trennbereich. Die unterschiedlichen Parameter der verwendeten Superdex-
Sdulen sind in Tab. 7-1 aufgefiihrt. Die Regressionsgerade des linearen Trennbereiches
betrug fiir die Superdex 75SHR-Siule:

log Molmasse [g‘mol'l] =-0,1066 - Retentionszeit [min] + 5,5613 .
Die Detektion der verschiedenen Elemente im Eluat wurde wie in Kapitel 4.1 beschrieben

mit der on-line gekoppelten ICP-MS durchgefiihrt. Die MeBparameter der chromato-
graphischen Trennung auf der Superdex 75SHR-S&ule sind in Tab. 7-2 aufgefiihrt.
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Tab. 7-1:  Vergleich der Superdex 75SHR- und Superdex 75PG-Séaulen

Superdex 75HR Superdex 75PG
Dimension der Sdule [mm'mm]  10-300 16-600
Korngrofle [um] 13 24-44
Trennbereich [Da] * 3000-70000 3000-70000
FluBrate Eluens [mL-min™'] 1 2
Aufgabemenge [pL] 250 500
Bodenzahl [m™'] " 30300 17100

? Herstellerangaben; ° ermittelt mit Aceton

Tab. 7-2:  MeBparameter der Superdex 75HR-Saule

HPLC-System: HP 1100

Séule: Superdex 75HR (10-300 mm)

Eluens: 20 mmol-L™ Tris-Puffer, pH=7.4 (mit HNO; eingestellt)
interne Standardelement-Lésung: 50 ug-L'1 Ge, Rh, Ir mit 10% MeOH, 0,33 %HNO;
FluBrate Eluens: 1 mL-min™

FluBrate interner Standard: 0,2 mL-min’’

Druck: 1,2 MPa

Injektionsvolumen: 250 uL

Autosampler-Thermostat: 4°C

Nadelspiilung vor der Injektion mit Wasser

UV-Detektion: 214 nm, 254 nm, 280 nm (Deuteriumlampe)

Abb. 7-1 und Abb. 7-2 zeigen den Vergleich der SEC-Trennungen von Gehirncytosol
(Schwein) mit der Superdex 75HR- und der Superdex 75PG-Sdule. Dabei ist die Zeitachse
des Superdex 75PG-Laufes zur besseren Vergleichbarkeit auf jene der kleinen Séule
umgerechnet.

Die Vorteile der Superdex 75SHR-Séaule sind:

groflere Empfindlichkeit der Elementdetektion (Signal/Rausch-Verhéltnis)
schnellere Trennung

geringeres Probenvolumen

bessere Trennung fiir niedrige Molmassen.

Bei der groBlen Sdule eluieren die Analytmolekiile in einem groferen Eluensvolumen, was
eine stirkere Verdiinnung der Probe und damit niedrigere gemessene Intensitdten und eine
schlechtere Empfindlichkeit bedingt. Mit der Superdex 75HR-Sdule dagegen werden bei
Elementen, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind - z.B. die MT-gebundenen
Metalle Quecksilber und Blei - oder deren Detektion mit der ICP-MS unempfindlich ist
wie z.B. Selen, bessere Signale erzielt als mit der Superdex 75PG-Séule (siche Abb. 7-1).
Beim Quecksilber sind damit statt nur Rauschen gerade noch erkennbare Signale
vorhanden. Auch die Blei-Signale sind deutlich intensiver.

Obwohl im niedrigen Molmassenbereich eine hohere Auflosung erreicht wird, ist diese
gerade fiir den besonders interessierenden mittleren bis hohen Molmassenbereich
schlechter. Abb. 7-2 zeigt die Kupfer- und Zink-Profile der verschiedenen Trennungen.
Wihrend die Superdex 75PG-Sdule MT-1/-2, MT-3 und SOD auflost, wird MT-3
(RT=10,7 min) auf der Superdex 75SHR-Siule zwar von MT-1/-2 (RT=13,2 min) getrennt,
eluiert jedoch mit der SOD in einem Peak, wie durch Laufe der Einzelsubstanzen bestétigt
wurde. Auch der erste Zink-Peak der Superdex 75HR- ist bei der Superdex 75PG-Séule in
mehrere Peaks aufgeldst.
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Abb. 7-1:

Abb. 7-2:
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Kupfer- und Zink-Profile der chromatographischen Trennungen von
Gehirncytosol (Schwein) auf der Superdex 75HR- und der Superdex 75PG-
Séule; die Zeitachse ist dem Lauf der Superdex 75SHR-Séule angepal3t

Fiir die Anwendung auf die Trennung von Metalloproteinen in Cytosolen mit Hinblick
besonders auf die Abtrennung von MT-3 in Gehirnproben ist die Superdex 75PG-Séule
demnach besser geeignet.
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7.2 Anionenaustauscherchromatographie

Die Anionenaustauscherchromatographie (Anion Exchange Chromatography - AEC)
trennt die Analyten nach Ladungsunterschieden. Anionische Komponenten werden durch
Wechselwirkung mit dem Sdulenmaterial stirker retardiert als neutrale oder kationische
Substanzen und mit steigender Salzkonzentration im Puffer eluiert.

Als Eluens diente wie bei der SEC Tris-Puffer mit dem physiologischen pH-Wert 7.4.
Damit sind alle Proteine mit einem isoelektrischen Punkt pI<7.,4 - wie die MT e negativ
geladen. Die Isoformen MT-1 und MT-2 unterscheiden sich bei neutralem pH durch eine
negative Ladung (siche Kapitel 2.1.1)° und konnen mittels Anionenaustauscher-
chromatographie voneinander und vom noch stirker negativ geladenen MT-3* getrennt
werden. Durch den unterschiedlichen Trennmechanismus der AEC koénnen demnach
andere Informationen bei der Trennung von Cytosolproben gewonnen werden als mit der
Superdex 75PG-Saule.

Ein schwacher Anionenaustauscher mit Diethylaminoethyl (DEAE)-Gruppen wurde
verwendet. Das Austauschermaterial der Fractogel EMD DEAE-Sdule besteht aus einer
Polymerbasis mit Tentakelarmen, an deren Enden die DEAE-Gruppen gebunden sind. Das
Material hat eine AusschluBBgrenze von 1000 kDa und ist fiir den pH-Bereich von 6,0 bis
8,5 geeignet. Es wurde ebenfalls eine Vorsdule mit austauschbaren Filtern eingesetzt (siche
Kapitel 4.2.4). Die AEC wurde mit Gradientenelution betrieben, wobei eine steigende
Ammoniumchloridkonzentration bis 500 mmol-'L" zur Elution verwendet wurde. Durch
den hohen Salzgehalt war die Kopplung mit der ICP-MS als on-line Elementdetektion
problematisch, da hohe Salzfrachten zu Ablagerungen auf den Konen fithren kénnen und
dadurch die Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit der Messungen beeintrichtigen *®
(siche Kapitel 4.2.2). Deshalb wurde zur Multielementdetektion die Kopplung mit der
Atomemissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma als Anregungsquelle (ICP-
AES) gewihlt. Hierbei wird die von den im Plasma angeregten Atomen und lonen der
Analyten emittierte Energie in Form von Licht bei charakteristischen Wellenldngen
detektiert. Die ICP-AES hat sich bei hohen Salzfrachten als robuster im Vergleich zur ICP-
MS erwiesen.

Die MeBparameter der HPLC-ICP-AES-Kopplung und der verwendete Gradient sind in
Tab. 7-3 und Tab. 7-4 aufgefiihrt. Die Cytosolproben wurden vor der Messung mit Frigen
entfettet und 1+1 mit dem Puffer A verdiinnt. Die Injektion erfolgte manuell iiber eine
I mL-Probenschleife. Fiir die Aufnahme der transienten Signale der Chromatographie
wurde eine speziell entwickelte Software verwendet, das MeB- und Auswerteprogramm
,DCP* von Tomiak**'¥". Das Programm steuert auch den Eintrittsspalt des Simultan-
spektrometers an und ermdglicht dadurch Kompensationsmessungen neben dem
Peakmaximum zur spektralen Untergrundkorrektur. Die Integrationszeiten des Signals und
des Untergrundes betrugen jeweils 2 s. Das Signalmaximum wurde vor der Messung durch
einen Wellenldngenscan mit einer Multielementlésung ermittelt. Die Untergrundmessung
erfolgte ca. +0,040 nm neben dem Signalmaximum.

Um die Retentionszeit des Metalloproteins SOD und der Isoformen MT-1, MT-2 und
MT-3 auf der DEAE-Sdule auszumachen, wurden Liufe mit den entsprechenden Protein-
16sungen durchgefiihrt. In Abb. 7-3 sind die erhaltenen Elementprofile von Kupfer, Zink
und Cadmium gezeigt. SOD hat eine Retentionszeit von 29,7 min, MT-1 von 24,5 min und
MT-2 von 26,5 min. MT-3 weist eine Retentionszeit von 40 min auf, wobei dies der aus
den Profilen von Zink und Kupfer gebildete Mittelwert ist. Ein Unterschied der

80



Retentionszeiten der Kupfer- und Zink-Signale wurde bei Metallothioneinen wiederholt
beobachtet '** (siehe auch Kapitel 9).

In Abb. 7-4 sind die Kupfer- und Zink-Profile der Trennung auf der DEAE-S&ule eines
humanen Gehirncytosols gezeigt. Die ICP-AES ist fiir Zink wenig empfindlich. Es ist zu
erkennen, daf} die einzelnen Isoformen MT-1, MT-2 und MT-3 getrennt werden konnten.
Auch das Kupfer und Zink enthaltende Metalloprotein SOD eluiert getrennt von den MT.
Die Retentionszeiten stimmen mit denen der Einzelldufe (Abb. 7-3) gut {iberein. Leichte
Abweichungen - MT-1 eluiert bei RT=22,0 min - kdnnen durch die Matrixabhéngigkeit der
DEAE-Trennung oder Unterschiede bei den verschiedenen Spezies bedingt sein.

Tab. 7-3:  MeBparameter der Anionenaustauscherchromatographie

HPLC-System

HPLC-Pumpen: Typ 64 (Knauer)

Steuerung: HPLC-Programmer 50 (Knauer)
Hochdruckgradientenmischer

VDS Optilab Degasys 1300 on-line Entgasungssystem

Saule: Merck Fractogel EMD DEAE (10-150 mm)
Vorsidule: Securityguard mit GFC-3000 Filtereinsatz
Eluens A: 20 mmol-L! Tris, 5 mmol-L! DTT, pH=7,4 (mit HNO; eingestellt)
Eluens B: 20 mmol-L" Tris, 5 mmol-L™' DTT, 1 mol-L"' NH,Cl, pH=7.4
(mit HNOj; eingestellt)
FluBrate: 1 mL-min”
Injektionsvolumen: 1 mL (manuell {iber Probenschleife)
Gradient
Zeit [min] % Eluens B
0-10 0
10-40 0-50
40-50 50
50-51 50-0
Tab. 7-4:  MeBparameter der ICP-AES
ICP-AES: Jobin Yvon JY70 Plus
Zerstéuber: Cross-Flow mit temperierter Scott-Kammer
Fackel und Injektorrohr: Demontierbare Torch mit Quarzrohren und

Plasmagas-Fluf3:
Coater-Gas-FluB3:
Zerstaubergas-Flul3:
Plasmaleistung:

Scandauer mit Untergrundmessung:

Detektierte Elemente
Cu

/n

Cd

S

Fe

Mn

Keramikinjektorrohr
12,50 L-min™ (Argon)
0,20 L-min™ (Argon)
0,66 L-min™ (Argon)

ca. 960 Watt

ca. 10 s

Emissionslinie [nm]  Art der Linie
324,754 Atomlinie
213,856 Atomlinie
226,502 Ionenlinie
180,676 Atomlinie
259,940 Ionenlinie
257,610 Ionenlinie
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Intensitiit (normiert)
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Abb. 7-3:  Kupfer-, Zink- und Cadmium-Profile, die bei Einzelldufen von SOD (human),
MT-2 (Kaninchen), einem MT-1 + MT-2-Gemisch (Kaninchen) und MT-3
(rekombinant, human) iiber die DEAE-Séule erhalten wurden (Zusatz von
DTT zum Elutionspuffer)

=2 = =
e [=)) co
| | |

Intensitiat (normiert)

e
[}
I

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Retentionszeit [min]

Abb. 7-4:  Kupfer- und Zink-Profile der Trennung eines humanen Gehirncytosols
(frontale Region, Kontrolle, Zusatz von DTT zum Elutionspuffer) auf der
DEAE-Siule; der zeitliche Verlauf des Ammoniumchloridgradienten von
0 bis 500 mmol-L™" ist durch die gestrichelte Linie wiedergegeben

Neben den Einzelldufen der MT-Isoformen sowie SOD und dem Vergleich der
Retentionszeiten wurde zur Bestitigung der Identifizierung der Peaks in den
Elementprofilen der AEC-Trennung der Vergleich mit der SEC-Trennung herangezogen.
Aufgefangene Fraktionen der AEC-Trennung wurden in ,,zweiter Dimension® {iber die
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SEC getrennt und die auftretenden Signale mit den bekannten Signalen (siche Kapitel 6.1
und 6.2.1) der fraglichen Proteine verglichen. Dafiir wurden 1 mL Fraktionen der DEAE-
Trennung von Gehirncytosol (Schwein) aufgefangen und die der Elution der
Metalloproteine  entsprechenden Fraktionen jeweils zusammengefait und iiber
Ultrafiltrationsmembranen mit einer Ausschlu3grenze von 3000 Da (Microcon, Amicon,
Millipore) in einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge bei 14000 g aufkonzentriert. Die
Trennungen wurden mit 5 mmol-L" DTT im Eluens durchgefiihrt, um Oxidation wihrend
der Fraktionierung und der folgenden Aufkonzentrierung zu vermeiden. Die konzentrierten
DEAE-Fraktionen wurden anschlieBend auf die Superdex 75PG-Saule aufgegeben.

Die erhaltenen Elementprofile sind in Abb. 7-5 dargestellt. Es ist anzumerken, daf} trotz
DTT-Zugabe die MT schwicher gebundenes Zink '** wihrend der Fraktionierung bzw.
Einengung zu verlieren scheinen (siehe auch Kapitel 11.2). Die Betrachtung konzentriert
sich deshalb auf die Kupfer- sowie zusitzlich die Silber- und Cadmium-Profile. Es ist
deutlich zu erkennen, daB3 die fragliche MT-3 Fraktion der DEAE-Trennung auf der
Superdex 75PG-Sdule die gleiche Retentionszeit wie MT-3 im Gehirncytosol hat, die
Identitit des DEAE-Peaks wird somit bestétigt. Auch der MT-1-Peak der DEAE-Trennung
stimmt mit dem SEC-MT-1/-2-Peak iiberein. Das Gehirncytosol vom Schwein enthélt
weniger SOD und MT-2 als humanes Gehirncytosol (siehe auch Abb. 7-6). In Abb. 7-5 ist
jedoch noch ein schwacher Peak mit der MT-1/-2 entsprechenden Retentionszeit in den
Kupfer- und Silber-Profilen der SEC-Trennung zu erkennen, der demnach dem MT-2 der
DEAE-Trennung entspricht.

Fraktion
DEAE
MT-37?

Fraktion
DEAE
MT-27?

Intensitiit (normiert)

Fraktion
DEAE
MT-17?

15I I2IOI I2;I I3lL'JI‘I‘ZISIII‘4.0‘III4I5‘I‘I5‘OII‘I5‘5I‘II6IOIII‘6I5

Retentionszeit [min]
Abb. 7-5:  Elementprofile der aufgefangenen Fraktionen der AEC-Trennung (DEAE-
Saule) von Gehirncytosol (Schwein) nach der chromatographischen Trennung

auf der Superdex 75PG-Sdule im Vergleich zur Trennung von Gehirncytosol
(Schwein) (Zusatz von DTT zum Elutionspuffer)

Nachdem die Zuordnung der Peaks der AEC-Trennung mit der SEC bestétigt wurde,
sollten umgekehrt die entsprechenden SEC-Fraktionen mit der AEC betrachtet werden.
Hierzu wurden von der chromatographischen Trennung eines Gehirncytosols (Schwein)
mit der Superdex 75PG-Sdule 2 mL Fraktionen aufgefangen und die der Elution von
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MT-1/-2, MT-3 sowie SOD entsprechenden Fraktionen jeweils zusammengefal3t und iiber
Ultrafiltrationsmembranen eingeengt. Die SEC-Trennung wurde hier ebenfalls mit
5mmol'L" DTT im Eluens zur Minimierung der Oxidation durchgefiihrt. Die
konzentrierten SEC-Fraktionen wurden anschlieBend auf die DEAE-Siule aufgegeben.
Abb. 7-6 zeigt die erhaltenen Elementprofile im Vergleich zur DEAE-Trennung eines
unfraktionierten Gehirncytosols (Schwein). Wegen der Unempfindlichkeit der ICP-AES
fiir Zink werden im folgenden nur die Kupfer-Profile betrachtet. Auch bei diesem
Vergleich konnte die Ubereinstimmung der MT-Peaks von Superdex 75PG- und DEAE-
Trennung festgestellt werden.

Cytosol
Schwein

Fraktion
SEC
MT-3

Fraktion
SEC
MT-1/-2

Intensitit (normiert)

Fraktion
SEC
SOD

Retentionszeit [min]

Abb. 7-6:  Kupfer-Profile der aufgefangenen Fraktionen der SEC-Trennung (Superdex
75PG-Séaule) von Gehirncytosol (Schwein) nach der chromatographischen
Trennung auf der DEAE-Séule im Vergleich zur Trennung von Gehirncytosol
(Schwein) (Zusatz von DTT zum Elutionspuffer)

Der bei der MT-3-Fraktion zu sehende kleine Vorpeak trat teilweise auch bei der Trennung
von Gehirncytosolen auf (siche Abb. 7-4) und kann entweder als MT-3-fremde
Komponente oder als mogliches Oxidationsprodukt bzw. MT-3-Form mit anderer
Metallbeladung und damit anderer, auf der DEAE-Séule trennbaren Ladung gedeutet
werden. Auch das Vorhandensein und die Abtrennung von nicht-acetyliertem MT-3 ist
eine Moglichkeit.

Bei der Trennung der SOD-Fraktion ist ein Kupfer-Signal bei einer Retentionszeit von
35 min zu sehen. Der SOD-Peak wurde bei einer Retentionszeit von etwa 30 min erwartet.
Es kann sich hierbei um eine durch die unterschiedliche Probenzusammensetzung bedingte
Verschiebung der bei der AEC matrixabhdngigen Retentionszeit handeln. Eine weitere
Moglichkeit sind Unterschiede in der Ladung der Proteine, da bei diesem Versuch eine
andere Spezies vorlag als bei den bisher beschriebenen SOD-Trennungen. Auch ein
Artefakt kann nicht ausgeschlossen werden. In der SOD-Fraktion ist zusitzlich MT-3 zu
sehen, das nicht vollstindig abgetrennt werden konnte.

Auch die MT-1/-2-Fraktion enthalt noch etwas MT-3, obwohl der Peak bei der SEC besser
vom MT-3 getrennt ist als der SOD-Peak (siche Abb. 7-5). Dies ist wiederum durch den
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wesentlich hoheren Gehalt an MT-3 bedingt. Der MT-1 Peak ist im Kupfer-Profil der
DEAE-Trennung zu erkennen. Das MT-2-Signal ist hier nicht auszumachen.

Insgesamt kann zusammengefalit werden, dal die MT-Isoformen auf der verwendeten
DEAE-Séule wie erwartet deutlich voneinander und auch von der SOD getrennt werden
konnten.

Aufgrund des nur begrenzt zur Verfligung stehenden humanen Probenmaterials konnten
diese Versuche nur mit Cytosol vom Schwein durchgefiihrt werden. Auf den Nachweis
von MT-1 und MT-2 im entsprechenden Peak der Superdex 75PG-Sdule wird in Abschnitt
7.3.5 ndher eingegangen.

7.3 Kapillarzonenelektrophorese-ICP-SFMS: Kooperation mit dem
GKSS-Forschungszentrum (Geesthacht)

Die Trennungen von Proteinen in Cytosolen mit der Kapillarzonenelektrophorese (CZE),
gekoppelt an ein ICP-Sektorfeld (SF)-Massenspektrometer zur on-line-Elementdetektion,
wurden im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fiir Kiistenforschung des GKSS-
Forschungszentrums, Geesthacht, Deutschland, durchgefiihrt.

Die Vorteile der Kapillarzonenelektrophorese sind % '

hohe Effizienz der Trennung

kurze Analysenzeiten

geringe Probenmengen (Injektion im nL-Bereich bei Vorlagen von ca. 30 pL)
kein Packungsmaterial, das mit der Probe wechselwirkt.

Daher sollte die CZE besonders zur Untersuchung von Biomolekiilen und speziell von
Metalloproteinen geeignet sein.

Schaumléffel et al. '°* entwickelten kiirzlich im GKSS-Forschungszentrum ein effizientes
und robustes Interface zur Kopplung der CZE mit der ICP-MS. Diese Kombination
erdffnet neue Mdglichkeiten zur Trennung mit Elementdetektion fiir die Untersuchung von
biologischen Proben. Vor allem die geringe bendtigte Probenmenge ist z.B. fiir die
Analyse von Cytosolen aus Biopsieproben giinstig.

Die Anwendung der CZE-ICP-MS-Kopplung auf komplexe, biologische Proben war das
Ziel des Kooperationsprojektes. Die Kopplung sollte auf die Messung von Cytosolproben
angepalit und optimiert werden, besonders im Hinblick auf Metallothioneine. Wéhrend mit
der SEC moglichst viele Proteine und damit relevante Parameter fiir die Aufkldrung von
Mechanismen bei pathologischen Prozessen erfa3t werden sollten, lag bei der CZE der
Schwerpunkt auf der Trennung der einzelnen MT-Isoformen.

7.3.1 Kopplung von Kapillarzonenelektrophorese und ICP-SFMS

Bei der Kapillarzonenelektrophorese, die instrumentell seit den 80er Jahren eingesetzt
wird, beruht die Trennung auf Unterschieden in den elektrischen Eigenschaften der
Analyten. Der Trennmechanismus unterscheidet sich dadurch von dem der
Chromatographie, der auf verschiedenen Retentionszeiten durch unterschiedliche
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Gleichgewichte bzw. Aufenthaltszeiten der Analyten zwischen mobiler und stationdrer
Phase basiert'>. Die elektrophoretische Beweglichkeit ist der Ladung der geldsten
Teilchen direkt proportional. Aullerdem spielt die Grof8e bzw. Form der Analyten sowie
die Viskositit des Laufpuffers eine Rolle: die Migrationsgeschwindigkeit ist umgekehrt
proportional zur Reibung des Analytmolekiils im Laufpuffer. Faktoren wie die lonenstéirke
und der pH-Wert des Puffers sowie der Probe beeinflussen die Trennung, da sie die
Ladung und Form der Analyten verindern'>. Neben Art und Linge der Kapillare kénnen
diese Parameter, wie auch die Temperatur und die angelegte Spannung '>*, zum Erreichen
einer optimalen Trennung variiert werden.

Der Transport durch die Quarzkapillare erfolgt durch eine liber die Linge der Kapillare
angelegte Gleichstromhochspannung, wobei die Probe im vorliegenden Fall am positiven
Ende injiziert wird (siche auch Abb. 7-7). Die Oberfliche der Kapillare ist durch
Dissoziation der Silanolgruppen der Quarzoberfliche negativ geladen und zieht positive
Ionen der Pufferlosung an, es bildet sich eine elektrische Doppelschicht. Die positiven
Ionen sind jedoch beweglich und wandern zur negativen Elektrode, wobei sie
Losungsmittelmolekiile mit sich reilen. Dadurch entsteht der elektroosmotische Fluf3
(EOF) des Losungsmittels, der - bei nichtmodifizierten Quarzkapillaren - zur Kathode
gerichtet ist'”. Der EOF weist im Gegensatz zur Chromatographie kein laminares
Stromungsprofil, sondern ein flaches, stempelformiges FlieBprofil auf, das keine
Peakverbreiterung verursacht. Wenn keine Bandenverbreiterung durch thermische
Konvektion auftritt, konnen die theoretisch nur durch longitudinale Diffusion begrenzten
Peakbr?sigen erreicht werden und damit Trennleistungen von einigen hunderttausend
Boden .

Kapillare
CZE
Hoch- Make-up-
spannung ~. Fliissigkeit

/ : I : | ll‘
| ] "'!_Il
\\ zgm | Argon

\ ==\

Proben- Puffer-
gefill  gefill

s

Interface

ICP-MS

Zerstiauber

\

Spriithkammer

Abb. 7-7:  Schematischer Aufbau der CZE-ICP-SFMS-Kopplung (aus ')

Die CZE wurde mit der ICP-MS als Multielementdetektor gekoppelt. Es handelte sich um
ein ICP-Sektorfeld-MS-Gerit, das fiir die durchgefiihrten Messungen in einer Aufldosung
von 300 betrieben wurde, um moglichst viele Elemente gleichzeitig aufnehmen zu kénnen.
Durch die im Vergleich zur SEC wesentlich geringeren Peakbreiten muf3 ein Scan iiber alle
zu messenden Isotope entsprechend weniger Zeit beanspruchen, was zum einen die Anzahl
der meBbaren Isotope einschriankt, zum anderen die Auflosung. Je hoher diese ist, desto
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langer dauert ein Scan, da bei hoherer Auflésung der magnetische Sektor eine lingere Zeit
zur Stabilisierung braucht.

Die Kopplung wurde mittels des von Schaumloffel et al. entwickelten und inzwischen
durch CETAC (Omaha, USA) vertriebenen Interfaces durchgefiihrt. Es erfiillt folgende
Anforderungen an ein Interface zwischen CZE und ICP-MS:

Herstellung der elektrischen Verbindung fiir die elektrophoretische Trennung
Anpassung der Flurate des EOF an die FluBrate des Zerstéubers

Vermeidung eines laminaren Flusses durch vom Zerstduber verursachten Unterdruck in
der CZE-Kapillare, welcher die Auflosung beeintrichtigt

geringe Verdiinnung des Probenstroms der Kapillare .

Der konstruierte Zerstduber basiert auf einem mikrokonzentrischen Zerstduber. Die
Zerstduberkapillare hat einen kleineren Innendurchmesser, wodurch ein stabiles
selbstansaugendes Arbeiten des Zerstdubers gewihrleistet ist'’. Die experimentellen
Parameter des Interfaces sind in Tab. 7-5 aufgefiihrt. Abb. 7-7 zeigt schematisch den
Aufbau der Kopplung.

Tab. 7-5:  Parameter des Interfaces der CZE-ICP-SFMS-Kopplung

Interface: CEI-100 (CETAC)
FluBrate EOF: 0,1-0,9 uL-min'1
FluBrate Zerstduber: 8,0 pL-min’
Make-up-Fliissigkeit: Ammoniumnitrat 15 mmol-L™, pH=7.4
1 ug L' Rubidium bzw. 5 pg'L" Germanium
Sprithkammer: Quarz
Sprithkammervolumen: 5SmL

Vor Benutzung wurden die verwendeten Kapillaren durch Spiilen mit 1 mol-'L" KOH fiir
5 min vorkonditioniert. Zum Konditionieren zwischen den Trennungen wurde mit
0,1 mol'L" KOH bei 0,1 kPa Druck fiir 5 min gespiilt und mit Tris-Puffer fir 15 min
dquilibriert. Da die Lauge die Wénde der Quarzkapillare angreift und somit zu einer
Beeintrachtigung der Quarzkapillare flihrt, wurden diese Konditionierungen immer erst
nach einigen Laufen bei sichtbarer Verschlechterung der Trennung durchgefiihrt. Zwischen
den einzelnen Ldufen wurde ansonsten mit Tris-Puffer gespiilt. Diese Spiilzeiten und
notwendigen Konditionierungsschritte relativierten den Vorteil der kurzen Analysenzeiten
der CZE gegeniiber der SEC, vor allem da noch keine automatisierte Messung langerer
Probenserien moglich war.

Die Proben wurden hydrodynamisch injiziert, das Probenvolumen betrug zwischen 2,2 nL
(2kPa's) und 22nL (20 kPa's). Trotz des geringen Probenvolumens mufiten aus
technischen Griinden im Probengefdl mindestens 30 pL. der Probenlosung vorgelegt
werden. Als Make-up-Fliissigkeit des Zerstiubers wurde eine 15 mmol-'L' Ammonium-
nitratlosung (pH=7,4) verwendet, welche zusitzlich Rubidium zur Kontrolle einer
gleichméfigen Zerstdubung und als internen Standard enthielt. Rubidium wurde gewahlt,
da es als Alkaliion keine unldslichen Hydroxide bei pH=7,4 bildet und die Losung deshalb
stabil ist '°°. Spiter wurde Germanium als interner Standard verwendet (siche Kapitel
4.3.3), das sich durch stabilere Signale auszeichnete.

Der Laufpuffer sollte dem Puffer der Cytosolproben entsprechen, es wurde folglich Tris-
Puffer eingesetzt. Mit organischen Zwitterionenpuffern wie Tris wurden in der Literatur
bisher gute Trennungen von ladungsverschiedenen MT-Isoformen beschrieben *°. Vorteile
sind die niedrige Konduktivitdt im Bereich des pl-Wertes und die dadurch niedrige Joule-
Erwéarmung »,
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7.3.2 Optimierung der CZE-Trennung fiir Metallothioneine

Die CZE-Parameter sollten hinsichtlich der Trennung von MT-Isoformen optimiert
werden. Dazu wurden kommerziell erhéiltliches MT-1, MT-2 und ein MT-1/-2-Gemisch
(Kaninchenleber) verwendet.

Blindwerte

Um Blindwerte gering zu halten, wurden ausschlieflich Reagenzien und Wasser mit
hohem Reinheitsgrad verwendet. Statt NaOH wurde KOH eingesetzt, um den durch eine
Na*™Ar'-Interferenz verursachten hohen Untergrund beim **Cu-Signal zu vermeiden,
welches wegen hoherer Intensititen als “Cu aufgenommen wurde. Die verwendete
Salpetersdure wurde durch sub-boiling in einer Quarz-Apparatur zusitzlich gereinigt. Der
Tris-Laufpuffer wurde iiber eine Chelex 100-Sdule gereinigt und nach jedem Lauf
ausgetauscht.
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Abb. 7-8:  Vergleich der a) UV-Detektion bei 250 nm (1 g'L™", 22 nL Probe) und b) ICP-
MS-Detektion von Kupfer, Zink und Cadmium (0,1 g-L'l, 2,2 nLL Probe) der
CZE-Trennung (MT-1/-2-Gemisch); Unterschiede in den Migrationszeiten
sind durch verschiedene effektive Langen der CZE-Kapillare bedingt

Detektion

Abb. 7-8 zeigt den Vergleich der Elektropherogramme eines MT-1/-2-Gemisches mit UV-
Detektion und ICP-MS-Detektion. Unterschiede in den Migrationszeiten sind hier vor
allem durch die verschiedene effektive Linge der Kapillaren bedingt: Die UV-Detektion
erfolgt 8,5 cm vor dem Ende der CZE-Kapillare. Eine gleichzeitige Detektion mit UV und
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ICP-MS war bisher nicht moglich, da die gesamte Energie der UV-Strahlung, welche bei
einem Diodenarraydetektor gleichzeitig die Probe erreicht, diese zerstérte. Damit wurde
die Trennung am Ende der Kapillare verdndert, moglicherweise durch andere
Migrationsgeschwindigkeiten von freigesetzten Metallionen. Der Vergleich von UV- und
ICP-MS-Elektropherogrammen macht die Vorteile der ICP-MS-Detektion deutlich. Es ist
zwar jeweils ein &dhnliches Peakmuster zu erkennen, neben Elementspezifitit und
Multielementdetektion der ICP-MS ist jedoch die hohere Empfindlichkeit ein Vorteil.
Dadurch kann eine hundertfach kleinere Menge an MT injiziert werden, was eine bessere
Auflésung im Vergleich zur UV-Detektion ermdglicht '>°.

Die hochsten Peaks wurden, auch durch Vergleich mit Einzelldufen von MT-1 und MT-2
(siche Abb. 7-11), den Isoformen MT-1 und MT-2 zugeordnet. Moglicherweise konnten
verschiedene Metallbeladungsformen oder Subisoformen getrennt werden, eine genaue
Identifizierung war jedoch nicht moglich.
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Abb. 7-9:  EinfluB des pH-Wertes des Puffers auf die Trennung eines MT-1/MT-2-
Gemisches, Cadmium-Elektropherogramme bei a) pH=6,9 , b) pH=7,4 und ¢)
pH=9,0 des Tris-Puffers
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pH-Wert des Laufpuffers

Der pH-Wert des Laufpuffers hat einen entscheidenden Einflul auf die Migrationszeiten
und die Trennung bei der CZE. Neben dem Einfluf3 auf die Beweglichkeit der Analytionen
hiangt auch der EOF, welcher die Trennung in der Kapillare {iberlagert, vom pH-Wert ab.
Der Dissoziationsgrad der Silanolgruppen der Kapillarwand und somit der EOF nehmen
mit steigendem pH-Wert zu ">,

In Abb. 7-9 ist die Trennung eines MT-1/MT-2-Gemisches bei verschiedenen pH-Werten
dargestellt. Es zeigte sich, dal der pH-Wert 7,4 - der dem Puffer der zu trennenden
Cytosolproben und dem physiologischen pH-Wert entspricht - fiir die CZE-Trennung gut

geeignet ist 1.
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Abb. 7-10: EinfluB der Konzentration des Puffers auf die CZE-Trennung eines
MT-1/MT-2-Gemisches, Cadmium-Elektropherogramme bei a) 20 mmol-L™
und b) 50 mmol-L"' Tris-Puffer-Konzentration

Konzentration des Laufpuffers

Die Konzentration des Puffers beeinfluBt ebenfalls die Trennung, bedingt durch Anderung
des EOF und der elektrischen Feldstirken. Hohe Konzentrationen fithren zu hohen
Stromstarken und damit zu Joule’scher Warmeentwicklung, welche Peakverbreiterung
verursacht '**. Dieser Effekt wird bei der Kopplung mit der ICP-MS dadurch verstirkt, daB
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das Ende der Kapillare, welche ins Interface fiihrt, nicht gekiihlt werden kann. Es sollte
demnach eine moglichst niedrige Pufferkonzentration gewdhlt werden.

Abb. 7-10 =zeigt den Vergleich der Trennung eines MT-1/MT-2-Gemisches bei
verschiedenen Pufferkonzentrationen. Mit dem niedriger konzentrierten 20 mmol-L™" Tris-
Puffer, der dem Probenpuffer der Cytosole entspricht, wird wie erwartet eine bessere

Trennung erzielt ',

Die verschiedenen MeBparameter der Kopplung nach der Optimierung sind in Tab. 7-6
zusammengefalt.

Tab. 7-6:  MeBparameter der CZE-ICP-SFMS-Kopplung

Kapillarzonenelektrophorese

CZE-System: HP 3D CE

Kapillare: Quarzkapillare

Lange der Kapillare: 70 cm

Innendurchmesser der Kapillare: 75 pym

Puffer: Tris-Puffer 20 mmol-L™, pH=7.,4 (mit HNO; eingestellt)

Temperatur: 15°C

Spannung;: 30 kV

Injektion: hydrodynamisch
MT-Losungen: 2 kPas (1 kPa2s) =22nL
Cytosolproben: 20 kPa's (5 kPa4s) =22 nL

ICP-SFMS

ICP-SFMS: ELEMENT

Plasmagas-Fluf3: 15 L-min™

Hilfsgas-FluB3: 0,9 L-min’

Zerstaubergas-Flul3: 1,0-1,1 L-min’’

Leistung: 1075-1100 W

Massenauflosung: 300

Scandauer: 600 ms

gemessene Isotope: 63Cu, 64Zn, 114Cd, 133Cs, 85Rb/74Ge, As

7.3.3 Trennung von Cytosolen mit der Kapillarzonenelektrophorese

Versuche zur CZE-Trennung von MT in Cytosolen und damit in einer komplexen Matrix
wurden mit Kaninchen- und Rinderlebercytosol sowie humanem und Schweinegehirn-
cytosol durchgefiihrt.
Die Messungen zeigten, dall die Trennung von komplexen biologischen Proben und die
Zuordnung der Signale mit Schwierigkeiten behaftet waren, vor allem wegen:

schlecht reproduzierbarer Migrationszeiten

Matrixeffekten

ungeniigender Reinheit der MT-Referenzlosungen

Instabilitét der Proben.

Die MT-Schwefel-Signale konnten in der benutzten niedrigen Auflésung (300) wegen des
hohen Untergrundes durch Sauerstoffdimer-Interferenzen nicht gemessen werden und
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konnten deshalb nicht zur Charakterisierung der MT-Peaks herangezogen werden. Erst bei
hoherer Auflosung (3000) werden die interferierenden Sauerstoffdimere ausreichend
abgetrennt. In diesem Modus reicht die Empfindlichkeit jedoch nicht mehr zum Nachweis
von MT in nativen Cytosolproben aus.

Die Identifikation von MT-3 war besonders problematisch. Es konnte zunidchst kein
entsprechender Peak zugeordnet werden. Unter Beriicksichtigung der von den Isoformen
MT-1 und MT-2 stark abweichenden, negativeren Ladung '"*>"® wurde bei wesentlich
langerer Aufnahmezeit schlieflich ein Peak zugeordnet. MT-3 tritt von den anderen MT
weit getrennt auf. Abb. 7-11 zeigt die Elektropherogramme der Einzelsubstanzen MT-1,
MT-2 (Kaninchenleber) und des rekombinanten humanen MT-3.
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64
\ / Zn MT-3
-+ 2500000
63 Cu /

12000000 -

10000000 -

"
(=9 -+ 2000000
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=
| 8000000 -
2
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= 6000000 -
a -+ 1000000
4000000 A A
b -+ 500000
2000000 - )
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Migrationszeit [s]

Abb. 7-11: CZE-Einzellaufe von a) MT-1, b) MT-2 (Kaninchenleber) und c¢)
rekombinantem humanen MT-3, Kupfer-, Zink- und Cadmium-
Elektropherogramme; linke Ordinate: MT-1, rechte Ordinate: MT-2 und
MT-3*10; zur besseren Ubersicht werden die Liufe versetzt dargestellt

Abb. 7-11 macht auch das Problem der Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten "'
deutlich. MT-1 hat in Abb. 7-11 a eine Migrationszeit von 465s. Die kommerziell
erhéltlichen MT sind nicht rein, sie enthalten immer auch einen Anteil der jeweils anderen
Isoform **. Bei der elektrophoretischen Trennung der MT-2-Losung ist deshalb auch ein
MT-1-Peak zu sehen, und umgekehrt, wobei es sich jeweils um den zweithdchsten Peak
handelt. Die Migrationszeit von MT-1 in Abb. 7-11 b ist demnach 525 s und bei der
elektrophoretischen Trennung des Gemisches (Abb. 7-8 b) 485 s. Die entsprechenden
Migrationszeiten von MT-2 sind: 510 s (Abb. 7-11 a), 575s (Abb. 7-11 b) und 526 s
(Abb. 7-8 b). Diese Variation erschwert die Identifizierung der entsprechenden Peaks in
komplexen Proben. Der Abstand zwischen dem MT-1- und dem MT-2-Signal in einem
Lauf war jedoch immer vergleichbar und betrug zwischen 40 und 50 s.

Deshalb konnten Zuordnungen der MT in Elektropherogrammen von Cytosolen nur relativ
zueinander erfolgen. Einige Proben wurden mit einzelnen MT (Isoformen MT-1 und MT-2
vom Kaninchen und rekombinantem humanen MT-3) versetzt, um die MT-Peaks in den
erhaltenen Elektropherogrammen zu identifizieren. Das Fehlen von reinen MT-
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Referenzsubstanzen und der Austausch von Metallen flihrte jedoch nur zu noch
komplexeren und schwer interpretierbaren  Elektropherogrammen, und der
Informationsgewinn der Versuche war gering.

Bei den Cytosolproben machte sich die Variation der Migrationszeiten der MT noch
stairker bemerkbar. Dies war vor allem durch die Probenmatrix bedingt. Hohe
Proteinkonzentrationen in den Proben konnen die CZE-Trennung storen, da durch
Adsorption von Proteinen an die Kapillarwidnde zunehmend mehr Silanolgruppen blockiert
werden. Damit wird der EOF und somit die Wanderungsgeschwindigkeit der Analyten
verlangsamt '**. Die gemessenen Migrationszeiten werden im Vergleich zu gereinigten MT
und mit zunehmender Anzahl der Léufe ldnger und sind nicht reproduzierbar.

Deshalb sollten die Cytosolproben zur Reduzierung der storenden Matrix vorbehandelt
werden. Grundsétzlich wurden auch hier alle Cytosolproben mit dem Serumklérer Frigen
entfettet (siche Kapitel 4.2.4). Eine Vorbehandlung sollte moglichst viele Matrixproteine
abtrennen, ohne den MT-Gehalt zu reduzieren oder die Metallbeladung zu verdndern.

Zum einen wurde die Hitzestabilitidt der MT fiir eine Hitzedenaturierung stérender Proteine
genutzt. Allerdings kann dabei die Metallbeladung geéndert werden (siche Kapitel 6.1.2).
Eine weitere geeignete Behandlung zur Proteinabreicherung ist die Acetonitrilféllung,
welche die MT * und deren Metallbeladung nicht beeinfluBt '**. Dabei werden die Probe
im Verhéltnis 1+1 mit Acetonitril gemischt und die ausgefallenen Proteine bei 14000 g
abzentrifugiert. Dieses Verfahren ist fiir die Kopplung von HPLC und ICP-MS nicht
geeignet, da Acetonitril im Sduleneluat die Stabilitit des Plasmas beeintréchtigt % Bei der
CZE-Kopplung stort jedoch Acetonitril in den geringen injizierten Mengen nicht.
AuBerdem wurde die Effektivitidt einer einfachen Verdiinnung der Cytosolprobe zur
Reduktion der Proteinkonzentration getestet. In Tab. 7-7 sind die verschiedenen
Probenvorbehandlungen zusammengefaft.

Tab. 7-7:  Verschiedene Probenvorbehandlungsmethoden zur Trennung von MT in

Cytosolen mit der CZE
Cytosol (entfettet)
a) unbehandelt b) Verdiinnung c¢) Hitzedenaturierung d) Acetonitrilfillung
1+1 Tris-Puffer 95 °C, 5 min 1+1 Acetonitril
14000 g 14000 g

Injektion: 20 kPa-s

Abb. 7-12 zeigt den Vergleich der Elektropherogramme der CZE-Trennung von humanem
Gehirncytosol ohne weitere Vorbehandlung, verdiinnt, nach Hitzedenaturierung und nach
Acetonitrilfillung. Die Migrationszeiten nehmen bei den vorbehandelten Proben durch
Reduktion der storenden Matrixproteine im Vergleich zur unbehandelten Probe (a) ab. Die
Peakmuster sind bei allen Proben etwa gleich. Die Peakintensititen sind nicht vergleichbar,
da eine Anderung der Matrix auch unterschiedliche Viskosititen erzeugt und sich damit die
injizierten Probenmengen verindern'>. Das bei der Hitzedenaturierung geédnderte
Peakverhiltnis der MT ist auf die Ausfdllung der SOD, deren Migrationszeit mit der von
MT-2 iibereinstimmt (siche Abschnitt 7.3.5), und die bei der Hitzedenaturierung von
Cytosolen beobachtete gednderte Metallbeladung (siche Kapitel 6.1.2) zuriickzufiihren.
Hitzedenaturierung wurde zur Matrixabtrennung nicht weiter eingesetzt. Die beste
Trennung - beziiglich Auflosung, Geschwindigkeit und Reproduzierbarkeit - wird mit der

Acetonitril-Proteinabreicherung erzielt '*°.
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Abb. 7-12: Vergleich verschiedener Probenvorbehandlungsmethoden (sieche Tab. 7-7):

Kupfer-Elektropherogramme von a) unbehandeltem (entfettetem), b)
verdiinntem, c¢) hitzedenaturiertem und d) acetonitrilgefdlltem humanen
Gehirncytosol (temporale Region, Kontrolle)
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Abb. 7-13 =zeigt das Beispiel der -elektrophoretischen Trennung von humanem
Gehirncytosol (Kleinhirn) nach Acetonitrilfdllung. MT-1, MT-2 und MT-3 wurden durch
Vergleich mit den Einzelldufen (Abb. 7-11) verschiedenen Peaks zugeordnet '*°. Diese
Peaks enthalten Kupfer, Zink und Cadmium in unterschiedlichen Anteilen, bei MT-2 ist in
diesem Fall kein Cadmium zu erkennen.
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Abb. 7-13: Kupfer-, Zink- und Cadmium-Elektropherogramme von humanem
Gehirncytosol (Kleinhirn, Kontrolle) nach Acetonitrilfillung

Eine genauere Aussage kann jedoch erst bei gewéhrleisteter Vergleichbarkeit der
Migrationszeiten bei verschiedenen Proben gemacht werden, die trotz der durch
Proteinabreicherung erzielten Verbesserung nicht gegeben war. Dabei ist auch die
Betrachtung von unterschiedlichen Spezies (Mensch, Kaninchen, Schwein) und
rekombinantem MT  problematisch. Die geringen = Abweichungen in der
Aminosduresequenz konnen Ladungsunterschiede und/oder Unterschiede in der
Konformation und damit Beweglichkeit verursachen.

Weiterhin spielte die Instabilitidt der Proben eine Rolle. Bei mehrmaligem Auftauen und
Einfrieren der Cytosolproben oder langerer Lagerung besteht die Gefahr der Zersetzung
bzw. Oxidation der oxidationsempfindlichen MT. Durch diese Verdnderungen der Proben
bzw. der verwendeten Referenz-MT-Losungen wiesen auch die Elektropherogramme
Unterschiede auf, welche die Vergleichbarkeit und Zuordnung der MT zusétzlich
erschwerten. Es war deshalb wichtig, mit moglichst frisch angesetzten Losungen zu
arbeiten bzw. die Proben bei mindestens —18°C und unter Argon zu lagern, um Oxidation
zu verhindern, sowie nach dem Auftauen nur einmal zu verwenden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl die einzelnen Isoformen MT-1, MT-2 und
MT-3 im Cytosol von Gehirnproben mit der CZE aufgetrennt werden konnten. Durch
Proteinabreicherung mittels Acetonitrilfillung wurde die Messung bzw. Interpretation der
Verteilungsmuster von komplexen Proben vereinfacht. Eine vorldufige Zuordnung der
MT-Peaks wurde vorgenommen. Diese mufite jedoch durch weiterfiihrende
Untersuchungen noch bestitigt werden.
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7.3.4 Einfithrung von Zeitmarkern

Ein Problem bei den elektrophoretischen Trennungen von Chromatographiefraktionen und
dem Vergleich mit unbehandeltem oder acetonitrilgefilltem Gehirncytosol waren die
Variationen der Migrationszeiten. Dadurch konnten z.B. einzelne MT-1- und MT-2-
Fraktionen nicht deutlich unterschieden werden. Die grofiten Schwankungen traten am
Ende der elektrophoretischen Laufe auf.

Die Variationen waren vermutlich auf Matrixeffekte zuriickzufiihren und konnten durch
Proteinabreicherung mittels Acetonitril (ACN)- Féllung vor der CZE-Trennung vermindert
werden (sieche Abschnitt 7.3.3). Auch mit den im ndchsten Abschnitt beschriebenen
vorgeschalteten chromatographischen Trennungen konnte eine Matrixabreicherung erzielt
werden. Insgesamt wurden jedoch trotz dieser Probenvorbehandlungen weiterhin
Variationen der Migrationszeiten beobachtet. Dies galt besonders fiir die MT-3 Fraktionen,
wie in Abb. 7-14 am Beispiel der elektrophoretischen Trennungen verschiedener MT-3-
haltiger Proben deutlich zu sehen ist. Die MT-3-Fraktionen schienen immer noch einen
relativ groBen Matrixanteil zu enthalten. AuBerdem sammelten sich wahrscheinlich
Proteine an den Kapillarwandungen an, da mit weiteren Probentrennungen immer léngere
Verzogerungen beobachtet wurden. Eine Konditionierung der Kapillare mit KOH nach
jedem Lauf war wegen der Empfindlichkeit der Kapillaroberfliche nicht mdglich.
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Abb. 7-14: Vergleich der Elektropherogramme (— *Cu, #7Zn) von MT-3
enthaltenden Fraktionen (human und Schwein) vor der Zeitnormierung

Die Vergleichbarkeit der Elektropherogramme sollte durch einen Ausgleich der
Variationen der Migrationszeiten mit Hilfe von Zeitmarkern erreicht werden.

Die Zeitmarker muflten scharfe Peaks ergeben und iiber den gesamten interessierenden
Zeitbereich verteilt sein. Aulerdem durften sie nicht mit den MT wechselwirken. Folgende
Substanzen wurden als Marker gewéhlt:
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Césiumchlorid ( 20 pg'L" Cs)
Arsenocholin (200 ug-L'1 As)
Arsenobetain (200 pgL"' As)
Dimethylarsinsdure (200 pg-L! As)
Monomethylarsonsdure (200 pg-L"' As).

Césium eluiert als Kation am Anfang des Elektropherogramms, die anderen Marker sind
iiber den interessierenden Zeitbereich der aufgenommenen Elektropherogramme verteilt.
Zuerst wurden Versuche mit nur zwei Zeitmarkern durchgefiihrt. Dies ergab eine
Verbesserung der Vergleichbarkeit. Es stellte sich jedoch heraus, da3 zwei Zeitmarker fiir
eine Anpassung liber den gesamten Bereich nicht ausreichend waren.

Zur rechnerischen Anpassung der Migrationszeiten wurde ein Elektropherogramm als
Referenz gewihlt. Die Migrationszeiten der Zeitmarker dieses Elektropherogramms sowie
aller anzupassenden Elektropherogramme wurden bestimmt.

Zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen den Migrationszeiten der Referenz und des
betrachteten Elektropherogramms wurden zunidchst die Migrationszeiten der jeweiligen
Zeitmarker gegeneinander aufgetragen. Fiir alle betrachteten Liufe ergaben sich lineare
Zusammenhdnge der Regressionsgeraden mit Korrelationskoeffizienten um 0,99 und
hoher. Auch waren nach der Anpassung der Zeitachsen die relativen Standard-
abweichungen der Migrationszeiten der Markersubstanzen - betrachtet {iber mehrere
verschiedene Elektropherogramme - im hinteren Bereich der Zeitachse wesentlich geringer
als ohne Korrektur (siche Tab. 7-8). Es zeigte sich jedoch, daB die Migrationszeiten im
vorderen Bereich der Zeitachse {tberkorrigiert wurden: Die Migrationszeiten von
Césiumchlorid wiesen eine wesentlich hohere Standardabweichung auf als ohne
Zeitnormierung.

Eine polynomische Anpassung lieferte schon bei der Betrachtung der Regressionsgeraden
nicht in allen Féllen befriedigende Ergebnisse.

Deshalb wurde schlieBlich eine andere Auftragung gewihlt: Das Verhéltnis der
Migrationszeiten des betrachteten Laufes zu denen des Referenzlaufes wurde gegen die
Migrationszeiten der Zeitmarker des betrachteten Elektropherogramms aufgetragen. Hier
ergab sich in allen Fillen ein linearer Zusammenhang. Die Steigung m und der
Achsenabschnitt b wurden bestimmt und die angepaften Zeiten mit folgender Formel
berechnet:

Zeit

Messung

Zeit angepafit —

m - Zeit +b

Messung

Tab. 7-8:  Mittelwerte der Migrationszeiten der einzelnen Zeitmarker vor und nach der
rechnerischen Anpassung der Zeitachsen mittels verschiedener Berechnungen

Mittelwerte der Migrationszeiten

original lineare Anpassung Anpassung iiber

Verhiltnis
Zeitmarker Anzahl ~ [s]  rel Stabw® [s] rel. Stabw® [s] rel Stabw*
Cisiumchlorid 48 1859 £12,1% 169,2 £22,9 % 1853 £5,4%
Arsenocholin 48 268,2 £ 5,8% 2646 £ 4,3 % 269,2 £3,5%
Arsenobetain 48 4545 £14,7% 468,0 = 6,8 % 454,0 £3,5%
Dimethylarsinsiure 39° 1046,1 +£249% 11563 £ 54 % 1128,5 £2,6 %

Monomethylarsonsiure 33" 14335 £32,6% 16463 + 28%  1664,3 £2.1%

* relative Standardabweichung; ° Die Migrationszeiten dieser Zeitmarker waren wegen des Abbruchs
einiger Laufe vor ihrer Elution nicht fiir alle Elektropherogramme vorhanden.
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Abb. 7-15 zeigt die Zeitmarker der elektrophoretischen Trennungen aus Abb. 7-14 vor (a)
und nach (b) dieser rechnerischen Anpassung der Zeitachsen. Die vorher weit
auseinanderliegenden Zeitmarker konnten durch die Anpassung der Migrationszeiten
zusammengefiihrt werden und liegen nun alle nahezu bei der gleichen Migrationszeit. In
Tab. 7-8 sind die Mittelwerte der Migrationszeiten fiir die einzelnen Markersubstanzen vor
und nach der Zeitnormierung fiir alle durchgefiihrten elektrophoretischen Trennungen
aufgefiihrt. Die relativen Standardabweichungen sind bei dieser Berechnung fiir alle
Zeitmarker wesentlich geringer als vor der Anpassung der Zeitachsen. Auch im hinteren -
wegen der grolen Migrationszeitschwankungen von MT-3 besonders interessierenden -
Zeitachsenbereich sind die Standardabweichungen noch geringer als bei linearer
Anpassung. Die verwendete Anpassung der Zeitachsen iiber Verhéltnisse der
Migrationszeiten der Zeitmarker hat sich somit als geeignet erwiesen.
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Abb. 7-15: Elektropherogramme (— '°Cs, — "As) der Zeitmarker von MT-3
enthaltenden Fraktionen (human und Schwein) a) vor und b) nach der
rechnerischen Anpassung der Zeitachsen

In Abb. 7-16 sind die selben elektrophoretischen Trennungen wie in Abb. 7-14 dargestellt,
diesmal jedoch nach der Zeitnormierung mit Hilfe der Zeitmarker. Die Migrationszeiten
der einzelnen Peaks stimmen nun gut {berein, selbst bei den vorher weit
auseinandergezogenen MT-3-Signalen.
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Abb. 7-16: Vergleich der Elektropherogramme (— *Cu, %zn) von MT-3
enthaltenden Fraktionen (human und Schwein) nach der Zeitnormierung

Die Anpassung funktioniert im allgemeinen im vorderen Bereich der Zeitachse gut, bei
langeren Migrationszeiten konnen Schwankungen nicht immer vollig ausgeglichen
werden. Dies ist auf UnregelmdBigkeiten der Elution zuriickzufiihren. Es wurden
insbesondere Verzogerungen im Bereich der Migrationszeit des MT-3 beobachtet. An
dieser Stelle brachen einige Elektropherogramme - von unbehandeltem Cytosol - teilweise
ganz ab (sieche Abb. 7-17), was auf eine Stérung wie z.B. durch einen groflen Proteingehalt
hinweist. Wiéhrend der FElution eines in hoher Konzentration vorkommenden
Matrixbestandteils wird die elektrische Feldstirke in der Probenzone in der Kapillare
verindert, was zu gednderten Migrationsgeschwindigkeiten fiihrt '>*. Solche unregel-
mafigen Verzogerungen konnen nur schwer ausgeglichen werden.

Insgesamt ist jedoch durch Einbeziehung der Zeitmarker eine ausreichende Vergleich-
barkeit der Migrationszeiten gewéhrleistet.

7.3.5 Kombination von SEC, AEC und Kapillarzonenelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung von MT in Gehirncytosol wurde mit der
chromatographischen ~ Trennung  mittels  GroBenausschluBchromatographie  und
Anionenaustauscherchromatographie kombiniert. Die Kombination dieser verschiedenen
Trennmechanismen ermdglicht:

die Uberpriifung der Reinheit der mit einer Methode erhaltenen Fraktionen mit einem
anderen Verfahren bzw. eine weitere Auftrennung der enthaltenen Proteine

die Nutzung der préaparativen HPLC-Techniken als Matrix-Reduktionsschritt vor der
gegeniiber Matrixeffekten empfindlichen CZE-Trennung

die Bestitigung der Identitit von Peaks in den Elementprofilen mit Hilfe von
Fraktionen bekannter Identitit einer anderen Trennung.
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Gehirncytosole - human und vom Schwein - wurden chromatographisch mittels SEC auf
der Superdex 75PG-Sdule und mittels AEC auf der DEAE-Séule getrennt. Es wurden
jeweils die den MT-Isoformen MT-1, MT-2 und MT-3 sowie der SOD entsprechenden
Fraktionen zusammengefafit und mit Ultrafiltrationsmembranen aufkonzentriert (siche
Abschnitt 7.2). Bei ersten Versuchen war die Vergleichbarkeit der einzelnen Peaks in den
Elementprofilen der elektrophoretisch getrennten Proben durch Zersetzung bzw. Oxidation
und Verluste wahrend Fraktionierung und Einengung beeintrichtigt worden. Dem wurde
darauthin durch Zusatz von DTT in den Elutionspuffern der chromatographischen
Trennungen vorgebeugt. Des weiteren wurden die Fraktionen unter Kiihlung eingeengt,
anschlieBend sofort mit Argon iiberschichtet tiefgefroren und bis zur CZE-Trennung bei -
18°C gelagert.

Mit der Zeitnormierung der Elektropherogramme war ein genauerer Vergleich der
elektrophoretischen Trennungen der Cytosolproben mit den Einzelldufen von MT-1,
MT-2, MT-3 und SOD moglich. In Abb. 7-18 ist das Elektropherogramm der Trennung
von humanem Gehirncytosol (acetonitrilgefdllt) im Vergleich zu den Einzelldufen zu
sehen. In den beiden Laufen der kommerziell erhiltlichen MT, welche jeweils auch die
andere Isoform aufweisen, haben MT-1 und MT-2 durch die zeitnormierte Achse nun
jeweils eine einheitliche Migrationszeit. Es zeigte sich, da3 die SOD zusammen mit MT-2
eluiert. Der Vergleich mit den Migrationszeiten der Peaks des Gehirncytosols bestdtigte die
vorherige Zuordnung der entsprechenden Signale.

Der Einzellauf von MT-3 hatte jedoch trotz Zeitnormierung nicht die gleiche
Migrationszeit wie das fragliche MT-3-Signal im Elektropherogramm des humanen
Gehirns. Speziesunterschiede kdnnen hier ausgeschlossen werden, da es sich auch bei dem
Einzellauf um humanes MT-3 handelt. AuBlerdem wiesen die MT-1- und MT-2-Signale
trotz unterschiedlicher Spezies die gleiche normierte Migrationszeit auf.

Als sichere Bestétigung der Identitit der Peaks konnten die Fraktionen der SEC-Trennung
herangezogen werden, da dort die entsprechenden Proteine nachgewiesen worden waren
(siche Kapitel 6.1 und 6.2.1). Abb. 7-17 zeigt die Elektropherogramme der
aufkonzentrierten MT-1/-2-, MT-3- und SOD-Fraktionen im Vergleich zur
elektrophoretischen Trennung von unbehandeltem Gehirncytosol und zu den Einzelldufen.
Der Lauf des unbehandelten Cytosols ist - vermutlich wegen des hohen Proteingehaltes an
dieser Stelle des Laufes - kurz vor dem MT-3-Signal abgebrochen. Die Peaks mit einer
normierten Migrationszeit von etwa 470 s sind auf das in den Proben vorhandene DTT
zuriickzufiihren. Die MT-1/-2 entsprechende SEC-Fraktion weist nach der CZE-Trennung
zweil Peaks auf, die genau mit den MT-1- und MT-2-Signalen der Einzelldufe
iibereinstimmen. Auch die SOD-Fraktion zeigt im Elektropherogramm einen Peak, der
dem des SOD-FEinzellaufes entspricht und die gleiche Migrationszeit wie MT-2 hat. Die
Zuordnung dieser Peaks in den Elektropherogrammen kann deshalb als gesichert gelten.

Zusatzlich wurde durch die CZE-Trennung der MT-1/-2-Fraktion aus der SEC-Trennung
iiber die Superdex 75PG-Séule bestitigt, dal in dem betrachteten SEC-Peak tatséchlich
beide MT-Isoformen eluieren. Die Elektropherogramme der MT-1 und MT-2 enthaltenden
DEAE-Fraktionen in Abb. 7-18 weisen ebenfalls Signale bei den entsprechenden
zeitnormierten Migrationszeiten auf. Umgekehrt kann durch diese Ubereinstimmung mit
den vorher ermittelten MT-CZE-Signalen auch wiederum die Identitit der DEAE-Peaks
bestétigt werden.
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Das Signal im Elektropherogramm der SEC-MT-3-Fraktion weist auch in Abb. 7-17 eine

andere Migrationszeit auf als der Einzellauf. Es handelt sich auBerdem um einen breiten
Doppelpeak.
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Abb. 7-17: MT- und SOD-Peaks in den zeitnormierten Elektropherogrammen (— 53Cu,
— 4¢cd, — *Zn) der Fraktionen der SEC-Trennung von humanem Gehirn-
cytosol (Alzheimer, Zusatz von DTT), des entsprechenden unbehandelten
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Abb. 7-16 zeigt die zeitnormierten Elektropherogramme der MT-3-Fraktionen von SEC
und DEAE sowie die CZE-Trennungen der acetonitrilbehandelten Gehirncytosole, jeweils
human und vom Schwein, im Vergleich zum Einzellauf von MT-3. Es fillt auf, dal die
Migrationszeiten der MT-3-Signale bei allen Proben gut iibereinstimmen, mit Ausnahme
des Einzellaufes. Dabei handelt es sich bei den Proben um unabhédngig voneinander, mit
verschiedenen Methoden vorbereitete und von verschiedenen Spezies stammende Proben.
Deshalb wird angenommen, daf} sich die Einzelsubstanz - humanes rekombinantes MT-3 -
von dem im Gehirncytosol vorkommenden Protein unterscheiden muf}. Moglicherweise
verursacht die bei rekombinanten Proteinen oft fehlende Acetylierung einen
Ladungsunterschied, der sich bei der CZE stérker auf die Trennung auswirkt als bei der
DEAE. Durch die Ubereinstimmung mit der SEC-MT-3-Fraktion wurde das Signal in den
Elektropherogrammen der Gehirncytosole jedoch sicher bestitigt.

Nicht geklirt werden konnte, warum das MT-3-Signal in den Elektropherogrammen oft als
breiter Doppelpeak auftritt, manchmal aber auch ein sehr scharfes Signal ergibt. Auflerdem
wurde ein breites Triplett-Signal vor der MT-3-Elution wiederholt in verschiedenen, auch
acetonitrilbehandelten Cytosolproben ausgemacht (siche Abb. 7-13). Die Breite der Peaks
ist wahrscheinlich durch eine hohe, koeluierende Proteinkonzentration bedingt. Der
Doppelpeak trat in verschiedenen, mit DTT versetzten Proben auf. Es sollte sich demnach
nicht um eine oxidierte Form des MT-3 handeln. Moglicherweise existieren voneinander
getrennt eluierende verschiedene Metallbeladungsformen des MT-3, acetylierte und
unacetylierte Formen. Zur Aufkldrung dieses Problems miissen bei zukiinftigen
Untersuchungen weitere Methoden wie z.B. die Elektrospray lonisations-Massen-
spektrometrie zur Molekiilidentifizierung herangezogen werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal die durchgefiihrten Versuche die Eignung der
CZE-ICP-SFMS-Kopplung fiir die Trennung und elementspezifische Detektion der MT-
Isoformen aus kleinen Probenvolumina bestitigen. Insbesondere konnte die
Anwendbarkeit der Trennung auf komplexe biologische Proben - am Beispiel der
Trennung der MT in Gehirncytosolen - gezeigt werden. Allerdings wurde der Zeitvorteil
der Trennung durch aufwendige Spiilzeiten eingeschrankt.

Es wurde wieder deutlich, daf} die Trennung von Realproben andere und mehr Probleme
aufwirft als die Trennung von Einzelsubstanzen. Die Vergleichbarkeit der
Elektropherogramme konnte durch den Ausgleich der Variationen der Migrationszeiten
durch eine Zeitnormierung mittels Zeitmarkern erreicht werden. Es zeigte sich ebenfalls
wieder, dal auf die Probenvorbereitung und -handhabung - besonders im Hinblick auf die
Vermeidung von Zersetzung und Oxidation - besonders geachtet werden muf3.

Ein EinfluB von Speziesunterschieden zwischen den MT von Kaninchen, Schwein und
Mensch auf die CZE-Trennung wurde nicht festgestellt. Dagegen wies das rekombinante
humane MT-3 ein unterschiedliches Migrationsverhalten auf, was vermutlich an der
fehlenden Acetylierung des exprimierten Proteins lag. Fiir den Vergleich von
Probenbestandteilen mit Einzelsubstanzen ist demnach eine genaue Uberpriifung der
Eignung der gewéhlten Referenzsubstanzen notwendig.

Die den Isoformen MT-1, MT-2 und MT-3 sowie SOD entsprechenden Signale in den
Elektropherogrammen konnten zugeordnet werden. Dazu wurden neben Einzelsubstanzen
die Fraktionen der SEC-Trennung verwendet, deren Identitét bereits vorher bekannt war.

SchlieBlich konnte mit Hilfe des anderen Trennmechanismus der CZE das Vorhandensein

von beiden Isoformen MT-1 und MT-2 in der MT-Fraktion der chromatographischen
Trennung tiber die Superdex 75PG-Siule bestétigt werden.
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7.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der SDS-PAGE konnen Proteine nach ihrer Grofle getrennt werden. Das Prinzip wurde
bereits in Kapitel 6.1.5.3 beschrieben. Mit Hilfe dieser Methode sollte festgestellt werden,
wie viele Proteine - auch Nicht-Metalloproteine - sich in den MT-3-Fraktionen befinden.
Dafiir wurden bei einer chromatographischen Trennung von Gehirncytosol (Schwein) auf
der Superdex 75PG-Sidule die entsprechenden Fraktionen zu je 1 mL aufgefangen und
anschlieBend mittels Ultrafiltrationsmembranen (Centricon) aufkonzentriert.

Die einzelnen Fraktionen sowie rekombinantes humanes MT-3 wurden auf ein
Gradientengel (Tris-Tricine, 10-20%) aufgegeben und gelelektrophoretisch getrennt. Das
Gel wurde mit einer Silberfarbung angefirbt, die fiir MT besonders gut geeignet ist '2°.
Einzelheiten der experimentellen Durchfiihrung wurden in Kapitel 6.1.5.3 beschrieben.

Abb. 7-19 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese. Die Molmassen der den einzelnen
Banden entsprechenden Proteine konnen iiber den Vergleich mit den Molmassenmarkern
abgeschitzt werden. Die Bande bei etwa 30 kDa konnte durch einen Leerlauf auf dem
Tris-Tricine-Gel als Artefakt eingeordnet werden. Das als Referenz dienende humane
MT-3 weist hier eine Molmasse von etwa 20 kDa auf. Bei der GroBenausschluf3-
chromatographie wurde fiir MT-3 ebenfalls eine groflere als die theoretische Molmasse
gefunden (sieche Kapitel 9). Die dem MT-3 zuzuordnende Bande tritt auch in den
entsprechenden Fraktionen der SEC-Trennung auf, besonders stark in den Fraktionen
36 bis 38.
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Abb. 7-19: SDS-PAGE von gesammelten Fraktionen der SEC-Trennung von
Gehirncytosol (Schwein) iiber die Superdex 75PG-Séule

AuBer MT-3 wurden jedoch auch mehrere andere Proteinbanden gefunden. Die SEC ist
wie zu erwarten nicht fiir die alleinige Aufreinigung von Proteinen geeignet. Die
Auflosung reicht nicht zur Auftrennung aller Proteine aus. Es miissen jeweils verschiedene
Verfahren mit unterschiedlichen Trennmechanismen hintereinander angewendet werden,
um z.B. eine Auftrennung von Proteinen mit &hnlicher Molmasse zu erreichen (siehe auch
Kapitel 11.1).

Es wird jedoch angenommen, dal nur wenige oder keine anderen Metalloproteine im
MT-3-Peak eluieren und somit bei der Betrachtung der Elementprofile mit dem
entsprechenden Peak hauptsdchlich MT-3 erfaf3t wird.
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7.5 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Mit der in Kapitel 6.1.5.1 beschriebenen SELDI-TOF-Massenspektrometrie wurde die
Zusammensetzung der Proben untersucht. Die dabei erhaltenen Massenspektren geben
einen Uberblick iiber die in der Probe vorhandenen Proteine beziiglich ihrer Molmassen.
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Abb. 7-20: SELDI-TOF-Massenspektrum von Gehirnhomogenat (Schwein)
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Abb. 7-21: SELDI-TOF-Massenspektrum von Gehirncytosol (Schwein) nach der
Ultrazentrifugation

Abb. 7-20 zeigt das Massenspektrum von Gehirnhomogenat (Schwein), d.h. dem in Tris-
Puffer homogenisierten Gewebe vor der Ultrazentrifugation. In diesem Fall wurde nach der
Probenaufgabe auf den Proteinchip ein Waschschritt durchgefiihrt (siehe Kapitel 6.1.5.1).
Bei der Laserablation von konzentrierten Gemischen wie dem Homogenat, das auch noch
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Zellbestandteile wie Membranen enthélt, wurden niedrigere Intensitidten beobachtet, nicht
alle Proteine konnen ionisiert werden. Die den Molmassen von MT-1/-2 und MT-3
entsprechenden ,,Peaks* sind in der Abbildung markiert. Sie heben sich schwach vom
Untergrund ab.

Das Massenspektrum des Uberstandes nach der Ultrazentrifugation, des Gehirncytosols
(Schwein), ist in Abb. 7-21 dargestellt. Hier ist das dem MT-3 entsprechende Signal
deutlicher zu erkennen. Wie zu erwarten befinden sich eine Vielzahl weiterer Proteine in
hohen Konzentrationen im Cytosol.

Abb. 7-22 zeigt das Massenspektrum einer dem MT-3 entsprechenden Fraktion der
chromatographischen Trennung iiber die Superdex 75PG-Sdule. Das MT-3-Signal hat
deutlich an Intensitdt im Vergleich zu anderen noch vorhandenen Proteinen gewonnen.
Diese konnten mit der SEC jedoch nicht vollstindig abgetrennt werden, wie auch die SDS-
PAGE der Fraktionen gezeigt hat (siche Abschnitt 7.4).
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Abb. 7-22: SELDI-TOF-Massenspektrum einer MT-3 enthaltenden Fraktion der
chromatographischen Trennung von Gehirncytosol (Schwein) auf der
Superdex 75PG-Saule

Da die MALDI-TOF-MS ebenso wie die SDS-PAGE die Proteine nach ihren Molmassen
trennt, wurden die dort erhaltenen Ergebnisse bestétigt.

Vom Homogenat zur SEC-Fraktion wurde eine deutliche Abreicherung von Proteinen iiber
das Massenspektrum verfolgt. Ein einzelner chromatographischer Trennschritt reichte
jedoch nicht zur vollstindigen Aufreinigung des Proteins aus. Die Isolierung von MT-3 aus
dem Gehirngewebe iiber mehrere Trennschritte wird in Kapitel 11.1 behandelt.

7.6 Zusammenfassung
Die unterschiedlichen Trennmethoden mit on-line gekoppelter Elementdetektion, die zur

Auftrennung von Biomolekiilen in Gewebecytosolen verwendet wurden, haben jeweils
unterschiedliche Stirken. Je nach Probenmaterial, Probenmenge und Zielsetzung der
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durchzufiihrenden Untersuchungen muf3 die geeignetste Trennmethode ausgewéhlt werden.
Eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Verfahren ist in Tab. 7-9 gegeben.

Ubersicht

Tab. 7-9: der verwendeten Trennverfahren zur Untersuchung von
Metalloproteinen in Gewebecytosolen
Trennverfahren Eigenschaften Anwendungen
SEC* + Abtrennung des MT-3 von — Betrachtung von MT-3
(Super dex 75PG) den anderen MT-Isoformen NN Untersuchung eines breiten
+ Auftrennung liber einen Spektrums von
weiten Molmassenbereich Metalloproteinen
- MT-1/-2 nicht getrennt
SEC? Vergleich mit der Superdex 75PG: — Untersuchung von
(Superdex 75HR) + groflere Empfindlichkeit der Molekiilen mit niedrigen
Elementdetektion Molmassen (MT-1/-2)
+ bessere Trennung bei niedrigen
Molmassen
+ schnellere Trennung
- keine Trennung von MT-3
AECP® + Trennung der Isoformen — Betrachtung der einzelnen
(Fractogel EMD MT-1, MT-2 und MT-3 MT-Isoformen
DEAE) - hohe Salzfrachten bei
Gradientenelution, ungeeignet
fiir ICP-MS
CZE® + hohe Auflosung — Betrachtung der einzelnen
(unbeschichtete ~ + Trennung der Isoformen MT-Isoformen
Kapillare) MT-1, MT-2, MT-3 — sehr kleine Probenvolumina
+ sehr geringer Probenbedarf
- in Entwicklung
- matrixempfindlich
SDS-PAGE + Trennung und Detektion auch ~ — Ubersicht iiber in einer

von Nicht-Metalloproteinen
- Metalle nicht detektierbar
(bei Denaturierung verloren)

MALDI-TOF-MS + Trennung und Detektion auch

von Nicht-Metalloproteinen

- Metalle gehen bei
Ablation/Ionisierung zum
Teil verloren

Probe enthaltene Proteine
— Untersuchung der Reinheit
einer Fraktion

— Bestimmung von Molmassen

— Ubersicht iiber in einer
Probe enthaltene Proteine

— Untersuchung der Reinheit
einer Fraktion

on-line gekoppelte Multielementdetektion mit: * ICP-QMS, ° ICP-AES, ¢ ICP-SFMS

Fiir den Vergleich der Elementverteilungen in Gewebecytosolen und ihrer Abhéngigkeit
von physiologischen und pathologischen Prozessen sollte ein moglichst breites Spektrum
an Metalloproteinen erfallit und ein groBes Probenkollektiv untersucht werden. Ein
wichtiger Aspekt war dabei die Betrachtung des MT-3 in Gehirnproben. Die
Speziationsanalysen wurden deshalb mit der Superdex 75PG-Sdule mit on-line gekoppelter
ICP-MS durchgefiihrt.
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8 Ergebnisse der Untersuchungen der Organproben

Im menschlichen Organismus gibt es mindestens 200 verschiedene Zellarten.
Eukaryotische Organismen (Tiere, Pflanzen) umfassen allgemein eine Vielzahl unter-
schiedlicher Zelltypen, die sich in Grée und Struktur unterscheiden und auf
unterschiedliche Aufgaben spezialisiert sind 12 Deshalb kann davon ausgegangen werden,
daB die Zellen zur Ausiibung der verschiedenen Funktionen auch unterschiedliche Arten
oder Konzentrationen von Proteinen und Enzymen enthalten. Dies wurde bereits bei der
Untersuchung der Leitenzyme der Zellorganellen im Cytosol von Zellen unterschiedlicher
Organe bestitigt (siehe Kapitel 5.4.1).

Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchung verschiedener Organe auf ihre
Elementgehalte sowie deren Verteilung auf die Metalloproteine in den Cytosolen diskutiert
und Unterschiede zwischen den Organen aufgezeigt. Des weiteren wurden die
Elementprofile im Cytosol eines bestimmten Organs - der Leber - von verschiedenen
Patienten verglichen, um festzustellen, ob pathologisch bedingte Unterschiede zu erkennen
sind.

8.1 Durchfiihrung der Messungen der Gesamtgehalte

Die humanen Organproben mufiten als potentiell infektios angesehen und mit
entsprechender Vorsicht gehandhabt werden. Eine effektive Methode zur Sterilisierung der
Proben und damit sichereren Handhabung ist die intensive Gammabestrahlung mit einer
Kobalt-Quelle. Diese konnte jedoch nicht bei den Geweben und den daraus extrahierten
Cytosolen angewendet werden, welche fiir die Trennung der Proteine und die Detektion
der gebundenen Elemente vorgesehen waren. Durch die Bestrahlung werden viele Proteine
denaturiert und verlieren damit ihre gebundenen Metalle, so dal3 eine Untersuchung des
nativen Zustands der Metalloproteine im Cytosol danach nicht mehr mdglich ist. Die
Untersuchung der Gesamtgehalte der Metalle wird durch eine Proteindenaturierung jedoch
nicht beeinfluBBt. Die hierfiir vorgesehenen Cytosolproben und Gewebe wurden demnach
einer Bestrahlung in der “°Co-Quelle am Hahn-Meitner-Institut mit einer Dosis >30 kGray
unterzogen.

Die Gehalte von Zink, Selen und Eisen in Geweben und Cytosolen wurden mittels der
Instrumentellen Neutronenaktivierungsanalyse (INAA) im Forschungsreaktor BER II des
Hahn-Meitner-Institutes bestimmt. Dieses Verfahren beruht auf der Aktivierung der
Elemente durch Neutronen. Zur Quantifizierung werden anschlieBend die
charakteristischen emittierten y-Emissionslinien der neu gebildeten Radioisotope in
hochreinen Germanium-Detektoren gemessen. Die INAA ist besonders nachweisstark und
kontaminationsunempfindlich, da nur eine geringe Probenvorbereitung notwendig ist.

Die Gewebeproben wurden einer Gefriertrocknung unterzogen und die lyophilisierten
Proben anschlieBend in Quarzampullen eingeschmolzen. Die Cytosolproben wurden direkt
in die Quarzampullen eingefiillt und bei 50°C eingetrocknet. Die Gehalte der untersuchten
Elemente im Homogenisierungspuffer (Tris) wurden als Blindwert flir die Cytosolproben
ebenfalls bestimmt. Sie befanden sich unter der Nachweisgrenze bzw. waren fiir die in den
Proben befindlichen Puffermengen vernachléssigbar.
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Die Konzentrationen von Kupfer und Cadmium in den Cytosolproben wurden mittels
Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) bestimmt. Die MeBparameter sind in
Tab. 8-1 aufgefiihrt. Fiir Kupfer und Cadmium traten ebenfalls keine Blindwerte im Tris-
Puffer auf.

Tab. 8-1:  MeBparameter der Graphitrohr-AAS

Kupfer Cadmium
Strahlungsquelle: HKL?® (15 mA) EDL-2 ® (170 mA)
Wellenlédnge: 324,8 nm 228,8 nm
Matrixmodifizierung: - 5 ug Pd (als Nitrat)
Priaatomisierungstemperatur: 1000°C 500°C
Atomisierungstemperatur: 2300°C 1700°C
Kalibrierung: Standardaddition Standardaddition

“HKL: Hohlkathodenlampe, ° EDL: elektrodenlose Entladungslampe

Zur Vergleichbarkeit der Elementgehalte der verschiedenen Proben konnen die Ergebnisse
fiir die Gewebe- und Cytosolproben jeweils auf die Trockenmasse bezogen werden. Die
Trockenmasse des Tris-Puffers muf3 dabei bei den Cytosolproben vorher abgezogen
werden. Andere Moglichkeiten fiir den Vergleich der Cytosolproben sind der Bezug auf
den Proteingehalt bzw. die Einberechnung der unterschiedlichen Probenverdiinnungen bei
der Homogenisierung.

8.2 Untersuchungen der Gesamtelementgehalte in den Organproben

Die Gewebe von 12 verschiedenen Organen - Gehirn, Leber, Niere, Herzmuskel,
Skelettmuskel, Milz, Schilddriise, Lunge, Pankreas, Diinndarm, Dickdarm, Haut - sowie
Knochenmark und Knochen eines Sepsis-Patienten wurden auf ihre Zink-, Selen- und
Eisengehalte untersucht. Die Proben wurden lyophilisiert und die Elemente mittels INAA
bestimmt. Die auf die Trockenmasse bezogenen Elementgehalte sind in Abb. 8-1
dargestellt.

Eine im Vergleich zu den andern Organen hohe Zinkkonzentration ist in der Leber zu
erkennen, was auch Literaturangaben entspricht °’. Da die Leber einen hohen MT-Gehalt
aufweist, ist eine Korrelation zwischen dem hohen Zinkgehalt und dem MT-Gehalt
wahrscheinlich ',

Der Selengehalt ist am groften in Niere und Schilddriise. Der auch in der Literatur
beschriebene hohe Selengehalt in der Schilddriise ist auf mehrere flir deren Funktion
wichtige Selenoproteine zuriickzufiihren: drei Formen der Glutathion Peroxidase, die
Typ I-Diodase, Thioredoxin Reduktase und Selenoprotein P '*°. Deiodasen sind am
Schilddriisenhormon-Stoffwechsel beteiligt (siehe auch Kapitel 6.2.8) . Sie werden auch in
anderen Organen wie Leber und Niere exprimiert '*°. Da in der Schilddriise kontinuierlich
Wasserstoffperoxid gebildet wird, ist ein effektives Schutzsystem gegen H,O, und reaktive
Sauerstoffzwischenprodukte notwendig, wofiir vorwiegend die GPx dienen .

Die Eisengehalte liefern keine genauen Angaben iiber die Konzentration in den Zellen, da
mit den Geweben auch die Restblutgehalte der umgebenden Blutgefifle gemessen werden.
Sie lassen damit jedoch auch Riickschliisse auf die Durchblutung der betreffenden Gewebe
zu. Wie in Abb. 8-1 zu sehen ist, weisen Milz und Leber die hochsten Eisengehalte auf,

108



was wiederum Literaturangaben entspricht '*’. Eisenhaltiges Himoglobin wird in der Leber
aus den Erythrozyten abgebaut und das Eisen zur Blutbildung wiederverwendet '®°. Ferritin
ist der Haupt-Eisenspeicher im Organismus und kommt hauptsidchlich in Leber, Milz,
Knochenmark und Darmschleimhaut vor '
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Abb. 8-1:  Vergleich der Zink-, Selen- und Eisengehalte im Gewebe unterschiedlicher
Organe eines Sepsis-Patienten, bezogen auf die Trockenmasse

Gesamtelementgehalte wurden aullerdem in den Cytosolen unterschiedlicher Organe
bestimmt. Tab. 8-2 zeigt die Ergebnisse fiir Gehirn, Leber, Niere und Herzmuskel. Dabei
ist zu beriicksichtigen, dal3 es sich bei den Proben um Organe mit jeweils verschiedener
Pathologie handelt, die auch die Spurenelementgehalte bzw. Metalloproteingehalte in den
Geweben beeinfluflit haben konnte. Aus den Bestimmungen in Cytosolen von Organen
mehrerer Patienten wurden die Mittelwerte gebildet. Die Werte sind auf die Trockenmasse
bezogen.
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Tab. 8-2:  Vergleich der Kupfer-, Cadmium-, Zink- und Selengehalte sowie der SOD-
Aktivitdt im Cytosol verschiedener humaner Organe

Cu [pge'T™Y] Cd [pge'T™M] Zn[ugg'T™M] Se[ugg'TM] SOD[U-g' TM]

(Patientenanzahl)  (Patientenanzahl) (Patientenanzahl) (Patientenanzahl)  (Patientenanzahl)
Gehirn®  95+14 (14)°  0,5+0,2 (14) 132436 (14) 0,9+0,2 (14) 90002000 (14)
Leber® 24+ 9 (2) LI0,7 2) 66 (1) 0,5 (1) 6000£5000 (2)
Niere € 16+ 3 (2) 26,8+0,8 (2) 116+27 (2) 1,1+£0,7 (2) 5000+ 600 (2)
Herzmuskel! 17+ 5 (2) 0,5£03 (2) 105+34 (2) 0,640,1 (2) 6000+4000 (2)
# TM: Trockenmasse,
® keine Alzheimer-Patienten; ¢ Patienten Nr. 18, 19 bzw. nur Nr. 19; 4 Patienten Nr. 1, 8 (siche Anhang)

Der Kupfergehalt ist im Vergleich im Gehirn am hochsten. Nach Literaturangaben wird ein
Drittel des im menschlichen Organismus enthaltenen Kupfers in Leber und Gehirn
gefunden '°'.

Ein besonders hoher Cadmiumgehalt wurde in der Niere nachgewiesen'®'. In diesem
Organ wird das von MT im Organismus abgefangene Cadmium mit sehr hoher
biologischer Halbwertszeit eingelagert **.

Die Zinkgehalte sind im Cytosol der Organe etwa gleich hoch, fiir die Leber kann anhand
nur eines Patienten (Leberzirrhose) - mit relativ niedrigem Zinkgehalt - keine Aussage
getroffen werden. Es ist moglich, daB3 der im Gegensatz zum Zinkgehalt im Gewebe (Abb.
8-1) niedrige Wert durch die jeweils von einem anderen Patienten gemessenen
individuellen Proben bedingt ist. Es konnen jedoch auch im Cytosol weniger Zinkproteine
vorhanden sein, da in diesem Fall nur der 16sliche Anteil betrachtet wird.

Die Selengehalte sind im Rahmen der Standardabweichungen vergleichbar hoch. Durch
die hohen Schwankungen kann der gegeniiber den anderen drei Organen hohere Selen-
Gesamtgehalt in der Niere im Cytosol nicht mit Sicherheit bestédtigt werden.

Auch die auf die Trockenmasse bezogene SOD-Aktivitit war in den Organen in der
gleichen GroBenordnung zu finden.

Wie aus den Standardabweichungen ersichtlich ist, gibt es grole Schwankungen zwischen
verschiedenen Patienten, die Elementgehalte werden hdochstwahrscheinlich durch
unterschiedliche Krankheitsbilder verschiedentlich beeinfluBt. Es war jedoch nicht
moglich, Gewebe von Kontrollen ohne pathologischen Einflu3 zu erhalten.

Einige bei humanen Gewebecytosolen festgestellte Tendenzen konnten in den Cytosolen
von Geweben vom Schwein bestitigt werden. Tab. 8-3 zeigt die Kupfer- und
Cadmiumgehalte sowie die SOD-Aktivitdten.

Tab. 8-3:  Vergleich von Kupfer- und Cadmiumgehalten sowie der SOD-Aktivitit im
Cytosol verschiedener Organe vom Schwein (jeweils 1 Probe)

Cu [pgg' Gesamtprotein]  Cd [pg'g” Gesamtprotein] SOD [U-g" Gesamtprotein]

Gehirn 119 0,1 12000
Leber 37 1,4 18000
Niere 66 2,0 19000
Herzmuskel 9 0,4 8000

Die Kupferkonzentration ist im Gehirncytosol am hochsten. Der im Vergleich grofte
Cadmiumgehalt wurde auch beim Schwein in der Niere gefunden, gefolgt von der Leber.
In der Leber wird Cadmium von den MT gebunden, bevor die Cd-MT in die Nieren
gelangen”'. Die SOD-Aktivitit war in den gemessenen Cytosolen vom Schwein in Niere
und Leber hoher als in Gehirn und Herzmuskel.
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8.3 Elementprofile im Cytosol unterschiedlicher Organe

Aus den in Abschnitt 8.2 auf ihren Gesamtelementgehalt untersuchten Geweben des
Sepsis-Patienten wurde das Cytosol extrahiert: Gehirn, Leber, Niere, Herzmuskel,
Skelettmuskel, Milz, Schilddriise, Lunge, Pankreas, Diinndarm, Dickdarm und
Knochenmark. Die enthaltenen Makromolekiile wurden iiber die Superdex 75PG-Siule
chromatographisch nach ihrer GroBe aufgetrennt und die Metalle on-line mittels ICP-MS
detektiert. Die erhaltenen Elementprofile von Eisen, Kupfer, Zink und Iod sind in Abb.
8-2, Abb. 8-4 und Abb. 8-5 zum Vergleich normiert aufgetragen. In Abb. 8-3 werden die
Signalintensititen der Eisen-, Cadmium-, Zink-, Kupfer- und Selen-Profile verglichen.

Beim Vergleich der Eisenmuster (Abb. 8-2) fillt besonders das Myoglobin auf, welches
sich wie erwartet nur in Muskelgewebe - im Herzmuskel und Skelettmuskel - befindet. Die
dem Ferritin, Transferrin und Hdmoglobin zugeordneten Peaks kommen im Cytosol aller
untersuchten Organe vor, jedoch in unterschiedlichen Verhiltnissen. So iiberwiegt das
Ferritin gegeniiber den beiden anderen eisenhaltigen Proteinen im Gehirn, in der Leber, im
Skelettmuskel, in der Milz und im Pankreas. Dagegen ist ein ausgepréagterer Himoglobin-
Peak in Niere, Herzmuskel, Schilddriise, Lunge, Diinn- und Dickdarm sowie im
Knochenmark vorhanden. Damit wird die These von unterschiedlichen Metalloprotein-
mustern in unterschiedlichen Organen bestatigt.

Ferritin Tf Himoglobin Myoglobin
—Fe54

10 L ) \ Gehirn
J\ 1 Leber
,\A/ L Niere
8 =
AN L/ Herzmuskel
/ LM\ Skelettmuskel
6 .

/ Milz
J& Schilddriise
4T / 1\ Lunge

/ \ - #Pankreas
2+ S \,\/L Diinndarm
\/\\ Dickdarm

0 +————— /L___/\ . ~ Knochenmark

Intensitat (normiert)

15 20 35 40 45 50
Retentlonszeit [min]

Abb. 8-2: Vergleich der Eisen-Profile der chromatographischen Trennung von
Cytosolen unterschiedlicher humaner Organe (Sepsis-Patient); Tf: Transferrin

Fiir genauere Aussagen miissen auch die Intensititen der Signale zwischen den
verschiedenen Organen verglichen werden (siche Abb. 8-3). Die bei weitem gréfiten
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Ferritin-Signale finden sich bei Leber und Milz. Das eisenspeichernde Ferritin kommt
tatsichlich in hoher Konzentration in Leber, Milz und Knochenmark vor '®. Auch das
Signal von Ferritin im Knochenmark ist in Abb. 8-3 zu erkennen. Bei den Ferritin-
Signalen von Leber und Milz handelt es sich insgesamt um die grofften gemessenen Eisen-
Signale in den untersuchten Cytosolen. Dies stimmt mit den im Gesamtgewebe bestimmten
Eisengehalten iiberein, die fiir Milz und Leber am hochsten waren (siche Abb. 8-1). Dabei
ist in der Milz der Himoglobin-Anteil grof3er als in der Leber und entspricht etwa dem in
Lunge und Knochenmark (Abb. 8-3). Im Knochenmark werden die himoglobinhaltigen
Erythrozyten gebildet ', die Lunge und Milz sind stark durchblutete Organe, wodurch
sich der hohe Hdmoglobin-Anteil erkliren 1463t.
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Vergleich der Signalintensititen der Eisen-, Cadmium-, Zink-, Selen- und

Kupfer-Profile der chromatographischen Trennung von Cytosolen unter-
schiedlicher humaner Organe (Sepsis-Patient); die Reihenfolge der Organe in
den Legenden entspricht ungefdhr der Intensitédtsverteilung
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Die unterschiedlichen Elementprofilmuster der Organe werden auch bei der Kombination
der Kupfer- und Zink-Profile deutlich (siche Abb. 8-4). Vor allem die Zink-Profile weisen
in den verschiedenen Organen eine unterschiedliche Anzahl an Peaks mit unterschiedlicher
Intensitétsverteilung auf. Die Cytosole von Pankreas und Herzmuskel beispielsweise
enthalten besonders viele Zinkproteine. Bei den Kupfer-Profilen sind weniger Peaks
vorhanden, die Muster unterscheiden sich jedoch in der relativen Hohe der Signale.

SOD MT-3 MT-1/-2 — 65Cu
1 1 1
/ N\ I | 647Zn

(AN I ;
10 + -/\_./ 1 _*-&lﬂl_ _
I | I
M Leber
I |
A/L/M'__/J'\ Niere
I

W Herzmuskel
\ |
|
|

Skelettmuskel

é

: Milz_

Schilddriise

Intensitit (ngrmiert)
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Pankreas

Diinndarm

Dickdarm

Knoqhenmark
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Abb. 8-4:  Vergleich der Kupfer- und Zink-Profile der chromatographischen Trennung
von Cytosolen unterschiedlicher humaner Organe (Sepsis-Patient)

Das Kupfer und Zink enthaltende MT-3 tritt nur im Gehirncytosol auf. Ein in einigen
Profilen vorkommender, auch Kupfer und Zink enthaltender Peak mit einem
Retentionszeitunterschied von nur 1 min zum MT-3 wurde durch Hitzeausfidllung und
nicht stattfindende Cadmiumbeladung als nicht-MT eingeordnet. Die Signale der MT im
Gehirn des Sepsis-Patienten im Vergleich zur SOD weisen ein dhnliches Muster auf wie
bei den AD-Gehirnen (siche Kapitel 12.4.4): Die MT-Metall-Peaks sind erniedrigt. Es
spielen sich demnach mdglicherweise bei Entziindungen dhnliche oxidative Prozesse ab
wie bei der Alzheimer’schen Krankheit (siehe Kapitel 12.4.5). AD wurde in der Literatur
cbenfalls als entziindlicher ProzeB diskutiert'®. Da in einem anderen untersuchten
Gehirncytosol eines Sepsis-Patienten® keine erniedrigten MT-Metall-Peaks in den
Elementprofilen gefunden wurden, kann der Vorgang nicht fiir Sepsis-Patienten
verallgemeinert werden. Es scheint auf die genauen Auswirkungen der Entziindungs-
vorgédnge anzukommen.

Die Signale der kupfer- und zinkhaltigen Proteine SOD und MT-1/MT-2 sind in den
meisten Elementprofilen in Abb. 8-4 zu erkennen. Die Intensitédten relativ zu den anderen
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in den jeweiligen Organcytosolen vorhandenen Kupfer- oder Zinkproteinen variieren
jedoch. Beim MT-1/-2-Peak ist die unterschiedliche Verschiebung der Kupfer- und Zink-
Signale interessant: Bei Leber, Skelettmuskel und Schilddriise z.B. weisen die Kupfer- und
Zink-Signale verschiedene Retentionszeiten auf, bei Herzmuskel und Pankreas stimmt die
Retentionszeit genau {iberein. Wie in Kapitel 9 diskutiert wird, handelt es sich um eine
geringe Auftrennung der Isoformen auf der Superdex 75PG-Sdule. Sie wird nur dann in
einem Elementprofil erkennbar, wenn die Isoformen MT-1 und MT-2 das Element in stark
unterschiedlichem Verhéltnis gebunden haben. Dabei eluiert MT-2 vor MT-1. MT-2
scheint mehr Zink, MT-1 mehr Kupfer zu binden, wie die hier untersuchten Beispiele
zeigen. Die Retentionszeiten der MT werden insgesamt auch durch partielle Oxidation
beeinfluflt (siche Kapitel 10).

Die Intensitdt des MT-Zink-Signals war im Cytosol der Leber am hochsten (sieche Abb.
8-3). Auch der AusschluBBpeak hatte im Profil des Lebercytosols den gréfiten Zinkgehalt.
Damit ist der besonders hohe Zinkgesamtgehalt der Leber (Abb. 8-1) korreliert. Relativ
hohe Zink-MT-Signale wiesen auch Skelettmuskel und Schilddriise auf.

Das von der Retentionszeit Zink-SOD entsprechende Signal ist besonders bei Leber und
Skelettmuskel ausgepriagt. Das entsprechende Kupfer-Signal ist bei der Leber bei weitem
am grofiten. Die SOD sollte Kupfer und Zink in gleichem Verhiltnis enthalten. Demnach
miBten die Verhiltnisse der Zink-SOD-Signale der verschiedenen Gewebe zueinander
identisch mit denen der Kupfer-SOD-Signale sein. Dies ist hier nicht der Fall, was Grund
zu der Annahme gibt, dal sich unter dem SOD-Peak in der Leber ein weiteres
Kupferprotein verbirgt oder entsprechend ein Zinkprotein beim Skelettmuskel. Eine
weitere Moglichkeit ist eine abweichende Stochiometrie der SOD-gebundenen Metalle.
Die Kupfer-Profile in Abb. 8-3 zeigen noch einmal deutlich, dal der MT-3-Peak nur im
Gehirncytosol auftritt.

Erkennbare Quecksilber-Signale waren an den MT bei Leber und Schilddriise und im
AusschluBBpeak bei der Leber zu erkennen. MT-Silber-Peaks traten bei Gehirn, Leber,
Niere, Herz- und Skelettmuskel sowie Schilddriise und Pankreas auf.

Cadmium war in den Profilen vor allem an MT gebunden, im Gehirn mehr an MT-3 als an
MT-1/-2. Der Vergleich der Intensititen des MT-Cadmium-Peaks (siche Abb. 8-3) zeigte
das grofte Signal im Cytosol der Niere. Hohere Intensitdten traten auBerdem bei der Leber
sowie bei Skelettmuskel, Schilddriise und Pankreas auf. Dies korreliert mit dem bei der
Bestimmung der Gesamtgehalte (Tab. 8-2 und Tab. 8-3) festgestellten hohen Cadmium-
gehalt der Niere. Das Cadmium-Profil des Gehirncytosols wies mit die niedrigsten
Intensitdten auf. Dies kann an der Blut-Hirn-Schranke liegen, welche den Stoffaustausch
zwischen Blut und Hirnsubstanz aktiv kontrolliert und dadurch schédliche Stoffe von den
Nervenzellen fernhalten soll '*°. Dadurch wiirde sich auch die fehlende Induzierbarkeit von
MT-1, MT-2 und MT-3 durch Cadmium im Gehirn erkldren 4.

Die Muster der Selen-Profile wiesen in der Anzahl der Peaks beim Vergleich der
verschiedenen Organcytosole kaum Unterschiede auf. Es ist hauptsdchlich ein Peak zu
erkennen, welcher Glutathion Peroxidase enthélt (siehe auch Kapitel 6.2.6). In Abb. 8-3
werden die Signal-Intensititen verglichen. Daraus wird ersichtlich, da3 dieser Selen-Peak
in Schilddriise, Leber und Milz am grof3ten ist. Bei Leber und Milz weist er eine deutliche
Doppelpeakstruktur auf. Im Gehirncytosol ist er am wenigsten ausgepriagt, was ein
Hinweis auf den schwachen Antioxidantien-Schutz des Gehirns sein kann '®. Nach den im
Gewebe gemessenen Selengesamtgehalten sollten Schilddriise und Niere die groften
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Signale aufweisen, gefolgt von der Milz (siche Abb. 8-1). Dies ist in den Selen-Profilen
fiir die Niere nicht der Fall.

AuBerdem sollten gerade im Schilddriisencytosol mehrere Selen-Peaks von verschiedenen,
in der Schilddriise vorkommenden Selenoproteinen auftreten °’. Die Typ I Deiodase z.B.
mit einer Molmasse von 54000 g-mol™ '*® sollte bei einer Retentionszeit von etwa 28 min
eluieren. Die relativ hohe Nachweisgrenze fiir Selen mit der ICP-QMS (ohne
Kollisionszelle) ist wahrscheinlich dafiir verantwortlich, daB3 in kleinen Konzentrationen
vorkommende Selenoproteine in den Profilen nicht erkennbar sind. Nur besonders
intensive Signale sind vom Untergrund zu unterscheiden. Es besteht auch keine genaue
Korrelation zwischen den gemessenen Elementgehalten im Gewebe und im Cytosol. In
letzterem werden nur die l16slichen Proteine erfafit. Da einige Selenoproteine wie z.B. die
Typ I-Deiodase membrangebunden sind '*, wurden diese bei der Ultrazentrifugation
abgetrennt, so dal} sie in den Selen-Profilen des Cytosols nicht mehr auftauchen. Die
16sliche cytosolische GPx, die auch in der Schilddriise eine wichtige Rolle zum Schutz vor
H,0; spielt 15 9, stellt in den Selen-Profilen den hochsten Peak dar.
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Abb. 8-5:  Vergleich der lod-Profile der chromatographischen Trennung von Cytosolen
unterschiedlicher humaner Organe (Sepsis-Patient); die Normierungen der
Intensitédten der verschiedenen Profile sind unterschiedlich

In den Iod-Profilen (siche Abb. 8-5) cluiert - auler bei der Schilddriise - das hochste
Signal (3) bei einer Retentionszeit von 50,5 min. Die Normierung der Profile schlieB3t
diesen Peak aus, damit auch die weitaus kleineren Signale in der Darstellung zu erkennen
sind. Anhand von Einzelldufen wurde der Peak bei RT=58 min (4) anorganischem Iod und
T4, der Peak bei RT=62,5 min (5) T; zugeordnet (siche Kapitel 6.2.8). Peak 4 tritt in den
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Profilen von allen untersuchten Organcytosolen auf, allerdings mit etwa zwei
GroBenordnungen niedrigerer Intensitdt als in der Schilddriise. Peak 5 ist nur im
Schilddriisencytosol deutlich erkennbar. Das Iod-Profil der Schilddriise weist einen
weiteren Peak bei 69,5 min auf, der jedoch nicht genau identifiziert werden konnte, ebenso
wie Peak 3. Letzterer hat in fast allen Organcytosolen die hochste relative Intensitit und
weist auch im absoluten Vergleich die weitaus grofite Intensitit auf, und zwar im
Dickdarm. Er iibertrifft sogar die Intensitdt des Thyroglobulin enthaltenden Peaks (1) der
Schilddriise. Die Verhéltnisse der Peakhohen von Peak 3 bei den verschiedenen Organen
sind wie folgt:

1300 . 150 30 @ 15 4 co 1
Dickdarm Diinndarm Niere Pankreas  Schilddriise  restliche Organe.

Die hohen Intensititen lassen vermuten, dal3 ein iodhaltiges Kontrastmittel zur Diagnostik
bzw. dessen Metaboliten an dieser Stelle in den Ilod-Profilen eluieren. Aus den
Patientendaten war eine solche Untersuchung nicht ersichtlich. Auch kdnnte es sich um
eine Kontamination mit iodhaltigen Desinfektionsmitteln handeln, wie sie bei einer
Operation verwendet werden.

Thyroglobulin (1), das 75% der Trockenmasse der Schilddriise bildet ', ist im Iod-Profil
des Schilddriisencytosols wie erwartet das mit Abstand groffte Signal. Dieser bei einer
Retentionszeit von 22 min eluierende Peak tritt auch in den anderen Organcytosolen auf,
jedoch mit wesentlich niedrigerer Intensitit. Der dem Thyroxin bindenden Globulin
entsprechende Peak (2) bei einer Retentionszeit von 24 min ist ebenfalls in allen lod-
Profilen zu finden. Die Verhiltnisse der Peakh6hen sind dabei etwa:

480000 : 2000 : 500 : 150 : 100 ;10 21

Schild-  Dick- Dickdarm/ Lunge Knochenmark/ Leber/Niere/Milz/ Gehirn.

driise (1) darm (1) Lunge (2) (1) Diinndarm Pankreas/Herzmuskel (1, 2)
(1,2) /Skelettmuskel (1, 2)

Die aufgenommenen lod-Profile der Cytosole der untersuchten Organe zeigen insgesamt
wie erwartet in der Schilddriise die groBte Vielfalt an Peaks mit den jeweils hochsten
Intensitdten, wenn man von Peak 3 absieht, welcher nicht identifiziert werden konnte.
Allgemein ist auch in diesem Fall zu erkennen, daB3 die unterschiedlichen Organe
unterschiedliche Peakmuster bzw. Intensititsverhiltnisse aufweisen.

Dies gilt fiir alle untersuchten Elementprofile der verschiedenen Organe. Damit wird die
Vermutung bestitigt, da unterschiedliche Organe mit unterschiedlichen Zelltypen auch
andere Metalloproteinzusammensetzungen aufweisen.

Eine Einschrinkung der durchgefiihrten Speziationsanalyse ist die Beschriankung auf
l6sliche Proteine. Ansonsten liefert die Auftrennung der Spurenelemente nach den sie
bindenden Proteinen vielfdltigere Informationen als aus der Messung der Gesamtgehalte zu
erhalten sind. So konnen einzelne Metalloproteine mit ihren gebundenen Elementen in
verschiedenen Organen verglichen werden. Die hochsten MT-1/-2-Signale wiesen z.B. bei
den untersuchten Organen Niere, Leber, Skelettmuskel, Schilddriise und Pankreas auf.
Dabei waren die Verhiltnisse der gebundenen Metalle verschieden: In der Niere befand
sich im Vergleich zu den anderen Organen die héchste Konzentration an Cadmium-MT, in
der Leber an Zink-MT.

Die Untersuchung von Elementprofilen, die in diesem Abschnitt zum Vergleich
verschiedener Organe eines Patienten angewendet wurde, dient im folgenden zum
Vergleich der Verteilung der Metalloproteine in einem Organ von unterschiedlichen
Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern.
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8.4 [Elementprofile im Cytosol der Leber verschiedener Patienten

Verschiedene pathologische Prozesse wirken sich auch auf die Spurenelementverteilung
im Organismus und ihre Bindung an unterschiedliche Proteine aus. Die bei der
Gesamtelementbestimmung bei unterschiedlichen Patienten gefundenen differierenden
Elementgehalte in Geweben (siche Abschnitt 8.2) waren vermutlich ebenfalls auf die
verschiedenen Krankheitsbilder zuriickzufiihren.

Um die Auswirkung unterschiedlicher Pathologien auf die detektierten Elementprofile zu
vergleichen, wurden die Elementverteilungen im Cytosol eines Organs - der Leber - von
verschiedenen Patienten untersucht. Die Lebern waren im Rahmen von Transplantationen
entnommen worden. Die Cytosole wurden mit Zusatz von DTT im Homogenisierungs-
puffer gewonnen. Es handelte sich um drei unterschiedliche Félle von Leberzirrhose -
kryptogene Zirrhose (A), Zirrhose durch Alkoholabusus (B), primére bilidre Zirrhose (D) -
und eine Zystenleber (C). Eine Zirrhose ist eine Umwandlung von Gewebe mit Verhirtung
und Aufhebung der normalen Organstruktur. Infolge einer chronischen Entziindung oder
des Absterbens von Zellen kommt es zu Bindegewebswucherungen mit nachfolgender
narbiger Schrumpfung des Organs '*’. Eine Leberzirrhose aus unbekannter Ursache wird
als kryptogene Zirrhose bezeichnet. Die primire bilidre Zirrhose ist eine wahrscheinlich
autoimmun bedingte, von den Gallengéingen ausgehende Leberzirrhose '’. Sie geht mit
einer verminderten Kupferausscheidung einher, was dementsprechend zu einer
Akkumulation von Kupfer in der Leber fiihrt *”.

In Abb. 8-6 sind die Kupfer-, Zink-, Cadmium- und Quecksilber-Profile im Cytosol der
vier Lebern dargestellt. Die Elementprofile der unterschiedlichen Proben weisen
vergleichbare Muster - Anzahl an Signalen - auf. Die Intensititsverhéltnisse der Signale
unterscheiden sich jedoch deutlich.

Bei der primiren bilidren Zirrhose ist der grofite MT-Peak (RT=39,5) mit dem hochsten
Kupferanteil erkennbar. Dies entspricht der gestorten Kupferexkretion mit Ansammlung
von Kupfer in der Leber, welches von den MT gebunden wird .

Die relativen Metallverhiltnisse sind bei allen untersuchten Proben unterschiedlich. Probe
A weist den zweitgroflten Kupfer-MT-Peak auf. Probe C hat das héchste Cadmium-MT-
Signal. Der MT-Peak der Alkoholleber weist insgesamt weniger gebundene Metalle auf als
die anderen Proben. In den Elementprofilen der Lebercytosole sind - im Gegensatz zu
anderen untersuchten Organen (siehe Abschnitt 8.3) - auch Quecksilber-Signale zu
erkennen, und zwar im AusschluBpeak und beim MT-Peak. Der Quecksilber-
Ausschluf3peak ist bei der Alkoholleber am hochsten, der Quecksilber-MT-Peak wiederum
bei der Leber mit primérer bilidrer Zirrhose.

Das der SOD entsprechende Zink-Signal (RT=31 min) ist bei der priméren bilidren
Zirrthose deutlich am niedrigsten. Das Kupfer-Signal jedoch ist im Vergleich zu den
anderen Proben erhdht.

In den Elementprofilen sind Retentionszeitunterschiede der Kupfer- und Zink-MT-Peaks
erkennbar: Bei Probe A und D haben die Kupfer- und Zink-MT-Signale die gleiche
Retentionszeit, bei Leber A liegen sie jedoch bei RT=40 min, bei Leber D bei RT 39 min.
Bei den Lebern B und C hat der Zink-Peak jeweils eine Retentionszeit von etwa 39 min,
der Kupfer-Peak von etwa 40 min. Daraus kann geschlossen werden, dafl bei den
untersuchten Lebern eine unterschiedliche Verteilung der beiden Isoformen MT-1 und
MT-2 bzw. der Metalle zwischen den Isoformen besteht. MT-2 eluiert auf der verwendeten
Saule vor MT-1 (siehe Kapitel 9).
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Abb. 8-6: Vergleich der Kupfer-, Zink-, Cadmium und Quecksilber-Profile der
chromatographischen Trennung der Cytosole von Lebern unterschiedlicher
Pathologie: kryptogene Zirrhose (A), Alkoholleber (B), Zystenleber (C) und
primire bilidre Zirrhose (D); linke Ordinate: Kupfer, Zink, rechte Ordinate:
Cadmium, Quecksilber
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Abb. 8-7 zeigt den Vergleich der Eisen-, Selen- und Mangan-Profile der vier untersuchten

Lebercytosole.
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Abb. 8-7:  Vergleich der Eisen-, Selen- und Mangan-Profile der chromatographischen
Trennung der Cytosole von Lebern unterschiedlicher Pathologie

Die Selen-Profile weisen im Muster und in der Intensitdtsverteilung keine signifikanten

Unterschiede au

Bei den Eisen-P

f.

rofilen weichen die Ferritin-Peaks (RT=22,5 min) deutlich voneinander ab.

Im Gegensatz zur Leber mit kryptogener Zirrhose und der Zystenleber ist in den Cytosolen

der Alkohollebe
erkennbar. Dies

r und der Leber mit der primédren bilidren Zirrhose ein Ferritin-Peak kaum
weist auf einen gestorten Eisenstoffwechsel bzw. Eisenmangel hin, die

Korperspeicher sind geleert.
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Auch die Mangan-Profile unterscheiden sich. Von den beiden erkennbaren Mangan-
Signalen sind bei den Lebern A und C beide Signale etwa gleich stark ausgeprégt. Bei der
Alkoholleber ist der Mangan-Ausschlu3peak deutlich intensiver als der Mangan-Peak bei
RT=27,5 min, welcher die manganabhéngige SOD enthélt (siche Kapitel 6.2.1). Der erste
Mangan-Peak fehlt fast vollstindig im Elementprofil der Leber mit primérer bilidrer
Zirrhose, der zweite Peak ist bei dieser Probe dagegen im Vergleich am stirksten
ausgepragt. Es kann die Vermutung angestellt werden, dall durch den hohen Kupfergehalt
dieser Leber das Kupfer-zu-Zink-Verhiltnis in der Kupfer/Zink-abhéngigen SOD stark
zum Kupfer hin verschoben ist (siche Abb. 8-6). Die Aktivitit dieser SOD ist
moglicherweise eingeschriankt, und zum Ausgleich wird deshalb mehr manganabhéngige
SOD gebildet.

Insgesamt wird deutlich, dal sich pathologische Zustinde auf die Element- und
Proteinverteilung in einem Organ auswirken und sich dadurch in den aufgenommenen
Elementprofilen bemerkbar machen. Dabei miissen natiirlich auch individuelle
Unterschiede der Proben beriicksichtigt werden. Es kann jedoch mit grof3er
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daf3 die festgestellten Unterschiede vor allem
auf unterschiedliche physiologische bzw. pathologische Prozesse zuriickzufiihren sind.

Bei den untersuchten verschiedenen Leberproben konnten deutliche Unterschiede der
Metallbeladungsverhiltnisse der Metallothioneine gezeigt werden.

Im folgenden sollten die Elementverteilungen in den Cytosolen eines Kollektives von post
mortem-Gehirnproben verschiedener Pathologie untersucht werden: eine Gruppe, bei der
Morbus Alzheimer diagnostiziert worden war, im Vergleich zu Proben einer
Kontrollgruppe, die nicht an AD gelitten hatte.

Das Hauptaugenmerk des Vergleiches der Elementverteilungen lag bei den
Metallothioneinen und besonders der Isoform MT-3. Deshalb werden zunichst spezielle
Untersuchungen zum Verhalten der MT auf der verwendeten SEC-Sdule, dem
Redoxverhalten der MT sowie der nativen Metallbeladung von MT-3 beschrieben.
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9 Verhalten der MT auf der verwendeten SEC-Séule

Im folgenden wird das Verhalten der MT auf der verwendeten SEC-Saule néher betrachtet,
welches sich von dem anderer Proteine unterscheidet. Die MT eluieren bei zu kurzen
Retentionszeiten, was einer deutlich hoheren Molmasse fiir globuldre Proteine als ihrer
tatsdchlichen entspriche. Auch die differierenden Retentionszeiten der einzelnen an MT
gebundenen Metalle warfen Fragen auf.

Wie aus der Kalibrierung der Superdex 75PG-Séule hervorgeht (siche Abb. 9-1), haben
MT-1 und -2 eine scheinbare Molmasse von etwa 24000 Da und MT-3 sogar von etwa
29600 Da. Diese Molmassen sind somit anndhernd viermal gréfer als die tatséchlichen
Molmassen (siche Tab. 2-1). Auch in der Literatur”” '** wurde beschrieben, daB MT bei
zu hohen scheinbaren Molmassen eluieren. Dies konnte zundchst darauf zuriickgefiihrt
werden, daB3 die GroBenausschluBchromatographie Molekiile nach ihrer Form - dem
Stoke’schen Radius - trennt und unterschiedlich geformte Molekiile nicht iiber eine
Kalibrierung zuzuordnen sind, fiir welche Molekiile anderer Form verwendet wurden.

100000 +

Ig Molmasse = -0,025 - Retentionszeit + 5,3865

R’ =0,9988

Molmasse [Da]

10000

29 34 39 44 49

Retentionszeit [min]

Abb. 9-1:  Kalibrierung der Superdex 75PG-Sdule und scheinbare Molmassen der MT

Es ist jedoch erstaunlich, dal MT-3 signifikant von MT-1 und MT-2 getrennt wird, welche
wie bei der SEC zu erwarten zu anndhernd gleicher Retentionszeit eluieren. Da MT-3 sich
nur um 6-7 Aminosiduren von den anderen MT unterscheidet, kann der Gréf3enunterschied
dabei vernachldssigt werden. MT-3 konnte durch den Einschub der zusdtzlichen Amino-
sduren eine andere sterische Anordnung einnehmen (sieche auch Kapitel 2.2.3) 80,

Eine andere Erkldrung sind jedoch verschiedene Wechselwirkungen von MT-1/-2 und
MT-3 mit dem Sdulenmaterial, da MT-3 wesentlich negativer geladen ist als MT-1 und
MT-2 1% Bei dem verwendetem pH-Wert und der Konzentration des Puffers ist das
Saulenmaterial moglicherweise leicht negativ geladenen®. Ein dadurch bedingter
»AbstoBungseffekt”, der zu fritherer Elution fiihrt, wiirde sich beim MT-3 besonders stark
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auswirken. Hohere lonenstirken des verwendeten Puffers schirmen Ladungen ab und
verringern so ionische Wechselwirkungen mit dem Packungsmaterial®. Die
Einzelsubstanz MT-3 eluiert mit 20 mmol-L" Tris-Puffer mit 100 mmol-L™' KCI (pH=8,6)
ca. 6,5 min spiter als mit dem {iblicherweise verwendeten Tris-Puffer ohne Salzzusatz.
Uber eine diesem Puffer entsprechende Kalibrierung wurde dabei eine scheinbare
Molmasse von 14400 Da ermittelt. Dies weist deutlich auf ladungsbedingte
Wechselwirkungen hin, die durch hohere Ionenstirke unterdriickt werden'®’. Das
Elutionsverhalten von Proteinen auf SEC-Séulen und der Ubergang zur ,nichtidealen‘
SEC héngt neben der Ionenstirke und dem pH-Wert des Puffers vom pI-Wert der Proteine
und damit ihrer tatsichlichen Ladung beim jeweiligen pH-Wert des Eluens ab™.
Kopaciewicz et al. haben darauf hingewiesen, dall diese Effekte zur Erhéhung der
Trenneffektivitit von SEC-Sdulen genutzt werden konnen, deren Auflosung unter idealen
Bedingungen begrenzt ist. Damit ist sogar die Trennung von Proteinen gleicher Molmasse,
aber mit unterschiedlichem pI moglich®®, was fiir die MT zutrifft. Diese Effekte wurden
auch fiir eine Superdex 75HR-Siule beschrieben *°.

Die festgestellte Trennung des MT-3 von den anderen MT ist fiir die Untersuchung von
Gehirnproben von Bedeutung, da sie eine gesonderte Betrachtung des im Gehirn eine
besondere Rolle spielenden MT-3 ermdglicht.
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ro — Cu
a MT-3 (human, rekombinant) ' 7n
4.6 4 |
|
|
367 b MT-2 (Kaninchen) !
|
1
26 1 .
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Iy 1
1
1
1
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-0,4 +
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Abb. 9-2: Abweichende Retentionszeiten der MT-Kupfer- und -Zink-Signale bei der

SEC-Trennung auf der Superdex 75PG-Sdule, Einzelliufe von a) MT-3

(human, rekombinant), b) MT-2 (Kaninchen), ¢) MT-1 und MT-2 (Gemisch,

Kaninchen) sowie chromatographische Trennung von d) humanem
Gehirncytosol und e) humanem Lebercytosol, jeweils mit Zusatz von DTT

Beim Vergleich der Kupfer- und Zink-Profile der SEC-Trennungen fiel auf, dal die MT
entsprechenden Signale teilweise zeitlich bis zu 1 min versetzt auftraten. In Abb. 9-2 wird
dies am Beispiel von MT-Einzelldufen bzw. der chromatographischen Trennung von
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humanem Gehirn- und Lebercytosol deutlich. Beim MT-3 ist kein zeitlicher Unterschied
zwischen Kupfer- und Zink-Peak feststellbar, weder beim Einzellauf noch im Cytosol
(Abb. 9-2 a und d). Die Retentionszeiten des Kupfer- und Zink-Signals des MT-1/-2-Peaks
jedoch weichen beim MT-Mix-Einzellauf (c), im Gehirn- (d) und besonders deutlich im
Lebercytosol (e) voneinander ab. Beim reinen MT-2-Einzellauf (b) stimmen Zink- und
Kupfer-Peak wieder iiberein.

Die einzelnen Retentionszeiten sind in Tab. 9-1 aufgefiihrt. Beim MT-3 stimmen die
Retentionszeiten des Gehirncytosols vom Menschen und vom Schwein genau iiberein. Es
ist - wie auch bei der CZE-Trennung (siche Kapitel 7.3.5) - kein Speziesunterschied
festzustellen. Die geringe Abweichung - 0,4 min - zum humanen rekombinanten MT-3
kann durch Matrix- bzw. Konzentrationsunterschiede bedingt sein. Moglicherweise
beeinfluflit eine Acetylierung der MT (siehe auch Kapitel 6.1.5.1) ihre Ladung und/oder
riumliche Anordnung und verursacht dadurch eine zeitliche Anderung der Elution auf der
SEC-Séule.

Tab. 9-1:  Retentionszeiten der Kupfer- und Zink-Signale von MT-3, MT-1/-2 und
MT-2 auf der Superdex 75PG-Siule (mit Zusatz von DTT)

Isoform Spezies Cu-Signal [RT in min] Zn-Signal [RT in min]
MT-3 Gehirncytosol Schwein 32,1 32,1
MT-3 Gehirncytosol human 32,1 32,1
MT-3 human rekombinant 32,5 32,5
MT-1/-2 Gehirncytosol Schwein 38,7 37,8
MT-1/-2  Gehirncytosol human 38,0 37,4
MT-1/-2 Lebercytosol human 37,7 36,8
MT-1/-2 Kaninchen 37,1 36,7
MT-2 Kaninchen 36,6 36,6

Der Unterschied der Retentionszeiten zwischen Kupfer- und Zink-Signal im MT-1/-2 Peak
ist mit 1 min beim humanen Lebercytosol und Gehirncytosol vom Schwein (Beispiele in
Tab. 9-1) groBer als beim humanen Gehirncytosol und dem MT-1/-2-Gemisch.

Die Retentionszeiten der Zink-Peaks stimmen beim Lebercytosol, beim MT-2 und MT-1/-
2-Gemisch iiberein. Die Zink-Peaks eluieren bei allen Proben vor den Kupfer-Peaks.
Wegen der Ubereinstimmung mit dem reinen MT-2 kann vermutet werden, daf es sich bei
diesem Zink-Peak um an MT-2 gebundenes Zink handelt und dal MT-2 auf der Superdex
75PG-Séule vor MT-1 eluiert. Daraus kann auch abgeleitet werden, dafl Zink - zumindest
bei den betrachteten Proben - vorwiegend an MT-2 gebunden ist und Kupfer mehr an
MT-1. Dies entspricht auch den bei den CZE-ICP-MS-Messungen erhaltenen Ergebnissen
(sieche Abb. 7-17 und Abb. 7-18). Die Metallbeladungsverhiltnisse der MT kdénnen
allgemein sehr unterschiedlich sein, wie Wolf et al. am Beispiel von MT im Cytosol von
Lebern mit unterschiedlicher Krankheitsgeschichte gezeigt haben ¢

Fiir eine Erklarung der festgestellten Antrennung der MT-Isoformen auf einer SEC-Siule
kommen sterische oder Ladungseffekte in Frage, da die MT sich in ihrer Amino-
sduresequenz nur geringfiigig unterscheiden. Dal3 die Elutionsreihenfolge - MT-3, MT-2,
MT-1 - genau umgekehrt ist als bei der AEC, weist eher auf einen Ladungseffekt und
damit auf ionische Wechselwirkungen mit dem Siulenmaterial hin'®. Wie bereits fiir
MT-3 beschrieben, scheint es sich dabei um LadungsabstoBungen der negativ geladenen
Proteine und des S&dulenmaterials zu handeln. Die Trennung von MT-1 und MT-2 ist
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jedoch gering, da zwischen den beiden Isoformen nur ein geringer Ladungsunterschied
beSte}gé Eine vollstindige Abtrennung wie fiir das weit negativer geladene MT-3 besteht
nicht ™.

Die Trennung von MT-1 und MT-2 konnte mit Hilfe von Einzelldufen gereinigter, mit
Zink beladener MT-1 und MT-2 auf der Superdex 75PG-Séule iiberpriift werden. Die
SEC-Trennung wurde mittels UV-Detektion bei 214 nm verfolgt. Dabei ergab sich
zwischen den MT-Isoformen ein Retentionszeitunterschied von 1 min, wobei MT-2 zuerst
eluierte. Dies bestitigte die obigen Beobachtungen. Wurde ein Gemisch der Isoformen im
Verhiltnis 1:1 auf die Séule injiziert, war im UV nur ein Peak zu erkennen, und zwar bei
einer Retentionszeit, die genau zwischen den fiir die einzelnen Substanzen gefundenen lag.
Wurden die Mischungsverhéltnisse variiert, so da} eine Isoform iiberwog, war trotzdem
nur ein Peak zu erkennen, die Retentionszeit verschob sich jedoch leicht in Richtung der
iiberwiegenden Isoform.

Die Isoformen MT-1 und MT-2 scheinen demnach auf der Superdex 75PG-Siule
angetrennt zu werden. Die Trennung ist allerdings so gering, so daf} sie im UV bei einem
Gemisch nicht zu erkennen ist. Sie wird nur durch den Vergleich der Retentionszeiten von
einzeln injizierten Isoformen deutlich oder in den Elementprofilen, wenn ein Metall
iiberwiegend an eine Isoform gebunden ist und die Retentionszeiten der Element-Peaks
getrennt betrachtet werden konnen.

Die Trennung der Kupfer- und Zink-Signale und die entsprechenden Retentionszeiten
hidngen von den Metallbeladungsverhéltnissen der Isoformen ab. In den betrachteten
Beispielen (Tab. 9-1) variierten die Retentionszeiten der Kupfer-Signale stirker als die der
Zink-Signale. Durch den Zusatz von Dithiothreitol zu diesen Proben wurden Effekte durch
Oxidation und den damit verbundenen Metallverlusten ausgeschlossen. Partielle Oxidation
der MT in den Cytosolproben kann die Variation der Retentionszeiten der einzelnen MT-
Signale jedoch durch Peakverbreiterung verstarken (siehe auch Kapitel 10).

Die zwischen Kaninchen-MT-1/-2 und den MT in Cytosolproben vom Menschen und vom
Schwein beobachteten Abweichungen in der Retentionszeit der Element-Peaks (Tab. 9-1)
miissen demnach nicht auf Speziesunterschiede hinweisen. Da die Isoformen MT-1 und
MT-2 auf der Superdex 75PG-Sédule angetrennt werden, aber im Gemisch bei einer
gemittelten Retentionszeit eluieren, richtet sich die Retentionszeit des Signals in jedem
Elementprofil nach dem Verteilungsverhéltnis des Elementes zwischen MT-1 und MT-2.
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10 Redoxverhalten von Metallothioneinen im Gewebecytosol

Metallothioneine sind oxidationsempfindlich. Zur Extraktion von MT aus Geweben
werden hdufig Reduktionsmittel zum Puffer zugesetzt, um eine Oxidation der Proteine zu
vermeiden bzw. riickgingig zu machen”” '®. Da die verwendeten Reduktionsmittel wie
B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol auch komplexierende Eigenschaften aufweisen, ist
thr Zusatz kritisch zu betrachten und auf die Zielsetzung der Untersuchung
abzustimmen '®’.

In Kapitel 5.2 wurde bereits gezeigt, da3 mit Zusatz von DTT zum Homogenisierungs-
puffer die MT-Kupfer- und -Zink-Peaks gegeniiber einer Extraktion ohne DTT deutlich
erhoht sind. Aullerdem tritt ein zusdtzliches Zink-Signal im Elementprofil auf, welches
dem zinkbindenden DTT zugeordnet werden kann (siche Abb. 5-2). Dies zeigt zum einen,
daB oxidierte MT im Gewebe vorhanden sind oder bei der Homogenisierung - trotz
Vorsichtsmallnahmen - gebildet werden. Die Oxidation von MT kann durch Zusatz von
Reduktionsmitteln riickgéngig gemacht werden. Zum anderen wird deutlich, dafl durch
Zugabe des Reduktionsmittels die Elementprofile geédndert werden.

Es sollte geklart werden, ob ohne DTT weniger MT aus dem Gewebe extrahiert werden
oder ob die oxidierten MT im gewonnenen Cytosol ebenfalls vorhanden sind. Dafiir wurde
folgender Vergleich angestellt: Das Cytosol wurde ohne und mit Zugabe von DTT
extrahiert. Zum Cytosol ohne DTT wurde nachtrdglich, vor der Injektion auf die
chromatographische Siule, DTT in der gleichen Endkonzentration von 5 mmol-L
zugegeben, wie sie fiir die Extraktion mit DTT im Homogenisierungspuffer verwendet
wurde ''2. Es wurde darauf geachtet, daB die drei zu vergleichenden Proben die gleiche
Verdiinnung hatten.

In Abb. 10-1 sind die erhaltenen Kupfer- und Zink-Profile im Vergleich dargestellt. Die
Zunahme der MT-Kupfer- und Zink-Peaks mit DTT ist deutlich zu erkennen. Es ist kein
signifikanter Unterschied feststellbar, ob DTT bei der Homogenisierung zugegeben wurde
oder erst nach der Cytosolextraktion. Das bedeutet, da3 wiahrend Homogenisierung und
Ultrazentrifugation kein Verlust von oxidierten MT auftritt, diese also extrahierbar sind.

| — ohne DTT-Zusatz I 64
63Cu 7Zn

10 + DTT fiir
Homogenisierung
| MT-1/-2

—— DTT-Zugabe vor
6 & Injektion
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Abb. 10-1: Vergleich der Kupfer- und Zink-Profile der chromatographischen Trennung

von humanem Gehirncytosol (frontale Region, Kontrolle) ohne Zusatz von

DTT, mit DTT im Homogenisierungspuffer und mit Zusatz von DTT vor der
Injektion auf die Sdule
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Die im Cytosol ohne DTT vorhandenen oxidierten MT sind jedoch mittels ICP-MS schwer
detektierbar: Die Oxidation der MT bewirkt die Bildung von intra- und/oder
intermolekularen  Disulfid-Briicken. Dadurch verlieren sie ihre Metallbindungs-
eigenschaften '®’. Wegen des geringeren Metallgehaltes nehmen die detektierten MT-
Metall-Peaks ab. Durch den Reduktionsmittelzusatz werden die gebildeten Disulfid-
Briicken wieder aufgebrochen und Metalle erneut von den Sulthydryl-Gruppen
komplexiert %7,

Eine leichte Abnahme des der SOD entsprechenden Kupfer-Signals (RT=29 min) mit DTT
wurde ebenfalls beobachtet. Es besteht die Moglichkeit, daB MT bei Reduktion und
Freiwerden der metallkomplexierenden Bindungsstellen Kupfer auch aus der SOD
aufnimmt **

Um sicherzugehen, dafl die erhdhten Peaks bei Zusatz von DTT wirklich auf reduzierte
MT zuriickzufiihren sind, wurde zusédtzlich eine Hitzedenaturierung durchgefiihrt. Abb.
10-2 zeigt den Vergleich der Kupfer-, Zink-, Cadmium- und Blei-Profile der
chromatographischen Trennung des selben humanen Gehirncytosols ohne und mit DTT.
Zusétzlich wurden diese beiden Proben geteilt und jeweils ein Teil einer
Hitzedenaturierung fiir 5 min bei 95°C unterzogen.
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Abb. 10-2: Vergleich der Kupfer-, Zink-, Cadmium- und Blei-Profile der
chromatographischen Trennung von humanem Gehirncytosol (occipitale
Region, AD) ohne und mit Hitzedenaturierung der Probe sowie jeweils ohne
und mit Zusatz von DTT
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Wie in Kapitel 6.1.2 beschrieben, sind die MT hitzestabil und die MT-Metall-Peaks
bleiben nach der Hitzefillung in den Elementprofilen erhalten. Von denaturierten
Proteinen wie der SOD freigesetztes Kupfer kann von den MT unter Verdridngung von
Zink aufgenommen werden.

Die durch Zusatz von DTT erhéhten MT-Peaks waren ebenfalls hitzestabil. Dies war eine
Bestétigung ihrer Identitét als reduzierte MT.

Bei Zusatz von DTT sind die MT-Signale um 0,5 min (MT-3) bis 1,5 min (MT-1/-2) zu
kiirzeren Retentionszeiten hin verschoben. Die Peaks sind aullerdem erkennbar schéirfer
(Abb. 10-1 und Abb. 10-2). Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dal ohne DTT im Cytosol
unterschiedliche, partiell oxidierte MT existieren, die sich in ihrer Metallbeladung
unterscheiden: Eine unterschiedliche Anzahl von Sulfhydryl-Gruppen wurde oxidiert, so
daf} einzelne MT eine unterschiedliche Anzahl von noch gebundenen Metallen enthalten.
Dadurch verdndert sich die Ladung sowie die Konformation'®’ der Molekiile.
Unterschiedliche Ladungen bewirken unter den verwendeten Bedingungen eine leicht
verschobene Elution auf der Superdex 75PG-Sidule (siche Kapitel 9). Da die partiell
oxidierten MT spiéter eluieren als die reduzierten MT, scheinen sie eine positivere Ladung
aufzuweisen '®. Dies erklart die Breite der MT-Peaks, die eine Mischung an
unterschiedlichen Metallbeladungen enthalten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 oxidierte MT nach der Cytosolextraktion in
den Proben vorhanden sind. Sie haben durch Oxidation der Sulfhydryl-Gruppen Metalle
verloren, konnen jedoch wieder reduziert werden und nehmen erneut Metalle auf. Es
handelt sich bei den ohne Reduktionsmittelzusatz extrahierten MT um eine Mischung von
unterschiedlich partiell oxidierten MT mit unterschiedlichen Metallanteilen und damit
unterschiedlichen Ladungen.

Da durch den Zusatz von DTT wahrscheinlich nicht das native Metallbindungsverhiltnis
wiederhergestellt wird, wurde im folgenden vom Zusatz von DTT zu den Proben bei der
Homogenisierung abgesehen. Auflerdem wiirde damit das urspriingliche Verhéltnis von
oxidierten zu reduzierten MT verdndert. Durch Zusatz des Reduktionsmittels vor der
chromatographischen Trennung zu jeweils einem Teil der Probe kdnnen Vergleiche des
Anteils an oxidiert vorliegenden MT angestellt werden. Darauf wird in Kapitel 12.4.5
ndher eingegangen.
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11 Native Metallbeladung von Metallothionein-3: Projekt an
der Harvard Medical School

Die folgenden Untersuchungen zur Metallzusammensetzung von nativem MT-3 aus
Schweinegehirn wurden im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes von April bis
September 2000 im Center for Biochemical and Biophysical Sciences and Medicine (Prof.
B. L. Vallee) an der Harvard Medical School in Boston, USA, durchgefiihrt.

In der Literatur waren die Angaben zum Metallgehalt von MT-3 bisher unterschiedlich
(siche Tab. 11-1). Uchida et al. '° fanden 3 Zink- und 4 Kupferionen pro Molekiil und eine
Verteilung von 2 Kupfer, 1 Zink auf die f-Doméne bzw. von 2 Kupfer, 2 Zink auf die -
Domine ™. Auch Pountney et al.”” und Bogumil et al.'® wiesen an isoliertem MT-3
Kupfer und Zink in verschiedenen stochiometrischen Verhiltnissen nach. Die aus dem
Gehirn isolierten Isoformen MT-1/-2 enthielten ebenfalls Kupfer und Zink '°. In der
Literatur wurde spekuliert, da3 Kupfer nicht in vivo an MT-3 gebunden ist und nur als
Kontamination wéhrend der Isolierungsprozedur auftritt. Dagegen sprach, dal mit der
gleichen MT-Isolierungsprozedur aus Gehirn kupferhaltiges MT-3, hingegen aus der Leber
nur zinkbeladene MT erhalten wurden, obwohl die Leber eine hohe Kupferkonzentration
enthielt '*’. Sewell et al. * testeten die Metallbindungskapazititen von rekombinantem GIF
und fanden wie bei den Isoformen MT-1 und -2 eine Bindung von maximal 7 Cadmium-
bzw. Zinkionen und von maximal 12 Kupferionen pro Molekiil MT-3.

Tab. 11-1: In der Literatur beschriebene Metall-Stéchiometrie-Verhaltnisse von MT-3

Spezies mol Cu/ mol Protein  mol Zn / mol Protein Cu/Zn-Verhéltnis
h v 4 3 1,3
Rlillrlrzia% 1 5 0,2

Pferd 3 3 1

human *' - - 1,7-1,9
Rind '* 4-5 2-2,5 1,6-2,5

In diesem Projekt sollte die Metallzusammensetzung von nativem MT-3 aus
Schweinegehirn bestimmt werden. Dafiir wurde MT-3 aus dem Gehirncytosol isoliert, um
storende Metalloproteine abzutrennen. Die bisher unterschiedlichen Angaben zu den
Metallverhiltnissen sollten dabei nach Moglichkeit geklart werden.

Ein wichtiger Punkt dabei war, dall die MT-3-Isolierungen in der Literatur nicht immer
unter physiologischen Bedingungen durchgefiihrt wurden, was zu einer Anderung der
Metallzusammensetzung fithren konnte. So wurden z.B. Losungsmittel-Ausfallungen der
MT verwendet oder nicht physiologische (alkalische) pH-Werte. Auch auf die Vermeidung
moglicher Metallkontaminationen wurde nicht nédher eingegangen. Es wurde sogar
Cadmium zugesetzt, um iiber dieses Metall die Zink-Bindungsstellen zu quantifizieren &

Das Hauptaugenmerk bei der Isolierung von MT-3 aus Gehirncytosol vom Schwein lag
deshalb auf der Einhaltung von mdglichst physiologischen Bedingungen zur Bestimmung
der nativen Metallbeladung. Puffer mit einem pH-Wert um 7,4 wurden verwendet. Auf
Ausféllungen der MT mit organischen Losungsmitteln wurde verzichtet. Dabei koénnen
sich die native Konformation der Proteine &dndern und somit moglicherweise die
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Metallbindungseigenschaften '°. Die verwendeten Puffer wurden wihrend der Chromato-
graphie mit Helium entgast.

Ein anderer wichtiger Punkt war die Vermeidung von Metallkontaminationen
Metalle am MT werden leicht durch Metalle mit hoherer Bindungsaffinitdt ersetzt. Deshalb
wurden die Puffer vor ihrer Verwendung mit dem starken Kationenaustauscher Chelex 100
behandelt, um Metalle zu entfernen. Die benutzten Geridte und Gefdlle wurden entweder
mit verdiinnter Salpetersdure gereinigt oder mit einer Losung des Komplexbildners EDTA
gespiilt. Die Anderung der Metallzusammensetzung wihrend des Isolierungsprozesses war
ein potentielles Problem, das zu beachten war.

167, 171

11.1 Chromatographische Aufreinigung von MT-3 aus Gehirncytosol

Das Cytosol wurde wie in Kapitel 5.1 beschrieben extrahiert. Zur Homogenisierung wurde
in diesem Fall ein Polytron PCU-2-110 Homogenisator eingesetzt. Die Zentrifugation
erfolgte in einer Beckman Ultrazentrifuge L8-80M bei 100000 g und 4°C fiir 80 min.

Zur Aufreinigung des MT-3 wurden verschiedene chromatographische Verfahren mit
unterschiedlichen Trennmechanismen hintereinander durchgefiihrt, um eine moglichst
vollstdndige Abtrennung anderer Proteine zu erreichen. Die Auflosung eines einzelnen
chromatographischen Verfahrens ist dafiir nicht ausreichend. Die Eluate der
chromatographischen Liufe wurden aufgefangen und die MT-3 enthaltenden Fraktionen
ermittelt. Diese wurden anschlieBend zusammengefal3t, aufkonzentriert und auf die néchste
Saule aufgegeben.

Gehirn- Homogenisierung
gewebe Ultrazentrifugation

—Pp | Cytosol

/ \rADTT
An%tz 1 AnsEtz 2 DEAE DEAE
An%tz 3 Ans&tz 4

TSK Superdex 75PG
¢ ¢ Superdex 75PG Superdex 75PG
ODS MonoQ

Abb. 11-1: Zusammenfassung der durchgefiihrten Trennschritte bei der chromato-
graphischen Aufreinigung von MT-3 aus Schweinegehirn

Zur Verfolgung der Elution der Proteine wurde die UV-Absorption bei 214, 254 und
280 nm aufgenommen. Dabei wurde die Wellenlinge 254nm bei hohen
Proteinkonzentrationen verwendet und die empfindlichere Wellenldnge 214 nm fiir weiter
aufgereinigte Fraktionen. Die Retentionszeiten des MT-3 wurden iiber Einzelldufe mit
humanem rekombinanten MT-3 ermittelt.

In den Fraktionen der Trennungen wurde MT-3 iiber die Messung der Kupfer- und
Zinkkonzentrationen detektiert. Die Metallbestimmung erfolgte mittels Graphitrohr-
Atomabsorptionsspektrometrie (4100ZL, Perkin Elmer) (sieche auch Kapitel 8.1). Die
MefBparameter der Graphitrohr-AAS wurden nach den Herstellerempfehlungen gewéhlt.
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Zusatzlich wurden einzelne Fraktionen gelelektrophoretisch mittels SDS-PAGE getrennt,
um ihre Reinheit zu kontrollieren. Durchgefiihrte Western Blots mit spezifischen anti-
MT-3-Antikorpern konnten die Anwesenheit von MT-3 in den Fraktionen bestétigen.

Es wurden vier verschiedene Ansédtze zur Isolierung des MT-3 durchgefiihrt, deren
Trennbedingungen jeweils aufgrund der Ergebnisse des vorhergehenden Ansatzes
angepalit wurden. Die ausgefiihrten Trennschritte sind in Abb. 11-1 zusammengefal3t.

Erster Ansatz

Experimentelle Details der im ersten Ansatz durchgefiihrten Trennungen befinden sich in
Tab. 11-2. Der erste Ansatz folgte dem von Uchida et al. '° verwendeten Verfahren.

Tab. 11-2: Chromatographische Trennbedingungen des ersten Isolierungsansatzes

Cytosol aus 20 g Schweinegehirn + 60 mL Tris-Puffer

AEC SEC Reversed Phase
Sdulenmaterial: DEAE Sephacel TSK G2000SW Prodigy 5 n ODS-2
Dimension: 160 mm-16 mm 600 mm-7,5 mm 250 mm-4,6 mm
Puffer: 20 mmol-L™! Tris Dulbecco’s PBS* 2 mmol-L"' Ammonium-
50 mmol-L™! NaCl formiat
pH-Wert: 7,8 7,6 7.4
FluBrate: 0,4 mL-min’! 0,6 mL-min’’ 1 mL'min!
Gradient: 50-300 mmol-L"' NaCl - 0-40% Acetonitril
(320 mL Elutionsvolumen) (20 mL Elutionsvolumen)
Detektion: UV (280 nm) UV (214,254 nm) UV (214 nm)
Kupfer, Zink Kupfer Kupfer
Fraktionen: 1,2 mL 0,6 mL 0,5 mL
MT-3 einzeln:  Literatur'*: 200 mmol-L”" 30 min 23% Acetonitril

*PBS: Phosphate Buffered Saline - phosphatgepufferte Salzldsung

Das Gehirncytosol wurde zuerst auf eine DEAE Sephacel-Anionenaustauscher-Séule
aufgegeben, mit 50 mmol-L"' NaCl-haltigem Tris-Puffer gewaschen und anschlieBend mit
einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Die Trennung wurde in einem Kiihlraum bei 4°C
ausgefiihrt. In den aufgefangenen Fraktionen wurden die Kupfer- und Zinkkonzentrationen
bestimmt. Das Maximum des Kupfer-Peaks trat bei einer NaCl-Konzentration des
Gradienten von etwa 175 mmol'L" auf (siche Abb. 11-3 vom zweiten Ansatz). Dies
entspricht etwa der von Uchida er al.'” angegebenen Elution des MT-3 auf einer
vergleichbaren DEAE-Séule. Die Fraktionen wurden entsprechend der im Kupfer-Profil
erkennbaren Peaks zusammengefal3t und in einem Konzentrator (Amicon, Beverly, USA)
iiber eine YM3-Membran (Amicon) mit einer Ausschlugrenze von 3000 Da
aufkonzentriert.

Als zweiter Aufreinigungsschritt wurde eine SEC-Trennung iiber eine TSK G2000SW-
Saule eingesetzt. Das UV-Profil ist in Abb. 11-2 a gezeigt. Die Retentionszeit des MT-3
wurde durch einen Einzellauf des rekombinanten Proteins zu etwa 30 min ermittelt (siche
Abb. 11-2 ¢). Die dieser Retentionszeit entsprechenden aufgefangenen Fraktionen wurden
zusammengefallt, aufkonzentriert und erneut auf die SEC-Sdule injiziert. Nach dem
zweiten Lauf waren die meisten im UV sichtbaren Unreinheiten abgetrennt, es war jedoch
immer noch ein Doppelpeak vorhanden (Abb. 11-2 b). Ein Teilpeak entsprach der
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Retentionszeit des als Referenz benutzten humanen MT-3. Die entsprechenden Fraktionen
wurden zusammengefa3t und iiber eine Ultrafiltrationsmembran (YM3, Centricon,
Amicon) erneut eingeengt.

Die Kapazitit der TSK-Sdule war begrenzt, jede DEAE-Fraktion mufite in mehreren
Laufen injiziert werden. Die Trennung war somit sehr zeitaufwendig und erhohte dadurch
die Wahrscheinlichkeit der Oxidation des MT. Es stellte sich auch heraus, daff der MT-3-
Peak zu viele - mit der Gelelektrophorese sichtbare - weitere Proteine enthielt. Deshalb
wurde fiir die folgenden Isolierungsansdtze von der Literaturvorschrift abgewichen und
eine andere, praparative GroBBenausschlul3-Saule gewéhlt.

a | b ¢ MT-3

1 1
o
\ ; =
b 'y 4 “
3 = . » - : =
. w3 = - 4 - = ol

Abb. 11-2: UV-Profile bei 214 bzw. 254 nm der Trennung einer DEAE-Fraktion auf der
TSK-SEC-Sdule, a) erster Lauf, b) erneuter Lauf der gesammelten und

aufkonzentrierten TSK-Fraktionen, ¢) Retentionszeit von rekombinantem
humanen MT-3

Als letzter Isolierungsschritt wurde ein dritter, unterschiedlicher Trennmechanismus
eingesetzt: die Reversed Phase (Umkehrphasen) - Chromatographie, welche die Analyten
einer Probe nach ihrer Hydrophobizitit trennt. Dafiir wurde eine Prodigy 5 p ODS-2
(Octadecyl Silan) Sédule gewéhlt. Ein linearer Acetonitril-Gradient von 0-40% wurde
angelegt. Das Referenz-MT-3 eluierte bei etwa 23% Acetonitril. Die MT-3-Fraktionen der
TSK-Sdule spalteten auf der C18-Sdule in mehrere Peaks mit einer dem Referenz-MT-3
dhnlichen Retentionszeit auf.

Die C18-Sdule hatte eine nur geringe Probenaufgabekapazitit, und die Peaks lagen zu eng
beieinander, um getrennt aufgefangen zu werden. Die MT-3-Konzentration in den
Fraktionen war zu gering, um die MT-3 enthaltenden Fraktionen sicher zu identifizieren.
Beim néchsten Ansatz sollte eine groflere Menge Gehirngewebe als Ausgangsmaterial
genommen werden, um hohere MT-3-Konzentrationen zu erhalten. Die C18-Sédule wurde
nicht weiter verwendet.

Zweiter Ansatz
Die experimentellen Details der im zweiten Ansatz durchgefiihrten Trennungen sind in

Tab. 11-3 aufgefiihrt. Fiir diesen Ansatz wurde die doppelte Menge Gehirngewebe
homogenisiert.
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Tab. 11-3: Chromatographische Trennbedingungen des zweiten Isolierungsansatzes

Cytosol aus 40 g Schweinegehirn + 120 mL Tris-Puffer

AEC SEC AEC
Sadulenmaterial: DEAE Sephacel Superdex 75PG Mono Q HR 5/5
Dimension: 160 mm-16 mm 650 mm-16 mm 50 mm-5 mm
Puffer: 20 mmol-L™" Tris 20 mmol-L" Tris 20 mmol-L™ Tris
50 mmol-L™! NaCl
pH-Wert: 7,4-7,6 7,4 7,6
FluBrate: 0,4 mL-min” 2 mL-min”! 0,5 mL-min”
Gradient: 50-300 mmol-L"' NaCl - 100-500 mmol-L" NaCl
(320 mL Elutionsvolumen) (20 mL Elutionsvolumen)
Detektion: UV (280 nm) UV (214,254 nm) UV (214 nm)
Kupfer, Zink Kupfer
Fraktionen: 4 mL 1 mL 0,5 mL
MT-3 einzeln:  Literatur': 200 mmol-L™" 36,6 min 210 mmol-L™!

Das gewonnene Cytosol wurde ebenfalls zuerst auf die DEAE Sephacel-Siule aufgegeben.
Die in den aufgefangenen Fraktionen gemessenen Kupfer- und Zinkkonzentrationen sind
in Abb. 11-3 aufgetragen. Die DEAE-Fraktionen wurden entsprechend den Metall- sowie
den UV-Profilen (bei 220 und 280 nm) in drei Pools zusammengefal3t und autkonzentriert.
Die verschiedenen Peaks enthielten neben MT-3 moglicherweise metallhaltige
Verunreinigungen, die Isoformen MT-1 und -2 oder unterschiedliche Formen von MT-3.

Metallkonzentration [ng/mL]

600 +

500 +

400 +

300 +

Gradient 50 - 300 mmol/L NaCl
Zn

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Fraktionsnummer

Abb. 11-3: Kupfer- und Zinkkonzentrationen in den Fraktionen der AEC-Trennung

(DEAE Sephacel) von Gehirncytosol (Schwein) mittels eines 50-300 mmol-L™
NaCl-Gradienten (...); die zusammengefaften Fraktionen sind gekenn-

zeichnet () (Ansatz 2)
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Die konzentrierten DEAE-Fraktionen wurden auf eine Superdex 75PG-SEC-Séule injiziert
und mit 20 mmol-L" Tris-Puffer eluiert. Die nach dem Kupfer-Profil dem MT-3-Peak
entsprechenden Fraktionen der jeweiligen Laufe wurden zusammengetal3t, aufkonzentriert
und erneut auf die Superdex 75PG-Sédule aufgegeben. Die Kupferkonzentration wurde in
den gesammelten Fraktionen der SEC-Laufe bestimmt. Wie in Abb. 11-4 zu sehen ist, war
nach dem zweiten Lauf nur noch ein kupferhaltiger Peak zu erkennen. Der Kupfer-Peak
trat bei allen drei DEAE-Fraktionen auf, die hochste Konzentration wurde bei der dem
Maximum im DEAE-Kupfer-Profil entsprechenden Fraktion gemessen. Das wies darauf
hin, da3 dies der Haupt-MT-3-Peak war. Bei den anderen Fraktionen konnte es sich um
Ausliufer dieses Peaks auf der DEAE-Sdule handeln. Eine andere Moglichkeit war das
Auftreten mehrerer Formen von MT-3, etwa mit unterschiedlicher Metallbeladung und
damit Ladung. Dies konnte durch teilweise Oxidation des MT-3 bedingt sein.

Durch den DEAE-Trennschritt wurde ein Grof3teil der im UV sichtbaren Proteine
abgetrennt, nach dem SEC-Lauf erfolgte eine weitere deutliche Aufreinigung (siehe auch
Abb. 11-6). Die Superdex 75PG-Sdule hatte eine groBere Kapazitit als die im ersten
Ansatz verwendete TSK-Sédule. Die gesammelten Fraktionen waren nach einem
Wiederholungslauf auf der gleichen Sdule reiner als bei der Trennung mit der TSK-Séule,
wie bei der zur Uberpriifung durchgefiihrten SDS-PAGE zu erkennen war.

225 +

200 + -8~ DEAE-Fraktion 1
175 + —o— DEAE-Fraktion 2
150 + DEAE-Fraktion 3

125 +

100 +

75+

Konzentration Kupfer [ng/mL]

50 +

25 +

0 VAT
20 25 30

J,‘—
r A ‘
35 40

Fraktionsnummer

Abb. 11-4: Kupferkonzentration in den Fraktionen der Superdex 75PG-Trennung der
DEAE-Fraktionen

Um MT-3 von verbleibenden anderen Proteinen zu trennen, wurde eine weitere AEC-
Trennung als dritter Isolierungsschritt gewéhlt: eine Mono Q HR 5/5-Sédule mit starken
Anionenaustauscher-Eigenschaften (quaterndre Ammoniumgruppen). Bei der Elution mit
einem linearen NaCl-Gradienten von 100-500 mmol-L™" spalteten die Superdex-Fraktionen
in mehrere Peaks auf, deren Retentionszeiten nahe der des humanen Referenz-MT-3 lagen
und jeweils Kupfer enthielten. Diese Peaks konnten verschiedene Formen von MT-3 mit
unterschiedlicher Metallzusammensetzung sein. Sie konnten allerdings auch mit dieser
Sdule nicht getrennt fraktioniert werden.

Insgesamt waren die verschiedenen hintereinander durchgefiihrten Trennschritte sehr
zeitaufwendig und daher die Gefahr zu groB, daB die Probe sich im Laufe der
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Isolierungsprozedur zersetzte. Deshalb sollte die Isolierung beim folgenden Ansatz
zligiger, mit weniger Trennschritten durchgefiihrt werden. Die Kombination von DEAE-
und Superdex 75PG-Trennung hatte sich als effektiv erwiesen. Die Isolierungsprozedur
sollte auf diese Schritte beschrankt und jeweils nur die Hauptfraktionen zusammengefaf3t
werden.

Es wurde auflerdem davon ausgegangen, daBl sich oxidiertes MT-3 im Cytosol befindet
(siehe Kapitel 10), dessen relativer Anteil mit langer Handhabung der Proben ansteigen
kann. Es sollte gepriift werden, ob auf der DEAE-Séule oxidiertes MT-3 getrennt von der
reduzierten Form des MT-3 eluiert und dadurch abgetrennt werden kann. Die Zuordnung
des oxidierten MT-3 sollte durch Zugabe von Dithiothreitol zum Cytosol und Beobachtung
der Verdnderungen der Elutionsprofile im Vergleich zum Ansatz ohne DTT erfolgen. Die
Vergleichbarkeit der Ansétze mit und ohne DTT wurde durch die Verwendung des selben
Cytosols sichergestellt. 60 g Gehirngewebe wurden in 120 mL Tris-Puffer homogenisiert.
Eine Halfte des gewonnenen Cytosols wurde mit DTT in einer Endkonzentration von
7 mmol-L™" versetzt und eingefroren, die andere Hilfte sofort fiir die Isolierung verwendet.

Die experimentellen Parameter des dritten und vierten Ansatzes entsprachen denen aus
Ansatz 2 (Tab. 11-3).

Dritter Ansatz

Die in den Fraktionen der Trennung iiber die DEAE Sephacel-Sédule gemessenen Kupfer-
konzentrationen sind in Abb. 11-5 dargestellt. Die dem Maximum des Kupfer-Peaks
entsprechenden Fraktionen wurden zusammengefaf3t.

600 —

—+— ohne DTT
500 +
mit DTT

400 +

300 +

200 + \

J
A

Konzentration Kupfer [ng/mL]

[ S e

65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165
Fraktionsnummer

Abb. 11-5: Kupferkonzentrationen in den Fraktionen der AEC-Trennung (DEAE
Sephacel) von Gehirncytosol (Schwein) mittels eines 50-300 mmol-L™ NaCl-
Gradienten ohne (Ansatz 3) und mit (Ansatz 4) Zusatz von DTT; die
zusammengefaliten Fraktionen von Ansatz 3 (- --) und Ansatz 4 (- - -) sind
gekennzeichnet
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Diese aufkonzentrierte DEAE-Fraktion wurde anschlieend auf die Superdex 75PG-Séule
aufgegeben, der Haupt-MT-3-Peak ausgeschnitten, die Fraktionen aufkonzentriert und
erneut injiziert. Die dem MT-3-Peak entsprechenden Fraktionen des zweiten Laufes
zeigten bei der Gelelektrophorese nur wenige Verunreinigungsbanden (siche Abb. 6-10).
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Abb. 11-6: UV-Profile bei 214 nm bzw. 254 nm der Trennung auf der Superdex 75PG-
Sdule von a) Gehirncytosol (Schwein) und b) einer DEAE-Fraktion (erster
Lauf) sowie ¢) des erneuten Laufes der gesammelten und aufkonzentrierten
Superdex-Fraktionen von b

Abb. 11-6 zeigt die UV-Profile der Superdex 75PG-Trennung von Gehirncytosol (a), der
DEAE-Fraktion (b) und der konzentrierten Superdex-Fraktion (¢). Die Abtrennung von
Proteinen durch DEAE- und Superdex 75PG-Léaufe ist deutlich zu erkennen. Auch im
Vergleich zur SDS-PAGE von Fraktionen eines Superdex-75PG-Laufes ohne vorherige
DEAE-Trennung (siche Abb. 7-19) wird die durch die Kombination der Trennschritte
erreichte Aufreinigung deutlich. Die Aufreinigung iiber die AEC- und doppelten SEC-
Trennschritte wurde damit beziiglich des Metalloprotein MT-3 als ausreichend angesehen.
Es handelt sich bei dieser Prozedur um einen guten Kompromi3 zwischen geforderter
Reinheit des Proteins - im engeren Sinn der Abtrennung von weiteren Metalloproteinen -
und einer ziigigen Aufarbeitung zur Vermeidung von Oxidations- und Zersetzungseffekten.

Vierter Ansatz

Mit diesem Ansatz sollte die Zuordnung von Peaks des oxidierten MT-3 ermdglicht
werden. Indem hierbei die Signale von oxidiertem MT-3 unterdriickt wurden, sollten beim
Vergleich mit den Elutionsprofilen des dritten Ansatzes dort mogliche Peaks von
oxidiertem MT-3 erkennbar sein. DTT wurde zum Cytosol und zu den Fraktionen bei den
verschiedenen Trennschritten zugegeben, um im Cytosol bereits vorhandenes oxidiertes
MT-3 zu reduzieren und eine Oxidation wahrend der Isolierungsprozedur zu vermeiden.
Die DTT-Endkonzentration betrug jeweils 7 mmol-L™.

Die Aufreinigung von MT-3 erfolgte wie beim dritten Ansatz mittels DEAE Sephacel- und
Superdex 75PG-Sdule. Es wurden jeweils die Hauptfraktionen zusammengefalit (siche
Abb. 11-5 fiir die DEAE-Trennung).
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Abb. 11-5 zeigt die Kupferkonzentrationen in den Fraktionen der DEAE-Trennung mit
und ohne DTT. Die Proben waren genau vergleichbar, da sie aus dem selben extrahierten
Cytosol stammten und die chromatographischen Trennungen unter den gleichen
Bedingungen ausgefiihrt wurden. Die beiden Kupfer-Profile unterschieden sich: Bei Zusatz
von DTT war der MT-3-Peak deutlich schmaler und hoher als ohne DTT. Auch war die
Elution zu ldngeren Zeiten hin verschoben. Es wurde angenommen, da3 dieser Peak dem
nicht-oxidierten MT-3 entsprach, der somit eine negativere Ladung hatte. Demnach konnte
eine Schulter des Hauptpeaks ohne DTT diesem nicht-oxidierten MT-3 zugeordnet werden
und das Peakmaximum partiell oxidiertem MT-3. Die Breite des Peaks ohne DTT weist
auf eine Verteilung von verschiedenen Metallbeladungen von unterschiedlich oxidiertem
MT-3 hin. Dies entspricht den Ergebnissen, die bei Trennungen von Cytosolen auf der
Superdex 75PG-Séule gefunden wurden (siehe Kapitel 9).

Ein signifikant erh6hter MT-3-Peak wurde ebenfalls fiir die Superdex 75PG-Trennung der
mit DTT versetzten DEAE-Fraktion gefunden (siche Abb. 11-7).

ohne DTT mit DTT
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Abb. 11-7: UV-Profile bei 254 nm der Trennung auf der Superdex 75PG-Sdule von
DEAE-Fraktionen ohne (Ansatz 3) und mit (Ansatz 4) Zusatz von DTT

Wie in Kapitel 10 beschrieben, kann MT auf der Superdex 75PG-Saule nicht von partiell
oxidiertem MT getrennt werden. Bei den auf der DEAE Sephacel-Saule durchgefiihrten
Trennungen des Gehirncytosols konnte ebenfalls keine vollstindige Abtrennung erreicht
werden (siche Abb. 11-5). Ohne Zusatz von DTT war auch in diesem Fall der MT-3-Peak
sehr breit und bestand hochstwahrscheinlich ebenfalls aus einer Mischung von MT der
verschiedensten Oxidationsstufen und Metallbeladungen.

Im folgenden wurden dennoch die isolierten MT-3-Fraktionen auf Reinheit und
Metallzusammensetzung untersucht.
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11.2 Untersuchung der aufgereinigten Fraktionen

Die aufgereinigten MT-3-Fraktionen der verschiedenen Ansédtze wurden beziiglich ihrer
Reinheit mittels SDS-PAGE, Western Blot, SELDI-TOF-MS und Aminosdurenanalyse
untersucht. Durch Western Blot mit spezifischen Antikorpern wurde die Anwesenheit von
MT-3 in den Fraktionen bestitigt (siche Kapitel 6.1.5.3 und Abb. 6-11). MT-3 wurde auch
anhand seiner Molmasse im SELDI-TOF-Massenspektrum nachgewiesen (siehe Kapitel
6.1.5.1 und Abb. 6-5). Mit der Bestimmung der Aminosidurenzusammensetzung wurde
zusdtzlich gezeigt, da3 es sich in den aufgereinigten Fraktionen um MT-3 mit nur geringen
Verunreinigungen handelte (siche Abb. 6-9). Wegen der sehr geringen Proben-
konzentration konnte nicht festgestellt werden, ob es sich bei letzteren um reale
Verunreinigungen oder Artefakte durch die automatische Peakzuordnung des
Auswertungsprogrammes handelte (sieche Kapitel 6.1.5.2). Uber die Aminosdurenanalyse
wurde auch der MT-Gehalt in den Fraktionen berechnet.

Die Kupfer- und Zinkkonzentrationen wurden mittels Graphitrohr-AAS gemessen. Die
Bestimmung der Metallzusammensetzung in den Homogenaten und den Cytosolen zeigte
jeweils ein anndhernd konstantes Kupfer/Zink-Verhéltnis (siche Tab. 11-4).

Die Analyse der Metallzusammensetzung der aufgereinigten MT-3-Fraktionen(siche Tab.
11-5) zeigte, dal das Kupfer/Zink-Verhéltnis sich bei ldngerer Handhabung und ohne
Zusatz von DTT erhohte. Der Zinkanteil in den Fraktionen mit DTT war grofer. Nach der
Aufkonzentrierung der Fraktionen war jedoch auch bei diesen Proben der Kupferanteil
erhoht (siehe auch Kapitel 7.3.5)'". Dies bestitigte die relative Instabilitit der zink-
bindenden Stellen von MT im Vergleich zu den kupferbindenden Stellen”®'. Die

zinkbindenden Stellen werden leichter oxidiert und verlieren dabei ihre Metalle '®’.

Tab. 11-4: Bestimmung der Kupfer/Zink-Verhéltnisse in Homogenat und
Cytosol vom Gehirn (Schwein)

Ansatz Cu/Zn
2 Homogenat 0,30
Cytosol 0,41
3+4 Homogenat 0,26
Cytosol 0,44

Die Metallgehalte vom ersten Ansatz wurden nicht bestimmt.

Tab. 11-5: Bestimmung der Kupfer/Zink-Verhéltnisse in den aufgereinigten
MT-3-Fraktionen (Schwein)

Ansatz Fraktionen der Superdex 75PG-Trennung Cu/Zn

2 12,8

3 28,1

37 0,7

4 { 38 2,0

39 1,5

4 37 2,1
(konzentriert){ 38 8,5
39 4,0
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Folgende Metallstochiometrie wurde am Beispiel der Fraktion 37 der Superdex 75PG-
Trennung vom vierten Ansatz bestimmt: Der nach der Aminoséurenanalyse berechnete
MT-3-Gehalt (8 pmol'L™" bzw. 58 mg-L™") entsprach etwa der Abschitzung nach den
Metallgehalten (6 umol-L’l). Das ermittelte Metallverhiltnis war damit 5 Kupfer und
2 Zink pro Molekiil. Dies entspricht dem von Bogumil et al.'® fir Rinder-MT-3
bestimmten Verhéltnis. Allerdings handelte es sich bei dieser Probe um eine Fraktion des
vierten Ansatzes mit DTT und entspricht demnach nicht dem nativen Zustand. Auch die
fiir die MT-3-Fraktion des dritten Ansatzes gemessenen Metallgehalte konnen nicht als ein
festes, natives Metallverhéltnis angegeben werden, da es sich - wie in Abb. 11-5 zu
erkennen war - um eine Mischung aus verschiedenen partiell oxidierten MT-3 handelte.

Die durchgefiihrten Isolierungen von MT-3 bestitigten, dal Gehirncytosol neben MT-3
zusitzlich partiell oxidiertes MT-3 enthélt, welches Metalle bindet (sieche Kapitel 10).
Letzteres kann mit DTT reduziert werden und wieder mehr Metalle aufnehmen. Der
relative Anteil des oxidierten MT wvariiert je nach Handhabung und Isolierungs-
bedingungen, z.B. durch Zusatz eines Reduktionsmittels. Wéhrend einer langen
Isolierungsprozedur kann die Oxidation nicht genau kontrolliert werden. Wird die
Oxidation durch Zusatz eines Reduktionsmittels unterdriickt bzw. riickgingig gemacht,
wird dadurch das native Metallbeladungsverhéltnis verfélscht. Die zinkbindenden Stellen
im MT-3 sind dabei labiler und leichter oxidierbar als die kupferbindenden Stellen ”°.

In den unterschiedlichen Fraktionen der DEAE-Trennung wurde jeweils bei der Superdex
75PG-Trennung MT-3 gefunden. Die MT-3 enthaltenden Fraktionen spalteten auf der
ODS- und der MonoQ-Sdule in mehrere Peaks auf. Dies spricht dafiir, da MT-3 in
verschiedenen Formen im Gehirncytosol vorkommt. Auch mit der im Hahn-Meitner-
Institut verwendeten Fractogel-DEAE-Saule wurden fiir den MT-3 Kupfer- und Zink-Peak
leicht abweichende Retentionszeiten in den Elementprofilen festgestellt (Abb. 7-3). Dabei
handelt es sich hochstwahrscheinlich um verschiedene Metallbeladungsverhiltnisse, die
durch unterschiedliche partielle Oxidation von MT-3 verursacht werden. Es ist
anzunehmen, dafl bei individuellen Gehirnproben die Metallzusammensetzungen vom
physiologischen Zustand des Gewebes und den darin enthaltenen Metallkonzentrationen
abhédngen.

Die einzelnen MT-3-Beladungsformen konnten mit den - auch in der Literatur fiir
Isolierungen verwendeten - Methoden nicht quantitativ aufgetrennt werden. Deshalb war in
den aufgereinigten MT-3-Fraktionen ein Gemisch von unterschiedlichen Metallbeladungen
vorhanden, und die Metallbestimmung lieferte nur einen Mittelwert dieser
Metallzusammensetzungen. Dies wiirde auch die in der Literatur abweichenden Angaben
iiber die Metallbeladungsverhéltnisse erkldren.

Insgesamt 14Bt sich die Aussage treffen, daB es nicht eine bestimmte, feste native
Metallzusammensetzung gibt, sondern verschiedene Formen von MT-3 mit
unterschiedlichen Metallgehalten, welche im Cytosol eine Mischung bilden. Die
Auftrennung dieser Mischung und Bestimmung der unterschiedlichen Metallgehalte ist
technisch mit den verwendeten Methoden nicht zu realisieren, da die Auflosung dieser
Trennmethoden fiir die feinen Abstufungen nicht ausreichend ist. Auflerdem muf} eine
Verdnderung der Probe wihrend des Versuchs der Trennung stets beriicksichtigt werden.
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Der Anteil von oxidiertem MT-3 verdient besondere Beachtung. Die Bestimmung des
Verhiltnisses von oxidiertem zu nicht oxidiertem MT mull im Cytosol sofort nach der
Cytosolextraktion erfolgen, um eine Verfilschung zu vermeiden bzw. zu minimieren. Uber
mogliche Verdnderungen wihrend der Homogenisierung kann keine Aussage getroffen
werden.

Die Betrachtung eines groeren Probenkollektives ist aussagekréftiger als die beispielhafte
Bestimmung der Metallgehalte in einem Gewebe. Es konnen dabei Vergleiche gezogen
und Trends in Abhdngigkeit vom pathologischen Zustand der Gewebe bestimmt werden.
Dementsprechende Untersuchungen werden im folgenden Kapitel beschrieben.
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12 Ergebnisse der Untersuchungen der humanen Gehirnproben

Humane Gehirnproben wurden mit dem beschriebenen Verfahren der SEC-Trennung und
der on-line ICP-MS-Multielementdetektion untersucht. Es handelte sich dabei um
verschiedene Regionen von AD-Gehirnen und Gehirngeweben einer Kontrollgruppe, bei
welcher keine Alzheimer-Erkrankung diagnostiziert worden war. Ziel der Untersuchung
war dabei, die Verteilung der Elemente an einzelnen Proteinen zu vergleichen und
mogliche Unterschiede zu ermitteln, die durch die Erkrankung hervorgerufen sein konnten.
Das Hauptaugenmerk lag dabei auf den Metallothioneinen und besonders der Isoform
MT-3, die im Gehirn eine besondere Rolle spielt. Bei einigen Proben konnte die weifle und
graue Masse des Gehirns getrennt untersucht werden. Neben dem Vergleich der
Elementprofile mit der SEC-ICP-MS wurden Untersuchungen mit der CZE-ICP-SFMS
durchgefiihrt. Zusétzlich zu den Speziationsanalysen wurden auch die Gesamtelement-
gehalte in den Proben bestimmt.

12.1 Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer macht sich durch den schleichenden Verlust von Gedéichtnis und
kognitiven Funktionen bemerkbar, der durch Stérung der synaptischen Funktion und ein
fortschreitendes Absterben der Nervenzellen ausgeldst wird. AD ist die hdufigste Ursache
fiir Altersdemenz. Charakteristisch sind die vor allem aus Amyloid B (AP) bestehenden
senilen Plaques und die Neurofibrillenbiindel '®*. Die Acetylcholinsynthese ist reduziert .
Die genauen Ursachen von Morbus Alzheimer sind bis heute nicht vollstindig aufgeklrt.
Es gibt zahlreiche verschiedene Ansidtze und unterschiedliche Beobachtungen, die sich
scheinbar teilweise widersprechen '">. Einige Erscheinungen treten auch wihrend des
normalen Alterungsprozesses auf. Die Heterogenitit der Phénotypen der Alzheimer-
Erkrankung und die unterschiedlichen moglichen Ursachen haben sogar Anlal zu der
Vermutung gegeben, dal AD eine komplexe Gruppe von Erkrankungen mit dhnlichen
Symptomen ist .

Das vermehrte Auftreten des AP-Peptids wird vielfach als ein grundlegender ausldsender
Faktor fiir AD genannt - auch die als Risikofaktoren fiir AD angesehenen genetischen
Faktoren stehen damit in Zusammenhang'’?. Dies wird durch erste Erfolge von
Impfversuchen gegen AP im Mausmodell unterstiitzt ''*. Die Ap-Ablagerungen sind direkt
oder indirekt neurotoxisch '®*. Sie l6sen méglicherweise Prozesse wie die beobachtete
Immunantwort aus (Ausschiittung von Cytokinen und Akutphasen-Proteinen) sowie die
Schiadigungen der Nervenzellen, Storung der Homoostase von Ionen und oxidative
Schéden. Diese Vorgénge fiihren insgesamt zu Funktionsverlusten und zum Absterben der
Nervenzellen sowie zu einem Mangel an Neurotransmittern '’>. Durch ein bestimmtes
Allel des Apolipoprotein E-codierenden Gens hervorgerufene Storungen des Cholesterin-
metabolismus werden ebenfalls mit AD in Verbindung gebracht '®.

Anzeichen fiir Entziindungsvorgénge wurden schon 1907 von Alois Alzheimer bei der
Beschreibung der pathologischen Merkmale der Erkrankung festgestellt '”. Es wird
vermutet, dal ApB-Ablagerungen Entziindungsvorginge auslosen, welche die
pathologischen Prozesse von AD verstirken konnten'®. Auch werden bei
Abwehrreaktionen freie Radikale produziert.
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In AD-Gehirnen treten typische, durch freie Radikale verursachte Schiden auf wie DNA-
Schiden und Protein- sowie Lipid-Oxidation **. Es wurde gezeigt, da Ap die Produktion
von freien Radikalen verstirkt '®*. Das Gehirn ist besonders anfillig gegeniiber oxidativem
Stre3 durch den hohen Lipidgehalt und erhohten Sauerstoffumsatz bei wenig ausgeprigtem
Antioxidantien-Schutz '®. Metalle sind an der katalytischen Produktion von freien
Radikalen beteiligt. Die Beteiligung von verschiedenen Metallen wie Eisen, Aluminium,
Quecksilber, Kupfer und Zink an der AD-Pathologie ist Gegenstand verschiedener
Untersuchungen **. In AD-Gehirnen wurden erhohte Eisengehalte festgestellt. Eine
Storung des Eisenmetabolismus, vor allem in Verbindung mit durch Eisen generierte freie
Radikale, wird als ein entscheidender Prozefl im Verlauf von AD vermutet 5 Auch die
durch Kupfer ausgeloste Toxizitdt der Kupfer-Komplexe mit dem Amyloid Vorldufer
Protein durch Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen kann zur Pathologie von AD
beitragen *'. Der Zinkmetabolismus scheint ebenfalls bei AD gestdrt zu sein, es tritt eine
anomale Zinkmobilisierung auf. Zink kann eine doppelte Rolle bei AD spielen: Es 16st die
ApB-Ablagerung aus, kann aber auch die - durch Eisen und Kupfer verursachte -
Wasserstoffperoxid-Bildung von Ap verhindern und damit oxidativen StreB abwenden '®.
Insgesamt ist bei allen festgestellten Prozessen bisher nicht sicher, ob es sich um die
grundlegende Ursache oder Folgeerscheinungen der Erkrankung handelt.

Therapeutischer Ansatz ist bis heute vor allem eine Acetylcholin-Substitution. Untersucht
werden Behandlungen mit Antioxidantien, entziindungssenkende Medikamente, eine
Impfung gegen das AP-Peptid, cholesterinsenkende Medikamente sowie Ostrogen-

Substitution und Substanzen, die eine Aggregation von Af verhindern '®.

12.2 Vergleich von Elementen in weiller und grauer Masse der
Gehirngewebe

Die Nervenerregungen weiterleitenden Fortsetze der Nervenzellen (Axone) sind von einer
myelinhaltigen Markscheide ummantelt ! Durch diese Mpyelinschicht (>1 pm im
Durchmesser) werden die Axone elektrisch isoliert und so die Nervenleitungen schneller
und effizienter 2. Myelin ist eine Fortsetzung der Plasmamembran der Zellen, welche die
Axone umgeben und das Myelin produzieren. Myelin zeichnet sich aus durch:

einen hohen Lipidanteil (70-80%)

eine einfache Proteinzusammensetzung

niedrige Enzymaktivitéten.
Es ist besonders konzentriert in der weillen Masse des Gehirngewebes und hat dort einen
Anteil von 50-60% der Trockenmasse **.

Bei den Gewebeproben, von denen geniigend Material vorhanden war, wurden die weille
und die graue Masse so gut wie moglich getrennt und die Elementgehalte zusitzlich zur
Analyse 1m Gesamtgewebe separat bestimmt. Es sollte festgestellt werden, ob
Unterschiede in den Gehalten bestimmter Elemente in den unterschiedlichen Gewebetypen
vorlagen und ob dabei auch Unterschiede zwischen Alzheimer- und Kontrollproben
auftraten.

141



12.2.1 Elementgehalte der Gewebeproben von weifler und grauer Masse

Die Zink-, Selen- und Eisengehalte wurden mittels INAA ermittelt und auf das
Trockengewicht bezogen. In Tab. 12-1 sind die fiir Kontroll- und Alzheimerproben
getrennt berechneten Mittelwerte fiir die weille und graue Masse der Gewebe sowie fiir das
Verhiltnis der Elementgehalte in weiller zu grauer Masse aufgefiihrt. Mittels des Mann-
Whintney-U-Tests wurde auf signifikante Unterschiede zwischen AD- und Kontrollproben
sowie zwischen weiller und grauer Masse innerhalb einer Gruppe gepriift.

Bei den Eisenwerten muf3 berticksichtigt werden, daf3 sie neben dem Eisengehalt der Zellen
auch den des Hamoglobins anhaftender Blutreste im Gehirngewebe enthalten konnen. Die
BlutgefaBe wurden jedoch nach Mboglichkeit entfernt, was im Vergleich zu anderen
Organen im Gehirn relativ gut durchfiihrbar war.

Tab. 12-1: Elementgehalte in weiller und grauer Masse von Kontroll- und AD-Gehirnen,
statistischer Test auf signifikante Unterschiede

Gruppe  Anzahl  Zn[pgg TM] Se[pgg' TM] Fe[ugg' TM]
? Proben ¢
(Patienten)”
weille Masse Kon 7(2) 344+ 5,6 0,37 £ 0,06 147 £ 39
weille Masse ~ AD 8 (6) 32,1+ 9,3 0,40 £0,11 166 + 44
graue Masse Kon 7(2) 83,9 £10,1 0,72+ 0,03 253 £ 54
graue Masse AD 8 (6) 68,1+ 84 0,71 £ 0,04 259 + 56
weil:grau Kon 7(2) 0,41+ 0,08 0,51+ 0,09 0,60 £ 0,21
weill:grau AD 6(5) 0,50 £0,15 0,59 £0,15 0,68 £0,21
Mann-Whitney U-Test d
weille Masse Kon/AD p>0,05 ¢ p>0,05 p>0,05
graue Masse Kon/AD p<0,05 p>0,05 p>0,05
weil/grau Kon p<0,01 p<0,01 p<0,01
weil}/grau AD p<0,001 p<0,001 p<0,01
weil:grau Kon/AD p>0,05 p>0,05 p>0,05

4 Kon: Kontrollen, AD: Morbus Alzheimer;

® Es ist zu beachten, daB nur von wenigen Proben zusitzlich weiBe und graue Masse getrennt vorhanden war
und deshalb alle vorhandenen Proben (Regionen) in die Berechnung einbezogen wurden.

¢ TM: Trockenmasse;

4 Statistica Version 5.1, StatSoft, Inc.; ®Dabei ist p<0,05 ein wahrscheinlicher Unterschied, p<0,01 ein
signifikanter und p<0,001 ein hochsignifikanter Unterschied.

Bei den untersuchten Proben konnte nur fiir Zink in der grauen Masse ein wahrscheinlicher
Unterschied zwischen den AD-Gehirngeweben und denen der Kontrollgruppe festgestellt
werden. Bei den AD-Proben war der auf die Trockenmasse bezogene Zinkgehalt dabei
niedriger. Ehmann et al. '’ fanden bei den hier untersuchten Elementen nur einen erhShten
Eisengehalt (p<0,05) in der grauen Masse von AD-Gehirnen.

Ein auffilliger und statistisch signifikanter bis hochsignifikanter Unterschied bestand
beziiglich der Konzentration der Elemente in der weillen und in der grauen Masse. Die
Elementgehalte waren in der weilen Masse deutlich geringer, was vermutlich auf den
hohen Lipidanteil zuriickzufiihren ist. Das Verhéltnis der Elementgehalte in weiller Masse
zu dem in grauer Masse betrug um 0,5 fiir Zink und Selen, bei Eisen lag es etwa um 0,65.
Dieses Verhiltnis wies keinen statistischen Unterschied zwischen AD- und Kontrollproben
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auf. Auch Ehmann et al.'” fanden signifikant niedrigere Gehalte dieser drei Elemente in
der weilen Masse verglichen mit der grauen Masse. Andrasi et al. '® stellten ebenfalls in
der grauen Masse allgemein hohere Elementkonzentrationen fest.

12.2.2 Elementprofile im Cytosol von weiler und grauer Masse

Bei einem Kontroll-Gehirngewebe (Kleinhirn) konnte zusitzlich aus weiller und grauer
Masse getrennt Cytosol extrahiert werden. Die Kupfer-, Zink- und Cadmium-Profile der
SEC-Trennung iiber die Superdex 75PG-Séule werden in Abb. 12-1 verglichen. Die auf
die Trockenmasse bezogenen Elementgehalte, die SOD-Aktivitit und der Proteingehalt
dieser Proben sowie die Elementgehalte in den entsprechenden Geweben sind in Tab. 12-2
aufgefiihrt.

70 —
65 — Gesamtgewebe
oL Cu 8

r\ weille M asse
50 4

— graue Masse

Intensitit / int. Standard

Intensitit / int. Standard

Intensitit / int. Standard

0 7t T T+ T+ttt + T+t T T

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Retentionszeit [min]

Abb. 12-1: Vergleich der Kupfer-, Zink- und Cadmium-Profile der chromatographischen
Trennung des Cytosols einer humanen Gehirnprobe (Kleinhirn, Kontrolle)
sowie der Cytosole von getrennter weiller und grauer Masse dieses Gewebes
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Tab. 12-2: Elementgehalte sowie SOD-Aktivitit und Proteingehalt in den aus weiller
Masse, grauer Masse und dem Gesamtgewebe extrahierten Cytosolen einer
humanen Gehirnprobe sowie Elementgehalte in den entsprechenden Geweben
(Kleinhirn, Kontrolle)

Gesamtgewebe weille Masse graue Masse
Zn (ug'g' T™M) 64,0 342 79,9
Se (ngg' T™) 0,61 0,30 0,74
Fe (ug'g’' T™M) 153 81 178
Cytosol Cytosol weille Cytosol graue
Gesamtgewebe Masse Masse
Zn (ngg' T™M) 99 119 108
Se (ng'g’' T™M) 0,72 0,62 0,57
Fe (ngg' T™) 383 118 111
Cu (ng'g’' T™M) 88 114 85
cd (ngg' T™) 0,45 0,95 0,40
SOD (U-g' T™M) 7900 9100 8500
Proteingehalt (g'g’ TM) 0,51 0,48 0,50

Die Elementgehalte sind bei den Geweben in der weillen Masse niedriger als in der grauen
Masse. Im Cytosol hingegen sind dort die Elementgehalte hoher als in der grauen Masse.
Dies wird auf den hohen, nicht ins Cytosol extrahierten Lipidgehalt der weilen Masse
zurlickgefiihrt. Die auf die Trockenmasse bezogene SOD-Aktivitit und der Proteingehalt
im Cytosol sind bei den beiden Proben vergleichbar.

Der Vergleich der Elementprofile zeigt, dal im Cytosol der weilen Masse mehr an die
Metallothioneine gebundenes Kupfer, Zink und Cadmium vorhanden ist als im Cytosol der
grauen Masse. Die SOD-Kupfer- und Zink-Peaks sind etwa gleich. Die Verhéltnisse der
Peakflachen der Kupfer- und Zink-Signale zwischen wei3er und grauer Masse sind in Tab.
12-3 angegeben.

Tab. 12-3: Verhiltnis der Peakfldchen der Kupfer- und Zink-Signale von SOD, MT-3
und MT-1/-2 der chromatographischen Trennung der Cytosole von weil3er
und grauer Masse einer humanen Gehirnprobe (siche Abb. 12-1)

weille / graue Masse

Cu (SOD) 1,08
Zn (SOD) 1,01
Cu (MT-3) 1,13
Zn (MT-3) 1,13
Cu (MT-1/-2) 1,91
Zn (MT-1/-2) 1,77

Hierbei ist zu beriicksichtigen, da3 die Signalfldchen durch eine Peakentfaltung bestimmt
wurden (PeakFit Version 4, Jandel Scientific Software, AISN Software Inc.). Die Signale
wurden entsprechend ihrer Retentionszeit den Metalloproteinen zugeordnet. Die vom
Programm zunéchst automatisch optimierten Peakflachen wurden durch einen interaktiven
Eingriff am Bildschirm soweit verbessert, bis eine mdglichst optimale Ubereinstimmung
der Anpassung mit den Originalprofilen erreicht war. Die subjektive Beurteilung und das
Vorhandensein von nur unzureichend aufgetrennten Signalen bedingt eine gewisse
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Unsicherheit der Flaichenbestimmung. Diese Peakflachenabschétzung ist jedoch die einzige
Moglichkeit, zumindest semiquantitative Aussagen zu erhalten.

Uchida et al.'® fanden eine hohere GIF-Aktivitit in der grauen Masse. Anhand der in
dieser Arbeit untersuchten Einzelprobe 146t sich keine definitive Aussage treffen.

Es wurden insgesamt deutliche Unterschiede im Elementgehalt der weilen und grauen
Masse des Gehirngewebes gefunden. Sie konnen mit der unterschiedlichen Beschaffenheit
der Gewebe, speziell dem hohen Lipidanteil der weilen Masse, in Verbindung gebracht
werden. Auch die Elementprofile wiesen Unterschiede auf, die jedoch anhand eines
grofleren Probenkollektives tiberpriift werden miissen.

12.3 Vergleich der verschiedenen Gehirnregionen

Die Elementprofile der chromatographischen Trennung der Cytosole der verschiedenen
Gehirnregionen von AD- und Kontrollproben wurden verglichen. In Abb. 12-2 sind am
Beispiel einer AD- und einer Kontrollgehirnprobe einzelne Elementprofil-Vergleiche der
unterschiedlichen Gehirnregionen dargestellt.

Bei einigen Elementen wie lod und Blei gab es zwar Unterschiede der Elementmuster
zwischen verschiedenen Patienten, bei den unterschiedlichen Gehirnregionen eines
einzelnen Patienten jedoch waren die Elementmuster vergleichbar. Auch die Selen-Profile
- soweit das bei der Detektion am Rande der Nachweisgrenze beurteilt werden konnte -
waren fiir die einzelnen Regionen und auch verschiedenen Patienten sehr dhnlich.

Bei anderen Elementen wie Eisen und Mangan gab es Variationen der Peakintensitéten
zwischen den einzelnen Regionen. Obwohl bei mehreren Patienten das Ferritin-Signal der
occipitalen Region ausgeprigter war als bei den anderen Regionen, waren insgesamt keine
einheitlichen Trends zu erkennen. Es schien sich eher um individuelle Schwankungen
innerhalb der Gehirnregionen zu handeln.

Ein auffallender Unterschied waren die hoheren MT-3-Signalintensititen im Cytosol des
Kleinhirns, vor allem beim Kupfer, teilweise auch bei Zink, Cadmium und Silber. Das
Kleinhirn galt in der Literatur lange als von AD ausgenommen, da dort keine
pathologischen Prozesse nachgewiesen wurden. Inzwischen wurden auch im Kleinhirn
einige fiir AD typische Merkmale gefunden, jedoch keine neurofibrilldren
Ablagerungen '”’. Uchida et al. ' hatten die neurotrophische Aktivitit (siche Kapitel 2.2.1)
von AD-Gehirnextrakten mit den Neurofibrillen, nicht aber mit den Plaques, in
Verbindung gebracht. In Extrakten von AD-Kleinhirn, welches keine Neurofibrillen
enthielt, wurde auch keine verstdrkte neurotrophische Aktivitit gefunden. Da die erhohte
neurotrophische Aktivitit auf das Fehlen von MT-3 zuriickgefiihrt wurde, wire damit bei
AD im Kleinhirn mehr MT-3 vorhanden als in anderen Regionen. Dies stimmt mit der bei
den betrachteten Elementprofilen festgestellten Tendenz iiberein, dal im Kleinhirn mehr
MT-3 bzw. MT-3 mit gebundenen Metallen (siche Abschnitt 12.4.5) vorhanden ist. Den
Metallen wird eine wichtige Rolle zur Stabilisierung der fiir die Funktion von MT-3
essentiellen Struktur zugeschrieben.

Da auch bei den Kontrollproben der MT-3-Peak im Kleinhirn die grofite Intensitét
aufweist, scheint dieser regionale Unterschied jedoch eher gehirnspezifisch zu sein und
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nicht im Zusammenhang mit AD zu stehen. Dies mufl an weiteren Proben iiberpriift

werden.
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Abb. 12-2: Vergleich der Kupfer-, Zink-, Silber-, Eisen-, Selen- und lod-Profile der
chromatographischen Trennung der Cytosole unterschiedlicher humaner
Gehirnregionen eines AD- und Kontrollgehirns; Thalamus und Caudatus sind

nicht mit dargestellt,

da durch verschiedene Konzentrationen und

Injektionsvolumina keine direkte Vergleichbarkeit gegeben war
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12.4 Vergleich der AD- und der Kontrollproben

Im folgenden werden Elementgehalte und Elementprofile der chromatographischen
Trennung von AD-Gehirnproben mit denen einer Kontrollgruppe verglichen, um mogliche,
auf die Erkrankung zuriickzufiihrende Unterschiede feststellen zu konnen.

12.4.1 Gesamtelementgehalte in AD- und Kontrollgehirnen

Zum Vergleich der Elementgehalte miissen die ermittelten Werte auf eine einheitliche
VergleichsgroBe bezogen werden. Die in den Geweben gemessenen Elementgehalte
wurden in dieser Arbeit grundsétzlich auf die Trockenmasse bezogen, da diese als weniger
anfillig fiir Schwankungen betrachtet wurde als die Feuchtmasse. Als Bezugsgrofe fiir den
Elementgehalt in den Cytosolen standen die Trockenmasse wie auch der
Gesamtproteingehalt zur Auswahl. Wurde jedoch der Proteingehalt auf die Trockenmasse
des Cytosols bezogen, wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Kontroll- und den
AD-Proben festgestellt (siche Tab. 12-4). Der relative Proteingehalt war bei den
Kontrollproben hoéher. Dieser Unterschied ist moglicherweise auf eine andere
morphologische Beschaffenheit des Gehirngewebes bei AD zuriickzufiihren. Dabei konnte
der Unterschied hauptsidchlich im Proteingehalt oder vor allem in der Trockenmasse
begriindet sein. Uber die genaue Ursache kann im Rahmen dieser Arbeit keine Aussage
getroffen werden. Nach Literaturangaben ist jedoch der Proteingehalt bzw. die
Proteinsynthese bei AD erniedrigt .

Es ist wichtig festzuhalten, dall der festgestellte Unterschied bei der Umrechnung auf
BezugsgroBen beachtet werden muf3. Der mit den dabei erhaltenen Werten durchgefiihrte
Vergleich zwischen AD- und Kontrollproben kann irrefiihrend sein, wenn diese schon
einen inhédrenten Unterschied der BezugsgroBle zwischen Alzheimer- und Kontrollproben
enthalten. Auch der Vergleich von Angaben in der Literatur ist erschwert, wenn sie sich
auf verschiedene Bezugsgro3en beziehen.

In dieser Arbeit werden zum Vergleich von AD- und Kontrollproben die Elementgehalte
im Cytosol wie bei den Gesamtgeweben auf die Trockenmasse bezogen.

Tab. 12-4: Proteingehalt pro Trockenmasse im Cytosol von Kontroll- und AD-

Gehirnproben
Gruppe Probenanzahl Patientenanzahl g Protein / g TM
Kontrollen 14 5 0,49 £ 0,09
Morbus Alzheimer 27 11 0,41 £0,09

Mann-Whitney U-Test
Kontrollen/AD p<0,01

Die in den Gesamtgeweben bzw. Cytosolen der Gehirnproben von AD- und
Kontrollproben bestimmten Gehalte von Zink, Selen, Eisen, Kupfer und Cadmium sind in
Tab. 12-5 und Tab. 12-6 angegeben. Die gefundenen Gesamtgehalte fiir Zink, Selen und
Eisen entsprechen den ermittelten Werten anderer Arbeitsgruppen 178, 176

Es wurden bei den auf die Trockenmasse bezogenen Elementgehalten keine statistischen
Unterschiede zwischen AD- und Kontrollproben festgestellt. Nur fiir Selen in der
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parietalen Region und Cadmium im Kleinhirn wurde eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir
einen Unterschied gefunden.

Tab. 12-5: Vergleich der Zink-, Selen- und Eisengehalte von AD- und Kontrollproben
(Gesamtgewebe): Mittelwerte flir die einzelnen Regionen, bezogen auf die

Trockenmasse
Region Gruppe Anzahl Zink MW U- Selen MW U- Eisen MW U-
Proben [ngg' TM] Test®  [ugg' TM] Test® [ugg’' TM] Test *
parietal Kon 5 50,1+18,6 0,5340,12 232+ 37 p>0,05
>
AD 10 590145 P00 gegso11 P00 5914 73
frontal Kon 5 67.5422.5 0,61%0,12 236+ 51 p>0,05
AD 11 eaix114 P00 gerroa0 P00 9314 19
Kleinhim Kon 5 71,9+ 82 0,73%0,08 242+ 83 p>0,05
AD 11 684110 P00 0775013 PO psss o6
occipital ~ Kon 5 74,6+ 8.8 0,72+0,07 328+ 73 p>0,05
> >
AD 10 6212159 P00 ge0s0.15 P00 2874100
temporal  Kon 4 72,3+12,6 0,65+0,06 259+ 47 p>0,05
> >
AD 9 707144 P00 g650.10 PO 266x 61
Thalamus Kon 2 72,7+£11,3 0,714+0,07 238+ 19
AD 5 50,4+17,0 0,62+0,17 232+ 91
frontobas *°  Kon 1 745 0,67 287
AD 5 77,5+10,3 0,71%0,03 282+ 60
Medulla  Kon 2 54,0+19,2 0,42+0,04 58+ 12
AD 2 49,8+ 0,8 0,50+0,09 73+ 15
Hippocam® Kon 1 69,7 0,65 261
Hypothal©  Kon 1 612 0,53 317
Pons AD 2 36,5124 0,4140,05 72+ 13

? Mann-Whitney U-Test bei mindestens 3 Proben in jeder Gruppe
® frontobasal, ° Hippocampus, ¢ Hypothalamus

In der Literatur werden Unterschiede in den Elementgehalten kontrovers diskutiert.
Ehmann et al.'”® fanden zunichst keine signifikanten Unterschiede der Zink-, Selen- und
Eisengehalte sowie der Mangan- und Silbergehalte bei AD und Kontrollen. Es handelte
sich dabei um Gesamtgehirnproben ohne regionale Spezifitit. Sie schlossen daraus, dal,
wenn diese Elemente bei den pathologischen Prozessen von AD eine Rolle spielen, diese
in einer Umverteilung der Elemente und einer ortlichen Wirkung an spezifischen Zellorten
liegen muB '”*. Die gleiche Gruppe zeigte spiter '”°, daB Zink- und Eisengehalte - auf die
Trockenmasse bezogen - in den dort untersuchten Gehirnregionen bei AD erhoht und die
Kupfergehalte niedriger sind, allerdings nur in einigen Fillen statistisch signifikant.
Niedrigere Kupfer- (und Cadmium-) Werte bei AD wurden tendenziell auch in der
vorliegenden Arbeit gefunden (siche Tab. 12-6), jedoch ohne statistische Signifikanz. In
einer weiteren Untersuchung fand obige Arbeitsgruppe *°, daB die Eisen- und Zinkgehalte
in fast allen untersuchten Gehirnregionen bei AD signifikant erhoht sind, Selen jedoch nur
in einer Region (Amygdala). Dabei handelte es sich um auf die Feuchtmasse bezogene
Werte. In der fritheren Veroffentlichung wurde festgestellt, da die AD-Gehirngewebe
einen signifikant hoheren Wasseranteil enthielten als die Kontrollproben.

Andrési et al.'™ fanden bei der Untersuchung verschiedener Gehirnregionen keinen
signifikanten Unterschied der iiber alle Proben gemittelten Eisenkonzentration, jedoch der
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Zinkkonzentration, welche bei AD erhoht war. AuBlerdem gab es Unterschiede der
Verteilungen dieser beiden Elemente in den Gehirnregionen und zwischen AD- und
Kontrollproben bei einzelnen Regionen, wobei die Konzentrationen teilweise bei
Alzheimer, teilweise bei den Kontrollen héher waren. In der occipitalen Region der AD-
Proben z.B. waren Eisen- und Zinkgehalte niedriger. Letzteres stimmt mit der Tendenz der
in dieser Arbeit gefundenen Werte iiberein. Die Autoren wiesen auch auf widerspriichliche
Angaben in der Literatur Ttber Zinkgehalts-Unterschiede zwischen AD- und
Kontrollproben hin ™. Auch Cuajungco et al. erwihnten die bisher kontroversen
Ergebnisse in der Literatur beziiglich der Zinkkonzentration bei AD-Proben. Mehrere

Studien schienen dabei jedoch auf einen niedrigeren Zinkgehalt bei AD hinzuweisen '®'.

Tab. 12-6: Vergleich der Kupfer- und Cadmiumgehalte von AD- und Kontrollproben
(Cytosole): Mittelwerte fiir die einzelnen Regionen, bezogen auf die

Trockenmasse
Region Gruppe Anzahl Cu[pgg' TM] MWU- Cd[pgg' TM] MW U-
Proben Test* Test ?

parietal Kon 5 92,4+ 14,5 0,46 + 0,14

AD 0 71+30 0 PO g30401 PO
Kleinhirn Kon 3 123,7 £33,2 0,72 £ 0,30

AD 6  9s3xa71 P00 oogignz PO0S
occipital Kon 1 89,7 0,40

AD 4 69,8+ 9,6 0,44 +0,10
temporal Kon 2 952+ 42 0,77 £ 0,44

AD 2 62,3 £ 33,7 0,27 £0,14
Hippocampus  Kon 1 81,9 0,33
frontobasal AD 2 108,8 + 84 0,30+ 0,11
Putamen AD 2 69,1+ 1,5 0,27 £0,16
Caudatus AD 1 71,7 0,14

# Mann-Whitney U-Test bei mindestens 3 Proben in jeder Gruppe

Insgesamt konnten in dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede der Zink-, Selen-,
Eisen-, Kupfer- und Cadmiumkonzentrationen in einzelnen Gehirnregionen zwischen AD-
und Kontrollproben festgestellt werden. Auch in der Literatur ist kein einheitlicher Trend
vorhanden, es gibt Angaben fiir erhohte Elementkonzentrationen bei AD ebenso wie bei
Kontrollproben, jeweils fiir unterschiedliche Gehirnregionen.

Daraus kann geschlossen werden, daB3 die Untersuchungen stark von verschiedenen
Faktoren abhingig sind, die bei den einzelnen Studien variieren und deshalb eine
Vergleichbarkeit erschweren und eine Verallgemeinerung unmdéglich machen. Die Art der
Probe (z.B. in Formalin eingelegt), die Probenvorbehandlung und neben der Region auch
der genaue Probenahmeort (Unterabschnitte einzelner Regionen, Verhéltnis von weiller zu
grauer Masse) konnen einen Einflu haben. Es wurden z.B. auch schon Unterschiede
zwischen linker und rechter Gehirnhilfte gefunden '’®. Ebenso kann die BezugsgroBe
(Feuchtmasse, Trockenmasse, Proteingehalt) eine Rolle spielen und mdglicherweise die
Art der statistischen Auswertung. Nicht zuletzt muB3 von groBen individuellen
Schwankungen ausgegangen werden, welche das Erreichen statistisch signifikanter
Aussagen erheblich erschweren.
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12.4.2 Vergleich von Elementprofilen in Cytosolen von AD- und Kontrollgehirnen

Da die Bestimmung der Gesamtgehalte - auch in der Literatur kontrovers diskutiert - in den
untersuchten Gehirnproben keine Unterschiede zwischen AD- und Kontrollproben
aufwiesen, wurden weitergehende Einblicke von der Speziationsanalyse erwartet.
Mogliche Unterschiede in der Verteilung der Elemente zwischen Proteinen im Cytosol von
AD-Gehirnen im Vergleich zu den Kontrollproben sollten gefunden werden.

Die Eisen-, Mangan-, Selen- und lod-Profile der chromatographischen Trennung der
Cytosolproben von AD- und Kontrollproben sind in Abb. 12-3 und Abb. 12-4 aufgetragen.
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Abb. 12-3: Vergleich der Eisen- und Mangan-Profile der chromatographischen Trennung
des Cytosols von humanen AD- und Kontrollgehirnproben (parietale Region)

Die Speicherung von bioverfiigbarem Eisen im Gehirn ist essentiell fiir eine normale
neurologische Funktion, die durch Eisenmangel ebenso wie durch Eiseniiberschuf3
beeintrichtigt werden kann '*. Das Gehirn hat wegen des hohen Energieumsatzes einen
grolen Bedarf an Eisen, das als essentieller Faktor in mehreren Enzymen der
Atmungskette zur Energieproduktion bendtigt wird. Eisen ist aulerdem Ko-Faktor von
Enzymen bei der Synthese von Neurotransmittern und essentiell fiir die Biosynthese von
Lipiden und Cholesterin, welche wiederum fiir die Myelin-Synthese gebraucht werden.
Durch Eisen konnen aber auch iiber die Fenton-Reaktion freie Radikale entstehen, die
oxidative Schiden an Proteinen, Lipiden und der DNA verursachen '>. Eine Stérung des
Eisenmetabolismus kann demnach schwerwiegende Folgen haben und wird mit der
Pathologie mehrerer neurodegenerativer Erkrankungen in Verbindung gebracht.
Eisenablagerungen wurden in AD-Gehirnen besonders in den Plaques gefunden .

Die eisenregulierenden Proteine Transferrin und Ferritin wurden in diesem Zusammenhang
im Gehirn untersucht. In einer Studie wurden eine niedrigere Transferrin-Konzentration,
eine unverdnderte bis leicht erniedrigte Ferritin-Konzentration, aber hohere Eisengehalte in
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AD-Gehirnen gefunden. Daraus wurde auf eine niedrigere Eisenmobilitdt und eine erhohte
Eisenlagerung geschlossen, die vermehrt eiseninduzierte oxidative Schadigungen von
Lipiden hervorrufen konnten. Eisen konnte somit auch zum gestorten Cholesterin-
stoffwechsel bei AD beitragen '*. Connor et al. wiesen auf eine mogliche ungeniigende
Speicherung von Eisen bei AD hin, da Ferritin im Alter im Gehirn zunimmt, nicht jedoch
bei Patienten mit AD '2. Dobson stellte fest, daB die teilweise gefundenen erhohten Eisen-
konzentrationen bei AD nicht mit héheren Ferritin- oder Transferrin-Gehalten korrelieren
und es bis jetzt keine klaren Aussagen iiber anomale Ferritin-Werte bei AD gibt.
Redoxaktives Eisen wurde jedoch an den Plaques und Neurofibrillen bei AD gefunden. Ein
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von biogenem Magnetit im Gehirn mit der
Bildung von freien Radikalen und damit oxidativen Schidden bei neurodegenerativen
Erkrankungen wurde vermutet '°. Bei einem weiteren eisenbindenden Protein, dem p97
oder Melanotransferrin, wurde eine Erhohung im AD-Gehirn sowie im Serum von AD-
Patienten festgestellt '*.

In den Eisen-Profilen in Abb. 12-3 sind der Ferritin- und der Hdmoglobin-Peak zu
erkennen, Transferrin liegt unter der Nachweisgrenze. Im humanen Gehirn ist die Ferritin-
Konzentration zehnfach hoher als die Transferrin-Konzentration '**. Bei der Detektion
mittels ICP-MS kommt hinzu, dal Ferritin wesentlich mehr Eisen gebunden hat als
Transferrin - bis zu 4500 Eisenatome gegeniiber 2 Eisenatomen pro Molekiil - und damit
durch Elementdetektion besser detektierbar ist. Uber eine mogliche veriinderte Transferrin-
Konzentration bei AD kann deshalb keine Aussage getroffen werden. Der Hdmoglobin-
Gehalt ist von den am Gewebe verbliebenen Blutresten abhéngig und fiir einen Vergleich
zwischen AD- und Kontrollproben deshalb bei diesen Untersuchungen nicht
aussagekriftig. Das Ferritin-Signal im Cytosol der Gehirnproben weist in den betrachteten
Eisen-Profilen keinen Unterschied zwischen AD- und Kontrollproben auf und zeigt nur die
Variation der individuellen Proben. Dies ist natiirlich nur eine Aussage {iiber den
Eisengehalt im Ferritin und nicht die Konzentration des Proteins an sich. Der Eisengehalt
kann jedoch als die relevantere Information, ndmlich iiber den Anteil gespeicherten Eisens,
angesehen werden. In einer Studie wurde gefunden, daf3 Ferritin aus AD-Gehirnen mehr

Eisen enthilt als Ferritin aus Kontrollgehirnen 17,

Auch die Mangan-Profile (Abb. 12-3) wiesen keinen erkennbaren Unterschied zwischen
AD- und Kontrollproben auf, sondern ebenfalls nur individuelle Variationen des der
manganabhéngigen SOD zugeordneten Peaks. Auffallend war dabei das vollstindige
Fehlen dieses Signals bei einer Kontrolle (Nr. 143).

Die Selen-Profile (Abb. 12-4) waren stark verrauscht Es handelte sich um Messungen im
Bereich der Nachweisgrenze der ICP-QMS. Tendenziell kann aber gesagt werden, dal3 die
Profile nahezu identisch waren und somit keine Unterschiede fiir die ins Cytosol
extrahierten Selenoproteine vorlagen.

Beim Vergleich der lod-Profile in Abb. 12-4 fillt der besonders hohe - freiem lod oder T4
entsprechende - Peak bei RT=58 min einer Kontrolle (Nr. 143) auf, die auch als einzige
Probe einen - dem T; zugeordneten - Peak bei RT=62 min sowie Signale bei RT=22 und
24 min (Thyroglobulin und TBG) aufweist. Der Peak bei RT=58 min ist bei fast allen AD-
Proben niedriger als bei den Kontrollen. Auf3er bei einer AD-Probe (Nr.137) ist das Signal
bei RT=53,5 min bei den Kontrollen deutlich, bei den AD-Proben jedoch nicht vorhanden.
Auch in der fritheren Arbeit > wurde festgestellt, daB dieser Iod-Peak bei den Kontrollen
gegeniiber den AD-Proben wesentlich stirker ausgeprdgt war. Der Peak konnte jedoch
nicht genau identifiziert werden. Da keine ndheren Informationen zur Patientengeschichte
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bzw. Probenentnahme vorlagen, kann nicht gesagt werden, ob es sich bei diesem bei den
Kontrollen erhdhten Peak um einen Artefakt handelt und das Signal moglicherweise durch
iodhaltige Kontrastmittel oder Desinfektionsmittel verursacht wurde. Da der Effekt jedoch
bei fast allen untersuchten Proben einheitlich auftrat, konnte es einen Zusammenhang mit
pathologischen Prozessen bei AD geben. Dies mull an weiteren Proben mit detailliert
bekannter Behandlungsgeschichte geklért werden.
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Abb. 12-4: Vergleich der Selen- und lod-Profile der chromatographischen Trennung des
Cytosols von humanen AD- und Kontrollgehirnproben (temporale Region)

Im folgenden werden die Elementprofile der an MT gebundenen Metalle betrachtet.

12.4.3 SOD als Referenz fiir den Vergleich der MT-Signale

Die Kupfer- und Zink-Profile der chromatographischen Trennung der Cytosole der AD-
und Kontrollproben wurden verglichen. Dabei fiel auf, dal die der Superoxid Dismutase
entsprechenden Signale bei allen Proben fast identisch waren, im Gegensatz zu den MT-
Signalen (siche Abb. 12-5 in Abschnitt 12.4.4). Die SOD-Signale erschienen somit
geeignet als Bezugspunkt zum Vergleich der MT-Metall-Signale in AD- und
Kontrollproben. Bei der in den folgenden Abschnitten beschriebenen Untersuchung sollten
AD- und Kontrollproben mit und ohne Zusatz des Reduktionsmittels DTT jeweils
untereinander verglichen werden. Es wurde {iberpriift, ob sich die SOD-Signale tatséchlich
als Referenz eigneten.

Die Peakflichen der Kupfer- und Zink-SOD-Signale wurden aus den Elementprofilen
durch Peakentfaltung erhalten (siche auch Abschnitt 12.2.2) und einer statistischen Priifung
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auf Unterschiede (Mann-Whitney U-Test) unterzogen. Die Werte wurden jeweils fiir eine
Gehirnregion gemittelt, getrennt nach AD- und Kontrollproben bzw. Proben mit und ohne
Zusatz von DTT. In Tab. 12-7 und Tab. 12-8 sind beispielhaft die Ergebnisse fiir vier
verschiedene Gehirnregionen angegeben. Ein statistischer Vergleich von Proben
unterschiedlicher Patienten ist wegen individueller Unterschiede grundsitzlich schwierig.
Durch diese Unterschiede und damit hohe Standardabweichungen kann eine statistische
Signifikanz unterdriickt werden oder - bei einem kleinen Probenkollektiv -
félschlicherweise ein Unterschied erscheinen.

Tab. 12-7: Peakflichen der SOD-Kupfer- und Zink-Signale in den Elementprofilen der
Cytosole verschiedener humaner Gehirnregionen, Vergleich der AD- und
Kontrollgehirne (8 AD- und 3 Kontrollproben)

ohne Zusatz von DTT mit Zusatz von DTT
Peakflichen [1000*F.E. %] Peakflachen [1000*F.E.]
Region AD Kon AD/Kon MW U- AD Kon AD/Kon MW U-
Test® Test °

temp® Cu 3,3+0,5 3,640,2 091 p>0,05 2,6+0,4 2,7+0,2 0,96 p>0,05
Zn 1,9+0,3 2,0£0,3 093 p>0,05 2,104 2,4+04 0,89 p>0,05

pari  Cu 3,6£12 4,0£0,1 091 p>0,05 2,703 2.8+03 094 p>0,05
Zn 1,603 1,9+0,1 0,87 p>0,05 2,004 2,4+0,3 0,84 p>0,05

occi® Cu 3,840,6 4,5+0,2 0,83 p<0,05 3,0£0,2 3,3+0,2 0,92 p>0,05
Zn 2,0£0,2 2,2+0,2 091 p>0,05 2,5£0,3 2,5£0,2 1,02 p>0,05

Thal® Cu 3,9409 3,5£0,6 1,12 p>0,05 3,3£0,6 3,0£0,3 1,11 p>0,05
Zn 277+0,7 2,1£0,4 1,31 p>0,05 3,0£0,5 2,5+04 1,19 p>0,05
* F.E.: Flicheneinheiten
® Mann-Whitney U-Test auf Signifikanz der Unterschiede zwischen AD- und Kontrollproben
¢ temporale Region, ¢ parietale Region, © occipitale Region, ' Thalamus

Tab. 12-8: Verhiltnis der Peakflichen der SOD-Kupfer- und Zink-Signale in den
Elementprofilen der Cytosole verschiedener humaner Gehirnregionen ohne
und mit Zusatz von DTT (8 AD- und 3 Kontrollproben)

Kontrollen Morbus Alzheimer

Region ohne/mit DTT* MW U-Test®  ohne/mit DTT* MW U-Test °
temporal Cu 1,36+0,09 p<0,05 1,29+0,13 p<0,05

Zn 0,86+0,05 p>0,05 0,91£0,07 p>0,05
parietal  Cu 1,42+0,12 p<0,05 1,3610,36 p<0,01

Zn 0,80+0,05 p<0,05 0,83+0,05 p<0,05
occipital Cu 1,40£0,15 p<0,05 1,25+0,15 p<0,01

Zn 0,88+0,10 p>0,05 0,79+0,07 p<0,05
Thalamus Cu 1,16%0,15 p>0,05 1,18+0,15 p>0,05

Zn 0,82+0,10 p>0,05 0,89+0,11 p>0,05

* Es wurde jeweils die Kupfer- bzw. Zink-Peakfldche einer Probe ohne DTT auf die entsprechende
Peakfldache der selben Probe mit Zusatz von DTT bezogen. AnschlieBend wurde der Mittelwert aller
Proben fiir eine Region gebildet.

® Mann-Whitney U-Test auf Signifikanz der Unterschiede zwischen Proben ohne und mit Zusatz von DTT
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Obwohl eine Tendenz zu etwas niedrigeren Peakflichen bei den AD-Proben bestand,
wurden insgesamt keine signifikanten statistischen Unterschiede festgestellt. Dafiir traten
teilweise signifikante Unterschiede zwischen Proben mit und ohne Zusatz von DTT auf.
Dabei nahm das Kupfer-SOD-Signal mit Zusatz von DTT ab (siche auch Kapitel 10), das
Zink-SOD-Signal eher zu. Aber auch bei den Proben mit DTT bestand kein Unterschied
zwischen AD- und Kontrollproben. Die AD- und Kontrollproben sollten miteinander und
nur jeweils ohne Zusatz von DTT oder jeweils mit Zusatz von DTT verglichen werden.
Deshalb storte eine Variation der SOD-Signale bei Zusatz von DTT nicht, solange keine
Unterschiede der SOD-Signale zwischen den Patientengruppen auftraten.

Zusitzlich wurde die SOD-Aktivitédt in den Cytosolproben bestimmt (siche Kapitel 6.2.1)
und statistisch verglichen. Die Ergebnisse sind in Tab. 12-9 aufgefiihrt. Auch bei den
SOD-Aktivititen wurde kein signifikanter Unterschied zwischen AD- und Kontrollproben
festgestellt.

Tab. 12-9: Vergleich der SOD-Aktivititen im Cytosol humaner Gehirnproben der AD-
und Kontrollgruppe am Beispiel von zwei Gehirnregionen

Region Gruppe Anzahl der Proben SOD [U-g"' T™M] Mann-Whitney U-Test

Kleinhirn Kon 3 9500 £+ 1800 ~0.05
AD 6 9000 = 1700 p=5
parietal Kon 5 8100 £ 1600
AD 10 8050 + 1100 p>0,05

Somit konnte davon ausgegangen werden, dafl bei den untersuchten Proben beziiglich der
SOD tatsédchlich keine Unterschiede zwischen Kontroll- und AD-Gehirnen bestanden. Die
Signale der Superoxid Dismutase wurden folglich als Bezugspunkt fiir den Vergleich der
MT-Kupfer- und -Zink-Peaks in den Elementprofilen der Cytosole von AD- und
Kontrollproben verwendet.

12.4.4 MT-Signale in Elementprofilen von AD- und Kontrollgehirnen

Die Elementprofile der von den MT gebundenen Metalle Kupfer, Zink, Cadmium, Silber
und Blei im Gehirncytosol von AD- und Kontrollproben sind zum Vergleich am Beispiel
der temporalen Region in Abb. 12-5 aufgetragen.

Trotz individueller Variationen ist fiir die Kupfer-, Zink- und Cadmium-Profile ein
Unterschied zwischen AD- und Kontrollproben zu erkennen: Die MT-1/-2 und MT-3-
Signale sind - bei Kupfer und Zink im Vergleich zu den bei beiden Gruppen dhnlichen
SOD-Signalen - bei den Kontrollgehirnen hoher. Auch im Silber-Profil weisen die
Kontrollproben meist hohere MT-Signale auf, nur 2 von 8 AD-Proben haben vergleichbare
Signale (Nr. 68 und 133). Bei den iibrigen AD-Proben liegen die Silber-MT-Signale gerade
iiber der Nachweisgrenze. Im Blei-Profil sind keine MT-Signale erkennbar.

Die Tendenz der niedrigeren MT-Signale bei AD-Proben wurde bei den meisten
untersuchten Proben und Gehirnregionen gefunden. Nur beim Cytosol des Thalamus waren
die einzelnen Kontrollen von den AD- Proben kaum unterscheidbar. Da fiir die Region des
Thalamus jedoch jeweils nur sehr wenig Probenmaterial vorlag, muf3te in deutlich hoheren
und stark voneinander abweichenden Verdiinnungen gearbeitet werden. Zusédtzlich waren
die Probeaufgabemengen deutlich verringert. Dies macht den Vergleich der Elementprofile
unsicher, so daf3 keine genaue Aussage getroffen werden kann.
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Abb. 12-5: Vergleich der Kupfer-, Zink-, Cadmium-, Silber und Blei-Profile der
chromatographischen Trennung des Cytosols von humanen AD- und
Kontrollgehirnproben (temporale Region)

155



Einige Gehirncytosole von AD- und Kontrollproben wurden mittels CZE-ICP-MS-
Kopplung untersucht. Die erhaltenen Elektropherogramme - Kupfer und Zink - von zwei
Proben der temporalen Region sind beispielhaft in Abb. 12-6 dargestellt.

Auch mit diesem Verfahren wurde - im Rahmen der mdglichen Vergleiche bei den
wenigen untersuchten Proben - eine Tendenz zur Abnahme der MT-Metall-Signale bei
AD-Proben festgestellt.

2,5 + -
Kontrolle — 63Cu AD — 63Cu

64Zn 1 64Zn

)5 9

Intensitit / int. Standard

0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Migrationszeit [s] Migrationszeit [s]
Abb. 12-6: Kupfer- und Zink-Profile der CZE-Trennung von humanen Gehirncytosolen

einer AD- und einer Kontrollprobe (temporale Region, nach Acetonitril-
fallung)

Das Auftreten von niedrigeren MT-Signalen bei den AD-Proben scheint mit der in der
Literatur beschriebenen Herunterregulierung von MT-3 bei AD " {ibereinzustimmen.

12.4.5 Oxidation der MT in AD-Gehirnen

Bei Versuchen mit Zusatz des Reduktionsmittels DTT zu den Cytosolproben waren
Unterschiede der MT-Signale im Vergleich zu den Cytosolen ohne DTT aufgetreten (siche
Kapitel 10). Durch den Zusatz des Reduktionsmittels werden die Disulfid-Briicken von in
der Probe vorhandenen oxidierten MT reduziert, die MT konnen damit wieder mehr
Metalle binden. Dies machte sich in erhohten MT-Metall-Peaks in den Elementprofilen
bemerkbar.

Zu den verschiedenen Cytosolproben der AD- und Kontrollgehirne wurde ebenfalls DTT
zugesetzt, um die Verdnderungen in den Elementprofilen gegeniiber den chromato-
graphischen Laufen ohne DTT zu untersuchen. Die erhaltenen Elementprofile mit Zusatz
des Reduktionsmittels sind am Beispiel der temporalen Region in Abb. 12-7 dargestellt.
Sie konnen mit den Elementprofilen der selben Proben ohne Zusatz von DTT in Abb. 12-5
verglichen werden.
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Abb. 12-7: Vergleich der Kupfer-, Zink-, Cadmium-, Silber- und Blei-Profile der
chromatographischen Trennung des Cytosols von humanen AD- und
Kontrollgehirnproben mit DTT-Zusatz (temporale Region)
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Die MT-Signale der untersuchten Metalle sind mit DTT in allen Fallen erhoht. Dies wird -
fiir Kupfer und Zink - besonders deutlich im Vergleich zu den SOD-Signalen, die sich
wenig verdndert haben. Auch bei den Blei-Profilen treten nun die MT-Signale hervor. Dies
bedeutet, daB3 bei allen Proben oxidierte bzw. partiell oxidierte MT im Cytosol vorhanden
waren. Besonders auffillig ist die Zunahme der Schirfe der Signale mit DTT, vor allem fiir
die Zink-MT-1/-2-Signale (sieche auch Kapitel 10). Das in Abb. 12-5 sehr breite Signal,
welches teilweise mehrere Unterpeaks zeigt, entspricht bei Zusatz von DTT einem
einzigen deutlichen Peak. Die Isoformen MT-1 und MT-2 weisen demnach grof3e
Variationen an unterschiedlichen partiellen Oxidationszustinden, Metallbeladungen und
damit Ladungen auf. Der Zink und Blei enthaltende Peak bei RT=60 min entspricht dem
im UberschuB zugegebenen DTT. Bei dem Signal bei ca. RT=49,5 min handelt es sich
vermutlich um eine niedermolekulare, unspezifisch metallbindende Verbindung - wie z.B.
Citrat -, die ebenfalls Zink und Blei bindet (siche auch Abb. 12-5).

Mit Zusatz des Reduktionsmittels treten die vorher festgestellten Unterschiede zwischen
AD- und Kontrollproben nicht mehr deutlich hervor. Dies weist darauf hin, dafl in AD- und
Kontrollproben ein dhnlicher Gehalt an MT vorhanden ist, jedoch die Anteile an oxidierten
MT variieren.

Um diese Feststellungen nédher quantifizieren und eine statistische Aussage treffen zu
konnen, wurden die Peakflichen der Kupfer- und Zink-MT-Signale durch Peakentfaltung
(siehe Abschnitt 12.2.2) abgeschitzt und die erhaltenen Werte mittels des Mann-Whitney
U-Tests auf statistisch signifikante Unterschiede gepriift. Es mufl darauf hingewiesen
werden, dafl die Abschidtzungen der Peakflichen besonders bei den MT-1/-2-Peaks ohne
Zusatz von DTT durch die breiten und schlecht aufgetrennten Signale unsicher waren. Sie
sollten jedoch als Néherung zum Vergleich der MT-Metall-Peaks von AD- und
Kontrollproben ohne und mit Zusatz von DTT verwendet werden. Die Ergebnisse der
Auswertung sind in Tab. 12-10, Tab. 12-11 und Tab. 12-12 aufgefiihrt.

Tab. 12-10: Peakflachen der Kupfer- und Zink-Signale von MT-3 und MT-1/-2 der AD-
und Kontrollproben (temporale Region), bezogen auf die entsprechenden
SOD-Peakflichen, jeweils ohne und mit Zusatz von DTT (8 AD- und 3

Kontrollproben)
MT-3 MT-1/-2
Peakflichen bezogen auf SOD* Peakflachen bezogen auf SOD*
Kupfer MWU-  Zink MWU Kupfer MWU  Zink MWU
Test® “Test® “Test® “Test®
ohne/ AD  1,74+0.80 0,79+0.18 1,09+0.60 0412018
DTTL Kon 3.28+044 P<%% 146:0.12 "% 2162070 P** 0.99:0.19 P<*%5
mit J AD  2.68+1,47 2.19+40.47 2.64+0,68 2.49+0,68
DTTL Kon  4.75:1.12 %% 20951050 P29 33851078 P*% 3261091 P00

* Die Kupfer-Peakflichen der MT sind auf die Kupfer-SOD-Peakfliche der selben Probe bezogen (jeweils
ohne oder mit DTT), die Zink-Peakfldchen der MT auf die Zink-SOD-Peakfliche der selben Probe (jeweils
ohne oder mit DTT). AnschlieSend wurde der Mittelwert fiir die einzelnen Gruppen gebildet.

® Mann-Whitney U-Test auf Signifikanz der Unterschiede zwischen AD- und Kontrollproben

Tab. 12-10 enthélt die fiir AD- und Kontrollproben - jeweils ohne und mit Zusatz von
DTT - gemittelten Kupfer- und Zink-Peakflichen. Diese waren auf die entsprechenden
Kupfer- bzw. Zink-SOD-Signalflachen jeweils der selben Probe bezogen. Der Vergleich
zeigt, daB} die Kupfer- und Zinkwerte von MT-3 und MT-1/-2 ohne Zusatz von DTT fiir die
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Kontrollproben etwa doppelt so hoch sind wie fiir die AD-Proben. Die statistische
Auswertung ergab dabei fiir alle Werte ein Signifikanzniveau von p<0,05.

Mit Zusatz von DTT sind zwar ebenfalls noch Unterschiede vorhanden. Diese sind jedoch
geringer und nicht mehr statistisch signifikant, kdnnen demnach auch zufillig zustande
gekommen sein. Dies entspricht der in Abb. 12-5 festgestellten Tendenz zu niedrigeren
MT-Metall-Signalen bei den AD-Proben ohne DTT, die in Abb. 12-7 bei den Proben mit
DTT weniger ausgeprigt auftrat. Damit wird die Annahme bestitigt, da die MT-
Konzentration in den AD-Proben nicht grundsétzlich kleiner ist als in den Kontrollproben,
sondern dal3 durch Oxidation die Metallbeladung der MT verédndert wurde.

Tab. 12-11: Verhéltnis ohne und mit Zusatz von DTT der Peakflichen der Kupfer- und
Zink-Signale von MT-3 und MT-1/-2 der AD- und Kontrollproben (temporale
Region) (8 AD- und 3 Kontrollproben)

MT-3 MT-1/-2
ohne/mit DTT* MW U-Test®  ohne/mit DTT* MW U-Test °
AD  Kupfer 0,86+0,04 p>0,05 0,53+0,21 p<0,05
Zink 0,33+0,06 p<0,001 0,14+0,05 p<0,01
Kon Kupfer 0,95+0,06 p>0,05 0,75+0,08 p>0,05
Zink 0,4340,04 p<0,05 0,27+0,05 p<0,05

* Die Kupfer- bzw. Zink-Peakflichen ohne DTT wurden auf die entsprechenden Kupfer- bzw. Zink-
Peakfldchen der selben Probe mit Zusatz von DTT bezogen. Anschlieend wurde der Mittelwert filir die
AD- bzw. Kontrollgruppe gebildet.

® Mann-Whitney U-Test auf Signifikanz der Unterschiede zwischen den Peakflichen der Proben ohne und
mit Zusatz von DTT

In Tab. 12-11 werden die MT-Peakflichen ohne und mit Zusatz von DTT miteinander
verglichen. Dabei wurden die Kupfer- bzw. Zink-Signalflichen ohne DTT direkt auf die
entsprechenden Signalfldchen der selben Probe mit Zusatz von DTT bezogen und fiir AD-
und Kontrollproben getrennt gemittelt. Deshalb war in diesem Fall ein Bezug auf die SOD-
Signalflachen nicht notwendig. Der Einflul der DTT-Behandlung der Proben macht sich
beim Zink viel starker bemerkbar als beim Kupfer, sowohl bei den Kontrollproben als auch
bei den AD-Proben. Letztere weisen dabei die groferen Unterschiede, mit statistisch
hoherer Signifikanz auf.

Dies bedeutet, daB in den Cytosolen der AD-Proben ein groBerer Anteil an oxidierten MT
vorhanden ist als in den Kontrollproben. Sie konnen deshalb bei DTT-Zugabe nach
Reduktion der Bindungsstellen mehr zusitzliche Metalle binden.

Diese Feststellung wird durch die Betrachtung der Kupfer/Zink-Verhiltnisse bestitigt. Es
wurden die Kupfer/Zink-Verhéltnisse der Metallothioneine in den einzelnen Proben
berechnet und fiir die verschiedenen Gruppen - AD- und Kontrollproben, jeweils ohne und
mit Zusatz von DTT - gemittelt. Sie sind in Tab. 12-12 aufgefiihrt. Diese Verhiltnisse
weisen zwischen AD- und Kontrollproben keine signifikanten Unterschiede auf. Das
Signifikanzniveau lag in allen Fillen bei p>0,05. Bei der Betrachtung der Kupfer/Zink-
Verhéltnisse ohne und mit Zusatz von DTT treten jedoch Unterschiede auf, die bei den
AD-Proben groB3er sind und statistische Signifikanz erreichen (p<0,01). Dabei nehmen mit
Zugabe von DTT die Verhéltnisse - durch Anstieg der Zink-Signale - ab.
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Tab. 12-12: Kupfer-zu-Zink-Verhéltnisse der Peakflichen von MT-3 und MT-1/-2 von
AD- und Kontrollproben (temporale Region), jeweils ohne und mit Zusatz
von DTT (8 AD-und 3 Kontrollproben)

MT-3 MT-1/-2
Kupfer/Zink® MW U-Test”  Kupfer/Zink ® MW U-Test "
AD ohne DTT 39+1,7 5,8%+2,6
mit DTT 14+05 P00 13+03 P00l
Kon ohne DTT 4,1+0,5 4,0+0,9
mit DTT 19+04 P05 14+0n P<O0S

* Die Kupfer-Peakfldchen wurden auf die entsprechenden Zink-Peakflidchen der selben Probe ohne bzw. mit
Zusatz von DTT bezogen. Anschlieend wurde der Mittelwert fiir die einzelnen Gruppen gebildet.

® Mann-Whitney U-Test auf Signifikanz der Unterschiede der Kupfer-zu-Zink-Verhiltnisse zwischen den
Proben ohne und mit Zusatz von DTT.

Die Daten scheinen auch zu bestitigen, dafl die Isoformen MT-1 und MT-2 leichter
oxidiert werden als MT-3 '**. Die Unterschiede der Peakflichen der MT-3-Signale ohne
und mit DTT sind geringer als die der MT-1/-2-Signale. Obwohl bekannt ist, daf} die
zinkbindenden Stellen in MT labiler sind'* als die kupferbindenden Stellen, kann dies
nicht direkt aus dieser Untersuchung abgeleitet werden, da bei Zugabe des
Reduktionsmittels nicht sichergestellt ist, ob die MT Metalle in dem vor der Oxidation
bestehenden Verhidltnis aufnehmen. Das Metallverhidltnis mit DTT ist von der
Verfiigbarkeit dieser Metalle im Cytosol abhingig.

Es muf3 die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dal3 die beobachtete Oxidation der
MT trotz aller Vorsichtsmalnahmen durch die Probenaufarbeitung entstanden oder
verstiarkt worden sein kann. Trotzdem bleibt auch in diesem Fall ein Unterschied zwischen
AD- und Kontrollproben bestehen, der statistisch signifikant ist. Das bedeutet, daf} sich die
AD-Gehirne auf jeden Fall von den Kontrollen unterscheiden. Es miissen damit zumindest
Faktoren in den AD-Gehirnen existieren, welche eine verstirkte Oxidation in den AD-
Proben bewirken. Dabei kann es sich z.B. um geschwichte antioxidative Schutz-
mechanismen handeln.

In den Silber-Profilen (Abb. 12-7) sind die geringsten Unterschiede zwischen den Proben
ohne und mit Zusatz von DTT zu bemerken. Die Silber-MT-Peaks der beiden AD-Proben,
welche auch ohne DTT einen hohen Silber-MT-Gehalt aufwiesen, nahmen mit DTT
zusammen mit denen der Kontrollproben zu. Die MT-Signale der anderen AD-Proben
waren weiterhin sehr niedrig. Es kann anhand der vorliegenden Daten keine Aussage
getroffen werden, ob es sich um individuelle Unterschiede handelt oder ob ein Unterschied
im Silbergehalt zwischen AD- und Kontrollproben eine bestimmte Rolle spielt. Dies muf3
anhand weiterer Proben untersucht werden.

Die beschriebenen Unterschiede wurden in verschiedener Ausprigung bei allen
untersuchten Regionen (mit Ausnahme des Thalamus und des Kleinhirns - siche Abschnitt
12.3) gefunden. Insgesamt 148t sich damit die Aussage treffen, daf3

ein geringfiigig niedrigerer MT-Gehalt in AD-Gehirnen iiber den Vergleich der
einzelnen MT-Metall-Signale gefunden wurde, was den Angaben in der Literatur
entspricht ”’

ein bedeutenderer Unterschied im Anteil an oxidierten MT im Cytosol der AD-Proben
im Vergleich zu den Kontrollproben auftritt.

160



Dies konnte moglicherweise auch die Kontroverse in der Literatur iiber eine
Herunterregulierung des MT-3 bei AD erkliren. Die Untersuchungen wurden mit
unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt. In vielen Fillen wurde nur die MT-3-mRNA
betrachtet, welche nicht notwendigerweise mit dem MT-3-Proteingehalt genau korrelieren
mufl. Es ist moglich, dal bei einigen Nachweisen des MT-3-Proteins - z.B. iiber
Cadmiumsittigungsverfahren ® - das oxidierte MT-3 nicht detektiert wurde. Da die
Struktur von MT-3 und ihre Aufrechterhaltung durch die gebundenen Metalle fiir die
inhibitorische Funktion des MT-3 als ausschlaggebender Faktor betrachtet wird ¥, ist z.B.
anzunehmen, daf} das partiell oxidierte MT-3 keine biologische Funktion aufweist und iiber
den Bioassay '’ nicht detektiert werden kann. Dies gilt auch fiir die immunochemische
Detektion, bei der moglicherweise die Antikorper nicht mit dem oxidierten MT-3
reagieren, wenn sich die rdumliche Struktur veridndert hat 17 Dies wiirde einen bei AD-
Proben besonders niedrigen gefundenen MT-3-Gehalt erkldren, der fiir das Protein an sich
angenommen wurde, sich aber nur auf das funktionelle MT-3 (mit gebundenen Metallen)
bezichen wiirde. Der Bezug auf den Proteingehalt konnte in anderen Fillen®' einen
Unterschied von AD zu Kontrollproben verdeckt haben. AuBerdem wurde auch in der
Literatur mehrfach das Problem des Nachweises statistischer Signifikanz wegen grofler
individueller Probenvariationen angesprochen 81,77

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung weist verstirkt auf bei AD auftretende
oxidative Prozesse hin, welche ebenfalls in der Literatur diskutiert werden 27,29.30.32 g
kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Oxidation Ursache oder Folge-
erscheinung der AD-Erkrankung ist.

Die Oxidation der MT bewirkt eine Freisetzung von Kupfer und Zink. Zink kann u.a. die
Aggregation des Amyloid B-Peptids auslosen . Kupfer wiederum verstirkt die Bildung
von freien Radikalen, welche eine weitere Oxidation der MT bewirken konnen. Es ist
moglich, daBl dieser ProzeB, einmal in Gang gebracht, sich immer weiter verstirkt und
dadurch die Schéddigungen der Nervenzellen bei AD verursacht oder zumindest
beschleunigt. Ob freie Radikale - z.B. durch Entziindungsprozesse gebildet - und eine
Funktion der MT als Radikalfanger oder eine Stérung der Metallhomdostase am Anfang
der Kette stehen, ist nicht zu sagen. Die Freisetzung der Metalle kdnnte auch durch eine
Erniedrigung des pH-Wertes in der Zelle ausgeldst werden, wie er durch das Platzen von
Lysosomen hervorgerufen werden kann. In AD-Gehirnen wurde ein niedrigerer pH-Wert *°
sowie eine Ansammlung von lysosomalen Hydrolasen in den senilen Plaques '*> gefunden.
MT reagieren empfindlich auf saure pH-Werte, um so stérker, wenn schon einige Metalle
freigesetzt sind>'. Die am schwichsten gebundenen Metalle (Zink) werden zuerst
freigesetzt.

Durch die Oxidation und Bildung von Disulfid-Briicken unter Freisetzung der Metalle wird
moglicherweise auch die Struktur der MT entscheidend verdndert. Da diese bei MT-3
essentiell fiir die inhibitorische Wirkung zu sein scheint®’, wirde MT-3 durch die
oxidativen Prozesse bei AD diese Funktion verlieren. Dies kdnnte die Regulierung des
Newenwa}?hstums beeintrachtigen und damit zur Degenerierung der Nervenzellen bei AD
beitragen .

Wahrscheinlich ist, daB zahlreiche verschiedene Prozesse an der Pathologie von AD
beteiligt sind und auch die MT dabei mehrere Funktionen wahrnehmen. Das Auftreten von
oxidativen Prozessen und eine mogliche Rolle von freien Metallen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden. Damit wurde ebenfalls deutlich, dal3 die Speziationsanalyse im Vergleich
zur Betrachtung der Gesamtelementgehalte tiefere Einblicke in die Vorgénge in einer Zelle
erlaubt.
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12.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dall deutliche, vermutlich durch die
unterschiedliche ~ Gewebebeschaffenheit (Lipidgehalt) bedingte Unterschiede im
Elementgehalt der weillen und grauen Masse der Gehirnproben gefunden wurden.

Bei der Betrachtung der Elementprofile der verschiedenen Gehirnregionen der einzelnen
Patienten fielen erhohte MT-3-Metall-Peaks im Kleinhirn auf. Ein Zusammenhang zur
AD-Pathologie konnte dabei bei den untersuchten Proben nicht festgestellt werden.

Der auf die Trockenmasse bezogene Proteingehalt war bei den Kontrollproben statistisch
signifikant hoher als bei den AD-Proben. Dies zeigt, dal der Vergleich von Daten mit
unterschiedlichen Bezugsgroflen problembehaftet ist. In dieser Arbeit wurden die
gemessenen Elementgehalte auf die Trockenmasse bezogen. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede der untersuchten Elementgehalte - Zink, Selen, Eisen, Kupfer
und Cadmium - zwischen AD- und Kontrollproben festgestellt werden. Dies entspricht den
Literaturangaben insofern, dall bisher kein eindeutiger, einheitlicher Trend zu
Unterschieden bei AD-Proben festgestellt wurde.

Auch bei der einzelnen Betrachtung von eisenbindenden Proteinen {iber die Elementprofile
der chromatographischen Trennung konnten keine Unterschiede zwischen AD- und
Kontrollproben festgestellt werden. Die lod-Profile wiesen Unterschiede auf, welche
jedoch anhand weiterer, klar definierter Proben tiberpriift werden miissen.

Die Elementprofile der an die MT gebundenen Metalle waren fiir den Vergleich von AD-
und Kontrollproben besonders interessant. Die SOD-Metall-Peaks konnten dabei zum
Vergleich der MT-Signale als Referenz benutzt werden, da keine Unterschiede zwischen
Kontroll- und AD-Gehirnen bestanden.

Das festgestellte Auftreten von niedrigeren MT-Signalen schien mit der in der Literatur
beschriebenen Herunterregulierung von MT-3 bei AD iibereinzustimmen. Durch Vergleich
der Cytosolproben mit und ohne Zusatz von DTT zeigte sich jedoch, daB3 ein bedeutenderer
Unterschied im hoheren Anteil an oxidierten MT im Cytosol der AD-Proben im Vergleich
zu den Kontrollproben bestand. Damit konnte das Auftreten oxidativer Prozesse bei AD
bestitigt und eine mogliche Rolle der MT bei den pathologischen Prozessen gezeigt
werden.
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13 Zusammenfassung und Ausblick

Die Betrachtung einzelner Spezies von Elementen wird in zunehmendem Malle als
essentiell flir das Verstdndnis von Vorgidngen wie Mobilitit, Bioverfiigbarkeit,
Speicherung oder Toxizitit dieser Elemente und damit deren Bedeutung in Umwelt und
Gesundheit angesehen. Besonders zur Aufkldrung der Rolle von Spurenelementen in
komplexen physiologischen oder pathologischen Stoffwechselprozessen ist die Kenntnis
des Gesamtgehaltes eines Elementes nicht ausreichend.

In der vorliegenden Arbeit wurden an unterschiedliche Proteine im Cytosol von
menschlichen Geweben gebundene Spurenelemente untersucht. Die physiologische
Funktion der Elemente im Organismus hdngt entscheidend davon ab, an welche Proteine
sie gebunden sind: Transportproteine, Speicherproteine oder Metalloenzyme, welche an
zahlreichen Stoffwechselreaktionen beteiligt sind. Wéhrend pathologischer Vorgénge kann
bei gleichbleibender Gesamtkonzentration eines Elementes eine Umverteilung zwischen
verschiedenen Proteinen stattfinden, die auf die ablaufenden Prozesse schlie3en 14ft.

Im Vordergrund der Untersuchungen standen dabei die Metallothioneine, nieder-
molekulare cysteinreiche Proteine mit hoher Affinitdt fiir Metalle wie Kupfer, Zink und
Cadmium. Neben ihren Eigenschaften als Radikalfinger werden sie als bedeutend fiir die
Homdostase der Spurenelemente Zink und Kupfer und - besonders in Zusammenhang mit
Zink - als an zahlreichen vitalen Stoffwechselprozessen beteiligt angesehen . Die Isoform
MT-3 wird vor allem im Gehirn gefunden und seit ihrer Entdeckung in Zusammenhang mit
Morbus Alzheimer diskutiert '°.

Fir die Speziationsanalysen wurden Verbundverfahren -eingesetzt: Trennung der
Biomolekiile mittels chromatographischer bzw. kapillarelektrophoretischer Verfahren und
on-line-Detektion der Elemente im Eluat mittels einer gekoppelten ICP-MS bzw. ICP-AES
fiir die AEC. Hauptsichlich wurde eine SEC-Sdule (Superdex 75PG, Pharmacia)
eingesetzt, die einen breiten Molmassenbereich umfafit. Die fiir die Untersuchung von
Cytosolproben optimierte SEC-ICP-MS-Kopplung eignete sich wegen ihrer Robustheit
und Automatisierbarkeit besonders fiir die Untersuchung grofer Probenkollektive. Ein
besonderer Vorteil dieser gewéhlten Sdule war die Abtrennung der Isoform MT-3 von den
anderen MT-Isoformen. Fiir die Untersuchung von Gehirnproben war die einzelne
Betrachtung dieser gehirnspezifischen Isoform eine wichtige Voraussetzung. Durch den
hohen Lipidanteil von Gehirnproben besonders bei groen Probenserien entstehende
Beeintrachtigungen des Saulenmaterials konnten durch Vorbehandlung mit einem
Serumkldrer und Einsatz eines Vorsdulenfilters umgangen werden, der nach einigen
Laufen jeweils einfach gewechselt werden konnte.

Die Bedingungen der Extraktion der Zellfliissigkeit aus Gewebeproben wurden untersucht,
um das fiir die Analyse mittels chromatographischer Trennung geeignetste Probenmaterial
auszumachen und hinsichtlich der enthaltenen Zellorganellen zu charakterisieren. Das
mittels einer Ultrazentrifugation bei 100000 g extrahierte Cytosol erwies sich als am besten
geeignet. Die Untersuchung der Metalloproteine mit der verwendeten Methode ist auf im
Cytosol 16sliche Proteine beschrdnkt und zeigt damit nur einen Ausschnitt der gesamten
Zelle. Durch die -einheitliche Probenvorbereitung ist jedoch die Vergleichbarkeit
verschiedener Proben gewéhrleistet.
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Mit der durchgefiihrten Speziationsanalyse der proteingebundenen Elemente wurden
Elementprofile von bis zu 36 detektierten Isotopen erhalten. Jedes Elementprofil zeigt
dabei verschiedene Proteine an. Auch wenn Proteine chromatographisch nicht vollstindig
aufgetrennt werden, konnen sie iiber die Elementprofile doch getrennt betrachtet werden,
wenn sie unterschiedliche Elemente gebunden haben.

Zur Beurteilung der Rolle der Spurenelemente in physiologischen Prozessen miissen
zunéchst die Signale in den Elementprofilen einzelnen Proteinen zugeordnet werden. Dies
wurde in dieser Arbeit durch Nutzung charakteristischer Eigenschaften der Proteine und
iiber spezifische Testmethoden wie Enzymaktivititen oder immunochemische Reaktionen
durchgefiihrt. Damit konnten die eisenhaltigen Proteine Ferritin, Transferrin, Himoglobin
und Myoglobin nachgewiesen werden sowie die Antioxidantien Superoxid Dismutase
(Kupfer/Zink, Mangan) und Glutathion Peroxidase (Selen). Des weiteren wurden unter
anderem am Schilddriisenstoffwechsel beteiligte 1odhaltige Proteine zugeordnet. Mittels
MALDI-TOF-MS und Western Blot mit spezifischen Antikdrpern konnte schlielich die
Identitdt des fiir diese Arbeit besonders interessanten MT-3-Peaks auf der verwendeten
Superdex 75PG-Saule bestétigt werden.

Das Trennprinzip der SEC bedingt inhdrent eine Beschrinkung der Auflosung. Um eine
Auftrennung aller drei MT-Isoformen zu erhalten, wurden Trennungen mit anderen
Trennmechanismen durchgefiihrt. Die Isoformen MT-1, MT-2 und MT-3 kénnen aufgrund
von Ladungsunterschieden mittels AEC getrennt werden>’. Der Nachteil besteht in der
hohen Salzfracht des Elutionsgradienten, welche mit der ICP-MS-Detektion inkompatibel
ist. Deswegen wurde in diesem Fall eine Kopplung mit der ICP-AES ausgefiihrt, was eine
Einbulle an Empfindlichkeit bedeutete. Im Gegenzug wurden jedoch Informationen iiber
die Metallgehalte der einzelnen Isoformen MT-1 und MT-2 erhalten.

Die Kapillarzonenelektrophorese, welche die Vorteile einer sehr hohen Auflésung und
eines duBlerst geringen Probenbedarfs aufweist, wurde ebenfalls zu Auftrennung der MT-
Isoformen in Cytosolproben eingesetzt. Es handelte sich dabei um eine Kooperation mit
dem GKSS-Forschungszentrum in Geesthacht, wo kiirzlich die Entwicklung einer robusten
Kopplung von CZE und ICP-SFMS gelungen war 2. Diese Methode sollte zur
Anwendung auf biologische Proben, den Gehirncytosolproben, optimiert werden. Dabei
zeigte sich, daBl die Trennung komplexer biologischer Proben verschiedene Probleme
aufwirft, die bei der Trennung von Einzelsubstanzen nicht auftreten. So war die
Vergleichbarkeit der Elektropherogramme und damit die Zuordnung der Signale durch
Variationen der Migrationszeiten bei der Trennung der Cytosolproben erheblich erschwert.
Diese Variationen konnten iiber die Migrationszeiten von mitlaufenden Markersubstanzen
durch eine Zeitnormierung rechnerisch ausgeglichen werden. Die getrennten Signale von
MT-1, MT-2 und MT-3 wurden zugeordnet. Damit erwies sich die CZE-ICP-SFMS-
Kopplung fiir die Trennung und elementspezifische Detektion selbst komplexer Proben aus
kleinsten Probevolumina geeignet.

Es zeigte sich auch, daB fiir die Identifizierung von Signalen zu verwendende
Referenzsubstanzen auf ihre Eignung fiir diesen Zweck gepriift werden miissen. Im
vorliegenden Fall konnten Unterschiede in der Migrationszeit von rekombinantem
humanen MT-3 gegeniiber dem MT-3 der humanen Proben festgestellt werden, die
moglicherweise auf die fehlende ko-translationale Acetylierung und damit auf
Ladungsunterschiede zuriickzufiihren waren. Speziesunterschiede von verschiedenen
Sdugetieren hingegen wurden nicht festgestellt.

Die Verwendung von hintereinandergeschalteten unterschiedlichen Trennmethoden - SEC,
AEC oder CZE - erlaubte bei den durchgefiihrten Versuchen zum einen eine
Matrixabreicherung fiir die gegeniiber Matrixeffekten empfindliche CZE. Zum anderen
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konnten jeweils die bei einer Trennmethode gesammelten Fraktionen mit einem anderen,
unterschiedlichen Trennmechanismus auf ihre Reinheit iiberpriift werden bzw. die
Probenbestandteile weiter aufgetrennt werden. AuBerdem wurden die ,,orthogonalen®
Methoden zur Bestdtigung der Zuordnung von Signalen genutzt.

Es zeigte sich also, daB jedes einzelne Trennverfahren unterschiedliche Stirken aufweist,
die gegebenenfalls zusammen eingesetzt werden konnen. Ansonsten kann je nach der
Zielsetzung der durchzufithrenden Untersuchungen die geeignetste Trennmethode
ausgewdhlt werden.

Fiir die Untersuchung von Metalloproteinen in humanen Probenkollektiven wurde die
SEC-ICP-MS-Kopplung verwendet. Zundchst sollten unterschiedliche Organe eines
Patienten untersucht werden. Der menschliche Organismus umfaft eine Vielzahl
verschiedener Zellarten, die auf unterschiedliche Aufgaben spezialisiert sind. Es konnte
deshalb davon ausgegangen werden, dal unterschiedliche Organe mit unterschiedlichen
Zelltypen auch andere Metalloprotein-Zusammensetzungen aufweisen. Diese Hypothese
wurde durch die Untersuchung der Elementprofile in den einzelnen Organen bestétigt.
Unter anderem konnten bei den Metallothioneinen unterschiedliche Signalhéhen und
Unterschiede in den einzelnen gebundenen Metallen festgestellt werden: Das hochste
Cadmium-MT-Signal wurde in der Niere, das hochste Zink-MT-Signal in der Leber
gefunden.

Im néchsten Schritt wurde die Verteilung der Metalloproteine in einem bestimmten Organ
- der Leber - von verschiedenen Patienten untersucht. In den aufgenommenen
Elementprofilen waren deutliche Unterschiede festzustellen, die auf unterschiedliche
pathologische Prozesse in den untersuchten Lebern zuriickgefiihrt wurden. Auch bei dieser
Untersuchung traten deutliche Unterschiede in den Metallbeladungsverhiltnissen der MT
hervor. Das markanteste Beispiel war eine Leber mit primirer bilidrer Zirrhose, einer
Erkrankung, welche mit verminderter Kupferausscheidung verbunden ist. Das Kupfer
sammelt sich in der Leber und wird grofBtenteils von MT gebunden, wie an dem tiberméBig
erhohten Kupfer-MT-Signal zu erkennen war.

Da sich demnach die Auswirkungen pathologischer Zustinde auf die Element- und
Proteinverteilung in einem Organ mit der durchgefiihrten Speziationsanalyse nachweisen
lieBen, sollte ein groBeres Probenkollektiv untersucht werden. Es handelte sich dabei um
post-mortem Gehirnproben einer Gruppe von Patienten mit Morbus Alzheimer und einer
Kontrollgruppe, bei der kein AD diagnostiziert worden war.

Bei diesen Untersuchungen lag das Hauptaugenmerk auf den MT und speziell MT-3,
weshalb im Vorfeld einige speziellere Untersuchungen zu den MT durchgefiihrt wurden.

Das Elutionsverhalten der MT auf der verwendeten SEC-Sdule wurde durch geringfiigige
Ladungswechselwirkungen der Proteine mit dem Sadulenmaterial erklirt. Diese bewirkten
zum einen die deutliche, fiir eine reine SEC ungewohnliche Abtrennung der Isoform MT-3
von den anderen Isoformen. Auflerdem waren die Retentionszeiten der Kupfer- und Zink-
Signale des MT-1/-2-Peaks in Abhingigkeit der Metallverhidltnisse von MT-1 zu MT-2
durch eine Antrennung dieser Isoformen verschoben.

MT sind besonders oxidationsempfindlich. Es konnte gezeigt werden, dall oxidierte MT
extrahierbar und im gewonnenen Cytosol vorhanden sind. Dabei handelt es sich um eine
Mischung von in unterschiedlichem Grad oxidierten MT. Durch die Bildung von Disulfid-
Briicken bei der Oxidation verlieren die Sulthydryl-Gruppen ihre metallkomplexierenden
Eigenschaften. Die wunterschiedlich partiell oxidierten MT haben deshalb eine
unterschiedliche Metallbeladung, wodurch sich auch Ladung und Konformation &ndern.
Dadurch haben sie leicht verschobene Retentionszeiten, was eine Peakverbreiterung der
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MT-Signale bewirkt. Durch Zusatz eines Reduktionsmittels werden die Disulfid-Briicken
wieder aufgebrochen, Metalle erneut gebunden und die Retentionszeiten einheitlicher, mit
schirferen Signalen.

Um die in der Vergangenheit in der Literatur unterschiedlichen Angaben zur
Metallbeladung von MT-3 zu klédren, wurde in einem Projekt am Center for Biochemical
and Biophysical Sciences and Medicine (Prof. B. L. Vallee) an der Harvard Medical
School die Metallzusammensetzung von nativem MT-3 aus Schweinegehirn untersucht.
Zur Bestimmung der Metallbeladungsverhdltnisse im MT-3 muflite das Protein zuerst
isoliert werden. Wie auch Untersuchungen mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF-MS in
den Fraktionen eines SEC-Laufes zeigten, waren wie zu erwarten nach nur einem
Trennschritt noch zahlreiche weitere Proteine enthalten. Deshalb wurden zur Aufreinigung
mehrere chromatographische Trennschritte hintereinandergeschaltet. Die durchgefiihrten
Untersuchungen bestétigten, da3 in den Proben mehrere MT-3-Formen vorhanden waren,
die mit keiner der verwendeten Methoden getrennt werden konnten. Es wurde
angenommen, dafl es sich dabei um unterschiedliche Metallbeladungsverhéiltnisse,
verursacht durch unterschiedliche partielle Oxidation der MT-3  handelte.
Metallbestimmungen konnten deswegen nur einen Mittelwert der verschiedenen
Metallbeladungen liefern. Dies und die Annahme, da3 die Metallzusammensetzungen in
individuellen Gehirnproben vom physiologischen Zustand und dem Spurenelementstatus
abhéngen, wiirde die abweichenden Angaben in der Literatur erkldren.

Da somit keine feststehende, bestimmte native Metallbeladung existiert, sondern eine
Mischung von variierenden Metallzusammensetzungen, die vor allem auch vom
Oxidationszustand der MT abhéngt, ist die Betrachtung eines groBBeren Probenkollektives
aussagekriftiger als die beispielhafte Bestimmung der MT-Metallgehalte in einem
Gewebe.

Bei der Untersuchung von Gehirnproben wurde ein signifikanter Unterschied in den
Elementgehalten (Zink, Selen, Eisen) von weiller und grauer Masse gefunden. Die
Elementgehalte waren in der weilen Masse niedriger, was auf den hohen Lipidanteil
zurlickgefiihrt wurde.

Beim Vergleich der Elementprofile von AD- und Kontrollproben fiel auf, da3 die Kupfer-
und Zink-Signale der Superoxid Dismutase bei allen betrachteten Proben eine
vergleichbare Intensitdt hatten. Auch der Vergleich der Peakflichen sowie der in den
Cytosolproben gemessenen SOD-Aktivititen zeigte, dafl kein signifikanter Unterschied
zwischen den unterschiedlichen Proben bestand. Deshalb wurde das SOD-Signal als
Bezugspunkt fiir die Vergleiche der MT-Signale in den verschiedenen Cytosolen
verwendet.

Es zeigte sich, daBl die MT-Kupfer- und -Zink-Signale in den Elementprofilen der
chromatographischen Trennung der AD-Gehirncytosole - mit den SOD-Peaks als Referenz
- niedriger waren als bei den Kontrollproben. Dies schien mit der in der Literatur
beschriebenen Herunterregulierung der MT-Expression bei AD iibereinzustimmen.

Durch Zusatz eines Reduktionsmittels (DTT) zu den Proben wurden jedoch bei den AD-
Proben wie bei den Kontrollen erhohte MT-Metall-Peaks festgestellt. Dies zeigte, daB3 in
den Cytosolen beider Gruppen oxidierte MT vorlagen, deren Oxidation durch Zugabe eines
Reduktionsmittels wieder riickgéngig gemacht werden konnte. Nach Reduktion der
Disulfid-Briicken konnten sie wieder verstirkt Metalle komplexieren.

Mit Zusatz von DTT war die Differenz der MT-Signale zwischen AD- und Kontrollproben
weniger ausgepragt. Das bedeutet, dall ein Unterschied des Gesamtgehaltes an MT bei AD
und Kontrollgehirnen nicht die hauptsiachliche Differenz darstellt. Bei den AD-Gehirnen
wurde durch die durchgefiihrten Versuche ein erhohter Anteil an oxidierten MT gegeniiber
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den Kontrollen festgestellt. Dies deutet darauf hin, dal bei Morbus Alzheimer vermehrt
oxidative Prozesse im Gehirn stattfinden. Oxidativer Stre3 bei AD, besonders im
Zusammenhang mit Metallen, wird in der Literatur viel diskutiert?. Es kann hier keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob die festgestellte Oxidation der MT und die daraus
resultierende Metallabgabe Ursache oder Wirkung der Erkrankung ist. Der Zusammenhang
zwischen pathologischen Vorgingen der Alzheimer-Erkrankung und oxidativen Prozessen
ist damit jedoch bestdtigt. Die vermutete Rolle von MT-3 bei AD kann auch in diesem
Zusammenhang stehen.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daB3 die Untersuchung der Verteilung
von Spurenelementen zwischen unterschiedlichen Proteinen tatsdchlich Einblicke in die
wihrend einer Erkrankung ablaufenden Prozesse geben kann. Die Speziationsanalyse mit
empfindlicher Elementdetektion ist dafiir ein geeignetes Instrument.

In zukiinftigen Untersuchungen sollten die Speziationsverfahren mehr im Hinblick auf die
Analyse von Elementen in vivo ausgerichtet werden und koénnten so einen wichtigen
Beitrag auch zu diagnostischen Zwecken leisten. Der erste Schritt dazu ist die Ausrichtung
auf kleine Probevolumina, wie sie mit der CZE-ICP-MS-Kopplung schon verwendet
werden konnten. Damit wéren Untersuchungen von geringen Probemengen mdglich, wie
sie bei Nadelbiopsien anfallen. So konnte die Speziationsanalyse nicht nur an post-mortem
Proben erfolgen, sondern direkt als klinisch-diagnostisches Hilfsmittel eingesetzt werden,
in diesem Fall allerdings weniger in bezug auf Gehirnproben.
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14 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

AP
AAS
ACN
AD
AEC

cps
CZE
DBVK
DEAE
DNA
DTT
EC
EDL
EDTA
ELISA
EOF
F.E.
GIF
GPx
GSH
GSSG
HKL
HPLC

ICP-AES

ICP-MS

INAA

INT

IUPAC

Kon
MALDI-TOF-MS

mRNA
MeOH

MT

MW U-Test
NADP"
NADPH
NMR

ODS

Amyloid B

Atomabsorptionsspektrometrie

Acetonitril

Morbus Alzheimer (Alzheimer’s Disease)
Anionenaustauscherchromatographie

(Anion Exchange Chromatography)

Impulse pro Sekunde (counts per second)
Kapillarzonenelektrophorese (Capillary Zone Electrophoresis)
Drehbare Bestrahlungsvorrichtung im Kern

Diethylaminoethyl

Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleic Acid)

Dithiothreitol

Enzyme Commission number system

elektrodenlose Entladungslampe (Electrodeless Discharge Lamp)
Ethylendiamintetraessigsdure (Ethylenediaminetetraacetic acid)
Enzyme linked immunosorbent assay

Elektroosmotischer Fluf3

Fliacheneinheiten

Growth Inhibitiory Factor

Glutathion Peroxidase

Glutathion

Glutathion, oxidiert

Hohlkathodenlampe

Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (High Performance
Liquid Chromatography)

Atomemissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma als
Anregungsquelle (Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission
Spectrometry)

Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma als
Anregungsquelle (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry)
Instrumentelle Neutronenaktivierungsanalyse
2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium-chlorid
International Union for Pure and Applied Chemistry

Kontrollen

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation - Time of Flight -
Mass Spectrometry

Boten-Ribonukleinsdure (messenger Ribonucleic Acid)

Methanol

Metallothionein

Mann-Whitney U-Test

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (oxidierte Form)
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (reduzierte Form)
kernmagnetische Resonanz (Nuclear Magnetic Resonance)
Octadecyl Silan
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PAGE
PBS
QMS
RIA
rRNA
RT
SDS
SEC

SELDI-TOF-MS

SF
SOD
T3

T,
TBG
Tf
TFA
T™™B
Tris
™
uv
XOD

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphat gepufferte Salzlosung (Phosphate Buffered Saline)
Quadrupol-Massenspektrometrie

Radioimmunoassay

ribosomale Ribonukleinsdure (ribosomal Ribonucleic Acid)
Retentionszeit

Natriumlauryl/dodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)
GroBenausschluBchromatographie (Size Exclusion
Chromatography)

Surface Enhanced Laser Desorption/Ionisation - Time of Flight -
Mass Spectrometry

Sektorfeld

Superoxid Dismutase

3, 3%, 5-Triiod-L-thyronin

L-Thyroxin (3, 3¢, 5, 5’-Tetraiod-L-thyronin)
Thyroxinbindendes Globulin

Transferrin

Trifluoressigsdure (Trifluoric Acid)

3, 3%, 5, 5°-Tetramethylbenzidin
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan

Trockenmasse

Ultraviolett

Xanthin Oxidase
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Probenbeschreibungen

Tab. 14-1: Untersuchte Gehirnproben

Alter Ge- Sektion

Nr. [ahre] schlecht ® [hpost Gruppe® Untersuchte Gehirnregionen

mortem]

63 73 m >24 AD frontale, frontobasale, occipitale, parietale,
temporale Region, Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

64 68 m 5 AD frontale, frontobasale, occipitale, parietale,
temporale Region, Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

66 77 m 7 AD frontale, occipitale, parietale, temporale Region,
Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

67 67 W 49 AD frontale, occipitale, parietale, temporale Region,
Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

68 93 W 76 AD frontale, frontobasale, occipitale, parietale,
temporale Region, Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

69 74 m 45,5 AD frontale, frontobasale, occipitale, parietale,
temporale Region, Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

98 72 w <48 AD frontale, occipitale, parictale Region, Kleinhirn,
Pons

104 59 m 11 Kon frontale, occipitale, parietale, temporale Region,
Kleinhirn, Medulla oblongata,

105 81 W 10 Kon frontale, frontal parasagittale, frontobasale,
occipitale, parietale, temporale Region,
frontaler Cortex, Hippocampus, Hypothalamus,
Kleinhirn, Medulla oblongata

109 &9 w >24 AD frontale, frontobasale, occipitale, parietale,
temporale Region, Kleinhirn, Medulla oblongata,
Putamen, Thalamus

110 78 m >24 AD frontale, frontobasale, occipitale, parietale,
temporale Region, Caudatus, Kleinhirn, Medulla
oblongata, Pons, Putamen, Thalamus

133 &5 m 25 AD frontale, occipitale, parietale, temporale Region,
Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

137 &9 m n.v.® AD frontale, occipitale, parietale, temporale Region,
Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

140 &7 m n.v. Kon frontale, occipitale, parietale, temporale Region,
Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

143 61 m n.v. Kon frontale, occipitale, parietale, temporale Region,
Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

145 85 W n.v. Kon frontale, occipitale, parietale, temporale Region,

Caudatus, Kleinhirn, Thalamus

* w: weiblich, m: minnlich; " Die Kontrollen stammen von Patienten, bei denen kein Morbus Alzheimer
diagnostiziert wurde; © n.v.: Angabe nicht vorhanden
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Tab. 14-2: Untersuchte Organproben

Alter Ge- Sektion
Nr. [Jahre] schlecht® [hpost Erkrankungen Untersuchte Organe
mortem]

1 n.v. nv.? 72 protrahierter septischer Gehirn (Gyrus prizentralis), Leber
Schock bei Endokarditis;  (rechter Leberlappen), Niere, Herz-
ausgedehnte muskel (linker Ventrikel), Skelett-
Bronchopneumonie muskel (M. quadrizeps femoris),

Milz, Pankreas (Korpus), Schild-
driise, Lunge (rechter Oberlappen),
Diinndarm  (Ileum), Dickdarm
(Kolon transversum), Knochen-
mark (rechter Femur), Knochen
(Wirbelkorper), Haut
TPN n.v. n.v. ca. 72 septischer Schock bei Leber, Niere, Herzmuskel
4° Peritonitis/Pankreatitis (linker Ventrikel),  Skelettmuskel
(M. pectoralis), Gehirn
852 n.v. n.v. -4 alkohol-toxische Leber
Leberzirrhose
930 n.v. n.v. -d primére bilidre Zirrhose, Leber
hepatozelluldres Karzinom
933 n.v. n.v. -4 kryptogene Leberzirrhose  Leber
1038 n.v. n.v. -4 Zystenleber Leber

8 76 w 86 Myokardinfarkt, Leber, Niere, Herzmuskel
cardiogener Schock,
Diabetes mellitus, hoch-
gradige Arteriosklerose

18 90 W 62  Myokardinfarkt, Leber, Niere
Pneumonie,

Arteriosklerose,
Lungenarterienembolie
19 43 m 48 Leberzirrhose, Coma Leber, Niere, Herzmuskel

hepaticum, rezidivierende
Lungenarterienembolien

# w: weiblich, m: ménnlich; Pnv.: Angabe nicht vorhanden; © TPN: total parenterale Erndhrung;
4 im Rahmen einer Lebertransplantation entnommen
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Erganzungen zu Kapitel 4: HPLC-ICP-MS-Kopplung

Tab. 14-3: Charakteristika verschiedener Grof3enausschluf3-Sdulenmaterialien

Fractogel EMD Superdex 75PG Shodex Asahipak
BioSEC GS-520 HQ
Trennbereich [g'mol™]:  5000-1000000 3000-70000 10000-300000
Material: Metacrylat- Verbindung von Vinylalkohol-
Copolymer mit quervernetzter Polymer (Hartgel)
linearen Agarose und
Polymerketten Dextran
modifiziert
Durchmesser-Lange [mm]: 16-600 16-600 7,6-300
Partikelgrofle [um]: 20-40 24-44 9
Betriebsdruck [MPa]: 0,0-0,2 0,0-0,2 4
Eigenschaften: Tentakel- stark hydrophil, sehr gleichmiBige
Biochromatographie minimale Verteilung von
mechanisch und nichtspezifische Hydroxylgruppen
chemisch stabil, Wechselwirkungen; an der Oberfliche,
druckstabil bis mechanisch stabil,  keine anderen
2 MPa druckstabil bis polaren Gruppen
0,3 MPa

Tab. 14-4: MeBparameter der zweiten HPLC-Anlage

Siule:
Fluens:

FluBrate Eluens:

FluBrate interner Standard:

Druck:

Injektionsvolumen:

Spiilung der Probenschleife und Nadel:

Autosampler-Thermostat:

UV-Detektion:

Superdex 75PG(16-600 mm)
20 mmol-L" Tris-Puffer, pH=7.,4 (mit HNO; eingestellt)
interne Standardelement-Losung: 50 ug-L'1 Ge, Rh, Ir mit 20% MeOH, 0,33 %HNO;

2 mL-min

0,2 mL-min’

1

drucklos, bis 0,2 MPa Druckaufbau durch System

500

pL

4°C
280 nm (Iodlampe)

4 mL (nach jeder Injektion, mit Wasser)

Tab. 14-5: Mit ICP-MS gemessene Elemente, ihre Massen und lonisierungsenergien :

86

Element Relative 1. Ionisierungs- 2. lonisierungs- Bezug auf internes
Atommasse energie [eV] energie [eV]  Standardelement

Li 6,941 5,320 75,63 Ge

Mg 24,305 7,642 15,03 Ge

Al 26,982 5,984 18,83 Ge

P 30,974 10,485 19,72 Ge

S 32,066 10,360 23,33 Ge

Cl 35,453 12,966 23,80 Ge
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Ca 40,078 6,111 11,87 Ge

Cr 51,996 6,764 16,50 Ge
Mn 54,838 7,435 15,64 Ge
Fe 55,847 7,869 16,18 Ge
Co 58,933 7,876 17,06 Ge
Ni 58,693 7,635 18,17 Ge
Cu 63,546 7,725 20,29 Ge
Zn 65,390 9,393 17,96 Ge
Ge 72,610 7,898 15,93

As 74,922 9,814 18,63 Ge
Se 78,960 9,751 21,18 Ge
Br 79,904 11,814 21,80 Rh
Rb 85,468 4,177 27,28 Rh
Sr 87,620 5,695 11,03 Rh
Mo 95,940 7,099 16,15 Rh
Rh 102,906 7,460 18,07

Ag 107,868 7,576 21,48 Rh
Cd 112,411 8,992 16,90 Ir
I 126,905 10,450 19,13 Ir
Cs 132,905 3,894 25,08 Ir
Ba 137,327 5,211 10,00 Ir
Ir 192,220 9,120 17,41

Hg 200,590 10,440 18,76 Ir
Pb 207,200 7,415 15,03 Ir

Tab. 14-6: MeBparamter der zweiten Quadrupol-ICP-MS

ICP-MS: ELAN 6000

Zerstauber: Cross-Flow mit Scott-Sprithkammer

Fackel: Quarzglas

Injektorrohr: Aluminiumoxid

Konen (Sampler, Skimmer): Nickel

Plasmagas-Fluf3: 12 L'min” (Argon)

Hilfsgas-Fluf3: ca. 0,3 L'min™ (Argon)
Zerstaubergas-Fluf3: 0,8-1,0 L'min" (Argon) (jeweils optimiert)
Plasmaleistung: 1200 W

Sweep-Zahl: 5

Wiederholungen: 1

Verweilzeit pro Masse: 50 ms

Totzeit: 50 ns

Melzeit pro Scan: 9,54 s

Aufnahmezeit Chromatographie-Lauf: 100 min

Detektor-Modus: dual (Analog- und Pulsmodus)
Autolinsen-Modus: ja

Gemessene Isotope: Li, Mg, Mg, 7’Al, *'P, **S, ¥Cl, 'Cl, *Ca, ¥Ca,

54Fe 55M 57F 59C 63Cu 6421’1 65Cu 67Zl’1 72Ge
77Se 79Br 82Se 85Rb SGSr 92M0 98M0 103Rh lllcd
114Cd 127I 133C 138 193h_ 200 g, ZOSPb

b
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