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Abklrzungen

ALI acute lung injury

ARDS acute respiratory distress syndrome, Schocklungensyndrom

BAL Bronchoalveolarlavage

DTNB 5,5-Dithio-bis(2-nitrobenzoesiure)

ECsg halbeffektive Konzentration

ELF epithelial lining fluid, Alveolen auskleidender Schutzfilm

FiO, Fraction of inspired oxygen, Sauerstoffanteil in der Inspirationsluft
GR Glutathionreduktase

GSH gesamtes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion, Glutathiondisulfid

HC Hydrocortison

K Kontrolle

MEM minimum essential medium

NAC N-Acetylcystein, N-Acetyl-L-cystein

NADC N-Acetyl-D-cystein

paO; arterieller Sauerstoffpartialdruck

PEEP positive endexpiratorischer Beatmungsdruck

SD Standardabweichung

ZIP Zink Eisen reguliertes Protein, zinkspezifischer Transporter/Importer



1. Einleitung

1.1 Zink

1.1.1 Zink im menschlichen Korper

Zink ist fiir die meisten Lebewesen ein essentielles und im menschlichen Kérper nach Eisen,
das zweithiufigste Spurenelement ''’. Die Funktionen, die Zink im Korper erfiillt sind
mannigfaltig und meist von lebensnotwendiger Bedeutung. So sind bis heute iiber 300
zinkhaltige Enzyme in der Biosphédre nachgewiesen worden, die sich in allen Enzymklassen
finden "',

Bei dem proteingebundenen Zink unterscheidet man grundlegend zwischen funktionellen und

strukturgebenden Zinkionen **.

Das funktionelle Zinkion befindet sich zumeist im katalytischen Zentrum eines Enzyms und
bindet an das Substratmolekiill widhrend der katalysierten Reaktion. Als katalytische
Komponente ist Zink durch vier Liganden, meist Histidin, Cystein, Asparaginsdure oder
Glutaminsdure und ein Wassermolekiil im aktiven Zentrum des Enzyms lokalisiert, so dass
Zink direkt an der Substratumsetzung teilhaben kann ''". Als Beispiel ist Zink fiir die
Funktion solcher Metalloenzyme wichtig, wie Oxydoreduktasen, Hydrolasen und Enzymen

der Lyasefamilie. Zusitzlich werden aktivitdtsmodulierende, so genannte coaktive Zinkionen

in Enzymen mit mindestens zwei Metallen beschrieben ''’. Zum Beispiel hat Zink gemeinsam
mit Kupfer eine aktivierende Funktion in den Enzymen Superoxiddismutase und

Phospholipase C .

Das strukturelle Zinkion hat dagegen die Aufgabe, durch Bindung an bestimmte
Aminosdurenseitenketten des Proteins dessen aktive Tertidrstruktur zu stabilisieren, wie
beispielsweise im Falle der Alkoholdehydrogenase oder in einer ganzen Reihe von Nicht-
Enzym-Proteinen wie den DNA-Struktur stabilisierenden Histonen. Als Bestandteil der
Transkriptionsfaktoren stellt Zink einen wichtigen Faktor fiir eine erfolgreiche
Genexpression dar. Die durch das Zink bedingte strukturelle Anordnung dieser

Transkriptionsfaktoren fiihrte zu dem Begriff "zinc-finger".



Zink wird in den meisten Geweben des menschlichen Korpers gefunden. Die hdchsten
Konzentrationen sind in Prostata, Muskel, Knochen und Haut, des weiteren in Leber,
Pankreas, Gehirn und Augen enthalten .

Vom gesamten Zink im menschlichen Organismus liegen etwa 99 % intrazellulir, etwa 1 %
extrazelluldr und nur 0,1 % im Plasma vor L7 Das Plasma eines Erwachsenen enthilt
insgesamt etwa 3,5 mg Zink, entsprechend einer Konzentration von 15 pumol/l Zink. Vom
Gesamtzink im Plasma sind etwa 2/3 an Albumin und etwa 1/3 an a-Makroglobulin und
andere Aminosduren wie Cystein und Histidin gebunden. Das an Albumin gebundene Zink
stellt einen metabolisch aktiven Pool dar, wobei Zink aus diesem Komplex am leichtesten an

das Gewebe abgegeben werden kann.

1.1.2 Aufnahme und Elimination von Zink

Die Aufnahme von Zink erfolgt groBtenteils im Jejunum und unterliegt einer gut regulierten
Homoostase, so dass eine Akkumulation nach chronisch erhohtem oralem Zinkangebot nicht
bekannt ist, aber auch ein Zinkmangel nur nach ldnger dauernder Zinkrestriktion zu
befiirchten ist.

Die gastrointestinale Bioverfiigbarkeit des Zinks hdngt in erster Linie von der
Nahrungszusammensetzung ab. Unter normalen physiologischen Bedienungen werden etwa
20-30 % vom in der Nahrung angebotenen Zink aufgenommen.

Die Resorptionsmechanismen aus dem Magendarmtrakt sind noch nicht vollstindig geklart.
Hauptverantwortlich dafiir scheinen Metallothionein sowie andere nicht-zinkspezifische
Liganden zu sein """, So wird die Resorption von Zink durch eine Vielzahl organischer
Verbindungen, wie Glutathion, Methionin, Histidin, Cystein, Citrat und Glutamat, sowie
Prostaglandin E2 gefordert.

Ein hoher Gehalt an Phytinsdure, einer pflanzlichen Speicherform fiir Phosphor und Inositol
dagegen vermindert die Resorption. Durch einen hohen Kalziumanteil in der Nahrung wird
der resorptionsvermindernde Effekt der Phytinsdure zusétzlich verstirkt. Es bilden sich
besonders schwer losliche Zink-Kalzium-Phytat-Komplexe. Auflerdem konnen Kadmium,
Kupfer und Eisen die Zinkaufnahme hemmen *'.

Die Ausscheidung von Zink erfolgt zu ca. 90 % tiber den Darm, 5 bis 10 % werden renal und

etwa 3 % uber den Schweil} eliminiert.



1.1.3 Aufnahme und Verteilung von Zink in Zellen

Fast der gesamte zelluldre Zinkbestand liegt in Form von Komplexen mit Proteinen und
Nukleinsduren vor. Zink ist in fast allen Organellen der Zelle verteilt: 30-40 % befinden sich
im Kern, 50 % im Zytoplasma in Form von spezifischen Vesikeln fiir Enzyme oder Hormone,
der Rest ist in die Zellmembran integriert '

Zinkionen sind hydrophil und koénnen die Zellmembranen nicht durch passive Diffusion
iiberqueren. Im Allgemeinen ist der Zinktransport als konzentrationsabhiingig beschrieben.
Der Mechanismus der Zinkaufnahme in die Zelle erfolgt durch verschiedene
Transportproteine, die aktuell Gegenstand der Forschung sind. Bisher sind etwa 10
zinkspezifische (ZIP) Transporter und einige kationen-spezifische Transporter (CDF)
bekannt. '3

Die groBle Bedeutung fiir den Zinkstoffwechsel von Metallothionein, einem kleinen (6-7kD)
intrazelluldren Protein mit hohem Cysteingehalt, wird zunchmend erkannt ”'. Die genaue
Funktion von Metallothionein wird noch erkundet. Das Protein hat die Eigenschaft sowohl
essentielle metallische Spurenelemente wie Kupfer und Zink als auch toxische Metalle wie
Cadmium, Quecksilber und Silber zu binden. Insbesondere fiir die Homdostase von
intrazellulirem freiem Zink wird dem Metallothionein eine Schliisselrolle eingerdumt.
Zahlreiche toxische Stimuli wie eine erhohte Konzentration von reaktiven Sauerstoff- oder

Stickstoffradikalen oder von an Metallothionein bindende Metalle sowie proinflammatorische

Agenzien fiihren zu einer erhhten Expression des Proteins in zahlreichen Geweben '*°.

1.1.4 Funktionen von Zink im menschlichen Kérper

Es ist seit ldngerem bekannt, dass Zink an Zellwachstums- und Differenzierungsvorgingen
beteiligt ist, wie beispielsweise in Zellen des Immunsystems. Es scheint sowohl bei der
unspezifischen granulozytiren Abwehr als auch bei der spezifischen lymphozytiren Abwehr
involviert zu sein **'%.

Bei Bestehen einer kongenitalen Zinkdefizienz tritt eine T-Zell-Funktionsstorung mit Aplasie
des Thymus auf '"". AuBerdem wird das im Thymus produzierte, fiir die Reifung von T-
Lymphozyten erforderliche Peptidhormon Thymulin nur nach seiner Bindung an Zink in die

aktive Form uberfiihrt.



Bei HIV-infizierten Patienten korreliert ein verminderter Zinkgehalt mit einer Abnahme der
Abwehrfunktion und héheren Morbidititsraten °*. Eine Zinksubstitution bei Zinkmangel kann
das CD4 / CD8 Verhiltnis korrigieren '*.

Auch fiir das Auftreten von grippalen Infekten wurden in einigen klinischen Studien sowohl
therapeutische als auch prophylaktische Effekte einer Zinkeinnahme gezeigt *'+'"'!".

Ferner wird Zink eine membranstabilisierende Wirkung nachgesagt **. Diese Wirkung basiert
auf der Eigenschaft von Zink, mit verschiedenen Strukturen der Zellmembran Komplexe zu
bilden '®. Als eine essentielle Komponente von Superoxiddismutase (SOD) verhindert Zink

eine Oxidation wichtiger chemischer Gruppen durch freie Radikale.

Im endokrinen System zeigen sich mehrere Vorginge zinkabhingig. Unter anderem spielt
Zink eine Rolle im Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel. Es bildet mit Insulin ein zink-
koordiniertes Hexamer und ist so fiir dessen Speicherung mitverantwortlich. Es interagiert mit
spezifischen Hormonbindungsdominen von Vitamin D-, Schilddriisenhormon-, Ostrogen-
Progesteron- sowie Testosteron-Rezeptoren. Die Wachstumshormone aus der Hypophyse

werden in Form von zinkhaltigen Granula sezerniert.

Intrazelluldre freie Zinkionen sind ein wesentlicher Inhibitor proapoptotischer Signalketten.
Als Apoptoseinhibitor hemmt Zink hier unter anderem Calcium/Magnesium-abhéngige
Endonucleasen, welche die DNA fragmentieren und interagiert hemmend mit der Caspase-3,
einem Schliisselenzym der Apoptose '°*. Der durch Glukokortikoide vermittelten Apoptose
wirkt Zink durch eine Hemmung der Steroidbindung an die Glukokortikoidrezeptoren
entgegen. Bei hoheren intrazelluldren Konzentrationen freier Zinkionen spielt dagegen die
antiapoptotische Wirkung von Zink keine Rolle mehr. Vielmehr konnte fiir hohe, toxische
Zinkkonzentrationen in neuronalen und nichtneuronalen Geweben die Auslosung einer
Nekrose nachgewiesen werden. Als ursichlich fiir die durch Zink induzierte Zellnekrose wird

1% " Der oben

oxidativer Stress durch Stickstoff- und Sauerstoffradikale angesehen
beschriebenen antioxidativen Wirkung steht somit auch eine toxikologisch relevante

prooxidative Wirkung entgegen.

Als derzeit aktuelles Forschungsgebiet wird die Rolle von Zink bei der neuronalen
Signaliibertragung im ZNS und seine pathophysiologische Bedeutung bei Erkrankungen wie

Schlaganfall, Depression und Morbus Alzheimer untersucht °"**,
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1.1.5 Zinkmangel

Der tédgliche Bedarf an Zink liegt fiir Ménner bei circa 11mg, fiir Frauen bei 8mg und fiir
Kinder bei 5-9mg téglich. In der Schwangerschaft und Stillzeit ist der Bedarf an Zink

weiterhin auf etwa 15mg/d erhoht '*°.

Die Pathogenese der gesundheitlichen Stérungen bei Zinkmangel ist noch nicht vollstindig
geklart, jedoch ldasst sich die Bedeutung dieses Spurenelementes von den vielfdltigen
Symptomen bei den Zinkmangel-Patienten ableiten ''’. Als unspezifische Symptome bei
Zinkmangel werden Ubelkeit, Kopfschmerzen, Antriebsschwiiche sowie Beeintriichtigung der
Sinneswahrnehmung, = wie  zum  Beispiel = Nachtblindheit, = Geschmacks-  und
Geruchssinnstorungen  beobachtet. Da  Zink fiir die RNA-, DNA- und
Transskriptionsenzymsynthese relevant ist werden bei Zinkmangel vor allem das schnell
proliferierende Gewebe betroffen, wie Haut, Darmschleimhaut, Immunsystem und Gonaden
%11 Es kommt dementsprechend zu Haarausfall, verzogerter Wundheilung, Diarrhoe,
Andmie, vermehrter Infektanfilligkeit, Hypogonadismus mit Beeintrachtigung der

reproduktiven Funktion. Bei den Kindern konnen vermehrt kongenitale Missbildungen und

eine gestorte sexuelle Entwicklung auftreten.

Zinkmangel im Blut weist immer auf einen schweren Mangel im Gewebe hin. Dagegen sagt
ein normaler Blutzinkspiegel wenig iiber den tatsdchlichen Zinkbestand im Gewebe aus.
Wiéhrend im Blut noch geniigend Zink vorhanden ist, kann das Gewebe schon Zinkmangel
aufweisen. Die Blutzinkspiegel diirfen somit nicht als allgemeiner absoluter Index fiir den
Zinkstatus angesehen werden.

Ein Zinkmangel kann bei fehlerhafter Erndhrung, bei Darmerkrankungen mit Malassimilation,
sowie induziert durch bestimmte Arzneimittel wie z.B. Antazida, Ciclosporin,
Glukokortikoide, Diuretika, Lipidsenker und Kontrazeptiva entstehen. Bei der Acrodermatitis
enteropathica, einer seltenen genetischen Erkrankung, resultiert ein Zinkmangel aus einem
Defekt im Gen fir das Zink-Transporterprotein SLC39A4. Aufgrund einer verminderten
Zinkabsorption im Darm kommt es zu charakteristischen hyperpigmentierten Hautldsionen,

einer Wachstums- und Entwicklungsstérung und zu einer erhohten Infektanfalligkeit.



1.1.6 Toxikologische Relevanz von Zink

Trotz seiner lebenswichtigen Bedeutung fiir viele Funktionen des Korpers, kann Zink als ein
toxisches Agens fungieren. In lebendem Gewebe tritt Zink fast nie als ein freies lon auf,
sondern liegt meist in Form organischer Komplexverbindungen vor. Zudem besitzt es weder
mutagene noch teratogene FEigenschaften und ist trotz bislang unterschiedlicher
Untersuchungsergebnisse auch nicht als humanes Kanzerogen eingestuft.

Das Ausmafl und die Symptome einer Zinkvergiftung hédngen unter anderem vom

Aufnahmeweg ab.

1.1.7 Orale Zinktoxizitat

Bei oraler Zinkaufnahme zeigen erst sehr hohe Zinkdosen toxische Wirkungen, da die
enterale Resorption offenbar einer strengen homoostatischen Kontrolle unterliegt. Von
verschiedenen Autoren werden Mengen von 1-2 g Zink nach oraler Aufnahme als emetische

#7988 In der Vergangenheit kam es

Dosen und Mengen iiber 10 g als letale Dosen angegeben
gelegentlich zu akuten Zinkvergiftungen, die auf den Verzehr séurehaltiger Nahrungsmittel
oder Getranke zurlickzufithren waren, die iiber ldngere Zeit in verzinkten Behéltnissen
aufbewahrt wurden. Die Symptome einer akuten oralen Vergiftung sind Beschwerden im
Magen-Darm-Trakt, wie Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, abdominale Schmerzen und ein

metallischer Geschmack im Mund.



1.1.8 Inhalative Zinktoxizitat

Bei einer Inhalation zinkhaltiger Dampfe sind bereits viel geringere Zinkmengen toxisch **.
Bei einer Aufnahme von 5 mg/m’ per inhalationem kann die Symptomatik des GieBerfiebers,
auch "metal fume fever" genannt, mit Kopfschmerzen, Fieber, Muskelschmerzen und
Atemnot auftreten ***°. Auch Démpfe vieler anderer Metalle, wie Arsen, Blei, Cadmium,
Eisen, Nickel, Kobalt, Kupfer, Magnesium, Mangan, Zinn und Quecksilber kénnen ein ,,metal
fume fever* auslosen *'7*%!,

In Tierversuchen fiihrte die Inhalation von zinkchlorid- oder zinkoxidhaltigen Dampfen zu

einer Beeintrachtigung der Lungenfunktion, in schweren Féllen entwickelte sich ein "acute

respiratory distress syndrome" (ARDS) **+,

Auch beim Menschen wird von der Entwicklung eines ARDS nach Einatmen von
zinkhaltigen Dadmpfen berichtet. So kam es wihrend des ersten Weltkrieges und bei
Militdriibungen beim Einsatz von Rauchbomben zu mehreren Féllen einer inhalativen

. . 1,52 1
Zinkvergiftung °'°%38>133

. Die Bedrohlichkeit des Verlaufs kann wegen des initialen
relativen Wohlbefindens der Patienten libersehen werden. Nach einem meist symptomarmen
Intervall von wenigen Stunden kommt es zu einem Temperaturanstieg, begleitet von einer
schweren Gasaustauschstorung, rontgenologisch nachweisbaren beidseitigen
Lungenverdnderungen durch ein Lungenddem bis zum klinischen Bild eines
lebensbedrohlichen ARDS (Definition sieche weiter unten). In Abhingigkeit von
Zusammensetzung des toxischen Nebels und Luftfeuchtigkeit konnen zusétzlich sdurehaltige
Verbindungen entstehen. Aufgrund deren Teilchengroe fiihren letztere allerdings mehr zu

Schédden des oberen Respirationstraktes, wie Verdtzungen und Ulzerationen der exponierten

Schleimhiute .

Die Zinkdosis ab der mit der Entwicklung eines ARDS zu rechnen ist, ist nicht genau
bekannt. Uber die Zinkverteilung in den verschiedenen Kérpergeweben beim Menschen nach
inhalativer Zinkaufnahme existieren nur wenige Daten. Untersuchungen an zwei Soldaten, die
25 und 32 Tage nach Zinkexposition verstarben, zeigen in einem Fall einen um ca. 50 %
erhdhten Zinkgehalt der Lunge **. Weitere Studien konnten einen Anstieg von Zink in der
Lunge nicht bestdtigen, jedoch waren hier Serum- und Plasmaspiegel um das 1,5 - 2fache

erhoht *°. Der Befund, dass auch Monate nach einer inhalativen Zinkvergiftung noch erhohte
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Zinkkonzentrationen im Serum vorliegen, wurde auf eine Nachresorption von Zink aus der

51,101

Lunge zuriickgefiihrt . Diese These wird jedoch von anderen Untersuchungen, in denen

die Lunge nach entsprechender Zinkexposition keinen erhohten Zinkgehalt aufwies, widerlegt
100

Als Therapie bei akuter oralen oder inhalativen Zinkintoxikation wird neben
symptomatischen Maflnahmen die Gabe von Chelatkomplexbildnern empfohlen. So soll freies
Zink durch Komplexierung unschidlich und leichter ausscheidbar gemacht werden. Neben D-
Penicillamin, Calcium-EDTA und anderen chelatbildenden Stoffen wird hier unter anderem
auch die Verabreichung von N-Acetylcystein empfohlen, fiir welches beim durch Zink
ausgelosten ARDS eine Erhohung der Zinkausscheidung im Urin sowie eine Erniedrigung der

Zinkspiegel im Plasma nachgewiesen werden konnte .

Ob eine Therapie mit
Chelatkomplexbildnern iiber die Reduktion der freien wirksamen Zinkmenge auch die
Prognose einer Zinkvergiftung verbessert, ist nicht bekannt. Die grof3te Effizienz hinsichtlich
der Zinkkomplexierung ist bei moglichst frithzeitiger Anwendung innerhalb von 10 Minuten

bis zu 12 Stunden nach Exposition gegeben *°.

Der genaue Pathomechanismus fiir die Entwicklung eines ARDS durch inhalative
Zinkintoxikation ist bis heute ungekldrt. Es werden eine Protein-, RNA- und DNA-

97,129 o . .
27 Zum Teil wird ein Kalzium-

Synthesehemmung unter toxischen Zinkdosen beobachtet
Antagonismus als die toxische Wirkung von Zink angefiihrt '°. Fiir eine akute zellulire
Toxizitét, die innerhalb weniger Stunden zum Zelltod der Alveolarepithelzellen fiihrt, diirften
jedoch diese Wirkungen kaum ursichlich sein.

Die Bildung freier Sauerstoff- und Stickstoffradikale bei der Reaktion von Sauerstoff oder
NO mit freien Zinkionen konnte allerdings eine wesentliche Rolle fiir die akute Toxizitit von

1% Die toxische Wirkung von Zink kénnte hier durch eine Interaktion von

Zink spielen
Stickstoffradikalen mit Metallothionein verstirkt werden: freie Stickstoffradikale reagieren
mit Metallothionein, wodurch in pulmonalen Endothelzellen an Metallothionein
gebundenes, endogenes Zink freigesetzt wird und sich so die Konzentration freier Zinkionen

im Cytosol weiter erhoht ',



1.2 ARDS

1.2.1 Definition und Pathophysiologie des akuten Lungenversagen (ARDS/ALLI)

Das akute, nicht obstruktive Lungenversagen (ALI/ARDS) ist eine relativ seltene, aber
bedrohliche und mit hoher Mortalitit ( 30-60 % ) verbundene Lungenerkrankung °**"-'%.
Es ist durch eine akute und schwere pulmonale Gasaustauschstorung infolge eines nicht
kardiogenen Lungenddems charakterisiert. Die Inzidenz des Krankheitsbildes ist unklar und
wird auf 1,5-12,9 Fille/100.000 und Jahr geschitzt *’. In Anlehnung an die Amerikanisch-
Europidische Konsensus Konferenz von 1994 wird zwischen dem weniger schweren
Krankheitsbild der acute lung injury (ALI) und dem schwereren acute respiratory distress
syndrome (ARDS) unterschieden, welche wie folgt definiert sind '*:
e ALI (acute lung injury): akuter Beginn

Oxygenierungsstorung: PaO,/Fi0, <300 mmHg

Bilaterale Infiltrate in der Rontgenaufnahme der Lunge

Pulmonal-arterieller VerschluBdruck (nicht obligatorisch): PCWP < 18 mmHg

e ARDS (acute respiratory distress syndrome): Definitionen wie fiir ALI, bis auf eine

schwerere Oxygenierungsstorung: PaO,/FiO, <200 mmHg

Die auslosenden Faktoren eines ARDS kdnnen sowohl eine direkte pulmonale Schidigung,
wie Pneumonie, Aspiration, Lungenkontusion oder Inhalationsnoxen als auch eine
extrapulmonale Ursache, wie Sepsis, Polytrauma, Verbrennungen, Verbrauchskoagulopathie,
Massentransfusionen, Fettembolien oder akute Pankreatitis sein ST123,

Auch wenn der Entwicklung eines ALI/ARDS verschiedene Ursachen zugrunde liegen
konnen, zeigt sich der Krankheitsverlauf doch recht dhnlich. Man kann pathophysiologisch
und klinisch 3 Stadien unterscheiden:

Das erste exsudative Stadium ist durch ein interstitielles Odem als Folge einer gesteigerten

Permeabilitit der alveokapilliren Membran charakterisiert. In Abhédngigkeit davon, ob eine
direkte pulmonale oder eine indirekte Schadigung vorliegt, rithrt diese Barrierestorung von
einer Alveolarepithel- bzw. Kapillarendothelschiddigung her. Klinisch entwickeln sich eine
Hyperventilation infolge Hypoxidmie und eine respiratorische Alkalose. Makroskopisch
sichtbare radiologische Verdnderungen der Lunge lassen sich zu diesem Zeitpunkt noch nicht

nachweisen. Elektronenmikroskopisch zeigen die Untersuchungen allerdings schon im ersten



Stadium ausgedehnte Zerstérungen der Typ-I-Zellen des Alveolarepithels '*. Experimentell
und klinisch wurde deutlich, dass vor allem das Ausmaf3 der alveoldren Schédigung einen
kritischen Faktor fiir die Entwicklung aber auch fiir die Rekonvaleszenz und Prognose des
ARDS darstellt '*°,

Die alveoldre Membran besteht aus zwei Zelltypen: die Typ-I-Alveolarepithelzellen machen
etwa 90 % der Oberfliache aus und reagieren sehr empfindlich gegeniiber Verletzung. Die
Typ-1I-Alveolarepithelzellen nehmen in etwa 10 % der Oberfliche ein und zeigen sich
wesentlich resistenter gegeniiber Verletzungen. Thnen kommen wichtige Funktionen wie

Surfaktantproduktion, Ionentransport, Proliferation und Differenzierung zu Typ-I-Zellen zu.

Im zweiten Stadium eines ARDS kommt es zum Einstrom protein- und fibrinreichen Exsudats
in den Alveolarraum, das sich zu den so genannten ,,hyalinen Membranen* formiert. In den
kleineren Blutgefilen der Lunge flihren Mikrothromben zur Entstehung von
Mikroatelektasen und zur Ausbildung intrapulmonaler Shunts, die die beginnende
Gasaustauschstorung der Lunge weiter verstirken. In diesem Stadium kommt es zu
morphologischen Verdnderungen der Lunge, wie deutlicher Verbreiterung des Interstitiums
und Zerstorung der Alveolarstruktur. Im Rontgenbild sieht man beidseitig fleckige und
streifige Verdichtungen des Lungenparenchyms.

Von der Schiddigung sind nun neben den Typ I auch die Typ II Alveolarepithelzellen
betroffen, sodass es nachfolgend zu einer verminderten Bildung des Surfactantfaktors, sowie
einer Unterbrechung des normalen epithelialen Fliissigkeitstransportes kommt und somit ein
Kollaps der Alveolen weiter begiinstigt wird. Die durch neutrophile Granulozyten
freigesetzten Proteasen fiihren zum weiteren Verlust von Surfaktant. Eine massenhafte
Ausschiittung von Entziindungsmediatoren fiihrt zur Verschiebung des Redoxstatus der
Alveolarepithelzellen. Des weiteren werden Fibroblasten, unter anderem durch Interleukin-1,

zur iiberschieBenden Produktion von Extrazellularmatrix angeregt '*°.

SchlieBlich kann dieser Verlauf in ein irreversibles proliferatives Stadium III mit

Fibroproliferation und Kollagenablagerung im Lungenparenchym, Endothelproliferation der
Alveolarkapillaren und letzten Endes Ausbildung einer Lungenfibrose miinden. Klinisch fiihrt
diese  Gewebereorganisation zu einer stark herabgesetzten = Compliance und
Diffusionskapazitit mit konsekutiver respiratorischer Globalinsuffizienz und pulmonaler

Hypertonie.
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1.2.2 Therapie des ARDS

Eine kausale Therapie des ARDS blieb bis heute trotz grofler Fortschritte in der Erforschung
der pathophysiologischen Mechanismen aus. Maflnahmen im Management des akuten
Lungenversagens bestehen primdr, falls moglich, in der konsequenten kausalen Therapie des
Grundleidens, z.B. einer Sepsis durch antimikrobielle Therapie und Fokussanierung. In der
klinischen Praxis wird des Weiteren eine negative Fliissigkeitsbilanz angestrebt, um die
transkapilldre Filtration zu vermindern und die Odemresorption zu erleichtern, stabile
Kreislaufverhéltnisse miissen allerdings gewéhrleistet werden. Vier-Seitenlagerung mit
regelmifigem Wechsel der Patientenposition wird empfohlen um einer Akkumulation der
pulmonalen Odeme in den abhiingigen Lungenabschnitten entgegenzuwirken. So genannte
protektive Beatmungsformen mit hohen PEEP, begrenzten inspiratorischen Driicken,
umgekehrtem Atemzeitverhiltnis, erhohten Beatmungsfrequenzen, permissiver Hyperkapnie
und druckgesteuerter Beatmung werden eingesetzt um eine ventilationsassoziierte
Lungenschidigung zu vermeiden ».

Ein positiver Effekt einer Applikation von Surfaktant konnte bislang in keiner randomisierten

. . 4
Studie nachgewiesen werden ®%

. Auch die Bedeutung systemisch verabreichter oder
inhalativer Prostaglandinderivate ist noch unklar "*''®. Die Inhalation von NO fiihrt iiber eine
pulmonale Vasodilatation im Bereich ventilierter Alveolen zu einer Verbesserung des
gestorten Ventilation-Perfusions-Verhéltnisses und wirkt somit der Hypoxémie entgegen. Ein

letalititssenkender Effekt konnte bislang allerdings nicht nachgewiesen werden *''*,

1.2.3 Glukokortikoide bei der Therapie des ARDS

Pathophysiologisch  postuliert man beim ARDS eine iiberschieBende Reaktion

8,60,125

entziindungsvermittelnder Zellen Dartiber hinaus ist die Anwesenheit von

Entziindungszellen und inflammatorischen Cytokinen 1im  Material aus einer
bronchoalveoliren Lavage beim ARDS mit einer schlechten Prognose assoziiert **'.

Lingere Zeit wurden fiir die Behandlung des ARDS aus theoretischen Uberlegungen
Glukokortikoide wegen ihrer nachgewiesenen antiphlogistischen und antiddematdsen
Wirkung empfohlen **''°. Fiir die Therapie des ARDS wire anzunehmen, dass die Hemmung

der komplement-induzierten Granulozytenaggregation und die Hemmung der Neutrophilen-

Chemotaxis als Eigenschaften der Steroide von Nutzen sein konnten. Weitere, mutmaBlich
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positive, Effekte der Glukokortikoide beim ARDS sind eine Hemmung der Bildung
proinflammatorischer Prostaglandinderivate, eine Membranstabilisierung von Zell- und
Lysosomenmembranen sowie eine verminderte Freisetzung von Sauerstoffradikalen aus

aktivierten Neutrophilen

. Gegen die Erwartung zeigte sich allerdings in mehreren
klinischen =~ Studien  iibereinstimmend die  Ineffektivitit einer  hochdosierten
Glukokortikoidtherapie in der Initialphase des ARDS *'*!13%°0 Weder fiir physiologische
Parameter noch fiir die Uberlebensrate wurde ein Effekt bei einem durch unterschiedliche
Noxen ausgelosten ARDS gefunden. Eine Studie bei Patienten mit septischem Schock, die
noch kein ARDS hatten, zeigte sogar einen negativen Effekt der Glukokortikoide, da die mit

Steroiden behandelten Patienten hiufiger ein ARDS entwickelten '*’

. Ein eindeutiger
positiver Effekt der Therapie mit Glukokortikoiden in der Frithphase konnte bei klinisch
relativ seltenen Auslosern eines ARDS nachgewiesen wurden, unter anderem bei der
Pneumocystis carinii-Pneumonie bei HIV-Infektion, der akuten eosinophilen Pneumonie, dem
ARDS im Rahmen von Fettemboliesyndromen oder Bronchiolitis obliterans ****7%,

Fiir die spidtere proliferative Phase des ARDS konnte in einer prospektiven randomisierten
Studie ein positives Ergebnis der Glukokortikoidbehandlung beobachtet werden ’*. Hier
kommt offensichtlich der antifibroproliferative Effekt der Glukokortikoide mit daraus
resultierender Reduktion der Kollagensynthese und verminderter Ausprigung der

nachfolgenden Lungenfibrose zur Geltung. Ferner wird die unter Glukokortikoiden erhdhte

Surfaktantproduktion der Alveolarepithelzellen als eine positive Nebenwirkung angesehen.

Fiir die ausbleibende Wirkung der Glukokortikoide in der Frithphase eines ARDS ist unter
anderem eine erhdhte Rate von Infekten angeschuldigt worden '*’. Allerdings lieB sich eine
erhohte Rate von infektassoziierten Komplikationen bei Therapie eines ARDS mit Steroiden
nicht konstant nachweisen . Somit blieb letztlich die Frage weiter ungeklirt, welche
Pathomechanismen dazu fithren, dass theoretisch wirksame Glukokortikoide in der Praxis

enttduschende Ergebnisse liefern.
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1.3 Glutathion

1.3.1 Glutathiondepletion unter Glukokortikoiden

In der Akutphase des ARDS kommt es zur Aktivierung der Entziindungskaskade mit
verstirkter Freisetzung von zytotoxischen und prooxidativen Substanzen **"'*°. Somit kommt
dem korpereigenen antioxidativen System fiir die Aufrechterhaltung des Redoxstatus der
Zelle eine herausragende Rolle zu **'*°. Als Bestandteile des antioxidativen Systems sind in
der Lunge vor allem Superoxiddismutase, Katalase, Glutathion, sowie zahlreiche Vitamine,
wie E, C und Beta-Karotin prasent '**. Insbesondere Glutathion scheint dabei von groBer
Bedeutung zu sein **°.

Diverse Studien haben belegt, dass sowohl in den Pneumocyten als auch in dem die Alveolen
auskleidenden Schutzfilm, dem sog. ELF (epithelial lining fluid), der Glutathiongehalt beim
ARDS erniedrigt ist °. Des Weiteren scheint die beschriebene Glutathiondepletion in der ELF-

Fliissigkeit mit einer erhohten Mortalitéitsrate assoziiert zu sein *.

Untersuchungen  der  eigenen  Arbeitsgruppe  haben  gezeigt, dass  nach
Glukokortikoidbehandlung der zelluldre Glutathiongehalt in einer Typ-II-Alveolarepithel-

120 Nicht alle Korperzellen reagieren auf Glukokortikoidgabe

dhnlichen Zellkultur abnimmt
mit einer Abnahme des Glutathiongehaltes, einer sogenannten Glutathiondepletion. Bei vielen
Parenchymzelltypen, wie Hepatozyten, Nierenzellen, Ovarialzellen, Fibroblasten wird keine
Glutathiondepletion beobachtet, man konnte fiir diese Zelltypen dagegen einen Anstieg des
intrazelluliren Glutathiongehaltes durch Glukokortikoidbehandlung nachweisen '***7,

Somit kann man vermuten, dass die Glutathiondepletion eine besondere Reaktion der
Alveolarepithelzellen auf Glukokortikoide ist. Interessanterweise zeigen diese Zellen keine
Verminderung des GSH-Synthesevermdgens nach Glukokortikoidbehandlung '**. Somit wire
es zu kléren, ob die Stimulation der GSH-Synthese die beschriebene Glutathiondepletion in

den Alveolarepithelzellen nach Glukokortikoidgabe ausgleichen oder wenigstens vermindern

kann.
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1.3.2 Glutathiondepletion unter Zinkbelastung

GleichermaBlen wie beim ARDS scheint auch bei der zink-induzierten Zytotoxizitdt ein
gestorter Glutathionmetabolismus eine Rolle zu spielen. Insbesondere fiir die zink-bedingte
Toxizitdt wurde eine Depletion des zelluldren Glutathions in den Leberzellen der Ratte
beschrieben '”. Auch an Lungenzellen kam es unter toxischen Zinkkonzentrationen zu einer

Glutathiondepletion !

. Vor allem nach vorangegangener experimenteller Entleerung der
GSH Speicher der Zellen konnte eine verstirkte toxische Wirkung von Zink demonstriert
werden '*. Zusitzlich zum verringerten Gesamtglutathiongehalt wurde immer eine Zunahme
des oxidierten  Glutathions (GSSG) nach  Exposition  gegeniiber toxischen
Zinkkonzentrationen beobachtet. Aulerdem kam es nach einer Blockierung der Aktivitét der
zelluldren Glutathionreduktase gleichfalls zu einer erh6hten Zinktoxizitét in den Lungenzellen
124" Anscheinend kann Zink die Aktivitit der Glutathionreduktase irreversibel blockieren, was
vermutlich den ersten Schritt bei der Verdnderung im Glutathionsystem der
Alveolarepithelzellen darstellt *'.

Die Abnahme des zelluldren Glutathionpools unter Zinktoxizitdt kann an unterschiedlichen

Stationen des Glutathionmetabolismus stattfinden, wie zum Beispiel:

1. Zum Einem konnte dafiir eine direkte irreversible Hemmung der Glutathionreduktase

2LB1 Durch ausbleibende Reduktion des oxidierten

durch Zink verantwortlich sein
Glutathions kommt es zu einer Verschiebung des Verhiltnisses zwischen reduziertem und

oxidiertem Glutathion zu Gunsten des oxidierten Glutathions.

2. Zum Anderen kann ein erhohter Efflux des vor allem oxidierten Glutathions aus der

Zelle fiir die Depletion des zelluldren Glutathionpools urséchlich sein®® ™.

3. Moglicherweise kann eine eingeschrankte Glutathionsynthese den Verlust von
oxidiertem und aus der Zelle transportiertem Glutathion nicht ausgleichen.

Interessanterweise scheint Zink aber die GSH-Synthese nicht zu hemmen "'
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1.3.3 Steigerung der Glutathionsynthese

Da die Glutathionreduktase durch Zink gehemmt wird, kann dem durch Zink verursachten
oxidativen Stress mit Anstieg des GSSG nicht mit Reduktion des oxidierten Glutathions
begegnet werden. Eine Kompensation wére lediglich durch Ausschleusung des GSSG aus der
Zelle und eine gleichzeitige Neusynthese von GSH mdglich. Interessanterweise konnen die
Syntheseraten fiir Glutathion so hoch sein, dass sie anndhernd die Reduktionskapazitit der

Bl So wire es theoretisch mdglich, durch eine erhohte

Glutathionreduktase erreichen
Syntheseleistung einen intrazelluldren Glutathionverlust auszugleichen und somit die

Widerstandstahigkeit der Zelle gegeniiber oxidativem Stress zu steigern.

Glutathion ist ein Tripeptid, das intrazelluldr aus Glutamat, Glycin und Cystein aufgebaut
wird. Dabei stellt Cystein einen limitierenden Faktor fiir die Glutathionsynthese dar ”°. Die
zelluldren Konzentrationen von Cystein liegen zwischen 10 und 100 umol/1 und damit weit
unter dem Km-Wert der y-Glutamylcysteinsynthetase. Somit ist die Cystein-Verfiigbarkeit
das entscheidende Mal} fiir die Glutathion-Neusynthese in der Zelle. Eine durch Zink
verursachte verminderte Aufnahme oder eine eingeschriankte Verfiigbarkeit von Cystein
konnte zu einem Cysteinmangel und somit zu einer erniedrigten Syntheserate in der Zelle
filhren. So konnte man wiederum durch ein erhdhtes Angebot an Cystein oder seinen
Vorlaufersubstanzen die zellulare Glutathion- Syntheseleitung  steigern und somit

moglicherweise die zink-bedingte Toxizitdt verringern.

In mehreren klinischen Studien wurde seit Jahren die Wirksamkeit von Glutathion-
Substitution auf die Erhohung des Glutathiongehalts im ELF bei Vorliegen eines ARDS
untersucht '"'®. Die orale Gabe von Glutathion fiihrte allerdings zu keinem Anstieg des
Glutathiongehaltes im ELF '®. So wurde ferner die Verabreichung von
Glutathionesterverbindungen und Glutathionaerosolen, sowie Cysteinvorstufen wie N-

Acetylcystein und Oxothiazolidin getestet ' %1%,
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1.4 N-Acetylcystein

1.4.1 N-Acetylcystein als Glutathiondonator

N-Acetylcystein  wurde in den 60-ger Jahren entwickelt und ist ein N-Acetyl-Derivat der
natiirlich vorkommenden Aminoséure L-Cystein. Dank seiner Féhigkeit zur reduktiven
Spaltung von Disulfidbriicken in Mukoproteinen des Bronchialsekrets findet es einen weiten
Einsatz in der Medizin als Expektoranz zur Herabsetzung der Sputumviskositit. Weitere
Indikationen fiir NAC sind eine akute Paracetamol-Intoxikation, sowie die Prophylaxe der
kontrastmittelinduzierten Nierenschidigung.

Die Funktion des N-Acetylcysteins als Radikalfanger wird aus der chemischen Formel des

NAC-Molekiils ersichtlich.

8]

o
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\HH—L‘;—L‘.H;,_
!

Die freie SH-Gruppe kann zum einen direkt mit Oxidantien, wie H,O, (Sauerstoffperoxid),
‘OH (Hydroxylradikal), HOCI (Hypochlorsiure) interagieren **°. Dabei werden zwei freie
Sulthydrylgruppen zu einer Disulfidverbindung oxidiert. Zum anderen mehren sich
Evidenzen, dass NAC die Synthese von Glutathion, einem der wichtigsten Antioxidanten, zu
unterstiitzen vermag. Da Alveolarepithelzellen Typ II bevorzugt Cystein im Vergleich zu
Cystin importieren, stellt anscheinend Cystein das {iberwiegende Substrat fiir die
Glutathionsynthese dar ***°. Die Gewinnung von Cystein kann zum einen durch die
Deacetylierung von NAC und zum anderen durch die Reduktion von Cystin zu Cystein

erfolgen.
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1.4.2 Studien zur Behandlung mit N-Acetylcystein

Mittlerweile wurden einige klinische und experimentelle Studien zur Untersuchung der

antioxidativen Effekten des NAC sowohl in vivo als auch in vitro durchgefiihrt.

1.4.2.1 In Vivo Studien:

Die therapeutische Niitzlichkeit von NAC wurde in der Behandlung von systemischer
Sklerose, idiopathischen Lungenfibrose, sowie tierexperimentell nach Verbrennung, hoch
dosierter radioaktiver Bestrahlung und Bleomycin-induzierter Lungenfibrose erwiesen '3,
Bei oraler Gabe wird NAC im Magendarmtrakt schnell aufgenommen und anschlieBend
hepatisch metabolisiert. So resultiert bei einem hohen first-pass-Effekt eine
Bioverfiigbarkeit von ca. 5-10 %, was bei einer intravendsen Gabe nicht der Fall ist. Die
Plasmahalbwertszeit liegt bei 2-4 Stunden. Die Deacetylierung von NAC erfolgt durch die
zellmembranstindige oder intrazelluldr lokalisierte N-Deacetylase. NAC wird vorwiegend
renal nach Transformation in inaktive Metabolite ausgeschieden.

Trotz der schwierigen Unterscheidung zwischen den mukolytischen und antioxidativen

Eigenschaften des NAC haben die meisten Studien Hinweise darauf erbracht, dass die

Wirkung des NAC iiber die mukolytische Effekte hinausgeht.

Die antioxidative Wirkkomponente von NAC lieB sich in einer kontrollierten,
multizentrischen Studie bei Patienten mit ARDS demonstrieren '**’. In den meisten Studien
wurden die Dosen oral zwischen 200 und 600mg/d bzw. intravends bis zu 150 mg/kg
Kérpergewicht pro Tag verabreicht *°. So hatte die hochdosierte Applikation von NAC nicht
nur einen signifikanten Wiederanstieg der bei ARDS pathologisch niedrigen Konzentration
wichtiger Antioxidanzienien (Glutathion, Cystein) zur Folge, sondern verminderte auch die
Dauer des akuten Lungenversagens. Ein giinstiger Einfluss auf das Uberleben der Patienten
fand sich allerdings nicht '***®*"° Zu sehr dhnlichen Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe
von Ortolani et al. **. Bei 36 Patienten mit friihem ARDS reduzierte NAC in einer Dosierung
von 50 mg/kg KG die Konzentrationen von expiratorischem Ethan und Malondialdehyd, als
Endprodukte der Lipidperoxidation, und von oxidiertem Glutathion, was von den Autoren als

lungenprotektiver Effekt interpretiert wurde. Insgesamt ergab eine Metaanalyse von 5
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randomisierten Studien mit insgesamt 239 Patienten aber keinen signifikanten Vorteil fiir die

Anwendung von N-Acetylcystein gegeniiber Placebo in Bezug auf die Mortalitit %

In den tierexperimentellen Untersuchungen liel sich allerdings ein praventiver Effekt von
NAC gegen oxidative Noxen wie Hyperoxie, Endotoxine oder Ischimie nachweisen *.

Zusiétzlich zur antioxidativen Wirkung werden NAC antiinflammatorische Effekte
zugeschrieben. So reduzierte die NAC-Behandlung den Gehalt an Entziindungszellen und

deren Aktivititsmarkern in Bronchoalveolirlavage von Rauchern *°.

1.4.2.2 In Vitro Studien:

In in vitro Versuchen in erforschte man die Rolle von NAC als Glutathion-Donators weiter.
So erhohte die Gabe von 1 mmol/l NAC den intrazelluliren Glutathiongehalt und
Widerstandsfahigkeit der Alveolarepithelzellen Typ II der Rate bei Paraquat-induzierter
Toxizitit *>*. Bei humanen A549 Zellen konnte die Inkubation mit 1 mmol/l NAC die
Auswirkungen der Cyclophosphamid-Intoxikation ebenso reduzieren °'. In einer anderen
Studie mit A549 Zellen fiihrte die Inkubation mit einer Dosis von 10 pmol/l NAC zu einem

zehnfachen Anstieg des intrazelluliren Glutathiongehaltes *°.

Es existieren allerdings keine exakten Untersuchungen dazu, wie sich eine N-Acetylcystein-
Gabe wihrend oder nach einer Glukokortikoid-Behandlung auf den Glutathionhaushalt und
die Vitalitdt der Alveolarzellen auswirken. Unter diesem Aspekt wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit versucht, folgende Fragen zu kléren:
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2. Fragestellung

1.

Es sollte gekldart werden, ob sich der zelluldre Glutathiongehalt von zwei als
Alveolarepithel Typ II charakterisierten Zelllinien (L2, A549) durch Gabe von N-

Acetylcystein erhdhen lésst.

Da in den Versuchen Zinkchlorid in einer Konzentration bis 200 umol/l verwendet wurde,

sollte die verwendete NAC Konzentration ebenso auf 200 umol/I festgesetzt werden.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob durch NAC-Gabe eine zinkbedingte toxische
Schadigung der Zellen durch Unterstiitzung der Glutathionsynthese vermindert wird.

Um einen Effekt der Glutathionsynthesesteigerung durch NAC von dessen weiteren
antioxidativen und zink-komplexierenden Eigenschaften unterscheiden zu konnen, sollte

hierbei als Kontrolle das D-Enantiomer von NAC, das N-Acetyl-D-Cystein, dienen.

Durch unterschiedliche Cysteingehalte im Medium wihrend der Inkubation mit
Zinkchlorid und NAC wurde untersucht, ob das extrazelluldre Cysteinangebot den Nutzen

der NAC-Substitution beeinflusst.
Als Néchstes interessierte, ob eine erhohte Sensitivitit der Alveolarepithelzellen

gegeniiber Zink nach Vorbehandlung mit Hydrocortison bei Unterstiitzung der

Glutathionsynthese durch NAC wieder authebbar ist.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Gerate

Laminar Air Flow BSB 6, Fa. Flow, Meckenheim

CO2-Auto-Zero Brutschrank, Fa. Heraeus, Hanau

Lichtmikroskop Axiovert 35M (Objektive 5x, 10x, 20x, 32x; Tubusfaktor 1x; Okular 10x),
Fa. Zeiss, Oberkochen

Eppendorf Zentrifuge 5414, Fa. Eppendorf Gerétebau, Netheler + Hinz, Hamburg

Rotanta R (Tischzentrifuge), Fa. Hettich, Tuttlingen

Eppendorf Mixer 5432, Fa. Eppendorf Gerdtebau, Netheler + Hinz, Hamburg

Photometer Biochrom 4060, Fa. Pharmacia, Freiburg

Tri-Carb® Liquid Scintillation Analyser, Model 2.500 TR, Fa. Canberra Packard, Dreieich

3.2 Chemikalien und Reagenzien

Coomassie Brilliant Blau G 250, Fa. Serva, Heidelberg

5,5‘-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB), Ellman’s Reagenz, Fa. Sigma-Chemie,
Deisenhofen

Ethanol, Fa. Merck, Darmstadt

Glutathion (reduziert) (GSH), Fa. Sigma-Chemie, Deisenhofen

Glutathion (oxidiert) (GSSG), Fa. Sigma-Chemie, Deisenhofen

Glutathionreduktase, EC 1.6.4.2, aus Hefezellen, Fa. Boehringer, Mannheim

Hydrocortison, Fa. Sigma-Chemie, Deisenhofen

NADPH, Fa. Boehringer, Mannheim

N-Acetylcystein , Fa. Fluka Chemika, Neu-Ulm

N-Acetyl-D-cystein, Fa. Research Organics, Cleveland, USA

Perchlorsdure, Fa. Merck, Darmstadt

3°S-Methionin/Cystein-Gemisch, Fa. Hartmann Analytic, Braunschweig

Szintillationsfliissigkeit Ultima Gold, Fa. Canberra Packard, Dreieich

Triethanolaminhydrochlorid, Fa. Merck, Darmstadt

Triton X-100, Fa. Merck, Darmstadt

2-Vinylpyridin 97 %, Fa. Aldrich, Steinheim

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien waren p. a. oder von hochster Qualitét.
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3.3 Puffer- und Reagenzldsungen

Salzlésungen:
Phosphat Buffered Saline (PBS): 0,2 g KCl, 0,2 g KH,POy4, 8,0 g NaClund 1,15 g
Na,HPO4 in 1000 ml H,O I6sen und an der Glaselektrode mit 2 M NaOH auf pH 7,6

eingestellt;

Reagenzien zur Proteinbestimmung;:
Bradford-Puffer: 2,0 g Na,HPOy, 0,6 g KH,PO4, 7,0 g NaCl und 0,2 g NaNj3 in
1000 ml H,O geldst;
Bradford-Reagenz: 100 mg Coomassie Brilliant Blau G 250, 100 ml 16 M
H3;PO4 und 46,7 ml EtOH nach vollstindiger Auflosung mit H,O ad 1000 ml
aufgefiillt und filtriert;

Rinderserumalbumin-Standard: 100 mg in 10 ml H,O gelost;

Reagenzien zur Glutathion- und Glutathionreduktase-Bestimmung:
Phosphat-Puffer (100 mmol/l): 6,81 g KH,PO4 bzw. 11,41 g K,;HPO4
jeweils in 500 ml H,O mit je 186 mg Na,EDTA x 2 H,O (1 mmol/l) getrennt

angesetzt und an der Glaselektrode bis zum Erreichen eines pH von 7,0 gemischt;

Zinkstammlosung (10 mmol/l): 136 mg ZnCl, in 100 ml PBS geldst und sterilfiltriert.

3.4 Zellkulturartikel

Sterile Zellkulturartikel wie 50 ml Schrighalskulturflaschen, Zentrifugenréhrchen (10, 15, 50

ml), sowie Petrischalen und Multi-Well-Schalen wurden von der Firma Nalge-Nunc,

Wiesbaden, bezogen.

Kulturmedien und Reagenzien:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Nutrient F12 (mix 1:1) (DMEM/F12), Fa. Gibco
Eggenstein

Minimum Essential Medium mit Hanks’ Salzen und L-Glutamin (MEM), Fa. Gibco,
Eggenstein

Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen, Fa. Gibco, Eggenstein

”Hanks’s Balanced Salts”-Lésung (HBSS) ohne Ca2+/Mg2+, Fa. Gibco, Eggenstein
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Penicillin-Streptomycin-Losung (10000 [U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin),
Fa. Gibco, Eggenstein
Fetales Kélberserum (FCS), Fa. Boehringer, Mannheim
Glutamin-Losung: 3,65 g L-Glutamin, Fa. Merck, Darmstadt, in 100 ml PBS gelost und
sterilfiltriert.
20 mg Trypsin Inhibitor Typ I-S, Fa. Sigma, Deisenhofen,
in 10 ml H20 geldst und sterilfiltriert; davon wurden 5 ml pro 500 ml Flasche MEM
zugesetzt,
Trypsin-Losung: Trypsin-EDTA (5 g/l Trypsin, 2 g/l EDTA), Fa. Gibco, Eggenstein,
1:20 mit PBS verdiinnt
Dem Kulturmedium DMEM/F12 wurden pro 500 ml Flasche 2,5 ml Penicillin-Streptomycin-
Losung, 5 ml Glutamin-Losung sowie 5 oder 10 Vol. % FCS zugesetzt.

3.5 Zellen

Alle fiir die Untersuchungen verwendeten Zelllinien wurden von der American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA) bezogen. Dabei handelte es sich um die
Lungenzelllinien L2 (Ratte) und A549 (Adenokarzinom, Mensch) v,

Die Zellen wurden als tiefgefrorene Asservate importiert und in fliissigem Stickstoff gelagert.
Bei Bedarf wurden Zellen aus dem Stammvorrat entnommen, nach Vorschrift aufgetaut und

wie beschrieben (s. 3.6.1) kultiviert *.

3.5.1 L2 Zellen

Diese Zelllinie wurde von der American Type Culture Collection (ATCC) etabliert. Sie
stammt aus dem Bronchialtrakt der Ratte und wird in der Literatur als Alveolarepithelzelltyp

verwendet. Die Zellen wurden nach 4 Passagen von der ATCC bezogen und weiter kultiviert.

3.5.2 A549 Zellen

Die humane Lungenkarzinomzelllinie = A549, die oft dem Alveolarepithelzelltyp-II
zugeordnet wird, stammt von einem 58-jdhrigen Karzinompatienten und wurde 1972 von D.J.

Giard und Mitarbeiter initiiert $>°°

. Untersuchungen der Arbeitsgruppe M. Lieber zeigen, dass
diese Zelllinie zur Lecithinsynthese (Surfaktantbildung) fdhig ist und multilamelldre

EinschluBkérperchen bildet ©. Die Zellen wurden von der ATCC als Passage 77 erhalten.
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3.6 Methoden

3.6.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in DMEM/F12 in wasserdampfgesittigter 5 % CO,/Luft-Atmosphire
kultiviert. Nach 2 Tagen wurde das Medium abgesaugt und durch frische Nahrlosung ersetzt.
Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellrasen passagiert. Dazu wurden sie nach
Waschen mit Ca>” und Mg®" freiem HBSS mit einer Trypsin-Losung inkubiert. Nach Ablosen
der Zellen und nachfolgender Zugabe eines Trypsin-Inhibitors wurden die Zellen durch
Zentrifugation (bei ca. 200 G) sedimentiert. Das Zellsediment wurde in DMEM/F12
resuspendiert und anschlieBend in Multiwells oder Kulturflaschen ausplattiert. Die Versuche
wurden an konfluent gewachsenen Zellrasen durchgefiihrt; der Proteingehalt war von Zelllinie
zu Zelllinie verschieden und lag bei L2 Zellen zwischen 50 und 100ug pro Well (ca. 2cm?)
und zwischen 100 und 200pug pro Well bei A549 Zellen.

3.6.2 Vorbehandlung der Zellen mit Hydrocortison und N-Acetylcystein

Die  Vorbehandlung mit dem  Glukokortikoid  Hydrocortison  erfolgte im
Standardkulturmedium der jeweiligen Zelllinie bei Konzentrationen von 100 pmol/l fiir 72
Stunden. Bei dem routinemifligen Auswechseln der Néhrlosung wurde erneut dieselbe
Konzentration Hydrocortison zugesetzt.

Zum Losen des Hydrocortisons wurde Ethanol in einer Endkonzentration von 0,1 % im
Medium benotigt. Alle Kontrollen ohne Hydrocortison enthielten die entsprechende Ethanol-
Konzentration.

Bei einer Versuchsreihe wurden die Zellen zusétzlich einer 24-stiindigen Vorbehandlung mit
N-Acetylcystein in einer Konzentration von 200 pmol/l unterzogen, die in den letzten 24
Stunden der Hydrocortison-Vorbehandlung stattfand. Dabei wurde die Nihrlosung

ausgewechselt und erneut gleiche Konzentration von Hydrocortison zugesetzt.
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3.6.3 Inkubation der Zellen mit N-Acetylcystein und N-Acetyl-D-cystein

Bei einer anderen Versuchsreihe erfolgte die N-Acetylcystein Zugabe wéhrend der
Zinkchloridinkubation (siehe 3.6.4). Die Inkubation erfolgte bei Konzentrationen von 200
pmol/l fiir 3 Stunden bei L2 und 4 Stunden bei A549 Zellen. Als Kontrolle diente dazu die
Behandlung mit 200 umol/l N-Acetyl-D-cystein.

Es wurden drei unterschiedliche Versuchsreihen durchgefiihrt, bei denen die Cystein -
Konzentration im Medium wihrend der Inkubation mit NAC bzw. NADC und Zinkchlorid

variiert wurde und jeweils 1, 10 und 100 pmol/l betrug.

3.6.4 Inkubation der Zellen mit Zinkchlorid

Vor Inkubation mit Zinkchlorid wurden die Zellen mit MEM gewaschen. Danach wurden sie
konzentrationsabhdngig mit Zinkchlorid in MEM (mit Hanks’ Salzen und L-Glutamin) bei
37°C in 5 % CO2/Luft-Atmosphére inkubiert. Zinkchlorid wurde von einer 10 mmol/l
Fertiglosung entnommen.

Fir die L2 Zellen wurden dabei Konzentrationen im Bereich von 0 bis 200 pmol/l fiir
insgesamt 3 Stunden, fiir die A549 Zellen im Bereich von 0 bis 200 umol/l Zink fiir 4 Stunden

eingesetzt.

3.6.5 Bestimmung der Methionineinbauraten

In den letzten 60 Minuten der Inkubation mit Zinkchlorid wurden die Zellen mit radioaktiv
markiertem **S-Methionin/Cystein —Gemisch (Methionin ca. 75 %, Cystein ca.25 %, etwa 40
KBq/Zellrasen) unter Beibehaltung der jeweiligen Zinkkonzentration in MEM mit Earle’s
Salzen inkubiert. Zuvor wurde die Konzentration von nicht radioaktiv markiertem Methionin

im Medium auf 15 pmol/l reduziert.

AnschlieBend wurden die Zellrasen, nach Auswaschen der nicht aufgenommenen
Radioaktivitdt, mit 0,33 mol/l Perchlorsdure (HCIO4), 1 mmol/l EDTA aufgeschlossen und
die Radioaktivitdt der sdureldslichen Fraktion gemessen.

Der prézipitierte Proteinanteil wurde nachfolgend mit 0,5 mol/l NaOH, 1 % SDS gelost und

die enthaltene Radioaktivitit bestimmt. Die Radioaktivititsmessungen erfolgten nach
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Zumischung von Szintillationsfliissigkeit in einem TriCarb 2500 TR Gerit. Die Messwerte
der NaOH-Fraktion wurden in Methionindquivalenten berechnet. Die Werte wurden jeweils in

Prozent zur jeweiligen Kontrolle ohne Zinkchloridzusatz ausgedriickt.

Tabelle1:  Methionineinbaurate und cytosolischer Methionin/Cysteingehalt von L2
Zellen

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhingigen

Versuchen

_ _ in zellulare Proteine eingebautes zytosolischer
Zinkchlorid o o _
Methionin Methionin/Cysteingehalt
Anteil i
[wmol/l] [Anteil an [% der Kontrolle [Anteil an [% der Kontrolle
umo angebotener ohne Zink] angebotener ohne Zink]
Gesamtaktivitit] Gesamtaktivitit]

0 0,64 +0,25 1000 0,52+ 0,1 100,0 £ 0

15 0,63 +0,17 94,6+ 7,1 0,51+0,1 96,9 +5,2
25 041+0,13 86,1 +3,7 0,56+ 0,11 106,9 + 8,7

50 0,33+ 0,31 42,8 +3,1 0,36+ 0,3 68,1 + 6,4
75 0,22+0,12 422 +8.4 0,59+0,2 111,7+7.7
100 0,19 + 0,03 31£5,6 0,54 + 0,04 102,5+5,8
150 0,11+ 0,03 18,8+ 6,1 0,41+0,16 78,5+3,2
200 0,09 + 0,01 16,9 4,1 0,18+0,1 345+3,1

AnschlieBend wurden mit Hilfe einer sigmoiden Funktion ECsy -Werte fiir jeweilige Dosis-

Wirkungs-Kurve berechnet (sieche 3.6.9).
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3.6.6 Bestimmung des Glutathiongehaltes

Die Bestimmung des oxidierten bzw. reduzierten Glutathiongehaltes in den Zellen erfolgte
nach einer Methode nach Tietze '. Zunichst wird GSSG zu 2 GSH umgewandelt. Das
passiert enzymatisch durch die Glutathionreduktase (GR) unter Verbrauch von NADPH/H".
Das reduzierte GSH reduziert DTNB zu 2-Nitro-Thiobenzoesdure, dessen Lichtabsorption bei

412nm gemessen wird.

GSSG + NADPH/H® S® 2GSH + NADP'
2GSH + DINB — GSSG + 2 TNB

Dazu wurden die Zellen mit 350 pl 0,33 mol/l Perchlorsdure aufgeschlossen, und der
Sdureaufschluss mit Triethanolamin neutralisiert (pH 6,5-7,5). Zur Bestimmung des
Gesamtglutathions wurden 100 pl der Perchlorsdurefraktion mit NADPH (240 umol/l),
DTNB (56 umol/l), (angegeben ist jeweils die Endkonzentration in der Kiivette) und 815 pl
Phosphatpuffer versetzt. Nach Zugabe von 30 ul Glutathionreduktase wurde anschlieend die
Extinktionszunahme durch die Bildung des gefarbten TNB  Anions (Reduktionsprodukt aus
DTNB) bei 412 nm verfolgt.

Die Messung des oxidierten Glutathions (GSSG) erfolgte nach gleicher Methode, jedoch nach
Reaktion der neutralisierten S#durefraktion mit 2-Vinylpyridin (100 pl Probe + 2 pul 2-
Vinylpyridin) sowie Abdampfen von iiberschiissigem 2-Vinylpyridin fiir insgesamt 1 Stunde,
Das in der neutralisierten Sdurefraktion vorhandene, reduzierte Glutathion wurde durch dieses
Vorgehen nicht mehr erfasst .

Aus der Steigung der Extinktionszunahmekurve bei 412 nm konnten mithilfe von Eichkurven
mit oxidiertem Glutathion die Werte des Glutathiongehaltes der Zellen ermittelt werden. Die
Bestimmung der GSH bzw. GSSG - Konzentration erfolgte durch Vergleich der gemessenen
Steigung der Extinktionszunahmekurve mit der Steigung der Eichgerade: AE/At=c * m + b,
wobei AE/At die Extinktionsénderung , ¢ die GSH/ GSSG —Konzentration , m die Steigung
und b der Achsenabschnitt der Eichgerade ist.

Die Werte wurden auf den nach der Bradford-Methode bestimmten Proteingehalt bezogen.
Eine Beeinflussung des Tests durch Zink oder Hydrocortison wurde ausgeschlossen '%.
AnschlieBend wurden mit Hilfe einer sigmoiden Funktion ECsy -Werte fiir jeweilige Dosis-

Wirkungs-Kurve berechnet (sieche 3.6.9).
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3.6.7 Bestimmung der Glutathionreduktase - Aktivitat

Die Aktivitdt der Glutathionreduktase wurde mit einem modifizierten Tietze-Assay gemessen
% Dafiir wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen, mit 200 ul 0,1 % Triton X-100 abgelost,
in die Messkiivette tibergefiihrt, und unter Zusatz von DTNB (Endkonzentration 81 pumol/l)
und Phosphatpuffer (0.1 mol/l, pH 7.0, 1 mmol/l EDTA) die Extinktionsdnderung bei A = 412
nm fiir 4 min (Verbrauch von zellulirem GSH und NADPH) verfolgt. Nach Einstellung einer
konstanten Absorption wurde die Reaktion durch Zugabe von NADPH (Endkonzentration
205 umol/l) und GSSG (Endkonzentration 0,5 mmol/l) erneut gestartet. Aus der linearen

Anfangssteigung konnte mittels externer Kalibrierung mit Glutathionreduktase die

Enzymaktivitit in dem Testansatz bestimmt werden.

3.6.8 Proteinbestimmung

Zur Messung des Proteingehalts wurde die Methode nach Bradford in einer modifizierten
Form verwendet . Nach Waschen des Zellrasens mit PBS wurde das Protein der Zellen mit
200 pl 0,5 mol/l NaOH gelost und einer alkalischen Hydrolyse unterzogen (14 h, 37°C). Die
Reaktion wurde durch eine 1:10 Verdiinnung des Ansatzes mit Bradford-Puffer gestoppt. Die
verdlinnte Probe wurde im Verhiltnis 1:20 mit Bradford-Reagenz versetzt, und nach 15 min
die Extinktionsidnderung bei A = 595 nm gegen den Leerwert (Bradford-Puffer und Bradford-
Reagenz im Verhiltnis 1:20) bestimmt. Der Proteingehalt wurde durch eine externe

Kalibrierung mit Rinderserumalbumin berechnet:
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3.6.9 Statistik

In den Abbildungen und Tabellen sind die Mittelwerte aus n Einzelversuchen sowie die
dazugehorige Standardabweichungen dargestellt. Es wurde auf signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten des Prif- und Kontrollgruppenpaars mit dem t-Test fiir
unverbundene Stichproben nach Student gepriift. Als Signifikanzgrenze fiir die
Irrtumswahrscheinlichkeit wurde p< 0,05 festgesetzt.

Die Berechnung der ECs erfolgte mithilfe des Programms Sigma-Plot® (Jandel Scientific, S.
Raffaelo, California, USA) nach Anpassung einer sigmoiden Dosis-Wirkungs-Kurve

(logistische Funktion mit vier Parametern):

_(a-b

()

(wobei: a = obere Grenze, b = untere Grenze, ¢ = ECsp, d = Hill-Koeffizient, x =

=a

Zinkkonzentration, y = gemessene Parameter)
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4. Ergebnisse

Die Versuchsreihen wurden mit den Zelllinien L2 und A549 durchgefiihrt. Alle Zelllinien
wurden mit 100 pmol/l Hydrocortison fiir 72 Stunden vorbehandelt, bevor eine Inkubation
mit verschiedenen Zinkkonzentrationen stattfand.

Bei einigen Versuchsreihen wurden die Zellen gleichzeitig mit Hydrocortison und N-
Acetylcystein vorbehandelt und anschlieBend mit den verschiedenen Zinkkonzentrationen

inkubiert.

Bei den anderen Versuchsreihen wurden die mit Hydrocortison vorbehandelten Zellen
anschlieend simultan zu Zink auch mit N-Acetylcystein inkubiert. Als Kontrolle dienten
dazu die mit 200 pmol/l N-Acetyl-D-cystein inkubierten Ansitze.

Bei den Versuchsreihen der Inkubation mit N-Acetylcystein wurde die Cysteinkonzentration

im Medium zwischen jeweils 1, 10 bzw. 100pmol/l variiert.

L2 Zellen wurden fiir insgesamt drei Stunden und A549 Zellen fiir vier Stunden mit

Zinkchlorid inkubiert.

Als Parameter fiir die toxische Zellschddigung wurden die durch Zink induzierte
Glutathiondepletion, der Anstieg des Verhiltnisses vom oxidierten und reduzierten Glutathion

und die intrazelluldre Proteinsynthesehemmung bestimmt.

In den Dosiswirkungskurven sind die Ergebnisse in Prozent zur jeweiligen Kontrolle
angegeben. Die Kontrolle entspricht dabei dem nicht mit Zinkchlorid inkubierten Zellansatz.

In den Abbildungen sind die Mittelwerte der jeweiligen Absolutwerte oder der berechneten
ECso Werte aus den Dosiswirkungskurven sowie die dazugehdrigen Standardabweichungen

dargestellt.
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4.1 Einfluss einer Vorbehandlung mit Hydrocortison

4.1.1 Einfluss einer Vorbehandlung mit Hydrocortison auf den zellularen
Proteingehalt

Nach 72-stiindiger Vorbehandlung mit Hydrocortison fand sich eine regelméfBige Minderung
des zelluldren Proteingehaltes des Zellrasens, die bei L2 Zellen im Mittel 76 % (n=19) und
bei A549 Zellen 92 % (n=3) betrug (ohne Abbildung). In den anderen Versuchsreihen, bei
denen Zellen zusédtzlich zu Hydrocortison auch mit N-Acetylcystein vorbehandelt waren, fand

sich eine gleichartige Abnahme des Proteingehaltes (Abbildung 1)

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04 —

0,02 —

Protein [mg/2cm? Zellrasen]

K HC K, NAC HC, NAC

Abbildung 1

Zelluléare Proteingehalte in L2 Zellen nach Inkubation mit N-Acetylcystein  und
Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 pmol/l Hydrocortison inkubiert, in den letzten 24 h
wurden teilweise 200 pmol/l N-Acetylcystein zugesetzt. AnschlieBend wurde die
Proteinmenge in mg pro 2 cm” Zellrasen mit der Methode nach Bradford ermittelt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhingigen
Versuchen.

* p <0,05; t-Test fiir unabhédngige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle ohne
Hydrocortison.
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Zuséatzlich fiel ein betrachtlicher Unterschied im Proteingehalt der beiden verwendeten
Zelllinien auf, wobei die aus einem humanen Adenokarzinom der Lunge stammende Zelllinie
A549 eine doppelte bis dreifache Menge an Protein in Vergleich zu den L2 Zellen
(Alveolarepithelzellen aus dem Bronchialtrakt einer Ratte) bei konfluenten Zellrasen aufwies.

(Abbildung 2)

0,20 —

0,15 —

0,10 —

0,05 —

Protein [mg/2cm?® Zellrasen]

L2, K L2, HC A549, K A549, HC

Abbildung 2

Zellulére Proteingehalte in L2 bzw. A549 Zellen nach Inkubation mit Hydrocortison
Beide Zelllinien wurden fiir 72 h mit 100 umol/l Hydrocortison inkubiert (Kontrollen kein
Hydrocortison). AnschlieBend wurde die Proteinmenge in mg pro 2 cm® Zellrasen mit der
Methode nach Bradford bestimmt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von zwolf (n=12) unabhidngigen
Versuchen der L2 Zellen bzw. drei (n=3) der A549 Zellen.
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4.1.2 Einfluss einer Vorbehandlung mit Hydrocortison auf die zellulare Aktivitat
der Glutathionreduktase

Es wurde untersucht, ob die Vorbehandlung mit Hydrocortison zu einer Anderung der
intrazellularen Glutathionreduktase-Aktivitét gefiihrt hat.

Bei den gemessenen Absolutwerten der Enzymaktivitit fielen signifikant niedrigere Werte bei
den mit Hydrocortison vorbehandelten Zellen gegeniiber den unbehandelten Proben auf

(Abbildung 3).

GR-Aktivitat [mUnit / 2cm? Zellrasen]

K HC K, NAC HC, NAC

Abbildung 3

Aktivitat der Glutathionreduktase in L2 Zellen nach Vorbehandlung mit Hydrocortison
und N-Acetylcystein

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 pmol/l Hydrocortison vorbehandelt. In den letzten 24
h wurden teilweise 200 umol/l N-Acetylcystein zugesetzt. AnschlieBend wurde die Aktivitét
der Glutathionreduktase mit der Methode nach Tietze gemessen.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhingigen
Versuchen, in mUnits pro 2 cm” Zellrasen.

* p <0,05; t-Test fiir unabhédngige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle ohne
Hydrocortison.

32



Bezieht man jedoch die Glutathionreduktase-Aktivitidt auf die jeweilige Proteinmenge der
Probe, wird deutlich, dass der Effekt der Glutathionreduktaseaktivititsminderung durch die
Vorbehandlung mit Hydrocortison proportional zur Minderung des Proteingehaltes verlauft

(Abbildung 4).

GR-Aktivitat [mUnit/mg Protein]

K HC K,NAC HC, NAC

Abbildung 4

Aktivitat der Glutathionreduktase bezogen auf den Proteingehalt der Probe in L2 Zellen
nach Vorbehandlung mit N-Acetylcystein und Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 pmol/l Hydrocortison vorbehandelt, in den letzten 24
h wurden teilweise 200 umol/l N-Acetylcystein zugesetzt. AnschlieBend wurde die Aktivitét
der Glutathionreduktase mit der Methode nach Tietze in mUnit gemessen und auf den
Proteingehalt der jeweiligen Probe in mg bezogen.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhéngigen
Versuchen.

4.1.3 Einfluss einer Vorbehandlung mit Hydrocortison auf die zink-bedingte
Glutathiondepletion

Des Weiteren wurde gepriift, ob nach der Vorbehandlung mit Hydrocortison eine Anderung
des zink-bedingten zelluldren Glutathiongehaltes auftritt.

Dabei kam es zu einer fiir Zink konzentrationsabhéngigen Glutathiondepletion, entsprechend
einer Dosis-Wirkungskurve, bei sowohl mit Hydrocortison vorbehandelten Zellen als auch bei
den Kontrollen ohne Vorbehandlung. Dieser Effekt war gleichermaflen sowohl bei L2 Zellen
(ohne Vorbehandlung mit NAC in Abbildung 5, 6; nach Vorbehandlung mit NAC in
Abbildung 11), als auch bei A549 (ohne Abbildung) festzustellen. Es fiel jedoch eine noch
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stirkere Zunahme der Glutathiondepletion bei den Zellen, die mit Hydrocortison vorbehandelt
waren, auf.

So zeigt sich in der Abbildung 5 anhand der Linksverschiebung der Kurve der mit
Hydrocortison vorbehandelten Zellen gegeniiber den Kontrollen eine verstérkte zink-bedingte
Glutathiondepletion. Der Glutathiongehalt von L2 Zellen ist nach Inkubation mit 15 pmol/l
Zinkchlorid zundchst um ca. 20 % erhoht (p < 0,01 nur fiir Kontrolle ohne HC). Bei Erhéhung
der Zinkchloridkonzentration auf 75 pmol/l wurde der Glutathiongehalt der unbehandelten
Zellen nur wenig beeinflusst, wobei er bei den mit HC vorbehandelten Zellen auf nahezu 50%
absank. Bei einer Zinkkonzentration von 100 pmol/l fielen die Glutathiongehalte fiir
Kontrollen bzw. mit HC vorbehandelten Zellen auf jeweils 60 bzw. 30 % des Kontrollwertes

ohne Zinkchlorid.
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Abbildung 5

EinfluB von Zinkchlorid auf die relative zellulare Glutathionkonzentration in L2 Zellen
nach Vorbehandlung mit Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 umol/l Hydrocortison vorbehandelt. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 pmol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-
cystein bei 10 pmol/l Cystein im Medium inkubiert (dargestellt sind nur die mit NAC
inkubierte Ansétze). Nachfolgend wurden die zelluliren Glutathiongehalte mit der Methode
nach Tietze bestimmt und in Prozent zur jeweiligen Kontrolle angegeben. Die Kontrolle
entsprach dabei dem nicht mit Zinkchlorid inkubierten Zellansatz und betrug zwischen 0,3
und 2,1 nmol Glutathion pro 2 cm® Zellrasen.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von drei (n=3) unabhéngigen Versuchen
*p <0,05; t-Test flir unabhéngige Stichproben (nach Student) gegen entsprechende Kontrolle
ohne Hydrocortison.
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Dementsprechend verhielten sich auch die ECsy Werte der beiden Dosiswirkungskurven mit
einer allerdings jeweils nicht signifikanten Minderung nach Vorbehandlung mit

Hydrocortison (Abbildung 6).

EC,, Zink [umol/l]

Abbildung 6

ECsp von Zink fir Glutathiondepletion in L2 Zellen nach Vorbehandlung mit
Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 pmol/l Hydrocortison vorbehandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 pmol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-
cystein bei 10 umol/l Cystein im Medium inkubiert. Aus den Dosiswirkungskurven der
Glutathiondepletion wurden die ECsy Werte von Zinkchlorid ermittelt und als
Sdulendiagramm aufgetragen.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von drei (n=3) unabhingigen
Versuchen.

4.1.4 Einfluss einer Vorbehandlung mit Hydrocortison auf den zink-bedingten
Anstieg des GSSG/GSH Verhaltnisses

Das intrazelluldre Verhdltnis von oxidiertem zum reduzierten Glutathion stellt einen
empfindlichen Parameter fiir oxidativen Stress dar. Diese Verschiebung zu Gunsten des
oxidierten Glutathions war erwartungsgemif von der Zinkkonzentration abhéngig.

Durch die Vorbehandlung mit Hydrocortison konnte aulerdem bei beiden Zelllinien eine
Zunahme des zinkbedingten Anstieges dieses Verhéltnisses beobachtet werden (L2 Zellen in

Abbildung 7, A549 Zellen ohne Abbildung).
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In der Abbildung 7 ist der Kurvenverlauf der mit Hydrocortison vorbehandelten Zellen nach
links im Vergleich zu der entsprechenden Kontrolle ohne Vorbehandlung verschoben, was
auch der signifikante Unterschied der ECso Werte der beiden Kurven bestétigt. Bei einer
Zinkkonzentration von 75 umol/l unterschied sich deren Anstieg um 10 %, bei 100 pmol/l
schon um iiber 20 %. Unter der hochsten verwendeten Zinkchloridkonzentration lag das
zellulare Glutathion der unbehandelten Zellen noch zu iiber 60 % in reduzierter Form vor,
wobei es bei mit HC vorbehandelten Zellen nahezu vollstindig oxidiert war. Bei einer
Zinkbelastung von 150 und 200 umol/l zeigte sich ein signifikanter Unterschied im
GSSG/GSH Verhiltnis von mit Hydrocortison vorbehandelten Zellen und entsprechenden
Kontrollen ohne Vorbehandlung (Abbildung 7).
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Abbildung 7

EinfluR von Zink auf den Anteil des GSSG am GSH in L2 Zellen nach Vorbehandlung
mit Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 umol/l Hydrocortison vorbehandelt. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 umol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-
cystein bei 1 pmol/l Cystein im Medium inkubiert. Nachfolgend wurden zelluldre Gehalte
von oxidiertem (GSSG) und gesamten (GSH) Glutathion gemessen und prozentual
aufeinander bezogen.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhéngigen
Versuchen.

*p <0,05; t-Test fiir unabhidngige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle ohne
Hydrocortison.
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4.1.5 Einfluss einer Vorbehandlung mit Hydrocortison auf die zinkbedingte
Proteinsynthesehemmung

Die Messung der Proteinsynthese wurde als ein weiterer Parameter fiir die Zellschiddigung
durch die toxische Zinkwirkung gewihlt. Die Proteinsyntheseleistung der Zellen wurde
anhand der Einbaurate von radioaktiv markiertem Methionin gemessen und als zink-
induzierte Methionineinbauhemmung berechnet.

Es kam zu einer Abnahme der intrazelluldren Proteinsynthese durch die Zinkbelastung. Eine
Vorbehandlung mit Hydrocortison fiihrte zusétzlich sowohl bei A549 (Abbildung 8) als auch
bei L2 Zelllinien (Abbildung 9 fiir Versuche mit simultaner Inkubation mit NAC bzw.
NADC; Abbildung 13 fiir Versuche nach Vorbehandlung mit NAC) zu einer stirker

ausgeprigten Proteinsynthesehemmung.
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Abbildung 8

Methionineinbau in A549 Zellen nach Vorbehandlung mit Hydrocortison

Die A549 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 pmol/l Hydrocortison vorbehandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen fiir 4 h mit Zinkchlorid und 200 pmol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-
cystein bei 100 umol/l Cystein im Medium inkubiert (dargestellt sind nur die mit NADC
inkubierten Ansitze). AnschlieBend wurde der 35S-Methionineinbau bestimmt und in Prozent
zur jeweiligen Kontrolle angegeben. Die Kontrollen entsprachen dabei dem nicht mit
Zinkchlorid inkubierten Zellansatz.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von drei (n=3) unabhidngigen
Versuchen.

p < 0,05; t-Test fiir unabhéngige Stichproben (nach Student) gegen entsprechende Kontrolle
ohne Hydrocortison.
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Bei den ECsy Werten fiir die Methionineinbauhemmung beobachtete man bei beiden
Zelllinien ebenfalls eine zum Teil signifikante Minderung der Proteinsynthese nach

Vorbehandlung mit Hydrocortison (Abbildung 9).

EC., Zink [umol/l]

Abbildung 9

ECso von Zink zur Methionineinbauhemmung in L2 Zellen nach Vorbehandlung mit
Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 umol/l Hydrocortison vorbehandelt. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 pmol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-
cystein bei 1 pumol/l Cystein im Medium inkubiert. AnschlieBend wurde der 35S-
Methionineinbau bestimmt. Aus den Dosiswirkungskurven der Methionineinbauhemmung
wurden die ECsy Werte von Zinkchlorid ermittelt und als Sdulendiagramm aufgetragen.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhidngigen
Versuchen.

* p <0,05; t-Test fiir unabhidngige Stichproben (nach Student) gegen entsprechende Kontrolle
ohne Hydrocortison.
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4.2 Einfluss einer Vorbehandlung mit N-Acetylcystein

Bei dieser Versuchsreihe wurden die Zellen zunidchst fiir 72 h mit 100 umol/l Hydrocortison
vorbehandelt, wobei in den letzten 24 h zusitzlich 200 pmol/l N-Acetylcystein zugegeben
wurde. Die Ansdtze ohne Hydrocortison und N-Acetylcystein entsprachen den Kontrollen.
AnschlieBend wurden L2 Zellen fiir insgesamt drei Stunden mit unterschiedlichen
Zinkchloridkonzentrationen (ohne Hydrocortison und ohne N-Acetylcystein) inkubiert. Bei
dieser Versuchsreihe lag das Interesse am Effekt der Vorbehandlung mit N-Acetylcystein auf

die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber Zink.

4.2.1 Einfluss einer Vorbehandlung mit N-Acetylcystein auf zellularen
Glutathiongehalt und Glutathionreduktase-Aktivitat

Eine Vorbehandlung mit N-Acetylcystein, wihrend deren die Zellen unter keiner toxischen
Einwirkung von Zink standen, fithrte weder zu einer Erhohung des zelluldren
Glutathiongehaltes (Abbildung 10) noch zu einer Erhéhung der Glutathionreduktase-
Aktivitét. (Abbildung 3, 4; Kap. 4.1.2).

GSH-Gehalt [nmol/ 2cm” Zellrasen]

K K, NAC HC HC, NAC

Abbildung 10

Glutathiongehalte in L2 Zellen nach Vorbehandlung mit N-Acetylcystein  und
Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden fiir 72 h mit 100 pmol/l Hydrocortison vorbehandelt, in den letzten 24
h wurden 200 pumol/l N-Acetylcystein zugesetzt. AnschlieBend wurden die zelluldren
Glutathiongehalte mit der Methode nach Tietze in nmol pro 2 cm” Zellrasen bestimmt.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung der nicht mit Zink inkubierten Ansitze
von sechs (n=6) unabhdngigen Versuchen.
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4.2.2 Einfluss der Vorbehandlung mit N-Acetylcystein auf die zink-bedingte
Glutathiondepletion, GSSG/GSH Verhaltnis und Proteinsynthesehemmung

Durch die Vorbehandlung mit N-Acetylcystein ergab sich eine tendenzielle Minderung der
Zellempfindlichkeit gegeniiber einer nachfolgenden Inkubation mit Zinkchlorid. Weder fiir
die Glutathiondepletion (Abbildung 11) noch fiir das GSSG/GSH Verhiltnis (Abbildung 12)
oder fiir die Proteinsynthesechemmung (Abbildung 13) waren jedoch signifikant verdnderte

ECsy Werte nach Vorbehandlung mit N-Acetylcystein nachzuweisen.

EC,, Zink [umol/I]

K K, NAC HC HC, NAC

Abbildung 11

ECso Werte von Zink zur Glutathiondepletion in L2 Zellen nach Vorbehandlung mit N-
Acetylcystein und Hydrocortison

Die L2 Zellen wurden zunéchst fiir 72 h mit 100 pmol/l Hydrocortison vorbehandelt, in den
letzten 24 h wurden 200 pmol/l N-Acetylcystein zugesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen
fiir 3 h mit Zinkchlorid ohne HC und ohne NAC bei 100 pumol/l Cystein im Medium
inkubiert. In der letzten Stunde der Zinkbelastung wurde den Zellen ein frisches Medium mit
radioaktiv markiertem Methionin angeboten. AnschlieBend wurden die Zellen mit
Perchlorsdure aufgeschlossen und diese Fraktion fiir die nachfolgende Glutathionbestimmung
verwendet. Der Zellrasen wurde dann mit 0,5 N NaOH gelost und fiir die Bestimmung der
Methionineinbau verwendet. Die zelluldren Glutathiongehalte wurden mit der Methode nach
Tietze gemessen. Aus den Dosiswirkungskurven der zink-bedingten Glutathiondepletion
wurden die ECsy Werte von Zinkchlorid ermittelt und als Sdulendiagramm aufgetragen.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von flinf (n=5) unabhingigen
Versuchen.

40



EC,, Zink [umol/l]

K K, NAC HC HC, NAC

Abbildung 12

ECso Werte von Zink fir den Anstieg des GSSG/GSH Verhaltnisses in L2 Zellen nach
Vorbehandlung mit N-Acetylcystein und Hydrocortison

Zur Vorbehandlung und Versuchsaufbau sieche Abb. 11. AnschlieBend wurden zelluldre
Gehalte von oxidiertem (GSSG) und gesamtem (GSH) Glutathion gemessen und prozentual
aufeinander bezogen. Aus den Dosiswirkungskurven wurden die ECsy Werte von Zinkchlorid
bestimmt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von fiinf (n=5) unabhidngigen
Versuchen.

EC,, Zink [umol/I]

K K, NAC HC HC, NAC

Abbildung 13

ECso Werte von Zink zur Methionineinbauhemmung in L2 Zellen nach Vorbehandlung
mit N-Acetylcystein und Hydrocortison

Zur Vorbehandlung und Versuchsaufbau sieche Abb. 11. AnschlieBend wurde der 35S-
Methionineinbau bestimmt und aus den Dosiswirkungskurven der Methionineinbauhemmung
die ECso Werte von Zinkchlorid ermittelt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von fiinf (n=5) unabhingigen
Versuchen.
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4.3 Einfluss einer simultanen Inkubation mit N-Acetylcystein auf

die Zinktoxizitat in Medien mit unterschiedlichem Cysteingehalt

Bei dieser Versuchsreihe wurden die Zellen zunidchst mit 100 umol/l Hydrocortison fiir 72h
vorbehandelt. Als Kontrolle dazu dienten die nicht mit Hydrocortison vorbehandelten
Ansitze. Anschlieend wurden jeweils L2 Zellen fiir drei Stunden und A549 Zellen fiir vier
Stunden ohne Hydrocortison jedoch mit 200 pmol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-
cystein mit Zinkkonzentrationen zwischen 0 und 200 pmol/I inkubiert.

Fiir L2-Zellen wurden Versuchsreihen mit 100, 10 und 1 pmol/l, fiir A549 Zellen nur mit 100
umol/l Cysteingehalt im Medium durchgefiihrt.

Bei dieser Versuchsreihe stellte sich die Frage, ob eine durch NAC-Inkubation erhdhte GSH
Synthese wiéhrend der toxischen Einwirkung von Zink die Empfindlichkeit der Zellen
vermindert und inwiefern die Wirkung von NAC durch die Konzentration von Cystein im

Medium verdndert wird.

4.3.1 Einfluss einer simultanen Inkubation mit N-Acetylcystein auf den
zellularen Glutathiongehalt

GleichermaBlen wie bei der Vorbehandlung mit N-Acetylcystein (Kap. 4.2.1.) zeigte sich auch
bei simultaner Inkubation mit N-Acetylcystein kein signifikanter Anstieg des zelluldren
Glutathiongehaltes im Vergleich zu den mit N-Acetyl-D-cystein inkubierten Ansdtzen (nicht
mit Zink inkubiert), sowohl bei der L2 (Tabelle 2) als auch bei der A549 Zelllinie (Tabelle 3).

Bei der Minderung des Cysteingehaltes im Medium von 100 auf 10 bzw. 1 umol/l kam es zu

einer Minderung des zelluldren Glutathiongehaltes auf ca. 60 -70% (Tabelle 2).

Die Zellansitze, die mit Hydrocortison vorbehandelt wurden, zeigten auf ca. 60% verminderte
Glutathiongehalte in Vergleich zu den Ansédtzen ohne Vorbehandlung mit HC (Tabelle 2, 3).
Vergleicht man die beiden Zelllinien so wird deutlich, dass A549 Zellen einen nahezu

dreifach hoheren Glutathiongehalt aufweisen.
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Tabelle 2: Absolute Gesamtglutathiongehalte in L2 Zellen nach simultaner Inkubation
mit N-Acetylcystein  bzw. N-Acetyl-D-cystein in Medien mit unterschiedlichen
Cysteingehalten

Die L2 Zellen wurden teilweise mit 100 pumol/l Hydrocortison fiir 72 h vorbehandelt.
Anschliefend wurden die Zellen mit 200 pmol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein
bei 100, 10 bzw. 1 pmol/l Cystein im Medium fiir 3h inkubiert. Darauf wurden die Zellen mit
Perchlorséure aufgeschlossen und diese Fraktion fiir eine Glutathionbestimmung verwendet.
Die zelluldren Glutathiongehalte wurden mit der Methode nach Tietze in nmol/l pro 2cm’
Zellrasen bestimmt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung der nicht mit Zink inkubierten Ansitze
von sechs (n=6) unabhéngigen Versuchen.

100pumol/1 10pmol/1 Iumol/1
Cystein im Medium Cystein im Medium Cystein im Medium
NAC NADC NAC NADC NAC NADC

keine Vorbehandlung mit HC

3,5+3,4 4,1+2,0 1,1+0,3 1,2+0,2 1,3+0,5 1,3+0,5

nach Vorbehandlung mit HC

22+1,1 2,6 1,8 0,9+0,3 0,8+0,2 0,6 0,6 0,6 0,6

Tabelle 3: Absolute Glutathiongehalte in A549 Zellen nach simultanen Inkubation mit
N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein bei 100 pmol/l Cystein im Medium

Die A549 Zellen wurden teilweise mit 100 pmol/l Hydrocortison fiir 72 h vorbehandelt.
Anschliefend wurden die Zellen mit 200 pmol/l N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein
bei 100pmol/l Cystein im Medium fiir 4h inkubiert. Die zelluldren Glutathiongehalte wurden
mit der Methode nach Tietze in nmol/l pro 2cm” Zellrasen bestimmt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung der nicht mit Zink inkubierten Ansitze
von drei (n=3) unabhéngigen Versuchen.

NAC NADC

Keine Vorbehandlung mit HC

10,7+ 4,0 11,0+4,3

Nach Vorbehandlung mit HC

6,8+23 6,9+22
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4.3.2 Einfluss einer simultanen Inkubation mit N-Acetylcystein auf die zink-
bedingte Glutathiondepletion

Die Inkubation mit N-Acetylcystein anstatt N-Acetyl-D-cystein wéhrend der Belastung mit
Zink fiihrte in einem 100 bzw. 10 pmol/l Cystein Medium zu keiner Abschwéchung der zink-
bedingten Glutathiondepletion (nicht gezeigt).

Bei den Zellen, die allerdings in einem 1 pumol/l Cystein im Medium mit N-Acetylcystein
inkubiert waren, war der Glutathionabfall nach Belastung mit Zink schwicher ausgepriagt im
Vergleich zu den mit N-Acetyl-D-cystein inkubierten Zellen. Bei den ECsy Werten zeigte sich
eine tendenzielle, aber nicht signifikant verminderte Abnahme der Glutathiondepletion (siche
Tabelle 4). Diese Tendenz war bei den mit Hydrocortison vorbehandelten Zellen und bei den

Kontrollen ohne Hydrocortison gleichermaf3en zu finden (Abbildung 14).

EC,, Zink [umol/l]

Abbildung 14

ECso Werte von Zink zur Glutathiondepletion in L2 Zellen nach simultaner Inkubation
mit N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein

Die L2 Zellen wurden teilweise mit 100 pumol/l Hydrocortison fiir 72 h vorbehandelt.
Anschliefend wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 pmol/l N-Acetylcystein
bzw. N-Acetyl-D-cystein als Kontrolle bei 1umol/l Cystein im Medium inkubiert. Wahrend
der letzten Stunde der Inkubation mit Zink wurde den Zellen ein frisches Medium mit
radioaktiv markiertem Methionin angeboten. AnschlieBend wurden die Zellen mit
Perchlorséure aufgeschlossen und diese Fraktion fiir eine Glutathionbestimmung verwendet.
Der Zellrasen wurde dann mit 0,5 N NaOH gelost und fiir die Bestimmung des
Methionineinbaus verwendet. Die zelluldren Glutathiongehalte wurden mit der Methode nach
Tietze gemessen und aus den Dosiswirkungskurven der Glutathiondepletion wurden die ECs
Werte von Zinkchlorid ermittelt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhidngigen
Versuchen.

Durch eine sehr starke Streubreite der Werte der einzelnen Versuchstage war die erkennbare

Tendenz nicht signifikant (t-Test fiir unabhéngige Stichproben nach Student). Der Vergleich
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der Quotienten der ECsy Werte fiir Glutathiondepletion nach NADC-Inkubation/ECsy Werte
nach NAC-Inkubation mittels t-Test zeigte, dass nach NAC-Inkubation die
Glutathiondepletion nur bei den Ansédtzen mit 1 pumol/l Cystein im Medium signifikant

vermindert war (Tabelle 4).

Tabelle 4: ECso Werte und Quotienten der ECsy Werte von Zink zur Glutathiondepletion
in L2 Zellen nach simultaner Inkubation mit N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein in
1 pmol/l Cystein im Medium

Die L2 Zellen wurden teilweise mit 100 umol/l Hydrocortison fiir 72 h vorbehandelt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 pumol/l N-Acetylcystein
bzw. N-Acetyl-D-cystein als Kontrolle bei 1pumol/l Cystein im Medium inkubiert. Wahrend
der letzten Stunde der Inkubation mit Zink wurde den Zellen ein frisches Medium mit
radioaktiv markiertem Methionin angeboten. AnschlieBend wurden die Zellen mit
Perchlorséure aufgeschlossen und diese Fraktion fiir eine Glutathionbestimmung verwendet.
Der Zellrasen wurde dann mit 0,5 N NaOH gelost und fiir die Bestimmung des
Methionineinbaus verwendet. Die zelluldren Glutathiongehalte wurden mit der Methode nach
Tietze gemessen und aus den Dosiswirkungskurven der Glutathiondepletion wurden die ECsg
Werte von Zinkchlorid ermittelt. Die ECsg Werte der mit NAC inkubierten Ansitze wurden
fiir den Vergleich der Quotienten als 1,0 gesetzt.

* p <0,05; t-Test fiir unabhidngige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle mit
N-Acetyl-D-cystein.

nl n2 n3 n4 nS no6 Mittel Stabw. | p-Wert
wert
ECso Werte zur Glutathiondepletion
K, NAC 251 185 147 141 175 180 179,8 39,2
0,063
K, NADC 202 80 133 117 134 127 132,2 39,6
HC, NAC 82 130 122 108 150 206 133,0 42.4
0,085
HC, NADC | 19,3 66 97 106 106 168 93,7 49,3
Quotienten NADC/NAC der ECsy Werte zur Glutathiondepletion
K 0,80 | 043 | 0,90 | 0,83 | 0,77 | 0,71 0,74 0,16 | 0,003 **
HC 0,24 | 0,51 | 0,80 | 098 | 0,71 | 0,82 0,67 0,26 0,013 *
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Insgesamt war der Effekt der Inkubation mit N-Acetylcystein abhéngig vom Cysteingehalt im
Medium. Dieser Effekt war bei L2-Zellen sowohl bei mit HC vorbehandelten Zellen, als auch
bei Kontrollen ohne HC zu beobachten (Abbildung 15 mit HC vorbehandelte L2 Zellen;
Kontrollen ohne HC nicht dargestellt).
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Abbildung 15

Quotienten der ECs; Werte von Zink fur Glutathiondepletion in L2 Zellen nach
Inkubation mit N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein

Die L2 Zellen wurden teilweise mit 100 umol/l Hydrocortison fiir 72 h vorbehandelt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 pumol/l N-Acetylcystein
bzw. N-Acetyl-D-cystein als Kontrolle bei jeweils 1, 10 und 100 umol/l Cystein im Medium
inkubiert.

Die zelluldren Glutathiongehalte wurden mit der Methode nach Tietze gemessen.

Aus den Dosiswirkungskurven der Glutathiondepletion wurden die ECsy Werte von
Zinkchlorid ermittelt. Hierbei wurde der ECsy Wert der mit NAC inkubierten Ansétzen 1,0
gleichgesetzt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6), drei (n=3) und fiinf
(n=5) unabhingigen Versuchen fiir jeweils 1, 10 und 100 pmol/l Cystein im Medium.

* p <0,05; t-Test flir unabhingige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle mit
N-Acetyl-D-cystein.
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4.3.3 Einfluss einer simultanen Inkubation mit N-Acetylcystein auf den zink-
bedingten Anstieg des GSSG/GSH Verhaltnisses

Entsprechend der Depletion des Gesamtglutathions kam es bei den nicht mit N-Acetylcystein
inkubierten Ansidtzen zu einem stirkeren, ebenso nicht signifikanten, Anstieg der oxidierten
Glutathionanteile (Abbildung 16, lediglich die hochste Zinkkonzentration bei mit HC
vorbehandelten Zellen signifikant). Wie bei den ECsy Werten fiir die Glutathiondepletion
zeigte sich beim Vergleich der Mittelwerte von allen Versuchstagen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mit NADC- und NAC inkubierten Ansédtzen (Abbildung 17). Die
Quotienten der EC50 Werte fiir Zink zum GSSG/GSH-Verhiltnis zeigten dann im t-Test
allerdings eine signifikante Verminderung der oxidierten Glutathionanteile in den mit NAC

inkubierten Ansétzen nur im Medium mit einer Cysteinkonzentration vonl umol/I .

100
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5 B HC, NADC .
S
©
9]
n
o

\ \ \ \ \ \ \ \ \
0 25 50 75 100 125 150 175 200
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Abbildung 16

Anteil des GSSG am GSH in L2 Zellen nach Inkubation mit N-Acetylcystein bzw. N-
Acetyl-D-cystein (1 pmol/l Cystein im Medium)

Zur Vorbehandlung und Versuchsaufbau siche Abb. 14.

Die zelluldren Gehalte von oxidiertem (GSSG) und gesamten (GSH) Glutathion wurden mit
der Methode nach Tietze gemessen und prozentual aufeinander bezogen.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhidngigen
Versuchen.

p < 0,05; t-Test fiir unabhéngige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle mit N-
Acetyl-D-cystein.
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Abbildung 17

ECso Werte von Zink zum GSSG/GSH Verhaltnis in L2 Zellen nach Inkubation mit N-
Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein (1pumol/l Cystein im Medium)

Zur Vorbehandlung und Versuchsaufbau siche Abb. 14.

Aus den Dosiswirkungskurven der GSSG/GSH Verhiltnisse wurden die ECso Werte von
Zinkchlorid ermittelt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhidngigen
Versuchen.

Tabelle 5: ECsop Werte und Quotienten der ECsyp Werte von Zink zum GSSG/GSH
Verhéltnis in L2 Zellen nach simultaner Inkubation mit N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-
D-cystein in 1umol/l Cystein im Medium

Zur Vorbehandlung und Versuchsaufbau siche Tab. 4.

* p <0,05; t-Test flir unabhingige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle mit
N-Acetyl-D-cystein.

nl n2 n3 n4 n5 n6 Mittel Stabw.| p-Wert
wert
ECs9 Werte zum GSSG/GSH Verhiltnis
K, NAC 107 | 134 | 166 | 167 | 163 | 225 | 160,3 | 39,5
0,212
K, NADC 98 122 | 164 | 126 | 131 166 | 134,5 | 26,2
HC, NAC 78 76 106 | 130 | 145 | 198 | 122,2 | 46,2
0,271
HC,NADC | 56 34 82 111 116 | 153 92,0 43,4
Quotienten NADC/NAC der ECsy Werte zum GSSG/GSH Verhéltnis
K 0,92 | 091 | 0,99 | 0,75 | 0,80 | 0,74 | 0,85 0,10 | 0,005 "
HC 0,72 | 0,45 | 0,77 | 0,85 | 0,80 | 0,77 0,73 0,14 | 0,001**
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4.3.4 Einfluss einer simultanen Inkubation mit N-Acetylcystein auf die zink-
bedingte Proteinsynthesehemmung

Bei der Proteinsynthesebestimmung maBl man sowohl bei den Ansdtzen, die mit
Hydrocortison vorbehandelt wurden als auch den Kontrollen ohne Hydrocortison eine
Abschwichung der Methionineinbauhemmung bei den mit N-Acetylcystein inkubierten

Zellen gegeniiber den N-Acetyl-D-cystein- Kontrollen. (Abbildung 18).
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Abbildung 18

ECso Werte von Zink zur Methionineinbauhemmung in L2 Zellen nach Inkubation mit
N-Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein (1umol/l Cystein im Medium)

Zur Vorbehandlung und Versuchsaufbau siche Abb. 14.

Aus den Dosiswirkungskurven der 35S-Methionineinbauhemmung wurden die ECsp Werte
von Zinkchlorid ermittelt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6) unabhingigen
Versuchen.
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Gleichermaf3en wie bei den anderen Toxizitdtsparametern waren lediglich die Quotienten der
ECso Werte gemessen im Medium mit 1 pmol/l Cysteingehalt signifikant verdndert (Tabelle
6).

Tabelle 6: ECso Werte und Quotienten der ECsy Werte von Zink zur
Methionineinbauhemmung in L2 Zellen nach simultaner Inkubation mit N-
Acetylcystein bzw. N-Acetyl-D-cystein in 1 umol/l Cystein im Medium

Zur Vorbehandlung und Versuchsaufbau siehe Tab 5.

* p < 0,05; t-Test fiir unabhéngige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle mit
N-Acetyl-D-cystein.

nl n2 n3 n4 nS n6 Mittel Stabw. | p-Wert
wert

ECsp Werte zur Methionineinbauhemmung

K, NAC 226 | 197 | 167 | 154 | 163 | 148 175,8 | 29,9

0,096
K, NADC 200 | 144 | 152 | 121 | 118 | 128 143,8 | 30,5

HC, NAC 160 | 134 | 135 | 129 | 160 | 166 147,3 16,3

0,066

HC,NADC | 135 | 129 | 114 | 137 | 103 | 135 125,5 13,9

Quotienten NADC/NAC der ECsy Werte zur Methionineinbauhemmung

K 0,88 | 0,73 | 0,91 | 0,79 | 0,72 | 0,86 0,82 0,08 | 0,0002 **

HC 0,84 | 0,96 | 0,84 | 1,06 | 0,64 | 0,81 0,86 0,14 0,038 *
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Die Verminderung der zink-bedingten Methionineinbauhemmung bei den mit N-
Acetylcystein inkubierten Ansdtzen verdnderte sich mit unterschiedlichem Cystein-Angebot
im Medium und fand sich bei 1 umol/l Cystein am deutlichsten (Abbildung 19 Kontrollen
ohne HC; mit HC vorbehandelte Zellen nicht dargestellt).
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Abbildung 19

Quotienten der ECso Werte von Zink fir Methionineinbauhemmung von L2 Zellen nach
Inkubation mit N-Acetylcystein

Die L2 Zellen wurden teilweise mit 100 pumol/l Hydrocortison fiir 72 h vorbehandelt.
Anschliefend wurden die Zellen fiir 3 h mit Zinkchlorid und 200 pmol/l N-Acetylcystein
bzw. N-Acetyl-D-cystein bei jeweils 1, 10 und 100 umol/l Cystein im Medium inkubiert.
Aus den Dosiswirkungskurven der 35S-Methionineinbauhemmung wurden die ECso Werte
von Zinkchlorid ermittelt. Hierbei wurde fiir den ECsy Wert der mit NAC inkubierten Ansétze
der Wert 1,0 gesetzt.

Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von sechs (n=6), drei (n=3) und fiinf
(n=5) unabhéngigen Versuchen fiir jeweils 1, 10 und 100 pmol/l Cystein im Medium.

*p < 0,05; t-Test fiir unabhéngige Stichproben (nach Student) gegen jeweilige Kontrolle mit
N-Acetyl-D-cystein.
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5. Diskussion

Als toxische Substanz wurde in der vorliegenden Arbeit Zink verwendet. Da besonders nach
inhalativer Aufnahme von Zink gravierende gesundheitsschidigende Effekte beschrieben
sind, dienten als Modell Lungenzellen. Bei einer Exposition mit Zink in vivo kann es nach
Inkorporation von ca. 20 mg Zink zur Ausbildung des so genannten GieBerfiebers (“metal
fume fever”), einem arbeitsmedizinisch relevanten Krankheitsbild, kommen **®. Die
Symptomatik kann aber nach Exposition mit deutlich gréeren Mengen als den oben

31,51-53,70,76,100 .
’ Y Bel einem bestehendem

genannten auch in ein toxisches Lungenédem miinden
ARDS ist auch heute noch mit einer Letalitit von ca. 30-60% zu rechnen **¢**"'% Bis auf die
Gabe von Sauerstoff wurden bisher alle untersuchten pharmakologischen Therapien als
nutzlos eingestuft. Zu den erwiesenermallen als nutzlosen kategorisierten Interventionen zéhlt
sowohl die Gabe von Glukokortikoiden als auch die Gabe von Antioxidanzien und von GSH

bzw. GSH-Vorstufen einschlieBlich NAC .

Abgesehen von Untersuchungen aus unserer eigenen Arbeitsgruppe ist zum Mechanismus der
zinkbedingten Toxizitdt in nicht-neuronalen Zellen in der Literatur nicht viel bekannt. Ein
Vergleich zu den allerdings haufig untersuchten Kupfer- oder Cadmiumionen zeigt zudem,
dass Zink in Zellen sicher anders als diese chemisch verwandten, toxischen Metalle reagiert.
Fiihrt Kupfer durch seinen Valenzwechsel priméar zu oxidativen Schéden, so kann man einen
solchen Mechanismus fiir Zink sicher ausschliefen ™. Auch ein Vergleich zur Toxizitit von
Cadmium zeigt deutliche Unterschiede, insofern als Cadmium in vivo als kanzerogen
einzustufen ist, wihrend Zink offensichtlich kein kanzerogenes Potential hat **''"" Der
krebserzeugende Mechanismus von Cadmium diirfte in DNA-Strangbruchbildungen
begriindet sein, die auch in relativ niedrigen Konzentrationen zu finden sind, ein solcher
Effekt ist fiir Zink bisher nicht beschrieben®. Andererseits besitzen beide Metalle eine hohe
Affinitdit zu SH-Gruppen von Proteinen und konnen daher an vielfiltigen Stellen in

. . . 35
metabolische Prozesse eingreifen ™.
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5.1 Bedeutung der Glukokortikoide fur die zellulare Zinkaufnahme

Fiir das zinkbedingte ARDS muss die Gabe von Glukokortikoiden weiter in Frage gestellt
werden, da nach Glukokortikoidgabe in einigen Zelltypen wie Hepatozyten oder

332 Es konnte somit

Brustdriisenepithelzellen eine erhohte Zinkaufnahme beschrieben ist
auch in den Lungenzellen eine vermehrte Zinkaufnahme resultieren, so dass ein mdglicher
antientziindlicher Nutzen durch diesen zinkagonistischen Effekt vermindert oder sogar
verkehrt wiirde. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Vorbehandlung mit
Hydrocortison eine verstirkte Empfindlichkeit der untersuchten Lungenzellen gegeniiber
Zink. Die Frage ob Glukokortikoide zu einer verstirkten Aufnahme von Zink in die Zellen
und somit zu einer erhohten Zinktoxizitit fiihren, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht

untersucht.

Es ist bekannt, dass die zelluldire Aufnahme von Zink iiber verschiedene zinkspezifische (ZIP)

23,113 .
. Das Vorkommen dieser

oder kationen-spezifische (CDF) Transporter erfolgt
verschiedenen Transportproteine (bisher 10 ZIP bekannt) ist aktuell Gegenstand der
Forschung. Uber die Regulation insbesondere der ZIP ist bekannt, dass eine Aktivierung
durch verschiedenen Sexualhormone erfolgt, allerdings gibt es keine Untersuchungen iiber

eine Regulation durch Glukokortikoide®®''?

. Damit ergibt sich, dass nicht zwangsliufig eine
erhohte zelluldre Zinkaufnahme in allen Zelltypen durch Glukokortikoide imponieren muss.
In unserer Arbeitsgruppe wurde explizit fiir die untersuchten Lungenzellen auch keine
Erhohung der intrazelluldren Zinkkonzentrationen nach Vorbehandlung mit Hydrocortison

und anschlieBender Zinkbelastung im Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen gefunden'?®.

5.2 Unterschiede im Glutathionstoffwechsel und in der Zinkempfindlichkeit der
verwendeten Zelllinien

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse beschreiben toxische Effekte von Zink in zwei
in der Literatur als Alveolarepithel Typ II beschriebenen Zelllinien. Die A549 Zellen sind
menschlichen Ursprungs und stammen von einem Bronchialkarzinom ab, wihrend die L2
Zellen von der Ratte abstammen und nach proteolytischem Verdau der Lunge erhalten
wurden *. Beide Zelllinien werden als Alveolarepithel Typ II Zellen charakterisiert und

sollen zB. auch zur Synthese des Surfaktants befihigt sein '*"%

. Als gravierende
Diskrepanz zwischen beiden Zelllinien wird ein deutlicher Unterschied im Glutathionhaushalt

der Zellen angesehen. Wiahrend die L2 Zellen iiblicherweise vorkommende Glutathiongehalte
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haben, sind in den A549 Zellen ca. 5-10fach hohere Gehalte, sowie auch eine deutlich hohere
Glutathionreduktase-Aktivitit zu finden '**. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte ein
deutlich hoherer Glutathiongehalt in den A549-Zellen gezeigt werden. Da die Toxizitdt von
Zink wahrscheinlich iiber das zelluldre Glutathion, zumindest anteilig, charakterisiert wird,
sind entsprechend in A549 Zellen im Vergleich zu L2 Zellen auch erst deutlich hohere
Konzentrationen von Zink bzw. ldngere Inkubationszeiten zytotoxisch. Dies konnte auch in

den eigenen Ergebnissen gezeigt werden.

Eine Untersuchung der Toxizitdt gerade der Alveolarepithel Typ II Zellen in isolierter
Zellkultur fiir pulmonale Toxizitdtsabschitzung ist deshalb interessant, weil dieser Zelltyp im
Organ Lunge cher selten ist (ca. 5% aller Zellen), dabei auch nur ca. 10% der
Alveolaroberflache auskleidet, aber wegen seiner Funktionen der Surfaktantsynthese und als
Stammzelle der Typ I Alveolarepithelien gerade nach Lungenschidigung zur Regeneration
duBerst wichtig ist ®*. Sollte eine Schidigung (teils-)selektiv die Typ II Alveolarepithelzellen
treffen, oder dieser Zelltyp besonders sensitiv reagieren, z. B. nach Vorbehandlung mit
Glukokortikoiden, so wiirde ein solcher Effekt bei Betrachtung des Gesamtorganschadens
wohl nur schwer erkldrbar und auch nur nach liangerer Nachbeobachtungszeit ersichtlich

werden.

5.3 Parameter zur Erfassung der Zinktoxizitat

Die Toxizitdt von Zink wird zumindest teilweise tiber Glutathion reguliert. So beschreiben
Steinebach & Wolterbeek 1993 eine Glutathiondepletion in Hepatozyten und einer

199 Zusitzlich beobachteten sie, dass die Zelllinie mit dem

Hepatomzelllinie von Ratten
hoheren Glutathiongehalt auch resistenter auf Zink als die primiren Hepatozyten reagierte. In
Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde der Glutathiongehalt von verschiedenen
Lungenzelllinien variiert. Hierbei zeigte sich jeweils, dass bei Minderung des
Glutathiongehaltes eine Zunahme der Toxizitdt von Zink erfolgte und wiederum bei
vermehrtem Glutathiongehalt entsprechend die Sensitivitit gegeniiber Zink abnahm '**'%.
Somit ist der Glutathiongehalt zumindest als eine TeilregelgroBBe fiir eine Sensitivitit gegen
Zink anzusehen. Der Glutathiongehalt der Zellen ist somit nicht nur eine bedingte, sondern
auch eine bedingende Grofe der Zinktoxizitit. Die Bestimmung glutathionabhingiger
Messgroen kann somit als sensitiver Indikator flir zink-bedingte zelluldre Verdnderungen

angesehen werden, darf aber nicht mit Zytotoxizitdt gleichgesetzt werden.
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Als weiterer allerdings auch glutathionabhéngiger Parameter wurde der Gehalt des oxidierten
Glutathions (GSSG) bestimmt. Das GSSG wurde jeweils als Anteil vom Gesamtglutathion
angegeben. Dieses Verhiltnis GSSG/GSH kann als ein sensitives MaB fiir oxidativen Stress
angesehen werden *°. Fiir den Fall der zinkbedingten Toxizitit sind verschiedene Ursachen fiir
einen GSSG-Anstieg denkbar. Zum einen kann Zink primér oxidativen Stress verursachen,
was sich in einem Anstieg des GSSGs duflern wiirde. Andererseits wird aber auch diskutiert,
dass Zink nicht zu einer vermehrten Entstehung oxidativer Sauerstoffspezies fiihrt, sondern
»lediglich® die Entgiftung solcher mindert. Weiterhin hemmt Zink jedoch auch die GSSG-
Reduktase (GR) und kann somit die Riickgewinnung der physiologisch entstehenden
oxidierten Glutathionanteile verhindern '*'. Letztendlich wird auch hierbei oxidativer Stress
entstehen, da die Zelle eine erhebliche Verschiebung in ihrem elektrochemischen Potential
erfahrt.

Da ein GSSG-Anstieg auch primér als toxisches Ereignis angesehen wird, konnte hierin auch
die eigentliche toxische Wirkung von Zink liegen . Fiir die letztere Erklirung spricht, dass
die GR-Hemmung durch Zink schon bei relativ niedrigen Konzentrationen nachweisbar ist
und entsprechend frith einsetzt '*""*'. Andererseits sind Antioxidanzien in L2 Zellen relativ
gute Antagonisten einer Zinktoxizitit, was filir einen primér oxidativen Mechanismus
sprechen wiirde '"°. Einschrinkend muss jedoch angefiihrt werden, dass bei gehemmter GR
eine Reduktion von GSSG eben nicht mehr erfolgt und die meisten der verwendeten
Antioxidanzienien lediglich in Verbindung mit reduziertem Glutathion ihre antioxidativen
Eigenschaften entfalten (so genanntes kooperatives System), so dass sie im Falle der
Zinkbelastung wohl eher als Oxidanzpuffer” zu betrachten sind **.

Entsprechend der Wirksamkeit von hydrophilen Antioxidanzien sollte auch das NAC eine
erhebliche zinkantagonistische Wirkung haben, die deutlich iiber einen komplexierenden
Einfluss hinausgeht. Dieser Aspekt wird weiter unten nochmals diskutiert. Allgemein stellte
sich der GSSG-Anstieg aber als ein sehr sensitiver Parameter fiir die zinkbedingte Toxizitét
dar.

Als ein weiterer Parameter der Zinktoxizitit wurde der Methionineinbau
(Methionineinbauhemmung) bestimmt. Die Methionineinbauhemmung ist sicherlich als ein
reiner Effekt der Toxizitidt von Zink aufzufassen. Zumindest wurde in unserer Arbeitsgruppe
keine Anderung der Zinksensitivitit nach zusitzlicher Hemmung der Proteinbiosynthese,
etwa durch die typischen Proteinsynthesehemmer Cycloheximid bzw. Puromycingabe,

gesehen (unpublizierte Daten). Auch andere Arbeitsgruppen bezeichnen die Hemmung der
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Proteinbiosynthese durch Zink als ein sensitives und frithes Ereignis, ohne eine Verbindung
34,62

zur Toxikodynamik von Zink zu ziehen
Da die Zellen zumindest bei verdnderten Glutathiongehalten offensichtlich auch die Aktivitat
der Glutathionreduktase variieren konnen, wurde als weitere Einflussgrof3e auch die Aktivitit
der GR bestimmt '*'. Als Erwartungswert wurde nach eintigiger Vorbehandlung mit NAC mit
einer Erhohung des zelluldren Glutathiongehaltes und damit mit einer Minderung der GR-
Aktivitdt gerechnet. Die GR-Aktivitdt war jedoch nicht verdndert und es konnte somit eine

moglicherweise hierdurch zusitzlich verédnderte Zinksensitivitdt ausgeschlossen werden.

5.4 Beeinflussung der Zinktoxizitat und der Hydrocortisonwirkung in
Alveolarepithelzellen durch N-Acetylcystein

In fritheren Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass mit einer Erhohung des
Glutathiongehaltes auf das ca. 2-3fache durch Gabe eines Glutathionesthers die Toxizitdt von
Zink vermindert wird '%.

NAC gilt als deutlich lipophiler als Cystein und kann auch {iber Plasmamembranen
diffundieren, wiahrend Cystein iiber den neutralen Aminosédurecarrier (ASC) in die Zellen
aufgenommen wird ’. Damit unterliegt die Cystein-Aufnahme und somit die zellulire
Cystein-Konzentration auch dem Einfluss verschiedener extrazelluldrer
Aminosdurekonzentrationen. Deswegen wird die Glutathionkonzentration auch deutlich von
den extrazelluliren Konzentrationen anderer Aminosduren abhdngen. Durch die
Verabreichung von NAC in das Medium soll diese Abhingigkeit vermieden werden und die
Limitierung der GSH-Synthese durch riickgekoppelte zelluldre Cystein-Aufnahme aufler
Kraft gesetzt werden.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass sich bei Fehlen von oxidativem Stress (fehlende
Zinkbelastung) durch die Gabe von NAC in einer Konzentration von 200 umol/l der
Glutathiongehalt der Zellen nicht entscheidend beeinflussen ldsst. Entscheidend war vielmehr
allein die Konzentration von Cystein im Medium. Eine Vorbehandlung der Zellen mit NAC
vor toxischer Zinkeinwirkung zeigte dementsprechend auch keinen positiven Effekt auf den

intrazelluldaren Glutathiongehalt.

In der ersten Versuchsreihe wurde eine direkte Interaktion von NAC mit Zink vermieden,
indem die Zellen mit NAC lediglich vorbehandelt waren. Damit konnten die komplexierenden

Eigenschaften von NAC, insoweit sie extrazelluldr auftreten, vermieden werden. So wurde bei
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den mit NAC vorbehandelten Zellen vor Belastung mit Zink das extrazellulire NAC
ausgewaschen. Ein positiver Effekt wiare demnach noch auf mindestens diese zwei moglichen
Erklarungen zuriickzufiihren: erhéhte GSH-Synthese und/oder intrazelluldr vermindertes
freies Zink. Es wurden jedoch keine Steigerungen der Glutathiongehalte der Zellen gefunden
und entsprechend auch keine Verbesserung der Zinktoxizitdtsparameter gegeniiber einer
Kontrolle ohne Vorbehandlung mit NAC. In diesem Modell war der Effekt durch NAC somit
nur gering und es wunderte letztendlich nicht, dass eine verminderte Toxizitdt und/oder eine

erhohte GSH Syntheserate ausgeblieben sind.

Fiir NAC ist bekannt, dass es selbst als Zinkchelator fungiert, womit die freie und somit
wirksame Zinkkonzentration vermindert wird °°. Weiterhin ist bekannt, dass NAC
antioxidative Eigenschaften besitzt '*’. Da es nach Zinkgabe intrazellulir zu einer Depletion
des zelluldaren Glutathions kommt, ist mit Sicherheit anzunehmen, dass in den Zellen auch
oxidativer Stress vorherrscht. Da wie oben besprochen auch eine GR-Hemmung besteht,
konnte ein zinkbedingter oxidativer Stress somit auch als ein finales Stadium der Zelle
imponieren, also ohne eine Beeinflussungsmdglichkeit durch Antioxidanzien. Diese Annahme

123 Weiterhin wei8 man

konnte aber durch die eigene Arbeitsgruppe ausgeschlossen werden
wiederum aus Daten unserer eigenen Arbeitsgruppe, dass NAC offensichtlich deutlich besser
eine zinkbedingte Toxizitdt zu antagonisieren vermag als es seinen komplexierenden und

antioxidativen Eigenschaften entspricht '**,

Insgesamt sind durch NAC also zwei weitere Effekte bekannt, die eine Minderung der
zinkbedingten Toxizitdt bewirken, ohne dass eine erhohte Glutathionsynthese erfolgen
miisste. Als Kontrolle sind daher ”Zellen ohne NAC” nicht ausreichend geeignet. Beide hier
genannten Eigenschaften (Chelator, Antioxidanz) sind rein chemischer Natur und nicht
abhingig von den stereoisomeren Eigenschaften des NAC. Das wiirde heiflen, dass das D-
Enantiomer von NAC (NADC) die gleichen komplexierenden und antioxidativen
Eigenschaften haben sollte. Dies wird z.B. von Smith und Martell ebenso angenommen,
weshalb diese Autoren auch Komplexbildungskonstanten der entsprechenden D-Derivate fiir

104 Auch fiir direkte antioxidative, also

Metal/Ligand-Komplexe nicht bestimmten
Elektronenakzeptoreigenschaften ist die stereoisomere Konfiguration unerheblich. Jedoch
unterscheiden biologische Systeme im Allgemeinen sehr wohl zwischen D- und L-Varianten
z.B. von Aminosduren. So sind iiblicherweise die L-Varianten biologisch aktiv. Auch in die

Glutathionsynthese miindet entsprechend nur das L-Cystein, wéhrend eine Gabe von D-
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Cystein nicht zur Glutathionsynthese verwendet wird **'*. Daher wurde fiir diese Arbeit
jeweils eine Applikation von NADC entsprechend der NAC-Gabe als Kontrolle gewéhlt.

In der zweiten Versuchsreihe nach einer simultanen Inkubation mit NAC bzw. NADC
wihrend der Inkubation mit Zink zeigte sich lediglich bei starkem Cysteinmangel im Medium
(1pmol/l) ein gilinstiger Einfluss von NAC im Vergleich zu NADC-Kontrollen auf die
Glutathiondepletion und die anderen untersuchten Toxizitdtsparameter. Dieser Effekt war
allerdings aufgrund der hohen Streubreite der Werte von unterschiedlichen Versuchstagen nur
fiir die Quotienten der Werte der NADC/NAC inkubierten Ansitze signifikant. Die,
gleichwohl nur bei starkem Cysteinmangel im Medium nachweisbare, giinstige Beeinflussung
der Zinktoxizitdtsparameter durch NAC im Vergleich zu NADC spricht fiir eine geringe
zusitzliche Wirkung von NAC als L-Cystein-Donator fiir die Glutathionsynthese.

Als ein weiterer interessanter Aspekt der Ergebnisse zeigte sich eine lediglich tendenziell,
nicht durchwegs signifikant erhéhte Toxizitdt von Zink in mit Hydrocortison vorbehandelten
Zellen. Aus der Literatur ist allerdings bekannt, dass die Toxizitdt von Zink in L2 und A549
Zellen nach Vorbehandlung mit Glukokortikoiden (ohne zusdtzlich NAC/NADC-Gabe)
drastisch ansteigt 120 Die Ursache, fiir die beobachtete, schwicher als erwartet erhdhte
Zinktoxizitit in den untersuchten Zelllinien nach Vorbehandlung mit Hydrocortison, ist somit
am ehesten in der zusitzlichen Anwesenheit von NAC bzw. NADC begriindet. Da NAC
neben seiner Funktion als Glutathion-Precursor (Cystein-Donor) auch als Antioxidanz
fungiert, bedeutet dies offensichtlich, dass die Anwesenheit des Antioxidanzes NAC (bzw.
NADC) die erhdhte Sensitivitdt nach Vorbehandlung mit HC teilweise authebt. Der fehlende
Nachweis einer signifikant erhdhten Zinktoxizitdt nach Hydrocortisongabe bei gleichzeitiger
NAC bzw. NADC-Gabe ist somit ein indirekter Hinweis auf eine eventuelle giinstige
Beeinflussung der Zinktoxizitit durch NAC/NADC. Die Tatsache, dass nach
Hydrocortisonvorbehandlung nur fiir den Fall einer sehr niedrigen Cysteinkonzentration im
Medium ein zusitzlicher schwacher Effekt auf die Toxizitdtsparameter nur fiir NAC, aber
nicht fiir NADC, gezeigt werden konnte, spricht auch hier fiir eine gering vorhandene
Wirkung von NAC als L-Cystein-Donator fiir die Glutathionsynthese. Letztere Wirkung

scheint in der Summe allerdings gering zu sein.

Interessant in diesem Zusammenhang ist auch, dass in Geweben aus fetalen Nieren und
Lungen von Ratten nach miitterlicher Dexamethasongabe eine Abnahme verschiedener
antioxidativer Enzyme (Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase, Katalase) gezeigt werden

konnte '°. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Lungenzellen ist ein derartiger Effekt bisher
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nicht beschrieben, aber durchaus denkbar. Da auch schon vorher der Verdacht geduBert
wurde, dass zusitzlich zu GSH ein weiterer modulierender Faktor der Zinktoxizitdt durch
Glukokortikoide verdndert wird, scheint eine solche allgemeine Minderung von
Antioxidanzien auch in Lungenzellen sogar als wahrscheinlich. Dies sollte bedeuten, dass
auch andere Antioxidanzien wie z.B. Vit. C, Vit. E oder Harnsdure etc. als Zink-Antidota zu
agieren vermdgen. Entsprechende Untersuchungen wurden bei uns in der Arbeitgruppe, wie
oben schon erwéhnt, auch durchgefiihrt und es zeigt sich tatséchlich in L2 Zellen, jedoch
nicht in A549 Zellen, dass hydrophile Antioxidanzien wie Vit. C eine zinkantagonistische

Wirkung entfalten kénnen '"°.

5.5 AbschlieRende Beurteilung und Limitationen

Somit konnte durch die vorliegende Arbeit gezeigt werden, dass durch 200 umol/l NAC beim
Fehlen von oxidativem Stress eine Erhohung von zelluliren Glutathiongehalten nicht
stattfindet. Weiterhin kommt es durch Inkubation mit NAC nur unter Bedingung von
oxidativem Stress und gleichzeitigem Cysteinmangel zu einer tendenziell verminderten zink-
bedingten Glutathiondepletion. Dies ist verwunderlich, als dass verschiedene Arbeitsgruppen
in hdmatopoetischen Stammzellen mit Konzentrationen unter 500 umol/l NAC deutliche
zinkantagonistische Effekte, die wahrscheinlich durch eine erhohte Glutathionsynthese
begriindet sind, fanden ***. Andererseits fand sich durch die Inkubation mit 1000 pmol/l
NAC, aber nicht mit 100 pmol/l NAC ein Schutzeffekt vor oxidativen Schiden in A549
Zellen, wobei auch bei 1 mmol/l NAC im Vergleich zu Kontrollen nur ein leicht erhohter
Glutathiongehalt beschrieben ist ’. In einer Arbeit der eigenen Arbeitsgruppe, in der NAC
deutlich besser zinkantagonistisch wirkte, als es einer reinen Komplexierung entsprochen
hitte, war NAC in einer Konzentrationen von 2 mmol/l eingesetzt und damit in ca.10fachem
Uberschuss zu Zink. Es erscheint damit gut vorstellbar, dass durch die in der vorliegenden
Arbeit verwendete NAC-Konzentration von 200 pmol/l kein relevanter GSH-

synthesesteigernder Effekt hervorgerufen werden konnte.

Letztendlich ist noch eine Toxizitdt von D-Derivaten der Aminosduren in den Ansdtzen mit
NADC nicht auszuschlieBen. Toxische Effekte sind z. B. fiir D-Valin bekannt, welches eine
erhebliche Toxizitdt insbesondere fiir Fibroblasten besitzt. Dies wird z.B. fiir eine
Zellselektion in Laboratorien verwendet um Fibroblastenverunreinigungen aus Zellgemischen
zu entfernen. Aber auch fiir D-Cystein sind in E. coli Zellen toxische Effekte beschrieben,

wobei allerdings flir Eukarionten keine Hinweise auf eine Toxizitdt von D-Cystein bestehen
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1% Sollte in den vorliegenden Fillen NADC und damit eventuell D-Cystein auch toxische
Effekte verursachen, so hitte allerdings ein positiver Effekt von NAC verstirkt hervortreten
miissen. Da jedoch ein positiver Effekt von NAC (im Vergleich zu NADC) nur tendenziell zu
erkennen war, ist eine gesonderte Toxizitédt des hier verwendeten D-Derivates von NAC wohl

eher zu verneinen.
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6. Zusammenfassung

Nach inhalativer Aufnahme kann Zink ein bedrohliches, toxisch-bedingtes akutes
Lungenversagen ausldsen. Der frither diskutierte pharmakologisch-therapeutische Einsatz von
Glukokortikoiden hat sich hier bis jetzt als nutzlos erwiesen. Nach Inkubation von
Alveolarepithelzellen mit Glukokortikoiden ist die Zinktoxizitdt weiter erhoht, als Ursache
wird eine durch die Steroide verursachte Verminderung des intrazelluldren Glutathions
angesehen.

Die zink-induzierte Toxizitdt wird zumindest teilweise durch Glutathion reguliert. Wahrend
die intrazelluldre Glutathionreduktase schon in der frithen Phase durch Zink gehemmt wird,
scheint Glutathionsynthese nicht beeinflusst zu sein. Als ein limitierender Faktor bei der

Glutathionsynthese gilt die Verfiigbarkeit von Cystein.

Da das N-Acetylcystein ein anerkannter Cysteindonator ist, wurde in der vorliegenden Arbeit
versucht zu kldren, ob sich der zelluldre Glutathiongehalt von zwei als Alveolarepithel Typ II

charakterisierten Zelllinien (L2, A549) durch Gabe von N-Acetylcystein erhéhen lésst.

Des weiteren stellte sich die Frage, ob vor oder wéhrend der Zinkbelastung durchgefiihrte

NAC-Gabe die zink-bedingte Zellschddigung vermindert.

Neben der Eigenschaft als Cysteindonator fiir die Glutathionsynthese hat NAC weitere
zinkantagonistische Effekte. So kann NAC als Zinkchelator fungieren und die wirksame freie

Zinkkonzentration vermindern.

In der ersten Versuchsreihe fand die Inkubation mit NAC vor der Inkubation mit Zink statt,
eine direkte Interaktion von NAC mit Zink extrazelluldar wurde somit vermieden.

In der zweiten Versuchsreihe wurden die Zellen simultan zur Zinkbelastung mit N-
Acetylcystein inkubiert. Als Kontrolle diente hier das D-Derivat N-Acetyl-D-cystein, das die
gleichen zinkkomplexierenden und antioxidativen Eigenschaften wie NAC besitzt, allerdings

nicht als biologischer Donator von Cystein fiir die Glutathionsynthese wirken kann.

Als néchstes interessierte, ob die erhohte Sensitivitit der Alveolarepithelzellen nach
Vorbehandlung mit Hydrocortison wiederum durch Unterstiitzung der Glutathionsynthese

durch NAC aufhebbar ist.
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Diesbeziiglich wurden die Zellen in beiden Versuchsreihen teilweise mit Hydrocortison fiir

zwei Tage vorbehandelt, als Kontrolle dienten nicht vorbehandelte Ansitze.

Als Parameter fiir Zinktoxizitit bzw. Sensibilitit der Zellen wurden die
zinkkonzentrationsabhingige Abnahme des intrazelluldren Gesamtglutathions
(Glutathiondepletion), der Anstieg des Anteils von oxidiertem Glutathion am
Gesamtglutathion und als unspezifischer Parameter die Verminderung der Proteinsynthese

(Einbauhemmung von radioaktiv markiertem Methionin) herangezogen.

Ergebnisse:

1. Nach einer Vorbehandlung der L2 bzw. A549 Zellen mit 200 pmol/l NAC war keine
Erhohung der zelluldren Glutathiongehalte im Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen
zu finden.

2. Bei Verminderung des Cystein-Gehaltes im Medium von 100 auf 10 bzw. 1 umol/l fiir 3 h
(L2) bzw. 4 h (A549) zeigte sich eine Abnahme des zelluldren Glutathiongehaltes auf ca.
60-70 %.

3. Unter fehlender Zinkbelastung war bei vermindertem Cystein-Gehalt im Medium auch
durch die Gabe von 200 pumol/l NAC im Vergleich zu NADC-Kontrollen keine Erhéhung
des zelluldren Glutathiongehaltes zu bewirken.

4. Durch eine simultane Inkubation mit NAC wihrend der Zinkbelastung zeigte sich lediglich
bei starkem Cysteinmangel im Medium (1pmol/l) ein giinstiger Einfluss von NAC in
Vergleich zu NADC auf die Glutathiondepletion und die anderen untersuchten
Toxizitdtsparameter.

5. Nach Vorbehandlung der L2 bzw. A549 Zellen mit 100 umol/l Hydrocortison konnte die in
der Literatur beschriebene Glutathiondepletion bestitigt werden. Die durch Hydrocortison
bedingte erhohte Zinktoxizitdt konnte nur in geringem Ausmall durch die NAC-Gabe

aufgehoben werden.

Insgesamt konnte durch die vorliegenden Untersuchungen gezeigt werden, dass beim Fehlen
von oxidativem Stress eine NAC-Substitution keine Erhohung des intrazelluldren
Glutathiongehaltes in L2 und A549 Zellen bewirkt. Eine NAC-Gabe fiihrt nur bei
gleichzeitigem oxidativen Stress und Cysteinmangel im Medium zu einer geringen
Verminderung der Zinktoxizitit in Typ 2 Alveolarepithelzelllienien.

So erscheint es wahrscheinlich, dass die Inkubation mit N-Acetylcystein in der verwendeten

Konzentration bei der Zinkbelastung keinen relevanten GSH-synthesesteigernden Effekt hat.
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