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i
Zusammenfassung

Übergangsmetallen wie Ni
kel und Cobalt kommt meist eine groÿe Bedeutung als Cofaktor inEnzymen oder Metallkomplexen im Metabolismus von Lebewesen zu. Da eine sehr geringe Kon-zentration dieser Übergangsmetalle in einer Zelle für deren Funktionalität ausrei
ht, ist eine kon-stante Konzentration der Spurenelemente in einer Zelle angestrebt. Dur
h meist anthropogeneEin�üsse sind P�anzen und Mens
hen zunehmend hohen Konzentrationen von Übergangsme-tallen ausgesetzt, die in Abhängigkeit von ihrer Spezies, der Konzentration und der Lokalisationunters
hiedli
he Toxizitäten aufweisen können. Die Speziation von Metallen wurde bisher mittelsgängiger Analyseverfahren, wie der ICP-MS und ähnli
her Verfahren, anhand von bulk-Materialdur
hgeführt. Dur
h die Entwi
klung von optis
hen Sensoren für Metallionen war es mögli
h,diese Metalle au
h in lebenden Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie zu lokalisieren. Ke undKollegen (2006, 2007) nutzten einen sol
hen optis
hen Sensor � Newport Green DCF, um dieAufnahme von Ni
kel in humane A543 Lungenbron
hialepithelzellen na
h Inkubation mit demwasserlösli
hen NiCl2 (0,5 mM und 1 mM) sowie den wasserunlösli
hen Verbindungen Ni3S2(0,5 µg/
m2 und 1 µg/
m2) und NiS (2,5 µg/
m2) na
hzuweisen und zu lokalisieren und konn-ten damit eine Akkumulation von Ni
kel im Zytoplasma und im Zellkern aufzeigen. Dabei warbei wasserlösli
hen und wasserunlösli
hen Ni
kelverbindungen Ni
kel na
h 24 h im Zytoplasmaund erst na
h 48 h im Zellkern zu beoba
hten.Da Ni
kel und Cobalt keine detektierbare Eigen�uoreszenz unter den gegebenen Bedingun-gen zeigten, wurde für den optis
hen Na
hweis von Ni
kel und Cobalt mit dem konfokalenLaser-Raster Mikroskop (CLSM) na
h der Zugabe der vers
hiedenen wasserlösli
hen und was-serunlösli
hen Metallverbindungen NiCl2, NiSO4, Ni3S2 und CoCl2 in einzelnen lebenden huma-nen Gingiva-Fibroblasten, sowie in P�anzenzellen in dieser Arbeit ebenfalls der optis
he SensorNewport Green DCF genutzt. Korrespondierend zu den Ergebnissen früherer Arbeiten von Keet al. (2006, 2007), in denen die Ni
kelaufnahme bei Konzentrationen von >0,5 mM NiCl2bzw. >0,5 µg/
m2 Ni3S2 gezeigt wurde, wurde Ni
kel in Fibroblasten in Abhängigkeit von derSpezies mit steigender Metallkonzentration von 100 µM bis 500 µM na
h 16 h im Zytoplasmaund zunehmend na
h 24 h bis 48 h im Zellkern detektiert. Bei der wasserunlösli
hen Verbindung



iiNi3S2 war der Na
hweis von Ni
kel im Zellkern bereits na
h 16 h bis 24 h erfolgrei
h. Zusätzli
hwurden weitere Strukturen wie das Endoplasmatis
he Retikulum, die Mito
hondrien und die Nu-kleoli dur
h eine starke Fluoreszenz des optis
hen Sensors bei Colokalisationsexperimenten mitOrganell-spezi�s
hen Fluoreszenzfarbsto�en als target für die Ni
kelbindung vermutet. Die Lo-kalisation von Cobalt in den Fibroblasten entspra
h weitgehend der Lokalisation von Ni
kel. ImZellkern war die Cobaltlokalisation jedo
h auf die Nukleoli bes
hränkt. Weiterführende Versu
hean humanen Gingiva-Fibroblasten zeigten, dass die Aufnahme der Metalle in die FibroblastenpH-Wert abhängig war. Niedrige pH-Werte im sauren pH-Berei
h verringerten die Aufnahme derMetalle in die Zellen, wobei ein pH-Wert im basis
hen Berei
h keinen bedeutenden Unters
hiedzum neutralen pH-Berei
h aufwies. Im Verglei
h zu den Fibroblasten war in P�anzenzellen zujedem Zeitpunkt, au
h bei geringen Konzentrationen der Metallverbindungen sowie des opti-s
hen Sensors, Ni
kel und Cobalt in den Zellkernen detektierbar. Dur
h die Eigens
haft derP�anzenzellen eine Vakuole zu besitzen, war Ni
kel und Cobalt hauptsä
hli
h in den Vakuolenlokalisiert. Weitere Strukturen wie das Endoplasmatis
he Retikulum, die Mito
hondrien oderau
h die Zellwand kamen bei P�anzenzellen als target in Frage.Die Fluoreszenz und Lokalisation der Metalle in den Fibroblasten waren unabhängig von derSpezies sehr ähnli
h, sodass in den Zellen die Spezies anhand der �uoreszenzmikroskopis
henAufnahmen kaum unters
hieden werden konnten. λ-S
ans in vers
hiedenen regions of interest(ROI) wurden dur
hgeführt, um dur
h die Fluoreszenzspektren Hinweise auf eine 
harakteristi-s
he Beein�ussung der Bindungspartner von Ni
kel und Cobalt oder dieser Metalle selbst in denZellen auf den optis
hen Sensor zu bekommen und diese dadur
h identi�zieren zu können. DasZiel der parallelen Detektion bzw. Lokalisation und glei
hzeitigen Speziation bestimmter Ni
kel-und Cobaltpezies in einzelnen lebenden Zellen konnte in dieser Arbeit dur
h den optis
hen SensorNewport Green DCF ni
ht errei
ht werden.



iii
Summary

Transition metals like ni
kel and 
obalt are very important 
ofa
tors in enzymes or metall 
omple-xes. Distin
t transition metals are essential for the metabolism of nearly all organisms. Be
auseof their e�
ien
y at lowest 
on
entrations, a 
onstant level of transitions metals is aspired.The 
onsequen
e of an a

umulation of transition metals for humans or plants depends on thespe
ies, the 
on
entration and the lo
alization inside the 
ell. Common analyti
al methods inmetal spe
iation like the ICP-MS use bulk material, but the development of opti
al probes fortransition metals allows the dete
tion of metals in living 
ells by �uores
en
e mi
ros
opy. New-port Green DCF is one of these opti
al sensors whi
h allows Ke and 
olleagues (2006, 2007) todete
t ni
kel in the 
ytoplasm and the nu
leus of human lung bron
hoepithelial A543 
ells afterthe in
ubation with the water soluble NiCl2 (0,5 mM und 1 mM) and the water unsoluble Ni3S2(0,5 µg/
m2 und 1 µg/
m2) and NiS (2,5 µg/
m2). Ni
kel was dete
ted in the 
ytoplasm after24 h and �rst after 48 h in the nu
leus in both water soluble and water unsoluble ni
kel spe
ies.Be
ause of non-dete
table auto �uores
en
e of ni
kel and 
obalt under the given 
onditionsthe opti
al probe Newport Green DCF was also used to dete
t ni
kel and 
obalt in single livinghuman gingiva �broblasts and plant 
ells with 
onfo
al laser s
anning mi
ros
opy (CLSM) afteraddition of the di�erent water soluble and insoluble heavy metal spe
ies NiCl2, NiSO4, Ni3S2 andCoCl2. Corresponding to results from Ke and 
olleagues (2006, 2007), where the ni
kel uptakeat 
on
entrations of >0,5 mM NiCl2 respe
tively >0,5 µg/
m2 Ni3S2 was des
ribed, ni
kel wasdete
ted in the 
ytoplasm and the nu
leus after 24 h up to 48 h a

ording to the spe
ies,enhan
ed metal 
on
entration (100 µM up to 500 µM) and in
ubation time. The in
ubationwith the water soluble spe
ies Ni3S2 resulted in ni
kel dete
tion in the nu
leus after 16 h up to24 h. Additionally, the endoplasmi
 reti
ulum, the mito
hondria and the nu
leoli are 
onsideredto be targets for ni
kel binding. The lo
alization of 
obalt in the �broblasts is nearly identi
alwith the lo
alization of ni
kel beside the nu
leus, where 
obalt is limited to the nu
leolus. Furtherexperiments on human gingiva �broblasts indi
ate a pH dependent uptake of metals in human
ells. At a
idi
 pH values the heavy metal uptake de
reases in 
ontrast to alkaline pH values,where there are no di�eren
es 
ompared to neutral pH value. In 
omparison to �broblasts ni
kel



ivand 
obalt in plant 
ells are dete
table in the nu
leus at early in
ubation times and even at lowmetal and dye 
on
entrations. Additionally a main part of ni
kel and 
obalt are lo
alized in theva
uoles and further stru
tures like the endoplasmi
 reti
ulum, mito
hondria or the 
ell wall are
onsidered to be targets for ni
kel and 
obalt binding in plant 
ells too.The �uores
en
e and the lo
alization of the transition metals ni
kel and 
obalt in �broblasts aresimilar, independent of the spe
ies, so the spe
ies 
an rarely be distinguished by 
onfo
al lasers
anning mi
ros
ope (CLSM) images. For that reason λ-s
ans in di�erent regions of interest(ROI) inside a 
ell were a

omplished to get hints for a 
hara
teristi
 in�uen
e of the binding
omplexes of ni
kel and 
obalt or of these metals itself to the opti
al probe to identify di�erentspe
ies or 
omplexes. The obje
tive of parallel lo
alization and spe
iation of ni
kel and 
obaltin single living 
ells 
ould not be a
hieved.
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1
Kapitel 1
Einleitung

Übergangsmetalle sind für den Metabolismus jeden Organismus von Bakterien, P�anzen bishin zum Mens
hen von groÿer Bedeutung. Sie übernehmen vielfältige Aufgaben in zahlrei
henSto�we
hselwegen, können aber einem Organismus bei zu hoher intrazellulärer Konzentrationoder in einer bestimmten Metallverbindung s
haden. Die Aufnahme der Metalle in Zellen, ihreAufgaben und Folgen der Akkumulation in den Zellen, sowie Na
hweisverfahren für Metallewerden im Folgenden aufgeführt.1.1 Metalle in der Umwelt und im OrganismusDer Boden ist für viele Mikroorganismen und Bodenlebewesen wie Würmer, Pilze und P�anzenein wi
htiger Lebensraum. Er dient als Wasserspei
her, der die Organismen mit notwendigen Mi-neralien und Spurenelementen versorgt, zu denen bestimmte Metalle und S
hwermetalle zählen.Diese übernehmen insbesondere die Funktion eines Cofaktors für Enzyme oder sind Bestand-teil organis
her Komplexe. Beispiele hierfür sind Eisen (Fe) im Hämoglobin, Magnesium (Mg)im Chlorophyll, Cobalt (Co) in Cobalamin, Ni
kel (Ni) in dem Enzym Urease und der Ni-Fe-Hydrogenase sowie Zink (Zn) in der Superoxid-Dismutase, RNA-Polymerase (RNA, ribonu
lei
a
id) und in Zink�nger-Proteinen zur Faltung von Polypetidketten. Die Spurenelemente müssendafür zunä
hst in die Lebewesen und in die Zellen aufgenommen werden. Diese Metalle sind imBoden oft s
hwer verfügbar, da sie an Kristallgitter gebunden sind. Unters
hiedli
he Faktorenwie Azidität, Feu
htigkeit oder Bodentextur beein�ussen die Verfügbarkeit von Metallen für Or-ganismen (Babi
h und Stotzky, 1982; Soon und Bates, 1982; M
Ilveen und Negusanti, 1994).Die Metalle, die im Boden und Grundwasser gelöst sind, werden von Bodenorganismen undP�anzen über spezi�s
he Transporter in der Plasmamembran aufgenommen. Dur
h Umweltein-�üsse wie z.B. vulkanis
he Eruptionen oder dur
h anthropogene Ein�üsse wie Industrie, Bergbau



1 Einleitung 2oder Verbrennung fossiler Brennsto�e, rei
hern si
h höhere Konzentrationen an Metallen undS
hwermetallen im Boden an. Da P�anzen kontaminiertem Boden direkt ausgesetzt sind, könnensi
h zu hohe Konzentrationen an Metallen in einem Organismus anrei
hern und toxis
h wirken.Bei Ni
kel liegt das kritis
he Level für sensitive P�anzen bei 10 mg/kg Tro
kenmasse (Koz-lov, 2005). Aber au
h 
hemis
hen Prozesse, die den Oxidationszustand oder die Spezies dieserMetalle verändern, können die Toxizität eines Metalles ändern, denn die Toxizität eines Metallskann mit seiner Spezies variieren. Ein bekanntes Beispiel dafür ist das Que
ksilber (Hg), dasdur
h Bakterien oder Pilze methyliert wird (Jensen und Jernelöv, 1969; S
hröder und Mit
hener,1975; Fis
her et al., 1995). Die daraus resultierende lipophile Eigens
haft bewirkt, dass Methyl-que
ksilber (MeHg) stärker in Säugetieren akkumuliert wird als anorganis
hes Que
ksilber undweist dadur
h eine sehr hohe Toxizität auf. Kommt es, bedingt dur
h Luftvers
hmutzung, ins-besondere dur
h säurebildende Industrie- oder Autoabgase, zu �saurem Regen�, ändern si
h diepH-Werte im Boden in den sauren Berei
h, wodur
h bestimmte Metalle wie Ni
kel lei
hter vonBodenpartikeln gelöst werden können. Diese gelangen dadur
h vermehrt ins Grundwasser, wo siefür P�anzen oder Bodenorganismen verfügbar werden, was bei einer zu hohen Konzentration zueiner S
hädigung der P�anzen führen kann (Crooke et al., 1955; Crooke, 1955; Crooke, 1956;Soon und Bates, 1982).Einige P�anzen haben eine Strategie entwi
kelt, um si
h vor den toxis
hen S
hwermetallen oderÜbergangsmetallen bzw. vor zu hohen intrazellulären Konzentrationen dieser Metalle zu s
hüt-zen. Sie produzieren z.B. organis
he Säuren (Krämer et al., 1996) und bestimmte Peptide, sog.Phyto
helatine oder Metallothioneine (Ste�ens, 1990; Rauser, 1999), die die Metalle binden. Jena
h P�anzenart werden diese Komplexe aus Protein und Metall dann in unters
hiedli
hen Re-gionen des P�anzenhabitus gelagert, sodass die Metallionen für den Metabolismus unzugängli
hund somit uns
hädli
h werden. Die häu�gsten Lagerstätten im Habitus sind die Wurzeln oderdie Blätter. Innerhalb einer Zelle sind es meist die Vakuolen, die als Lagerstätte für diese Kom-plexe aus organis
hen Säuren und Metallen dienen. Dieser Me
hanismus verleiht den P�anzenein gewisses Maÿ an S
hwermetalltoleranz.Es existieren etwa 450 P�anzenarten, die besonders hohe Konzentrationen von(S
hwer)metallionen in ihrem Habitus spei
hern können und damit zu den sog. Hyperak-kumulatoren zählen. Etwa 75 % davon sind Ni
kelhyperakkumulatoren, darunter einigeVertreter der Gattung Alyssum und Thlaspi, die in ihren oberirdis
hen P�anzenteilen mehr als10000 ppm Ni
kel akkumulieren (Ja�re et al., 1976; Brooks et al., 1977; Ja�re et al., 1979;Asemaneh et al., 2006). Normale P�anzen enthalten Ni
kelkonzentrationen zwis
hen 0,1 ppmund 5 ppm (Mit
hell, 1945). Diese Hyperakkumulatoren haben besondere Me
hanismen zurDetoxi�zierung entwi
kelt (Ingle et al., 2005; Ingle et al., 2008). Zusätzli
h zur verstärktenBildung von Phyto
helatinen (Zenk, 1996), Metallothioneinen, Glutathion (Freeman et al.,



1 Einleitung 32004) oder weiteren Komplexbildnern, die die Metallionen binden und als Komplex in Vakuolenspei
hern, werden bis zu 70 % der Metalle im Apoplasten zumeist an Cal
ium (Ca)-Bindestellengebunden (Krämer et al., 2000). Somit beein�ussen die Metalle den Metabolismus im Innerender Zelle ni
ht mehr. Da P�anzen und Pilze, die den Umweltein�üssen direkt ausgesetzt sind, füreine Reihe an Säugetieren u.a. dem Mens
hen ein (Grund-)Nahrungsmittel darstellen, können imZuge der Nahrungskette Metalle und S
hwermetalle, die von P�anzen oder Pilzen aufgenommenwurden, in den Säugerorganismus gelangen, die dort in einer geringen Konzentration essentiellfür den Metabolismus sind. Zu hohe Konzentrationen oder bestimmte Spezies können jedo
hau
h dem mens
hli
hen Organismus s
haden und gesundheitli
he Probleme hervorrufen. Diepotenziell gesundheitsgefährdenden Metalle können zusätzli
h über vielfältige Wege neben derNahrung in den Körper gelangen. So sind Arbeiter in der Bergbau- oder Metallindustrie tägli
hMetallstäuben ausgesetzt, die abhängig von ihrer Lösli
hkeit unters
hiedli
he Verweilzeitenim Körper besitzen, die weiterhin Ein�uss auf die Toxizität der Metallspezies haben (Cooganet al., 1989b). Aber au
h alltägli
he Umstände wie das Tragen von S
hmu
k, 
hirurgis
henund dentalen Implantaten oder Zahnfüllungen, bestehend aus den unters
hiedli
hsten Metallen,die oft Ni
kel- und Cobalt-haltige Legierungen eins
hlieÿen, können zu einer Akkumulationder Elemente im Körper führen und Allergien sowie gesundheitli
he Bes
hwerden verursa
hen(Merrit et al., 1981; Basketter et al., 1993; Burrows, 1997; Messer und Lu
as, 2000; Garner,2004).1.2 Essentielle Metalle � Mangel und ÜberdosisDie Grundlage organis
her Moleküle wie Aminosäuren, Fettsäuren und Zu
ker sind die ElementeWassersto� (H), Kohlensto� (C), Sauersto� (O) und Sti
ksto� (N). Um einen funktionierendenSto�we
hsel auszubilden, rei
hen die genannten Elemente alleine ni
ht aus, sodass weitere Ele-mente, sog. Spurenelemente wie Natrium (Na), Mg, Kalium (K), Ca, Phosphor (P), S
hwefel (S)und Chlor (Cl) nötig sind. Sie übernehmen, als sog. Elektrolyte, Aufgaben wie z.B. den Aufbauvon Membranpotenzialen für Transportvorgänge. Die genannten essentiellen Spurenelementenehmen in Organismen als Bestandteil oder Cofaktor von Enzymen einen hohen Stellenwert imSto�we
hsel ein. Seleno-Proteine wie die Glutathionperoxidase enthalten Selen (Se), Eisen istBestandteil des Hämoglobins und weiterer Enzyme, Ni
kel ist im Enzym Urease vorhanden (s.Abbildung 1.1(a)) (Dixon et al., 1975; Bast, 1988; Jabri et al., 1995) und Cobalt dient als Co-faktor u.a. im Cobalamin Coenzym B12 (Vitamin B12) (s. Abbildung 1.1(b)) (Battersby, 1993;Kräutler, 2005) und der Aldehyd-De
arbonylase (Dennis und Kolattukudy, 1992).
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(a) Urease α-Untereinheit (b) Coenzym B12Abbildung 1.1: Struktur von Molekülen mit Metallionen als Cofaktoren. (a) Strukturder Urease α-Untereinheit von Klebsiella aerogenes mit zwei Ni-Atomen im aktiven Zentrum; (b) Struktur desCobalamins Coenzym B12 mit einem Co-Atom im Zentrum.Zu den essentiellen Spurenelementen, im Speziellen für den Mens
hen, gehören Molybdän (Mo),Mangan (Mn), Fe, Kupfer (Cu), Zn, Chrom (Cr), Co, Fluor (F), Iod (I), Se, Sili
ium (Si) undVanadium (V). Umstritten ist jedo
h, ob Arsen (As), Bor (B), Rubidium (Rb), Zinn (Sn) undNi für den Mens
hen essentiell sind (Nielsen, 1996). Dass diese Elemente für P�anzen, einigeTiere (Nielsen und Sandstread, 1974; Uthus und Seaborn, 1996) und vers
hiedene Mikroorga-nismen (Pearson et al., 1998) essentiell sind, wurde u.a. dur
h die Isolierung mehrerer Enzymewie der Urease, die zwei Ni
kelatome im aktiven Zentrum enthält (s. Abbildung 1.1(a)) (Carteret al., 2009), gezeigt (Walsh und Orme-Johnson, 1987; Mobley und Hausinger, 1989). Dur
hden Na
hweis von Mangelers
heinungen in Ni
kel-armer Umgebung, die si
h dur
h Zusatz vonNi(II)-Salzen beheben lassen, wurde zudem die Notwendigkeit dieser Metalle für bestimmteOrganismen bewiesen (Dixon et al., 1975; Eskew et al., 1983; Brown et al., 1987). S
harrerund S
hropp (1933, 1935) bes
hrieben einen positiven E�ekt von Ni
kel in der Erde auf dasP�anzenwa
hstum. In bestimmten Spezies werden weitere Spurenelemente wie Barium (Ba),Blei (Pb), Wolfram (W), Cadmium (Cd) und Brom (Br) als essentiell angenommen. Ein Fehlenessentieller Spurenelemente kann in Lebewesen s
hwere Mangelers
heinungen wie Anämie beiEisenmangel oder Hyperplasie bei Iodmangel hervorrufen. Dieser Mangel kann etwa dur
h ver-mehrte Auss
heidung, dur
h Sto�we
hselerkrankungen, regionale Gegebenheiten wie geringesVorkommen im A
kerboden oder Ernährungsgewohnheiten hervorgerufen werden. Eine über-höhte Aufnahme, etwa dur
h Anrei
herung in Nahrungsmitteln oder vers
hmutzte Luft, kann



1 Einleitung 5eine Vergiftung bewirken, da einige Mikroelemente in zu hoher Konzentration oder bestimmteSpezies ho
h toxis
h sind. Sie konkurrieren mit essentiellen Elementen wie Fe oder Mg oderersetzen diese an spezi�s
hen Bindestellen dur
h ähnli
he 
hemis
he Eigens
haften und störendadur
h den Metabolismus oder verursa
hen Krankheiten wie Krebs (zur Übersi
ht: Durhamund Snow, 2006).1.3 Die ÜbergangsmetalleÜbergangsmetalle sind 
hemis
he Elemente der Ordnungszahlen 21 bis 30, 39 bis 48, 57 bis80 und 89 bis 112, die si
h in der dritten bis zwölften Gruppe des Periodensystems ab dervierten Periode be�nden. Es handelt si
h dabei um Elemente, die eine unvollständige d-S
halebesitzen, bzw. Ionen, die eine unvollständige d-S
hale ausbilden. Aufgrund dieser Kon�gurationwerden sowohl s-Elektronen als au
h d-Elektronen als Valenzelektronen wirksam, wodur
h Über-gangsmetalle viele Oxidationsstufen besitzen können. Die 
harakteristis
hen Färbungen und dieausgeprägte Neigung zur Komplexbildung sind auf die teilweise besetzten d-Niveaus zurü
kzu-führen. Da si
h in diesen Elementen und den Gruppen entlang jeder Periode die Zunahme anElektronen in den Orbitalen zeigt, werden diese als Übergangsmetalle bezei
hnet.1.3.1 Das Übergangsmetall Ni
kelNi
kel mit der Ordnungszahl 28, einer Elektronenkon�guration von [Ar℄3d84s2 (Ar, Argon) undeiner Atommasse von 58,69 g/mol zählt zu den Übergangsmetallen. Neben den vier stabilenNi
kelisotopen 60Ni, 61Ni, 62Ni und 64Ni kommt das Ni-Isotop 58Ni mit einem Anteil von 68 %aller Ni
kelisotope am häu�gsten vor. In 
hemis
hen Verbindungen hat Ni
kel überwiegend dieOxidationsstufe 0 oder +II, wohingegen die Stufen +I und +III seltener und meist instabilsind (Küpper, 2007). Elementares Ni
kel ist bei 20 °C in Wasser unlösli
h, wohingegen si
hNi(II)-Salze in Wasser unter Bildung von Aquakomplexen mit grünli
her Farbe lösen. Unter denwasserlösli
hen Ni
kelverbindungen be�nden si
h z.B. Ni(II)
hlorid-Hexahydrat (NiCl2⋅6H2O),das die hö
hste Lösli
hkeit besitzt, und Ni(II)sulfat (NiSO4). Ni
keloxide und Ni(II)-Sul�de wieNi
kelsubsul�d (Ni3S2) sind dagegen wasserunlösli
h. Organis
he Ni
keklverbindungen wie dasNi
keltetra
arbonyl sind ebenfalls bekannt. Es bildet in Wasser eine farblose, giftige Flüssigkeit.1.3.1.1 Ni
kelvorkommen in der NaturNi
kel ist in der Umwelt relativ weit verbreitet, kommt aber meist in geringen Konzentrationenvon dur
hs
hnittli
h 80 ppm und als Ni2+ vor (Sandell und Goldi
h, 1943). Die Konzentrationvon Ni
kel im Boden ist u.a. von der Gesteinsart abhängig. So �ndet man in Lavagestein oder intonhaltigem Sediment hohe Konzentrationen an Ni
kel zwis
hen 50 ppm und 500 ppm, während



1 Einleitung 6in normalen Böden aus Sandstein oder Kalkstein Konzentrationen unter 50 ppm die Regel sind(Mit
hell, 1945; Halstead et al., 1969). Der Massenanteil von Ni
kel an der Erdhülle beträgt etwa0,01 %. Es wird als Metall in geringen Mengen z.B. für Ni
kellegierungen u.a. bei Stählen oderin der S
hmu
kindustrie benutzt. In der Metall-verarbeitenden Industrie wird Ni
kel in vers
hie-denen Verbindungen häu�g über die Atemwege aufgenommen, aber au
h im Alltag kommenMens
hen mit Ni
kel in Verbindung. Ni
kel wird au
h bei der Herstellung von dentalen oderorthopädis
hen Implantaten verwendet, sodass bei Korrosionsprozessen oder na
h Zerstörungder Implantatober�ä
hen Ni
kelionen in den Organismus gelangen können. Der gröÿte Teil desNi
kels wird aus Ni
kel-haltigen Erzen gewonnen, von denen weltweit 1.284.200 t gefördert wer-den. Hier ist v.a. Ni
kelmagnetkies zu nennen, der Chalkopyrit (CuFeS2), Pentlandit ((Ni,Fe)9S8)und Spuren von Edelmetallen enthält. Dur
h Bergbau, Metallindustrie, Kraftwerke, Müllverbren-nungsanlagen, Verbrennung fossiler Brennsto�e und Abgase wird Ni
kel in die Luft emittiert,von wo aus es dur
h Absetzvorgänge oder den Nieders
hlag in Böden und Gewässer gelangt.Abwässer, v.a. Industrieabwässer, die ungeklärt in Ober�ä
hengewässer eingeleitet werden, sindeine zusätzli
he Quelle für die Anrei
herung von Ni
kel, wodur
h eine Ni
kelkonzentration von0,2 mg/l im Ober�ä
henwasser errei
ht werden kann (Astrom und Björklund, 1996). Die meis-ten Ni
kelpartikel werden von Sediment- und Bodenpartikeln absorbiert, wodur
h sie immobilund für P�anzen ni
ht verfügbar werden. In einem sauren Milieu ist diese Bindung wie bereitserwähnt jedo
h ni
ht so stark und Ni
kel kann ins Grundwasser eingetragen werden (Soon undBates, 1982).1.3.1.2 Auswirkungen der Ni
kelexposition auf die P�anzen- undTierweltBestimmte Ni
kelspezies sind in einer bestimmten Konzentration vorteilhaft für die P�anzen.S
harrer und S
hropp bes
hrieben z.B. eine Steigerung des Wa
hstums von P�anzen na
h derZugabe geringer Mengen (10-9 mVal bis 10-8 mVal) NiSO4 (S
harrer und S
hropp, 1933). So-wohl Eskew et al. (1983, 1984), Brown et al. (1987), als au
h Gerendás et al. (1999) bes
hriebenspäter die Essentialität von Ni
kel für höhere P�anzen. Der Vorteil könnte u.a. in der Anwesen-heit von Ni
kel in dem Enzym Urease liegen, das die Umsetzung von Harnsäure in Ammoniakkatalysiert (Dixon et al., 1975; Pola

o, 1977; Dixon et al., 1980). Obglei
h Ni
kel für Mikroor-ganismen, P�anzen und Tiere essentiell ist, wiesen Babi
h und Stolzky (1982) sowie Vergnanound Hunter (1953) darauf hin, dass zu hohe Ni
kelkonzentrationen in Böden die dort wa
hsen-den P�anzen s
hädigen. Dur
h den direkten Kontakt der P�anzenwurzel zum Boden kann Ni
kelabhängig von der Spezies und Konzentration dur
h passive Di�usion oder aktiven Transport indie P�anzen aufgenommen werden (Seregin und Kozhevnikova, 2006). Na
h überhöhter Ni
ke-laufnahme um das bis zu 10-fa
he bis 1000-fa
he der normalen Ni
kelkonzentration in P�anzen
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kenmasse) dur
h kontaminierten Boden zeigen si
h bei P�anzen und Pil-zen toxis
he E�ekte in Form von hohen Mortalitätsraten (Poulik, 1997), Wa
hstumshemmung(Molas, 2002), Hemmung der Mitose- und Enzymaktivität (Madhava Rao und Sresty, 2000;Gajewska et al., 2009), Chlorose (Mishra und Kar, 1974) und sogar Nekrose (Vergnano undHunter, 1953). Der kontaminierte Boden kann Ni
kelkonzentrationen von bis zu 24.000 ppm- 53.000 ppm enthalten (Babi
h und Stotzky, 1982). Im Laufe der Nahrungskette können si
hso hohe Ni
kelkonzentrationen in Tieren anrei
hern, die wiederum als Teil der Nahrungskettefür weitere Organismen wie z.B. den Mens
hen ein Nahrungsmittel darstellen. Toxis
he E�ekteaufgrund zu hoher Ni
kelkonzentrationen treten au
h bei vers
hiedenen Mikroorganismen auf,sofern sie ni
ht Resistenzen gegen Ni
kel entwi
kelt haben. In Mikroorganismen haben si
hspezi�s
he Transporter zur Aufnahme und Regulation der Homöostase von Ni
kel und Cobaltentwi
kelt (Wolfram et al., 1995; Zhang und Gladyshev, 2009; Zhang et al., 2009). Diesen Me-tallen kommt in Mikroorganismen eine gröÿere Bedeutung als in Säugetieren zu, was besondersam Beispiel der methanbildenden Ar
haebakterien zu beoba
hten ist. Im letzten S
hritt der Me-thanogenese wird mit Hilfe der Methyl-Coenzym M-Reduktase, die von dem Ni
keltetrapyrrolhaltigen Cofaktor F430 unterstützt wird, ATP (Adenosintriphosphat) gewonnen (Thauer, 1998).1.3.1.3 Auswirkungen der Ni
kelexposition auf den Mens
henFür den Mens
hen sind das Trinkwasser und Nahrungsmittel die Hauptquellen der Ni
kelauf-nahme, wodur
h dur
hs
hnittli
h 300 µg Ni
kel pro Tag vom Körper aufgenommen werden(Bar
eloux, 1999b). Au
h beim Mens
hen wirken überhöhte Ni
kelkonzentrationen im Körpertoxis
h und sogar s
hon bei Hautkontakt v.a. dur
h Ni
kel-haltigen S
hmu
k oder Kontakt zuS
hleimhäuten dur
h Ni
kel-haltige dentale Werksto�e können allergis
he Reaktionen ausgelöstwerden (Stewart, 1933; Merrit et al., 1981; Basketter et al., 1993; Garner, 2004; Thyssen undMenné, 2010). Do
h s
heinen lösli
he Ni
kelsalze im mens
hli
hen Körper weniger toxis
h oderkanzerogen zu sein als wasserunlösli
he Ni
kelsalze (Flet
her et al., 1994; Dunni
k et al., 1995).Die unters
hiedli
he Kanzerogenität der vers
hiedenen Ni
kelverbindungen ist u.a. dur
h ihreVerweildauer im Körper zu erklären. Wasserlösli
he Ni
kelverbindungen verweilen wenige Tage(Halbwertszeit: 1 Tag) im Körper, wohingegen wasserunlösli
he Ni
kelverbindungen wie Sul�deeine Halbwertszeit von etwa 3 Jahren haben (Coogan et al., 1989a). Neben der s
hädli
hen Wir-kung wasserlösli
her Ni
kelverbindungen dur
h die Bildung reaktiver Sauersto�spezies (ROS),stellt die Inhalation von wasserunlösli
hen Ni
kelpartikeln ein gröÿeres Risiko für Erkrankungendar, die besonders bei Arbeitern auftreten, die tägli
h mit Ni
kelstaub in Kontakt sind (Doll,1958; Doll et al., 1970; zur Übersi
ht: Sunderman, 2001). So erhöht si
h der Ni
kelgehalt inder Umgebungsluft mit normal etwa 6 ng/m3 - 20 ng/m3 dur
h anthropogene Quellen auf biszu 150 ng/m3 (Bar
eloux, 1999b). Diese Ni
kelpartikel werden dur
h Phagozytose in die Zellen



1 Einleitung 8aufgenommen und meist in zellkernnahe, saure Vakuolen transportiert, wo die Verbindungenionisiert werden und s
hlieÿli
h in den Zellkern gelangen (Costa und Mollenhauer, 1980a; Costaund Mollenhauer, 1980b; Costa, 1995; Costa et al., 2001; Costa et al., 2003; Costa et al.,2005; Ke et al., 2006). Dort kann Ni
kel mit unters
hiedli
hen Strukturen interagieren und aufvers
hiedene Weise kanzerogen wirken (zur Übersi
ht: Sutherland und Costa, 2003). Ein ers-ter Angri�spunkt im Zellkern für Ni
kel sind die Histone bzw. die Aminosäuren Histidin undLysin der Histonproteine. Die Histone sind für die Struktur von Chromosomen verantwortli
hund können posttranslational dur
h A
etylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Me-thylierung verändert werden (Peterson und Laniel, 2004), wobei diese Modi�kationen auf denaminoterminalen Berei
h des Proteins bes
hränkt sind. Die Histona
etylierung entsteht aus demTransfer einer A
etylgruppe vom A
etyl-Coenzym A auf die Aminogruppe spezi�s
her Lysin-reste im positiv geladenen aminoterminalen Teil der 
ore-Histone und führt letztendli
h zurLadungsneutralisierung der H4-Proteine. Dur
h die Neutralisierung hervorgerufene verringerteVerbindung zwis
hen Histon und Desoxyribonukleinsäure (DNA, deoxyribonu
lei
 a
id) kommtes zum gesteigerten Zugang von Transkriptionsfaktoren zu den Promotorberei
hen und damit zurvermehrten Transkription (Grunstein, 1997). Bindet nun Ni2+ an Histidin- oder Lysinreste vonHistonen, kommt es zu einer Minderung dieser Histona
etylierung und glei
hzeitig zur Hyperme-thylierung von H3 Lysin 9. Dies führt zur Verstärkung der DNA-Kondensation, die Transkriptionwird einges
hränkt und folgli
h kommt es zum genesilen
ing. Betri�t dies Tumorsuppressorgene(Klein et al., 1991; Lee et al., 1995; Costa et al., 2001; Costa et al., 2005), kommt es zumgenesilen
ing des Tumorsuppressorgens und so zur Tumorbildung (zur Übersi
ht: Kasprzak etal., 2003). Ein weiterer Angri�spunkt für Ni2+ ist die DNA selbst. Der Kontakt von Ni2+ mit demPhosphatrü
kgrat oder den Basen der DNA resultiert primär in S
häden der Hetero
hromatinre-gion von Chromosomen (Sen und Costa, 1985; Broday et al., 1999), wo Seneszenz-induzierendeSequenzen lokalisiert sind (Klein et al., 1991). Hetero
hromatin enthält mehr Mg2+ als Eu
hro-matin, wel
hes dur
h die Nähe zur Kernmembran dur
h Ni2+ oder Co2+ ersetzt werden kann(Lee et al., 1995). Wird Mg2+ dur
h Ni2+ ersetzt, führt dies zur Hypermethylierung von Cy-tosin (C). Diese Hypermethylierung stabilisiert wiederum die Ni
kel-induzierte Verstärkung derHetero
hromatinkondensation (Boro
hov et al., 1984; Lee et al., 1995; Broday et al., 1999;Broday et al., 2000). Dieser Vorgang ist in Abbildung 1.2 skizziert. Die verstärkte Chromatin-kondensation verhindert die Anlagerung der DNA-Polymerase und damit die Transkription vonGenen. Genesilen
ing von Tumorsuppressorgenen ist au
h hier die Folge. Zusätzli
h zur direktenBeein�ussung der DNA dur
h Ni2+ führen diese divalenten Kationen dur
h Interaktionen mitCofaktoren von DNA-Reparaturenzymen, die Fehler in der DNA beseitigen sollen, zu Fehlernbeim Einbau der Nukleotide selbst dur
h die Polymerase (Hartwig et al., 1994; Kasten et al.,1997; Hartwig und S
hwerdtle, 2002).
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PSfrag repla
ements Seneszenzgen

Cytosinmethylierung
Chromatinkondensation

Tumorsuppressorgen
Fixierung der geändertenChromatinkondensation

Abbildung 1.2: S
hema der kanzerogenenWirkweise von Ni
kel in Hetero
hromatin.Die kanzerogene Wirkweise von Ni
kel beruht auf dem Austaus
h von Mg2+ dur
h Ni2+ in DNA-Regionen mitTumorsuppressorgenen oder Seneszenzgenen, was zu einer verstärkten Hetero
hromatinkondensation und derenStabilisierung dur
h Hypermethylierung von Cytosin und folgli
h zu genesilen
ing von Tumorsuppressorgenenund Seneszenzgenen führt (Lee et al., 1995).1.3.2 Das Übergangsmetall CobaltCobalt mit der Ordnungszahl 27 zählt ebenso wie Ni
kel dur
h seine unvollständig besetzted-S
hale ([Ar℄3d74s2) zu den Übergangsmetallen. Eine Besonderheit stellt die relative Atom-masse des Cobalts dar, die mit 58,93 g/mol gröÿer ist als die des nä
hsten Elementes im Peri-odensystem � Ni
kel. Cobalt besitzt von Natur aus nur ein einziges stabiles Isotop. In 
hemis
henVerbindungen kommt es vorwiegend in den Oxidationsstufen +II und +III vor, jedo
h sind dieOxidationsstufen +I, +IV und +V in Verbindungen ebenfalls vertreten. Im 
hemis
hen Verhal-ten ist Cobalt dem Eisen und Ni
kel ähnli
h und so bildet au
h Cobalt eine Vielzahl von meistfarbigen Komplexen, in denen im Gegensatz zu kovalenten Verbindungen die Oxidationsstufe+III häu�ger und stabiler ist als +II.1.3.2.1 Cobaltvorkommen in der NaturMit einer Häu�gkeit in der Erdkruste von 
a. 0,003 % ist Cobalt ein seltenes Element, daselementar äuÿerst gering in Meteoriten, sowie im Erdkern vorkommt, wo es mit Ni
kel, häu�gau
h mit Kupfer, Silber (Ag), Eisen oder Uran (U) vergesells
haftet ist. Ni
kel kommt in derErdkruste mit dur
hs
hnittli
h 80 ppm etwa drei- bis viermal so häu�g vor als Cobalt mit 23 ppm(Sandell und Goldi
h, 1943). Wi
htige Cobaltverbindungen sind das wasserlösli
he Co(II)-Chlorid(CoCl2), das wasserunlösli
he Co(II)-Oxid oder Co(II,III)-Oxid und Co(II)-Sulfat. Es gibt eine



1 Einleitung 10Reihe von Cobalterzen, in denen si
h das Cobalt dur
h Verwitterung oder andere Prozesseangerei
hert hat, zu denen u.a. das Cobaltit (CoAsS), Siegenit ((Co,Ni)3S4) und Heterogenit(CoOOH) zählen. Aus diesen Erzen wird Cobalt in einem mehrstu�gen Prozess gewonnen, sodasses in der Industrie z.B. bei Legierungen von Stählen oder als farbgebendes Pigment eingesetztwerden kann (Bar
eloux, 1999a). Cobalt ist zwar ein seltenes Element, do
h ist es ein weitverbreitetes natürli
h vorkommendes Element, dass si
h im Boden, im Wasser, der Luft undin P�anzen und Tieren na
hweisen lässt. In die Luft und das Wasser gelangt Cobalt dur
hnatürli
he Ein�üsse wie Wind- und Wassererosion von Cobalt-haltigen Böden und Gesteinen,aber in kleinen Mengen au
h dur
h anthropogene Ein�üsse wie der Kohleverbrennung, demBergbau, der Verarbeitung von Cobalt-haltigen Erzen und dessen Einsatz in Chemiefabriken.Die Mobilität von Cobalt im Boden wird wie bei Ni
kel dur
h saure pH-Werte gefördert. Beibasis
hen pH-Werten limitiert die Bildung von Hydroxiden und Carbonatkomplexen die Mobilitätvon Cobalt.1.3.2.2 Auswirkungen der Cobaltexposition auf die P�anzen- undTierweltOb Cobalt essentiell für alle grüne P�anzen ist, ist no
h unklar, aber die Notwendigkeit vonCobalt für das Sti
ksto��xierende System in marinen Ökosystemen, Cyanobakterien und Legu-minosen wurde von Reisenauer (1960) aufgezeigt. Liegt Cobalt als freies Ion vor, wird es lei
htervon P�anzen und Tieren aufgenommen. So zeigten Versu
he von Kasten und Kollegen (1992)zunä
hst, dass die Co2+-Aufnahme über Ionenpumpen bis zu einer extrazellulären Konzentrationvon 400 µM CoCl2 exponentiell verläuft. Später wurde bes
hrieben, dass u.a. ein divalent metaltransporter 1 (DMT1) an der Aufnahme von Co2+ in die Zellen beteiligt ist (Gunshin et al.,1997; Komeda et al., 1997; Forbes und Gros, 2003; Garri
k et al., 2003). Dadur
h kann es zurAkkumulation von Co2+ um ein Vielfa
hes der extrazellulären Konzentration in den Zellen kom-men (Kasten et al., 1992), die den Metabolismus dur
h Konkurrenz mit physiologis
h relevantenIonen stören.1.3.2.3 Auswirkungen der Cobaltexposition auf den Mens
henCobalt ist für die mens
hli
he Ernährung ein essentielles Spurenelement als Bestandteil vonCobalaminen wie dem Vitamin B12 (Battersby, 1993; Kräutler, 2005), wel
hes beim gesun-den Mens
hen von den Darmbakterien direkt aus Co2+ gebildet werden kann und wiederumals Coenzym Bestandteil einiger Enzyme ist. Die Bioverfügbarkeit von Cobalt ist jedo
h vonder Lösli
hkeit seiner Verbindungen abhängig. Die benötigte Cobaltmenge beim Mens
hen vonnur etwa 0,2 µg pro Tag ist extrem gering und wird vom Körper dur
h die Atemluft (dur
h-
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hnittli
he Konzentration an Cobalt in Luft: 1 ng/m3 bis 2 ng/m3 (Tabor und Warren, 1958)),das Trinkwasser (Cobaltkonzentration in Trinkwasser: <0,1 µg/l bis 5 µg/l (Punsar et al.,1975; Hamilton, 1994)) und v.a. dur
h die Nahrung in Form von anorganis
hen Verbindun-gen aufgenommen, was insgesamt einer tägli
hen Aufnahme von etwa 20 µg Cobalt entspri
ht(Ostap
zuk et al., 1983). Während Cobaltverbindungen für den Mens
hen in geringen Konzen-trationen essentiell sind, führen gröÿere Überdosen ab etwa 25 mg bis 30 mg pro Tag zu Haut-,Lungen-, Magenerkrankungen, Leber-, Herz-, S
hilddrüsen- und Nierens
häden und mögli
her-weise zu Krebsges
hwüren (Fis
her und Rystedt, 1983; Roesems et al., 2000). Ebenso wurdeeine Allergie-auslösende Wirkung von Cobalt verglei
hbar mit Ni
kel bes
hrieben (Thyssen undMenné, 2010). Wie Ni2+ (s. Abs
hnitt 1.3.1) konkurriert intrazelluläres Co2+ mit dem Mg2+ inEnzymen, stört deren Aktivität und Funktionalität oder ändert die Histonmodi�kation und ver-ursa
ht Hypermethylierung und Ubiquitinierung (Li et al., 2009) der Proteine. Diese Vorgängekönnen s
hlieÿli
h Ein�uss auf die Chromatinkondensation nehmen und ähnli
he Störungen inder Genexpression wie Ni2+ verursa
hen (Beyersmann und Hartwig, 1992). Die Hemmung vonPolymerasen und DNA-Reparaturenzymen kann dur
h den Austaus
h des Katalysators Mg2+dur
h Ni2+ oder Co2+ erhöhte Fehlerraten beim Einbau von Nukleotiden in die DNA verursa
hen(Sirover und Loeb, 1976; Sirover und Loeb, 1977; Hartwig et al., 1994; Kasten et al., 1997).1.3.3 Aufnahme von Metallen in die ZelleFrühere Untersu
hungen haben gezeigt, dass Ni
kel aus wasserlösli
hen Verbindungen ni
ht inZellen aufgenommen werden kann, bzw. nur in geringem Maÿ. Garri
k und Kollegen (2003,2006b) bes
hrieben jedo
h den Metalltransporter DMT1, der in vers
hiedenen pro- und euka-ryontis
hen Organismen in unters
hiedli
hen Isoformen vorkommt (au
h Nramp2: natural re-sistan
e asso
iated ma
rophage protein 2 oder DCT1 divalent 
ation transporter 1 genannt)(Garri
k et al., 2006a) und zunä
hst als Fe2+-Transporter bes
hrieben wurde (Gruenheid et al.,1995; Gunshin et al., 1997; Gruenheid et al., 2001; Garri
k et al., 2003).Weitere Untersu
hungen zeigten, dass dieser DMT1 sowohl Ni2+ und Co2+ als au
h Mn2+, Cu2+,Cd2+ und Zn2+ transportiert, wobei si
h die folgende Transporta�nität des DMT1 herausstellte:Mn2+ > Cd2+ > Fe2+ > Pb2+ ∼ Co2+ ∼ Ni2+ > Zn2+ (Garri
k et al., 2003; Garri
k et al., 2006b;Garri
k et al., 2006a). Hughes und Barrit (1989) bes
hrieben einen weiteren Kationentransporterfür Ca2+, dessen Ca2+-In�ux dur
h Ni2+- und Co2+-Exposition vermindert wird. Die Hemmungdes Transporters wirkt si
h negativ auf die Aufnahme von Ni2+ und Co2+ aus (Hughes undBarritt, 1989). Neben eukaryontis
hen Systemen bes
hrieben Smith und Kollegen (1998) in Sal-monella typhimurium ein CorA (Mg2+- und Co2+- Transportprotein), das in der Lage ist, Ni2+über die Membran zu transportieren. Dieses integrale Membranprotein besitzt zwei C-terminaleloops, die auf der periplasmatis
hen Seite der Zelle dur
h mehrere negativ geladene Aminosäuren



1 Einleitung 12negativ geladen sind. Auf der zytoplasmatis
hen Seite sind sie positiv geladen, was mögli
herwei-se die Ligandenbindung vermittelt und eine Art Mg2+-Transportpore oder Kanal bildet (Smithet al., 1993; Smith et al., 1998) (s. Abs
hnitt 1.4.1). Des Weiteren existieren prokaryontis
heNi2+- und/oder Co2+-Transportsysteme wie HoxN (Wolfram et al., 1995) und NiCoT (Ni/Co-Transporter; au
h in Pilzen), die von Eitinger und Kollegen (2005), Zhang und Gladyshev (2009)sowie Zhang und Kollegen (2009) bes
hrieben wurden. Sie nehmen gezielt Ni2+ und Co2+ in dieProkaryonten auf, das die Organismen für ihren Metabolismus benötigen.1.4 Aufbau eukaryontis
her ZellenMan unters
heidet Zellen in Prokaryonten, zu denen Bakterien und Ar
haebakterien zählen, unddie in Eukaryonten, zu denen Hefen und Zellen höherer Organismen wie Tiere und P�anzen zäh-len. Eine s
hematis
he Darstellung von tieris
hen und p�anzli
hen Zellen ist in Abbildung 1.3 undAbbildung 1.4 dargestellt. Innerhalb der Eukaryonten werden vers
hiedene Zelltypen unters
hie-den, die ausdi�erenziert jeweils eine bestimmte Funktion innerhalb eines Organismus ausüben.Mehrere Zelltypen gibt es v.a. bei mehrzelligen Organismen, bei denen eine Zelle eine ihrerFunktion entspre
hende Gestalt annimmt. So kann man in tieris
hen Zellen u.a. Fibroblastenund Osteoblasten mit einem groÿen Zellkörper und langen zytoplasmatis
hen Fortsätzen unter-s
heiden, die für den Aufbau und die Stabilität des Bindegewebes bzw. für den Kno
henaufbauverantwortli
h sind. Die Erythrozyten im Blut sind dagegen rund und viel kleiner, Nervenzellenhaben ein langes Axon zur Reizweiterleitung entwi
kelt und Stammzellen besitzen die Fähigkeit,si
h nahezu in alle Zelltypen ausdi�erenzieren zu können. In P�anzen besitzen Meristemzellen dieFähigkeit, si
h in andere Zellen zu di�erenzieren. Daraus entstehen z.B. Siebzellen oder S
hlieÿ-zellen, die si
h in ihrer Form extrem ihren Aufgaben angepasst haben. Wenn eine Zelle einesbestimmten Zelltyps in einen anderen Typ übergeht, wird dieser Vorgang als Di�erenzierungbezei
hnet. In den meisten Fällen bleibt das Genom dabei unverändert und nur das Genexpressi-onsmuster ändert si
h, wodur
h si
h häu�g das Ers
heinungsbild der Zelle verändert. Währendder Entwi
klung vielzelliger Lebewesen sind einige Di�erenzierungss
hritte irreversibel, sodass ei-ne ausdi�erenzierte Zelle ni
ht in der Lage ist, si
h in beliebige andere Zellen umzuwandeln. Nurdie Stammzellen in tieris
hen Organismen bzw. Meristemzellen in P�anzen haben das Potenzial,si
h lebenslang zu di�erenzieren.Der Aufbau einer eukaryontis
hen Zelle ist im Grunde immer glei
h. Die Zelle ist von einer Lipid-doppels
hi
ht, der Plasmamembran � in P�anzenzellen au
h Plasmalemma genannt � umgeben,die hauptsä
hli
h von amphipathis
hen Phospholipiden, meist Phosphatidyl
holin, gebildet wird.Die Lipide sind aus einem hydrophilen Kopf und zwei hydrophoben Fettsäuren zusammengesetzt,die über eine Phosphatgruppe mit dem hydrophilen Kopf verbunden sind. Aufgrund dieser Ei-gens
haften ist die Ausbildung einer Lipiddoppels
hi
ht, bei der si
h die hydrophilen Köpfe na
h



1 Einleitung 13auÿen und die hydrophoben Ketten na
h innen ausri
hten, energetis
h am günstigsten. Glei
h-zeitig wird die Membran zu einer Permeabilitätsbarriere, die ledigli
h kleine unpolare Molekülewie molekularen Sauersto� und Kohlendioxid oder ungeladene polare Moleküle wie Wasser oderEthanol sehr s
hnell dur
h die Membran di�undieren lässt. Gly
erin oder Glu
ose, sowie Ka-tionen oder Anionen di�undieren dagegen sehr langsam oder gar ni
ht dur
h die Membran.Diese Permeabilitätsbarriere für Ionen ermögli
ht den Aufbau eines Membranpotenzials dur
hLadungstrennung, wel
hes für metabolis
he Prozesse als Energielieferant dient. In die Membransind deshalb Proteine und Glykolipide an der Ober�ä
he eingebettet, die Rezeptoreigens
haftenbesitzen können und die Sto�e, die ni
ht dur
h die Membran di�undieren können, gezielt dur
hdiese transportieren. Ihre Form und Stabilität erhalten Zellen dur
h ein Zytoskelett aus Aktin-fasern bzw. bei P�anzenzellen dur
h die Ausbildung einer Zellwand aus Cellulose (s. Abs
hnitte1.4.4 und 1.4.5).1.4.1 TransportproteineUm den Transport von Ionen und geladenen Molekülen, die aufgrund ihrer Ladung und der groÿenHydrathülle ni
ht in die hydrophobe Phase der Lipiddoppels
hi
ht eintreten können, über diePlasmamembran zu transportieren, werden selektive Kanäle und Pumpen in der Membran be-nötigt. Neben den Ionenkanälen oder Poren, die einen di�usionsgetriebenen passiven Transportvon Metallionen dur
h die Energie des Konzentrationsgefälles von Innen und Auÿen ermögli
hen,zählen die Uniporter zu den einfa
hen Transportproteinen (s. Abbildung 1.5), die Ionen gegeneinen Gradienten über eine Membran transportieren. Die Energie für diesen Transportprozesswird dur
h die ATP-Hydrolyse oder die Protonen-Motoris
he-Kraft, die dur
h einen elektro
he-mis
hen Protonengradient über die Membran entsteht, bereitgestellt. Symporter transportierenIonen ebenfalls gegen einen Gradienten, nutzen dabei aber die Energie des Gradienten eines zwei-ten Ions, meist eines Protons (H+), das sie glei
hzeitig in Ri
htung des Konzentrationsgradientenbefördern. Das glei
he Prinzip ma
hen si
h Antiporter zu Nutze, die die Gradientenenergie einesGegenions wie K+, Na+, aber au
h H+ nutzen, um ein Ion in die Gegenri
htung zu transportieren(s. Abbildung 1.5). Eine weitere Klasse von Transportern sind ATP-Transporter, die Energie ausATP zur Konformationsänderung eines Transporters und damit zum Transport nutzen (Lodishet al., 1996; zur Übersi
ht: Saier, 2000).Für Metallionen, insbesondere divalente Kationen wie Ni2+ oder Co2+, wurden Transporter wieder DMT1, CDF (
ation di�usion fa
ilitator), ZIP (Zrt- and Irt-related protein) oder CorAbes
hrieben (Andrews, 1999; Garri
k et al., 2003; Garri
k et al., 2006a), die ubiquitär in denmeisten Organismen vorhanden sind, aber in unters
hiedli
hen Organismen in modi�zierter Formvorliegen können. UreH (nur in höheren P�anzen) und NiCoT (nur in Pilzen und Prokaryonten)wurden ebenfalls als Ni2+- und Co2+-Transporter erwähnt (Eitinger et al., 2005).
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PSfrag repla
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(a) Transmissionsmodus (b) FluoreszenzmodusPSfrag repla
ements PlasmamembranMito
hondrion
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hes RetikulumRauhes Endoplasmatis
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(
) SkizzeAbbildung 1.3: Mikroskopis
he Darstellung und Skizze einer tieris
hen Zelle. (a)Mikroskopis
he Darstellung humaner Gingiva-Fibroblasten im Transmissionsmodus, Kantenlänge: 187 µm; (b)Merge der Fluoreszenzaufnahmen mit dem CLSM (
onfo
al laser s
anning mi
ros
ope) Lei
a TCS SP2 (ObjektivHCX APO 40x/0,8 W U-V-I) der Membranen (rot) humaner Gingiva-Fibroblasten markiert mit CellMask deepred [5 µg/ml℄, Anregungswellenlänge: 633 nm He/Ne-Laser, Emissionsdetektionsberei
h: 650 nm bis 700 nm,PMT-voltage: 677 V, Blendendur
hmesser: 127 µm (1 Airy) und der Zellkerne (blau), die mit Hoe
hst 33342[5 µg/ml℄ markiert wurden, Anregungswellenlänge: Que
ksilberdamp�ampe, Emissionsdetektionsberei
h: 350 nmbis 480 nm, PMT-voltage: 748 V, Blendendur
hmesser: 600 µm (4,7 Airy); Kantenlänge: 187 µm; (
) S
hemaeiner typis
hen tieris
hen Zelle (Lodish et al., 1996).
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) SkizzeAbbildung 1.4: Mikroskopis
he Darstellung und Skizze einer p�anzli
hen Zelle. (a)Mikroskopis
he Darstellung von P�anzenzellen im Transmissionsmodus, Kantenlänge: 101 µm; (b) Merge derFluoreszenzaufnahmen mit dem CLSM Lei
a TCS SP2 (Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS) der Zell-markierung mit Vibrant DiI [10 µM℄ (blau), Anregungswellenlänge: 488 nm Ar-Laser und 543 nm He/Ne-Laser,Emissionsdetektionsberei
h: 557 nm bis 602 nm, PMT-voltage: 665 V, Blendendur
hmesser: 300 µm (2,24 Airy)und der Eigen�uoreszenz der Chloroplasten (gelb), Anregungswellenlänge: 488 nm Ar-Laser und 543 nm He/Ne-Laser, Emissionsdetektionsberei
h: 648 nm bis 702 nm, PMT-voltage: 742 V, Blendendur
hmesser: 300 µm(2,24 Airy); Kantenlänge: 101 µm; (
) S
hema einer typis
hen p�anzli
hen Zelle (Lodish et al., 1996).
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PSfrag repla
ements Uniporter Symporter AntiporterAbbildung 1.5: Skizze der Membrantransportproteine. Die drei Haupttypen von Membran-transportproteinen (na
h Lodish et al., 1996). Ein Uniporter transportiert ein Ion (s
hwarz) mit dem Konzen-trationsgradienten über eine Membran. Symporter transportieren ein Ion (s
hwarz) gegen seinen Konzentrati-onsgradienten mit der Energie aus dem Transport eines zweiten Ions (rot), das mit dem Gradienten in die selbeRi
htung wie das zu transportierende Ion transportiert wird. Die Antiporter nutzen ebenfalls Energie aus demTransport eines zweiten Ions, das mit dem Gradienten transportiert wird, um Ionen in die Gegenri
htung gegenihren Gradienten zu transportieren und anzurei
hern.Aminosäuren wie Histidin spielen zudem beim Transport von divalenten Kationen eine groÿeRolle, da diese dur
h ihren Imidazol-Sti
ksto� oder die Sulfhydrylgruppe in Cystein eine starkeA�nität zu divalenten Kationen aufweisen (Ross und Burrows, 1998). Ni
kelbindemotive mitkonservierten Aminosäuresequenzen wie z.B. PHSHAHPHP aus der Deadenylatnuklease (Kon-do et al., 1995), sind aber au
h in Proteinen zu �nden, die keine physiologis
hen Ni2+- oderCo2+-Transporter darstellen. Ähnli
h Histidin-rei
he Sequenzen �ndet man in den Zellkernprote-inen, v.a. den Histonen, die zur Ni2+-Bindung bei unphysiologis
h hohen Ni
kelkonzentrationenbeitragen (Küpper, 2007).1.4.2 Aufre
hterhaltung der Homöostase von Metallionen inZellenWie zuvor erwähnt, ist die Wirkung und der Ein�uss eines Ions auf eine Zelle stark von sei-ner Konzentration abhängig. Die Toxizität von Metallen entsteht meist dur
h deren Bindungan Sulfhydrylgruppen von Proteinen oder dur
h Verdrängung der spezi�s
hen Cofaktoren vonProteinen, die zu einer Inaktivierung oder verminderten Aktivität dur
h Strukturänderung desProteins führen (Van Ass
he und Clijsters, 1990). Zur Aufre
hterhaltung physiologis
h optima-ler Bedingungen, also einer Homöostase, haben Zellen mehrere Me
hanismen entwi
kelt. Umdie Konzentration eines bestimmten Ions in der Zelle direkt bei der Aufnahme in die Zelle zuregulieren, sind Metalltransporter oft transkriptionell reguliert und verhindern somit die Aufnah-me zu hoher Mengen von potenziell toxis
hen Ionen (Nelson, 1999; Tandy et al., 1999). Dieintrazelluläre Bindung von Ionen z.B. an Repressormoleküle stoppt die Translation der Trans-portproteine. Ein weiterer S
hritt in der Regulation der Aufnahme besteht dur
h die Translation



1 Einleitung 17von high a�nity Transportproteinen, die bei Mangel eines Ions synthetisiert werden und dur
hihre hohe Substratspezi�tät gezielt Ionen in die Zellen aufnehmen. Im Gegensatz dazu werdenlow a�nity Proteine bei Ionenübers
huss translatiert. Die low a�nity Transporter haben einegeringe Substratspezi�tät und sind deshalb in der Lage, viele vers
hiedene Ionen zu transpor-tieren, wodur
h eine Akkumulation eines bestimmten Ions verhindert wird. Dur
h sehr hoheIonenkonzentrationen konkurrieren jedo
h die toxis
hen Kationen mit physiologis
hen Kationenum die Bindung an den Transporter wie z.B. einem Mg2+-Transporter, und werden dur
h diesenvermehrt in die Zellen transportiert. Da es für essentielle Kationen wie Fe2+, Mg2+ oder Zn2+zahlrei
he Transportmögli
hkeiten gibt, wie dem IRT1 (iron-regulated transporter 1) (Korshu-nova et al., 1999), COPT1 (
opper transporter 1) (Kampfenkel et al., 1995), Transporter derZIP-Familie (Fox und Guerinot, 1998) oder dem CDF (Paulsen und Saier Jr., 1997), existierenebenso viele Transportwege für toxis
he Ionen wie Ni2+ und Co2+. Werden trotz der Aufnahme-kontrolle überhöhte Metallmengen in eine Zelle aufgenommen, kann die Zelle dur
h Chelatierungoder Absonderung darauf reagieren und die zytosolis
he Konzentration an freien Ionen rapideabsenken (Palmiter und Findley, 1995; Kim et al., 2004). Daran sind zumeist organis
he Säurenwie Malat, Citrat, Ni
otinamin (von Wirén et al., 1999), Cystein oder Histidin (Rauser, 1999;Clemens, 2001), sowie Phyto
helatine und Metallothioneine in P�anzen (Zenk, 1996; Briat undLebrun, 1999) beteiligt, die die divalenten Kationen binden. Diese Komplexe oder monovalen-te und divalente Kationen alleine können weiterführend dur
h bestimmte Tonoplasttransporterwie K+/++/H+-Antiporter in die Vakuolen der P�anzenzellen weitergeleitet werden (Silver undWalderhaug, 1992; Hirs
hi, 2001; Maeshima, 2001; Gaxiola et al., 2002; Hall, 2002). In eini-gen Hyperakkumulatoren wurde zusätzli
h zu den bes
hriebenen Detoxi�zierungsprozessen dieBindung von toxis
hen Ionen an die Zellwand bzw. den Apoplasten bes
hrieben, wo sie u.a.Ca2+-Bindestellen besetzen (Hall, 2002).1.4.3 Kompartimentierung in eukaryontis
hen ZellenDa in eukaryontis
hen Zellen permanent viele 
hemis
he Reaktionen glei
hzeitig ablaufen, dieoft unters
hiedli
he und gegensätzli
he Reaktionsbedingungen verlangen, entwi
kelten si
h dur
hKompartimentierung Reaktionsräume, sog. Organellen oder Kompartimente, die den glei
hzei-tigen Ablauf dieser Prozesse und deren Reaktionen erlauben. Organellen sind ebenfalls vonselektiv permeablen Membranen ums
hlossen, um so den Aufbau von Konzentrationsgradientenüber die Membran zu erlauben, wel
her den Aufbau von Membranpotenzialen ermögli
ht. Dur
hdie Ausdi�erenzierung von Zellen und die damit verbundenen spezi�s
hen Aufgaben, sind dieZellorganellen bei den vers
hiedenen Zelltypen unters
hiedli
h ausgeprägt.



1 Einleitung 18Viele Organellen wie das Endoplasmatis
he Retikulum (ER), der Golgi-Apparat, Mito
hondrienund Chloroplasten sind ni
ht willkürli
h im Zytosol verteilt, sondern dur
h Anheftung anMikrotubuli des Zytoskeletts an bestimmten Stellen verankert. Die Mikrotubuli dienen als ei-ne Art S
hienensystem, auf dem si
h die Organellen bewegen und die ebenso den vesikulärenTransport regulieren. Die Organellen haben in eukaryontis
hen Zellen entspre
hende Aufgabenübernommen. Das gröÿte Kompartiment ist das Zytosol, das von der Zytoplasmamembran um-geben ist und alle weiteren Kompartimente der Zelle beinhaltet. Bei einem pH-Wert von 7,2�nden hier Sto�we
hselreaktionen und die Proteinsynthese statt. Die Modi�kation, Sortierungund Verpa
kung dieser zytosolis
hen Proteine und der Lipide bewerkstelligt der Golgi-Apparat.Hierbei handelt es si
h um einen membranums
hlossenen Reaktionsraum, der aus vier bis se
hsDi
tyosomen besteht und meist in der Nähe des Zellkerns und Zentrosoms angesiedelt ist, wobeidie relative Ausdehnung temporär mit seiner Aktivität und der Funktion variiert. Auf der ER-zugewandten Seite, der 
is-Golgi-Seite, werden Proteine und Lipide au
h vom ER aufgenommen,modi�ziert und ans
hlieÿend über die ER-abgewandte Seite, der trans-Golgi-Seite, zu dem Be-stimmungsort in der Zelle befördert. Proteine und Lipide, die Lysosome und die Kernmembranals Ziel haben, werden über das ER in die Zielorganellen transportiert, wohingegen im Fallevon Mito
hondrien, Chloroplasten, Peroxisomen und des Zellkerninneren die Proteine direkt ausdem Zytosol aufgenommen werden. Das ER ist ein kontinuierli
hes System von miteinander ver-bundenen Hohlräumen, sog. Zisternen, die si
h häu�g dur
h die gesamte Zelle erstre
ken. DieER-Membran umgibt dieses System und geht direkt in die Kernhülle über, sodass das Lumen desER mit dem Membranzwis
henraum der Kernhülle, dem sog. perinukleären Raum, in Verbindungsteht. Die Struktur des ER ist ebenfalls dynamis
h reguliert und bildet si
h in Abhängigkeit vomZytoskelett ständig neu. Man unters
heidet das glatte ER, das für metabolis
he Prozesse, dieSynthese vers
hiedener Lipide (v.a. Phospholipide) und Steroide, den Kohlenhydratsto�we
hsel,die Entgiftung der Zelle (v.a. in Leberzellen) und die Einlagerung von Cal
ium zuständig ist unddas raue ER, das mit Ribosomen besetzt ist, die die Aufgabe der Proteinsynthese dur
h Trans-lation der mRNA (messenger RNA) in Aminosäureketten übernehmen. Der Zellkern, der wie diemeisten Organellen einer eukaryontis
hen Zelle, von einer Doppelmembran, der Kernmembran,umgeben ist, beinhaltet das Genom einer Zelle, das bei der Zellteilung weitergegeben wird undist der Ort der DNA- und RNA-Synthese. Die äuÿere Membran des Zellkerns setzt si
h, wiezuvor erwähnt, in der Membran des ER fort, sodass diese miteinander in Kontakt stehen. DieKernporen, die si
h aus Proteinkomplexen in der Kernmembran zusammensetzen, dienen zumeinen als selektive Zugänge für den aktiven Transport von groÿen Molekülen und zum anderenals Wasser gefüllte Kanäle, die freie Di�usion von kleineren, wasserlösli
hen Molekülen ermög-li
hen. Organellen, die für den Abbau von Sto�we
hselprodukten oder Zellbestandteilen in denZellen verantwortli
h sind, sind Peroxisome und Lysosome. Lysosome spalten si
h vom Golgi-Apparat ab und enthalten hydrolytis
he Enzyme und Phosphatasen, mit denen sie Organellen,



1 Einleitung 19Makromoleküle oder Partikel, die dur
h Endozytose in die Zellen aufgenommen wurden, abbau-en. In P�anzenzellen existieren keine Lysosome. Ihre Aufgabe übernehmen dort die Vakuolen.Peroxisome sind für den Abbau von Lipiden und toxis
hen Molekülen verantwortli
h, wodur
hdie Zellen von Abfallprodukten befreit werden. Die Energie für diese Prozesse liefern die tubulä-ren Mito
hondrien in Form von ATP dur
h oxidative Phosphorylierung, deren Doppelmembranspeziell für die Synthese von ATP konstruiert ist. In P�anzenzellen �ndet die ATP-Synthese unddie Kohlensto��xierung während der Photosynthese in Chloroplasten statt.1.4.4 FibroblastenHumane Gingiva-Fibroblasten wurden in dieser Arbeit als Testzellen genutzt, um die Aufnahmeund Lokalisation von Metallen in humanen Zellen optis
h zu untersu
hen. Die 
harakteristis
henMerkmale der Fibroblasten sind in diesem Abs
hnitt dargestellt. Fibroblasten sind adhärente Zel-len, die in Tieren das faserige Bindegewebe bilden. Sie besitzen eine längli
he, re
hte
kige oderdreie
kige Form, die eine Länge von 50 µm bis zu 100 µm und eine Breite bis zu 30 µm auf-weisen können. Sie sind etwa 3 µm di
k und bewegen si
h von einer eher konvexen Frontseiteaus vorwärts. Charakteristis
h für Fibroblasten sind u.a. die irregulären Zellfortsätze, dur
h diesie in Kultur ein typis
hes Netzwerk dur
h den Kontakt zu anderen Zellen ausbilden. Weiter-hin ist ihr heller Zellkern mit deutli
h si
htbaren Nukleoli, ein groÿes Netzwerk des ER und eingut entwi
kelter Golgi-Apparat typis
h für Fibroblasten. Die Zellform und die Bewegung gehthauptsä
hli
h von einem Aktin-Myosin-System aus, das si
h in Bündeln von Mikro�lamentenvon bis zu 1 µm Di
ke und mehreren µm Länge parallel zur Bewegungsri
htung organisiert(Aber
rombie, 1978). Fibroblasten sezernieren Kollagene (Green et al., 1966) und andere Ma-trixkomponenten wie Proteoglykane, die die Adhäsion an Ober�ä
hen gewährleisten. Zu dendrei Hauptklassen der Adhäsionsproteine zählen die Ca2+-abhängigen Cadherine und Sele
tine,sowie Immunglobuline. Cadherine sind integrale Membranproteine, die homotypis
he Kontakte,also Kontakte mit glei
hen Zellen, bilden, wodur
h sie für den Zusammenhalt von Zells
hi
htennotwendig sind und glei
hzeitig die für die Zelldi�erenzierung und Gewebebildung essentiellenKontakte zwis
hen Zellen herstellen. Zur Immunglobulinsuperfamilie gehören u.a. die N-CAM-Moleküle (neural 
ell adhesion mole
ule), die für die Ca2+-unabhängige Zelladhäsion in Nerven-und Muskelzellen verantwortli
h sind. Au
h diese Proteine gehen homotypis
he Verbindungenein. Dur
h diese spezi�s
hen Proteine wird ni
ht nur der Zellkontakt zwis
hen homotypis
henZellen vermittelt, die Proteine verbinden au
h das Zellinnere mehrerer Zellen miteinander oderdieses mit der extrazellulären Matrix. Dafür verantwortli
h sind u.a. tight jun
tions, Desmoso-men und gap jun
tions, die den Austaus
h kleinerer Moleküle zwis
hen Zellen erlauben und dieSto�we
hselaktivität aller Zellen koordinieren.



1 Einleitung 201.4.5 P�anzenzellenP�anzenzellen stehen über ihre Wurzeln in direktem Kontakt zu dem Boden, der sie mit Was-ser, Nährsto�en und Spurenelementen versorgt. Je na
h Bodenart und anthropogenen Ein�üssenkönnen si
h Metalle zu toxis
hen Konzentrationen im Boden anrei
hern, was zu einer erhöhtenAufnahme der Metalle in die P�anzen führen kann. Die Beoba
htung der Metalle im Habi-tus, aber au
h in einzelnen P�anzenzellen ist daher zunehmend von Bedeutung. Als Testzellenfür die Na
hweisversu
he der Metalle dienten P�anzenzellen von Catharanthus roseus, demMadagaskar-Immergrün. Merkmale, Gemeinsamkeiten und Unters
hiede der P�anzenzellen all-gemein zu Fibroblasten werden zur Übersi
ht in diesem Abs
hnitt bes
hrieben.P�anzenzellen sind in ihrem Grundaufbau den tieris
hen Zellen sehr ähnli
h. Wie jede höher ent-wi
kelte Zelle besitzen P�anzenzellen eine semipermeable Plasmamembran, die das Zellinnere,in die Kanalproteine, periphere Proteine, Cholesterin und Gly
oproteine eingebettet sind. Sie be-sitzen im Zytoplasma Organellen wie den zuvor bes
hriebenen Zellkern, ER, Golgi-Apparat undMito
hondrien. Zusätzli
h enthalten P�anzenzellen Chloroplasten, die Chlorophyll enthalten undwährend der Photosynthese Li
htenergie in 
hemis
he Energie in Form von Glu
ose umwandeln.Das Hauptvolumen von bis zu 70 % wird in P�anzenzellen dur
h Vakuolen im Zytoplasma ein-genommen, die von einer selektivpermeablen Barriere, dem Tonoplasten, umgeben sind, der dasZytosol von dem Vakuoleninhalt trennt. Vakuolen dienen P�anzenzellen oft als Spei
herort fürFarbsto�e oder Giftsto�e, aber au
h als Reservoir für Nährsto�e und Sto�we
hselintermediate.Sehr bedeutend für P�anzenzellen ist die Ausbildung einer Zellwand, die die Zytoplasmamem-bran umgibt. Sie verleiht der P�anzenzelle ihre Form, Stabilität gegen den internen und externenDru
k und ist eine Barriere für bestimmte Moleküle. Glei
hzeitig ermögli
ht sie jedo
h die Auf-nahme von Nährsto�en für den Metabolismus im Zytosol und die Abgabe von Sto�en na
hauÿen. Die Zellwand besteht aus einer komplexen Mis
hung von Kohlenhydraten, Proteinen undweiteren Verbindungen wie Cutin (Showalter, 1993) und anorganis
hen Bestandteilen. Dur
h dieAnlagerung von Cellulose (Hon, 1994) an die Mittellamelle entsteht die primäre Zellwand. Zudiesen Mikro�brillen aus Cellulose werden weitere Polysa

haride wie Hemi
ellulose sowie Struk-turproteine und Enzyme eingelagert, die zur Bildung der Zellwand beitragen (Heredia et al.,1995).



1 Einleitung 211.5 Na
hweis von Metallen in ZellenDie Toxizität eines Ions bzw. eines Metalls kann je na
h Verbindung oder 
hemis
her Eigens
haftstark variieren. Um Informationen über 
hemis
he Verbindungen und damit ihre potenzielleWirkung in einem Organismus oder einer Zelle zu erhalten, sind detaillierte Analysemethodennotwendig. Im folgenden Abs
hnitt werden gängige 
hemis
he Analyseverfahren zur Speziationvorgestellt.1.5.1 Na
hweis von Metallen in bulk-MaterialBisherige Untersu
hungen in der Spurenanalytik konzentrierten si
h auf Methoden für bulk-Material, also für groÿe Probenmengen aus vers
hiedenen Bestandteilen, die sehr genaue In-formationen liefern, wel
he Spezies in einer Probe vorhanden sind. Ein wi
htiges System fürdie Speziation ist die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (indu
tively 
ou-pled plasma - mass spe
trometry, ICP-MS), die eine sehr emp�ndli
he Analysenmethode in deranorganis
hen Elementanalytik darstellt. 1980 wurde die Kopplung des ICP an einen Massen-spektrometer von Houk et al. bes
hrieben (Houk et al., 1980).Mit der ICP-MS können die meisten Elemente des Periodensystems no
h in sehr geringen Kon-zentrationen im Berei
h von ng/l bzw. sub ng/l na
hgewiesen werden (Skook und Leary, 1996).Weiterhin zei
hnet si
h die Methode bei der quantitativen Bestimmung dur
h einen extrem ho-hen linearen Berei
h über bis zu neun Gröÿenordnungen (g/l bis pg/l) aus. Neben quantitativenanalytis
hen Aufgabenstellungen lässt si
h mit der ICP-MS au
h eine ho
h präzise Isotopenana-lytik betreiben. Das Prinzip der ICP-MS beruht auf der Erzeugung eines Radiofrequenzfeldes ineiner sog. Fa
kel dur
h einen Ho
hfrequenzgenerator und eine Induktionsspule, wodur
h einge-führtes Argongas ionisiert wird und ein Plasma entsteht. Die Fa
kel besteht in den meisten Fällenaus drei konzentris
hen Quarzrohren, in wel
he Argongas mit einer Ges
hwindigkeit von etwa1 l/min eingeleitet wird. Im zentralen Rohr der Fa
kel wird mit dem Argongas ein Aerosol derProbe, die als Flüssigkeit vorliegt, zugeführt, um es im Plasma zu verdampfen und zu ionisieren.Neben Flüssigkeiten kann man au
h Feststo�e oder Gase in das Plasma einbringen. Dabei wirdder Gasstrom direkt an das Injektorrohr anges
hlossen und Feststo�e, die als Pulver vorliegenund vergast werden müssen, werden mit einem Trägerstrom aufgenommen. Sobald im Argon-gas erste positiv geladene Ionen und die entspre
hende Menge Elektronen freigesetzt wurden,werden diese im elektromagnetis
hen Feld der Induktionsspule bes
hleunigt. Dabei kollidierensie mit weiteren Argonatomen und erzeugen dur
h Ionisierung zusätzli
he Ladungsträger. EineIonenoptik, die im einfa
hsten Fall aus einem Zylinder besteht, an die Spannung angelegt wird,bündelt ans
hlieÿend die Analytionen und leitet den feinen Strahl zu dem Massenspektrometer,der die Ionen ihrer Masse na
h detektiert.



1 Einleitung 22Neben der Kopplung eines Plasmas mit dem Massenspektrometer stehen weitere Kopplungs-mögli
hkeiten zur Verfügung. Bei der Kopplung mit der time-of-�ight (TOF) Te
hnik wird derIonenstrahl, der aus der Ionenoptik austritt, paketweise zum Anfang des Flugrohres geleitet. Amanderen Ende des Flugrohres be�ndet si
h der Detektor, der dur
h negative Spannung bes
hleu-nigte positive Ionen detektiert. Da diese Ionen die glei
he (positive) Ladung besitzen, werdensie dur
h ihre jeweiligen Massen über die Flugweite aufgetrennt und können so di�erenziert de-tektiert werden. Eine weitere Te
hnik ist die Quadrupol-Te
hnik, bei der der Ionenstrahl aus derIonenoptik direkt in das Quadrupol geleitet wird, das aus vier parallel und symmetris
h ausge-ri
hteten, elektris
h leitfähigen Stäben besteht. An diese werden zwei voneinander unabhängigeelektris
he Spannungen angelegt, die so eingestellt sind, dass es jeweils nur für eine Masse einestabile Flugbahn gibt, die den Detektor errei
ht. Analytis
he Trennmethoden wie high perfor-man
e liquid 
hromatography (HPLC), Gas
hromatographie oder Kapillarelektrophorese lassensi
h ebenfalls an die ICP-MS koppeln und erlauben dadur
h die Anwendung in der Speziati-onsanalytik, die u.a. bei der Speziation von Ni
kel in Hyperakkumulatoren angewendet wurde(Va

hina et al., 2003). Dur
h die Kopplung der ICP-MS mit einem Laserablationsgerät könnenFeststo�proben ohne Säureaufs
hlüsse direkt analysiert werden, indem feinste Teile einer Probedur
h einen Laserpuls verdampft und in das Plasma geleitet werden. Damit ist au
h eine ortsauf-gelöste, nahezu zerstörungsfreie Analytik an festen Gegenständen mögli
h. Andere Methoden zurElementaranalyse sind indu
tively 
oupled plasma - opti
al emission spe
trometry (ICP-OES),Röntgen�uoreszenzanalyse (XRF) oder die Atom-Absorptions-Spektrometrie (AAS) (Skook undLeary, 1996). Für die genannten Analysemethoden sind meist groÿe Probenmengen nötig. Sieerlauben keine kontinuierli
he Beoba
htung lebender Systeme. Detailinformationen über die Lo-kalisation einer Spezies in einer lebenden Zelle sind oft nur na
h zentrifugalen Trennmethodenvon Zellbestandteilen mögli
h.1.5.2 Na
hweis von Metallen in der Zelle dur
h FluoreszenzUm Informationen über die Wirkung von Kationen in Zellen zu gewinnen, sei es über Sto�-we
hsel relevante Ionen wie Na+, Mg2+, Zn2+ oder Ca2+ oder toxis
he sowie kanzerogene Ver-bindungen mit Hg2+, Pb2+, Cd2+ Ni2+ oder Co2+, müssen sto�we
hselverträgli
he und selektiveNa
hweismethoden gefunden werden, die eine kontinuierli
he Beoba
htung in lebenden Zellenerlauben. Bei einigen Metallen wie Europium (Eu) (Tits et al., 2003), Curium (Cm) (Stumpfet al., 2001) oder Uran (Arnold et al., 2006) konnte eine spezi�s
he Eigen�uoreszenz des je-weiligen Feststo�es na
hgewiesen werden, die jedo
h zum Teil einen beträ
htli
hen Energie-eintrag von Lasern erfordern, der die Zellen s
hädigen würde oder eine hohe Eigen�uoreszenzder Zellbestandteile bewirkt. Um Ionen si
htbar zu ma
hen, die selbst ni
ht die Fähigkeit zurFluoreszenz besitzen, werden Fluoreszenzfarbsto�e, sog. optis
he Sensoren, eingesetzt, die mehr



1 Einleitung 23oder weniger spezi�s
h die target-Ionen binden und mikroskopis
h detektiert werden können.Fluoreszenz bes
hreibt einen Li
ht emittierenden Prozess, der dur
h Anregung mit Li
ht hö-herer Energie ausgelöst wird. Bei der Anregung eines Moleküls oder Fluorophores dur
h Li
htbestimmter Wellenlänge kommt es zu elektris
hen Energieübergängen, die keine Änderung desElektronenspins beinhalten (Skook und Leary, 1996). Der angeregte Fluorophor verweilt na
hder Absorption des Anregungsli
hts nur eine kurze Zeit von etwa 0,01 ms im angeregten ZustandS1 oder S2, woraufhin dieser in seinen Grundzustand S0 zurü
kkehrt. Ein Teil der Energie gehtdabei dur
h einen ni
ht strahlenden Prozess wie der S
hwingungsrelaxation verloren, der Groÿteilder Energie wird jedo
h dur
h Fluoreszenz abgegeben. Dur
h den Übergang eines elektronis
hangeregten Systems in einen Zustand niedriger Energie wird energieärmeres Li
ht emittiert. EinJablonski-Diagramm stellt dieses System dar (s. Abbildung 1.6).
PSfrag repla
ements

angeregte Singulettzustände angeregte Triplettzuständeinterne Umwandlung

S
hwingungsrelaxation

S
hwingungsrelaxation
Energie Absorption Fluoreszenz PhosphoreszenzinterneundexterneUmwandlungGrundzustand

Intersystem 
rossing
S0

S1S2 T1
λ1λ2 λ3 λ4Abbildung 1.6: Jablonski-Diagramm. Partielles Energie-Diagramm eines photolumineszierenden Sys-tems (na
h Skook und Leary, 1996). Ein Molekül wird dur
h Li
htenergie angeregt, sodass es von seinen Grund-zustand S0 in einen angeregten Zustand S1 oder S2 übergeht. Na
h kurzer Zeit kehrt das Molekül in seinenGrundzustand zurü
k, wobei ein Groÿteil der Energie als Fluoreszenz abgegeben wird. Da ein Teil der Energie inni
ht strahlenden Prozessen verloren geht, ist die Fluoreszenzstrahlung energieärmer.Das Jablonski-Diagramm zeigt die relative Lage der elektronis
hen Energieniveaus eines Mo-leküls und die beim Elektronenübergang freiwerdenden Energien, die bei der Absorption undEmission von Photonen auftreten. In bindenden Orbitalen liegen die Elektronen normalerwei-se mit antiparallelem Spin vor, was die sog. Singulett-Zustände S0, S1 oder S2 
harakterisiert.Dur
h Absorption eines Anregungsphotons (hν) wird ein Elektron aus dem Grundzustand S0 ineinen der angeregten Zustände S1 oder S2 befördert. Aus dem energetis
h höher gelegenen an-geregten Zustand S2 ist ein strahlungsloser Übergang in S1 mögli
h, ebenso wie von S1 na
h S0.Fällt das Elektron in den Grundzustand zurü
k, entsteht meist Fluoreszenz, d.h., frei werdende



1 Einleitung 24Energie wird in Form von Fluoreszenzphotonen (hνf) emittiert. Da die Gesamtenergie konstantbleibt und ein Teil der Anregungsenergie dur
h S
hwingungsrelaxation verloren geht, besitzt dasemittierte Li
ht eine höhere Wellenlänge und damit geringere Energie � man spri
ht von derStokes-Vers
hiebung (Skook und Leary, 1996; Stokes, 1852).Kato et al. (1994) und Wang et al. (2004, 2005b, 2005
, 2005d) wählten zum Na
hweis vonU(VI) zunä
hst einen Ansatz zur Detektion der Eigen�uoreszenz von U(VI) (Arnold et al., 2006),die Stokes bereits 1853 erfors
hte (Stokes, 1853), um die 
hemis
he Speziation von Uranyl(UO2+2 ) in Sedimenten zu beoba
hten. Die Untersu
hungen ergaben, dass die Intensität desFluoreszenzspektrums und Au�ösung sowie die Fluoreszenzlifetime na
h Anregung mit einemgepulsten Laser bei 415 nm und Temperaturen nahe der des �üssigen Heliums stark anstiegund ein Maximum bei etwa 517 nm aufwies (Wang et al., 2004; Wang et al., 2005b; Wanget al., 2005a). Der Eintrag sol
h hoher Energien ist für die Beoba
htung lebender Zellen ni
htgeeignet, da die Eigen�uoreszenz sehr ho
h wäre und die Zellen unter Umständen ges
hädigtwürden. Somit ist der Na
hweis von Metallen in lebenden Zellen dur
h Eigen�uoreszenz ledigli
hmögli
h, wenn die Eigen�uoreszenz der Metalle stark genug ist, um na
h Anregung mit Li
ht ausdem si
htbaren Berei
h unter biologis
h geeigneten Bedingungen detektiert zu werden. Deshalbwerden immer neue Fluoreszenzfarbsto�e entwi
kelt, die bestimmte (divalente) Kationen oderMetalle detektieren. Generell sind �uoreszierende Systeme zumeist Moleküle mit aromatis
henKohlenwassersto�en wie Anthra
en, Naphthalin oder Stilben. Diese Moleküle absorbieren imUV-Berei
h und emittieren Li
ht in einem Wellenlängenberei
h von 400 nm bis 500 nm.Aber au
h Heterozyklen, die eine Ringstruktur mit ein oder mehreren Heteroatomen aufweisen,zählen zu �uoreszierenden Molekülen. So beoba
htet man au
h bei den Aminosäuren Trypto-phan, Tyrosin, Phenylalanin und Histidin, die ein aromatis
hes Indol-Ringsystem bzw. heterozy-klis
he Ringe, enthalten, na
h Anregung mit UV-Li
ht Fluoreszenz. Proteine oder Peptide, diediese Aminosäuren enthalten, �uoreszieren ebenfalls.1.5.2.1 Optis
he Sensoren für Kationen in ZellenMoleküle, die als Sensor für Metallionen in Zellen, v.a. in lebenden Zellen, dienen sollen, müssenbestimmte Bedingungen erfüllen. Sie müssen ein bestimmtes Ion gegenüber biologis
h zahlrei
hvorkommenden Kationen wie Na+, K+, Mg2+ und Ca2+ diskriminieren, kompatibel mit biologi-s
hen Systemen sein, d.h. wasserlösli
h und die Untersu
hung extrazellulärer, intrazellulärer undsubzellulärer Regionen erlauben, dabei aber ni
ht zytotoxis
h wirken. Innerhalb einer Zelle istes den optis
hen Sensoren dur
h eine Erkennungseinheit, dem Ionophor, mögli
h, die target-Ionen zu binden und diese Information an den Signalteil weiterzuleiten. Besteht der Signalteilaus einem Fluorophor, wird die Information über die Bindung eines target-Ions in ein optis
hes



1 Einleitung 25Signal in Form von Änderungen der photooptis
hen Eigens
haften wie Absorption und Emissiondes Fluorophors übersetzt, die zumeist auf Elektronentransfer (photoindu
ed ele
tron transfer),Ladungstransfer (photoindu
ed 
harge transfer) oder Energietransfer zurü
kzuführen sind (Va-leur und Leray, 2000). Die Erkennungseinheit ist dabei für die Selektivität und E�zienz derBindung verantwortli
h, die von der Ligandentopologie, der Kationeneigens
haften und den Lö-sungsmitteleigens
haften abhängt (Kuswandi, 2000). Fluorophore sind Ja/Nein-Systeme, d.h.,dass entweder die komplexierte oder die ni
ht-komplexierte Form �uoresziert und es keine Über-gangsformen gibt. Einige Sensoren ma
hen si
h die Lumineszenzlös
hung dur
h S
hwermetallezu Nutze, die im Falle von Fe3+, Co2+ und Ni2+ auf die hohe Anzahl von ungepaarten spins zurü
k-zuführen ist (Kuswandi, 2000). Letztendli
h sind �turn-on�-Systeme mit Erhöhung der Emissionoder einem shift des Anregungs- und Emissionspro�ls gegenüber �turn-o� �-Systemen mit Emis-sionslös
hung (quen
hing) vorzuziehen (Domaille et al., 2008). Absorbieren diese Farbsto�e imsi
htbaren Li
ht, werden Zells
häden reduziert und die Eigen�uoreszenz von Zellbestandteilenminimiert.1.5.2.2 Optis
he Sensoren basierend auf Di
hloro�uores
ein(DCF)Für Kationen wie Zn2+ (Burdette et al., 2001; Nolan und Lippard, 2001; Gee et al., 2002; Shultset al., 2003; Devinney II et al., 2005), Cu2+ (Krämer, 1998) und Fe2+ (Thomas et al., 1999;Petrat et al., 2001), denen eine groÿe physiologis
he Bedeutung zukommt, existieren zahlrei
heFluoreszenzfarbsto�e, die überwiegend Fluores
ein als Grundbaustein enthalten (s. Abbildung1.7) (Muylle et al., 2006). Zinpyr-1 z.B. beinhaltet einen DCF-Reporter, funktionalisiert mit zweiDi-2-Pi
olylamin-Rezeptoren, dessen Fluoreszenzintensität dur
h Zn2+-Bindung dreifa
h erhöhtwird (Walkup et al., 2000; Burdette et al., 2001). Die Zinpyr-Farbsto�e, aber au
h FluoZin-3werden in weiten Berei
hen der Biologie verwendet, von Zn-imaging in Hippo
ampuszellen(Woodroofe et al., 2004) bis hin zur Verteilung von Zink in Arabidopsis thaliana P�anzenwur-zeln (Sin
lair et al., 2007) oder Hematozyten (Muylle et al., 2006).Sensoren, die DCF enthalten, funktionieren na
h dem erwähnten Prinzip des internal
harge transfer, bei dem die Bindung von Metallionen die Elektron-abgebenden Eigens
haf-ten des Elektronen-rei
hen Rezeptors in seinen photoangeregten Zustand und damit dieFluoreszenzeigens
haften verändert (Gee et al., 2002). Cal
ein, ein turn-o� -Farbsto�, bein-haltet einen Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA; ethylenediaminetetraa
eti
 a
id) ähnli
henRezeptor, der eine zehnfa
h höhere Selektivität für Fe2+ gegenüber Fe3+ zeigt, aber glei
hzei-tig au
h signi�kante Beein�ussung dur
h weitere divalente Kationen wie Cu2+, Ni2+ und Co2+aufweist (Haugland, 2002).
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(a) Fluores
ein (b) Di
hloro�uores
einAbbildung 1.7: Fluores
ein und Di
hloro�uores
ein. Fluores
ein und Di
hloro�uores
ein sinddie Grundbausteine vieler Fluoreszenzfarbsto�e für die Detektion von divalenten Kationen wie Zn2+, Cu2+ undFe2+. (a) Fluores
ein; (b) Di
hloro�uores
ein.Es existieren weitere zahlrei
he Fluoreszenzfarbsto�e u.a. für Hg2+, Cd2+ oder Zn2+, die vonChen und Kollegen (2004) sowie Hinkle und Kollegen (1992) näher bes
hrieben werden. Fürden Na
hweis von Ni2+ und Co2+ existiert ein ebenfalls auf DCF basierender turn-on Farbsto� �Newport Green DCF, der in Abs
hnitt 2.4 näher bes
hrieben wird. Dieser Fluoreszenzfarbsto�wurde vielfältig genutzt, um unters
hiedli
he Kationen in Zellen na
hzuweisen. Zhao und Kolle-gen (2009) vergli
hen die Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF (10 µM) na
h Zugabevers
hiedener Kationen wie Ni2+, Co2+, Cd2+, Fe2+ und Fe3+ und zeigten, dass diese Kationendie Fluoreszenzintensität deutli
h stärker erhöhten als Zn2+ (das in Zellen natürli
herweise vor-kommt). Bereits bei geringen Metallkonzentrationen in einem Berei
h von 0,1 µM bis zu 2 µMnahm die Fluoreszenzintensität exponentiell zu und ging dann in eine Sättigung über. Co2+ be-wirkte erst bei Konzentrationen von 3 µM eine exponentielle Zunahme der Fluoreszenz bis zueiner Konzentration von 200 µM, ab der Newport Green DCF nur no
h mit geringer Fluores-zenzzunahme reagierte (Zhao et al., 2009). Neben bes
hriebenen Ni2+- oder Co2+-Analysen mitNewport Green DCF dur
h Spektrometrie in Zellen (Ingle et al., 2008; Zhao et al., 2009) be-nutzten Costa und Kollegen (2005) Newport Green DCF um Ni2+ in Tumorzellen (A549) dur
hKonfokale Fluoreszenzmikroskopie na
hzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass na
h Inkubati-on mit 10 mg/ml NiS (Ni
kelsul�d) ein Groÿteil der Ni2+-Ionen im Zellkern lokalisiert war. Na
hder Zugabe von 1 mM NiCl2 wurde Fluoreszenz im Zytosol lokalisiert, bei längerer Inkubationakkumulierten Ni2+-Ionen au
h im Zellkern. Ke und Kollegen (2006, 2007) zeigten Ähnli
hes fürwasserlösli
he und wasserunlösli
he Ni
kelverbindungen. Na
h ausrei
hender Inkubationszeit miteiner wasserlösli
hen und wasserunlösli
hen Ni
kelverbindung war Ni
kel sowohl im Zytosol alsau
h im Zellkern detektierbar. So erlangte man über diese Arbeiten weiterführende Informatio-nen über die zelluläre Lokalisation von Ni
kel, zusätzli
h zu den Ergebnissen von Thierse et al.(2007), der dur
h FACS (�uores
en
e a
tivated 
ell sorting)-Analysen zwar extrazelluläres undintrazelluläres Ni
kel unters
heiden konnte, aber über den genauen Verbleib in der Zelle keine



1 Einleitung 27Informationen erhielt. Cados
h und Kollegen (2009, 2010) benutzten ebenfalls FACS-Analysen,um Titan (Ti) in Zellen sowie membrangebundenes Titan zu lokalisieren. Der Titanna
hweismittels Newport Green DCF ist zusätzli
h mit dem CLSM (
onfo
al laser s
anning mi
ros
ope)mögli
h.1.6 ZielsetzungMetalle haben eine groÿe Bedeutung für den Metabolismus von Lebewesen. Die Metalle, oftÜbergangsmetalle wie Zink, Cobalt, Eisen, aber au
h Ni
kel, sind meist als Cofaktoren vonEnzymen oder in Metallkomplexen zu �nden und dadur
h essentiell. Für ihre Aufgabe in denZellen sind geringe intrazelluläre Konzentrationen ausrei
hend, sodass diese Elemente au
h alsSpurenelemente bezei
hnet werden. Unter normalen Bedingungen herrs
ht ein Glei
hgewi
ht derMetallkonzentrationen in den Zellen, do
h u.a. dur
h anthropogene Ein�üsse sind P�anzen undMens
hen zunehmend hohen Konzentrationen von Übergangsmetallen im Boden oder der Luftausgesetzt. Über zahlrei
he Wege werden diese in die Organismen aufgenommen und akkumu-lieren, was zu gesundheitli
hen S
häden führen kann. Im Laufe der Nahrungskette können dur
hMetall belastete P�anzen Tiere und letztendli
h der Mens
h zusätzli
h mit S
hwermetallenbelastet werden.Wel
hen Ein�uss die Metalle in den Zellen auf den Metabolismus haben, ist oft von der Spezies,ihrer Konzentration und der Lokalisation in der Zelle abhängig. Dur
h etablierte Methoden in derSpurenanalytik wie z.B. der ICP-MS oder ähnli
hen Methoden erlangt man sehr genaue Informa-tionen über die Spezies, do
h wird hierfür bulk-Material eingesetzt, sodass keine Informationenüber die Lokalisation der Metalle oder deren Spezies in der Zelle gewonnen werden. Intrazel-luläre Reaktionen mit Zellbestandteilen und Austaus
hreaktionen oder Interaktionen zwis
henZellkompartimenten können ebenfalls ni
ht beoba
htet werden.Ziel dieser Arbeit ist es, die Metalle Ni
kel und Cobalt spezi�s
h in einzelnen lebenden Zellen zudetektieren und zu lokalisieren. Für die Detektion von Übergangsmetallen in einzelnen lebendenZellen mit hoher lateraler Au�ösung eignen si
h optis
he Te
hniken wie die CLSM, die zunä
hstdie Visualisierung von einzelnen lebenden Zellen mit einer lateralen Au�ösung von etwa 300 nmermögli
ht. Mit dem CLSM können parallel zu Transmissionsaufnahmen na
h der Anregungmit drei vers
hiedenen Lasern drei Fluoreszenzsignale glei
hzeitig detektiert werden, sodass die-se dur
h die Detektion der Eigen�uoreszenz oder Kompartiment-spezi�s
her Farbsto�e in denZellen visualisiert werden können. Weiterhin wird die Mögli
hkeit der direkten Detektion vonMetallen dur
h deren Eigen�uoreszenz oder der indirekten Detektion dur
h sensitive und spezi-�s
he optis
he Sensoren wie Newport Green DCF, der dur
h die Komplexierung der Kationenmit verstärkter Fluoreszenzintensität reagiert, getestet. Dur
h die Detektion dieser Metalle in



1 Einleitung 28einzelnen lebenden Zellen und der Visualisierung von Zellkompartimenten wird die Aufnahmeund Lokalisation von Ni
kel und Conalt in Zellen in Abhängigkeit von der Metallkonzentrationim Kulturmedium und der Inkubationszeit in humanen Zellen und P�anzenzellen beoba
htetund Unters
hiede sowie Gemeinsamkeiten zwis
hen diesen Zelltypen bestimmt. Die Änderungdes pH-Wertes im Kulturmedium von Fibroblasten wird weiterführend die Beein�ussung desextrazellulären pH-Wertes auf die Aufnahme und die Lokalisation der Metalle aufzeigen.Aufnahmen von Fluoreszenzspektren in bestimmten ROIs (region of interest) in Fibroblastendur
h λ-S
ans werden genutzt, um mögli
he Unters
hiede der Fluoreszenzspektren des optis
henSensors Newport Green DCF in Abhängigkeit der Komplexpartner und Spezies von Ni
kel undCobalt zu erhalten, um die Spezies unters
heiden zu können.
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Kapitel 2

Material und Methoden
2.1 Allgemeine Laborgeräte und Reagenzien2.1.1 Allgemeine LaborgeräteTabelle 2.1: LaborgeräteGerät Typ/HerstellerCLSM Lei
a TCS SP2 X1 (Lei
a Mi
rosystems Heidelberg,Mannheim)CLSM Objektiv 40x; HCX Apo 40x/0,8 W U-V I (Lei
a Mi
rosystemsHeidelberg, Mannheim)63x: HCX PL AP 63x/1,2 W Corr Cs (Lei
a Mi
rosystemsHeidelberg, Mannheim)50x; HC PL Fluotar 50x/0,8 (Lei
a Mi
rosystemsHeidelberg, Mannheim)CO2-Inkubator HERA
ell 240 i (Thermo S
ienti�
, Langenselbold)Feinwaage Sartorius mi
ro (Sartorius AG, Göttingen)Magnetrührer SLR (S
hott Instruments, Mainz)pH-Meter WTW Series pH 720 (InoLab, Weilheim)Pipettiergerät Pipetboy a
u (INTEGRA Bios
ien
es, Fernwald)Pipetten Eppendorf Resear
h (Eppendorf, Hamburg)S
hüttler Roto Shake Genie (S
ienti�
 Industries, New York)S
hüttler Certomat MO II (Sartorius, Göttingen)Si
herheitswerkbank Mi
ro�ow Biologi
al Safety Cabinet (Nun
 � Thermo FisherS
ienti�
, Langenselbold)



2 Material und Methoden 30Gerät Typ/HerstellerVortex Stuart Vortex Mixer SA8 (Bibby S
ienti�
 Limited,Sta�ordshire)Wasserbad 1083 (GFL, Burgwedel)Zentrifuge Sorvall RT 6000 D; Rotor H-1000 B (Thermo S
ienti�
,Langenselbold)2.1.2 Verbrau
hsmaterialienTabelle 2.2: Verbrau
hsmaterialienMaterial Typ/HerstellerEinfrierröhr
hen 1,8 ml (Nalge Company; 5000-0020)Einmal-Plastikpipetten 5 ml (Greiner-bio-one; Nr.606180)10 ml (Greiner-bio-one; Nr. 607180)Filterspitzen Tip One 0,1-10 µl (Star Lab; S1120-3810)Tip One 1-200 µl (Star Lab; S1120-8810)Tip One 101-1000 µl (Star Lab; S1126-7810)Einwegplastiks
halen Ø 60 mm / 15 mm (Greiner-bio-one; Nr. 620161)Polypropylenröhr
hen 15 ml (Greiner-bio-one; Nr.188271)well -Platte 6-well (Nun
; Nr. 40685)12-well (Greiner-bio-one; Nr. 665180)Zellkultur�as
hen 50 ml (Greiner-bio-one; Nr. 690160)2.1.3 ChemikalienTabelle 2.3: ChemikalienChemikalie HerstellerBME-Medium (Basalmedium Eagles) �L-Glutamin GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 41010CoCl2⋅6H2O (Cobalt(II)
hlorid Hexahydrat) SIGMA Aldri
h, Steinheim; Nr. C2911DCAA (2,4-Di
hlorophenoxya
eti
 a
id) SIGMA Aldri
h, Steinheim; Nr. D6679DMSO (Dimethylsulfoxid) ROTH, Karlsruhe; Nr. A994DPBS (Dulbe

o�s phosphate bu�eredsaline) GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 4190EDTA (Ethylenediaminetetraa
eti
 a
id) BIOCHROM AG, Berlin; L2113



2 Material und Methoden 31Chemikalie HerstellerFBS (fetale bovine serum) GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 10270HEPES-Pu�er (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsäure) GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15630L-Glutamin GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 25030NP-40 (Nonidet P-40) SIGMA Aldri
h, Steinheim; Nr. N-6507NAA (1-naphtyl a
eti
 a
id) SIGMA Aldri
h, Steinheim; Nr. N1641NiCl2⋅6H2O (Ni
kel(II)
hlorid Hexahydrat) SIGMA Aldri
h, Steinheim; Nr. N6136NiSO4⋅6H2O (Ni
kel(II)sulfat Hexahydrat) SIGMA Aldri
h, Steinheim; Nr. 467901Ni3S2 SIGMA Aldri
h, Steinheim; Nr. 343226Peni
illin/Streptomy
in GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 151402.1.4 Zellkulturmedien und MedienzusätzeTabelle 2.4: Zellkulturmedien und MedienzusätzeReagenzien MengeBME-Medium zur Anzu
ht von Fibroblasten (Eagle, 1955a; Eagle, 1955b)(GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 41010-026)BME � L-Glutamin 500 mlFBS 50 ml 10 % (v/v)L-Glutamin [200 mM℄ 10 ml 4 mMHEPES [1 M℄ 10 ml 20 mMPeni
illin/Streptomy
in 1 ml 10000 U / 10 mgLinsmaier und Skoog (LS)-Medium zur Anzu
ht von P�anzenzellen(Linsmaier und Skoog, 1965; Lindl, 2002)LS-Sto
klösung 50 mlZu
ker 30 gDCAA-Sto
klösung 220 µlNAA-Sto
klösung 186 µlH2O ad 1 lpH 5,5 � 6Sto
klösung (1 l) für LS-MediumNH4NO3 33 gKNO3 38 g



2 Material und Methoden 32Reagenzien MengeKH2PO4 3,4 gCaCl2⋅2H2O 8,8 gMgSO4⋅7H2O 7,4 gH3BO3 0,124 gMnSO4⋅H2O 0,338 gZnSO4⋅7H2O 0,212 gKI 0,0166 gNa2MoO4⋅2H2O 0,005 gCuSO4⋅5H2O 0,0005 gCoCl2⋅6H2O 0,0005 gFeSO4⋅7H2O 0,556 gNa2EDTA⋅2H2O 0,826 gVit B1 (Thiamin-Hydro
hlorid) 0,008 gMyo-Inositol 2 gDCAA 1 mg/ml EthanolNAA 1 mg/ml Ethanol2.1.5 Fluoreszenzfarbsto�eTabelle 2.5: Fluoreszenzfarbsto�eFarbsto� Hersteller Ex/Em-Max [nm℄Bodipy® TR C5 Mole
ular Probes invitrogen; Nr. B34400 589/616CellMask� deep red Mole
ular Probes invitrogen; Nr. C10046 649/666ER-Tra
ker� Red Mole
ular Probes invitrogen; Nr. E34250 587/615Hoe
hst 33342 Mole
ular Probes invitrogen; Nr. H3570 350/461Newport Green� DCFDi-Kaliumsalz Mole
ular Probes invitrogen; Nr. N7990 505/535Newport Green� DCFDia
etat Mole
ular Probes invitrogen; Nr. N7991 505/535SYTO® 61 Mole
ular Probes invitrogen; Nr. S11343 628/645Vybrant� DiI Mole
ular Probes invitrogen; Nr. V22885 549/565



2 Material und Methoden 332.2 Zellbiologis
he MethodenZellen, die aus Gewebe isoliert werden und in Suspension oder als Monolayer auf Ober�ä
henwa
hsen, benötigen bestimmte Bedingungen für ein optimales Wa
hstum. Diese Bedingungenwie die Temperatur, eine bestimmte CO2-Konzentration und die Luftfeu
htigkeit variieren vonZelltyp zu Zelltyp und können dur
h die Inkubation in einem Bruts
hrank gewährleistet werden.Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden sterilisierte Materialien verwendet und Gefäÿe nurunter einer Sterilbank geö�net. Im Folgenden werden sowohl die Eigens
haften und Merkmalevon Fibroblasten und P�anzenzellen, als au
h deren Inkubationsbedingungen bes
hrieben.2.2.1 Verwendete Zellen2.2.1.1 Humane Gingiva-FibroblastenBei den verwendeten Fibroblasten handelte es si
h um Zellen aus humanem Zahn�eis
hbin-degewebe. Diese adhärenten humanen Gingiva-Fibroblasten sezernieren Kollagene und andereMatrixkomponenten, die an Ober�ä
hen binden und deren Gestalt maÿgebli
h von Aktin halti-gen Stressfasern bestimmt wird. Sie bilden das faserige Bindegewebe in Tieren und Mens
hen.Charakteristis
h sind die vielen irregulären zytoplasmatis
hen Fortsätze und der groÿe Zellkern(s. Abs
hnitt 1.4.4). In Zellkultur sind Fibroblasten weniger stark di�erenziert als im Organis-mus.2.2.1.2 P�anzenzellen aus Catharanthus roseusFür Versu
he mit Einzelzellen aus P�anzen wurden Suspensionszellen von Catharanthus roseusverwendet, die aus Kalluskulturen gewonnen wurden. Diese wurden zuvor aus Meristemgewebehergestellt, das auf Nährmedium mit Phytohormonen und Agar angezogen wurde. Dur
h dieErhöhung des Vitamin- und Phytohormongehaltes im Medium konnte die Kallusbes
ha�enheitso modi�ziert werden, dass die Kalli als Zellsuspension lei
ht in �üssigem Medium unter S
hüttelnweiter wu
hsen (Lindl, 2002).2.2.2 Kultivierung von Zellen2.2.2.1 Anlage humaner adhärenter ZellenHumane Gingiva-Fibroblasten wurden als Vertreter humaner Zellen für Versu
he verwendet, indenen Metallionen na
h unters
hiedli
hen Inkubationszeiten mit vers
hiedenen Metallkonzentra-tionen in einzelnen lebenden humanen Zellen na
hgewiesen werden sollten.



2 Material und Methoden 34Verwendete Materialien:� BME-Medium (s. Tabelle 2.4)� 0,05 % EDTA in PBS� HCl� NaOHDur
hführung:Die humanen Gingiva-Fibroblasten wurden in bes
hi
hteten 50 ml Kultur�as
hen als Monolayerbei 37 °C und 5 % CO2 mit 4 ml BME-Medium kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurde dasMedium gewe
hselt. Errei
hte die Kultur eine Kon�uenz von 70 % bis 90 %, wurden die Zellenin neue Flas
hen überführt. Beim Passagieren wurde zunä
hst das Medium entfernt und dieKultur�as
he mit 1 ml EDTA (0,05 % in PBS ohne MgCl2 und CaCl2) gespült. Ans
hlieÿendwurden die Zellen mit 1 ml EDTA für 15 min bei 37 °C inkubiert, dur
h kräftiges Klopfen vomBoden gelöst und in 4 ml BME-Medium aufgenommen. Je 1 ml der Zellsuspension wurde ineine neue Flas
he überführt, in die jeweils 4 ml BME-Medium vorgelegt wurden.Für die Untersu
hungen mit dem CLSM wurden die Zellen auf die glei
he Art wie zuvor be-s
hrieben in 6-well -Platten bzw. Petris
halen (Ø 60 mm/15 mm) überführt. Dazu wurden dieFibroblasten wie bes
hrieben mit EDTA abgelöst, die Zellen in 6 ml Medium aufgenommen undje 1 ml in die wells bzw. 2 ml in die Petris
halen überführt. Die wells wurden bis zu einemVolumen von 3 ml, die Petris
halen bis 5 ml mit Medium supplementiert.Beim Expandieren der Zellen wurde ähnli
h verfahren. Die Zellen wurden mit EDTA (0,05 %)von dem Flas
henboden abgelöst, die Kultur�as
hen mit 4 ml BME gespült und jeweils 2 mlder Suspension in zwei neue Flas
hen überführt, die mit 2 ml BME aufgefüllt wurden. 24 hna
h dem Überführen bzw. Expandieren der Zellen wurde das Medium no
hmals gewe
hselt,um verbliebenes EDTA zu entfernen.Zur Ermittlung der pH-abhängigen Metallaufnahme in die Zellen wurde der pH-Wert des BME-Mediums mit HCl auf 
a. pH 5 bzw. mit NaOH auf 
a. pH 9 eingestellt. S
hwankungen impH-Wert dur
h die Inkubation im Bruts
hrank mit CO2-Zuführung wurden ni
ht ausgegli
hen.Die Zellen wurden je na
h Versu
h weiter mit Metallverbindungen behandelt.



2 Material und Methoden 352.2.2.2 Anlage p�anzli
her SuspensionszellenCatharanthus roseus wurden als Vertreter der p�anzli
hen Zellen für Versu
he verwendet, indenen Metallionen na
h unters
hiedli
hen Inkubationszeiten in lebenden P�anzenzellen na
hge-wiesen werden sollen.Verwendete Materialien:� LS-Medium (s. Tabelle 2.4)Dur
hführung:Von der Catharanthus roseus Zellkultur wurden 200 ml in 500 ml Erlenmeyerkolben mit LS-Medium bei kontinuierli
her Beli
htung und einer Temperatur von 
a. 22 °C (Raumtemperatur,RT) auf einem S
hüttler (Sartorius Certomat MO II) mit 100 UpM kultiviert. Na
h sieben Tagenwurden etwa 150 ml der Ausgangskultur in einen 500 ml Erlenmeyerkolben mit 25 ml bis 50 mlfris
hem LS-Medium überführt.Für die Na
hweisversu
he von Ni mit dem CLSM wurden Suspensionskulturen von 150 mlangelegt. In 250 ml Erlenmeyerkolben wurden 100 ml LS-Medium vorgelegt und 50 ml derZellkultur zugegeben. Die Kultivierung erfolgte ebenfalls bei RT auf dem S
hüttler.2.2.3 Kryokonservierung und Reaktivierung humanerGingiva-FibroblastenUm Fibroblasten über einen längeren Zeitraum zu konservieren, wurde eine Kryokonservierungder Zellen vorgenommen. Die Zellen wurden in Einfriermedium, das DMSO enthält, aufgenom-men, um Zells
häden bei der Lagerung in �üssigem Sti
ksto� bei -196 °C zu vermeiden.Verwendete Materialien:� Einfriermedium: 10 % DMSO in FBS� EDTA� BME-Medium
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hführung:Zum Einfrieren der Zellen wurde zunä
hst das Medium aus der Kultur�as
he entnommen unddie Zellen zweimal mit PBS gewas
hen. Dana
h wurde EDTA (0,05 %) zugegeben und dieKultur 15 min bei 37 °C inkubiert, um die Zellen dur
h Klopfen vom Boden der Kultur�as
heabzulösen. Ans
hlieÿend wurden 10 ml BME-Medium zugegeben, die Suspension in ein 15 mlPolypropylenröhr
hen überführt und 6 min bei 125×g zentrifugiert (Sorvall, Langenselbold).Dana
h wurden die Zellen in 1 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryoröhr
henüberführt. Die Zellen wurden na
h etwa 10 min auf Eis für 1 h bei -20 °C eingefroren unddana
h für 24 h (bis zu 72 h) bei �80 °C gelagert. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Zellenin �üssigen Sti
ksto� (�196 °C) überführt.Zur Rekultivierung wurden die in �üssigem Sti
ksto� gelagerten Zellen direkt na
h dem Entneh-men aus dem Sti
ksto�behälter für 2 min in einem Wasserbad bei 37 °C s
hüttelnd aufgetaut.Ans
hlieÿend wurden die Zellen in 10 ml BME-Medium bei 37 °C resuspendiert, in ein 15 mlPolypropylenröhr
hen gefüllt und 6 min bei 125×g zentrifugiert. S
hlieÿli
h wurde das Zellpräzi-pitat in 2 ml BME-Medium aufgenommen und in eine Zellkultur�as
he mit 4 ml vorgewärmtemBME-Medium und optimalem pH-Wert zwis
hen pH 7,0 bis pH 7,6 transferiert. Na
h 24 hInkubation im CO2-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 wurde das BME-Medium gewe
hselt, umverbliebenes DMSO des Einfriermediums zu entfernen (Produktinformation ATCC).2.3 Konfokale Laser Raster Mikroskopie (CLSM)Die CLSM wurde erstmals von Marvin Minsky (1955�1961) eingeführt und unters
heidet si
h ineinigen Punkten von der konventionellen Li
ht- und Fluoreszenzmikroskopie. Bei der konventio-nellen Mikroskopie wird eine konventionelle Li
htquelle oder ein Laser eingesetzt, wobei trans-mittiertes oder re�ektiertes Li
ht dur
h eine Objektivlinse gesammelt wird, den Mikroskoptubuspassiert, daraufhin eine weitere Linse passiert und s
hlieÿli
h als Bild in seiner ursprüngli
henAusri
htung si
htbar wird. Der Aufbau des Strahlengangs bei der konventionellen Mikroskopiekann ni
ht verhindern, dass Li
ht, das auÿerhalb der Fokusebene emittiert oder re�ektiert wird,detektiert wird. Die resultierenden Bilder enthalten Informationen sowohl aus der Fokusebene,als au
h aus Ebenen darüber und darunter. Eine dreidimensionale Darstellung eines Objekteswird in Folge dessen s
hwierig und die Bilder sind dur
h out-of-fo
us-Interferenzen wenigers
harf und kontrastrei
h. Die optis
he Au�ösung bei der konventionellen Mikroskopie ist dur
hdie Wellenlänge limitiert und dur
h 1/2 λ de�niert. Bei der CLSM dagegen wird die Probe mitLaserli
ht beli
htet, wobei von der Probe emittiertes oder re�ektiertes Li
ht aus einer einzigenEbene, der Fokalebene, detektiert wird und eine optis
he Au�ösung von 200 nm errei
ht werdenkann. Sämtli
hes Li
ht, das ni
ht aus dieser Ebene stammt, wird dur
h eine variabel einstellbare



2 Material und Methoden 37Detektionslo
hblende (pinhole) unterdrü
kt. Je kleiner der Dur
hmesser dieser Lo
hblende ist,umso weniger Li
ht gelangt von auÿerhalb der Fokalebene zum Detektor. Dadur
h erhält manein s
härferes Bild mit einer hohen lateralen Tiefenau�ösung im Verglei
h zur konventionellenMikroskopie (White et al., 1987; Semwogerere und Weeks, 2005). Das Prinzip der konfokalenMikroskopie im Verglei
h zur konventionellen Mikroskopie ist in Abbildung 2.1 dargestellt.
PSfrag repla
ements

Auge/Detektor
OkularTubus
KondensorObjektivlinseProbeLi
htquelle(a) Konventionelles Mikroskop
PSfrag repla
ements

Detektor/Kamera
konfokale Detektionslo
hblendeLasersemire�ektierender Spiegel
ObjektivlinseProbe(b) Konfokales Fluoreszenzmikro-skopAbbildung 2.1: Verglei
h des Strahlengangs eines konventionellen Li
htmikroskopsmit dem eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops. (a) Konventionelles Mikroskop: Li
ht voneiner herkömmli
hen Li
htquelle tri�t na
h Passieren des Kondensors auf die Probe. Das die Probe passierendeLi
ht gelangt aus allen Ebenen zur Objektivlinse und über den Tubus zum Okular. Das entstandene Bild bestehtaus einer Zusammensetzung der Bilder einzelner Ebenen; (b) Konfokales Fluoreszenzmikroskop: Ein Laserstrahlals Li
htquelle wird über einen Spiegel und die Objektivlinse auf die Probe geleitet. Re�ektions- oder Fluo-reszenzli
ht, das von der Probe emittiert wird, wird von der Objektivlinse aufgenommen und zur konfokalenDetektionslo
hblende geleitet, die si
h vor dem Detektor be�ndet. Dadur
h gelangt ledigli
h Li
ht aus einerEbene, der Fokalebene, zum Detektor.Als Li
htquelle bei der CLSM werden Laser verwendet, die einen semitransparenten Strahlenteilerpassieren, den sog. AOTF (a
ousto opti
al tuneable �lter) (s. Abs
hnitt 2.3.1). Eine S
anner-Einheit ermögli
ht die Beli
htung der Probe Zeile für Zeile, was als sog. line s
an bezei
hnetwird, und fügt die einzelnen Bilder zu einem konfokalen Bild zusammen. Dabei bestimmt derS
anmodus, wel
he optis
hen Ebenen im Präparat beoba
htet werden. Grundsätzli
h könnenhorizontale xy-S
hnitte oder vertikale xz-S
hnitte aufgenommen werden. Dur
h die Ergänzung
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hen S
hnitte in die dritte Dimension erhält man eine räumli
he Darstellung einesObjektes. Aus einer Serie vertikaler s
ans, sog. sli
es, wird mittels Mikroskop-Software Lei
aConfo
al Software (LCS) ein dreidimensionales Bild zusammengefügt. Mit Hilfe der CLSM kön-nen sowohl transluzente Proben wie Zellen, Bakterien und Wei
hgewebe, als au
h Hartgewebewie Zähne und Kno
hen visualisiert werden. Für eine Untersu
hung von Ober�ä
henstrukturenvon Hartgeweben eignen si
h Tro
kenobjektive, wohingegen zur Beoba
htung von Zellstruk-turen Wasser- oder Ölimmersionsobjektive verwendet werden. Weitere Informationen sind imBenutzerhandbu
h zum CLSM Lei
a TCS SP2 erhältli
h.2.3.1 Aufbau und Komponenten des CLSM Lei
a TCS SP2Das CLSM TCS SP2 von Lei
a (Lei
a Mi
rosystems Heidelberg GmbH, Mannheim) ist mit dreivers
hiedenen Lasern ausgestattet, die ein Anregungsspektrum von 488 nm bis 633 nm abde-
ken. Ein blauer Argonlaser mit einer Wellenlänge von 488 nm und 514 nm, ein orange-grünerHelium/Neon (He/Ne)-Laser mit den Wellenlängen 543 nm und 594 nm und ein He/Ne-Lasermit einer Wellenlänge von 633 nm ermögli
hen dur
h exakte Einstellung der Anregungswellen-länge und Laserintensität vers
hiedenste Untersu
hungen von Proben im Re�ektionsmodus oderFluoreszenzmodus. Jeder Laserstrahl passiert einen AOTF, der aus einem optis
h transparentemKristall besteht, dessen optis
he Eigens
haften mittels Ultras
hallwellenfeld modi�ziert werden(s. Abbildung 2.2). Die Modulation der Kristalleigens
haften des AOTF ermögli
ht die Selektionder den Filter passierenden Wellenlängen und die Einstellung der Intensität des Laserstrahls.
PSfrag repla
ements Ultras
halldämpfer einfallendes Laserli
htabgelenktes Laserli
htoptis
he Faser direktes Laserli
ht Ultras
hallgeneratorAbbildung 2.2: S
hematis
he Darstellung eines AOTF. Der AOTF besteht aus einem transpa-renten Kristall, der dur
h ein Ultras
hallfeld die Einstellung der Wellenlänge und der Intensität eines Laserstrahlsermögli
ht (Lei
a Mi
rosystems Heidelberg GmbH, Mannheim).
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h das AOTF beein�usste Laserstrahl passiert die Anregungslo
hblende und wird übereinen akusto-optis
hen Strahlenteiler (AOBS; a
ousto opti
al beam splitter) zu dem K-S
annergeleitet, der aus zwei stark re�ektierenden Spiegel-ähnli
hen Ober�ä
hen besteht, die das Laser-li
ht dur
h den hinteren Teil des Objektivs zeilenweise über die Probe leiten. Der Aufbau bzw. dieFunktionsweise des AOBS (s. Abbildung 2.3) ist dem des AOTF sehr ähnli
h. Der AOBS bestehtebenfalls aus einem optis
h transparentem Kristall, der dur
h akusto-optis
he Ablenkung mit-tels Ultras
hallwellenfeld glei
hzeitig mehrere Anregungslaserlinien zur K-S
anner Einheit leitenkann und ersetzt damit konventionelle Anregungs�lter. Glei
hzeitig wird das Anregungsli
ht desLasers auf das Präparat gelenkt und das vom Präparat zurü
kkommende Fluoreszenzli
ht vomre�ektierten Anregungsli
ht getrennt. Der AOBS ist damit ein e�ektiver Fluoreszenzdetektor(Lei
a Mi
rosystems Heidelberg GmbH, Mannheim).

PSfrag repla
ements vom Laser zum Detektor
Abbildung 2.3: S
hematis
he Darstellung eines AOBS. Der AOBS kann dur
h akusto-optis
heBeugung einzelne oder vers
hiedene Anregungswellenlängen eines Lasers glei
hzeitig auf eine Probe leiten (Lei
aMi
rosystems Heidelberg GmbH, Mannheim).Für das CLSM Lei
a TCS SP2 stehen vers
hiedene Objektive zur Verfügung, die die Unter-su
hung unters
hiedli
her Proben ermögli
hen. Tro
kenobjektive mit 2,5-fa
her oder 10-fa
herVergröÿerung werden übli
herweise für die Untersu
hung von Ober�ä
henstrukturen an Fest-körpern verwendet, Wasser- oder Ölimmersionsobjektive mit 20-fa
her, 40-fa
her und 63-fa
herVergröÿerung eignen si
h für biologis
he Präparate wie humane Zellen auf Objektträgern oder inKultur. Über die Mikroskop-Software LCS sind zudem vier vers
hiedene S
anges
hwindigkeitenwählbar (200 Hz, 400 Hz, 800 Hz und 1000 Hz bzw. Bildzeilen/se
), die Ein�uss auf die Proben-und die Bildqualität nehmen. Eine niedrige S
anges
hwindigkeit kann li
htemp�ndli
he Pro-



2 Material und Methoden 40ben oder Farbsto�e ausblei
hen, liefert jedo
h dur
h ein besseres Signal/Raus
h-Verhältniskontrastrei
here Bilder als bei hohen S
anges
hwindigkeiten. Um Ausblei
he�ekte zu verrin-gern, oder um s
hnelle Veränderungen einer Probe zu beoba
hten, wählt man daher eine hoheS
anges
hwindigkeit. Beim S
anvorgang wird ein Teil des Li
hts von der Probe re�ektiert unddur
h das Objektiv zurü
k dur
h den K-S
anner und den AOBS zur konfokalen Detektionslo
h-blende geleitet, die den Li
ht-limitierenden Faktor im System darstellt. Das Li
ht, das auÿerhalbder Fokalebene re�ektiert wird, wird an der Konfokalebene von der Blende zurü
kgehalten, so-dass nur Li
ht aus der Fokalebene zum Detektor hinter der Blende gelangt (s. Abbildung 2.1 und2.5). Der Blendendur
hmesser kann individuell vom Operator auf einen Dur
hmesser zwis
hen20 µm und 600 µm eingestellt werden, wobei es für jedes Objektiv einen optimalen Blenden-dur
hmesser gibt, der mit der Funktion �Airy� eingestellt und für Lei
a-Systeme ebenso miteiner Formel bere
hnet werden kann. Der optimale Ö�nungswinkel ist von der Wellenlänge, derNumeris
hen Apertur und dem Vergröÿerungsfaktor des Objektivs abhängig. Eine maximale Auf-lösung in der z-Dimension, also in der Tiefe, errei
ht man mit der Einstellung �Airy 1�, d.h. dassder Dur
hmesser der konfokalen Detektionslo
hblende mit dem Dur
hmesser der Airys
heibeübereinstimmt.Insgesamt ist das CLSM mit drei Detektoreinheiten ausgestattet, auf die das Li
ht na
h Passierender konfokalen Detektionslo
hblende und einem Spektrophotometerprisma tri�t. Das re�ektierteLi
ht, bzw. das emittierte Fluoreszenzli
ht wird dort in die drei Hauptfarben aufgeteilt unds
hlieÿli
h zu den drei Detektoreinheiten gelenkt (s. Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4: S
hematis
he Darstellung eines CLSM-Detektors. Der Detektor ist dur
hseinen Aufbau in der Lage auss
hlieÿli
h Li
ht einer bestimmten Wellenlänge aufzunehmen. Bis zu drei Signalekönnen dur
h drei Detektoren glei
hzeitig aufgenommen werden. Die Emp�ndli
hkeit des Detektors wird dur
hdie Spannung an der Photodiode eingestellt (Lei
a Mi
rosystems Heidelberg GmbH, Mannheim).



2 Material und Methoden 41Jede Detektoreinheit besteht aus frei bewegli
hen, re�ektierenden Spiegeln, die einen photo-multiplier tube (PMT) abs
hirmen und Li
ht einer bestimmten Wellenlänge, wel
hes ni
ht aufden Detektor gelangen soll, zum nä
hsten Detektor lenken und bei diesem Detektor ebensoverfahren. Dadur
h können bis zu drei Li
htsignale parallel aufgenommen werden. Die Emp�nd-li
hkeit des PMT ist dur
h die Bes
hleunigungsspannung (PMT-voltage) an der Photodiodeeinstellbar. Eine zu hohe Bes
hleunigungsspannung führt dabei zur Überlastung des Detektors,wohingegen dur
h eine zu geringe Spannung am Photomultiplier kein elektris
hes Signal ausden ankommenden Photonen erzeugt werden kann. Auf den Detektor tre�endes, störendes Li
htverursa
ht ebenfalls ein elektris
hes Signal innerhalb des PMT, das dur
h die Bes
hleunigungs-spannung in glei
hem Maÿe verstärkt wird wie tatsä
hli
h von der Probe stammendes Li
ht.Somit werden alle elektris
hen Signale, die von den Detektoren gesammelt werden, von derMikroskop-Software LCS in ein konfokales Bild konvertiert und auf dem Monitor live abgebildet.Die Intensitäten werden in Form von Grauwerten von 1 bis 256 angezeigt, wobei die Softwarewiederum eine farbige Darstellung des Objekts ermögli
ht.
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PSfrag repla
ements

1. UV Laser2. IR Laser3. Laser im si
htbaren Berei
h4. UV AOTF5. IR EOM6. AOTF für si
htbaren Berei
h7. UV Adaptationsoptik8. UC Anregungslo
hblende9. IR Anregungslo
hblende10. VIS Anregungslo
hblende11. Strahlenteiler12. Einstellbare Li
htstärke13. K-S
anner14. Objektiv15. Detektor für transmittiertes Li
ht16. Konfokale Detektionslo
hblende18. Spektrophotometerprisma19. Photomultiplier Kanal 120. Photomultiplier Kanal 221. Photomultiplier Kanal 322. Photomultiplier Kanal 423. Externer optis
her Ans
hlussAbbildung 2.5: Aufbau und Strahlengang des CLSM Lei
a TCS SP2. Das Lei
a TCS SP2ist mit mehreren Lasern als Li
htquelle ausgestattet. Der Laserstrahl passiert einen AOTF, um die gewüns
h-ten Laserlinien einzustellen. Na
h Passieren der Anregungslo
hblende und des AOBS wird der Laserstrahl zumK-S
anner geleitet, der diesen zeilenweise über die Probe leitet. Dur
h das Objektiv gelangt der Laserstrahl aufdie Probe und re�ektiertes oder emittiertes Li
ht wieder dur
h das Objektiv, den K-S
anner und den AOBSzurü
k zum Detektor. Davor be�ndet si
h eine Detektionslo
hblende, die nur Li
ht zu den Photodioden lässt,das aus der Fokalebene stammt (Lei
a Mi
rosystems Heidelberg GmbH, Mannheim).



2 Material und Methoden 422.3.2 CLSM-Einstellungen zur Visualisierung von ZellenZur Visualisierung von humanen Gingiva-Fibroblasten und P�anzenzellen von Catharanthus ro-seus wurden unters
hiedli
he Objektive und Einstellungen genutzt. Die P�anzenzellen wurdenmit einem 63-fa
h Wasserimmersionsobjektiv untersu
ht, das eine Numeris
he Apertur von 1,2hat. Der Blendendur
hmesser wurde auf 300 µm (2,24 Airy) eingestellt und die Zellen mit demArgonlaser (100 %) der Wellenlänge 488 nm beli
htet. Ges
annt wurde in einem Berei
h von510 nm bis 590 nm mit einer Ges
hwindigkeit von 400 Hz und einer line average von 16, d.h.jede Zeile wurde 16 mal aufgenommen und der Dur
hs
hnittswert jedes Bildpunktes zur Erstel-lung des �nalen Bildes verwendet. Die Au�ösung wurde auf 1024x1024 Pixel eingestellt, sodassein Bild ohne Zoom eine Kantenlänge von 238,10 µm besaÿ.Die Fibroblasten wurden ebenfalls mit dem Argonlaser der Wellenlänge 488 nm beli
htet, der miteiner Ges
hwindigkeit von 400 Hz über die Probe geführt wurde. Ein line average von 16 wurdeeingestellt und die Emission im Berei
h von 510 nm bis 560 nm detektiert. Das Wasserimmer-sionsobjektiv mit 40-fa
her Vergröÿerung wurde benutzt und der optimale Blendendur
hmesservon 1 Airy (127 µm) eingestellt. Bei einer Au�ösung von 1024x1024 Pixel betrug die Kanten-länge des Bildauss
hnittes 375 µm. Zusätzli
h wurden Transmissionsbilder aufgenommen, umdie Morphologie der Zellen zu beoba
hten.2.3.3 Fluoreszenzanalyse mittels λ-S
anDie Funktion des λ-S
ans im CLSM ermögli
ht die Aufnahme eines Fluoreszenzspektrums ineinem variablen Emissionsberei
h na
h Anregung mit einem Laser. Dabei kann das Spektrum je-des einzelnen Bildpunktes wiedergegeben werden, wenn man die gemessene Fluoreszenzintensitätgegenüber der Wellenlänge aufträgt.Dur
hführung:Dur
h einen λ-S
an bei Beli
htung mit dem Argonlaser (488 nm) wurde eine Reihe von Fluores-zenzintensitätswerten einer einzigen optis
hen Ebene abhängig von der Wellenlänge aufgenom-men, die s
hlieÿli
h das Fluoreszenzspektrum der jeweiligen Probe wiedergaben. Dafür wurdenzunä
hst die Grenzpunkte des Messberei
hs von 500 nm bis 700 nm und die Anzahl der Mess-punkte (100) in der Mikroskop-Software LCS festgelegt. Eine Messreihe aus 100 Messpunktenergab somit Überlappungen von jeweils 8 nm bei einer Spanne von 200 nm und einem Messbe-rei
h von 10 nm pro Messpunkt.



2 Material und Methoden 43Um die Metallverbindungen auf Eigen�uoreszenz zu analysieren, wurden die Metalle in Festformmittels CLSM mit einem 50-fa
h Tro
kenobjektiv untersu
ht. Dabei wurden die Proben zunä
hstmit einer UV-Lampe, einem He/Ne-Laser mit Wellenlängen von 514 nm, 543 nm und 633 nm undans
hlieÿend mit einem Argonlaser (488 nm) beli
htet und die Fluoreszenz über einen Berei
hvon 500 nm bis 700 nm detektiert.Die vollständige Funktionalität zur Kationenbindung des optis
hen Sensors Newport Green DCFentsteht erst na
h der Hydrolyse in einer Zelle. Aus diesem Grund wurde zunä
hst dur
h eine λ-S
an-Analyse das Emissionsspektrum des Sensors und dessen Fluoreszenzintensität unabhängigvon Zellen und Ionen aufgenommen. Dafür wurden in 12-well -Platten zu je 1,5 ml BME-Mediumpro well 1,5 µl der Newport Green DCF-Sto
klösung (1 mg/ml; Endkonzentration: 1 µg/ml)zugegeben, ein Spektrum dur
h einen λ-S
an mit dem CLSM Lei
a TCS SP2 aufgenommenund na
h der Zugabe von 1,5 µl der Metallverbindungen (1 M; Endkonzentration: 1 mM) übereine Zeitspanne von 40 min alle 10 min ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Als Kontrollewurde ein Spektrum von BME-Medium ohne Newport Green DCF und ohne Metallverbindungenaufgenommen. Dazu wurde ein Wasserimmersionsobjektiv mit 40-fa
her Vergröÿerung verwendetund der optis
he Sensor Newport Green DCF mit dem Argonlaser der Wellenlänge 488 nmangeregt. Der λ-S
an wurde wie zuvor bes
hrieben dur
hgeführt und die Ergebnisse in Formeines Spektrums dur
h die Software LCS dargestellt.Um die Newport Green DCF-Spektren in Zellen vor und na
h Zugabe von Metallverbindungenmit einem λ-S
an zu untersu
hen, wurden Zellen für 24 h in 6-well -Platten mit 500 µM NiCl2,NiSO4, Ni3S2 oder CoCl2 bei 37 °C und 5 % CO2 in BME-Medium inkubiert und na
h einemdreimaligen Was
hs
hritt mit PBS mit 500 µl BME-Medium und 3,5 µl Newport Green DCF(1 mg/ml; Endkonzentration: 7 µg/ml) bede
kt und für 60 min bei 37 °C inkubiert. Na
h einemweiteren Was
hs
hritt mit PBS wurden die wells mit BME-Medium aufgefüllt und die Zellenerneut für 30 min bei 37 °C zur vollständigen Hydrolyse des Farbsto�es inkubiert. Die Aufnahmeder Spektren erfolgte mit dem CLSM und Metallverbindungen, no
h mit Newport Green DCFinkubiert wurden, aber au
h Zellen, denen ledigli
h Newport Green DCF zugegeben wurde. DieSpektren wurden wie zuvor bes
hrieben na
h Anregung mit dem Argonlaser (488 nm) mit einem
λ-S
an aufgenommen.



2 Material und Methoden 442.4 Der optis
he Sensor Newport Green DCFDer optis
he Sensor Newport Green DCF basiert auf DCF und existiert sowohl in wasserlösli-
her Form als Di-Kaliumsalz (s. Abbildung 2.6(a)), als au
h als Dia
etat mit Esterbindungen(s. Abbildung 2.6(b)) (Haugland, 2002; Mole
ular Probes invitrogen, Produktinformation MP07990). Die wasserlösli
he Form kann ni
ht ohne Weiteres die Membran passieren, im Gegensatzzur Dia
etatesterstruktur, die dem Molekül einen ungeladenen Charakter verleiht, wodur
h esungehindert dur
h die Membran di�undieren kann. Innerhalb einer Zelle werden die lipophilenGruppen des Moleküls dur
h unspezi�s
he Esterasen gespalten, was zu einer negativen Ladungführt, sodass es nun die Membran ni
ht mehr passieren, wohl aber die target-Ionen bindenkann (Mole
ular Probes invitrogen, Produktinformation G 002). Newport Green DCF besitzt einAnregungsmaximum bei 505 nm und ein Emissionsmaximum bei 535 nm (Haugland, 2002).

(a) Newport Green DCF Di-Kaliumsalz (b) Newport Green DCF Dia
etatesterAbbildung 2.6: Struktur des Fluoreszenzfarbsto�es Newport Green DCF. (a) NewportGreen DCF als Di-Kaliumsalz ist geladen und ni
ht membranpermeabel; (b) Newport Green DCF ist dur
h seineDia
etatesterstruktur membranpermeabel. Esterasen in der Zelle hydrolysieren die Bindung und verhindern dieDi�usion aus der Zelle. Das geladene Molekül kann die target-Ionen binden. Das Anregungsmaximum liegt bei505 nm, das Emissionsmaximum bei 535 nm.
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h die Bindung der target-Ionen kommt es innerhalb des Moleküls zu einem Elektronentrans-fer und s
hlieÿli
h zu einer Verstärkung der Fluoreszenz. Die Fluoreszenzverstärkung ist vom tar-get-Ion selbst abhängig. Ledigli
h divalente Kationen rufen eine Fluoreszenzverstärkung hervor,do
h bei den meisten divalenten Kationen wie Ca2+, Mn2+, Fe2+, Cu2+ und Pb2+ ist eine sehrgeringe Veränderung zu beoba
hten. Cd2+, Hg2+ und Zn2+ zeigen etwas stärkere Fluoreszenz-erhöhungen, do
h der gröÿte E�ekt wird dur
h Co2+ und Ni2+ deutli
h. Eine Komplexierungdes Farbsto�es Newport Green DCF mit 100 µM Co2+, Ni2+ und Zn2+ verstärkt die Fluores-zenzintensität von Newport Green DCF um das 7- bis 13-fa
he (Haugland, 2002). Bei geringerenKonzentration von 1 µM sind deutli
he Fluoreszenzverstärkungen ledigli
h bei Ni2+ detektierbar(s. Abbildung 2.7) (Haugland, 2002).

Abbildung 2.7: Fluoreszenzverstärkung von Newport Green DCF dur
h unters
hied-li
he Ionen. Der Farbsto� Newport Green DCF ändert seine Fluoreszenzintensität na
h Komplexierung mitbestimmten Kationen. Die roten Balken repräsentieren die Erhöhung der Fluoreszenzintensität von NewportGreen DCF dur
h 100 µM eines Ions, die blauen Balken die Reaktion auf 1 µM des Ions. Deutli
he Intensi-tätsänderungen (7- bis 13-fa
h verstärkt zur Ausgangsintensität) entstehen dur
h die Anwesenheit von 100 µMNi2+, Co2+ und Zn2+. Bei Konzentrationen von 1 µM zeigt ledigli
h Ni2+ eine deutli
he Intensitätserhöhung(Mole
ular Probes invitrogen, Eugene, OR, USA).



2 Material und Methoden 462.4.1 Markierung von Ni
kel und Cobalt in humanenGingiva-Fibroblasten mit Newport Green DCFDie Exposition von Ni
kel und Cobalt für den Mens
hen ist vielfältig. Gesundheitli
he Beein-trä
htigungen sind dabei ni
ht auszus
hlieÿen. Der Na
hweis von Ni(II) und Co(II) in einzelnenhumanen Fibroblasten mit dem CLSM soll dur
h hohe laterale Au�ösung nähere Hinweise aufden Verbleib der Metalle in den Zellen liefern.Verwendete Materialien:� Newport Green DCF� Metallverbindungen: NiCl2⋅6H2O, NiSO4⋅6H2O, Ni3S2, CoCl2⋅6H2O� BME-Medium� PBSDur
hführung:Um die Aufnahme und Lokalisation von Ni(II) und Co(II) aus vers
hiedenen Verbindungenmittels CLSM zu untersu
hen, wurden zunä
hst Fibroblasten in 6-well -Platten bzw. Petris
halen(Ø 60 mm/15 mm) bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert (s. Abs
hnitt 2.2.2.1) und na
h ein bisdrei Tagen bei etwa 70 % Kon�uenz mit unters
hiedli
hen Konzentrationen (100 µM, 300 µMund 500 µM) der Metallverbindungen NiCl2⋅6H2O, NiSO4⋅6H2O, Ni3S2 und CoCl2⋅6H2O (imFolgenden NiCl2, NiSO4 und CoCl2 genannt) für 16 h, 24 h und 48 h inkubiert. Na
h der Inku-bationszeit wurden die Zellen dreimal mit PBS gewas
hen und ans
hlieÿend mit Newport GreenDCF (Endkonzentration: 7 µg/ml) für 60 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Um die Hydroly-se von Newport Green DCF zu maximieren, wurden die Zellen na
h einem weiteren Was
hs
hrittmit PBS erneut 30 min in BME-Medium bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Zellen, die ni
htmit Metallverbindungen inkubiert wurden, wurden in glei
her Weise mit Newport Green DCFbehandelt und als Kontrolle mitgeführt. Zellen, die weder mit Metallverbindungen, no
h mitNewport Green DCF inkubiert wurden, wurden ebenfalls als Kontrolle eingesetzt. Ans
hlieÿendwurden die Zellen unter dem CLSM Lei
a TCS SP2 mit einem Wasserimmersionsobjektiv mit40-fa
her Vergröÿerung na
h Anregung mit dem Argonlaser (488 nm) untersu
ht und die Emis-sion zwis
hen 510 nm und 560 nm detektiert, da das Emissionsmaximum von Newport GreenDCF bei 535 nm liegt. Eine Metallkonzentration von 40 µM NiCl2 wurde den Zellen ebenfallsfür 16 h, 24 h und 48 h zugegeben, um zu ermitteln, ob sol
he geringen Konzentrationen no
hmit Newport Green DCF detektierbar sind. Die Markierung mit Newport Green DCF und dessenDetektion wurde dafür wie zuvor in diesem Abs
hnitt bes
hrieben dur
hgeführt.



2 Material und Methoden 472.4.2 Markierung von Ni und Co in P�anzenzellen vonCatharanthus roseus mit Newport Green DCFNi
kel und Cobalt sind für P�anzen essentielle Metalle (Brown et al., 1987; Denkhaus undSalnikow, 2002), so dient Ni
kel z.B. als Cofaktor im Enzym Urease (Dixon et al., 1975) undübernimmt wi
htige Aufgaben im Sti
ksto�sto�we
hsel. Zu hohe Konzentrationen oder 
he-mis
he Modi�zierungen essentieller Metalle in Zellen s
haden jedo
h der P�anze, wenn keineDetoxi�zierung statt�ndet. Untersu
hungen mit vers
hiedenen Ni
kel- und Cobalt-Verbindungensollten Informationen über die Aufnahme und Spei
herung der Metalle in P�anzenzellen liefern.Verwendete Materialien:� Newport Green DCF� Metallverbindungen: NiCl2, NiSO4O, Ni3S2, CoCl2O� LS-Medium� PBS� NP-40Dur
hführung:Die P�anzenzellen wurden als Suspensionskultur in Erlenmeyerkolben in LS-Medium kultiviert.Sobald die Zellkultur eine ausrei
hende Di
hte erlangt hatte, die etwa drei Tage na
h der Über-führung in fris
hes Medium errei
ht war, wurden die Metallverbindungen NiCl2, NiSO4, Ni3S2und CoCl2 mit einer Endkonzentration von 100 µM zugegeben. Die Zellen wurden bis zu 120 hinkubiert und Aliquots von je 2 ml in einem Abstand von je 24 h entnommen, in 15 ml Po-lypropylenröhr
hen überführt und 10 min bei 830×g zentrifugiert (Thermo S
ienti�
, SorvallRT 6000 D). Ans
hlieÿend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewas
hen und das Pellet in1 ml bis 2 ml PBS aufgenommen. Die Markierung der Metalle in den Zellen erfolgte mit derEndkonzentration von 1 µg/ml der wasserlösli
hen Form des Fluoreszenzfarbsto�es NewportGreen DCF unter Zusatz von NP-40 (Endkonzentration: 0,1 % v/v), das die Aufnahme desFarbsto�es in die Zellen ermögli
hte. Na
h einer Inkubationszeit von 60 min bei RT auf einemS
hüttler (S
ienti�
 Industries, Roto Shake Genie) und einem zweimaligem Was
hs
hritt mitPBS wurde das Pellet in 2 ml PBS aufgenommen und die Zellen mit dem CLSM Lei
a TCS SP2mit 63-fa
h vergröÿerndem Wasserimmersionsobjektiv anhand weniger Tropfen der Suspensionuntersu
ht. Angeregt wurde Newport Green DCF mit einem Argonlaser der Wellenlänge 488 nmund die Emission wurde im Berei
h von 510 nm bis 560 nm mit einem Blendendur
hmesser



2 Material und Methoden 48von 300 µm (2,24 Airy) detektiert. Kurze Inkubationszeiten von 1 h und 8 h mit NiCl2 sollenzeigen, wie si
h die Aufnahme von Ni bei frühen Inkubationszeitpunkten verhält. Die Prozedurder Probenentnahme und der Ni-Markierung war identis
h zu der bei längeren Inkubationszeiten.2.5 Bio
hemis
he Methoden zur Visualisierung vers
hiedenerOrganellenFür die mikroskopis
he Visualisierung von Organellen und Strukturen einer Zelle existieren zahl-rei
he Fluoreszenzfarbsto�e. Sie sind meist spezi�s
h für ein Organell und teilweise in vers
hie-denen Derivaten mit unters
hiedli
hen Anregungs- und Emissionsmaxima erhältli
h, sodass dieparallele Darstellung vers
hiedener Strukturen wie z.B. der Membranen und des Zellkerns er-mögli
ht wird.2.5.1 Zellkernmarkierung mit Hoe
hst 33342Um den Zellkern in Fibroblasten und P�anzenzellen zu markieren, wurde der im blauen Wellen-längenberei
h �uoreszierende Farbsto� Hoe
hst 33342 (Mole
ular Probes invitrogen, Produkt-information MP 21486) (s. Abbildung 2.8) eingesetzt. Hoe
hst 33342 ist ein Bisbenzimidazol-derivat, das zellpermeabel ist und die supravitale kleine Fur
he der DNA mit AT-Selektivitätbindet (Portugal und Waring, 1988). AT-rei
he doppelsträngige DNA erhöht die Fluoreszenzvon Hoe
hst 33342 zweifa
h stärker als GC-rei
he Stränge, sodass eine Identi�zierung der AT-rei
hen Q-Banden in den Chromosomen statt�ndet. Das Anregungsmaximum liegt bei 350 nm,das Emissionsmaximum bei 461 nm, weshalb der Farbsto� mit einer Que
ksilberdamp�ampeangeregt wird.

Abbildung 2.8: Struktur von Hoe
hst 33342. Hoe
hst 33342 ist ein Bisbenzimidazolderivat. DerFarbsto� bindet spezi�s
h an der kleinen Fur
he der DNA-Doppelhelix, wobei AT-rei
he Regionen (Q-Banden)der Chromosomen die Fluoreszenz zweifa
h stärker als GC-rei
he Regionen erhöhen. Das Anregungsmaximumliegt bei 350 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 461 nm.



2 Material und Methoden 492.5.1.1 Zellkernmarkierung in humanen Gingiva-FibroblastenVerwendete Materialien:� Hoe
hst 33342� BME-Medium� PBSDur
hführung:Die Markierung der Zellkerne in Fibroblasten erfolgte in Petris
halen oder 6-well -Platten mitdem DNA-spezi�s
hen Farbsto� Hoe
hst 33342. Das Medium wurde aus den wells entnommenund die Färbelösung mit einer Endkonzentration von 5 µg/ml in BME-Medium auf die Zellengegeben. Na
h 30 min Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen dreimal mit PBS gewas
hen unddie wells mit 5 ml bis 7 ml BME-Medium aufgefüllt. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mitdem Lei
a CLSM TCS SP2 und einem Wasserimmersionsobjektiv mit 40-fa
her Vergröÿerung.Dafür wurde die Probe mit einer Que
ksilberdamp�ampe beleu
htet und die Fluoreszenz ineinem Berei
h von 350 nm bis 480 nm detektiert.2.5.1.2 Zellkernmarkierung in P�anzenzellenVerwendete Materialien:� Hoe
hst 33342� PBSDur
hführung:Bei der Zellkernmarkierung in P�anzenzellen wurden 2 ml der Zellkultur in einem 15 ml Poly-propylenröhr
hen für 10 min bei 830×g zentrifugiert (Thermo S
ienti�
, Sorvall RT 6000 D).Das Pellet wurde zweimal mit PBS gewas
hen und in 1 ml PBS aufgenommen. Na
h Zugabevon 10 µg/ml Hoe
hst 33342 wurden die Zellen 60 min bei RT inkubiert, ans
hlieÿend 10 minzentrifugiert (830×g; Thermo S
ienti�
, Sorvall RT 6000 D) und zweimal mit 2 ml PBS ge-was
hen. Na
h Wiederaufnahme des Pellets in 2 ml PBS wurde ein Aliquot (
a. 100 µl) derSuspension auf einen Objektträger gegeben und mit dem Lei
a CLSM TCS SP2 mit 63-fa
herVergröÿerung untersu
ht. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte im Berei
h von 350 nm bis480 nm na
h Anregung des Zellkern-spezi�s
hen Farbsto�es mit einer Que
ksilberdamp�ampe.



2 Material und Methoden 502.5.2 Nukleinsäuremarkierung in P�anzenzellen mit SYTO 61SYTO-Farbsto�e sind membranpermeable Nukleinsäurefarbsto�e, die ni
ht auss
hlieÿli
h Zell-kerne anfärben, wie z.B. Hoe
hst 33342. Werden eukaryontis
he Zellen mit SYTO 61 inkubiert,dessen Anregungsmaximum bei 628 nm und Emissionsmaximum bei 645 nm liegt, zeigen si
hMarkierungen der Mito
hondrien sowie der Nukleinsäuren.Verwendete Materialien:� SYTO 61� PBSDur
hführung:Für die Markierung der Nukleinsäuren in P�anzenzellen wurden 2 ml der Zellsuspension in 15 mlPolypropylenröhr
hen für 10 min bei 830×g zentrifugiert (Thermo S
ienti�
, Sorvall RT 6000 D)und das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen. SYTO 61 (Mole
ular Probes invitrogen, Produktinfor-mation MP 11340) lag als 5 mM Lösung in DMSO vor und wurde mit einer Endkonzentrationvon 10 µM zugegeben. Na
h 60 min Inkubation bei RT wurde erneut zentrifugiert, dreimalmit PBS gewas
hen und die Emission na
h Anregung mit einem He/Ne-Laser der Wellenlänge633 nm detektiert.2.5.3 Membranmarkierung in humanen Gingiva-Fibroblasten mitCellMask deep redMembranfarbsto�e sind in der Regel lipophile Moleküle, die si
h in die Membran integrieren unddiese somit markieren. Der Membranfarbsto� CellMask deep red (Mole
ular Probes invitrogen,Produktinformation MP 10045) ist ein amphipathis
hes Molekül mit lipophiler Einheit, die dasMembranbeladen ermögli
ht, sowie einem negativ geladenem hydrophilem Teil, der für die Ver-ankerung der Membransonde in der Plasmamembran verantwortli
h ist. Der Farbsto� CellMaskdeep red ist für die Membranmarkierung einer groÿen Bandbreite von Säugetierzellen geeignet.Verwendete Materialien:� CellMask deep red� PBS� BME-Medium



2 Material und Methoden 51Um Membranen in Fibroblasten zu markieren, wurden die Fibroblasten na
h dreimaligem Was
h-s
hritt mit PBS mit einer Endkonzentration von 5 µg/ml CellMask deep red in BME-Mediummarkiert. Na
h einer Inkubationszeit von 60 min bei 37 °C wurden die Zellen dreimal mit PBSgewas
hen und ans
hlieÿend mit BME-Medium supplementiert. Die Anregung des Farbsto�es,dessen Anregungsmaximum bei 649 nm liegt, erfolgte mit einem He/Ne-Laser der Wellenlänge633 nm. Die Emission wurde zwis
hen 650 nm und 700 nm detektiert.2.5.4 Markierung des ER in humanen Gingiva-Fibroblasten mitER-Tra
ker redER-Tra
ker Farbsto�e sind membranpermeable Farbsto�e zur selektiven Markierung des ERin lebenden Zellen (Mole
ular Probes invitrogen, Produktinformation MP 12353). Übli
herweiseangewandte Konzentrationen sind für die Zellen ni
ht toxis
h. ER-Tra
ker red (s. Abbildung 2.9)ist ein Wirksto�konjugat des Gliben
lamids BODIPY TR, das an die Sulphonylurearezeptorenvon ATP-sensitiven K+-Kanälen bindet, die gehäuft im ER vorkommen (Hambro
k et al., 2002).Das Anregungsmaximum dieses ER-selektiven Farbsto�es liegt bei 587 nm und das Emissions-maximum bei 615 nm.

Abbildung 2.9: Struktur des Fluoreszenzfarbsto�es ER-Tra
ker red. Der zellpermeableVitalfarbsto� ER-Tra
ker bindet spezi�s
h dur
h sein Konjugat mit Gliben
lamin an ATP sensitive K+-Kanäle,die vorherrs
hend im ER vorhanden sind. Das Anregungsmaximum ist bei 587 nm, das Emissionsmaximum bei615 nm.



2 Material und Methoden 52Verwendete Materialien:� ER-Tra
ker red� DMSO� BME-Medium� PBSDur
hführung:100 µg des Farbsto�es ER-Tra
ker red wurden in 110 µl DMSO gelöst, um eine 1 mM Sto
klö-sung herzustellen. Die Endkonzentration des Farbsto�es zur Markierung des ER in Zellen betrug1 µM in BME-Medium. Bei der Markierung des ER wurden die Zellen 30 min bei 37 °C in-kubiert, dana
h dreimal mit PBS gewas
hen und ans
hlieÿend mit BME-Medium bede
kt. DieFluoreszenz wurde im Berei
h von 610 nm bis 650 nm na
h Anregung mit dem He/Ne-Laserder Wellenlänge 594 nm detektiert.2.5.5 Markierung des Golgi-Apparates in humanenGingiva-Fibroblasten mit Bodipy TRDer Golgi-Apparat bildet in Zellen einen membranums
hlossenen Reaktionsraum, dem Aufgabenwie die Bildung sekretoris
her Vesikel oder die Modi�kation von Peptiden zukommt. Er be�n-det si
h meist in der Nähe des Zellkerns und des ER. Der Fluoreszenzfarbsto� Bodipy TR (s.Abbildung 2.10) ist ein Ceramidanalogon, das an Rinderserumalbumin (BSA) komplexiert ist(Mole
ular Probes invitrogen, Produktinformation MP 01154) und membranpermeabel ist.Verwendete Materialien:� Bodipy TR� ddH2O� BME-Medium



2 Material und Methoden 53

Abbildung 2.10: Struktur des Fluoreszenzfarbsto�es Bodipy TR. Bodipy TR ist ein Cera-midanalogon, das an BSA komplexiert ist und aus D-erythro-Sphingosin hergestellt wurde. Der Vitalfarbsto�markiert selektiv den Golgi-Apparat. Das Anregungsmaximum ist bei 589 nm, das Emissionsmaximum bei 617 nm.Dur
hführung:5 mg Bodipy TR wurden in doppelt destilliertem Wasser (ddH2O) gelöst, sodass eine 0,5 mMSto
klösung vorlag. Die Markierung des Golgi-Apparates erfolgte mit einer Endkonzentrationvon 5 µM bei 4 °C für 30 min. Dana
h wurde dreimal mit 4 °C kaltem BME-Medium gewas
henund die Zellen vor dem Mikroskopieren für 30 min in BME-Medium bei 37 °C inkubiert. DieVisualisierung erfolgte mit dem CLSM und einem Objektiv mit 40-fa
her Vergröÿerung. DasAnregungs- bzw. Emissionmaximum liegt bei 589 nm bzw. 617 nm, weshalb mit einem Laserder Wellenlänge 594 nm angeregt und die Emission im Berei
h von 613 nm bis 664 nm detektiertwurde.2.5.6 Markierung von P�anzenzellen mit Vybrant DiIDer Farbsto� Vybrant DiI (s. Abbildung 2.11) ist ein lipophiler Carbo
yanin-Farbsto�, der ganzeZellen in Suspension anfärbt (Mole
ular Probes invitrogen, Produktinformation MP 22885).Verwendete Materialien:� Vybrant DiI� LS-Medium� PBS
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Abbildung 2.11: Struktur des Fluoreszenzfarbsto�es Vybrant DiI. Vybrant DiI ist einCarbo
yanin-Farbsto� mit lipophiler Eigens
haft. Er färbt Zellen glei
hmäÿig an. Das Anregungsmaximum istbei 549 nm, das Emissionsmaximum bei 565 nm.Dur
hführung:Zur Färbung der P�anzenzellen wurden 2 ml der Kultur entnommen und in einem 15 ml Poly-propylenröhr
hen 10 min bei 830×g zentrifugiert (Thermo S
ienti�
, Sorvall RT 6000 D). DieZellen wurden in LS-Medium resuspendiert und mit 10 µM Vybrant DiI für 30 min bei 37 °Cinkubiert. Na
h der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut zentrifugiert, zweimal mit PBSgewas
hen und das Zellpellet in 2 ml PBS aufgenommen. Ein Aliquot (
a. 100 µl) der Zell-suspension wurde zur Mikroskopie mit dem Lei
a CLSM TCS SP2 mit 63-fa
her Vergröÿerungverwendet. Das Anregungsmaximum von Vybrant DiI liegt bei 549 nm, das Emissionsmaximumbei 565 nm, sodass die Fluoreszenz na
h Anregung mit einem He/Ne-Laser (543 nm) in einemBerei
h von 557 nm bis 602 nm detektiert werden konnte.
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Kapitel 3
Ergebnisse

Die Experimente, die zur Detektion und Lokalisation des Ni
kels und Cobalts in einzelnen le-benden Zellen dur
hgeführt wurden, wurden im Abs
hnitt zuvor erläutert. Die Resultate dieserExperimente sind auf den folgenden Seiten zusammengefasst. Die Ergebnisse der humanen Zellenund der P�anzenzellen wurden separat dargestellt.3.1 Ni
kel- und Cobaltdetektion in humanen Gingiva-FibroblastenUm Metalle, bzw. bestimmte Spezies, in einzelnen lebenden Zellen mit hoher lateraler Au�ösungzu lokalisieren, waren optis
he Methoden wie die CLSM denkbar. Der optis
he Na
hweis vonMetallen in Zellen war jedo
h von der Na
hweisbarkeit der Metalle im Mikroskop abhängig. EineMögli
hkeit war eine 
harakteristis
he Eigen�uoreszenz vers
hiedener Metalle bzw. Metallver-bindungen, die zudem eine direkte Unters
heidung ermögli
ht hätte. Eine weitere Mögli
hkeitder Detektion war dur
h den Einsatz von optis
hen Sensoren gegeben. Für die folgenden Na
h-weisversu
he von Metallen in einzelnen lebenden Zellen wurden Ni
kel- und Cobaltverbindungengewählt, da sie zum einen essentiell für die meisten Organismen sind, aber zum anderen au
hkanzerogene, toxis
he oder allergene Eigens
haften aufweisen. In den hier gezeigten Versu
henwurden humane Gingiva-Fibroblasten mit geringen Metallkonzentrationen von 100 µM, 300 µMund 500 µM inkubiert, die Metalle ans
hlieÿend mit Newport Green DCF markiert und dieFluoreszenz des optis
hen Sensors mittels CLSM detektiert.



3 Ergebnisse 563.1.1 Analyse der Eigen�uoreszenz von Ni
kel- undCobaltverbindungenUm eine mögli
he Eigen�uoreszenz der Salze der Metallverbindungen NiCl2, NiSO4, Ni3S2 undCoCl2 zu beoba
hten, wurden diese mit UV-Li
ht einer Que
ksilberdamp�ampe, mit ge�ltertemrotem, grünem und blauem Li
ht beli
htet und die Fluoreszenzemission beoba
htet. Zusätzli
hwurde ein λ-S
an in einem Berei
h von 500 nm bis 700 nm na
h Anregung mit dem Argon-laser (488 nm) dur
hgeführt. Dur
h λ-S
ans wurde deutli
h gezeigt, dass keine detektierbareEigen�uoreszenz mit dem genutzten System detektierbar war (s. Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1: Verglei
h der Emissionsspektren vers
hiedener Metallverbindungen(Salze). Detektion der Emissionsspektren vers
hiedener Metallverbindungen mit dem CLSM Lei
a TCS SP2,Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I na
h Anregung mit dem 488 nm Argonlaser. Die Emissionsintensitätenin einem Berei
h von 500 nm bis 700 nm wurden während eines λ-S
ans mit einer PMT-voltage von 700 Vdetektiert. Grünes Spektrum: NiCl2, blaues Spektrum: NiSO4, hellblaues Spektrum: Ni3S2, rotes Spektrum:CoCl2.Bei jeder der untersu
hten Metallverbindung wurden ledigli
h s
hwa
he Signale im Grenzberei
hzur Anregungswellenlänge (488 nm) detektiert. Im Berei
h von 500 nm bis 550 nm sank die rela-tive Fluoreszenzintensität des detektierten Li
hts, die zwis
hen 0,013 und 0,026 je na
h Metall-verbindung startete, rapide ab und blieb über den gemessenen Wellenlängenberei
h konstant aufdiesem Minimum zwis
hen 0,009 und 0,010. Dabei wurden die Intensitätswerte in Abhängigkeitvon der PMT-voltage angegeben, also relative Fluoreszenzintensitätswerte, um später die Inten-sitätswerte mit anderen Fluoreszenzwerten, die mit unters
hiedli
hen PMT-voltages detektiertwurden, untereinander verglei
hen zu können. Bei 8Bit Bildern wurden analoge Intensitätswerteje na
h Signalstärke in 256 vers
hiedene, digitale Fluoreszenzintensitätswerte umgewandelt. DerQuotient aus diesen Werten und der PMT-voltage ergab den relativen Fluoreszenzintensitäts-wert.



3 Ergebnisse 57Da im Spektrum keine Eigen�uoreszenz der Verbindungen gezeigt werden konnte, anhand derereine Detektion der Verbindungen in einer Zelle oder sogar eine Identi�zierung mögli
h war,musste eine indirekte Na
hweismethode für Cobalt und Ni
kel in den Zellen eingesetzt werden.3.1.2 Eigen�uoreszenz der humanen Gingiva-FibroblastenBevor der Fluoreszenzfarbsto� Newport Green DCF zur Detektion von Ni
kel und Cobalt ein-gesetzt wurde, musste die Eigen�uoreszenz der Zellen bestimmt werden. Die Eigen�uoreszenzder Zellen na
h Anregung mit dem Argonlaser sollte zeigen, ob diese die Fluoreszenz des opti-s
hen Sensors überstieg und eine Detektion der Metalle dur
h diesen Sensor verhindern würde.Zunä
hst wurden vollständig unbehandelte Zellen ohne Zugabe von Metallverbindungen oderNewport Green DCF mit dem Argonlaser der Wellenlänge 488 nm beli
htet und die Fluoreszen-zemission im Berei
h von 510 nm bis 560 nm detektiert, was dem Berei
h des Emissionsma-ximums von Newport Green DCF entspra
h (Mole
ular Probes invitrogen, ProduktinformationMP 07990). Exemplaris
h sind diese Zellen in Abbildung 3.2 gezeigt. Bei einem Blendendur
h-messer von 300 µm (2,4 Airy) und einer PMT-voltage von 700 V wurden sehr s
hwa
he Signalein den unbehandelten Zellen detektiert, die si
h auf Zellkern-nahe Strukturen bes
hränkten. DerZellkern, das Zytosol und Membranen waren ni
ht �uoreszent. Bei geringeren Blendenö�nungenund PMT-voltages war keine Fluoreszenz si
htbar. Die gesamte Zelle als ROI errei
hte bei zweiBeispielzellen aus Abbildung 3.2 einen relativen Fluoreszenzintensitätswert von 0,024 und 0,019,und der Zellkern alleine als ROI errei
hte einen Intensitätswert von 0,021 und 0,017. Man darfdiese Werte ni
ht direkt mit den Werten aus den folgenden Ergebnissen verglei
hen, da si
h dieseIntensitätswerte aus Bildern mit einem Blendendur
hmesser von 127 µm (1 Airy) bere
hnetenund damit weniger li
htintensiv waren. Die sehr geringe Eigen�uoreszenz der Zellen konnte somitbei den na
hfolgenden Versu
hen verna
hlässigt werden.Ans
hlieÿend wurde Fibroblasten, die ni
ht mit Ni
kel- oder Cobaltverbindungen inkubiert wur-den, Newport Green DCF zugegeben, um die Intensität der Fluoreszenz des Sensors NewportGreen DCF in Zellen unabhängig von Ni
kel und Cobalt zu beoba
hten. Die Fluoreszenz wurdeebenfalls mit Hilfe des CLSM detektiert. Die Abbildung 3.3 zeigt Fibroblasten, die 60 min mitNewport Green DCF (Endkonzentration: 7 µg/ml) inkubiert wurden und deren emittierte Fluo-reszenz mit einer hohen PMT-voltage (650 V bzw. 730 V) aufgenommen wurde. Die s
hwa
heund di�use Fluoreszenz um den Zellkern herum lieÿ keine klaren Strukturen erkennen und fürdie gesamte Zelle ergaben si
h relative Fluoreszenzintensitätswerte von 0,048 bzw. 0,018. Au
him Zytosol war ledigli
h eine s
hwa
he und ebenfalls di�use Fluoreszenz detektierbar, die dieUmrisse der Zellen erkennen lieÿ. Im Zellkern erkannte man stärker �uoreszierende punktförmigeBerei
he, die in ihrer Anzahl und Gröÿe variierten. Der Zellkern selbst wies na
h Newport GreenDCF-Inkubation keine Fluoreszenz auf.
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(a) (b)Abbildung 3.2: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten. Detektion der Eigen�uoreszenz von humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSMLei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissions-detektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 300 µm (2,4 Airy). (a) PMT-voltage: 700 V,Kantenlänge: 375 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,024 bzw. 0,021; (b)PMT-voltage: 700 V, Kantenlänge: 375 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,019bzw. 0,017.

(a) (b)Abbildung 3.3: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h Newport Green DCF-Zugabe. Detektion der Newport Green DCF-Fluoreszenzin humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anre-gungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser:127 µm (1 Airy). (a) PMT-voltage: 650 V, Kantenlänge: 100 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zellebzw. im Zellkern: 0,048 bzw. 0,06; (b) PMT-voltage: 731 V, Kantenlänge: 74 µm, relative Fluoreszenzintensitätin der Zelle bzw. im Zellkern: 0,018 bzw. 0,032. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus.Es wurden in den Zellkernen Fluoreszenzintensitätswerte von 0,060 bzw. 0,032 errei
ht. DieseFluoreszenzintensitäten von Fibroblasten und Newport Green DCF waren ebenfalls s
hwa
h undfür die späteren Messungen verna
hlässigbar.



3 Ergebnisse 593.1.3 Bere
hnung der relativen FluoreszenzintensitätenDie Zellen und deren relative Fluoreszenzintensitäten, die in den Ergebnissen im Folgenden ge-zeigt werden, stehen beispielhaft für alle Zellen aus den einzelnen Versu
hen. Die Intensitätswerteeiner ROI waren Mittelwerte aus den Intensitätswerten aller Pixel in dieser ROI, die weiterführendin Abhängigkeit von der PMT-voltage aufgetragen wurden. Zum einen wurde eine kompletteZelle als ROI de�niert, zum anderen ledigli
h der Zellkern � in beiden Fällen ohne Berü
ksi
h-tigung einer inhomogenen Verteilung der Intensitäten innerhalb einer ROI. Um den Berei
h derLinearität einzugrenzen, in der die Intensitätswerte optimal vergli
hen werden konnten, wurdenzunä
hst beispielhaft die Fluoreszenzintensitäten einer Zelle na
h Inkubation mit 500 µM NiCl2(24 h) und ans
hlieÿender Inkubation mit Newport Green DCF (Endkonzentration: 7 µg/ml) mitsteigender PMT-voltage detektiert. Die Erstellung eines Diagramms (s. Abbildung 3.4) anhandder Intensitätswerte von Newport Green DCF in einer Zelle zeigte den linearen Berei
h für einenWellenlängenberei
h von etwa 550 nm bis 800 nm, sodass die relative Fluoreszenzintensitäts-werte in diesen Spannungsberei
hen dur
h die Erre
hnung des Quotienten aus Intensitätswertund PMT-voltage verglei
hbar wurden.

Abbildung 3.4: Veränderung der Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF inhumanen Gingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit von der PMT-voltage. Zellen wurden24 h mit 500 µM NiCl2 und ans
hlieÿend mit 7 µg/ml Newport Green DCF inkubiert. Angeregt wurde derFarbsto� mit einem 488 nm Argonlaser des CLSM Lei
a TCS SP2(Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I). DieEmission wurde in einem Berei
h zwis
hen 510 nm und 560 nm mit ansteigender PMT-voltage in Abständenvon 50 V zwis
hen 0 V und 1000 V detektiert. Ab 450 V stieg die Fluoreszenzintensität stark an, ging ab etwa550 V in einen linearen Berei
h über und begann ab 
a. 800 V in einen gesättigten Berei
h überzugehen.



3 Ergebnisse 603.1.4 Ein�uss unters
hiedli
her Metallkonzentrationen undInkubationszeiten auf die Newport Green DCF-Fluoreszenzund LokalisationDie Detektion von Ni
kel und Cobalt in einzelnen lebenden Zellen mit hoher lateraler Au�ösungwar mit den übli
hen analytis
hen Methoden zur Speziesanalyse ni
ht mögli
h. Eine Alternati-ve stellte die Fluoreszenzdetektion mit Hilfe eines Mikroskops dar, wobei die Mögli
hkeit einerEigen�uoreszenz der Metalle bzw. die Detektion der Fluoreszenz eines Spezies-spezi�s
hen Fluo-reszenzfarbsto�es bestand. Da Ni
kel- und Cobaltverbindungen keine Eigen�uoreszenz aufwie-sen und somit ni
ht ohne konjugierte Farbsto�e na
hgewiesen werden konnten, mussten dieseMetallverbindungen zur Lokalisation in der Zelle mit einem Farbsto� markiert werden, der spe-zi�s
h divalente Kationen bindet und dessen Fluoreszenzintensität besonders dur
h Ni2+ undCo2+ verstärkt wird. In den folgenden Abs
hnitten wird bes
hrieben, wie si
h die Inkubation vonFibroblasten mit unters
hiedli
hen Konzentrationen und Inkubationszeiten vers
hiedener Metall-verbindungen auf die Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF und die Lokalisation derMetalle in den Fibroblasten auswirkte. Es wurden jeweils vier Zellen zur Fluoreszenzintensitätsbe-stimmung ausgewählt, von denen jeweils zwei in den Abbildungen dargestellt sind. Die Versu
hesollten Hinweise liefern, ob es Unters
hiede zwis
hen den vers
hiedenen Verbindungen und Kon-zentrationen hinsi
htli
h ihrer Aufnahme, Lokalisation und deren intrazellulären Transport zubeoba
hten gibt.Für die Markierung des Ni
kels und Cobalts orientierten wir uns an den Angaben von Ke etal. (2007), die den Farbsto� Newport Green DCF verwendeten, um in einzelnen Epithelzellen(A549) Ni
kel na
h Zugabe von 500 µM und 1000 µM NiCl2 bzw. 0,5 µg/
m2 und 1 µg/
m2Ni3S2 na
hzuweisen.Dur
h die Inkubation von Zellen mit 10% bis zu 50% der Konzentrationen an Metallverbindun-gen, die bei Ke et al. (2007) eingesetzt wurden und die ans
hlieÿende Markierung mit NewportGreen DCF glei
her Konzentration wie bei Ke et al. (2007), wurde die Detektion geringer Kon-zentrationen von Ni
kel und Cobalt dur
h mikroskopis
he Beoba
htung getestet.3.1.4.1 Aufnahme von Ni
kel in humane Gingiva-Fibroblastenwährend NiCl2-ExpositionNiCl2 ist eine wasserlösli
he Ni
kelverbindung, in der Ni
kel zweiwertig vorliegt. Das verwendeteNiCl2 ist als Salz sowie als Lösung in Wasser grün. Aufgrund seiner starken Wasserlösli
hkeitwird NiCl2 als weniger kanzerogen bes
hrieben als wasserunlösli
he Verbindungen, da in einemOrganismus dur
h 
learing -E�ekte die Verbindungen s
hneller ausgewas
hen werden als es bei



3 Ergebnisse 61wasserunlösli
hen Verbindungen der Fall ist. Um die Aufnahme und Lokalisation sol
her wasser-lösli
her Verbindungen in den Zellen zu beoba
hten, wurden humane Gingiva-Fibroblasten mitdrei vers
hiedenen Konzentrationen der NiCl2-Lösung (Endkonzentration: 100 µM, 300 µM und500 µM) für 16 h, 24 h und 48 h inkubiert und Ni(II) mit dem optis
hen Sensor Newport GreenDCF detektiert.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen NiCl2-Konzentrationen für 16 h:In Abbildung 3.5(a) und 3.5(d) sind mikroskopis
he Aufnahmen des CLSM im Fluoreszenzmodusvon humanen Gingiva-Fibroblasten abgebildet, die 16 h mit 100 µM NiCl2 und ans
hlieÿend mitNewport Green DCF inkubiert wurden. Ges
annt wurde mit einer PMT-voltage von 650 V bis700 V, sodass dur
h die starke Spannung am Detektor selbst s
hwa
he Fluoreszenz im Zytosol zuerkennen war. Stärkere Fluoreszenzintensitäten waren hauptsä
hli
h auf das Zentrum der Zelleum den Zellkern konzentriert (s. Abbildung 3.5(a)), die unklare und di�use Strukturen erkennenlieÿen. Im Zellkern selbst war kaum Fluoreszenz zu beoba
hten (s. Abbildung 3.5(d)). Ebenfallssehr di�us und s
hwa
h zu erkennen waren in den Zellkernen jedo
h �uoreszierende punktförmigeBerei
he (Nk) (s. Abbildung 3.5(a) und 3.5(d)), die zuvor bei den unbehandelten Zellen s
honaufgetreten waren (s. Abbildung 3.3(a)). Die relativen Fluoreszenzintensitäten der komplettenZellen wurden anhand von vier Beispielbildern, darunter Abbildung 3.5(a) und 3.5(d), bestimmtund lagen zwis
hen 0,027 und 0,086. De�nierte man den Zellkern als ROI, erre
hneten si
hWerte zwis
hen 0,033 und 0,147.Die Erhöhung der NiCl2-Konzentration im BME-Medium auf 300 µM zeigte deutli
he Verän-derungen in der Newport Green DCF Fluoreszenzintensität (s. Abbildung 3.5(b) und 3.5(e)).Bereits bei PMT-voltages zwis
hen 400 V und 500 V war deutli
h Fluoreszenz in den Zellen zuerkennen, die in den meisten Zellen homogen im Zytosol detektierbar war. Bei den Zellen na
h16 h Inkubation mit 100 µM NiCl2 betrug die PMT-voltage über 650 V. Dominierend warenau
h hier stark �uoreszierende Berei
he um den Zellkern herum, die eine retikuläre Struktur (ER)ausbildeten (s. Abbildung 3.5(e)). Diese breitete si
h teilweise bis zum Rand der Zelle ins Zytosolaus (s. Abbildung 3.5(e)) und war von kleinen, ni
ht �uoreszierenden Vesikeln (s. MarkierungV in Abbildung 3.5(b)) dur
hbro
hen. Im Inneren des Zellkerns war verglei
hsweise s
hwa
heFluoreszenz zu beoba
hten, jedo
h traten punktförmige Berei
he dur
h ihre starke Fluoreszenzhervor, die aufgrund des Zellkernaufbaus, der Lage und Anzahl als Nukleoli (Nk) identi�ziertwerden konnten. Die relativen Fluoreszenzintensitätswerte, die man anhand der Software LCSbestimmen konnte, bestätigten die optis
h wahrnehmbare Steigerung der Fluoreszenzintensitätvon Newport Green DCF, die si
h für komplette Zellen auf Werte zwis
hen 0,084 und 0,146 undfür Zellkerne auf Werte zwis
hen 0,082 und 0,220 um das 2-fa
he verstärkte.
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(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.5: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 16 h Inkubation mit NiCl2. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge:488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm, (1 Airy).(a) PMT-voltage: 648 V, Kantenlänge: 173 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern:0,086 bzw. 0,147; (b) PMT-voltage: 401 V, Kantenlänge: 92 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw.im Zellkern: 0,145 bzw. 0,220; (
) PMT-voltage: 453 V, Kantenlänge: 80 µm, relative Fluoreszenzintensitätin der Zelle bzw. im Zellkern: 0,102 bzw. 0,178; (d) PMT-voltage: 650 V, Kantenlänge: 112 µm, relativeFluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,027 bzw. 0,033; (e) PMT-voltage: 501 V, Kantenlänge:181 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,146 bzw. 0,082; (f) PMT-voltage:470 V, Kantenlänge: 114 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,082 bzw. 0,179.ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, V=ni
ht �uoreszierendesVesikel.Eine weitere Änderung in der Lokalisation von Newport Green DCF war bei einer NiCl2-Konzentration von 500 µM na
h 16 h zu beoba
hten (s. Abbildung 3.5(
) und 3.5(f)). Beimüberwiegenden Teil der beoba
hteten Zellen war die retikuläre Struktur um den Zellkern redu-ziert. Dafür wies der Zellkern eine homogene Fluoreszenz mit hoher Intensität im komplettenKompartiment auf, wodur
h der Zellkern deutli
h vom umgebenden Zytosol abgrenzbar war (s.Abbildung 3.5(
)). Die stark �uoreszierenden, punktförmigen Nukleoli waren weiterhin existent,
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h dur
h die stärkere Fluoreszenz im Zellkern und dem daraus resultierenden s
hwä
herenKontrast weniger dominant (s. Abbildung 3.5(f)). Das Zytosol war weitgehend homogen mitdem Farbsto� Newport Green DCF gefüllt, was auf die verstärkte Aufnahme und Akkumulationvon Ni
kel in die Zellen hinwies, und beinhaltete ni
ht �uoreszierende Vesikel (s. Abbildung3.5(
)). Bei wenigen Zellen war jedo
h zu beoba
hten, dass no
h keine Fluoreszenz im Zellkernvorhanden und die Netzstruktur um den Zellkern weiterhin stark ausgeprägt war. Die Fluores-zenzintensität na
h Inkubation mit 500 µM NiCl2 errei
hte für Zellen Werte zwis
hen 0,069 und0,102 und für Zellkerne zwis
hen 0,074 und 0,173.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen NiCl2-Konzentrationen für 24 h:Abbildung 3.6 zeigt Zellen, die 24 h mit vers
hiedenen NiCl2-Konzentrationen behandelt wur-den. Zunä
hst sieht man in Abbildung 3.6(a) und 3.6(d) Zellen, die in BME-Medium mit einerNiCl2-Endkonzentration von 100 µM inkubiert wurden. Ähnli
h der Abbildung 3.5 beoba
h-tete man stark ausgeprägte, �uoreszierende Strukturen um den Zellkern, die si
h mal mehr,mal weniger in das Zytosol ausbreiteten, das selbst relativ homogen �uoreszierte (s. Abbildung3.6(d)). Im Zentrum der Zellen befand si
h der Zellkern, der eine s
hwa
he Fluoreszenz zeig-te (s. Abbildung 3.6(a) bis 3.6(d)), wohingegen man in einigen wenigen Zellen bereits stärkereFluoreszenz im Zellkern beoba
hten konnte. Wie bereits bei den Zellen na
h 16 h Inkubationbes
hrieben, enthielt der Zellkern ebenfalls �uoreszierende Nukleoli, die in ihrer Anzahl variierten(s. Abbildung 3.6(d)). Die relative Fluoreszenzintensität in den ausgewählten Zellen lag zwis
hen0,123 und 0,170 für Zellen und bei Zellkernen als ROI zwis
hen 0,167 und 0,247 und damit na
hzusätzli
hen 8 h deutli
h höher als na
h 16 h bei glei
her NiCl2-Konzentration.In Abbildung 3.6(b) und 3.6(e) sind exemplaris
h mikroskopis
he Bilder von Zellen abgebil-det, die 24 h mit 300 µM NiCl2 inkubiert wurden. Die Zellen zeigten kurze zytoplasmatis
heFortsätze, die wie das gesamte Zytosol s
hwa
h �uoreszierten. Die Fluoreszenz im Zytosol ver-deutli
hte die Aufnahme von Ni
kel in die Zellen. Die Fluoreszenz im Zytoplasma konzentriertesi
h hauptsä
hli
h um den Zellkern herum, war stark ausgeprägt und verzweigte si
h in Formeines Netzwerkes im Zytosol na
h auÿen hin abs
hwä
hend (s. Abbildung 3.6(b)). ni
ht �uores-zierende Berei
he waren au
h in Abbildung 3.6(e), mit einen Pfeil gekennzei
hnet, erkennbar,die das Zytosol bzw. die retikulären Strukturen um den Zellkern unterbra
hen. Im Inneren deskomplett mit Fluoreszenz ausgefüllten Zellkerns waren wie zuvor stark �uoreszierende Nukleolizu sehen (s. Abbildung 3.6(b)), sodass die Intensität der Fluoreszenz auf Werte zwis
hen 0,066und 0,153 für komplette Zellen und 0,222 und 0,260 für Zellkerne im Verglei
h zu 100 µM weiteranstieg.



3 Ergebnisse 64

(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.6: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 24 h Inkubation mit NiCl2. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge:488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm, (1 Airy). (a)PMT-voltage: 515 V, Kantenlänge: 107 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,123bzw. 0,167; (b) PMT-voltage: 449 V, Kantenlänge: 113 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw.im Zellkern: 0,153 bzw. 0,222; (
) PMT-voltage: 551 V, Kantenlänge: 140 µm, relative Fluoreszenzintensitätin der Zelle bzw. im Zellkern: 0,073 bzw. 0,164; (d) PMT-voltage: 459 V, Kantenlänge: 105 µm, relativeFluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,145 bzw. 0,172; (e) PMT-voltage: 420 V, Kantenlänge:121 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,126 bzw. 0,260; (→) ni
ht �uoreszierendesVesikel; (f) PMT-voltage: 410 V, Kantenlänge: 113 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,154 bzw. 0,294. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum,V=ni
ht �uoreszierendes Vesikel, M=Kernmembran.Eine sehr starke Fluoreszenz im Zellkern war bei einer weiteren Erhöhung der NiCl2-Konzentrationauf 500 µM na
h 24 h zu beoba
hten (s. Abbildung 3.6(
) und 3.6(f)). Der Zellkern und dieNukleoli traten dur
h ihre starke Fluoreszenzintensität mit Werten zwis
hen 0,164 und 0,294deutli
h von dem umgebenden Zytosol mit Fluoreszenzwerten zwis
hen 0,073 und 0,154 hervor(s. Abbildung 3.6(f)), das selbst sehr homogen vom Fluoreszenzfarbsto� Newport Green DCFerfüllt war und nur gelegentli
h von ni
ht �uoreszierenden Vesikeln unterbro
hen wurde (s.



3 Ergebnisse 65Markierung (V→) in Abbildung 3.6(f)). Das �uoreszierende Netzwerk um den Zellkern herumwar mitunter in seiner Ausbreitung in der Zelle reduziert (s. Abbildung 3.5(b)), aber in seinerFluoreszenzintensität weiterhin stark. Glei
hzeitig war eine deutli
h �uoreszierende Kernmembransi
htbar, die den Übergang der ER-Membran und des Netzwerkes in die Kernmembran aufzeigte(s. Markierung (M→) in Abbildung 3.6(f)).Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen NiCl2-Konzentrationen für 48 h:Na
h 48 h Inkubation mit 100 µM NiCl2 war in den Zellen eine ausgeprägte Netzstruktur dur
hstarke Fluoreszenz au�ällig si
htbar (s. Abbildung 3.7(d)), die si
h vom Zellkern ausgehendteilweise bis zur Zytoplasmamembran ausbreitete und von ni
ht �uoreszierenden Vesikeln (s.Markierung in Abbildung 3.7(a)) unterbro
hen wurde. Im umgebenden Zytosol war die Fluo-reszenz s
hwä
her ausgeprägt. In einigen Zellen konnte man bereits Fluoreszenzsteigerungen imZellkern beoba
hten (s. Abbildung 3.7(d)), der zusätzli
h �uoreszierende Nukleoli beinhaltete.So wurden dur
h die starke Fluoreszenz des ER in kompletten Zellen relative Fluoreszenzwertezwis
hen 0,087 und 0,153 erre
hnet und für Zellkerne Werte zwis
hen 0,074 und 0,251.Na
h einer Inkubationszeit von 48 h mit 300 µM NiCl2 genügten bereits geringe PMT-voltages,um den Fluoreszenzfarbsto� Newport Green DCF und damit das gebundene Ni(II) zu detektieren.Im Zytosol war die Fluoreszenzintensität geringer als im Zellkern (s. Abbildung 3.7(b)), da si
him Zellkern der Farbsto� Newport Green DCF konzentrierte. Das Zytosol war häu�ger vonni
ht �uoreszierenden Vesikeln unterbro
hen (s. Markierung V in Abbildung 3.7(e)). Ebenfallsstarke Fluoreszenz zeigte der Berei
h um den Zellkern herum, der wie zuvor s
hon erwähnt, beihohen NiCl2-Konzentrationen im Zellkern nur gering ausgeprägt war. Dadur
h wurden relativeFluoreszenzintensitätswerte in der Zelle zwis
hen 0,081 und 0,154 und im Zellkern zwis
hen0,166 und 0,215 errei
ht.Intensitätswerte zwis
hen 0,059 und 0,153 für Zellen bzw. zwis
hen 0,103 und 0,254 für Zellkernewurden na
h 48 h Inkubation mit 500 µM NiCl2 errei
ht (s. Abbildung 3.7(
) und 3.7(f)). Einedeutli
he Steigerung der Fluoreszenzintensität im Verglei
h zu den Zellen mit 100 µM und300 µM NiCl2 war ni
ht zu beoba
hten. Wie bei den Zellen zuvor na
h Inkubation mit 300 µMNiCl2 trat ein stark �uoreszierendes Netzwerk in Form eines Ringes um den Zellkern hervor(s. Abbildung 3.7(
)). Vereinzelt verzweigte es si
h im Zytosol. In allen Zellen �uoreszierte derZellkern homogen und beinhaltete zuglei
h stark �uoreszierende Nukleoli, die bei allen vorhergezeigten Zellen zu sehen waren.
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(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.7: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 48 h Inkubation mit NiCl2. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge:488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm, (1 Airy). (a)PMT-voltage: 580 V, Kantenlänge: 140 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,100bzw. 0,074; (b) PMT-voltage: 440 V, Kantenlänge: 108 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw.im Zellkern: 0,121 bzw. 0,179; (
) PMT-voltage: 401 V, Kantenlänge: 81 µm, relative Fluoreszenzintensitätin der Zelle bzw. im Zellkern: 0,126 bzw. 0,167; (d) PMT-voltage: 430 V, Kantenlänge: 93 µm, relativeFluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,098 bzw. 0,169; (e) PMT-voltage: 499 V, Kantenlänge:121 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,084 bzw. 0,166; (f) PMT-voltage:430 V, Kantenlänge: 192 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,153 bzw. 0,254.ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, V= ni
ht �uoreszierendesVesikel.Verglei
h der relativen Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der NiCl2-Konzentration undder Inkubationszeit:Im folgenden Abs
hnitt verdeutli
hen die gezeigten Graphen die Abhängigkeit der relativen Fluo-reszenzintensitäten innerhalb einer Metallverbindung von steigenden Metallkonzentrationen undInkubationszeiten. Dazu wurden pro Messpunkt Intensitätswerte aus vier vers
hiedenen Zellen



3 Ergebnisse 67gewonnen und die Werte für die gesamten Zellen und den Zellkern getrennt aufgetragen. AlsKontrolle dienten Zellen, die zum einen weder mit Metallverbindungen, no
h mit Newport GreenDCF versetzt wurden, zum anderen Zellen, die zwar ni
ht mit Metallverbindungen inkubiert wur-den, dafür aber mit Newport Green DCF.

(a) Zelle (b) ZellkernAbbildung 3.8: Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in NiCl2-behandeltenhumanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCFin NiCl2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit von der Inkubationszeit für vers
hiedeneNiCl2-Konzentrationen (● 100 µM, ◾ 300 µM, ▴ 500 µM) stammen aus vier Zellen. Sie zeigen eine Erhöhungder relativen Fluoreszenzintensität in Zellen über die Zeit, die geringfügig von der NiCl2-Konzentration im BME-Medium abhängig ist. Eine 3-fa
he bis 7-fa
he Erhöhung der relativen Fluoreszenzintensität im Verglei
h zuIntensitätswerten aus unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF (▿) sind messbar. Die Intensität der Ei-gen�uoreszenz unbehandelter Zellen (○) ist sehr gering. (a) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität vonNewport Green DCF in der gesamten Zelle; (b) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von NewportGreen DCF im Zellkern.Es war zu beoba
hten, dass na
h 16 h Inkubation mit NiCl2 die relativen Fluoreszenzintensi-tätswerte der kompletten Zellen niedrig waren (s. Abbildung 3.8(a)) und ledigli
h eine lei
hteErhöhung der Fluoreszenzintensität in den Zellen mit 300 µM oder 500 µM NiCl2 im BME-Medium messbar war. Na
h 24 h und 48 h Inkubation mit NiCl2 zeigten si
h jeweils kaumUnters
hiede in der Fluoreszenzintensität zwis
hen allen drei Konzentrationen. Im Verglei
h zuden Werten na
h 16 h waren sie jedo
h lei
ht gestiegen. Insgesamt ergaben si
h in komplettenZellen Erhöhungen der Fluoreszenzintensität na
h NiCl2-Zugabe um das 2-fa
he bis 4-fa
he.Einzelne Zellen zeigten sogar bis zu 5-fa
h höhere Werte im Verglei
h zu den Kontrollzellenmit Newport Green DCF. Im Zellkern war ein ähnli
her Trend der Fluoreszenzintensität zu be-
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hten. Die geringsten Fluoreszenzintensitäten wurden na
h 16 h Inkubation mit 100 µMNiCl2 errei
ht, die aber mit zunehmenden Inkubationszeiten denno
h anstiegen. Die Werte na
h16 h Inkubation mit 300 µM und 500 µM NiCl2 waren höher als bei 100 µM. Na
h 24 h und48 h näherten si
h die Intensitätswerte bei allen drei getesteten Konzentrationen einander an.Insgesamt ergaben si
h im Zellkern höhere Fluoreszenzwerte als in der gesamten Zelle, die imVerglei
h zu den Kontrollwerten mit Newport Green DCF 3,5-fa
h bis 5-fa
h verstärkt waren.3.1.4.2 Aufnahme von Ni
kel in humane Gingiva-Fibroblastenwährend NiSO4-ExpositionNiSO4 ist wie NiCl2 eine wasserlösli
he Ni
kelverbindung. In wässriger Lösung liegt Ni
kel alsNi2+ vor und wird dur
h aktiven Transport in die Zellen aufgenommen. Die Versu
he mit einerzweiten wasserlösli
hen Ni
kelverbindung sollten zeigen, ob es Unters
hiede in der Aufnahmeund Lokalisation des Ni
kels bei vers
hiedenen wasserlösli
hen Verbindungen gibt und ob mandiese anhand der Eigens
haften des optis
hen Sensors unters
heiden kann. Die für die folgendenVersu
he verwendeten Endkonzentrationen von NiSO4 im BME-Medium (100 µM, 300 µM und500 µM) und die Inkubationszeiten (16 h, 24 h und 48 h) waren identis
h zu den Versu
hen mitNiCl2. Die Aufnahme und Lokalisation von Ni(II) wurde ebenfalls dur
h die Inkubation mit demoptis
hen Sensor Newport Green DCF und dessen Detektion mit dem CLSM beoba
htet.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen NiSO4-Konzentrationen für 16 h:Ähnli
h wie zuvor bei den Zellen mit NiCl2 dominierte na
h kurzer Inkubationszeit von 16 h undgeringer NiSO4-Konzentration von 100 µM eine stark ausgeprägte und �uoreszierende retikuläreStruktur (ER) um den Zellkern, wie dur
h die CLSM-Aufnahmen der Fibroblasten zu sehenwar (s. Abbildung 3.9(a)). Das Zytosol zeigte dagegen nur geringe di�use Fluoreszenz, sodasserst dur
h höhere PMT-voltages zwis
hen 600 V und 700 V die Umrisse der Zellen dur
h dieFluoreszenz zu erkennen waren. Im Zellkern selbst konnte man beim überwiegenden Teil derFibroblasten keine Fluoreszenz beoba
hten, sodass man auf eine minimale Aufnahme von Ni
kels
hlieÿen konnte (s. Abbildung 3.9(a)). Vereinzelt beoba
htete man jedo
h Zellen mit einemhomogen �uoreszierenden Zellkern, bei denen das umgebende Zytosol ebenfalls nur s
hwa
heFluoreszenz aufwies. Um den Zellkern herum war eine retikuläre Struktur mit hoher Fluoreszenzausgebildet. Zusätzli
h war in diesen Zellen die Kernmembran und der angrenzende Berei
h sehrstark �uoreszent (s. Markierung M→ in Abbildung 3.9(d)). Deutli
h sah man in den Fibroblasten,dass im Zytosol Vesikel existierten, die keine Fluoreszenz trugen (s. Markierung V→ in Abbildung3.9(d)).



3 Ergebnisse 69Mit den gezeigten Aufnahmen als Grundlage für eine Angabe der relativen Fluoreszenzintensi-tätswerte erhielt man Werte für die Zellen zwis
hen 0,041 und 0,121; für Zellkerne zwis
hen0,078 und 0,300, die im Verglei
h zu den korrespondierenden Werten aus Zellen mit 100 µMNiCl2 na
h 16 h höher waren.

(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.9: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 16 h Inkubation mit NiSO4. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/mlNewport Green DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I,Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
h-messer: 127 µm, (1 Airy). (a) PMT-voltage: 652 V, Kantenlänge: 167 µm, relative Fluoreszenzintensitätin der Zelle bzw. im Zellkern: 0,041 bzw. 0,078; (b) PMT-voltage: 628 V, Kantenlänge: 194 µm, relativeFluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,056 bzw. 0,100; (
) PMT-voltage: 463 V, Kantenlänge:124 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,137 bzw. 0,260; (d) PMT-voltage:526 V, Kantenlänge: 117 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,060 bzw. 0,096; (e)PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge: 190 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,054bzw. 0,136; (f) PMT-voltage: 432 V, Kantenlänge: 146 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw.im Zellkern: 0,081 bzw. 0,214. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum,V=ni
ht �uoreszierendes Vesikel, M=Kernmembran.



3 Ergebnisse 70Fibroblasten, die 16 h mit 300 µM NiSO4 und ans
hlieÿend mit dem Fluoreszenzfarbsto� Ne-wport Green DCF inkubiert wurden, sind in Abbildung 3.9(b) und 3.9(e) abgebildet. Die Zel-len waren in ihrem Fluoreszenzmuster untereinander sehr ähnli
h und zeigten eine ausgeprägteNetzstruktur (ER) um den Zellkern herum (s. Abbildung 3.9(e)), die das s
hwa
h �uoreszieren-de Zytosol mal mehr, mal weniger na
h auÿen hin dur
hzog und ebenfalls Vesikel beinhaltete.Der Zellkern mit seiner s
hwa
hen Fluoreszenz war dur
h die hohe Fluoreszenzintensität diesesNetzwerks um den Zellkern herum deutli
h vom Zytosol abgrenzbar. So errei
hten die Zellkernerelative Fluoreszenzintensitätswerte zwis
hen 0,094 und 0,136, die Zellen zwis
hen 0,056 und0,097, was ledigli
h eine s
hwa
he Steigerung zu Zellen na
h 16 h Inkubation mit 100 µM NiSO4bedeutete.Zellen, die für 16 h mit 500 µM NiSO4 behandelt wurden (s. Abbildung 3.9(
) und 3.9(f)), zeig-ten eine geringfügig erhöhte und zuglei
h homogenere Fluoreszenzintensität, sowohl im Zytosol,als au
h im Zellkern, im Verglei
h zu geringeren Konzentrationen von NiSO4 im BME-Medium.Die homogene Fluoreszenz im Zytosol wurde teilweise dur
h ni
ht �uoreszierende Vesikel un-terbro
hen (s. Abbildung 3.9(f)). Um den Zellkern herum, der bereits Fluoreszenz zeigte undstark �uoreszierende Nukleoli enthielt, war das �uoreszierende Netzwerk si
htbar, do
h dur
h diegestiegene Fluoreszenz im Zytosol war der Kontrast ni
ht so deutli
h und das Netzwerk wenigerdominant (s. Abbildung 3.9(f)). In diesen Zellen wurden Intensitätswerte für Zellen zwis
hen0,049 und und 0,137 und für Zellkern zwis
hen 0,085 und 0,214 erre
hnet. Ein geringer Anteilder Zellen, der in der Abbildung ni
ht aufgeführt wird, zeigte weder im Zellkern no
h im ZytosolFluoreszenz, jedo
h war die retikuläre, �uoreszierende Struktur um den Zellkern herum starkausgeprägt.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen NiSO4-Konzentrationen für 24 h:Zellen, die 24 h mit 100 µM NiSO4 inkubiert wurden, sind in Abbildung 3.10(a) und 3.10(d)dargestellt. Ein Anteil der Fibroblasten zeigte ledigli
h das s
hwa
h und di�us �uoreszierendeNetzwerk des ER, das si
h im ebenfalls s
hwa
h �uoreszierenden Zytosol weitläu�g ausbreitete(s. Abbildung 3.10(a)). Denno
h war zu erkennen, dass die Zellen lange Ausläufer bildeten undder Zellkern nur eine s
hwa
he Fluoreszenz besaÿ. Die �uoreszierenden Strukturen waren in Ab-bildung 3.10(d) klarer und stärker in ihrer Intensität, bes
hränkten si
h jedo
h auf Zellkern-naheRegionen und den Zellkern mit seinen Nukleoli, der von einer �uoreszierenden Membran begrenztwurde. Damit ergaben si
h relative Fluoreszenzintensitätswerte der Zellen in Abhängigkeit vonder PMT-voltage zwis
hen 0,055 und 0,134 und für die Zellkerne zwis
hen 0,074 und 0,317, wasledigli
h eine geringe Erhöhung der Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF im Verglei
hzu den Werten bei 16 h Inkubation mit 100 µM NiSO4 bedeutete.



3 Ergebnisse 71

(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.10: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 24 h Inkubation mit NiSO4. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm,(1 Airy). (a) PMT-voltage: 650 V, Kantenlänge: 154 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,060 bzw. 0,074; (b) PMT-voltage: 459 V, Kantenlänge: 92 µm, relative Fluoreszenzintensität in derZelle bzw. im Zellkern: 0,102 bzw. 0,211; (
) PMT-voltage: 424 V, Kantenlänge: 118 µm, relative Fluores-zenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,179 bzw. 0,291; (d) PMT-voltage: 611 V, Kantenlänge: 137 µm,relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,085 bzw. 0,208; (e) PMT-voltage: 652 V, Kanten-länge: 146 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,087 bzw. 0,148; (f) PMT-voltage:473 V, Kantenlänge: 171 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,078 bzw. 0,317;ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, V=ni
ht �uoreszierendes Vesi-kel, M=Kernmembran.Na
h 24 h mit 300 µMNiSO4 konnte man unters
hiedli
he Fluoreszenzintensitäten und Lokalisa-tionen in den Metall-behandelten Zellen beoba
hten. Einerseits gab es Zellen, deren Fluoreszenzsi
h im Zellkern konzentrierte (s. Abbildung 3.10(b)), der selbst mal mehr mal weniger von derretikulären, �uoreszierenden Struktur (ER) umgeben war, und andererseits gab es Zellen, diekaum Fluoreszenz im Zellkern erkennen lieÿen (s. Abbildung 3.10(e)), der aber als sol
hes dur
hdas stark �uoreszierende Netzwerk um ihn herum zu identi�zieren war. In allen Zellen zeigte



3 Ergebnisse 72si
h jedo
h Fluoreszenz und damit Ni
kel im Zytosol, das teilweise ni
ht �uoreszierende Vesikelenthielt (s. Abbildung 3.10(b)). Die Fluoreszenzintensität errei
hte in Zellen Werte zwis
hen0,079 und 0,126 und im Zellkern zwis
hen 0,148 und 0,272.Etwas höhere Fluoreszenzintensitätswerte zwis
hen 0,078 und 0,179 wurden in Zellen errei
ht,die in Abbildung 3.10(
) und 3.10(f) dargestellt sind. Insgesamt hatte si
h dur
h die Inkubationmit 500 µM NiSO4 über 24 h die Konzentration von Ni(II) in den Zellen im Verglei
h zu 300 µMnur lei
ht erhöht. Fluoreszenzintensitäten zwis
hen 0,175 und 0,353 wurden dagegen in denZellkernen dieser Zellen errei
ht (s. Abbildung 3.10(f)), die 24 h mit 500 µM NiSO4 inkubiertwurden. Dies bedeutete eine deutli
he Zunahme der Ni(II)-Konzentration in den Zellkernen.Dieses Ergebnis wurde dur
h die �uoreszenzmikroskopis
hen Aufnahmen optis
h bestätigt. Eszeigte si
h eine homogene Fluoreszenz in den Zellkernen, die zusätzli
h �uoreszierenden Nukleolienthielten (s. Abbildung 3.10(
)). Das zuvor bes
hriebene stark �uoreszierende Netzwerk umden Zellkern herum war bei diesen Zellen dagegen weniger stark ausgeprägt. Zuglei
h wurdenni
ht �uoreszierende Vesikel innerhalb des Zytoplasmas beoba
htet (s. Markierung in Abbildung3.10(f)).Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen NiSO4-Konzentrationen für 48 h:Um die Fluoreszenz des optis
hen Sensors Newport Green DCF in Fibroblasten zu beoba
hten,die 48 h mit 100 µM NiSO4 inkubiert wurden (s. Abbildung 3.11(a) und 3.11(d)), musstenPMT-voltages zwis
hen 504 V und 686 V eingestellt werden. Man erkannte, dass die Fluoreszenzinnerhalb des Zytoplasmas sehr inhomogen verteilt war. ni
ht �uoreszierende Vesikel (V) und ein�uoreszierendes Netzwerk (ER) waren ebenfalls zu sehen (s. Abbildung 3.11(d)). Der Zellkern,der überwiegend homogen �uoreszierte und si
h dadur
h optis
h von dem Zytosol abgrenzte, warim Zentrum der Zellen gut zu erkennen. Nukleoli waren hier ni
ht zu beoba
hten (s. Abbildung3.11(a)). Es ergaben si
h relative Fluoreszenzintensitätswerte für die Zellen zwis
hen 0,053 und0,149 und für Zellkerne zwis
hen 0,103 und 0,344.In allen untersu
hten Zellen resultierte eine Erhöhung der NiSO4-Konzentration auf 300 µM ineiner deutli
hen Fluoreszenzerhöhung im Zellkern, der von einem di�us �uoreszierenden Zytosolumgeben war (s. Abbildung 3.11(e)). Die Netzstruktur (ER), die bei den zuvor gezeigten Zellenteilweise sehr deutli
h zu sehen war, war hier kaum zu erkennen. Bereits bei geringen PMT-voltages von etwa 500 V waren die Zellen in ihrer Struktur zu erkennen (s. Abbildung 3.11(b)).So ergaben si
h Intensitätswerte für die Fluoreszenz kompletter Zellen zwis
hen 0,088 und 0,166und für Zellkerne zwis
hen 0,164 und 0,335.
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(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.11: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 48 h Inkubation mit NiSO4. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm,(1 Airy). (a) PMT-voltage: 514 V, Kantenlänge: 122 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,111 bzw. 0,344; (b) PMT-voltage: 501 V, Kantenlänge: 375 µm, relative Fluoreszenzintensität inder Zelle bzw. im Zellkern: 0,166 bzw. 0,335; (
) PMT-voltage: 413 V, Kantenlänge: 101 µm, relative Fluores-zenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,154 bzw. 0,303; (d) PMT-voltage: 686 V, Kantenlänge: 144 µm,relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,066 bzw. 0,149; (e) PMT-voltage: 535 V, Kanten-länge: 87 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,115 bzw. 0,198; (f) PMT-voltage:470 V, Kantenlänge: 176 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,132 bzw. 0,364.ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, V=ni
ht �uoreszierendes Vesi-kel.Sehr starke Fluoreszenzintensitäten, die si
h teilweise zu vorherigen Intensitäten von 100 µM und300 µM verdoppelten, wurden insbesondere in den Zellkernen und um diese herum detektiert (s.Abbildung 3.11(
) und 3.11(f)). So errei
hten komplette Zellen relative Fluoreszenzintensitätenvon 0,132 bis 0,245 und Zellkerne alleine von 0,303 bis 0,364. Diese Zellen wurden für 48 h mit500 µM NiSO4 behandelt und zeigten eine stark �uoreszierende retikuläre Struktur (ER), die si
hum den Zellkern konzentrierte und gering im Zytoplasma ausbreitete (s. Abbildung 3.11(
)). Die



3 Ergebnisse 74Zellkerne selbst waren komplett �uoreszent und beinhalteten si
htbar die stark �uoreszierendenNukleoli. Im Zytosol, das im Verglei
h zum Zellkern geringere Fluoreszenz zeigte, waren vermehrtkleine Vesikel zu beoba
hten, die ni
ht �uoreszierten (s. Markierung V in Abbildung 3.11(
)).Verglei
h der relativen Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der NiSO4-Konzentrationund der Inkubationszeit:Stellte man die relativen Fluoreszenzintensitätswerte aus den Beispielzellen na
h NiSO4-Behandlung für die unters
hiedli
hen Inkubationszeiten und NiSO4-Konzentrationen graphis
hdar, so erkannte man in kompletten Zellen (s. Abbildung 3.12(a)) eine stetige Zunahme der In-tensitätswerte innerhalb einer NiSO4-Konzentration mit zunehmender Inkubationszeit. Au
h beiidentis
hen Inkubationszeiten war eine metallkonzentrationsabhängige Verstärkung der Fluores-zenzintensitäten zu beoba
hten, die mit steigender NiSO4-Konzentration einen stärkeren Anstiegder Fluoreszenzintensität bewirkte. Die relativen Fluoreszenzintensitätswerte na
h 16 h Inkuba-tion mit NiSO4 erhöhten si
h dabei im Verglei
h zu unbehandelten Zellen mit Newport Greenum das 2-fa
he. Die Werte erhöhten si
h auf das 3-fa
he bis 4,5-fa
he na
h 24 h Inkubationmit 300 µM und 500 µM und sogar auf das bis zu 6-fa
he na
h 48 h Inkubation mit 500 µMNiSO4, wobei die geringeren Konzentrationen eine 5-fa
he Erhöhung der Fluoreszenzintensitätbewirkten.In den Zellkernen waren s
hon na
h 16 h höhere Intensitätswerte als in kompletten Zellen mess-bar, wobei die Kontrollwerte in den Zellkernen im Verglei
h zu den Kontrollwerten der komplettenZellen etwas höher waren. Eine NiSO4-konzentrationsabhängige Steigerung der Fluoreszenzin-tensitätswerte von Newport Green DCF war sowohl in den gesamten Zellen, als au
h in denZellkernen zu jedem getesteten Zeitpunkt si
htbar, wobei die gröÿte Zunahme der Fluores-zenzintensität jeweils bei 500 µM NiSO4 im Medium zu beoba
hten war. So errei
hten zu jedemMesszeitpunkt die Zellen mit 100 µM NiSO4 geringere Fluoreszenzintensitätswerte als die Zellenmit 300 µM und diese wiederum geringere Werte als Zellen mit 500 µM NiSO4 im BME-Medium.Insgesamt erhöhte si
h die Fluoreszenzintensität mit steigender NiSO4-Konzentration im Ver-glei
h zur Kontrolle um das 2-fa
he (100 µM) bis 3,5-fa
he (500 µM) na
h 16 h Inkubation mitNiSO4, um das 4-fa
he bis 6-fa
he na
h 24 h Inkubation und um das 5-fa
he bis 7-fa
he na
h48 h.
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(a) Zelle (b) ZellkernAbbildung 3.12: Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in NiSO4-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensitäten vonNewport Green DCF in NiSO4-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit von der Inkubations-zeit für vers
hiedene NiSO4-Konzentrationen (● 100 µM, ◾ 300 µM, ▴ 500 µM) stammen aus vier Beispielzellen.Intensitätswerte aus Zellen, die nur mit Newport Green DCF behandelt wurden (▿). Die Intensität der Eigen�uo-reszenz unbehandelter Zellen (○). (a) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCFin der gesamten Zelle; (b) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF im Zellkern.3.1.4.3 Aufnahme von Ni
kel in humane Gingiva-Fibroblastenwährend Ni3S2-ExpositionNi3S2 ist in Wasser wesentli
h unlösli
her als NiCl2 oder NiSO4. Deshalb wird es in Form vonkristallinen Partikeln über Phagozytose in Zellen aufgenommen und dort in sauren Vakuolengelöst (Costa und Mollenhauer, 1980a; Costa und Mollenhauer, 1980b; Costa et al., 1981b; Costaet al., 1981a; Abbra

hio et al., 1982a). Ni3S2 wurde aufgrund dieser Eigens
haften als weitereNi
kelverbindung beoba
htet, um mögli
he Unters
hiede in der Aufnahme und Lokalisation imVerglei
h zu wasserlösli
hen Verbindungen aufzuzeigen.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen Ni3S2-Konzentrationen für 16 h:Gab man in das BME-Medium 100 µM Ni3S2 für 16 h hinzu und inkubierte ans
hlieÿend dieZellen mit dem Fluoreszenzfarbsto� Newport Green DCF, zeigte si
h bei der Detektion mit demCLSM im Fluoreszenzmodus eine s
hwa
he Fluoreszenz in den Zellen (s. Abbildung 3.13(a) und3.13(d)), die Intensitäten zwis
hen 0,040 und 0,064 für Zellen und 0,065 und 0,113 für dieZellkerne ergaben. Die Werte befanden si
h in etwa im Berei
h der Fluoreszenzintensitätswerte



3 Ergebnisse 76von NiCl2 und NiSO4. Diese Fluoreszenz wurde in den Ni3S2-behandelten Zellen besondersum den Zellkern herum ringförmig si
htbar und breitete si
h ins Zytosol aus (s. Abbildung3.13(d)), das selbst eine s
hwa
he und di�use Fluoreszenz besaÿ. Der Zellkern zeigte kaumFluoreszenz (s. Abbildung 3.13(d)), was dur
h die Intensitätswerte bereits zu erkennen war.Au�ällig waren die in Abbildung 3.13(a) mit einem Pfeil markierten punktförmigen Strukturenmit starker Fluoreszenz, die si
h über die gesamte Zelle ausbreiteten.

(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.13: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 16 h Inkubation mit Ni3S2. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm,(1 Airy). (a) PMT-voltage: 731 V, Kantenlänge: 96 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zell-kern: 0,040 bzw. 0,098; (→) Markierung punktförmig �uoreszierender Berei
he im Zytoplasma; (b) PMT-voltage:500 V, Kantenlänge: 158 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,103 bzw. 0,381; (
)PMT-voltage: 503 V, Kantenlänge: 173 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,069bzw. 0,185; (d) PMT-voltage: 613 V, Kantenlänge: 125 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,064 bzw. 0,133; (e) PMT-voltage: 654 V, Kantenlänge: 160 µm, relative Fluoreszenzintensität inder Zelle bzw. im Zellkern: 0,046 bzw. 0,111; (f) PMT-voltage: 623 V, Kantenlänge: 129 µm, relative Fluo-reszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,062 bzw. 0,081. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus,ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, V=ni
ht �uoreszierendes Vesikel.



3 Ergebnisse 77Die glei
hen punktförmig �uoreszierenden Strukturen konnte man au
h bei den Zellen beoba
h-ten, die 16 h mit 300 µM Ni3S2 inkubiert wurden (s. Abbildung 3.13(e)). In diesen Zellen warabgesehen von den �uoreszierenden punktförmigen Strukturen kaum Fluoreszenz im Zytosol undZellkern detektierbar, was dur
h die relativen Fluoreszenzintensitätswerte von 0,046 für die Zelleund 0,111 für den Zellkern deutli
h wurde. Andere Zellen zeigten bereits dur
h eine deutli
he,homogene Fluoreszenz im Zellkern und Zytosol die Aufnahme von Ni
kel in den Zellkern (s. Ab-bildung 3.13(b)). Dur
h die starke Fluoreszenz im Zellkern und dessen Nukleoli wurden relativeFluoreszenzintensitäten zwis
hen 0,307 und 0,381 errei
ht.Beoba
htete man die Werte im Zytoplasma zwis
hen 0,103 und 0,153, wurde bereits eine deut-li
he Fluoreszenzsteigerung dur
h die Bindung von Ni(II) an Newport Green DCF errei
ht, diedie Werte der Zellen mit lösli
hen Ni
kelverbindungen zu diesem Zeitpunkt deutli
h überstiegen.Bei den Zellen mit starker Fluoreszenz im Zellkern war die retikuläre, �uoreszierende Struktur(ER) um den Zellkern stark reduziert (s. Abbildung 3.13(b)). Zusätzli
h zu den ni
ht �uoreszie-renden Vesikeln in Abbildung 3.13(b) waren weitere ni
ht �uoreszierende Berei
he in dem stark�uoreszierenden Zytosol einiger Zellen si
htbar (s. Abbildung 3.14(b)), die keine Vesikel-ähnli
heStruktur aufwiesen. Ein Verglei
h dieser ni
ht �uoreszierenden Berei
he in den Fibroblasten inder Fluoreszenzaufnahme (s. Abbildung 3.14(b)) mit der Aufnahme der Zelle im Transmissions-modus (s. Abbildung 3.14(a)) zeigte, dass si
h an diesen Stellen Ni3S2-Partikel befanden, dievon der Zelle phagozytiert und no
h ni
ht aufgelöst wurden.

(a) Transmissionsmodus (b) FluoreszenzmodusAbbildung 3.14: Aufnahme von Ni3S2-Partikeln in humane Gingiva-Fibroblasten. (a)Ni3S2-Partikel waren im Transmissionsmodus als s
hwarze Partikel si
htbar; (b) Im Fluoreszenzmodus entstandebenfalls in Berei
hen der Fibroblasten ein Areal, in dem keine Fluoreszenz von Newport Green DCF detektierbarwar. Detektion der Fluoreszenz mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm(1 Airy); PMT-voltage: 422 V; Kantenlänge 108 µm. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus, P=Ni3S2-Partikel.



3 Ergebnisse 78Im Verglei
h zu den deutli
h erkennbaren ni
ht �uoreszierenden Vesikeln, die im Transmissi-onsmodus als Ni3S2-Partikel erkennbar waren (s. Abbildung 3.14(a)), waren bei den punktför-mig �uoreszierenden Strukturen, die in der kompletten Zelle beoba
htet wurden (s. Abbildung3.15(b)), im Transmissionsmodus (s. Abbildung 3.15(a)) keine Au�älligkeiten zu beoba
hten.

(a) Transmissionsmodus (b) FluoreszenzmodusAbbildung 3.15: Verglei
h von Fluoreszenzaufnahmen mit Transmissionaufnahmenvon humanen Gingiva-Fibroblasten na
h Ni3S2-Zugabe. Humane Gingiva-Fibroblasten na
hInkubation mit Ni3S2 und Newport Green DCF. Die au�ällig �uoreszierenden Berei
he in den Fibroblasten zeig-ten im Transmissionsmodus keine besonderen Strukturen. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, HCX APO40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm,Blendendur
hmesser: 127 µm (1 Airy). (a) Transmissionsmodus; Kantenlänge: 96 µm; (b) Fluoreszenzmodus;PMT-voltage: 731 V, Kantenlänge: 96 µm. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, CP=Zytoplasma, (→) Markierung punkt-förmig �uoreszierender Berei
he im Zytoplasma.Die mikroskopis
hen Aufnahmen der Fibroblasten, die 16 h mit 500 µM Ni3S2 inkubiert wurden(s. Abbildung 3.13(
) und 3.13(f)), zeigten zum einen Zellen, die nur die retikuläre Fluoreszenz(ER) um den Zellkern und kaum Fluoreszenz im Zytosol oder Zellkern aufwiesen, aber teilweisedie �uoreszierenden, punktförmigen Strukturen über die Zelle verteilt enthielten (s. Abbildung3.13(f)). Zum anderen waren Zellen zu sehen, bei denen Fluoreszenz im Zellkern und im Zytosolhomogen war und die ni
ht �uoreszierende Vesikel beinhalteten (s. Abbildung 3.13(
)). Wiedie Transmissionsaufnahmen zeigten, wurden die ni
ht �uoreszierenden Vesikel ni
ht dur
h diegroÿen Ni3S2-Partikel erzeugt. Im Zellkern selbst waren wiederum die stärker �uoreszierendenNukleoli zu erkennen, wobei die �uoreszierende Struktur um den Zellkern herum bei den Zel-len mit starker Fluoreszenz im Zellkern ni
ht so stark ausgeprägt war. So lagen aufgrund derUnters
hiedli
hkeit der Zellen die relativen Fluoreszenzintensitätswerte der kompletten Zellenzwis
hen 0,062 und 0,123 und bei den Zellkernen zwis
hen 0,081 und 0,281.



3 Ergebnisse 79Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen Ni3S2-Konzentrationen für 24 h:Wurde die Inkubationsdauer der Fibroblasten mit 100 µM Ni3S2 im BME-Medium von 16 h auf24 h verlängert, so konnte man eine Erhöhung der relativen Fluoreszenzintensität von NewportGreen DCF auf Werte zwis
hen 0,079 und 0,251 für komplette Zellen und zwis
hen 0,116und 0,331 für Zellkerne feststellen (s. Abbildung 3.16(a) und 3.16(d)). Die Di�erenzen in derFluoreszenzintensität innerhalb dieser Gruppe entstanden dur
h Unters
hiede in der Lokalisationdes Fluoreszenzfarbsto�es in den Zellen, denn ein Teil der Zellen zeigte starke Fluoreszenz imZytosol und Zellkern, sowie ein stark ausgeprägtes, �uoreszierendes Netzwerk (ER) um denZellkern herum (s. Abbildung 3.16(a)). Ein anderer Teil wies keine Fluoreszenz im Zellkernund nur geringe Fluoreszenz im Zytosol auf. Bei diesen Zellen war jedo
h das �uoreszierendeNetzwerk (ER) um den Zellkern herum deutli
h si
htbar (s. Abbildung 3.16(d)).Fibroblasten, die 24 h mit 300 µM Ni3S2 inkubiert wurden (s. Abbildung 3.16(b) und 3.16(e)),zeigten dur
hweg einen homogen �uoreszierenden Zellkern mit Nukleoli (s. Abbildung 3.16(e)).Um den Zellkern herum waren die Strukturen, die eine starke Fluoreszenz zeigten, als Netzwerkzu erkennen, aber in der Ausprägung reduziert (s. Abbildung 3.16(b)). Newport Green DCF �uo-reszierte im Zytosol im Verglei
h zum Zellkern weniger intensiv, aber homogen. Zudem enthieltdas Zytosol ni
ht �uoreszierende Vesikel. Im Transmissionsmodus war jedo
h zu erkennen, dassdiese Vesikel teilweise Ni3S2-Partikel enthielten (s. Abbildung 3.16(e)). Abgesehen von den Va-kuolen oder Vesikeln mit und ohne Partikel waren keine weiteren Unters
hiede zwis
hen diesenZellen zu beoba
hten. So errei
hten die kompletten Zellen relative Fluoreszenzintensitätswertezwis
hen 0,125 und 0,247 und die Zellkerne zwis
hen 0,253 und 0,406, was eine weitere Stei-gerung der Newport Green DCF-Fluoreszenzintensität und damit der Ni(II)-Konzentration, imVerglei
h zu kürzeren Inkubationszeiten und geringeren Metallkonzentrationen, bedeutete.Eine weitere Erhöhung der Ni3S2-Konzentration im BME-Medium auf 500 µM resultierte inähnli
hen Ergebnissen wie zuvor bei den Zellen mit 300 µM bes
hrieben. Es zeigte si
h einstark �uoreszierender Zellkern und ein minimal ausgeprägtes Netzwerk um den Zellkern herum.Der Zellkern war na
h der Zugabe von 500 µM Ni3S2 no
h deutli
her als zuvor bei 300 µMals �uoreszierendes Oval mit den stark �uoreszierenden Nukleoli zu erkennen (s. Abbildung3.16(f)). Im gesamten Zytosol war der Farbsto� dur
h die Bindung von Ni(II) zu erkennen.Au
h in den Zellen na
h Inkubation mit 500 µM Ni3S2 erkannte man ni
ht �uoreszierendeVesikel, die im Transmissionsmodus zum einen Partikel erkennen lieÿen und zum anderen ni
ht(s. Abbildung 3.16(f)). In einigen Zellen war das �uoreszierende Netzwerk um den Zellkerndeutli
h ausgeprägter als in Abbildung 3.16(
). Dafür �uoreszierte der Zellkern umso stärker.
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(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.16: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 24 h Inkubation mit Ni3S2. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm,(1 Airy). (a) PMT-voltage: 494 V, Kantenlänge: 119 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,251 bzw. 0,331; (b) PMT-voltage: 451 V, Kantenlänge: 79 µm, relative Fluoreszenzintensität in derZelle bzw. im Zellkern: 0,125 bzw. 0,253; (
) PMT-voltage: 394 V, Kantenlänge: 143 µm, relative Fluoreszenzin-tensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,166 bzw. 0,351; (d) PMT-voltage: 684 V, Kantenlänge: 128 µm, relativeFluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,080 bzw. 0,133; (e) PMT-voltage: 451 V, Kantenlänge:141 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,247 bzw. 0,400; (f) PMT-voltage: 465 V,Kantenlänge: 202 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,132 bzw. 0,297; (� →)Markierung eines ni
ht �uoreszierenden Vesikels im Zytoplasma ohne Partikel, (+ →) Markierung eines ni
ht�uoreszierenden Vesikels im Zytoplasma, das kleine Partikel enthält. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus,ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, V=ni
ht �uoreszierendes Vesikel.Es gab jedo
h au
h wenige Zellen, die no
h keine Fluoreszenz im Zellkern und Zytosol aufwiesen,aber eine starke Intensität von Newport Green DCF um den Zellkern konzentrierten. So ergabensi
h relative Fluoreszenzintensitätswerte zwis
hen 0,066 und 0,166 für Zellen bzw. 0,133 und0,361 für Zellkerne.



3 Ergebnisse 81Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen Ni3S2-Konzentrationen für 48 h:Na
h 48 h Inkubation mit 100 µM Ni3S2 war im Zytosol der Fibroblasten bei PMT-voltages von
a. 500 V Fluoreszenz detektierbar. Deutli
h davon abgrenzbar waren au
h hier in einigen Zellendie Zellkerne, die eine homogene Fluoreszenz aufwiesen, �uoreszierende Nukleoli beinhaltetenund von einem meist gering ausgeprägten Netzwerk (ER) mit stärkerer Intensität umgeben wa-ren (s. Abbildung 3.17(a)). Dieses Netzwerk war bei Zellen, die kaum Fluoreszenz im Zellkernund dem Zytosol zeigten, stärker ausgeprägt (s. Abbildung 3.17(d)). Selbst na
h 48 h warenbei den getesteten Ni
kelkonzentrationen no
h Vakuolen in den Fibroblasten detektierbar, diekleine Ni3S2-Partikel enthielten, die no
h ni
ht gelöst waren und somit keine Fluoreszenz aufwie-sen (s. Abbildung 3.17(d)). So errei
hten die vier Beispielzellen aufgrund der unters
hiedli
henLokalisation des Farbsto�es relative Fluoreszenzintensitätswerte zwis
hen 0,041 und 0,126 fürkomplette Zellen und zwis
hen 0,087 und 0,335 für Zellkerne.Einen dur
hweg stark �uoreszierenden Zellkern mit Nukleoli, die in ihrer Zahl variierten, konn-te man in Zellen beoba
hten, die 48 h in BME-Medium mit 300 µM Ni3S2 inkubiert wurden(s. Abbildung 3.17(b) und 3.17(b)). Der Zellkern war zumeist nur von einem gering ausgepräg-ten �uoreszierenden Netzwerk umgeben (s. Abbildung 3.17(b)). Das Zytosol war homogen �uo-reszent, beinhaltete aber kleine ni
ht �uoreszierende Vakuolen, die zumeist in Zellkernnähe kleineNi3S2-Partikel enthielten (s. Abbildung 3.17(e)). Die Intensitätswerte errei
hten für Zellen Wertevon 0,070 bis 0,112 und für Zellkerne zwis
hen 0,148 und 0,338 und zeigten somit kaum eineSteigerung zu den Zellen na
h 48 h mit 100 µM Ni3S2.In Abbildung 3.17(
) und 3.17(f) sind Zellen abgebildet, die 48 h mit 500 µM Ni3S2 inkubiertwurden. Die Fibroblasten zeigten dur
hweg eine hohe Fluoreszenzintensität für Zellen von 0,108bis 0,157 bzw. für Zellkerne von 0,232 bis 0,393, die vor allem im Zellkern zu beoba
hten war,der homogen �uoreszierte und Nukleoli zeigte (s. Abbildung 3.17(f)). Um den Zellkern herumwar eine stark �uoreszierende Kernmembran (s. Abbildung 3.17(
)) und ein gering ausgeprägtes�uoreszierendes Netzwerk zu beoba
hten, das au
h hier dur
h Vesikel unterbro
hen wurde,die jedo
h kleiner und in geringerer Anzahl in der Nähe des Zellkerns zu beoba
hten waren(s. Abbildung 3.17(
)). Die Fluoreszenzintensität stieg dadur
h an und errei
hte die hö
hstenIntensitätswerte in dieser Gruppe.
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(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.17: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 48 h Inkubation mit Ni3S2. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge:488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm, (1 Airy). (a)PMT-voltage: 511 V, Kantenlänge: 172 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,126bzw. 0,335; (b) PMT-voltage: 555 V, Kantenlänge: 161 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,070 bzw. 0,338; (
) PMT-voltage: 460 V, Kantenlänge: 110 µm, relative Fluoreszenzintensität inder Zelle bzw. im Zellkern: 0,157 bzw. 0,395; (d) PMT-voltage: 661 V, Kantenlänge: 153 µm, relative Fluores-zenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,072 bzw. 0,128; (e) PMT-voltage: 455 V, Kantenlänge: 152 µm,relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,112 bzw. 0,262; (f) PMT-voltage: 459 V, Kan-tenlänge: 126 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,148 bzw. 0,251. ZK=Zellkern,CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, M=Kernmembran, V=ni
ht �uoreszierendesVesikel.Verglei
h der relativen Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der Ni3S2-Konzentration undder Inkubationszeit:Stellt man die relativen Fluoreszenzintensitätswerte des Newport Green DCF in Abhängigkeitihrer Inkubationszeit für die vers
hiedenen Ni3S2-Konzentrationen in einem Graphen dar, sosieht man, dass sowohl in kompletten Zellen, als au
h in den Zellkernen bereits na
h 16 h



3 Ergebnisse 83Inkubation mit Ni3S2 Unters
hiede in der Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF beiunters
hiedli
hen Ni3S2-Konzentrationen entstanden (s. Abbildung 3.18(a)). Der Anstieg bei300 µM und 500 µM Ni3S2 war im Verglei
h zur Kontrolle höher, als es bei 100 µM Ni3S2 derFall war. Eine Zunahme der Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der Ni3S2-Konzentrationwar ebenso na
h 24 h und 48 h zu beoba
hten, wobei die Zunahme im Zellkern deutli
her war.Dabei ist hervorzuheben, dass na
h 24 h die hö
hsten Intensitätswerte gemessen wurden.

(a) Zelle (b) ZellkernAbbildung 3.18: Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in Ni3S2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensität vonNewport Green DCF in Ni3S2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit von der Inkubations-zeit für vers
hiedene Ni3S2-Konzentrationen (● 100 µM, ◾ 300 µM, ▴ 500 µM) stammen aus den Beispielzellender Abbildungen 3.13 bis 3.17. Sowohl in den kompletten Zellen, als au
h in den Zellkernen war eine Zunahmeder relativen Fluoreszenzintensität zu beoba
hten, wobei die Werte im Zellkern s
hwankten. Im Verglei
h zu un-behandelten Zellen mit Newport Green DCF ▿) und unbehandelten Zellen ohne Newport Green DCF (○) stiegendie Intensitätswerte deutli
h an. (a) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF inder gesamten Zelle; (b) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF im Zellkern.Beoba
htete man jede Konzentration für si
h, stellte si
h eine ähnli
he Tendenz der Intensi-tätsentwi
klung der Fluoreszenzwerte dar. Sowohl bei der Inkubation mit 100 µM, als au
h mit300 µM Ni3S2 stieg die Fluoreszenzintensität in kompletten Zellen und in den Zellkernen von16 h auf 24 h an und sank na
h 48 h wieder. Ledigli
h bei der Inkubation der Zellen mit 500 µMNi3S2 setzte si
h dieser Trend ni
ht fort. Eine geringe, aber denno
h stetige Steigerung derIntensitäten von Zeitpunkt 16 h auf 48 h war hier si
htbar. Im Verglei
h zu den Kontrollwer-ten wurde dur
h die Inkubation der Zellen mit Ni3S2 und ans
hlieÿender Zugabe von NewportGreen DCF dessen relative Fluoreszenzintensität in kompletten Zellen um das 1,5-fa
he bis3-fa
he na
h 16 h, um das 4-fa
he bis 4,5-fa
he na
h 24 h und um das 3-fa
he bis 4-fa
he na
h



3 Ergebnisse 8448 h verstärkt. Bewertete man nur die Fluoreszenz im Zellkern, stellte man zunä
hst fest, dassdie Werte teilweise stark s
hwankten, im Mittel jedo
h eine Steigerung der Intensität bei allenverwendeten Konzentrationen von Zeitpunkt 16 h bis 48 h si
htbar war. Au
h in den Zellkernenwurden die hö
hsten Intensitätswerte na
h 24 h errei
ht, wobei der Unters
hied zu den Wertenna
h 48 h gering war. Die Intensitätswerte der einzelnen Konzentrationen stiegen si
htbar imVerglei
h von 16 h und 24 h an, wobei die deutli
hste Entwi
klung bei einer Ni3S2-Konzentrationvon 500 µM detektiert wurde. Im Verglei
h zu den Kontrollen erzielte man in den Zellkerneneine 2-fa
he Verstärkung der Fluoreszenzintensität na
h 16 h mit 100 µM Ni3S2 bis zu einer3-fa
hen Erhöhung mit 500 µM, eine 4-fa
he bis 7-fa
he Erhöhung errei
hte man na
h 24 h und4-fa
he bis 6-fa
he Verstärkungen na
h 48 h Inkubation mit steigenden Ni3S2-Konzentrationen.3.1.4.4 Aufnahme von Cobalt in humane Gingiva-Fibroblastenwährend CoCl2-ExpositionCobalt ist für den mens
hli
hen Organismus ein essentielles Metall, das in Enzymen oder organi-s
hen Molekülen enthalten ist. In höheren Konzentrationen wirkt es jedo
h toxis
h. Der Ein�usssehr hoher Cobaltkonzentrationen und deren Lokalisation in einer humanen Zelle na
h Zugabevon CoCl2 ins Medium, in dem Co als Co(II) vorliegt, wurden untersu
ht, um die Interaktion mitZellbestandteilen zu zeigen und Verglei
he mit Ni(II) aufzustellen. Na
hdem au
h bei CoCl2-Salzkeine Eigen�uoreszenz na
h Anregung mit dem 488 nm Argonlaser festgestellt werden konnte,wurde ebenfalls Newport Green DCF genutzt, um Co(II) zu detektieren. Zweiwertiges Cobaltbewirkt wie zweiwertiges Ni
kel die Verstärkung der Fluoreszenzintensität des Fluoreszenzfarb-sto�es Newport Green DCF (Haugland, 2002), sodass bei den Versu
hen zur Detektion vonCo(II) in einzelnen lebenden Zellen der Fluoreszenzfarbsto� Newport Green DCF mit glei
herKonzentration und Inkubationszeit eingesetzt wurde wie bei der Detektion von Ni(II). CoCl2wurde zunä
hst dem BME-Medium in glei
hen Konzentrationen und für identis
he Zeitinter-valle wie bei den Ni
kelverbindungen zugegeben. Dur
h die Detektion von Co(II) mit NewportGreen DCF wurden Hinweise über die Aufnahme und Lokalisation von Co(II) bei vers
hiedenenInkubationszeiten und Konzentrationen in den Zellen gewonnen.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen CoCl2-Konzentrationen für 16 h:Als erstes wurden die humanen Gingiva-Fibroblasten mit 100 µM CoCl2 für 16 h inkubiert.Bei PMT-voltages in einem Berei
h von 650 V war s
hwa
he Fluoreszenz im Zytoplasma zubeoba
hten, dagegen verstärkte Fluoreszenz um den Zellkern herum. Die starke Fluoreszenzbildete si
h au
h in diesen Zellen als Netzwerk (ER) aus (s. Abbildung 3.19(a)). Der Zellkernzeigte kaum Fluoreszenz, enthielt aber �uoreszierende Nukleoli, die in Abbildung 3.19(d) zusehen sind.



3 Ergebnisse 85Die Messung der Fluoreszenzintensität ergab somit für komplette Zellen Werte zwis
hen 0,034und 0,072 und für Zellkerne zwis
hen 0,052 und 0,171, die hauptsä
hli
h dur
h die starkeFluoreszenz der Nukleoli bestimmt wurden.

(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.19: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 16 h Inkubation mit CoCl2. Markierung von Co(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm,(1 Airy). (a) PMT-voltage: 665 V, Kantenlänge: 143 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,072 bzw. 0,098; (b) PMT-voltage: 701 V, Kantenlänge: 143 µm, relative Fluoreszenzintensität in derZelle bzw. im Zellkern: 0,066 bzw. 0,158; (
) PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge: 166 µm, relative Fluoreszenzin-tensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,109 bzw. 0,173; (d) PMT-voltage: 655 V, Kantenlänge: 176 µm, relativeFluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,043 bzw. 0,073; (e) PMT-voltage: 671 V, Kantenlänge:231 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,086 bzw. 0,124; (f) PMT-voltage: 688 V,Kantenlänge: 128 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,026 bzw. 0,017; (→) Mar-kierung von punktförmig �uoreszierenden Strukturen im Zytoplasma. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus,ER=Endoplasmatis
hes Retikulum.Starke Fluoreszenz um den Zellkern herum war bei den Zellen in Abbildung 3.19(b) und 3.19(e)na
h Behandlung mit 300 µM CoCl2 für 16 h zu beoba
hten. Eine tubuläre oder retikulä-re Struktur war hier weniger deutli
h zu erkennen. Diese �uoreszierenden, retikulären Struk-



3 Ergebnisse 86turen (ER) erstre
kten si
h zumeist in Ri
htung der längeren Seiten der Zelle ins Zytosol(s. Abbildung 3.19(b)), das selbst ledigli
h s
hwa
he Fluoreszenz aufwies. Der Zellkern zeig-te au
h hier kaum Fluoreszenz auf, aber die Nukleoli �uoreszierten sehr stark (s. Abbildung3.19(b)). Insgesamt war die relative Fluoreszenzintensität in den Zellkernen mit Werten zwis
hen0,078 und 0,168 und für komplette Zellen zwis
hen 0,061 und 0,086 gering und verglei
hbar mitden Zellen na
h der Inkubation mit 100 µM CoCl2 für 16 h.Die Fibroblasten, die in Abbildung 3.19(
) und 3.19(f) abgebildet sind, wurden 16 h mit 500 µMCoCl2 inkubiert und dana
h Co(II) mit Newport Green DCF detektiert. Es war deutli
h si
htbar,dass der Zellkern trotz Erhöhung der CoCl2-Konzentration keine oder nur sehr s
hwa
he Fluo-reszenz aufwies, jedo
h in einigen Zellen s
hwa
h �uoreszierende Nukleoli enthielt (s. Abbildung3.19(
)).Im ebenfalls s
hwa
h �uoreszierenden Zytosol trat in Zellkernnähe stärkere Fluoreszenz auf, die,wie zuvor bei 100 µM CoCl2 (s. Abbildungen 3.19(a) und 3.19(d)) s
hon bes
hrieben, eineArt Netzwerk ausbildete. Zumeist waren diese Zellkern-umrandenden Strukturen sehr di�us. Ab-wei
hend zu den anderen Zellen zeigten si
h in Abbildung 3.19(f) �uoreszierende, punktförmigeStrukturen, die si
h im kompletten Zytoplasma ausbreiteten und si
h besonders um den Zellkernkonzentrierten (s. Markierung in Abbildung 3.19(f)). Somit ergaben si
h relative Fluoreszenzin-tensitätswerte zwis
hen 0,026 und 0,109 für komplette Zellen und Werte zwis
hen 0,017 und0,173 für Zellkerne.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen CoCl2-Konzentrationen für 24 h:Eine Verlängerung der Inkubationszeit von 16 h auf 24 h mit 100 µM CoCl2 zeigte, dass kei-ne Veränderung in der Lokalisation des Farbsto�es Newport Green DCF im Verglei
h zu denErgebnissen na
h 16 h erfolgte und au
h keine wesentli
he Erhöhung der Fluoreszenzintensi-tät sowohl im Zytosol als au
h im Zellkern bestand (s. Abbildung 3.20(a) und 3.20(d)). Dierelative Fluoreszenzintensitätswerte lagen zwis
hen 0,042 und 0,079 für die kompletten Zellenund 0,057 und 0,123 für Zellkerne. Im Zellkern selbst konnte man hauptsä
hli
h die Fluoreszenzder Nukleoli beoba
hten (s. Abbildung 3.20(a)). Um den Zellkern herum war au
h hier erhöh-te Fluoreszenzintensität in Form eines Netzwerkes zu beoba
hten, das si
h ins sehr s
hwa
h�uoreszierende Zytosol ausbreitete (s. Abbildung 3.20(d)).Ein sehr ähnli
hes Fluoreszenzmuster wie in den Abbildungen 3.20(a) und 3.20(d) bei 100 µMCoCl2 war in den Abbildungen 3.20(b) und 3.20(e) na
h Inkubation mit 300 µM CoCl2 zubeoba
hten. Deutli
h grenzte si
h ein stärker �uoreszierender Ring um den Zellkern ab (s. Ab-bildung 3.20(b)), der si
h in Form eines Netzwerks oder längeren tubulären Strukturen im Zytosolausbreitete (s. Abbildung 3.20(e)). Das Zytosol selbst war nur s
hwa
h �uoreszent. Dur
h diese



3 Ergebnisse 87geringe Fluoreszenz im Zytosol waren die Intensitätswerte für komplette Zellen mit Werten zwi-s
hen 0,034 und 0,068 gering. Die Fluoreszenzintensität im Zellkern war ebenfalls gering, wobeidie Fluoreszenzintensität des gesamten Zellkerns hauptsä
hli
h auf die deutli
he Fluoreszenzder Nukleoli zurü
kzuführen war (s. Abbildung 3.20(e)). Für den Zellkern ergaben si
h Wertezwis
hen 0,079 und 0,149.

(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.20: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 24 h Inkubation mit CoCl2. Markierung von Co(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm,(1 Airy). (a) PMT-voltage: 640 V, Kantenlänge: 175 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,079 bzw. 0,123; (b) PMT-voltage: 640 V, Kantenlänge: 168 µm, relative Fluoreszenzintensität inder Zelle bzw. im Zellkern: 0,055 bzw. 0,088; (
) PMT-voltage: 661 V, Kantenlänge: 76 µm, relative Fluores-zenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,048 bzw. 0,086; (→) Markierung eines �uoreszierenden Vesikelsim Zytoplasma; (d) PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge: 90 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw.im Zellkern: 0,052 bzw. 0,097; (e) PMT-voltage: 629 V, Kantenlänge: 111 µm, relative Fluoreszenzintensitätin der Zelle bzw. im Zellkern: 0,034 bzw. 0,080; (f) PMT-voltage: 621 V, Kantenlänge: 98 µm, relative Fluo-reszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,049 bzw. 0,090; (→) Markierung eines ni
ht �uoreszierendenVesikels im Zytoplasma. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum.



3 Ergebnisse 88Bei Inkubationszeiten von 24 h mit hohen CoCl2-Konzentrationen von 500 µM (s. Abbildung3.20(
) und 3.20(f)) hatte si
h an dem Fluoreszenzmuster innerhalb der Zelle im Verglei
h zuden zuvor gezeigten Zellen wenig geändert. Das Zytosol sowie der Zellkern �uoreszierten kaum(s. Abbildung 3.20(f)). Ledigli
h um den Zellkern herum war bei den meisten Zellen dur
hCobaltakkumulation starke Fluoreszenz zu beoba
hten, die von ni
ht �uoreszierenden Vesikelnunterbro
hen war (s. Markierung in Abbildung 3.20(f)). Die Zellen in Abbildung 3.20(
) zeig-ten dieses Netzwerk kaum. Vielmehr wurden �uoreszierende Vesikel-ähnli
he Strukturen si
htbar(s. Markierung in Abbildung 3.20(
)), die si
h in unters
hiedli
her Gröÿe im Zytoplasma befan-den. Somit ergaben si
h für diese Zellen mit 500 µM CoCl2 Intensitätswerte zwis
hen 0,036 und0,062 und für die Zellkerne Werte zwis
hen 0,033 und 0,130.Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unters
hiedli
hen CoCl2-Konzentrationen für 48 h:In Abbildung 3.21 sind Zellen abgebildet, die 48 h mit vers
hiedenen CoCl2-Konzentrationen inkubiert wurden. Selbst na
h dieser langen Inkubationszeit mit 100 µM(s. Abbildung 3.21(a) und 3.21(d)) war weder eine deutli
he Veränderung in der Intensität derFluoreszenz no
h in ihrer Lokalisation im Verglei
h zu den Zellen, die 16 h oder 24 h mit100 µM CoCl2 inkubiert wurden, zu erkennen. Die Fluoreszenz im Zytosol war s
hwa
h und teil-weise di�us. Das zumeist gering ausgeprägte Netzwerk um den Zellkern herum zeigte stärkereFluoreszenzintensitäten (s. Abbildung 3.21(a) und 3.21(d)). Der Zellkern wies kaum Fluores-zenz auf, enthielt jedo
h in ihrer Anzahl variierend, zum Teil sehr stark, �uoreszierende Nukleoli(s. Abbildung 3.21(d)). So lagen die relativen Fluoreszenzintensitätswerte für Zellen bei 0,049bis 0,077 und für Zellkerne aufgrund der Nukleoli bei 0,083 bis 0,149.Au
h na
h 48 h Inkubation mit 300 µM CoCl2 war die Fluoreszenz in den Zellen zumeist di�usund s
hwa
h (s. Abbildung 3.21(b)). Sie bes
hränkte si
h auf die Nukleoli und auf Zellkern-naheRegionen im Zytosol, die si
h von der Kernmembran bes
hränkt retikulär ins Zytosol ausbreiteten(s. Abbildung 3.21(b)). Bei einer Konzentration von 300 µM CoCl2 im BME-Medium konnteman na
h 48 h Inkubation Zellen beoba
hten, die punktförmig �uoreszierende Strukturen oderFragmente in Zellkernnähe enthielten (s. Markierung in Abbildung 3.21(e)). So entstanden beiPMT-voltages von 
a. 600 V relative Fluoreszenzintensitätswerte zwis
hen 0,034 und 0,061 fürZellen bzw. zwis
hen 0,045 und 0,155 für Zellkerne.Ähnli
h gering ausgeprägte retikuläre Strukturen (ER) und punktförmige Fluoreszenz warenau
h bei der hö
hsten CoCl2-Konzentration von 500 µM zu sehen (s. Abbildung 3.21(
) und3.20(f)). Fluoreszierende, punktförmige Strukturen waren in diesen Zellen vermehrt um denZellkern orientiert (s. Markierung in Abbildung 3.21(
)). Die Anhäufung der Fluoreszenz um denZellkern in Form eines di�usen Netzwerkes in den anderen Zellen blieb bestehen (s. Abbildung3.21(f)). Die Form der Zellen war hier kaum zu erkennen, da ledigli
h sehr geringe Fluoreszenz im



3 Ergebnisse 89Zytosol detektiert werden konnte, genauso wie im Zellkern, der selbst keine Fluoreszenz aufwies.Hier ergaben si
h relative Fluoreszenzintensitätswerte zwis
hen 0,064 und 0,099 für den Zellkernund für die kompletten Zellen zwis
hen 0,050 und 0,085.

(a) 100 µM (b) 300 µM (
) 500 µM

(d) 100 µM (e) 300 µM (f) 500 µMAbbildung 3.21: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 48 h Inkubation mit CoCl2. Markierung von Co(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm,(1 Airy). (a) PMT-voltage: 674 V, Kantenlänge: 197 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. imZellkern: 0,070 bzw. 0,083; (b) PMT-voltage: 586 V, Kantenlänge: 102 µm, relative Fluoreszenzintensität inder Zelle bzw. im Zellkern: 0,034 bzw. 0,051; (
) PMT-voltage: 623 V, Kantenlänge: 98 µm, relative Fluores-zenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,085 bzw. 0,074; (d) PMT-voltage: 666 V, Kantenlänge: 146 µm,relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,075 bzw. 0,149; (e) PMT-voltage: 750 V, Kanten-länge: 134 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,056 bzw. 0,155; (f) PMT-voltage:703 V, Kantenlänge: 130 µm, relative Fluoreszenzintensität in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,070 bzw. 0,099.ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum, (→) Markierung �uoreszieren-der, punktförmiger Strukturen.



3 Ergebnisse 90Verglei
h der relativen Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der CoCl2-Konzentrationund der Inkubationszeit:Die relativen Fluoreszenzintensitäten von Newport Green DCF in CoCl2-behandelten Zellen wa-ren, wie in Abbildung 3.22 zu erkennen ist, gering und im Verglei
h zu den Kontrollen nurminimal erhöht. In kompletten Zellen (s. Abbildung 3.22(a)) war in jeder einzelnen Konzentrati-on nur ein geringer Unters
hied zwis
hen den Werten na
h 16 h, 24 h und 48 h Inkubationszeitzu sehen. Au
h der Verglei
h der Fluoreszenzintensitäten der drei getesteten Konzentrationen zueinem Zeitpunkt konnte kaum eine Steigerung der Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit derKonzentrationen aufweisen. Vergli
hen mit Zellen, denen kein CoCl2, aber Newport Green DCFzugesetzt wurde, war die Intensität in einer kompletten Zelle na
h CoCl2-Zugabe dur
h die Bin-dung von Co(II) maximal 2-fa
h verstärkt. Betra
htete man nur die Zellkerne dieser Zellen, wardie Verstärkung der Fluoreszenzintensitäten um das bis zu 3-fa
he messbar, wobei die stärkerenIntensitäten hauptsä
hli
h dur
h die starke Fluoreszenz der Nukleoli verursa
ht wurde.

(a) Zelle (b) ZellkernAbbildung 3.22: Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in CoCl2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensität vonNewport Green DCF in CoCl2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit von der Inkubations-zeit für vers
hiedene CoCl2-Konzentrationen (● 100 µM, ◾ 300 µM, ▴ 500 µM) stammen aus den Beispielzellender Abbildungen 3.19 bis 3.21. Die Steigerung der relativen Fluoreszenzintensitäten ist minimal und im Verglei
hzu den Kontrollen (▿ unbehandelte Zellen mit Newport Green DCF, ○ unbehandelte Zellen ohne Newport GreenDCF) maximal 3-fa
h erhöht. (a) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF inder gesamten Zelle; (b) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF im Zellkern.



3 Ergebnisse 91Au
h im Zellkern waren bei den drei gemessenen Zeitpunkten bei den vers
hiedenen Cobaltkon-zentrationen relativ konstant. Eine Beein�ussung der Fluoreszenzintensität von Newport GreenDCF dur
h vers
hiedene CoCl2-Konzentrationen und Inkubationszeiten war gering.3.1.4.5 Aufnahme von Ni
kel in humane Gingiva-Fibroblasten bei40 µM NiCl2 im MediumDie Versu
he mit 100 µM, 300 µM und 500 µM der unters
hiedli
hen Metallverbindungen NiCl2,NiSO4, Ni3S2 und CoCl2 für vers
hiedene Inkubationszeiten ergaben, dass eine Detektion derMetalle dur
h den optis
hen Sensor Newport Green DCF unter diesen Versu
hsbedingungen mitdem CLSM mögli
h war und dass die Zugabe der genannten Verbindungen zum BME-Mediumzur Erhöhung der Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in Zellen in Abhängigkeit vonder Konzentration, Inkubationsdauer und Verbindung führte. Ni
kelverbindungen hatten dabeieinen gröÿeren E�ekt als Co(II), wobei besonders die NiSO4- und Ni3S2-Zugabe in BME-Mediumzur Verstärkung der Fluoreszenzintensitäten führte. Die Fluoreszenzintensität von Newport GreenDCF war in Strukturen um den Zellkern am hö
hsten und konzentrierte si
h mit zunehmenderInkubationszeit bei Ni
kelverbindungen im Zellkern, was bei CoCl2 ni
ht der Fall war.

(a) 16 h (b) 24 h (
) 48 hAbbildung 3.23: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h Inkubation mit 40 µM NiCl2. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm(1 Airy). (a) Inkubationszeit: 16 h, PMT-voltage: 700 V, Kantenlänge: 129 µm.; (b) Inkubationszeit: 24 h, PMT-voltage: 600 V, Kantenlänge: 81 µm; (
) Inkubationszeit: 48 h, PMT-voltage: 600 V, Kantenlänge: 105 µm.ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum.NiCl2 konnte selbst bei der niedrigsten Konzentration im BME-Medium eine Erhöhung der Fluo-reszenzintensität von Newport Green DCF bewirken. Da es kaum Unters
hiede in den Fluores-zenzmustern der vers
hiedenen Ni
kelverbindungen gab, wurde NiCl2 für die folgenden Versu
heausgewählt. Diese Versu
he sollten zeigen, ob au
h bei Konzentrationen von 40 µM NiCl2 im



3 Ergebnisse 92BME-Medium genügend Ni
kel in die Zellen aufgenommen wurde, die dadur
h eine deutli
hmessbare Verstärkung der Newport Green DCF-Fluoreszenz bewirkte und damit die Detektionund Lokalisation von Ni(II) na
h kurzen Inkubationszeiten und geringen Konzentrationen er-laubte. Die CLSM-Aufnahmen zu diesen Versu
hen wurden mit stärkeren PMT-voltages als beihöheren NiCl2-Konzentrationen aufgenommen und sind beispielhaft in Abbildung 3.23 abgebil-det. Die Fluoreszenzintensität war bei den Aufnahmen gering, denno
h stellte si
h wieder diestarke Fluoreszenz der Zellkern-nahen Berei
he heraus, die jedo
h keine klaren Strukturen erken-nen lieÿen, si
h aber ins Zytosol ausbreiteten. Das Zytosol selbst wies nur geringe Fluoreszenzauf. Der Zellkern enthielt nur die s
hwa
h �uoreszierenden Nukleoli, die in ihrer Struktur sehrdi�us zu erkennen waren.Verglei
h der relativen Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der NiCl2-Konzentration von40 µM und der Inkubationszeit:Vergli
h man die Intensitätswerte der Zellen, die mit 40 µM NiCl2 inkubiert wurden mit Wer-ten von Zellen, die mit höheren NiCl2-Konzentrationen inkubiert wurden (s. Abbildung 3.24),erkannte man deutli
h, dass die Fluoreszenzintensitäten sowohl bei kompletten Zellen, als au
hbei Zellkernen stets unterhalb derer mit höheren Konzentrationen lagen und maximal eine 2-fa
heVerstärkung na
h 24 h errei
hten. Na
h 16 h Inkubation mit 40 µM NiCl2 wurden Werte gemes-sen, die si
h im Berei
h der Kontrollen befanden, also fast keine Fluoreszenzerhöhung ergaben.Na
h längeren Inkubationszeiten stiegen die Werte in den kompletten Zellen lei
ht an und er-rei
hten selbst na
h 48 h keine weitere Erhöhung der Fluoreszenzintensität im Verglei
h zu16 h und 24 h (s. Abbildung 3.24(a)). Im Zellkern alleine waren die Unters
hiede der Inten-sitätswerte zwis
hen den Zellen, die mit 40 µM oder 100 µM NiCl2 inkubiert wurden, etwasgröÿer (s. Abbildung 3.24(b)). Au
h im Zellkern wurden ledigli
h 2-fa
he Erhöhungen der Fluo-reszenzintensitäten gemessen, wobei bei höheren NiCl2-Konzentrationen im BME-Medium dieVerstärkung im Zellkern höher war als im Verglei
h zu kompletten Zellen. So wurde eine s
hwa-
he, aber stetige Steigerung der Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit von der Inkubationszeitvon 16 h auf 24 h und weiter auf 48 h au
h bei 40 µM NiCl2 beoba
htet, die den glei
hen Trendwie bei höheren Konzentrationen über 100 µM NiCl2 anzeigte.
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(a) Zelle (b) ZellkernAbbildung 3.24: Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in humanen Gingiva-Fibroblasten na
h der Inkubation mit vier unters
hiedli
hen NiCl2-Konzentrationen.Die Werte der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in NiCl2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit von der Inkubationszeit für vers
hiedene NiCl2-Konzentrationen (◆ 40 µM, ●100 µM, ◾ 300 µM, ▴ 500 µM) stammen aus den Beispielzellen der Abbildungen 3.5 bis 3.7. Ergänzt wur-den Werte von Zellen mit 40 µM NiCl2 (s. Abbildung 3.23), deren Intensitäten geringer sind als bei höherenKonzentrationen, aber höher als die der Kontrollen (▿ unbehandelte Zellen mit Newport Green DCF, ○ unbehan-delte Zellen ohne Newport Green). (a) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCFin der gesamten Zelle; (b) Veränderung der relativen Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF im Zellkern.3.1.5 Ni
kel- und Cobaltaufnahme in humaneGingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit des pH-Werts desBME-MediumsEs ist bekannt, dass der pH-Wert des Kulturmediums die Lösli
hkeit bestimmter Metallver-bindungen beein�usst, aber au
h die Aufnahme von Kationen in Zellen ist pH-Wert abhängig.Die Aufnahme von Ionen und Molekülen in eine Zelle ist dur
h die semipermeable Membrankontrolliert. Diese enthält Transporter, die selektiv für Kationen oder gröÿere Moleküle sind.Die Aufnahme von divalenten Kationen erfolgt ebenfalls über Transporter, die in vers
hiedenenOrganismen variieren können. Bekannte Beispiele für Protonen-abhängige Transporter für di-valente Kationen in den unters
hiedli
hsten Organismen sind DMT1 und seine Homologe oderder DCT1 (Gunshin et al., 1997; Nishimura et al., 1998; Forbes und Gros, 2003; Garri
k et al.,2003; Ingle et al., 2008).



3 Ergebnisse 94Der Protonen-abhängige Transport von Co2+ und Ni2+ dur
h den DCT1 in Zellen bzw. Vakuolenwurde au
h von Ingle et al. (2001) bes
hrieben. BME-Medium hat übli
herweise einen pH-Wertvon 
a. 7. Da die Aufnahme von Ni2+ und Co2+ an bestimmte Transporter gekoppelt ist, dieProtonen abhängig funktionieren können (s. Abs
hnitt 1.4.1) (Gunshin et al., 1997; Garri
ket al., 2003; Garri
k et al., 2006b), wurde untersu
ht, ob unters
hiedli
he pH-Werte im BME-Medium während der Zugabe von Ni
kel- und Cobaltverbindungen Ein�uss auf die Aufnahme undLokalisation der Newport Green DCF-Fluoreszenz und damit des gebundenen Ni(II) oder Co(II)nehmen. Mögli
he Unters
hiede in der Lokalisation von Newport Green DCF in Abhängigkeitvon der Metallverbindung und des pH-Wertes würden Hinweise auf den Aufnahmeme
hanismusgeben.Zellen, die im BME-Medium mit unters
hiedli
hen pH-Werten für 24 h inkubiert wurden, sindin Abbildung 3.25 und 3.26 gezeigt. Getestet wurden die Metallverbindungen NiCl2, NiSO4,Ni3S2 und CoCl2 in einer Konzentration von 500 µM, da na
h 24 h mit 500 µM bei allengetesteten Verbindungen das 
harakteristis
he Fluoreszenzmuster detektierbar war. Na
h demAustaus
h des Ni
kel- bzw. Cobalt-haltigen BME-Mediums mit verändertem pH-Wert na
h 24 hmit neutralem BME-Medium wurde diesem für 60 min Newport Green DCF bei neutralem pH-Wert zugegeben, sodass dieser optis
he Sensor akkumuliertes Ni(II) und Co(II) in den Zellenna
h der Inkubation mit den Metallverbindungen bei saurem und neutralem pH-Wert bindenkonnte und dur
h die resultierende Fluoreszenzverstärkung mit dem CLSM detektiert werdenkonnte.Das BME-Medium hatte normalerweise einen pH-Wert von 
a. 7. Die Ergebnisse in den Ab-s
hnitten zuvor wurden bei diesem pH-Wert gewonnen und sind zum direkten Verglei
h mit denErgebnissen mit anderen pH-Werten des BME-Mediums in den Abbildungen 3.25(b), 3.25(e),3.25(h) und 3.26(b) no
hmals dargestellt. Bei neutralem pH-Wert zeigte si
h na
h der Inkubationder humanen Gingiva-Fibroblasten mit wasserlösli
hen und wasserunlösli
hen Ni
kelverbindun-gen (s. Abbildung 3.25(b), 3.25(e) und 3.25(h)) untereinander ein sehr ähnli
hes Fluoreszenz-muster. Newport Green DCF war stark �uoreszent in den Zellen. Zum einen war die Fluoreszenzals Netzwerk um den Zellkern si
htbar, das von Zelle zu Zelle unters
hiedli
h stark ausgeprägtwar, zum anderen war starke Fluoreszenz im Zellkern enthalten. Bereits bei PMT-voltages von
a. 480 V konnte bei allen getesteten Ni
kelverbindungen in BME-Medium mit pH 7 NewportGreen DCF-Fluoreszenz detektiert werden. In Zellen, die mit CoCl2 inkubiert wurden (s. Abbil-dung 3.26(b)), war s
hwä
here Fluoreszenz im Zytoplasma detektierbar, im Zellkern war kaumFluoreszenz detektierbar.
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(a) NiCl2; pH 5 (b) NiCl2; pH 7 (
) NiCl2; pH 9

(d) NiSO4; pH 5 (e) NiSO4; pH 7 (f) NiSO4; pH 9

(g) Ni3S2; pH 5 (h) Ni3S2; pH 7 (i) Ni3S2; pH 9Abbildung 3.25: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 24 h Inkubation mit 500 µM unters
hiedli
her Ni
kelverbindungenin Abhängigkeit des pH-Werts im BME-Medium. Markierung von Ni(II) mit 7 µg/ml NewportGreen DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm(1 Airy). (a) PMT-voltage: 722 V, Kantenlänge: 160 µm; (b) PMT-voltage: 482 V, Kantenlänge: 135 µm; (
)PMT-voltage: 434 V, Kantenlänge: 152 µm; (d) PMT-voltage: 649 V, Kantenlänge: 156 µm; (e) PMT-voltage:472 V, Kantenlänge: 108 µm; (f) PMT-voltage: 482 V, Kantenlänge: 135 µm; (g) PMT-voltage: 686 V, Kanten-länge: 153 µm; (h) PMT-voltage: 477 V, Kantenlänge: 161 µm; (i) PMT-voltage: 434 V, Kantenlänge: 158 µm.ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum.
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(a) CoCl2; pH 5 (b) CoCl2; pH 7 (
) CoCl2; pH 9Abbildung 3.26: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h 24 h Inkubation mit 500 µM CoCl2 in Abhängigkeit des pH-Wertsim BME-Medium. Markierung von Co(II) mit 7 µg/ml Newport Green DCF. Detektion mit dem CLSMLei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissi-onsdetektionsberei
h: 510 nm bis 560 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm (1 Airy). (a) PMT-voltage: 692 V,Kantenlänge: 260 µm; (b) PMT-voltage: 526 V, Kantenlänge: 234 µm; (
) PMT-voltage: 465 V, Kantenlänge:199 µm. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus.Änderte man der pH-Wert in den basis
hen Berei
h auf pH 9, beoba
htete man ein Fluores-zenzmuster, das dem der Fibroblasten bei pH 7 sehr ähnli
h war. So war bei den drei getestetenNi
kelverbindungen glei
hermaÿen das �uoreszierende Netzwerk um den Zellkern stark ausge-prägt und breitete si
h ins Zytosol aus, das selbst zumeist homogene Fluoreszenz zeigte (s.Abbildung 3.25(
), 3.25(f) und 3.25(i)). Der Zellkern beinhaltete ebenfalls den Fluoreszenzfarb-sto� und lieÿ die Nukleoli dur
h starke Fluoreszenz des Sensors Newport Green DCF deutli
him Zellkern erkennen. Dur
h die Bindung des Newport Green DCF an Ni(II) war zu sehen, dassNi
kel au
h bei pH-Werten im basis
hen Berei
h in die Zellen aufgenommen und vom Zytosolweiter in den Zellkern transportiert wurde. Bei CoCl2-behandelten Zellen (s. Abbildung 3.26(
))war wie bei den Zellen, die bei pH 7 im BME-Medium mit CoCl2 inkubiert wurden, keine Fluo-reszenz im Zellkern zu detektieren. Vereinzelt wurden s
hwa
h �uoreszierende Nukleoli in denZellkernen in variierender Anzahl si
htbar. Au
h im Zytosol war die Fluoreszenz s
hwa
h, s
hienjedo
h geringfügig stärker zu sein als bei Zellen, die bei pH 7 im BME-Medium mit CoCl2 in-kubiert wurden. Das 
harakteristis
he Netzwerk mit starker Fluoreszenz um den Zellkern herumwar kaum zu beoba
hten.Wurden die Fibroblasten dagegen in BME-Medium mit einem sauren pH-Wert von pH 5 mitden vier vers
hiedenen Metallverbindungen inkubiert (s. Abbildung 3.25(a), 3.25(d), 3.25(g)und 3.26(a)), zeigte si
h na
h der Inkubation mit dem Ni
kel- und Cobaltsensor Newport GreenDCF in allen Zellen das glei
he Fluoreszenzmuster. So war bei PMT-voltages von 
a. 700 V



3 Ergebnisse 97im Zytosol s
hwa
he Fluoreszenz detektierbar, jedo
h im Verglei
h zu neutralem und basis
hempH-Wert ein sehr di�us und s
hwa
h �uoreszierendes Netzwerk um den Zellkern si
htbar. ImZellkern selbst war keine Fluoreszenz zu detektieren, jedo
h �uoreszierende Nukleoli im Zellkern,die in ihrer Anzahl von Zelle zu Zelle variierten. Ein Unters
hied zwis
hen Zellen na
h Ni
kel-und Cobaltinkubation war minimal in der Fluoreszenzintensität, aber in der Lokalisation desFluoreszenzfarbsto�es ni
ht vorhanden.Die Ergebnisse der Versu
he mit unters
hiedli
hen pH-Werten im BME-Medium zeigten, dassbei einem sauren pH-Wert (pH 5) im BME-Medium eine verringerte Aufnahme oder Akkumula-tion von Ni
kel stattfand, die die Fluoreszenzverstärkung von Newport Green DCF in den Zellenverringerte. Bei neutralem und basis
hem pH-Wert waren die Ergebnisse sehr ähnli
h und ent-spra
hen den Ergebnissen aus Abs
hnitt 3.1. Bei pH 7 und pH 9 im BME-Medium war Ni(II) inausrei
hender Konzentration in den Zellen vorhanden, sodass eine detektierbare Fluoreszenzver-stärkung von Newport Green DCF erfolgte. Ein Unters
hied innerhalb der Ni
kelverbindungenin Abhängigkeit des pH-Werts konnte ni
ht festgestellt werden. Unters
hiede zwis
hen Ni
kel-und Cobaltverbindungen waren nur bei neutralem und basis
hem pH-Wert si
htbar. Sie bezogensi
h besonders auf die Fluoreszenz im Zellkern.3.1.6 Zuordnung der Ni
kel- und Cobaltlokalisation dur
hNewport Green DCF zu ausgewählten ZellkompartimentenDie CLSM-Aufnahmen der vorangegangenen Versu
he zeigten, dass eine Zuordnung der Ni
kel-und Cobaltlokalisation zu einem Zellareal oder Organell dur
h einen Verglei
h mit den Trans-missionsaufnahmen der Zellen nur bes
hränkt mögli
h war. So konnte zwar die Fluoreszenz demZellkern, den Nukleoli und dem Zytosol zugeordnet werden, jedo
h konnten weitere, u.a. klei-nere Strukturen, ni
ht eindeutig bestimmt werden. Deshalb wurde eine parallele Markierung derdivalenten Kationen dur
h Newport Green DCF und der Organellen mit spezi�s
hen Fluoreszenz-farbsto�en dur
hgeführt, um nähere Hinweise zu bekommen, in wel
hen Zellarealen der Farbsto�Newport Green DCF und damit die Metalle Ni(II) und Co(II) zu �nden waren. Na
h der Inku-bation der Zellen mit NiCl2 wurde den Zellen Newport Green DCF und ein Organell-spezi�s
herFluoreszenzfarbsto� zugegeben. Da die verwendeten Farbsto�e unters
hiedli
he Anregungs- undEmissionswellenlängen bedienten (s. Abbildung 3.27(f)), war eine glei
hzeitige Detektion derNewport Green DCF-Fluoreszenz und der Organell-spezi�s
hen Farbsto�e, und dadur
h die Zu-ordnung von Newport Green DCF zu den jeweiligen Organellen mögli
h. Na
h einem λ-S
an sahman in den Spektren deutli
h die Unters
hiede in den Emissionsmaxima der vers
hiedenen Fluo-reszenzfarbsto�e (s. Abbildung 3.27(f)). So hatte Newport Green DCF sein Emissionsmaximumim grünen Berei
h (532 nm), ER-Tra
ker red und Bodipy TR im roten Berei
h (622 nm bzw.



3 Ergebnisse 98626 nm) und CellMask deep red im dunkelroten Berei
h (662 nm). Der Na
hweis konnte somitdur
h die drei Detektoren im CLSM parallel dur
hgeführt werden und dem jeweiligen Farbsto�und Zellkompartiment zugeordnet werden.

(a) Newport Green DCF (b) ER-Tra
ker red (
) Bodipy TR

(d) CellMask depp red (e) CellMask deep red und Hoe
hst33342 (f) Spektren der Fluoreszenzfarb-sto�eAbbildung 3.27: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h Inkubation mit vers
hiedenen Fluoreszenzfarbsto�en und derenSpektren. Detektion vers
hiedener Fluoreszenzfarbsto�e in humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSMLei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Blendendur
hmesser 127 µm (1 Airy). (a) Detektion vonNi(II) mittels Newport Green DCF (60 min, 7 µg/ml) in Fibroblasten na
h 24 h Inkubation mit 500 µM NiCl2,Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, PMT-voltage 520 V; Kantenlänge: 154 µm; (b) Detektion des ERmittels ER-Tra
ker red (30 min, 1 µM) in Fibroblasten, Anregungswellenlänge: 594 nm He/Ne-Laser, PMT-voltage 499 V; Kantenlänge: 145 µm; (
) Detektion des Golgi-Apparates mittels Bodipy TR (30 min, 5 µM) inFibroblasten, Anregungswellenlänge: 594 nm He/Ne-Laser, PMT-voltage 700 V; Kantenlänge: 73 µm; (d) De-tektion der Zellmembranen mittels CellMask deep red (60 min, 5 µg/ml) in Fibroblasten, Anregungswellenlänge:633 nm He/Ne-Laser, PMT-voltage 536 V; Kantenlänge: 166 µm; (e) Detektion der Zellmembranen mittelsCellMask deep red (60 min, 5 µg/ml), Anregungswellenlänge: 633 nm He/Ne-Laser, PMT-voltage 677 V undglei
hzeitig der Zellkerne mit Hoe
hst 33342 (5 µg/ml), Anregung dur
h Que
ksilberdamp�ampe; Kantenlänge:187 µm; (f) Spektren der Fluoreszenzfarbsto�e aus dem markierten Berei
h der Abbildungen 3.27(a), 3.27(b),3.27(
) und 3.27(d); Newport Green DCF, Bodipy TR, �⋅� ER-Tra
ker red, CellMask deep red.



3 Ergebnisse 99Zunä
hst wurde anhand von Transmissionsaufnahmen und Zellkernmarkierungen mit Hoe
hst33342 der Zellkern in den Fibroblasten identi�ziert (s. Abbildung 3.27(e)). In den meisten Fibro-blasten zeigten die Zellkerne ihre normale ovale Form. In einigen Zellen konnten unabhängig vonder Verbindung morphologis
h veränderte Zellkerne beoba
htet werden. Um den Zellkern herumwurde Fluoreszenz von Newport Green DCF, wie zuvor gezeigt, meist in Form eines Netzwerkesdetektiert, das von Zelle zu Zelle unters
hiedli
h stark ausgeprägt war (s. Abbildung 3.28(b)und 3.27(b)). Dur
h eine isolierte Markierung des ER mit ER-Tra
ker red konnte gezeigt wer-den, dass das ER ein ähnli
hes Netzwerk ausbildete, als es na
h Ni(II)-Markierung mit NewportGreen DCF in Zellen beoba
htet wurde. Die parallele Färbung des ER mit ER-Tra
ker red unddes Ni(II) mit Newport Green DCF zeigte dur
h die ans
hlieÿend zusammengefassten CLSM-Aufnahmen, dass si
h die Farbsto�e teilweise in ihrer Lokalisation übers
hnitten, aber keinetotale Übereinstimmung bestand. Ni(II) akkumulierte folgli
h an ER-Strukturen (s. Abbildung3.28(
)).

(a) Newport Green DCF (b) ER-Tra
ker red (
) MergeAbbildung 3.28: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen humaner Gingiva-Fibroblasten na
h Inkubation mit Newport Green DCF und ER-Tra
ker red. ParalleleMarkierung von Ni(II) mit Newport Green DCF und des ER mit dem Fluoreszenzfarbsto� ER-Tra
ker red. De-tektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Blendendur
hmesser 127 µm(1 Airy), Kantenlänge 210 µm. (a) Detektion von Ni(II) mittels Newport Green DCF (60 min, 7 µg/ml) na
hInkubation der Zelle mit 300 µM NiCl2 (24 h), Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektions-berei
h: 510 nm bis 560 nm, PMT-voltage 479 V; (b) Detektion des ER-spezi�s
hen Fluoreszenzfarbsto�es ER-Tra
ker red (30 min, 1 µM), Anregungswellenlänge: 594 nm He/Ne-Laser, Emissionsdetektionsberei
h: 610 nmbis 650 nm, PMT-voltage 712 V; (
) Merge der Aufnahmen 3.28(a) und 3.28(b). ZK=Zellkern, CS=Zytosol,Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatis
hes Retikulum.Diese retikulären Strukturen, die dur
h Fluoreszenz si
htbar wurden, waren sowohl na
h ER-Markierung mit ER-Tra
ker red, als au
h na
h Ni(II)- und Co(II)-Markierung mit Newport GreenDCF in Zellen unter dem CLSM zu beoba
hten. Von Zelle zu Zelle waren diese Netzwerke un-ters
hiedli
h stark ausgeprägt, so war in den Fibroblasten (s. Abbildung 3.28(a)) mit zuneh-mender Inkubationszeit und Ausgangskonzentration der Metallverbindungen im BME-Medium



3 Ergebnisse 100dieses Netzwerk relativ gering ausgeprägt. In Zellkernnähe waren diese retikulären und tubulärenStrukturen bei wasserlösli
hen und wasserunlösli
hen Metallverbindungen oft na
h längeren In-kubationszeiten oder höheren Metallkonzentrationen in der Ausprägung verringert (s. Abbildung3.7(
) und 3.16(
)) und besonders bei CoCl2-behandelten Zellen als punktförmige Strukturenoder Fragmente zu beoba
hten (s. Abbildung 3.19(f) und 3.21(
)). Der Golgi-Apparat, der mitdem Fluoreszenzfarbtso� Bodipy TR markiert wurde (s. Abbildung 3.27(
)) und nahe am ER aufeiner Zellkernseite lokalisiert ist (s. Abbildung 3.27(
)), konnte mit Newport Green DCF ni
hteindeutig an glei
her Stelle detektiert werden. Teilweise wurde die Fluoreszenz von NewportGreen DCF im Berei
h der Kernmembran deutli
h (s. Abbildung 3.6(f)), sodass Ni(II) ebenfallsan der Kernmembran lokalisiert war.3.1.7 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF inBME-MediumDer optis
he Sensor Newport Green DCF besitzt ein Anregungsmaximum bei 505 nm und einEmissionsmaximum bei 535 nm (Mole
ular Probes invitrogen, Produktinformation MP 07990).Ein λ-S
an mittels CLSM bei Anregung mit einem Argonlaser der Wellenlänge 488 nm detektier-te die Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF in BME-Medium im Berei
h von 500 nmbis 700 nm (s. Abs
hnitt 2.3.3). Da die Zellen in BME-Medium inkubiert wurden und das glei-
he Medium ans
hlieÿend bei der Visualisierung der Zellen bzw. von Newport Green DCF mitdem CLSM eingesetzt wurde, wurde zunä
hst ein Spektrum von BME-Medium bei neutralempH-Wert aufgenommen (s. Abbildung 3.29(f)). Alle Spektren, die im Folgenden gezeigt werden,stellen relative Fluoreszenzwerte dar und wurden mathematis
h na
h dem LOESS-Verfahrengeglättet. In den Abbildungen 3.29 wurde das Spektrum von BME-Medium grau dargestellt.Es wurden relative Fluoreszenzintensitäten von 0,015 bei 500 nm errei
ht, die bei 
a. 510 nmbereits auf einen konstanten Intensitätswert von 0,013 sanken (s. Abbildung 3.29(f)). Das bedeu-tete, dass es si
h bei diesen Intensitätswerten um das Basislevel der BME-Medium-Fluoreszenzhandelte, das keinen Ein�uss auf das Newport Green DCF-Spektrum nahm. In einem weiterenS
hritt wurde dem BME-Medium auss
hlieÿli
h Newport Green DCF in einer Endkonzentrationvon 1 µg/ml zugegeben und über einen Zeitraum von 40 min alle 10 min die Fluoreszenzin-tensität dur
h einen λ-S
an gemessen. Damit wurde gezeigt, wel
hes Spektrum Newport GreenDCF ohne die Bindung an Metalle besaÿ und ob es später na
h der Zugabe der Metallverbin-dungen eine Beein�ussung der Spektren gab. In Abbildung 3.29 wurde ledigli
h das Spektrumna
h 40 min s
hwarz gezeigt, da die Spektren na
h 10 min, 20 min und 30 min den glei
henVerlauf zeigten, die Fluoreszenzintensität jedo
h mit zunehmender Zeit anstieg. Das Spektrumvon BME-Medium mit Newport Green DCF zeigte vor dem Glätten ein Emissionsmaximum bei532 nm mit einer s
hwa
hen S
hulter bei 526 nm, die dur
h das Glätten vers
hwand und den



3 Ergebnisse 101Verlauf des Spektrums mit dem Maximum minimal langwellig auf 534 nm vers
hob (s. Abbil-dung 3.29(f)). Der Intensitätswert von 0,034 bei diesem Emissionsmaximum von 534 nm na
h40 min war gering, jedo
h deutli
h höher als bei BME-Medium alleine.In den Abbildungen 3.29(a) bis 3.29(d) sind die Spektren von Newport Green DCF in BME-Medium na
h der Zugabe vers
hiedener Metallverbindungen na
h vers
hiedenen Inkubationszei-ten zwis
hen 0 min und 40 min einzeln aufgeführt. Na
h der Zugabe der Metallverbindungen indas BME-Medium mit Newport Green DCF erhöhte si
h die relative Fluoreszenzintensität inner-halb von 40 min bei allen vier getesteten Verbindungen nur gering von 0,034 auf 
a. 0,035 bis0,057 je na
h Metallverbindung. Die gröÿte Steigerung war na
h 40 min bei NiCl2 (s. Abbildung3.29(a)) mit einem Wert von 0,057 zu beoba
hten, was einer Zunahme der relativen Fluores-zenzintensität um das 1,7-fa
he entspra
h (s. Abbildung 3.29(a) und 3.29(e)). Bei den anderenNi
kelverbindungen und CoCl2 waren dagegen kaum Änderungen in der Fluoreszenzintensität zurKontrolle (BME-Medium mit Newport Green DCF) detektierbar (NiSO4: 0,037, Ni3S2: 0,039 undCoCl2: 0,035). Der Verlauf der Spektren blieb na
h Zugabe der Metallverbindungen im Verglei
hzu dem Spektrum mit Newport Green DCF ohne Metallverbindungen erhalten, wenn au
h dieS
hulter bei 526 nm bei den ni
ht geglätteten Spektren na
h Zugabe von Metallverbindungenetwas stärker ausgeprägt war und die Spektren geringfügig breiter wurden.3.1.8 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanenGingiva-FibroblastenDie Ergebnisse in den Abs
hnitten 3.1.4 und 3.1.5 zeigten, dass Newport Green DCF von denZellen aufgenommen wurde, da Fluoreszenz si
htbar war. Die Fluoreszenzintensität von NewportGreen DCF war abhängig von der Metallverbindung, deren Konzentration, Inkubationszeit undau
h von dem pH-Wert des BME-Mediums. Das bedeutete, dass die Kationen Ni2+ und Co2+,oder ihre Verbindungen, ebenfalls in Abhängigkeit von dem pH-Wert im BME-Medium undihrer Konzentration in die Zellen aufgenommen wurden. Eine Unters
heidung der vers
hiedenenSpezies war aufgrund der Lokalisation von Ni(II) und Co(II) innerhalb einer Zelle nur bedingtmögli
h. Eine Unters
heidung zwis
hen Co(II) und Ni(II) anhand der Newport Green DCF-Lokalisation oder der Fluoreszenzintensität war ebenfalls s
hwierig, da die Fluoreszenzen sehrähnli
h waren. Ni(II) und Co(II) waren ledigli
h dur
h die An- bzw. Abwesenheit von Fluoreszenzim Zellkern und die geringe Fluoreszenzverstärkung zu unters
heiden.Ein λ-S
an von unters
hiedli
hen Berei
hen in Metall-behandelten Zellen sollte in einem weiterenVersu
h bestätigen, dass si
h die Fluoreszenz in den Zellen auf Newport Green DCF zurü
kführenlässt und Hinweise liefern, ob si
h das Fluoreszenzspektrum von Newport Green DCF innerhalbeiner Zelle dur
h die Bindung vers
hiedener Kationen oder ihrer Verbindungen und Komplexe
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(a) NiCl2 (b) NiSO4

(
) Ni3S2 (d) CoCl2

(e) Verglei
h (f) BME-Medium und Newport Green DCFAbbildung 3.29: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in BME-Mediumna
h Inkubation mit vers
hiedenen Metallverbindungen. BME-Medium mit Newport GreenDCF wurde über einen Zeitraum von 40 min mit NiCl2 (a), NiSO4 (b), Ni3S2 (
) und CoCl2 (d) inkubiert.In Abständen von 10 min wurden Fluoreszenzintensitäten von Newport Green DCF na
h Anregung mit einemArgonlaser der Wellenlänge 488 nm in einem Berei
h zwis
hen 500 nm und 700 nm in einem λ-S
an mitdem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I (Blendendur
hmesser: 127 µm (1 Airy))detektiert. Das resultierende Spektrum wurde zusammen mit den Spektren von BME-Medium (grau) und BME-Medium mit Newport Green DCF (s
hwarz) aufgetragen. ⋯⋯ Inkubationszeit t=0 min, �⋅⋅�⋅⋅� t=10 min, �⋅�⋅�t= 20 min, � � � t=30 min, t=40 min. (e) Newport Green DCF-Spektren na
h 40 min Inkubation mitden getesteten Metallverbindungen. Die Farben der Spektren korrespondieren mit den Farben für die einzelnenMetallverbindungen in (a) bis (d); (f) Spektrum von BME-Medium (grau) und Newport Green DCF in BME-Medium (s
hwarz).
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harakteristis
h änderte. Es wurde ebenfalls untersu
ht, ob dur
h einen λ-S
an eine Unters
hei-dung der gebundenen Metalle mögli
h war oder ob die Lokalisation in vers
hiedenen Organellendas Spektrum beein�usste.Um die Auswirkungen der Metalle auf Newport Green DCF-Spektren in humanen Gingiva-Fibroblasten ohne und na
h Zugabe von Metallverbindungen festzustellen, wurde zunä
hst die Ei-gen�uoreszenz der humanen Gingiva-Fibroblasten detektiert. Dazu wurden Spektren in humanenGingiva-Fibroblasten aufgenommen, die weder mit Metallverbindungen, no
h mit Newport GreenDCF behandelt wurden. Diese unbehandelten Fibroblasten zeigten alle s
hwa
h und amorph�uoreszierende Strukturen am äuÿeren Rand des Zellkerns na
h Anregung mit dem Argonla-ser (488 nm) (s. Abbildung 3.30(a)). Ein λ-S
an der �uoreszierenden ROIs der unbehandeltenFibroblasten (s. Abbildung 3.30(b)) zeigte das Fluoreszenzspektrum dieser ROIs in den Zellenna
h Anregung mit dem 488 nm Argonlaser und ob Eigen�uoreszenzen bzw. deren Spektren beider Detektion des Fluoreszenzfarbsto�es Newport Green DCF störten.

(a) Fluoreszenzmodus (b) λ-S
anAbbildung 3.30: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahme unbehandelter humanerGingiva-Fibroblasten. λ-S
an von unbehandelten humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSM Lei
aTCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetek-tionsberei
h: 500 nm bis 700 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm (1 Airy). (a) Merge der dur
hs
hnittli
henFluoreszenzintensitätswerte; PMT-voltage: 830 V, Kantenlänge: 375 µm; (b) Fluoreszenzspektren der Fibroblas-ten ohne Zusatz von Metallverbindungen oder Fluoreszenzfarbsto�en. Die Spektren in (b) entspre
hen den ROIsin (a).



3 Ergebnisse 104Die Abbildung 3.30(a) zeigt eine CLSM-Aufnahme humaner Gingiva-Fibroblasten, die aus 100Einzelaufnahmen des λ-S
ans zusammengefügt wurde. Aus den Intensitätswerten der vers
hie-denen ROIs, die Zellen oder de�nierte Zellareale miteinbezogen, entstanden Spektren, die inAbbildung 3.30(b) zu sehen sind und die farbli
h mit der Markierung der ROIs in Abbildung3.30(a) korrelieren. Die relative Fluoreszenzintensität war bei allen Spektren sehr gering undlag zwis
hen 0,006 und 0,022. Die Spektren der Eigen�uoreszenz der Zellen waren wellenartigmit sehr s
hwa
her Amplitude, die bei etwa 540 nm und 580 nm eine geringe Erhöhung derIntensität zeigten. Mit zunehmender Wellenlänge näherte si
h die Fluoreszenzintensität asym-ptotis
h einem konstantem Minimum an. Da die Intensitätswerte der Eigen�uoreszenz der Zellenunter der von Newport Green DCF in Medium lagen (s. Abbildung 3.29(e)) und ein kaum zubestimmendes Spektrum aufzeigten, konnte die Eigen�uoreszenz der Zellen in den folgendenMessungen im Hinbli
k auf die Fluoreszenzintensität verna
hlässigt werden.Um die Newport Green DCF-Spektren in Zellen ohne und na
h Zugabe der Metallverbindungenverglei
hen zu können, wurde zuvor ein λ-S
an von unbehandelten Zellen mit Newport GreenDCF dur
hgeführt. Diese Spektren sind in den Abbildungen 3.31 bis 3.34 s
hwarz dargestellt.3.1.8.1 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF na
hNiCl2-InkubationDie Bindung von Ni
kel an den Sensor bewirkte eine Verstärkung der Fluoreszenzintensität desChromophors. Ob die Bindung des target-Ions Ni2+ ebenfalls Ein�uss auf das Fluoreszenzspek-trum von Newport Green DCF nimmt, wurde im Folgenden untersu
ht. Dazu wurden die Zellenzunä
hst mit 500 µM NiCl2 in BME-Medium für 24 h inkubiert. Ans
hlieÿend wurde Ni(II) mitNewport Green DCF markiert und mit Hilfe eines λ-S
ans Spektren von Newport Green DCF invers
hiedenen Berei
hen der Zellen aufgenommen. Ein mögli
her Ein�uss der target-Strukturenin den Organellen oder anderer Moleküle auf die Spektren wurde ebenfalls untersu
ht.Die Fluoreszenzspektren in Abbildung 3.31 repräsentieren Newport Green DCF-Spektren, die invers
hiedenen Zellarealen wie dem Zellkern, dem Zytosol, dem Nukleolus oder dem ER von hu-manen Gingiva-Fibroblasten aufgenommen wurden. Die Fibroblasten wurden 24 h mit 500 µMNiCl2 inkubiert und Ni(II) ans
hlieÿend mit Newport Green DCF markiert (in Abbildung 3.31(a)jeweils grün dargestellt). In jedem Graph wurden sowohl Spektren des glei
hen Berei
hes ausunters
hiedli
hen Zellen, die unter glei
hen Bedingungen inkubiert wurden, aufgeführt, als au
hein Spektrum aus den Mittelwerten aller gezeigten Spektren eines Zellberei
hes (in Abbildung3.31(a) orange dargestellt). Ein Spektrum aus unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF (inAbbildung 3.31(a) s
hwarz dargestellt) diente als Kontrollspektrum. In Abbildung 3.31(a) wur-den zunä
hst Spektren aufgeführt, die am Rand des Zytosols der humanen Gingiva-Fibroblasten



3 Ergebnisse 105aufgenommen wurden. Es �el auf, dass die meisten Spektren sehr geringe Fluoreszenzinensitä-ten besaÿen, aber trotz ihrer unters
hiedli
hen Fluoreszenzintensitäten einen ähnli
hen Verlaufzeigten und minimale Unters
hiede von bis zu 3 nm in der Lage ihrer Maxima ausprägten. Jes
hwä
her die Fluoreszenzintensität war, desto uneindeutiger war der Verlauf der Spektren. Wei-tere Spektren bildeten ein deutli
hes Maximum bei 530 nm mit S
hultern im Berei
h von 558 nmbis 571 nm und 586 nm (s. Pfeil bei Spektrum ◻ in Abbildung 3.31(a)).

(a) Zytosol (b) Zellkern

(
) ER (d) NukleolusAbbildung 3.31: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-Fibroblasten na
h deren Inkubation mit NiCl2. λ-S
an von NiCl2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten na
h Newport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8W U-V-I, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 500 nm bis 700 nm, Blenden-dur
hmesser: 127 µm (1 Airy). Die Fibroblasten wurden für 24 h NiCl2 mit einer Konzentration von 500 µM imBME-Medium inkubiert. Na
h der Zugabe des Fluoreszenzfarbsto�es Newport Green DCF (60 min, 7 µg/ml)wurden Fluoreszenzspektren in vers
hiedenen Berei
hen der Fibroblasten aufgenommen (grün). (a) Zytosol; (b)Zellkern; (
) ER; (d) Nukleolus. Ein Spektrum aus den Mittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orange dar-gestellt; ein Kontrollspektrum aus unbehandelten Fibroblasten mit Newport Green DCF ist s
hwarz dargestellt.



3 Ergebnisse 106Vergli
hen mit den Kontrollspektren unbehandelter humaner Gingiva-Fibroblasten mit New-port Green DCF (s
hwarz) waren die Maxima der meisten Spektren lei
ht kurzwellig vers
ho-ben. Spektren, die im Zellkern aufgenommen wurden, sind in Abbildung 3.31(b) gezeigt. Au
hhier wurde das Kontrollspektrum von Newport Green DCF in unbehandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in s
hwarz dargestellt, sowie das Spektrum aus den Mittelwerten der Spektren ausden Zellkompartimenten orange. Bei den Spektren, die im Zellkern aufgenommen wurden, �elauf, dass diese in ihrer Lage der Maxima und im Verlauf geringe Unters
hiede zu den Kontrollenund untereinander ausbildeten. Ein Teil der Spektren (s. ◯ in Abbildung 3.31(b)) wies ein Maxi-mum bei 530 nm mit teilweise starken S
hultern bei 572 nm, 586 nm und 602 nm auf (s. Pfeilin Abbildung 3.31(b)). Andere Spektren (◻) bildeten na
h Glättung ein Maximum bei 534 nmwie bei der Kontrolle (in Abbildung 3.31(b) s
hwarz) aus und verliefen identis
h. Insgesamtwaren die Fluoreszenzintensitäten in den Zellen mit Werten bis 
a. 0,10 deutli
h höher als imZytoplasma.Einige Spektren, die na
h Zugabe von NiCl2 und Newport Green DCF in einem Berei
h aufge-nommen wurden, der das ER mit einbezog (s. Abbildung 3.31(
)), waren dem Kontrollspektrumin Medium (s. Abbildung 3.29) dur
h ihren Verlauf mit einem Maximum bei 532 nm ähnli
h(◯). Eine s
hwa
he S
hulter, die im Kontrollspektrum in BME-Medium mit Newport Green DCFaufgenommen wurde, war in diesem Spektrum über einen Berei
h von 560 nm bis 580 nm (◯)deutli
her ausgeprägt (s. Pfeil in Abbildung 3.31(
)). Vereinzelt wurden Spektren aufgenom-men, die ein sehr breites Maximum ausbildeten (in Abbildung 3.31(
) mit ◻ gekennzei
hnet).Der Verlauf des Spektrums (◻) war kurzwellig vers
hoben, mit einem Maximum bei 526 nm, ei-ner S
hulter bei 548 nm und weiteren lei
hten Erhöhungen der Fluoreszenzintensität bei 568 nm(s. Pfeil in Abbildung 3.31(
)). Diese Erhöhung der Fluoreszenz befand si
h im Berei
h der Er-höhung des Spektrums ◯. Dieses Spektrum ◯ wurde in einem sehr stark �uoreszierenden Berei
hnahe des Zellkerns aufgenommen. Die Intensität der Spektren im Berei
h des ER stieg bis zu0,2 an.Die Spektren, die in �uoreszierenden Berei
hen im Nukleolus aufgenommen wurden (s. Abbildung3.31(d)), waren bis auf minimale S
hwankungen im Berei
h des Maximums um 532 nm glei
h.Der Verlauf der Spektren im Nukleolus gli
h dem der Kontrollspektren von Newport GreenDCF im BME-Medium mit einem direkten Anstieg der Fluoreszenzintensität zum Maximum bei532 nm und dem welligen Verlauf im Berei
h um 580 nm (s. Abbildung 3.29).



3 Ergebnisse 1073.1.8.2 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF na
hNiSO4-InkubationAu
h in Zellen, die mit NiSO4 inkubiert wurden, wurden Spektren in unters
hiedli
hen Kompar-timenten der Zellen aufgenommen und mit den Kontrollspektren vergli
hen, um mögli
he Beein-�ussungen der Spektren dur
h die Ni(II)-Bindung oder der Ni(II)-Komplexe an Newport GreenDCF zu detektieren (s. Abbildung 3.32). In NiSO4-behandelten humanen Gingiva-Fibroblastenwar zu beoba
hten, dass der Verlauf einiger Newport Green DCF-Spektren (s. ◯ Abbildung3.32(a)) im Zytosol der NiSO4-behandelten Zellen denen von Newport Green DCF im BME-Medium alleine und denen von Newport Green DCF in unbehandelten Fibroblasten ähnli
h war.Sie besaÿen ein Maximum bei 533 nm, wobei bei 
a. 580 nm die Fluoreszenz no
hmal lei
htanstieg (s. Pfeil in Abbildung 3.32(a)). Weitere Spektren (◻) aus dem Zytosol besaÿen, wiedie Kontrollspektren im Zytosol (s
hwarz) unbehandelter Zellen mit Newport Green DCF, einMaximum bei 531 nm. Weiter in den kürzeren Wellenlängenberei
h vers
hoben war das Spek-trum (△), das in einem Pseudopodium aufgenommen wurde und starke Fluoreszenz in einem�ä
higen, begrenzten Berei
h zeigte. Die Fluoreszenzintensität dieses Spektrums war jedo
h ge-ring. Das Maximum befand si
h bei 528 nm mit einer S
hultern bei 540 nm. Insgesamt ergabsi
h aus allen Werten der einzelnen Spektren ein Spektrum mit einem s
hwa
hen Maximum bei532 nm (in Abbildung 3.32(a) orange).Detektierte man die Fluoreszenz der Zellkerne NiSO4-behandelter Zellen, ergaben si
h die in Ab-bildung 3.32(b) dargestellten Spektren. Im Verglei
h zu den Kontrollspektren in BME-Mediumzeigte ein Teil der Spektren (◯) kaum Unters
hiede im Verlauf und ledigli
h minimale Vers
hie-bungen in der Lage der Maxima (Maximum bei 532 nm; Kontrolle bei 531 nm und 534 nm). Eswurden au
h Spektren aufgenommen (◻), die mit einem Maximum bei 528 nm deutli
h kurz-wellig vers
hoben waren und bei 572 nm deutli
he S
hultern ausbildeten (s. Pfeil in Abbildung3.32(b)), sowie wel
he, die mit einem Maximum bei 538 nm und S
hultern bei 524 nm und566 nm lei
ht langwellig vers
hoben waren (s. Abbildung 3.32(b)). Au
h bei den Spektren, dieim Zellkern aufgenommen wurden, erre
hnete si
h dur
h die unters
hiedli
hen Maxima und In-tensitätswerte ein Mittelwertspektrum, das kein eindeutiges Maximum ausbildete (in Abbildung3.32(b) orange).Im Berei
h des ER (s. Abbildung 3.32(
)) konnte man ebenfalls Spektren (◯) aufnehmen, dieim Verglei
h zu den Kontrollspektren von Newport Green DCF in unbehandelten Zellen (inAbbildung 3.32(
) s
hwarz) kurzwellig vers
hoben waren. Ihre Maxima lagen bei 525 nm bzw.528 nm im Verglei
h zu den Maxima der meisten Spektren um 532 nm. Andere Spektren unddie mit ◻ gekennzei
hneten, waren wiederum den Kontrollspektren von Newport Green DCF inZellen und BME-Medium ähnli
her und zeigten im λ-S
an den glei
hen Verlauf sowie ebenfalls



3 Ergebnisse 108ein Maximum bei 532 nm bzw. 533 nm. Eine dritte Art von Spektren (△) bildete ein Maximumbei 535 nm aus und zeigte im längerwelligen Berei
h des Maximums bei 566 nm und 586 nmlei
hte Erhöhungen der Fluoreszenzintensität.

(a) Zytosol (b) Zellkern

(
) ER (d) NukleolusAbbildung 3.32: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-Fibroblasten na
h deren Inkubation mit NiSO4. λ-S
an von NiSO4-behandelten humanenGingiva-Fibroblasten na
h Newport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 500 nm bis 700 nm,Blendendur
hmesser: 127 µm (1 Airy). Die Fibroblasten wurden für 24 h NiSO4 mit einer Konzentration von500 µM im BME-Medium inkubiert. Na
h der Zugabe des Fluoreszenzfarbsto�es Newport Green DCF (60 min,7 µg/ml) wurden Fluoreszenzspektren in vers
hiedenen Berei
hen der Fibroblasten aufgenommen. (a) Zytosol;(b) Zellkern; (
) ER; (d) Nukleolus. Ein Spektrum aus den Mittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orangedargestellt; ein Kontrollspektrum aus unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF ist s
hwarz dargestellt.Die Spektren, die im Nukleolus NiSO4-behandelter Zellen aufgenommen wurden (s. Abbildung3.32(d)), zeigten im Verglei
h zu den Kontrollspektren in BME-Medium lei
hte Veränderun-gen. Die meisten Spektren bildeten kein deutli
hes Maximum aus (◯ und ◻), das si
h jeweilslängerwellig des Maximums der Kontrolle in unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF (inAbbildung 3.32(d) s
hwarz) befand. Weitere Spektren, die in ihrer Intensität deutli
h s
hwä
herwaren, zeigten ein kurzwellig vers
hobenes Maximum bei 526 nm (◻) bzw. langwellig vers
hobe-



3 Ergebnisse 109nes auf 536 nm. Der Berei
h in den Zellen, in denen die Spektren aufgenommen wurden, war imVerglei
h zur umgebenden Zelle bzw. dem Zellkern stärker �uoreszent und deutli
h abgrenzbar,aber in seiner Struktur unau�ällig. Au
h bei den Spektren, die in den Nukleoli aufgenommenwurden, war eine lei
hte Zunahme der Fluoreszenzintensität im Berei
h von 560 nm bis 580 nmzu beoba
hten, bevor die Fluoreszenzintensität gegen ein Minimum sank (s. Pfeil in Abbildung3.32(d)).3.1.8.3 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF na
hNi3S2-InkubationSpektren, die in Ni3S2-behandelten Zellen aufgenommen wurden, variierten in den jeweiligenZellkompartimenten kaum. So zeigte si
h zunä
hst bei Spektren aus dem Zytosol (s. Abbildung3.33(a)), dass die Maxima der Fluoreszenzspektren in Ni3S2-behandelten Fibroblasten im Ver-glei
h zu den Kontrollen in Zellen (s
hwarze) nahezu identis
h waren (s. Abbildung 3.33(a)) undau
h mit dem Maximum im Newport Green DCF-Spektrum in BME-Medium übereinstimmten(s. Abbildung 3.29). Die Spektren sowie das resultierende Mittelwertspektrum (in Abbildung3.33(a) orange) zeigten die zuvor bereits bes
hriebene Erhöhung der Fluoreszenzintensität imBerei
h von 560 nm bis 580 nm.Im Zellkern aufgenommene Spektren (s. Abbildung 3.33(b)) bildeten eine S
hulter bei 560 nmbis 580 nm aus, die zumeist jedo
h nur s
hwa
h war. Ledigli
h das Spektrum, das mit ◯ ge-kennzei
hnet wurde, zeigte im Verlauf eine stärker ausgeprägte S
hulter in diesem Wellenlängen-berei
h (s. Pfeil in Abbildung 3.33(b)). Die Maxima der Newport Green DCF-Spektren in denZellkernen der Zellen, die mit Ni3S2 inkubiert wurden (in Abbildung 3.33(b) hellblau), sowie dieKontrollspektren (s
hwarz) und das dur
hs
hnittli
he Spektrum (orange), waren in ihrem Verlauf
harakteristis
h für das Newport Green DCF-Spektrum und wiesen ein identis
hes Maximum bei534 nm auf (s. Abbildung 3.33(b)).Die Spektren in Abbildung 3.33(
), die im Berei
h des ER Ni3S2-behandelter Zellen aufgenom-men wurden, bildeten groÿteils ein Maximum bei 533 nm aus. Mit einem Maximum bei 534 nmwaren andere Spektren minimal vers
hoben und zeigten einen identis
hen Verlauf (◯). Ledigli
hdas Spektrum mit der Kennzei
hnung ◻ bildete na
h Glättung ein Maximum bei 531 nm undeine etwas deutli
here S
hulter bei 580 nm im Verglei
h zu den anderen Spektren in dieserAbbildung.
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(a) Zytosol (b) Zellkern

(
) ERAbbildung 3.33: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-Fibroblasten na
h deren Inkubation mit Ni3S2. λ-S
an von Ni3S2-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten na
h Newport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8W U-V-I, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 500 nm bis 700 nm, Blenden-dur
hmesser: 127 µm (1 Airy). Die Fibroblasten wurden für 24 h Ni3S2 mit einer Konzentration von 500 µM imBME-Medium inkubiert. Na
h der Zugabe des Fluoreszenzfarbsto�es Newport Green DCF (60 min, 7 µg/ml)wurden Fluoreszenzspektren in vers
hiedenen Berei
hen der Zellen aufgenommen. (a) Zytosol; (b) Zellkern; (
)ER. Ein Spektrum aus den Mittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orange dargestellt; ein Kontrollspektrumaus unbehandelten Fibroblasten mit Newport Green DCF ist s
hwarz dargestellt.3.1.8.4 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF na
hCoCl2-InkubationDie letzte Verbindung, deren Ein�uss auf die Newport Green DCF-Spektren untersu
ht wurde,war CoCl2. Die Fluoreszenzspektren im Zytosol (s. Abbildung 3.34(a)) der CoCl2-behandeltenZellen bildeten Maxima bei 533 nm bzw. 534 nm aus und waren dem Kontrollspektrum in Zellen(s
hwarz) ähnli
h. In den Spektren na
h CoCl2-Zugabe waren ledigli
h s
hwa
he S
hultern zuerkennen. Im Verglei
h zu den Kontrollspektren von Newport Green DCF in BME-Medium (s.



3 Ergebnisse 111Abbildung 3.29) waren die Maxima minimal um 1 nm bis 2 nm in den längeren Wellenlängenbe-rei
h von 532 nm auf 533 nm bzw. 534 nm vers
hoben. Alle Spektren zeigten untereinander einensehr ähnli
hen Verlauf mit geringen Fluoreszenzintensitäten, die im Berei
h der Kontrollspektrenin unbehandelten Zellen lagen.

(a) Zytosol (b) Zellkern

(
) ERAbbildung 3.34: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-Fibroblasten na
h deren Inkubation mit CoCl2. λ-S
an von CoCl2-behandelten Fibroblasten na
hNewport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungs-wellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 500 nm bis 700 nm, Blendendur
hmesser: 127 µm(1 Airy). Die Fibroblasten wurden für 24 h CoCl2 mit einer Konzentration von 500 µM im BME-Medium inku-biert. Na
h der Zugabe des Fluoreszenzfarbsto�es Newport Green DCF (60 min, 7 µg/ml) wurden Spektren invers
hiedenen Berei
hen der Fibroblasten aufgenommen. (a) Zytosol; (b) Zellkern; (
) ER. Ein Spektrum aus denMittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orange dargestellt; ein Kontrollspektrum aus unbehandelten Zellenmit Newport Green DCF ist s
hwarz dargestellt.Spektren von Newport Green DCF, die na
h CoCl2-Inkubation im Zellkern dieser Fibroblastenaufgenommen wurden (s. Abbildung 3.34(b)), stimmten im Verlauf mit dem Kontrollspektrumin den Zellen (s
hwarz) und den beiden Kontrollspektren in BME-Medium (s. Abbildung 3.29)überein. Sie zeigten Maxima bei 532 nm oder 534 nm. In BME-Medium lagen die Maxima



3 Ergebnisse 112bei 532 nm. Das Kontrollspektrum in unbehandelten Zellen (s
hwarz) zeigte ein Maximum bei534 nm. Ein Spektrum zeigte in einem Berei
h von 
a. 560 nm bis 590 nm eine lei
hte Erhöhungder Fluoreszenzintensität (s. Pfeil in Abbildung 3.34(b)), die bereits zuvor bei Fluoreszenzspek-tren anderer Metallverbindungen beoba
htet werden konnte. Da die Spektren aus dem ZellkernCoCl2-behandelter Fibroblasten untereinander ähnli
h waren, war das Spektrum aus den Mittel-werten (orange) im Verlauf und Lage der Maxima allen Spektren glei
h.Bei der Beoba
htung der Spektren aus dem ER (s. Abbildung 3.34(
)) �el auf, dass die Fluo-reszenzspektren von Newport Green DCF na
h CoCl2-Zugabe ein Maximum bei 533 nm bzw.535 nm ausbildeten, das im Verglei
h zur Kontrolle in BME-Medium mit einem Maximum bei532 nm (s. Abbildung 3.29 s
hwarz) lei
ht längerwellig vers
hoben war. Au
h im Berei
h desER zeigten die Spektren im Wellenlängenberei
h zwis
hen 570 nm und 590 nm ebenfalls eineS
hulter (s. Pfeil in Abbildung 3.34(
)).S
hlussfolgerung:Insgesamt zeigten die Spektren bei allen getesteten Verbindungen einen sehr ähnli
hen Verlaufund die Maxima lagen in einem engen Berei
h zwis
hen 532 nm und 535 nm. Spektren, die einendazu abwei
henden Verlauf zeigten, traten ni
ht gehäuft bei einer bestimmten Verbindung odereinem Zellareal auf. Ein Verglei
h der Spektren aus den jeweiligen Kompartimenten der einzel-nen Metallverbindungen zeigte keine signi�kanten Unters
hiede zwis
hen den Kompartimentender glei
hen Metallverbindung. Vergli
h man die Spektren der vers
hiedenen Metallverbindun-gen untereinander, konnte man ebenfalls keine signi�kanten Unters
hiede zwis
hen den Speziesfeststellen. In jeder Gruppe waren Spektren zu beoba
hten, die in ihrem Verlauf geringe Unter-s
hiede zu anderen Zellen zeigten, do
h 
harakteristis
he Veränderungen dur
h eine bestimmteSpezies oder ein bestimmtes Kompartiment wurden ni
ht festgestellt.3.2 Ni
kel- und Cobaltdetektion in P�anzenzellen vonCatharanthus roseusNi
kel und Cobalt sind für P�anzen essentielle Metalle (Linsmaier und Skoog, 1965). Trotzdemkann es dur
h erhöhte Konzentrationen von essentiellen Metallen im Boden, denen P�anzendirekt ausgesetzt sind, zu einer erhöhten Aufnahme in die P�anzen kommen, die den Metabolis-mus negativ beein�ussen und toxis
he Auswirkungen zeigen kann. Die Inkubation von P�anzen-suspensionszellen mit vier vers
hiedenen Metallverbindungen sollte Hinweise auf die Aufnahmeund Spei
herung von essentiellen Metallverbindungen in P�anzenzellen liefern. Catharanthus ro-seus diente dabei als Testorganismus. In das LS-Medium wurden die Metallverbindungen NiCl2,NiSO4, Ni3S2 und CoCl2 mit einer Endkonzentration von 100 µM zugegeben. Na
h einer de�-



3 Ergebnisse 113nierten Inkubationszeit zwis
hen 24 h und 120 h wurde jeweils in 24 h-Abständen ein Teil derZellen entnommen, mit PBS gespült und ans
hlieÿend mit dem optis
hen Ni(II)- und Co(II)-Sensor Newport Green DCF versetzt, um Ni(II) und Co(II) in den Catharanthus roseus-Zellenzu detektieren.3.2.1 Eigen�uoreszenz der P�anzenzellen von CatharanthusroseusUm au
h in den P�anzenzellen eine störende Eigen�uoreszenz der Zellen auss
hlieÿen zu können,wurde zunä
hst, wie bei den Fibroblasten, die Eigen�uoreszenz der P�anzenzellen untersu
ht.Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension unter dem CLSM mit dem Argonlaser (488 nm)angeregt. In Abbildung 3.35(a) ist die Eigen�uoreszenz der Catharanthus roseus-Zellen in einemWellenlängenberei
h zwis
hen 510 nm und 590 nm und von 649 nm bis 670 nm, also einemWellenlängenberei
h, der den Emissionsberei
h von Newport Green DCF beinhaltet, aufgezeigt.Es zeigte si
h, dass in diesem Wellenlängenberei
h zwis
hen 510 nm und 590 nm ledigli
hs
hwa
he und di�use Fluoreszenz in begrenzten Arealen in den Zellen existierte. Diese Arealekonnten anhand von Transmissionsaufnahmen den Zellkernen zugeordnet werden (s. Abbildung3.35(b)). In den anderen Kompartimenten wie dem Zytosol, der Vakuole oder der Zellwand,war keine Fluoreszenz in diesem Wellenlängenberei
h na
h Anregung mit dem Argonlaser zubeoba
hten. Wurde der Detektionsberei
h auf 649 nm bis 702 nm eingegrenzt, wurden stark�uoreszierende Berei
he in der Nähe der Zellwand si
htbar. Bei diesen stark �uoreszierendenBerei
hen handelte es si
h um Chloroplasten, deren Chlorophyll-a und Chlorophyll-b Li
ht ineinem Spektralberei
h von 400 nm bis 500 nm absorbierten und ihre Energie in einem längerenWellenlängenberei
h wieder abgaben. Dur
h die Vakuole, die einen Groÿteil des Zellvolumenseinnahm, wurden die Chloroplasten an den Rand des Zytosols gedrängt. Da die Fluoreszenz vonNewport Green DCF in einem Wellenlängenberei
h von 510 nm bis 590 nm detektiert wurde,störte folgli
h die Fluoreszenz der Chloroplasten ni
ht die Detektion von Newport Green DCF.Die geringe Eigen�uoreszenz der Zellen und deren Kompartimente konnte also bei der Detektionvon Newport Green DCF verna
hlässigt werden.Wurden unbehandelte P�anzenzellen von Catharanthus roseus mit Newport Green DCF ver-setzt, war eine homogene, aber sehr s
hwa
he Fluoreszenz innerhalb der Zellen zu erkennen(s. Abbildung 3.36). Bis auf den Zellkern, der geringfügig höhere Fluoreszenz als das Zytosolzeigte, traten keine besonderen Berei
he in der Zelle mit erhöhter Fluoreszenzintensität hervorund somit konnte au
h die geringe Eigen�uoreszenz von Newport Green DCF bei der Detektionvon Ni(II) und Co(II) in den P�anzenzellen dur
h diesen Sensor verna
hlässigt werden.



3 Ergebnisse 114

(a) Fluoreszenzmodus 510 nm bis590 nm (b) Transmissionsmodus (
) Fluoreszenzmodus 649 nm bis702 nmAbbildung 3.35: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseusP�anzenzellen. Die Eigen�uoreszenz von Catharanthus roseus-Suspensionszellen wurde mit dem CLSM Lei-
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS detektiert; Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser.(a) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage:609 V, Kantenlänge: 76 µm; (b) Mikroskopis
he Aufnahme einer P�anzenzelle im Transmissionsmodus, Kanten-länge: 76 µm; (
) Laser: (33 %), Emissionsdetektionsberei
h: 649 nm bis 702 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm(4,48 Airy), PMT-voltage: 830 V, Kantenlänge: 238 µm. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand.

Abbildung 3.36: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-P�anzenzellen na
h Newport Green DCF-Zugabe. Detektion von Newport Green DCF in unbe-handelten Catharanthus roseus-P�anzenzellen mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2W CORR CS; Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 543 nm,Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 500 V, Kantenlänge: 238 µm.3.2.2 Ein�uss unters
hiedli
her Inkubationszeiten von Ni
kel- undCobaltverbindungen auf die Fluoreszenzintensität vonNewport Green DCF und dessen LokalisationNi
kel stellt für viele P�anzen ein essentielles Spurenelement dar. Im Boden wird es aus vers
hie-denen Verbindungen gelöst und kann über die Wurzeln in die P�anzen aufgenommen werden.



3 Ergebnisse 115Spurenelemente können jedo
h dur
h unnatürli
h hohe Konzentrationen der Verbindungen imBoden vermehrt aufgenommen werden, was in zu hohen intrazellulären Metallkonzentrationenresultiert, die für einen Metabolismus toxis
he Auswirkungen haben können. Eine überhöhte in-trazelluläre Ni
kelkonzentration kann für P�anzen, die ni
ht an hohe Ni
kelkonzentrationen an-gepasst sind, toxis
h sein. Für die Versu
he wurden 100 µM der Metallverbindungen eingesetzt,um eine unnatürli
h hohe Metallkonzentration zu testen, die das Überleben der P�anzenzellenüber längere Zeiten erlaubte.3.2.2.1 Aufnahme von Ni
kel in P�anzenzellen von Catharanthusroseus während NiCl2-ExpositionUm die Aufnahme von Ni
kel und die Abhängigkeit der Aufnahme von der Expositionszeit mit derlösli
hen Ni
kelverbindung NiCl2 in P�anzenzellen zu beoba
hten und Ni
kel in P�anzenzellen zulokalisieren, wurden Catharanthus roseus-Zellen in Suspension mit 100 µM NiCl2 in LS-Mediumfür 120 h inkubiert. Alle 24 h wurden Aliquots entnommen und die Zellen mit Newport GreenDCF inkubiert, um Ni(II) zu markieren. Mit dem CLSM wurde die Fluoreszenz des optis
henSensors Newport Green DCF detektiert.Bei den in Abbildung 3.37(a) gezeigten Zellen, die 24 h mit NiCl2 inkubiert wurden, erkannteman bereits na
h 24 h deutli
he Fluoreszenz in der gesamten Zelle und starke Fluoreszenz imZellkern in nahezu allen untersu
hten Zellen. Die Fluoreszenzintensität im Zellkern war in einempunktförmigen Berei
h no
h höher (s. Markierung ZK in Abbildung 3.37(a)). Am Zellrand konn-ten amorphe Strukturen beoba
htet werden (s. Markierung 2 in Abbildung 3.37(a)), die si
h vonder homogenen Fluoreszenz im Zellinneren dur
h stärkere Fluoreszenzintensitäten abhoben. Inder mikroskopis
hen Aufnahme in Abbildung 3.37(a) erkannte man ebenfalls, dass si
h auÿerhalbdes Berei
hes, der die amorphen, �uoreszierenden Strukturen beinhaltete, ein s
hmaler Berei
hohne Fluoreszenz befand, der na
h auÿen hin wiederum von einer �uoreszierenden Linie begrenztwurde (s. Markierung 1 in Abbildung 3.37(a)).Au
h na
h 48 h Inkubation mit 100 µM NiCl2 wurde eine deutli
he und starke Fluoreszenz vonNewport Green DCF im Zellkern si
htbar, die die Lokalisation von Ni(II) zeigte. Die Fluores-zenzintensität s
hien na
h 48 h Inkubation mit 100 µM NiCl2 ni
ht stärker zu sein als na
h 24 h.Der Zellkern war au
h in diesen Zellen am äuÿeren Rand der Zelle lokalisiert und dur
h starkeFluoreszenz si
htbar (s. Abbildung 3.37(b)). Am Zellrand detektierte man wie in den Zellen,die 24 h mit NiCl2 inkubiert wurden, deutli
h kleinere, amorphe, �uoreszierende Strukturen, dieden inneren Rand der Zelle abgrenzten und si
h klar von der homogenen Fluoreszenz im Zytosolbzw. der Vakuole mit starker Fluoreszenz abhoben (s. Abbildung 3.37(b)).



3 Ergebnisse 116Die Inkubation mit NiCl2 für 72 h führte in einigen P�anzenzellen zu einer lei
hten Erhöhung derFluoreszenzintensität. Deutli
h war hier wiederum der Zellkern (s. Markierung ZK in Abbildung3.37(
)), sowie die amorphen Strukturen am Rand des Zytosols mit starker Fluoreszenz zu sehen(s. Abbildung 3.37(
)). Im Zytoplasma war ebenfalls Fluoreszenz zu beoba
hten, die geringer alsim Zellkern war. In Abbildung 3.37(
) konnte man ebenfalls erkennen, dass si
h zwis
hen einer�uoreszierenden Linie am äuÿeren Zellrand und dem Zytosol ein ni
ht �uoreszierender Berei
hbildete (s. Markierung 1 in Abbildung 3.37(
)).

(a) 24 h (b) 48 h (
) 72 h

(d) 96 h (e) 120 hAbbildung 3.37: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-Zellen na
h Inkubation mit 100 µM NiCl2. Markierung von Ni(II) mit 1 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm(4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenlänge: 76 µm; (b) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm,Blendendur
hmesser: 600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 548 V, Kantenlänge: 238 µm; (
) Emissionsdetekti-onsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenlänge:77 µm; (d) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 552 V, Kantenlänge: 238 µm; (e) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser:600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenlänge: 78 µm; ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand,1=ni
ht �uoreszierender Zwis
henraum im Berei
h der Zellwand, 2=amorphe, �uoreszierende Strukturen.



3 Ergebnisse 117Das glei
he Fluoreszenzmuster wie zuvor bes
hrieben, war au
h na
h 96 h Inkubation der Catha-ranthus roseus-Zellen mit NiCl2 zu beoba
hten: ein �uoreszierendes Zytoplasma, �uoreszierendeamorphe Strukturen, die si
h am Zellrand befanden, und ein �uoreszierender Zellkern (s. Abbil-dung 3.37(d)) mit einem stärker �uoreszierenden, punktförmigen Berei
h (s. Abbildung 3.37(d)),der si
h deutli
h von den umgebenden Strukturen in seiner Intensität unters
hied. Eine Verän-derung in der Fluoreszenzintensität oder der Lokalisation des Sensors Newport Green DCF unddamit von Ni(II) war ni
ht zu beoba
hten.Die Abbildung 3.37(e) zeigte P�anzenzellen von Catharanthus roseus, die 120 h mit NiCl2inkubiert wurden. Die zwei Zellen, die nebeneinander lagen, lieÿen wie zuvor jeweils deutli
h denZellkern mit einem Berei
h erhöhter Fluoreszenz erkennen, sowie Berei
he in den P�anzenzellen,die eine etwas höhere Fluoreszenzintensität im Verglei
h zum Zytosol und der Vakuole aufwiesen,aber keine klare Struktur ausbildeten. Au
h am äuÿeren Rand dieser Zellen im Berei
h derZellwand konnte man erkennen, dass es einen ni
ht �uoreszierenden Streifen in den Zellen gabund die Zellwand starke Fluoreszenz aufwies (s. Markierung 1 in Abbildung 3.37(e)). Dur
h diese�uoreszierende Linie am Zellrand und ein homogen �uoreszierendes Zytosol entstand ein Berei
hohne Fluoreszenz.3.2.2.2 Aufnahme von Ni
kel in P�anzenzellen von Catharanthusroseus während NiSO4-ExpositionNiSO4 war wie NiCl2 eine wasserlösli
he Ni
kelverbindung, in der Ni
kel zweiwertig vorliegt. DieP�anzenzellen wurden mit 100 µM NiSO4 in LS-Medium für 24 h bis 120 h inkubiert, um dieAufnahme und Lokalisation von Ni
kel in den P�anzenzellen in 24 h-Intervallen zu beoba
hten.Die erste Probe der Zellkultur wurde na
h 24 h entnommen, mit Newport Green DCF inkubiertund mit dem CLSM untersu
ht (s. Abbildung 3.38(a)). In den CLSM-Aufnahmen war deutli
hFluoreszenz in den Zellen zu detektieren, was auf eine Aufnahme des Ni
kels in die Zellen und dieDetektion mit dem Farbsto� Newport Green DCF hinwies. Am Zellrand häuften si
h wie zuvorbei den NiCl2-behandelten Zellen �uoreszierende, amorphe Strukturen an (s. Markierung 1 inAbbildung 3.38(a)). Sehr deutli
h war au
h der �uoreszierende Zellkern mit einem punktförmigenBerei
h stärkerer Fluoreszenzintensität zu erkennen (s. Markierung ZK in Abbildung 3.38(a)).Am Rand der linken Zelle in Abbildung 3.38(a) war ein ni
ht �uoreszierender Raum zwis
hendem �uoreszierenden Zytosol und dem �uoreszierenden Zellrand si
htbar (s. Markierung 2 inAbbildung 3.38(a)), der kein Ni(II) enthielt.Na
h 48 h Inkubationszeit war ebenfalls Fluoreszenz in ähnli
hen Zellberei
hen zu beoba
hten,wie in den Zellen mit 100 µM NiSO4 na
h 24 h Inkubation. Der Zellkern �uoreszierte stark,am Zellrand waren kleinere, amorphe, �uoreszierende Strukturen lokalisiert und das Zytosol



3 Ergebnisse 118bzw. die Vakuolen enthielten den Farbsto� Newport Green DCF, dessen Fluoreszenzintensitätdur
h die Anwesenheit von Ni(II) verstärkt wurde (s. Abbildung 3.38(b)). Einige Zellen zeigtenminimale Fluoreszenz im Zytoplasma, jedo
h stärkere Fluoreszenz im Berei
h der Zellwand (s.Markierung ZW in Abbildung 3.38(b)). Eine deutli
he Erhöhung der Fluoreszenzintensität inden Zellen allgemein war optis
h ni
ht zu verzei
hnen.

(a) 24 h (b) 48 h (
) 72 h

(d) 96 h (e) 120 hAbbildung 3.38: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-Zellen na
h Inkubation mit 100 µM NiSO4. Markierung von Ni(II) mit 1 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 543 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM(2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge: 238 µm; (b) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 549 nm,Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 553 V, Kantenlänge: 238 µm; (
) Emissionsdetekti-onsberei
h: 509 nm bis 552 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge:238 µm; (d) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 550 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 600 V, Kantenlänge: 238 µm; (e) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 562 nm, Blendendur
hmesser:300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 603 V, Kantenlänge: 238 µm. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand,1=amorphe, �uoreszierende Strukturen, 2=ni
ht �uoreszierender Zwis
henraum im Berei
h der Zellwand.



3 Ergebnisse 119Na
h 72 h Inkubation mit 100 µM NiSO4 (s. Abbildung 3.38(
)) zeigte si
h in den Catharanthusroseus-Zellen eine etwas höhere Fluoreszenzintensität als zuvor in Zellen na
h 24 h bzw. 48 hInkubation. Die Zellkerne waren nahezu in allen Zellen dur
h stärkere Fluoreszenz im Verglei
hzur homogenen Fluoreszenz im umgebenden Zytoplasma erkennbar (s. Markierung ZK in Ab-bildung 3.38(
)). Dur
htrennt wurde die homogene Fluoreszenz von am Zellrand be�ndli
henamorphen, �uoreszierenden Strukturen, die bereits erwähnt wurden. In wenigen Zellen konntekeine Fluoreszenz im Zytoplasma detektiert werden, wohl aber im Berei
h der Zellwand.Na
h 96 h (s. Abbildung 3.38(d)) und 120 h (s. Abbildung 3.38(e)) NiSO4-Exposition warder überwiegende Teil der Zellen homogen mit Fluoreszenz erfüllt. An den �uoreszierendenStrukturen hatte si
h im Verglei
h zu kürzeren Inkubationszeiten mit 100 µM NiSO4 ni
htsgeändert. Der Zellkern war der am stärksten �uoreszierende Berei
h in den Zellen und teilweisekonnten am Zellrand amorphe, �uoreszierende Strukturen beoba
htet werden.3.2.2.3 Aufnahme von Ni
kel in P�anzenzellen von Catharanthusroseus während Ni3S2-ExpositionAls Verglei
h zu der Aufnahme wasserlösli
her Ni
kelverbindungen in P�anzenzellen wurde dieNi
kelaufnahme einer wasserunlösli
hen Ni
kelverbindung am Beispiel von Ni3S2 getestet. DieInkubationsbedingungen und die Ni(II)-Markierung mit Newport Green DCF erfolgten na
h denglei
hen Methoden wie bei den wasserlösli
hen Ni
kelverbindungen. In Abbildung 3.39(a) sinddie CLSM-Aufnahmen der Zellen dargestellt, die 24 h mit Ni3S2 inkubiert wurden. Na
h dieserZeit wurde in den kompletten Zellen Fluoreszenz detektiert, do
h die Fluoreszenzintensität waretwas s
hwä
her als bei den zuvor gezeigten Zellen na
h der Inkubation mit den wasserlösli
henNi
kelverbindungen NiCl2 und NiSO4 (s. Abbildung 3.37 und 3.38). Di�us erkannte man stärker�uoreszierende Strukturen am Zellrand bzw. in Zellkernnähe (s. Markierung 1 in Abbildung3.39(a)), der selbst ledigli
h s
hwa
h und nur in wenigen Zellen dur
h sein Fluoreszenz erkennbarwar.Längere Inkubationszeiten der P�anzenzellen mit 100 µM Ni3S2 von 48 h bis 120 h (s. Abbildung3.39(b) bis 3.39(e)) zeigten nur lei
hte Erhöhungen der Fluoreszenzintensitäten von NewportGreen DCF und damit nur eine geringe Erhöhung der Ni
kelkonzentration in den P�anzenzellen.Alle Zellen zeigten homogene, wenn au
h s
hwa
he Fluoreszenz im Zytosol. Teilweise konnte mandie etwas stärker �uoreszierenden, amorphen Strukturen (s. Markierung 1 in Abbildung 3.39(b))sowie �uoreszierende Zellkerne (s. Markierung ZK in Abbildung 3.39(d)) in der Zelle beoba
hten.In einem Teil der Zellen waren na
h 72 h Ni3S2-Inkubation �uoreszierende Zellwände wie beiden wasserlösli
hen Ni
kelverbindungen zu erkennen, die einen ni
ht �uoreszierenden Berei
hauÿerhalb des �uoreszierenden Zytoplasmas begrenzten (s. Abbildung 3.39(
)).



3 Ergebnisse 120

(a) 24 h (b) 48 h (
) 72 h

(d) 96 h (e) 120 hAbbildung 3.39: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-Zellen na
h Inkubation mit 100 µM Ni3S2. Markierung von Ni(II) mit 1 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 543 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM(2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge: 238 µm; (b) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 549 nm,Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 603 V, Kantenlänge: 141 µm; (
) Emissionsdetekti-onsberei
h: 510 nm bis 561 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 680 V, Kantenlänge:238 µm; (d) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 550 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 604 V, Kantenlänge: 238 µm; (e) Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 562 nm, Blendendur
hmesser:300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge: 238 µm. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand,1=amorphe, �uoreszierende Strukturen, 2=ni
ht �uoreszierender Zwis
henraum im Berei
h der Zellwand.3.2.2.4 Aufnahme von Cobalt in P�anzenzellen von Catharanthusroseus während CoCl2-ExpositionEine vierte Verbindung, die den P�anzenzellen zugegeben wurde, war CoCl2. CoCl2 ist wieNiCl2 eine wasserlösli
he Verbindung, bei der die divalenten Kationen über Transporter in Zel-len aufgenommen werden. Cobalt ist für P�anzen ein essentielles Spurenelement, aber au
h dieCobaltakkumulation in Zellen kann toxis
he Auswirkungen haben. Um die Aufnahme und Loka-lisation des Cobalts in den Zellen zu beoba
hten, wurden die Catharanthus roseus-Zellen über



3 Ergebnisse 121einen Zeitraum von 24 h bis 120 h mit 100 µM CoCl2 inkubiert. In 24 h-Intervallen wurde wiezuvor bei Ni
kel ein Teil der Zellkultur entnommen, Cobalt mit Newport Green DCF markiertund die Lokalisation des Cobalts dur
h die Detektion des Newport Green DCF mittels CLSMbestimmt (s. Abs
hnitt 2.4.2).In Abbildung 3.40(a) ist zu sehen, dass bereits na
h 24 h Inkubation mit 100 µM CoCl2 Fluores-zenz in den Zellen detektierbar war. Die Fluoreszenz war im Zellinneren weitestgehend homogen,wobei vereinzelt am Zellrand kleine amorphen Strukturen mit stärkerer Fluoreszenz erkennbarwaren. In einigen Zellen war zudem der Zellkern (s. Markierungen ZK in Abbildung 3.40(a))sowie die Zellwand �uoreszent (s. Markierungen ZW in Abbildung 3.40(a)). Die Intensität derFluoreszenz war bereits na
h 24 h etwas höher als in Zellen, die mit Ni
kelverbindungen inkubiertwurden.Eine starke Fluoreszenz im Berei
h der Zellwand war ebenfalls 48 h na
h der CoCl2-Zugabe zubeoba
hten und s
hien no
h stärker als bei den Zellen na
h 24 h Inkubation zu sein (s. Markie-rung ZW in Abbildung 3.40(b)). Weniger stark, aber homogen �uoreszent war das Zytoplasma,wobei man kaum die �uoreszierenden amorphen Strukturen sowie �uoreszierende Zellkerne be-oba
hten konnte.Na
h 72 h Inkubation der P�anzenzellen mit 100 µM CoCl2 (s. Abbildung 3.40(
)) sah manden linienförmig �uoreszierenden Berei
h an der Zellwand ni
ht so stark ausgeprägt, dafür warendie Vakuolen im Zytosol deutli
h dur
h ihre starke Fluoreszenz si
htbar (s. Markierung Va inAbbildung 3.40(
)). Dur
h das geringere Volumen der Vakuolen war das Zytosol mit seinenBestandteilen ni
ht so weit an den Zellrand gedrängt, sodass kleine amorphe Strukturen, dieeine hohe Fluoreszenzintensität besaÿen, besser si
htbar wurden (s. Markierung in Abbildung3.40(
)). In den anderen Zellen (s. Abbildung 3.40(a), 3.40(b), 3.40(d) und 3.40(e)) konnteman die Vakuolen ni
ht so detailliert beoba
hten, dafür aber die �uoreszierenden Zellkerne.Eine Steigerung der Inkubationszeit auf 96 h und 120 h veränderte kaum die Fluoreszenzintensitätder Zellen. Das Zytosol bzw. die Vakuolen zeigten wie zuvor bei 24 h bis 72 h eine homogeneFluoreszenz. An den Rand der Zelle gedrü
kt erkannte man dur
h Fluoreszenz die amorphenStrukturen (s. Markierung 1 in Abbildung 3.40(e)) und die Zellkerne (s. Markierung ZK inAbbildung 3.40(d)). In der Abbildung 3.40(d) deutli
h si
htbar war zudem die Fluoreszenz derZellwand und/oder Membran mit einem ni
ht �uoreszierenden Zwis
henraum (s. Markierung 2in Abbildung 3.40(d)).
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(a) 24 h (b) 48 h (
) 72 h

(d) 96 h (e) 120 hAbbildung 3.40: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-Zellen na
h Inkubation mit 100 µM CoCl2. Markierung von Co(II) mit 1 µg/ml Newport GreenDCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-lenlänge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm(4,48 Airy), PMT-voltage: 555 V, Kantenlänge: 238 µm; (b) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm,Blendendur
hmesser: 600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 552 V, Kantenlänge: 238 µm; (
) Emissionsdetekti-onsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenlänge:104 µm; (d) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser: 600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 553 V, Kantenlänge: 108 µm; (e) Emissionsdetektionsberei
h: 510 nm bis 590 nm, Blendendur
hmesser:600 µm (4,48 Airy), PMT-voltage: 550 V, Kantenlänge: 143 µm; ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, CS=Zytosol,ZW=Zellwand, Va=Vakuole, 1=amorphe, �uoreszierende Strukturen, 2=ni
ht �uoreszierender Zwis
henraumim Berei
h der Zellwand.Die Detektion des Fluoreszenzfarbsto�es Newport Green DCF in P�anzenzellen zeigte, dassder Farbsto� in die P�anzenzellen aufgenommen wurde und na
h der Zugabe von Ni
kel- undCobaltverbindungen in das LS-Medium in den Zellen in seiner Fluoreszenzintensität im Verglei
hzu den unbehandelten Zellen verstärkt wurde. Bereits na
h 24 h Inkubation der P�anzenzellenmit Ni
kel- und Cobaltverbindungen wurden die Kationen in die Zellen aufgenommen, die für dieVerstärkung der Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF verantwortli
h waren. Ni(II) undCo(II) wurden im Zytosol, der Vakuole, dem Zellkern und an amorphen Strukturen im Zytosol
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hgewiesen. Dabei konnte kein Unters
hied in der Lokalisation der Kationen in den Zellenzwis
hen den Inkubationszeiten oder den vers
hiedenen Metallverbindungen festgestellt werden.Eine deutli
he Steigerung der Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit der Inkubationszeit konnteebenfalls ni
ht beoba
htet werden.3.2.2.5 Aufnahme von Ni
kel in P�anzenzellen von Catharanthusroseus während kurzer Inkubationszeiten mit NiCl2Inkubationszeiten von 24 h bis 120 h der Catharanthus roseus-Zellen mit den Metallverbindungenund die ans
hlieÿende Markierung von Ni(II) und Co(II) mit dem optis
hen Sensor NewportGreen DCF resultierte in deutli
her Fluoreszenz in den Zellen, die eindeutig von der Fluoreszenzder unbehandelten Kontrollzellen na
h Zugabe von Newport Green DCF unters
hieden werdenkonnte. Die Verstärkung der Fluoreszenz des optis
hen Sensors lieÿ auf die Aufnahme von Ni(II)und Co(II) in die Zellen und deren intrazelluläre Kompartimente na
h mindestens 24 h s
hlieÿen.Die Ni(II)- und Co(II)-Detektion na
h kürzeren Inkubationszeiten von 1 h und 8 h wurde genutzt,um Hinweise zu bekommen, ob bereits na
h dieser Zeit Ni
kel und Cobalt in P�anzenzellen vonCatharanthus roseus aufgenommen wurden. Weiterhin wurde die Detektion von Newport GreenDCF und die zeitabhängige Änderung der Lokalisation der Metalle in der Zelle überprüft.Die Experimente mit kurzer Inkubationszeit wurden ledigli
h mit NiCl2 dur
hgeführt, da beiden zuvor bes
hriebenen Experimenten keine relevanten Unters
hiede in der Lokalisation undFluoreszenzintensität zwis
hen den Verbindungen zu beoba
hten waren und die Detektion vonNi(II) na
h NiCl2-Zugabe erfolgrei
h war. Die Entnahme der Proben und die Markierung desNi(II) in der Zelle dur
h Newport Green DCF erfolgte wie in Abs
hnitt 2.4.2 bes
hrieben. Au
hdie Detektion mit dem CLSM erfolgte unter identis
hen Bedingen wie bei den Langzeitexperi-menten. Die �uoreszenzmikroskopis
hen Aufnahmen der Zellen na
h 1 h und 8 h Inkubation mit100 µM NiCl2 sind in Abbildungen 3.41 gezeigt. Na
h einstündiger Inkubation der P�anzenzel-len mit NiCl2 und ans
hlieÿender Markierung des Ni(II) mit Newport Green DCF war bereitsFluoreszenz in den Zellen zu beoba
hten (s. Abbildung 3.41(a)). Dabei war jedo
h die Fluo-reszenzintensität im Zytosol und in der Vakuole gering. Am Zellrand waren s
hon na
h 1 h dieamorphen Strukturen (s. Markierung 1 in Abbildung 3.41(a)) dur
h starke Fluoreszenz si
ht-bar und deutli
h von der Fluoreszenz im Zellkern abgrenzbar (s. Markierung ZK in Abbildung3.41(a)). Die Markierung 2 in dieser Abbildung weist auf einen Berei
h der Zellwand hin, derstark �uoreszierte und zum Zellrand hin einen ni
ht �uoreszierenden Berei
h abgrenzte. Na
h in-nen wurde dieser Berei
h dur
h das Zytosol mit den stark �uoreszierenden amorphen Strukturenabgegrenzt.
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h a
htstündiger Inkubation der Catharanthus roseus-Zellen mit 100 µM NiCl2 war die Fluo-reszenzintensität im Zytosol und der Vakuole im Verglei
h zur einstündigen Inkubation mit NiCl2in einigen Zellen etwas gestiegen (s. Abbildung 3.41(b)). Na
h 8 h Inkubation s
hien si
h dieFluoreszenz von den Randberei
hen der Zelle mehr ins Zytosol bzw. die Vakuole auszuweiten,sodass die Fluoreszenzintensität dort höher war als na
h 1 h Inkubation (s. Abbildung 3.41(b)).Die Fluoreszenzintensitäten waren na
h 1 h und 8 h Inkubation mit NiCl2 überwiegend geringerim Verglei
h zu längeren Inkubationszeiten ab 24 h. Genauso deutli
h wie na
h 1 h Inkubationmit NiCl2 waren au
h in den Zellen na
h 8 h Inkubation die �uoreszierenden, amorphen Struk-turen am Zellrand zu erkennen (s. Markierung in Abbildung 3.41(a)), die zuvor bei den längerenInkubationszeiten bes
hrieben wurden. Ebenfalls deutli
h �uoreszierte der Zellkern, der au
h inZellen �uoreszierte, bei denen in den Vakuolen oder im Zytosol die Fluoreszenzintensität wenigerstark war (s. Markierung in Abbildung 3.41(b)). Eine Ni
kelaufnahme und die Lokalisation vonNi(II) in den Zellen na
h kurzen Inkubationszeiten von 1 h und 8 h konnte hiermit ebenfallsgezeigt werden.

(a) 1 h (b) 8 hAbbildung 3.41: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-Zellen na
h 1 h und 8 h Inkubation mit 100 µM NiCl2. Markierung von Ni(II) mit 1 µg/mlNewport Green DCF. Detektion mit dem CLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORRCS, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser. (a) Inkubationszeit: 1 h, Emissionsdetektionsberei
h: 510 nmbis 561 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy), PMT-voltage: 603 V, Kantenlänge: 80 µm; (b) Inku-bationszeit: 8 h, Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 543 nm, Blendendur
hmesser: 300 µM (2,24 Airy),PMT-voltage: 601 V, Kantenlänge: 238 µm. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, 1=amorphe, �uoreszierende Struk-turen, 2=ni
ht �uoreszierender Zwis
henraum im Berei
h der Zellwand.3.2.3 Zuordnung der Ni
kel- und Cobaltlokalisation dur
hNewport Green DCF zu ausgewählten ZellkompartimentenDie Lokalisation von Ni(II) und Co(II) in P�anzenzellen na
h deren Inkubation mit vers
hiedenenMetallverbindungen konnte dur
h den optis
hen Sensor Newport Green DCF mit dem CLSM be-



3 Ergebnisse 125stimmt werden. Eine Zuordnung der Fluoreszenz des Ni(II)- und Co(II)-komplexierenden NewportGreen DCF zu Kompartimenten oder Arealen von P�anzenzellen fand dur
h Fluoreszenzfarbstof-fe für bestimmte Zellkompartimente statt. Dur
h die Vakuolen, die bis zu 80 % des Zellvolumenseinnehmen konnten, war eine genaue Beoba
htung der Kompartimente ers
hwert und wenigerdeutli
h als bei den Fibroblasten. Die parallele Markierung von Ni(II) mit Newport Green DCFund von Nukleinsäuren mit SYTO 61 (s. Abbildung 3.42) unterstützten die Zuordnung zu denZellkernen und Mito
hondrien. Aufgrund der deutli
h unters
hiedli
hen Anregungsmaxima vonNewport Green DCF und SYTO 61 konnten die Farbsto�e parallel detektiert werden, ohne dasssi
h die Fluoreszenzen gegenseitig beein�ussten. Die �uoreszierenden amorphen Strukturen, diena
h Newport Green DCF-Zugabe si
htbar wurden, konnten dur
h SYTO 61 u.a. den Mito
hon-drien zugeordnet werden. Unter Berü
ksi
htigung von Transmissionsaufnahmen wurde das Bildder P�anzenzelle vervollständigt, sodass dur
h die Überlagerung der Fluoreszenzaufnahmen mitden Transmissionaufnahmen (s. Abbildung 3.42(
)) die Lokalisation von Newport Green DCFund damit Ni(II) und Co(II) bestätigt wurde.

(a) Newport Green DCF (b) SYTO 61 (
) MergeAbbildung 3.42: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-Zellen na
h Inkubation mit dem Nukleinsäure-spezi�s
hen Farbsto� SYTO 61.Parallele Markierung von Ni(II) mit Newport Green DCF und Nukleinsäuren mit SYTO 61. Detektion mit demCLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Blendendur
hmesser 300 µM (2,24 Airy),Kantenlänge 141 µm. (a) Detektion von Newport Green DCF na
h Inkubation der Zellen mit 100 µM Ni3S2(48 h) und ans
hlieÿender Inkubation mit Newport Green DCF (60 min, 1 µg/ml), Anregungswellenlänge:488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsberei
h: 509 nm bis 549 nm, PMT-voltage 603 V; (b) Detektion desNukleinsäure-spezi�s
hen Fluoreszenzfarbsto�es SYTO 61 (60 min, 10 µM), Anregungswellenlänge: 633 nmHe/Ne-Laser, Emissionsdetektionsberei
h: 659 nm bis 689 nm, PMT-voltage 599 V; (
) Merge der Abbildungen3.42(a) und 3.42(b). ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand, Mi=Mito
hondrien, 1=amorphe, �uores-zierende Strukturen.Die CLSM-Aufnahmen in Abbildung 3.42(a) und 3.42(b), sowie die Überlagerung der Aufnahmender Newport Green DCF-Fluoreszenz und der SYTO 61-Fluoreszenz mit der Transmissionsauf-nahme (s. Abbildung 3.42(
)) zeigten ni
ht, dass es in Ni
kel-behandelten Zellen Fluoreszenz in



3 Ergebnisse 126der Zellwand gab, die auf eine Ni
kelakkumulation hindeutete. In zuvor gezeigten Zellen konntejedo
h Newport Green DCF in der Zellwand beoba
htet werden. Ergänzend zur Nukleinsäure-markierung mit SYTO 61 wurde der lipophile Farbsto� Vybrant DiI verwendet, um hauptsä
hli
hMembranen in Zellen zu markieren. Dur
h diese Färbung wurde die Zytoplasmamembran und derTonoplast si
htbar (s. Abbildung 3.43(b)) mit dazwis
hen liegenden Zellkernen, Mito
hondrienund Chloroplasten. Dadur
h zeigte si
h, dass die Vakuolen nahezu das komplette Zellvolumenausnutzten und somit ein Groÿteil des Ni
kels in den Vakuolen lokalisiert war. Dur
h die Anre-gung der P�anzenzellen mit einem Argonlaser und die Detektion der Fluoreszenz in einem Berei
hzwis
hen 650 nm und 700 nm wurden die Chloroplasten si
htbar (s. Abbildung 3.43(a)), die kei-ne übereinstimmende Lokalisation mit Newport Green DCF aufwiesen und somit kein Ni(II) anStrukturen der Chloroplasten na
hwiesen.

(a) Eigen�uoreszenz (b) Vybrant DiI (
) MergeAbbildung 3.43: Fluoreszenzmikroskopis
he Aufnahmen von Catharanthus roseus-Zellen na
h Inkubation mit Vybrant DiI. Parallele Detektion von Zellkompartimenten mit demCLSM Lei
a TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Blendendur
hmesser 300 µM (2,24 Airy),Kantenlänge 101 µm. (a) Detektion der Chloroplasten, Anregungswellenlänge: 488 nm Argonlaser und 543 nmHe/Ne-Laser, Emissionsdetektionsberei
h: 648 nm bis 702 nm, PMT-voltage 742 V; (b) Detektion des Fluores-zenzfarbsto�es Vybrant DiI (30 min, 10 µM, Anregungswellenlänge: 543 nm He/Ne-Laser, Emissionsdetektions-berei
h: 557 nm bis 602 nm, PMT-voltage 665 V; (
) Merge der Abbildungen 3.43(a) und 3.43(b). ZK=Zellkern,ZW=Zellwand, Va=Vakuole, T=Tonoplast, Ch=Chloroplasten, Va=Vakuole, PM=Plasmamembran.
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Kapitel 4
Diskussion

Im Rahmen des Graduiertenkollegs 826 �Spurenanalytik von Elementspezies: Methodenentwi
k-lung und Anwendungen� sollte eine Methode entwi
kelt werden, mit deren Hilfe Informationenüber die Lokalisation und Speziation von Ni
kel und Cobalt in einzelnen lebenden Zellen mit ho-her lateraler Au�ösung gewonnen werden können. Als Modell für humane Zellen dienten humaneGingiva-Fibroblasten. Catharanthus roseus-Zellen wurden als Modell für P�anzen eingesetzt. DieZellen wurden mit vier Metallverbindungen (NiCl2, NiSO4, Ni3S2 und CoCl2) unter vers
hiede-nen Bedingungen inkubiert. Die Aufnahme und Lokalisation der Metalle wurde mit dem CLSMbeoba
htet. Eine detailliertere Bes
hreibung der Aufnahme und Lokalisation des Ni
kels als beiCosta et al. (2005) oder Ke et al. (2007), aber au
h des Cobalts war dabei angestrebt. Costaund Kollegen bes
hrieben, dass na
h 48 h bis 72 h der Groÿteil des Ni
kels in A549 Zellen na
hder Inkubation mit NiS im Zellkern lokalisiert war. Dagegen wurde der Hauptanteil des Ni
kelsna
h NiCl2-Zugabe in diesem Zeitraum im Zytoplasma detektiert. Ke und Kollegen bes
hriebenebenfalls die Lokalisation des Ni
kels ledigli
h im Zytoplasma und na
h 48 h im Zellkern. DieA549 Zellen waren dabei höheren Ni
kelkonzentrationen von >500 µM NiCl2 bzw. >0,5 µg/
m2Ni3S2 ausgesetzt, als in dieser Arbeit zur Detektion von Ni
kel in Fibroblasten verwendet wurden.Des Weiteren wurde die Mögli
hkeit untersu
ht, die Ni
kel- und Cobaltspezies und deren Kon-zentrationen in den einzelnen lebenden Zellen zu bestimmen. Ni
kel und Cobalt sind zum einenwi
htig für den Sto�we
hsel vers
hiedener Organismen, können jedo
h bei erhöhter Expositiongesundheitss
hädli
h sein.



4 Diskussion 1284.1 Auswahl der Methode zur optimalen Detektion von Ni
kelund Cobalt in einzelnen lebenden ZellenDie Detektion von Ni
kel und Cobalt in einzelnen lebenden Zellen sollte mit Hilfe der für dieAnalytik unübli
hen Methode, der konfokalen Lasermikroskopie, dur
hgeführt werden. Im Gegen-satz zu den übli
hen Methoden der 
hemis
hen Analytik wie der Massenspektrometrie, bei denenbulk-Material eingesetzt werden, konnten bei der CLSM einzelne lebende Zellen beoba
htet wer-den und glei
hzeitig wurde die Lokalisation der Metalle in der Zelle ermögli
ht. Des Weiterensollte mit der Detektion von Metallen in lebenden Zellen mit dem CLSM die Verglei
hbarkeitmit lebenden Organismen wie dem Mens
hen oder Nutzp�anzen erhöht werden.4.1.1 Sind Ni
kel und Cobalt in Zellen dur
h Eigen�uoreszenz derMetalle mit dem CLSM detektierbar?Für den Na
hweis der Elemente Ni
kel und Cobalt in den einzelnen lebenden Zellen wurdenzwei Ansätze der optis
hen Detektion verfolgt. Der erste beruhte auf dem direkten Na
hweisder Kationen oder ihrer Verbindungen dur
h deren Eigen�uoreszenz. Ausführli
h wurde ein sol-
her Na
hweis bereits für Cm(III) (Tits et al., 2003) und U(VI) (Meinrath, 1997; Baumannet al., 2005; Arnold et al., 2006) in Lösung oder an Mineralen gebunden bes
hrieben, wobeijeweils zwei vers
hiedene Spezies anhand ihrer Fluoreszenzspektren unters
hieden werden konn-ten. Bei beiden Elementen zeigten si
h dur
h TRLFS (time-rosolved laser-indu
ed �uores
en
espe
tros
opy) Fluoreszenzemission in einem Berei
h zwis
hen 595 nm und 630 nm mit einemPeak-Maximum bei 620 nm für Cm(III) bzw. Peak-Maxima bei 470 nm und 635 nm für U(VI).Do
h um diese Fluoreszenz zu aktivieren, waren Laser mit sehr hoher Energie (266 nm) und tiefeTemperaturen im Berei
h von -263 °C nötig, die eine Anwendung bei lebenden Zellen unmögli
hma
hten. Der Eintrag hoher Energien würde zudem die Eigen�uoreszenz der Zellen erhebli
hsteigern, da aromatis
he Aminosäuren wie Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin so-wie andere aromatis
he Verbindungen in den Zellen zu Fluoreszenz angeregt würden, die eineDetektion mögli
her s
hwa
her Fluoreszenzen von Metallen ers
hweren würde. Um diese E�ektezu minimieren und die Zellen geringst mögli
h zu s
hädigen, wurde untersu
ht, ob die in dieserArbeit eingesetzten Metallverbindungen eine Eigen�uoreszenz na
h Anregung mit vers
hiedenenLasern der Wellenlänge 633 nm, 654 nm und 488 nm aufweisen, die unter normalen Bedingun-gen eingesetzt werden können. Wie die Ergebnisse zeigten (s. Abbildung 3.1), war selbst beidem stärksten der getesteten Laser, dem Argonlaser mit 488 nm, keine Eigen�uoreszenz vonNi
kel- und Cobalterbindungen unter den gegebenen Bedingungen detektierbar. Ledigli
h eineRe�ektion des Laserli
hts wurde detektiert, sodass die Eigen�uoreszenz der S
hwermetalle zurDetektion in den Zellen ni
ht eingesetzt werden konnte.



4 Diskussion 1294.1.2 Der optis
he Sensor Newport Green DCF für den Na
hweisvon Ni
kel und CobaltDa ein Na
hweis der Metalle Ni
kel und Cobalt dur
h deren Eigen�uoreszenz ni
ht mögli
h war,musste eine Na
hweismethode verwendet werden, die indirekt die Metalle in den lebenden Zel-len dur
h Fluoreszenz detektieren konnte. Dazu eigneten si
h optis
he Sensoren, die spezi�s
hdiese Kationen komplexierten und dadur
h in ihrer Fluoreszenz verstärkt wurden. Quen
hing -Farbsto�e, die dur
h die Bindung ihrer target-Ionen mit Fluoreszenzlös
hung reagieren, warenfür diese Anwendung ungeeignet, da diese meist physiologis
he, divalente Kationen spezi�s
herbinden als Ni2+ oder Co2+. So �el die Wahl auf den optis
hen Sensor Newport Green DCF, derspezi�s
h Ni2+ und Co2+ bindet (Haugland, 2002). Eine Rezeptoreinheit bindet das target-Ionund gibt die Information an den Fluorophor weiter, der mit einer verstärkten Fluoreszenzintensi-tät in Abhängigkeit des komplexierten Ions reagiert. Ni2+ und Co2+ bewirken dabei die stärkstenFluoreszenzsteigerungen. Dieser optis
he Sensor Newport Green DCF wurde ebenfalls mit demArgonlaser (488 nm) angeregt, da sein Anregungsmaximum bei 505 nm und sein Emissions-maximum bei 535 nm liegt (Haugland, 2002). In der Literatur sind unters
hiedli
he NewportGreen DCF-Konzentrationen und Inkubationszeiten mit dem optis
hen Sensor zur Markierungvon Ni2+ bes
hrieben. Ingle et al. (2008) z.B. inkubierten isolierte Protoplasten von P�anzen-zellen 15 min na
h der Zugabe von 300 µM NiSO4 für 60 min bei RT mit 30 µM NewportGreen DCF. Eine deutli
he, homogene Fluoreszenz des Sensors dur
h die Bindung von Ni(II)war in den Vakuolen der Protoplasten zu beoba
hten. Ke et al. (2007) dagegen nutzten gerin-gere Konzentrationen von 7 µM Newport Green DCF und inkubierten A549-Zellen für 30 minbei 37 °C, um in den Adenokarzinomzellen aus humanem Lungen-Bron
hialepithel Ni
kel zudetektieren. In den A549-Zellen wurde Ni
kel dur
h Newport Green DCF im Zytoplasma und imZellkern na
h Inkubation der Zellen mit >500 µM des wasserlösli
hen NiCl2 bzw. 0,5 µg/
m2 deswasserunlösli
hen Ni3S2 detektiert (Ke et al., 2007). Detailliertere Informationen, die über dasZytoplasma und den Zellkern hinaus gehen, wurden ni
ht bes
hrieben. Eine Konzentration desoptis
hen Sensors Newport Green DCF von 7 µM rei
hte jedo
h aus, um Ni(II) na
h Inkubationder Zellen mit >500 µM der Ni
kelverbindungen in Medium zu detektieren. In der vorliegendenArbeit wurden deshalb ebenfalls 7 µg/ml Newport Green DCF für 60 min zur Detektion vonNi(II) und Co(II) eingesetzt. Glei
hzeitig sollte die längere Inkubationszeit mit Newport GreenDCF die Detektion geringerer Mengen Ni
kel ermögli
hen, ohne die Hintergrund�uoreszenz derZellen dur
h zu hohe Farbsto�konzentrationen zu erhöhen.



4 Diskussion 130Wie die Abbildungen 3.2 und 3.3 erkennen lieÿen, war die Hintergrund�uoreszenz der Kontroll-zellen ohne Newport Green DCF und die der Kontrollzellen mit Newport Green DCF erst bei sehrhohen PMT-voltages von 650 V bis 750 V zu sehen und zuglei
h sehr di�us, sodass ein deutli
herUnters
hied zwis
hen der Fluoreszenzintensität und des Fluoreszenzmusters von Kontrollzellenund Ni
kel- und Cobalt-behandelten Zellen zu sehen sein würde.Um die Hintergrund�uoreszenz der unbehandelten Zellen und derer, die mit Newport GreenDCF behandelt wurden, zu untersu
hen, wurde zu den Zellen kein bzw. auss
hlieÿli
h 7 µg/mlNewport Green DCF zugegeben und diese dana
h mit dem Argonlaser angeregt. S
hon dieCLSM-Aufnahmen zeigten, dass die Hintergrund�uoreszenz der unbehandelten Fibroblasten sehrs
hwa
h war und 1/5 bis 1/10 der später gemessenen relativen Fluoreszenzintensitäten na
hNi
kel- und Cobalt-Zugabe betrug, sodass bei Verstärkung der Fluoreszenzintensität dur
hNi(II)- und Co(II)-Bindung ein deutli
her Unters
hied der relativen Fluoreszenzintensität vonNi
kel- und Cobalt-behandelten Zellen zu Kontrollzellen bestand. Die Zugabe von NewportGreen DCF zu den unbehandelten humanen Gingiva-Fibroblasten und Catharanthus roseus-P�anzenzellen resultierte in geringer Erhöhung der relativen Fluoreszenzintensität. Zum einenbesaÿ Newport Green DCF eine bestimmte Grund�uoreszenz und zum anderen hatte der Sen-sor natürli
h vorkommende Ionen wie Zn2+ gebunden, die für eine geringe Verstärkung derFluoreszenzintensität verantwortli
h waren. Newport Green DCF war jedo
h insensitiv gegen-über millimolaren Konzentrationen von Mg2+ und Ca2+ (Dineley et al., 2002). Ein λ-S
an vonunbehandelten humanen Gingiva-Fibroblasten bestätigte zudem dur
h eine sehr geringe Fluores-zenzintensität des Spektrums und eine kaum zu bestimmende Form des Fluoreszenzspektrums,dass die Detektion von Ni(II) und Co(II) mit dem optis
hen Sensor Newport Green DCF ni
htbeein�usst wurde. Ergänzend dazu zeigten die Fluoreszenzintensitäten von Newport Green DCFin BME-Medium bei einem λ-S
an na
h Anregung mit dem Argonlaser, dass Newport GreenDCF au
h ohne die Bindung von Ionen na
h Anregung mit dem Argonlaser eine gewisse Grund-�uoreszenz besaÿ. Dur
h die Hydrolyse der Esterbindung des Newport Green DCF-Moleküls inden Zellen war die Rezeptoreinheit in der Lage, target-Ionen zu binden. Auÿerhalb von Zellen inBME-Medium fand die Hydrolyse ni
ht statt. Diese ans
hlieÿende Bindung der target-Kationenin den Zellen steigerte die Intensität in Abhängigkeit der target-Ionen und deren Konzentration,wobei in BME-Medium mit Newport Green DCF die relative Fluoreszenzintensität selbst na
hder Zugabe von Metallverbindungen in das Medium minimal war. V.a. Ni(II) und Co(II) steiger-ten die Fluoreszenzintensität des optis
hen Sensors Newport Green DCF (Haugland, 2002) inden Zellen, wodur
h dieser optis
he Sensor für den Na
hweis von Ni(II) und Co(II) in einzelnenlebenden Zellen in dieser Arbeit eingesetzt wurde.



4 Diskussion 131Die Abhängigkeit der Fluoreszenzintensität von der Spannung am Detektor, der PMT-voltage,wurde ebenfalls untersu
ht. Ein linearer Berei
h zwis
hen 550 V und 800 V, in dem die Erhöhungder Fluoreszenzintensität linear zur Spannungserhöhung am Detektor war, wurde bestimmt, so-dass Intensitätswerte, die in diesem Spannungsberei
h aufgenommen wurden, optimal vergli
henwerden konnten (s. Abbildung 3.4). Bei starken Fluoreszenzintensitäten dur
h hohe intrazelluläreKationenkonzentrationen waren geringere PMT-voltages, die auÿerhalb dieses linearen Berei
heslagen, zur Signaldetektion ausrei
hend, sodass die daraus resultierenden Fluoreszenzwerte etwashöher waren als bere
hnet.4.1.3 Auswirkung der Kationenkonzentration in humanenGingiva-Fibroblasten auf die Fluoreszenzintensität vonNewport Green DCFDie Voraussetzung dafür, dass Ni
kel und Cobalt in Zellen mit Newport Green DCF na
hge-wiesen werden konnten, war die Aufnahme des Fluoreszenzfarbsto�es in die Zellen. Bei dermembranpermeablen Dia
etatesterform des Newport Green DCF-Moleküls war dies dur
h denungeladenen Charakter gegeben. Die negativ geladene Di-Kaliumsalz-Form des Newport GreenDCF-Moleküls konnte die Membran ni
ht passieren und so erlei
hterte NP-40 die Aufnahme.Innerhalb der Zellen wurden die Esterbindungen des Newport Green DCF-Moleküls dur
h unspe-zi�s
he Esterasen in den Zellen hydrolysiert. Dadur
h erhielt das Molekül eine negative Ladung,wodur
h es die Membranen ni
ht mehr passieren konnte und s
hlieÿli
h in der Lage war, die tar-get-Ionen Ni2+ und Co2+ zu binden. Newport Green DCF konnte jedo
h nur zweiwertige Kationenbinden. Der optis
he Sensor Newport Green DCF wies eine Grund�uoreszenz ohne die Bindungvon target-Ionen auf. Dur
h die Bindung dieser target-Ionen wurde die Fluoreszenzintensitätin Abhängigkeit des Kations und der Kationenkonzentration verstärkt. Wäre die Fluoreszenzin-tensität von Newport Green DCF in Metall-behandelten Zellen kaum von der Grund�uoreszenzvon Newport Green DCF in Kontrollzellen zu unters
heiden, ist anzunehmen, dass die Kationen-konzentration und damit die Verstärkung der Fluoreszenzintensität des Sensors zu gering waroder die Ionen in einer ni
ht bindungsfähigen Form oder Oxidationstufe vorlagen. Unter diesenUmständen würde die Na
hweismethode für Ni(II) und Co(II) mit dem CLSM und Farbsto�enunbrau
hbar. Angaben von Mole
ular Probes invitrogen (Haugland, 2002) zufolge resultiert dieZugabe von 100 µM der target-Ionen Ni2+ und Co2+ zu Newport Green DCF in 11- bis 13-fa
herFluoreszenzintensität, normalisiert auf die Ausgangsintensität. Andere Kationen wie Zn2+, Cd2+und Hg2+ zeigten deutli
h s
hwä
here Fluoreszenzerhöhungen bzw. im Fall von Ca2+, Mn2+,Fe2+ und Cu2+ kaum messbare E�ekte auf die Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF(Haugland, 2002). Newport Green DCF war dur
h Diskriminierung von Ni2+ und Co2+ gegenüberanderen zweiwertigen Kationen bestens für die Detektion von Ni2+ und Co2+ in Zellen geeignet.



4 Diskussion 132Eine Quanti�zierung der Ni(II)- oder Co(II)-Konzentration in den Zellen anhand der Auswertungder Fluoreszenzintensitäten einer Zelle war ni
ht mögli
h. Die Zugabe einer Metallverbindung insBME-Medium mit einer Endkonzentration von 100 µM entspra
h ni
ht glei
hzeitig einer intra-zellulären Konzentration von 100 µM. Des Weiteren war die Fluoreszenzintensität von NewportGreen DCF sowohl von der Ionenkonzentration, die optis
h ni
ht messbar war, als au
h vonder Farbsto�konzentration (Ingle et al., 2008) und Enzymaktivität in der Zelle abhängig. Zu-dem war die Fluoreszenz innerhalb einer Zelle sehr inhomogen und jede Zelle vers
hieden, waseine genaue Aussage über die Fluoreszenzintensität in einer Zelle ers
hwerte. Ledigli
h punktuellkönnten Intensitätswerte zur Konzentrationseins
hätzung von Ni(II) und Co(II) genutzt werden,falls Ni2+- und Co2+-Konzentrationen bei einer konstanten Newport Green DCF-Konzentrationund Fluoreszenzintensität bekannt wären.4.2 Na
hweis von Ni
kel und Cobalt in humanenGingiva-FibroblastenNi
kel und Cobalt treten zumeist in der divalenten Form in 
hemis
hen Verbindungen auf.Mens
hen sind dur
h unters
hiedli
he Ein�üsse sowohl wasserlösli
hen, als au
h wasserunlösli-
hen Verbindungen dieser Metalle ausgesetzt. Ob Ni
kel und Cobalt mit dem optis
hen SensorNewport Green DCF in den humanen Gingiva-Fibroblasten na
hgewiesen werden konnte undwie si
h die vers
hiedenen Metallverbindungen auf die intrazelluläre Konzentration der Metalle,deren Lokalisation und Spezies auswirkten, wurde in den folgenden Abs
hnitten diskutiert.4.2.1 Ein�uss unters
hiedli
her Metallkonzentrationen undInkubationszeiten auf deren Aufnahme in humaneGingiva-Fibroblasten und die Fluoreszenzintensität vonNewport Green DCFWasserlösli
he Ni
kelverbindungen NiCl2 und NiSO4:Sen und Costa (1985) bes
häftigten si
h mit Chromosomens
häden in CHO-Zellen in Abhängig-keit von der Inkubation mit vers
hiedenen Ni
kelverbindungen. Sie setzten dem Kulturmediumfür 2 h und 6 h maximal 1000 µM der wasserlösli
hen Ni
kelverbindung NiCl2 zu und beoba
h-teten die Chromosomens
häden, wie Brü
he oder S
hwester
hromatidaustaus
he, im Verglei
hzu denen na
h der Zugabe von 5 µg/ml bis 20 µg/ml der wasserunlösli
hen Ni
kelverbindungNiS für 6 h bis 48 h. Sie bes
hrieben, dass Ni2+-Ionen aus wasserlösli
hen Verbindungen mi-nimal und sehr langsam in humane Zellen bzw. Säugerzellen aufgenommen wurden (Sen undCosta, 1985), wenn dem Kulturmedium Ni
kel-bindende Aminosäuren wie Cystein oder Histidin



4 Diskussion 133zugesetzt wurden. Weitere Experimente von Chen et al. (2005), Costa et al. (1981a, 2005)und Ke et al. (2006) zeigten, dass Ni2+-Ionen aus wasserlösli
hen Verbindungen dur
haus inZellen aufgenommen wurden, wenn die Expositionszeit lang und die Konzentration ho
h genugwar. In den Experimenten von Costa et al. (2005) und Ke et al. (2006, 2007) wurden NiCl2-Konzentrationen von 500 µM bzw. 1000 µM eingesetzt, na
h deren Zugabe zu den Zellen Ni(II)mit einer Newport Green DCF-Konzentration von 7 µM markiert wurde. Ke et al. (2006, 2007)zeigten, dass sowohl bei der Inkubation von Zellen mit 500 µM, als au
h mit 1000 µM NiCl2 erstna
h 48 h Newport Green DCF und damit Ni
kel in den Zellkernen na
hgewiesen werden konnte.Glei
hzeitig enthielt in diesen Zellen das Zytoplasma Ni
kel, was dur
h homogene Fluoreszenzim Zytoplasma gezeigt wurde. Es zeigte si
h folgli
h, dass dur
h hohe NiCl2-Konzentrationen imKulturmedium zwar primär zytotoxis
he S
häden auftraten, aber dur
haus Ionen in geringerenMengen im Zellkern akkumulierten. Dort ri
hteten sie Chromosomens
häden in den Hetero
hro-matinregionen am Centromer an (Sen und Costa, 1985). Na
h 24 h konnten Ke et al. (2006,2007) bereits eine di�use Fluoreszenz im Zytoplasma beoba
hten.In der vorliegenden Arbeit konnte bereits na
h 16 h Inkubation mit 100 µM bis 300 µM wasser-lösli
her Ni
kelverbindungen eine deutli
he Fluoreszenz in den Zellen gezeigt werden, die dur
hdie Bindung des optis
hen Sensors Newport Green DCF an Ni
kel bewirkt wurde. In den Zellenwaren dabei na
h 16 h mit 100 µM NiSO4 etwas höhere Fluoreszenzintensitäten im Zytoplas-ma als in NiCl2-behandelten Zellen messbar. Au
h im Zellkern war vereinzelt na
h 16 h mit500 µM NiCl2 oder NiSO4 Newport Green DCF-Fluoreszenz na
hweisbar. Sowohl die optis
heAuswertung der mikroskopis
hen Aufnahmen, als au
h die Messung der Fluoreszenzintensitätenergab, dass Ni(II) in den Zellen in Abhängigkeit von der Inkubationszeit und der Konzentrationder wasserlösli
hen Ni
kelverbindung im BME-Medium akkumulierte. Je höher die Ni
kelkon-zentration im BME-Medium war, desto höher war au
h die Ni(II)-Konzentration und relativeFluoreszenzintensität von Newport Green DCF in den Zellen. Verglei
hbares war au
h in denZellkernen zu beoba
hten. Je höher die Konzentration der wasserlösli
hen Ni
kelverbindungenim BME-Medium war, desto stärker war die Fluoreszenz im Zellkern. Glei
hzeitig bedeutete dies,dass bereits bei geringeren Konzentrationen, die etwa 1/10 der genannten Ni
kelkonzentration,die bei Experimenten von Ke und Kollegen (2007) eingesetzt wurden, betragen, eine Aufnahmevon Ni
kel aus den wasserlösli
hen Ni
kelverbindung NiCl2 und NiSO4 in die Zellen und Zellker-ne erfolgte. Bedenkt man, dass Ni2+ dur
h Peptide, organis
he Säuren oder Aminosäuren wieHistidin oder Cystein im Zytosol gebunden wird (Costa und He
k, 1982; Sen und Costa, 1985)und dadur
h der Transport freier Ni
kelionen in den Zellkern minimiert wird, s
hien Ni
kel auswasserlösli
hen Verbindungen in ausrei
henden Mengen in die Zellen aufgenommen worden zusein, sodass ein Teil der Ionen in den Zellkern transportiert werden konnte. Das N-Atom imImidazolring des Histidins wurde in Proteinen, v.a. im humanen Serum Albumin, als Komplex-bildner von Ni2+ bei physiologis
hem pH-Wert bes
hrieben, da unter diesen Bedingungen zwei



4 Diskussion 134deprotonierte N-Atome vorliegen (Glennon und Sarkar, 1982). Bea
htete man die Inkubation derZellen mit Ni
kelverbindungen in BME-Medium, dem FCS zugesetzt wurde, konnte FCS eineVerringerung der freien Ni2+-Konzentration und damit eine verringerte Aufnahme von Ni
kel auswasserlösli
hen Verbindungen in die Zellen bewirken. Trotzdem wurde bei den wasserlösli
henNi
kelverbindungen eine stetige Aufnahme von Ni
kel in die Zellen und ein Transport innerhalbdes Zytoplasmas aufgezeigt. Dies wurde dadur
h bestätigt, dass Fluoreszenz in Zellen, und ineinigen Zellen au
h in den Zellkernen, bereits na
h 16 h Inkubation mit 500 µM und in nahe-zu allen Zellen na
h 24 h Inkubation mit 500 µM der wasserlösli
hen Ni
kelverbindungen imVerglei
h zu Ergebnissen von Costa et al. (2005) und Ke et al. (2006, 2007) detektiert wurde,die erst na
h längeren Inkubationszeiten von 48 h und 72 h bzw. höheren Konzentrationen derwasserlösli
hen und wasserunlösli
hen Ni
kelverbindungen deutli
he Fluoreszenz im Zytoplasmaund Zellkern detektieren konnten.Für die Aufnahme von Ni
kelionen aus wasserlösli
hen Ni
kelverbindungen wie dem NiCl2 oderNiSO4 sind in unters
hiedli
hen Organismen Transporter wie der DMT1 verantwortli
h, der vonGunshin et al. (1997) zunä
hst als Fe2+-Transporter bes
hrieben wurde. Chen et al. (2005)und Davidson et al. (2005) konnten unter anderem anhand von Überexpressionsversu
hen mitDMT1 in humanen Adenokarzinomzellen aus Bron
hialepithel (A549) zeigen, dass dieser Trans-porter ebenfalls die Ni2+- und Co2+-Aufnahme übernimmt. Weitere Transporter wie der CDFsind an der Aufnahme von divalenten Kationen in Zellen beteiligt (s. Abs
hnitt 1.4.1). DieseIonen konkurrieren dur
h ähnli
he 
hemis
he Eigens
haften, wie Atomradius oder Atommasse,um Bindestellen an den Transportern in der Plasmamembran, die für das Glei
hgewi
ht an Ionenin den Zellen verantwortli
h sind. Liegen hohe Metallkonzentrationen vor, werden die eigentli-
hen Substrate der Transporter von den toxis
hen Ionen, in diesem Fall Ni2+, aber au
h Co2+,verdrängt, sodass vorwiegend Ni2+ in die Zellen aufgenommen wird. Dadur
h, dass NiCl2 undNiSO4 ähnli
h wasserlösli
h sind, wird infolge dessen Ni2+ über diese Transporter glei
hermaÿenaufgenommen. Ein signi�kanter Unters
hied in der Ni
kelkonzentration sowohl in Zellen, als au
hin den Zellkernen konnte zwis
hen den Ni
kelverbindungen NiCl2 und NiSO4 ni
ht beoba
htetwerden.Wasserunlösli
he Ni
kelverbindung Ni3S2:Verö�entli
hungen von Costa et al. (2005) und Ke et al. (2006,2007) zeigten, dass der optis
heSensor Newport Green DCF zur Detektion von Ni
kel na
h Zugabe von 0,5 µg/
m2 Ni3S2 und1 µg/
m2 Ni3S2 in Adeno
ar
inomzellen aus humanem Bron
hialepithel (A549) verwendet wer-den konnte. Eine s
hnelle Ni
kelaufnahme in die Zellen und Zellkerne war innerhalb von 8 h bei1 µg/
m2 Ni3S2 bzw. 24 h bei 0,5 µg/
m2 Ni3S2 aus den wasserunlösli
hen Ni
kelpartikeln inZellen mögli
h, na
hgewiesen dur
h gesteigerte Fluoreszenz von Newport Green DCF im Zytosol



4 Diskussion 135und dem Zellkern. In der vorliegenden Arbeit stellte si
h heraus, dass au
h bei geringeren Konzen-trationen von etwa 1/10 der Konzentration, die in Experimenten von Ke et al. (2007) eingesetztwurden, na
h 16 h bereits Ni
kel in den Zellen und in den Zellkernen detektiert werden konn-te. Bereits na
h Inkubationszeiten von 16 h mit geringen Konzentrationen an Ni3S2 (300 µM)waren höhere relative Fluoreszenzintensitäten und damit höhere Ni(II)-Konzentrationen als beiwasserlösli
hen Ni
kelverbindungen messbar, die mit steigender Inkubationszeit und Konzentra-tion immer weiter anstiegen. So s
hien au
h die Akkumulation von Ni
kel in den Zellkernen na
hNi3S2-Zugabe stetig anzusteigen und die Konzentration höher zu sein als in Zellen, die mit was-serlösli
hen Ni
kelverbindungen inkubiert wurden. Da wasserunlösli
he Ni
kelverbindungen ni
htdur
h Kationentransporter in Fibroblasten gelangen, zeigte si
h, dass bestimmte wasserunlös-li
he, kristalline Ni
kelpartikel wie NiS oder Ni3S2 konzentrationsabhängig dur
h Phagozytosein Zellen aufgenommen wurden (Costa und Mollenhauer, 1980b; Costa et al., 1981b). Dafürverantwortli
h war die negative Ober�ä
henladung von kristallinem Ni3S2 oder NiS (He
k undCosta, 1983; Costa et al., 2005). In Zellen wurden diese Partikel in sauren Vakuolen, die si
hmeist in Zellkernnähe be�nden, zu Ni2+-Ionen gelöst (Costa und Mollenhauer, 1980b; Costaet al., 1981a; Abbra

hio et al., 1982a; Abbra

hio et al., 1982b; Evans et al., 1982), was einrapides Ansteigen der Ni2+-Konzentration innerhalb einer Zelle und v.a. im Zellkern zur Folgehatte. Dur
h die Nähe zur Hetero
hromatinregion hat Ni
kel bevorzugt an diese Region gebun-den, die si
h auÿen im Zellkern in Kernmembrannähe be�ndet. Das Lösen der Partikel in denZellen dieser Arbeit s
hien zumeist s
hnell vonstatten zu gehen, da na
h 16 h Inkubation mitNi3S2 in den meisten Zellen keine gröÿeren Ni3S2-Partikel zu beoba
hten waren. Bestätigt wurdedieser Befund dur
h Ke et al. (2007), die ebenfalls na
h 8 h keine Ni3S2-Partikel beoba
hteten.In einigen Zellen waren jedo
h deutli
h Ni3S2-Partikel im Zytoplasma erkennbar, die im Trans-missionsmodus des CLSM als sol
he identi�ziert wurden. Newport Green DCF als Ni(II)-Sensorkonnte o�ensi
htli
h ni
ht mit dem Ni(II) in diesen Partikeln interagieren und diese dadur
hni
ht detektieren. Mit steigenden Inkubationszeiten wurden die Ni3S2-Partikel dur
h den Abbauin dem sauren Milieu der Vakuolen kleiner und waren weniger häu�g zu beoba
hten. Sobald diePartikel in den Vakuolen abgebaut wurden, hatte dies eine detektierbare, starke Fluoreszenz zurFolge.Die Fluoreszenzintensität na
h 16 h war hauptsä
hli
h im Zellkern na
h der Zugabe der was-serunlösli
hen Ni
kelverbindung Ni3S2 höher als na
h der Zugabe wasserlösli
her Ni
kelverbin-dungen. Dafür verantwortli
h war vorwiegend die bereits erwähnte starke Erhöhung der Ni2+-Konzentration in Zellen dur
h das Au�ösen der Partikel in den Vakuolen, die in Zellkernnähelokalisiert waren und damit einen s
hnellen Transport der Kationen in den Zellkern begünstigten(Evans et al., 1982; Costa et al., 2003; Costa et al., 2005). Haber et al. (2000) bes
hrie-ben, dass es zu einer Vers
hmelzung der Vakuolenmembran mit der Kernmembran kommenkann, die diesen Anstieg der Ni
kelkonzentration im Zellkern verursa
ht. Dadur
h, dass es quasi



4 Diskussion 136einen direkten Transport des phagozytierten Ni
kels von den Vakuolen in den Zellkern gebenkonnte, konnten die Ionen im Zytosol ni
ht von zytosolis
hen Proteinen gebunden werden, dieden Transport in den Zellkern verringern würden, was bei Ni2+ aus wasserlösli
hen Verbindun-gen der Fall war (Costa und He
k, 1982). Glei
hzeitig konnte damit au
h die verglei
hsweiseniedrige Konzentration von Ni
kel im Zytoplasma erklärt werden. Im Zellkern stieg dafür mitsteigenden Konzentrationen und Inkubationszeiten die Fluoreszenzintensität weiter an. Bei voll-ständiger Au�ösung der Ni3S2-Partikel erwartete man eine höhere Ni
kelkonzentration in denZellen und Zellkernen, als es in den hier gezeigten Zellen der Fall war. Die Zellen enthielten teil-weise immer no
h kleine Ni3S2-Partikel, die ni
ht mit dem optis
hen Sensor detektiert werdenkonnten. So zeigte si
h erneut, dass die Ni
kelkonzentration im Zytoplasma von Zellen, die mitwasserlösli
hen Ni
kelverbindungen inkubiert wurden, ledigli
h geringe Unters
hiede zu Zellenna
h Inkubation mit wasserunlösli
hen Verbindungen aufwiesen, im Gegensatz dazu jedo
h dieNi
kelkonzentration im Zellkern Ni3S2-behandelter Zellen deutli
h höher war.Bei einigen Ni3S2-behandelten Zellen wurden zusätzli
h kleine �uoreszierende punktförmige Be-rei
he detektiert, die über die ganze Zelle verteilt waren, bei denen es si
h aufgrund der Grö-ÿe, Form und Lage wahrs
heinli
h ni
ht um Vesikel handelte (s. Abbildung 3.15(b)). Mögli-
herweise handelte es si
h hier um die von Shirali et al. (1991) und Hildebrand et al. (1990)bes
hriebenen minute parti
les, die dur
h Newport Green DCF komplexiert werden und haupt-sä
hli
h an der Auÿenseite der Plasmamembran lokalisiert sind. Die minute parti
les entstehenna
h der Aufnahme von Ni3S2 in die Zellen dur
h Phagozytose und den partiellen Abbau derNi3S2-Partikel. Sie binden vorzugsweise an Zellmembranen, zytoplasmatis
he Organellen wie dasER, Liposomen oder den Eu
hromatin-haltigen Teil des Zellkerns (Shirali et al., 1991). EDS-(energy dispersive spe
trometry) Analysen von Shirali und Kollegen (1991) lieÿen eine Substitu-tion von S
hwefel dur
h Phosphor in diesen Partikeln erkennen, die mögli
herweise ein Hinweisauf Ni
kel-Phosphat-Komplexe mit Phosphatgruppen von Membranen, liposomalen Phospholi-piden und dem Eu
hromatin-haltigen Teil der DNA und RNA sind.Wasserlösli
he Cobaltverbindung CoCl2:Cobalt als essentielles Metall wird aus der wasserlösli
hen Verbindung CoCl2 ebenfalls als di-valentes Kation von den genannten Kationentransportern wie dem DMT1 oder einem Homo-log sowie weiteren Kationentransportern in Zellen aufgenommen, wobei die Transporta�nitätdes DMT1 für Co2+ mit der für Ni2+ verglei
hbar ist (Garri
k et al., 2006b). Die mikrosko-pis
hen Aufnahmen und die Verglei
he der Fluoreszenzintensitäten in kompletten Zellen undZellkernen na
h der Zugabe der getesteten Cobaltverbindung zeigten, dass die Newport GreenDCF-Fluoreszenzintensität in Zellen na
h CoCl2-Zugabe sehr gering war. So beoba
htete manim Zytosol geringe Zunahmen der Newport Green DCF-Fluoreszenz im Verglei
h zu den Kon-



4 Diskussion 137trollen. Die vers
hiedenen Inkubationszeiten und Konzentrationen lieÿen kaum Steigerungen inder Fluoreszenzintensität erkennen. Ledigli
h in den Zellkernen, im Speziellen in den Nukleoli,war eine Verstärkung der Newport Green DCF-Fluoreszenzintensität detektierbar, die auf eineAkkumulation des Cobalts in den Nukleoli hindeutete. Dur
h die Variation der Nukleolianzahlinnerhalb der Zellkerne der beoba
hteten Zellen variierten die Fluoreszenzintensitätswerte derZellkerne stark. Obwohl die Fluoreszenzverstärkung von Newport Green DCF bei geringen Co-baltkonzentrationen s
hwa
h war und au
h bei Konzentrationen von 100 µM ni
ht so stark warwie bei Ni
kel, war ein lei
hter Anstieg der relativen Fluoreszenzintensität von Newport GreenDCF und damit eine Aufnahme von Cobalt in die Zellen und den Zellkern zu beoba
hten. Einewesentli
he Erhöhung der CoCl2-Konzentration im BME-Medium auf 1000 µM bzw. längereInkubationszeiten über 48 h, die eventuell eine Erhöhung der intrazellulären Cobaltkonzentrati-on bewirkt hätte, führten zu einem hohen Anteil apoptotis
her und morphologis
h veränderterFibroblasten, die ähnli
h zu Bes
hreibungen von Messer et al. (1999) irregulär geformte Zell-kerne und verkürzte Zellfortsätze ausbildeten. Dieser Befund erlaubte keine weiteren Analysen,sodass die Inkubationszeit auf 48 h begrenzt war und eine maximale CoCl2-Konzentration von500 µM im BME-Medium eingestellt werden konnte. Die Tatsa
he, dass die humanen Gingiva-Fibroblasten dur
h die Cobaltbelastung in Apoptose übergingen, war zudem ein weiteres Indizdafür, dass tatsä
hli
h Cobalt in die Zellen aufgenommen wurde.Verglei
h der Ni
kel- und Cobaltaufnahme in humane Gingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit vonder Spezies:Vergli
h man die Verstärkung der Fluoreszenzintensitäten der einzelnen Verbindungen miteinan-der, wurde die deutli
h höhere Verstärkung der Fluoreszenzintensität dur
h Ni
kelverbindungenim Verglei
h zu CoCl2 deutli
h. Bei kurzen Inkubationszeiten und geringen Metallkonzentrationenwar der Unters
hied zwis
hen den vers
hiedenen Ni
kelverbindungen in der relativen Fluores-zenzintensität ni
ht so stark, sodass die Fluoreszenzwerte hier meist ähnli
h waren. Mit zuneh-mender Inkubationsdauer und Metallkonzentration im BME-Medium war die Fluoreszenzinten-sität na
h Ni3S2-Zugabe im Verglei
h zu den lösli
hen Ni
kelverbindungen deutli
h höher. DieAnstiege der relativen Fluoreszenzintensität waren zudem in den kompletten Zellen geringer alsin den Zellkernen, sodass dem Weitertransport der Ionen in die Zellkerne eine groÿe Bedeutungzu kam. Vergli
h man die Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF na
h CoCl2-Zugabemit der na
h Zugabe von Ni
kelverbindungen, war ein deutli
her Unters
hied zu erkennen, da dierelative Fluoreszenzintensität na
h CoCl2-Zugabe nur gering erhöht wurde und mit steigenderInkubationszeit und Metallkonzentration kaum Unters
hiede auftraten. Der E�ekt, den Co(II)auf die Fluoreszenzintensität von Newport Green DCF hatte, s
hien teilweise dur
h zu geringeCo(II)-Konzentrationen bei den intrazellulären Konzentrationen zu gering zu sein, um detektiertwerden zu können und deutli
he Änderungen der Fluoreszenzintensität zu bewirken.



4 Diskussion 138Die Entwi
klung der relativen Fluoreszenzintensitäten, und damit der Ni(II)- oder Co(II)-Konzentrationen, gab erste Hinweise auf die Aufnahmeges
hwindigkeit bzw. Akkumulation derIonen in den Zellen. Je gröÿer der Anstieg der relativen Fluoreszenzintensität in Abhängigkeitvon der Metallkonzentration im BME-Medium oder der Inkubationszeit war, desto mehr Ni(II)oder Co(II) wurde aufgenommen und akkumuliert, bzw. desto s
hneller wurden die Kationenin die Zellen aufgenommen. Bei den Ni
kelverbindungen �el die starke Steigerung von NiSO4und Ni3S2, v.a. im Zellkern, auf, was auf eine andauernde Aufnahme und Akkumulation vonNi2+-Ionen in den Zellen und v.a. den Zellkernen innerhalb des beoba
hteten Zeitraums von48 h hinwies.Bei wasserlösli
hen Ni
kelverbindungen konnte die intrazelluläre Ni2+-Konzentration dur
h dieKomplexierung an zytosolis
hen, organis
hen Säuren verringert werden. Dieser E�ekt wurde beiNi3S2-behandelten Zellen dur
h den direkten Transport in den Zellkern verringert. Die Steigerungder Fluoreszenzintensitäten bei Ni3S2-behandelten Zellen in den kompletten Zellen war ni
ht sodeutli
h wie bei NiSO4. Diese Tatsa
he war wiederum darauf zurü
kzuführen, dass Ni2+ direktaus den Vakuolen in den Zellkern transportiert wurde (Evans et al., 1982; Haber et al., 2000)und kaum im Zytoplasma frei vorlag, um gebunden zu werden. Bei wasserlösli
hen Ni
kelver-bindungen und CoCl2 gelangten die Kationen zunä
hst in das Zytosol, wo sie von zytosolis
henProteinen oder Aminosäuren gebunden werden konnten, sodass sie im Zytosol na
hweisbar wa-ren, aber langsamer oder gar ni
ht in den Zellkern transportiert wurden. So zeigte si
h, dasswasserunlösli
he Ni
kelpartikel s
hnell in die Zellen aufgenommen wurden und bereits na
h we-niger als 16 h zum Groÿteil in den Zellen gelöst waren, was in einem hohen Ni2+-Level v.a. imZellkern resultierte, wodur
h sie eine starke Fluoreszenzverstärkung von Newport Green DCFbewirkten und mit dem CLSM detektiert werden konnten.Berü
ksi
htigte man nun die Angaben von Mole
ular Probes invitrogen (Haugland, 2002) be-zügli
h der Fluoreszenzverstärkung von Newport Green DCF in Abhängigkeit unters
hiedli
herdivalenter Kationen, so erkannte man, dass bei geringen Ni2+- oder Co2+-Konzentration imBerei
h von 1 µM die Verstärkungswerte der Fluoreszenzintensität stark di�erierten und ni
htglei
hermaÿen die Fluoreszenzintensität beein�ussten. Bei Ni2+ wurde eine 8-fa
he Verstärkungder Newport Green DCF-Fluoreszenz bei 1 µM errei
ht und bei Co2+ nur eine 2-fa
he. Mankonnte also anhand der gemessenen relativen Fluorezenzintensitäten im Verglei
h zur Grund-�uoreszenz annehmen, dass in etwa verglei
hbare intrazelluläre Konzentrationen der Metallionenvorlagen, also eine ähnli
he Aufnahmerate bestand. Genaue Konzentrationsangaben konnten hierni
ht bezi�ert werden, da die Fluoreszenzintensitätsmessung dur
h inhomogene Fluoreszenz undmetabolis
he Ein�üsse in der Zelle ungenau sein konnten, bzw. Ni
kel und Cobalt zwar in dieZellen aufgenommen wurden, aber aufgrund ihrer Spezies ni
ht von Newport Green DCF de-tektiert werden konnten. Die Konzentration von zweiwertigem Ni
kel und Cobalt in den Zellen,



4 Diskussion 139die detektiert werden konnte, s
hien dur
hs
hnittli
h eher im Berei
h von 1 µM, als im Berei
heines Vielfa
hen von 100 µM zu liegen. Dazu bes
hrieben Kasten et al. (1992), dass es in V79Hamster-Zellen bei der Inkubation mit 400 µM CoCl2 zu einer exponentiellen Aufnahme derCo2+-Ionen kam, die dur
h eine mögli
he Bindung an Metallothionein um bis zum 11-fa
hender extrazellulären Konzentration akkumulierten. Sol
h hohe Konzentrationen s
hienen in denuntersu
hten humanen Gingiva-Fibroblasten ni
ht zu akkumulieren oder die Ionen lagen in einerForm vor, die Newport Green DCF ni
ht binden konnte.Aufnahme von Ni
kel in humane Gingiva-Fibroblasten na
h NiCl2-Zugabe bei sehr kurzenInkubationszeiten:NiCl2 bewirkte, abgesehen von CoCl2, die geringste Fluoreszenzverstärkung von Newport GreenDCF unter den getesteten Verbindungen und genannten Bedingungen in humanen Gingiva-Fibroblasten. So wurde die Ausgangskonzentration von NiCl2 im BME-Medium weiter verringert,um Informationen über die Minimalkonzentration von NiCl2 im BME-Medium zu bekommen,die eingesetzt werden konnte, um eine si
htbare Fluoreszenzverstärkung zu erzielen. Die Inten-sität der Newport Green DCF-Fluoreszenz in den Zellen war na
h der Zugabe von 40 µM NiCl2geringer als na
h der Zugabe von 100 µM oder höherer Konzentrationen. Bei kompletten Zellenergaben si
h Fluoreszenwerte im Berei
h der Intensitäten na
h CoCl2-Zugabe, sodass optis
hder Unters
hied zu den Kontrollen gering war. Ein Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitätvon Newport Green DCF war denno
h zwis
hen 16 h und 48 h Inkubation messbar, sodass ge-zeigt wurde, dass Ni
kel au
h bei niedrigen Konzentrationen in die Zellen aufgenommen wurde.In den Zellkernen war, bis auf die Nukleoli, keine Fluoreszenz zu beoba
hten. Bei geringerenKonzentrationen wurde zu wenig Ni
kel in die Zellkerne aufgenommen, um es zu detektieren.Wurde Ni
kel aus wasserlösli
hen Verbindungen über Kationentransporter in die Zellen aufge-nommen, gelangte es zunä
hst ins Zytosol, in dem Proteine und Aminosäuren vorhanden waren,die das freie Ni
kel gebunden haben und damit den Weitertransport in den Zellkern verhinder-ten oder verringerten. War die vorliegende Konzentration im BME-Medium gering, wurde einGroÿteil der freien Ni
kelionen gebunden. Der Na
hweis der komplexierten Ionen im Zytosol wardenno
h mögli
h, da Newport Green DCF au
h gebundenes Ni
kel detektieren kann (Thompsonet al., 2002).Dur
h die Versu
he wurde gezeigt, dass bei der Detektion von Ni(II) und Co(II) in humanenGingiva-Fibroblasten dur
h den optis
hen Sensor Newport Green DCF eine Abhängigkeit derFluoreszenzintensität von der Konzentration der Metallverbindung im BME-Medium und derInkubationszeit bestand. Die Erhöhung der Fluoreszenzintensität dur
h Ni(II) war deutli
h höherals dur
h Co(II). Ein Na
hweis von Ni(II) und Co(II) bei Ausgangskonzentration von 100 µM bis500 µM in BME-Medium, also geringer als bei Ke et al. bes
hrieben (2007), war in humanen



4 Diskussion 140Gingiva-Fibroblasten mögli
h. Bei sehr geringen NiCl2-Konzentrationen von 40 µM im BME-Medium war eine Unters
heidung zu den Kontrollzellen optis
h ers
hwert. Damit wurde deutli
h,dass bei extrazellulären Konzentrationen ab etwa 100 µM im BME-Medium für 24 h, bzw.300 µM für 16 h, eine Detektion und Lokalisation von Ni(II) und Co(II) dur
h Newport GreenDCF gewährleistet war. Die vers
hiedenen Spezies waren weiterhin innerhalb der Zellen mitNewport Green DCF nur bedingt zu unters
heiden. Ni3S2-Partikel wurden s
heinbar ni
ht vonNewport Green DCF komplexiert. Erst na
h der Lösung der Ni2+-Ionen aus den Partikeln oder alsminute parti
les war Newport Green DCF in der Lage, Ni(II) zu binden und dessen Lokalisationsi
htbar zu ma
hen. Die getesteten Ni
kelspezies waren somit optis
h ni
ht zu unters
heiden, dadie wasserlösli
hen Verbindungen alle als Ionen in die Zelle gelangten und au
h Partikel innerhalbeiner Zelle gelöst wurden und diese dort den glei
hen Bindungspartnern ausgesetzt waren.4.2.2 Ni
kel- und Cobaltaufnahme in humaneGingiva-Fibroblasten in Abhängigkeit vom pH-Wert desInkubationsmediumsDas BME-Medium, das für die Anzu
ht von humanen Gingiva-Fibroblasten genutzt wurde, hatteeinen neutralen pH-Wert von 7,2. Wie Fibroblasten unter diesen Bedingungen die getesteten Me-tallverbindungen aufnahmen, wurde in Abs
hnitt 3.1.4 gezeigt. Eine Änderung des pH-Wertesim BME-Medium beein�usste jedo
h mögli
herweise dur
h die Änderung der Lösli
hkeit derMetallverbindungen oder der Eigens
haften der Transporter die Aufnahme und Lokalisation derMetalle in Fibroblasten. Zudem könnte man dadur
h Informationen über die Aufnahmewege vondivalenten Metallionen in Zellen bekommen. Um Ni(II) und Co(II) in den Fibroblasten zu detek-tieren, wurde au
h hier der Fluoreszenzfarbsto� Newport Green DCF genutzt. Vor der Zugabedes Newport Green DCF wurden die Zellen 24 h mit 500 µM der getesteten Metallverbindungenin BME-Medium mit drei unters
hiedli
hen pH-Werten im sauren, neutralen und basis
hen Be-rei
h inkubiert und dana
h zur Detektion von Ni(II) und Co(II) für 60 min mit 7 µg/ml NewportGreen DCF inkubiert.Die Fibroblasten zeigten na
h der Inkubation mit allen vier Metallverbindungen jeweils bei sau-rem pH-Wert von 
a. 5 eine sehr geringe Newport Green DCF-Fluoreszenz im Zytosol und keineFluoreszenz im Zellkern. Ledigli
h die Nukleoli �uoreszierten stark. Sobald si
h der pH-Wertim BME-Medium ins neutrale und basis
he änderte, wurde dagegen deutli
he Fluoreszenz imZytosol und Zellkern Ni
kel-behandelter Fibroblasten si
htbar, was auf die Aufnahme und Ak-kumulation der Metalle in diesem Kompartiment hindeutete. Bei CoCl2 blieb die Fluoreszenz imZytosol erwartungsgemäÿ geringer als bei Ni
kelverbindungen und im Zellkern ebenfalls auf dieNukleoli bes
hränkt. Zwis
hen basis
hem und neutralem pH-Wert konnten keine Unters
hiede in



4 Diskussion 141der Newport Green DCF-Lokalisation oder Fluoreszenzintensität Ni
kel- und Cobalt-behandelterZellen beoba
hten werden. So war, wie zuvor in Abs
hnitt 4.2.1 bes
hrieben, Ni
kel mit stei-gender Konzentration der Ni
kelverbindungen im BME-Medium und steigender Inkubationszeitni
ht nur im Zytoplasma, sondern au
h im Zellkern na
hzuweisen. Bei Cobalt-behandelten Zel-len war dies ledigli
h auf das Zytoplasma und die Nukleoli bes
hränkt, aber bei basis
hem undneutralem Milieu ebenfalls stärker als bei saurem pH-Wert.Ni
kel und Cobalt werden aus wasserlösli
hen Metallverbindungen übli
herweise über Transporteroder über Di�usion in Zellen aufgenommen. Im Falle des Ni2+- und Co2+-Transports in euka-ryontis
he Zellen wurden mehrere Transporter wie der Protonen-abhängige Symporter DMT1und seine Homologe (z.B. Nramp2) (Chen et al., 1999) und andere Transporter für divalenteKationen wie der CDF oder ZIP-Transporter genannt, die ursprüngli
h als z.B. Mg2+- oder Fe2+-Transporter bes
hrieben wurden (Gruenheid et al., 1995; Gunshin et al., 1997; Agrano� et al.,1999; Makui et al., 2000; Portnoy et al., 2000; Forbes und Gros, 2001; Goswami et al., 2001;Garri
k et al., 2003; Garri
k et al., 2006a; Garri
k et al., 2006b). Da Ni
kel für den Mens
henni
ht essentiell ist, werden hierfür keine Transporter exprimiert, sodass die Ni
kelaufnahme überdie genannten alternativen Transporter ges
hieht. Berü
ksi
htigt man die Tatsa
he, dass Ni3S2-Partikel in sauren Vakuolen gelöst werden, wurde Ni3S2 in saurem BME-Medium folgli
h ebensogelöst. Ni
kel wurde somit als Ni2+ aufgenommen, was eine geringere intrazelluläre Ni
kelkon-zentration zur Folge hatte, wie bereits gezeigt werden konnte (s. Abs
hnitt 4.2.1). Bei neutralemund basis
hem pH-Wert im Medium wurden die Ni3S2-Partikel zuerst dur
h Phagozytose in dieZellen aufgenommen und dann in den sauren Vakuolen zu Ni2+ gelöst.In nahezu allen Kationen-Transportproteinen wie CorA, DMT1, CDF und ZIP, die sowohl H+-abhängig als au
h H+-unabhängig transportieren, wurden extraplasmatis
he Metallbindemotiveähnli
h HXHXH festgestellt, die oft konservierte, negativ geladene, basis
he Aminosäuren wieArginin, Lysin und Histidin besitzen (Eng et al., 1998). Bei basis
hen und neutralen pH-Wertenist Histidin ein idealer Chelator für Ni2+. In saurem Milieu liegen diese Aminosäuren als Kationvor und können die divalenten Kationen ni
ht mehr binden (Gri�th et al., 1992; Cellier et al.,1995; Eide et al., 1996; Zhao und Eide, 1996a; Zhao und Eide, 1996b; Lam-Yuk-Tseung et al.,2003; Kim et al., 2004). Mögli
herweise war die Protonierung dieser basis
hen Aminosäuren einGrund für die geringe Aufnahme der divalenten Kationen Ni2+ und Co2+ in die Zellen, bei denenein saurer pH-Wert im BME-Medium vorlag. Zudem sank unter diesen sauren Bedingungendie Stabilitätskonstante des Ni
kel-Histidinkomplexes und anderer Aminosäuren (Krämer et al.,2000), die an dem Transport der divalenten Kationen in die Zellen beteiligt waren.



4 Diskussion 142Protonen-abhängige Transporter nutzen Protonen- und elektris
he Gradienten über eine Mem-bran, um als Symporter oder Antiporter Ionen über eine Membran zu transportieren und inKompartimenten anzurei
hern. Bei einem Transporter, der als Symporter arbeitet (Chen et al.,1999), wie dem von Garri
k et al. (2006b) sowie Forbes und Gros (2001) bes
hriebenen DMT1bzw. Nramp2, würde folgli
h Ni2+ oder Co2+ zusammen mit H+ zur Anrei
herung der divalentenMetallionen in den Zellen in Ri
htung des elektro
hemis
hen Gradienten in die Zelle transportiert.Bestand nun im Kulturmedium ein saurer pH-Wert, also eine wesentli
h höhere extrazelluläreProtonenkonzentration als im Inneren der Zelle, musste der Transport der divalenten Kationenüber die Membran mit Hilfe dieses Transportwegs (Symporter) betrieben werden. Im Falle ei-nes Antiporters, der divalente Kationen im Austaus
h mit H+ (mit dem Gradienten) in Zellentransportiert, wäre der Transport minimiert. Da die Ergebnisse der Versu
he mit unters
hied-li
hen pH-Werten im Medium eine minimale Aufnahme trotz saurem BME-Medium zeigten,konnte der Transportweg mittels Symporter im Verglei
h zu Gunshins Ergebnissen (Gunshinet al., 1997) ni
ht der Haupttransportweg für Ni2+ und Co2+ in humanen Gingiva-Fibroblastensein und andere eventuell pH-unabhängige Transporter oder Antiporter wären für die Aufnahmeverantwortli
h. Gunshin und Kollegen (1997) zeigten, dass bei einem niedrigen extrazellulärenpH-Wert von 5,5 im Verglei
h zum intrazellulären pH-Wert von 7,3 in Xenopus-Oozyten einstarker Co2+ Einwärtsstrom parallel mit H+ entstand, der im Fall von Ni2+ etwas s
hwä
her war.Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, waren alternative Transportsysteme oder mehrereTransportwege an der Aufnahme von Ni
kel und Cobalt in humane Gingiva-Fibroblasten betei-ligt, die als pH-abhängiger Antiporter oder pH-unabhängig funktionierten bzw. bei saurem pH-Wert im Verglei
h zu neutralen oder basis
hen pH-Werten unters
hiedli
h arbeiteten. Ähnli
heswurde von Tandy et al. (1999) für den Zink-Transport in humanen Ca
o-2 Zellen bes
hrieben.Der Zink-Transport war hier pH-Wert unabhängig, wobei ein einwärts pH-Gradient sogar eineninhibitoris
hen E�ekt auf den Zn2+-Transport ausübte (Ta
net et al., 1993).Da bei der Ni2+- und Co2+-Aufnahme in humane Gingiva-Fibroblasten sol
he Transporter betei-ligt waren, bei denen Ni2+ und Co2+ die Bindestellen für divalente Kationen von physiologis
henKationentransportern zum Transport nutzten, beein�ussten die Eigens
haften der Transportpro-teine bzw. ihrer Metallbindestellen die Aufnahme von Ni2+ und Co2+ ebenfalls.4.2.3 Lokalisation von Ni
kel und Cobalt in vers
hiedenenKompartimenten humaner Gingiva-Fibroblasten und derenAuswirkung auf die ZellenObwohl es unters
hiedli
he Fluoreszenzintensitäten von Newport Green DCF in den Ni
kel-behandelten Zellen in Abhängigkeit von der Inkubationszeit und der Metallkonzentration im



4 Diskussion 143BME-Medium gab, war in allen Zellen der Ort der Ni
kelakkumulation deutli
h das Zytoplasmaund mit zunehmender Konzentration und Inkubationszeit der Zellkern anzunehmen. Na
h 16 hInkubation mit den Ni
kelverbindungen war im Zytoplasma bereits Fluoreszenz detektierbar.Der Zellkern �uoreszierte überwiegend erst na
h 24 h Inkubation mit 500 µM wasserlösli
herNi
kelverbindungen (s. Abs
hnitt 3.1.4). Etwas früher konnte bei wasserunlösli
hen Verbindun-gen Fluoreszenz im Zellkern detektiert werden. Na
h CoCl2-Zugabe war die Detektion von Co(II)dur
h die geringere Fluoreszenzverstärkung des Newport Green DCF s
hwieriger. Sowohl im Zell-kern, als au
h im Zytoplasma war die Fluoreszenz minimal und geringer als in Ni
kel-behandeltenZellen. Neben dem Zytoplasma und dem Zellkern konnten weitere Kompartimente mit Fluores-zenz beoba
htet werden. Um die Akkumulation von Ni(II) und Co(II) genauer zu lokalisieren,wurden Versu
he zur parallelen Markierung der Metalle und Zellkompartimente dur
hgeführt.Ni
kel und Cobalt im Zytosol humaner Gingiva-Fibroblasten:Das Zytosol als gröÿtes Organell der humanen Gingiva-Fibroblasten war von der Zytoplasma-membran umgeben. Dur
h Transporter in der Membran oder Phagozytose gelangten Ni
kel undCobalt in Abhängigkeit ihrer Spezies in die Zellen und damit zunä
hst in das Zytosol. Dort wa-ren Proteine, metabolis
he Zwis
henprodukte, Aminosäuren und organis
he Säuren enthalten,die als Bindungspartner von Ni
kel und Cobalt bes
hrieben wurden (Krämer et al., 1996; vonWirén et al., 1999). Dur
h die groÿe Anzahl an potenziellen Bindungspartnern wurden Ni
kelund Cobalt aus wasserlösli
hen Verbindungen s
hnell komplexiert und akkumulierten im Zytosol.Die Detektion dieser Metalle dur
h eine Fluoreszenzverstärkung des optis
hen Sensors NewportGreen DCF sowohl bei freiem, als au
h bei gebundenem Ni(II) und Co(II) im Zytosol war mög-li
h, da Newport Green DCF mit komplexiertem Ni(II) und Co(II) denno
h interagieren konnte(Thompson et al., 2002; Thierse et al., 2007). Eine Unters
heidung zwis
hen freien und gebun-denen Ni
kelionen sowie weiterführend die Unters
heidung der Ni
kelkomplexe, war dur
h dieDetektion der Newport Green DCF-Fluoreszenz mit dem CLSM ni
ht mögli
h. Waren Ni
keloder Cobalt in sehr hoher Konzentration vorhanden, konkurrierten sie bereits um die Binde-stellen an den unspezi�s
hen Transportern für divalente Kationen, sodass essentielle divalenteKationen wie Fe2+ oder Mg2+ ni
ht in ausrei
hender Konzentration in die Zellen aufgenommenwurden (Chen et al., 2005; Davidson et al., 2005). In der Zelle konkurrierten sie ebenfalls mitessentiellen divalenten Kationen an Proteinen und Enzymen, die diese dann inaktivieren oderhemmen konnten.Ni
kel und Cobalt im Zellkern humaner Gingiva-Fibroblasten:Bei wasserunlösli
hen Ni
kelverbindungen wie dem Ni3S2 wurden Ni3S2-Partikel überPhagozytose in die Zellen aufgenommen, in sauren Vakuolen im Zytosol gelöst und direkt zumZellkern transportiert, wo sie letztendli
h über Transporter aufgenommen wurden oder sogar
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h Membranvers
hmelzung der Vakuole mit der Kernmembran in den Zellkern gelangten.Ni
kel und Cobalt aus wasserlösli
hen Verbindungen wurden auss
hlieÿli
h über Membrankanälein den Zellkern transportiert.Dur
h die Nähe der Hetero
hromatinregionen und der Nukleoli zu der Kernmembran wurdeNi
kel überwiegend in diesen Regionen gebunden. Diese Regionen im Zellkern waren RNA- undProtein-rei
h, wodur
h sie Bindestellen für Ni
kel und Cobalt boten. Bei geringen Metallkon-zentrationen s
hien Ni
kel und Cobalt zunä
hst die Strukturen der Nukleoli zu binden. Erst beihöheren Metallkonzentrationen im Zellkern wurden weitere Bindestellen besetzt.Das Auftreten der Nukleoli in Zellen war generell abhängig von der Phase der DNA-Replikation.Die Nukleoli-Anzahl variiert von Zelle zu Zelle, sodass ein ni
ht Vorhandensein kein Indiz füreine veränderte Lokalisation der target-Ionen bedeutete. Während der Mitose waren sie ni
htzu sehen. Die Nukleoli wiesen keine Fluoreszenz na
h Anregung mit dem Argonlaser (488 nm)ohne Zugabe von Metallverbindungen und Newport Green DCF auf. Na
h der Zugabe vonNewport Green DCF in unbehandelte Zellen und der ans
hlieÿenden Anregung der Fluoreszenzmit einem Argonlaser (488 nm) war s
hwa
he und di�use Fluoreszenz zu beoba
hten. DieBindung von physiologis
hen, divalenten Metallionen wie Zn2+, die si
h im Zellkern befandenund dort die Stabilisierung der DNA regulierten oder als Bestandteil von Proteinen dienen,verstärkten in geringem Maÿ die Newport Green DCF-Fluoreszenz. Generell war die Verstärkungder Fluoreszenz dur
h die physiologis
hen Kationen jedo
h gering, sodass deutli
he Unters
hiedezwis
hen der Kontrolle und den Ergebnissen na
h der Ni
kel- und Cobaltzugabe dur
h NewportGreen DCF zu beoba
hten waren und die starke Fluoreszenz in den Zellkernen und den Nukleoliauf die Bindung von Ni(II) und Co(II) zurü
kgeführt werden konnte.Zellkerne enthalten hauptsä
hli
h die DNA und Proteine. Die Histonproteine falten die DNAund bilden mit ihr die Nukleosome. Die Phosphatreste des Ribose-Phosphat-Rü
kgrates derDNA und die Elektronen-Donor-Gruppen der Nukleinsäurebasen bildeten im Zellkern ein targetfür die Ni2+- und Co2+-Bindung, wobei diese Kationen eine stärkere A�nität für DNA-Phosphat-Gruppen im Verglei
h zu DNA-Basen zeigten (Ei
hhorn und Shin, 1968; Lee et al., 1982). DaDNA unter physiologis
hen Mg2+-Konzentrationen nur s
hwa
h Ni2+ bindet, waren Proteinebzw. bestimmte Aminosäuren im Zellkern ein weiteres mögli
hes target für die Ni2+- und Co2+-Bindung.Na
h ersten Hinweisen von Lee et al. (1982) auf eine Interaktion von Ni2+ mit der Imidazol-Gruppe des Histidinrestes bes
hrieb Zoroddu et al. (2000, 2002), dass Ni2+ an die AminosäureHistidin am N-terminalen Ende des Histons H4 bindet. Die Histone besitzen Ni
kelbindemoti-ve, die neben den basis
hen Aminosäuren Lysin und Arginin konservierte Histidinreste zeigten.Der Imidazolring des Histidins diente dabei als Bindungspartner. Sehr deutli
h wurde dies im
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kelbindemotiv TESHHKAKGK des Histons H2A (Bal et al., 1998) und CAIH von Histon H3(Bal et al., 1996), sowie in Histon H4 (AKRHRK) (Zoroddu et al., 2000; Zoroddu et al., 2002).Der Austaus
h von Mg2+ dur
h Ni2+ verursa
hte die Histona
etylierung und Hypermethylierung,infolge derer es zu einer verstärkten Chromatinkondensation kam, die letztendli
h im genesilen-
ing von Tumorsuppressorgenen resultieren konnte (Sen und Costa, 1985; Klein et al., 1991;Lee et al., 1995; Broday et al., 1999; Broday et al., 2000; Costa et al., 2005).Einige Metalle wie Mg2+ oder Zn2+ dienen der Stabilisierung von DNA-Protein-Verbindungenoder Protein-Protein-Interaktionen (Sissoe� et al., 1976; Ma
kay und Crossley, 1998; Hart-wig und S
hwerdtle, 2002), sodass hohe Ni2+-Konzentrationen Mg2+ oder Zn2+ an ihren Bin-dungsstellen ersetzen und damit die DNA-Protein-Interaktion verringern können (Coogan et al.,1989a). Dur
h den Austaus
h von z.B. Zn2+ in Zink-Finger-Proteinen oder Mg2+ in der DNA-Polymerase kommt es zur Destabilisierung der DNA-Protein-Bindung, die für die Transkriptionnötig ist.Strukturell detaillierte Informationen, die über Nukleoli bzw. Proteine im Chromatin hinaus hin-wiesen, in denen Ni2+ gebunden wurde, lieÿen si
h anhand der Fluoreszenzbilder ni
ht erhalten.Ni
kel und Cobalt im Endoplasmatis
hen Retikulum humaner Gingiva-Fibroblasten:Neben der deutli
hen Fluoreszenz im Zellkern, die unter anderem Ke et al. (2006) (2007) be-s
hrieben, war in allen Zellen zusätzli
h eine �uoreszierende retikuläre Struktur um den Zellkerndominant, die si
h unters
hiedli
h stark im Zytosol ausbreitete und oft mit einer starken Fluo-reszenz der Kernmembran einher ging.Der Farbsto� ER-Tra
ker red markierte das ER selektiv (s. Abbildung 3.28 und 3.27(b)) und gabHinweise, dass es si
h bei diesen Strukturen um das Membrange�e
ht des ER handelte. Einetotale Colokalisation zwis
hen den Farbsto�en wurde ni
ht errei
ht, sodass weitere tubuläreStrukturen wie z.B. die Mito
hondrien in diesem Berei
h Ni
kel enthalten konnten.Bei Zellen, die keinen Metallverbindungen ausgesetzt waren, war die Fluoreszenz na
h NewportGreen DCF-Zugabe sehr s
hwa
h und di�us. Da hier viele physiologis
he Kationen wie Zn2+ oderCa2+ vorkamen, die im ER generell konzentriert vorlagen, konnte das die Hintergrund�uoreszenzdes optis
hen Sensors Newport Green DCF bewirken. Dabei bes
hränkte si
h die Verstärkungder Fluoreszenz auf den Ein�uss von Zn2+, da Newport Green DCF insensitiv gegenüber physio-logis
hen Konzentrationen von Ca2+ war. Das ER konnte in Zellen in Abhängigkeit des Zellzyklusunters
hiedli
h stark ausgeprägt sein, do
h �el auf, dass mit zunehmender Metallkonzentrationund Inkubationszeit dieses mehr und mehr reduziert war und im Gegensatz dazu die Fluoreszenzim Zellkern anstieg. So wurde oft bei Zellen mit einem stark ausgeprägten ER keine Fluoreszenz



4 Diskussion 146im Zellkern beoba
htet und in Zellen mit einem stark �uoreszierenden Zellkern ein minimal aus-geprägtes ER beoba
htet. Messer et al. (1999), sowie Messer und Lu
as (1999) erklärten diesesPhänomen dur
h reduzierte DNA-, RNA- und Proteinsyntheseaktivität in Folge von Ni
kelzyto-toxizität, die zu einer Verringerung des ER-Ge�e
hts führte. Damit s
hien ein Zusammenhangzwis
hen der Ausprägung des ER und der Ni
kelkonzentration im Zellkern zu bestehen, dermit dem CLSM detektiert werden konnte. Dur
h Versu
he mit dem Kationentransporter CDFHomolog Zhf in S
hizosa

haromy
es pombe war bekannt, dass dieser Transporter primär fürden Zn2+-Transport ins ER zuständig ist, da viele Proteine im ER Zn2+-abhängig funktionieren.Der CDF wurde bereits als konstitutiv exprimierter Transporter in Bakterien, Hefen und Säu-gern bes
hrieben (Paulsen und Saier Jr., 1997). Wurden die Zn2+-Ionen dur
h hohe Ni2+- oderCo2+-Konzentrationen im Zytosol verdrängt, konnte die Aktivität der Proteine im ER gestörtwerden. Der DCF wurde sowohl in der ER-Membran, als au
h in der Kernhülle lokalisiert (Cle-mens et al., 2002), sodass die teilweise auftretende Fluoreszenz im Berei
h der Kernhülle damitin Zusammenhang stehen konnte. Des Weiteren kamen Ca2+-Kanäle im ER als Transportweg fürdie Ni
kelaufnahme in Betra
ht (Brommundt und Kavaler, 1987). Das ER ist ein Ca2+-Spei
her,der über Ca2+-Kanäle mit den divalenten Kationen angerei
hert wird. Dur
h hohe Konzentrati-on von Ni2+ im Zytosol konnte au
h hier wieder Ni2+ um die Bindestellen des Ca2+-Transporterfür Ca2+ konkurrieren und die Ca2+-Aufnahme verringern, was in einer erhöhten Ni2+-Aufnahmein das ER resultierte. Ob Ni
kel oder Cobalt nun tatsä
hli
h im ER-Lumen oder an der ER-Membran detektiert wurde, konnte dur
h den optis
hen Sensor Newport Green DCF und dieCLSM-Aufnahmen ni
ht geklärt werden. Selbst die parallele Markierung von Ni(II) mit NewportGreen DCF und des ERs mit ER-Tra
ker red gab dabei keine genügenden Informationen.Abgesehen von der tubulären und retikulären Struktur des ER, sind au
h die bereits erwähntenMito
hondrien tubulär oder als Netzwerk organisiert, wenn die Zelle vital ist. Geht die Zelle indas Stadium der Apoptose über, was dur
h toxis
he Konzentrationen von Ni
kel oder Cobaltverursa
ht werden kann, ändern die Mito
hondrien ihre Struktur, sodass diese eine fragmentäreoder punktförmige Gestalt annehmen (Frank et al., 2001). Der Ein�uss von Ni2+ auf die Morpho-logie der Mito
hondrien wurde später von Tuszynska (2006) für Paxillus involutus bes
hriebenund zeigte eine Spezies-unabhängige Beein�ussung dur
h Ni2+ und weitere divalente Metallionenwie au
h Zn2+ (Tuszynska et al., 2006), sodass die Mito
hondrien ebenfalls ein target für dieNi
kel- und Cobaltbindung waren. Besonders bei CoCl2-behandelten Zellen konnten fragmentä-re oder punktförmig �uoreszierende Strukturen beoba
htet werden, die auf eine Akkumulationvon Ni
kel und Cobalt in den Mito
hondrien hinwiesen. Glei
hzeitig war bei CoCl2-behandeltenZellen die Rate an apoptotis
hen Fibroblasten höher als bei NiCl2-behandelten Fibroblasten, wasebenfalls auf eine Bindung des Cobalts an Strukturen der Mito
hondrien wie der mito
hondrialenDNA hinwies.
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kel und Cobalt im Golgi-Apparat humaner Gingiva-Fibroblasten:In der Nähe des Zellkerns befand si
h der Golgi-Apparat, der, wie das ER, dynamis
h in sei-ner Gröÿe war. Seine Colokalisation mit dem Farbsto� Newport Green DCF wurde dur
h denspezi�s
hen Golgi Apparat-Farbsto� Bodipy TR nahezu ausges
hlossen. Die Fluoreszenzsignaleder beiden Farbsto�e konnten ni
ht an übereinstimmenden Orten in den Ni
kel-behandeltenZellen detektiert werden, sodass der Golgi-Apparat trotz seiner Aufgabe als Modi�kationsort fürProteine kein primäres target für die Bindung oder Verarbeitung von Ni
kel oder Cobalt zu seins
hien.Fluoreszierende und ni
ht �uoreszierende Vesikel in humanen Gingiva-Fibroblasten:Fluoreszierende Vesikel wurden selten, aber denno
h wiederholt v.a. in CoCl2-behandelten Zellenbeoba
htet. Mögli
herweise befanden si
h darunter Peroxisomen oder Lysosomen, die im Meta-bolismus eine Art enzymatis
he Entsorgungsfunktion für organis
he Moleküle übernahmen.Des Weiteren konnten na
h der Zugabe der vier getesteten Metallverbindungen jeweils Zellenbeoba
htet werden, die ni
ht �uoreszierende Vesikel-ähnli
he Gebilde im Zytoplasma aufwiesenund die Zellen granulär ers
hienen lassen. Dabei handelte es si
h mögli
herweise um Lipidtröpf-
hen, die dur
h eine verstärkte Lipidsynthese na
h Ni
kelexposition entstanden. Ni2+ verstärktedie Aktivität von Metalloenzymen, die wiederum an der Lipidsynthese beteiligt waren und diesevorantrieben (Cloez et al., 1987; Messer et al., 1999).Minute parti
les in der Zelle:Eine Besonderheit in der Lokalisation von Ni(II) trat bei Ni3S2-behandelten Zellen auf. Beidiesen punktförmig �uoreszierenden Berei
hen, die im Transmissionsmodus keine Au�älligkeitenzeigten, handelte es si
h mögli
herweise um sog. minutes parti
les, die beim Abbau von Ni3S2-Partikeln entstanden. Diese sehr kleinen Ni3S2-Partikel mit einer Gröÿe von dur
hs
hnittli
h10 nm (Hildebrand et al., 1990) konnte man im Gegensatz zu den gröÿeren Ni3S2-Partikeln(s. Abbildung 3.14) im Transmissionsmodus ni
ht beoba
hten, wohl aber mit Newport GreenDCF detektieren (Hildebrand et al., 1990; Shirali et al., 1991). Sie waren zumeist kleiner und anZellmembranen, zytoplasmatis
hen Organellen wie das ER, Mito
hondrien, Peroxisomen oderLiposomen, sowie an das Eu
hromatin im Zellkern gebunden (Shirali et al., 1991).Entspre
hend der bekannten Literatur wurde das Zytosol und der Zellkern allgemein als target derNi
kel- und Cobaltakkumulation in humanen Gingiva-Fibroblasten mit Hilfe optis
her Methodenbestätigt. Ergänzend dazu wurden im Speziellen Nukleoli, das ER und teilweise Peroxisomenund Mito
hondrien als weitere mögli
he Orte der Ni
kelbindung hinzugefügt. Ob Ni
kel undCobalt als divalente Kationen frei vorlagen oder an Moleküle oder Zellstrukturen gebunden



4 Diskussion 148waren, konnte ni
ht di�erenziert werden. Dass in beiden Fällen eine Detektion mit dem Farbsto�Newport Green DCF erfolgen konnte, bes
hrieben Thompson und Kollegen (2002) sowie Thierseund Kollegen (2007) und wurde in dieser Arbeit dur
h die hier gezeigten Versu
he bestätigt.4.2.4 Speziation von Ni
kel- und Cobaltverbindungen dur
hNewport Green DCF-Spektren ausgewählter ROIs inFibroblastenDie Toxizität eines Metalls ist oft von seiner Spezies abhängig, d.h. von seiner Verbindungund der davon abhängenden Oxidationsstufe. Da eine Unters
heidung vers
hiedener Ni
kel- undCobaltspezies anhand der CLSM-Aufnahmen und Newport Green DCF-Detektion nur bedingtmögli
h war, wurden Spektren von Newport Green DCF in ROIs Ni
kel- und Cobalt-behandelterZellen aufgenommen. Es sollte die Frage geklärt werden, ob bestimmte Bindungspartner oderKomplexe von Ni(II) und Co(II) in den humanen Gingiva-Fibroblasten die Newport Green DCF-Spektren 
harakteristis
h beein�ussen. Die ROIs zei
hneten si
h dur
h starke Fluoreszenz in denZellen aus und wurden auf eine geringe Anzahl an Pixeln bes
hränkt, um sie bestimmten Kom-partimenten zuordnen zu können. Aus der Summe der Fluoreszenzinformationen der einzelnenPixel einer ROI wurde ein Spektrum erstellt und dieses mit den Spektren anderer ROIs undanderer Zellen der vers
hiedenen Verbindungen vergli
hen und gegenübergestellt.Die Eigen�uoreszenz der Fibroblasten na
h Anregung mit dem 488 nm Argonlaser war sehrs
hwa
h und ergab ein unklares Spektrum mit sehr geringer Intensität, sodass die Eigen�uores-zenz der humanen Gingiva-Fibroblasten die Newport Green DCF-Intensität kaum beein�usste.Au
h das BME-Medium, in dem die humanen Gingiva-Fibroblasten inkubiert wurden, zeigtekeine Eigen�uoreszenz, die die Detektion der Spektren störte. Die Aufnahme von Fluoreszenz-spektren na
h Zugabe von Newport Green DCF in BME-Medium ohne Metallverbindungen ergabklare Spektren mit einem deutli
hen Emissionsmaximum bei 533 nm. Na
h der Zugabe der viergetesteten Metallverbindungen und Newport Green DCF ins BME-Medium änderte si
h die Lageder Maxima minimal auf 532 nm. Die Spektren wurden mit dem LOESS-Verfahren geglättet,woraufhin es dur
h die Existenz von kleinen S
hultern oder Wellen zu einer minimalen Vers
hie-bung der Maxima auf 534 nm kam. Der geringe Unters
hied in der Lage der Maxima war hierdeshalb ni
ht aussagekräftig.Einzig dur
h die Bindung der target-Ionen im BME-Medium veränderte si
h das Spektrum ni
htin seiner Form, was die Kontrollspektren und au
h die Spektren von Ingle et al. (2008) be-stätigen. Ingle et al. zeigten 2008, dass si
h die Form der Newport Green DCF-Spektren, diedur
h einen Lumineszenz-Spektrometer aufgenommen wurden, in Anwesenheit von vers
hiede-nen NiSO4-Konzentrationen zwis
hen 0 µM bis 30 µM in MOPS-Pu�er konzentrationsabhängig
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ht änderte, wobei eine konstante Newport Green DCF-Konzentration von 30 µM vorlag. Mitsteigender Newport Green DCF-Konzentration stieg allerdings au
h die Fluoreszenzintensität.Die Änderungen der Intensitäten bewegten si
h in etwa im Rahmen der hier gemessenen Intensi-tätswerte und den Intensitätsangaben von Mole
ular Probes na
h der Zugabe von 100 µM Ni2+,wobei bei Ingle und Kollegen (2008) zu beoba
hten war, dass die Fluoreszenzverstärkung mitzunehmender NiSO4-Konzentration immer geringer wurde. Die Spektren zeigten eine maximaleFluoreszenzintensität im Berei
h bei 530 nm, wobei kein eindeutiges Maximum bestimmt wer-den konnte. Bei einigen Spektren in dieser Arbeit war ebenfalls kein eindeutiges Maximum vorder Glättung zu erkennen. Der Anstieg der Fluoreszenzintensitäten von Newport Green DCF inBME-Medium erfolgte später als bei den Newport Green DCF-Spektren in BME-Medium mitMetallverbindungen. Im Berei
h gröÿerer Wellenlänge als der des Maximums war der Verlaufglei
h. So konnte unter unters
hiedli
hen Bedingungen ein konstantes Fluoreszenzspektrum vonNewport Green DCF aufgenommen werden. Würden die target-Ionen in den Zellen einen Ein-�uss auf den Verlauf der Spektren und die Fluoreszenzintensität ausüben, wäre dies detektierbargewesen. Dur
h die Hydrolyse der Esterbindungen des Newport Green DCF-Moleküls in denFibroblasten und die physiologis
hen divalenten Kationen in den unbehandelten Fibroblastenwar die spektrale Eigens
haft des Newport Green DCF-Moleküls unverändert und die Fluores-zenzintensität nur geringfügig zur Kontrolle in BME-Medium mit Metallverbindungen erhöht.Die Kontrollspektren von Newport Green DCF aus den vers
hiedenen Kompartimenten in Fi-broblasten ohne Metallverbindungen zeigten lei
hte Variationen in der Lage der Maxima vonKompartiment zu Kompartiment, die verna
hlässigbar waren.Vergli
h man nun die Newport Green DCF-Spektren aus Fibroblasten, denen Metallverbindun-gen zugesetzt wurden, untereinander sowie diese mit den zuvor bes
hriebenen Newport GreenDCF-Spektren in BME-Medium und unbehandelten Fibroblasten, �el auf, dass einige Spektren inden mit Metallverbindungen behandelten Fibroblasten im Verlauf und der Lage der Maxima denKontrollspektren ähnli
h waren. Dabei waren keine 
harakteristis
hen Unters
hiede zwis
hen denvers
hiedenen Metallverbindungen oder den Kompartimenten zu beoba
hten. Andere Spektrenzeigten jedo
h im Verglei
h zu Spektren der selben Metallverbindung oder dem selben Komparti-ment einen lei
ht veränderten Verlauf mit unters
hiedli
hen Maxima und S
hultern im gröÿerenWellenlängenberei
h. Abwei
hend zu den Spektren, die von Ingle und Kollegen (2008) aufge-nommen wurden, waren in dieser Arbeit bei den Spektren im längerwelligen Berei
h von 570 nmS
hultern zu beoba
hten, die unters
hiedli
h stark ausgeprägt waren. Geringe Veränderungenim Verlauf der Spektren konnten dur
h den Ein�uss der S
hultern und S
hwankungen in der In-tensität der Spektren beim Glätten entstanden sein. Die Eigen�uoreszenz von Molekülen in denZellen, die zwar wie bes
hrieben sehr s
hwa
h war, konnte ebenfalls bei geringer Fluoreszenzin-tensität des Fluorophors Ein�uss auf das Spektrum nehmen. Hinweise auf eine 
harakteristis
heBeein�ussung der Newport Green DCF-Spektren in den Fibroblasten dur
h die Bindung von



4 Diskussion 150Ni(II) und Co(II) oder ihrer Verbindung mit zellulären targets, die damit eine Identi�zierungermögli
ht hätte, wurden ni
ht gewonnen. Die Spektren in den ROIs zeigten keine deutli
hen,
harakteristis
hen und konstanten Veränderungen bei bestimmten Kationen oder Zellarealen,die wiederholt unter den selben Bedingungen detektiert wurden.Eine Abhängigkeit zwis
hen den Strukturen der Zellen, den Metallverbindungen und den Spek-tren war ni
ht na
hweisbar. Stärker abwei
hende Spektren im Verglei
h zu Kontrollspektrenzeigten auÿer meist starker Fluoreszenz in den Kompartiment-spezi�s
hen Strukturen keine Be-sonderheit in der Zelle. Eine Ausnahme bildete dabei eine Zelle, die mit NiSO4 inkubiert wurde.Das Spektrum mit einem Maximum im kürzeren Wellenlängenberei
h bei 528 nm wurde in einemPseudopodium aufgenommen, das abwei
hend zum umgebenden, �uoreszierenden Zytosol stär-kere Fluoreszenz aufwies, aber im Transmissionsmodus keine besonderen Strukturen erkennenlieÿ. Diese verstärkte Fluoreszenz in den Pseudopodien trat in den Zellen in dieser Aufnahmehäu�ger auf. Weitere Spektren aus NiSO4-behandelten Zellen bildeten ebenfalls ein Maximumim kürzeren Wellenlängenberei
h bei 525 nm und 526 nm aus, ein struktureller Zusammenhangkonnte jedo
h au
h hier ni
ht bes
hrieben werden. Es handelte si
h bei den ROIs um Nukleoliund Berei
he des ER in Zellkernnähe. Die abwei
henden Maxima und Verläufe der Spektrenin den ROIs zu den Kontrollspektren entstanden dur
h Ein�üsse wie Eigen�uoreszenz andererzellulärer Moleküle, die in der ROI lokalisiert waren. Prinzipiell wurde zwar bes
hrieben, dass diegeringe Eigen�uoreszenz und die s
hwa
he Fluoreszenzintensität der Kontrollzellen mit NewportGreen DCF die Detektion von Ni(II) und Co(II) in den Zellen ni
ht wesentli
h beein�usst wurde,do
h konnten die geringen Eigen�uoreszenzen Auswirkungen auf das Spektrum haben und diezusätzli
hen S
hultern oder abwei
henden Formen verursa
hen. Je geringer die Fluoreszenzin-tensität eines Spektrums war, desto gröÿere Auswirkungen hatte die Hintergrund�uoreszenz aufdas Spektrum. Grenzte man die Pixelanzahl einer ROI ein um dieses zu vermeiden, stieg glei
h-zeitig die Wahrs
heinli
hkeit, einen zufälligen, ni
ht aussagekräftigen Berei
h zu detektieren.Eine Eins
hätzung, wel
he der Spektren aussagekräftig waren, war ebenfalls ni
ht mögli
h.
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hweis von Ni
kel und Cobalt in P�anzenzellen vonCatharanthus roseusObglei
h es si
h um humane Zellen oder P�anzenzellen handelt, bestimmte Metallionen sindessentiell für den Sto�we
hsel einer Zelle und somit für einen funktionierenden Organismus.Gerät das Glei
hgewi
ht an Metallionen in Zellen ins S
hwanken oder werden toxis
he Ionen inZellen akkumuliert, kann der Sto�we
hsel gestört werden. Wie zuvor bei den humanen Gingiva-Fibroblasten wurden deshalb Ni
kel- und Cobaltverbindungen den P�anzenzellen zugegeben.Mit Hilfe des optis
hen Sensors Newport Green DCF wurde die Aufnahme, Lokalisation undSpeziation der Ionen untersu
ht.Wie in Abs
hnitt 3.1.1 bes
hrieben, konnte keine Eigen�uoreszenz der getesteten Metallver-bindungen unter den gegebenen Versu
hsbedingungen festgestellt werden, sodass au
h bei denP�anzenzellen der optis
he Sensor Newport Green DCF zur Detektion von Ni(II) und Co(II) ein-gesetzt wurde. Au
h bei den P�anzenzellen wurde die Fluoreszenzintensität von Newport GreenDCF von der Ionenkonzentration und des jeweiligen divalenten Kations beein�usst. So zeigtesi
h bei unbehandelten Zellen na
h Newport Green DCF-Zugabe eine s
hwa
he Fluoreszenz, dieüber die komplette Zelle verbreitet war. Die Hintergrund�uoreszenz von Newport Green DCFwar in den P�anzenzellen etwas höher bzw. homogener als bei Fibroblasten, was dur
h denCo2+- und Zn2+-Gehalt im LS-Medium begründet sein könnte. Das Medium enthielt als essenti-elle Spurenelemente für P�anzenzellen CoCl2 und ZnSO4, die target-Ionen von Newport GreenDCF waren und eine Verstärkung seiner Fluoreszenzintensität verursa
hen konnten (Haugland,2002). Eine Beein�ussung bei der Detektion von Kationen mit Hilfe von Newport Green DCFdur
h Eigen�uoreszenz der Zellen fand denno
h kaum statt, da in einem Wellenlängenberei
h,der den Detektionsberei
h der Newport Green DCF-Fluoreszenz beinhaltete, selbst bei höherenPMT-voltages ledigli
h geringe Fluoreszenz detektiert wurde. Dur
h die eher kugelförmige Ge-stalt von P�anzenzellen war es s
hwieriger, konfokal einen Überbli
k über Fluoreszenzen in derZelle zu bekommen, weshalb das Pinhole auf 2,24 Airy eingestellt wurde, was zu einer höherenLi
htstärke führte und wodur
h die Fluoreszenzintensitäten zwis
hen den Fibroblasten und denP�anzenzellen nur bedingt verglei
hen werden konnten.4.3.1 Ein�uss unters
hiedli
her Inkubationszeiten von Ni
kel- undCobaltverbindungen auf die Fluoreszenz von Newport GreenDCF in P�anzenzellen von Catharanthus roseusP�anzen sind darauf angewiesen Nährsto�e aus dem Boden aufzunehmen, die sie ni
ht selbstproduzieren können. Dazu zählen Spurenelemente wie Zn2+ oder Mg2+, aber au
h Ni2+ und



4 Diskussion 152Co2+. Um dieses zu gewährleisten besitzen P�anzenzellen bestimmte Transporter in der Plas-mamembran, die die Aufnahme regulieren. Teilweise sind dies Homologe zu Transportern inFibroblasten oder anderer Organismen, die alle na
h dem glei
hen Prinzip funktionieren. S
haafet al. bes
hrieben 2006 in Arabidopsis thaliana den Mg2+-Transporter AtMGT1 sowie die Fe2+-Transporter AtIRT1 und AtIREG2. AtMGT1 ist ein Homolog des bakteriellen CorA, der ebenfallsMg2+ und Ni2+ transportieren kann, ohne ein physiologis
her Ni2+-Transporter zu sein (Kehreset al., 1998; Li et al., 2001). Weitere Transporter, die der Familie der Cation Di�usion Fa
ilita-tor (CDF) (Paulsen und Saier Jr., 1997) oder der Nramp-Transporter (Gruenheid et al., 1995)angehören, wurden in zahlrei
hen Organismen u.a. au
h in P�anzen bes
hrieben. Steigt dieKonzentration von divalenten Kationen wie Ni2+ oder Co2+ im Boden auf unnatürli
he Konzen-trationen an, konkurrieren die Ni2+- und Co2+-Ionen mit den divalenten Kationen am Transporterund rei
hern si
h in hohen Konzentrationen in den Zellen an. So gelangten über die mannigfal-tigen Transportwege au
h die Ionen aus den getesteten Verbindungen in die P�anzenzellen unddamit zunä
hst in das Zytoplasma von Catharanthus roseus. Im Tonoplast sind zudem weitereTransporter lokalisiert, die meist im Austaus
h mit H+ andere divalente Kationen wie Mg2+ in dieVakuole transportieren (Barkla et al., 1995; Nishimura et al., 1998; Shaul et al., 1999; Martinoiaet al., 2000; Saito et al., 2005; S
haaf et al., 2006; Martinoia et al., 2007). Au
h Transporter,die Komplexe aus divalenten Kationen mit organis
hen Säuren wie Malat oder Citrat, sowie derAminosäure Histidin oder Ni
otinamin (NA) (Fe+/Ni2+-NA In�ux) (Küpper et al., 2001; Gendreet al., 2006) über Membranen transportieren, wurden bes
hrieben (Kerkeb und Krämer, 2003).Histidin ist in P�anzen ein sehr häu�ger Komplexpartner für Ni2+ und Co2+, der besonders fürden Transport von Ni2+ in Hyperakkumulatoren bes
hrieben wurde (Krämer et al., 1996; Verretet al., 2005).Die Aufnahme der Co2+- und Ni2+-Ionen in die P�anzenzellen von Catharanthus roseus na
h derZugabe der Metallverbindungen ins LS-Medium lieÿ kaum Unters
hiede zwis
hen den Speziesin Bezug auf die Fluoreszenzintensität und Lokalisation erkennen. Bei allen Metallverbindungenkonnte bereits na
h 24 h Inkubation deutli
he Fluoreszenz von Newport Green DCF und damitdivalente Kationen in den Zellen detektiert werden.Mit zunehmender Inkubationszeit der P�anzenzellen mit den Metallverbindungen waren lei
hteErhöhungen der Newport Green DCF-Fluoreszenzintensität zu beoba
hten. Dabei ma
hte eskaum einen Unters
hied, ob eine wasserlösli
he oder wasserunlösli
he Ni
kelverbindung oder daswasserlösli
he CoCl2 zugegeben wurde. Eine geringfügig geringere Fluoreszenzintensität konn-te in Ni3S2-behandelten Zellen beoba
htet werden. Etwas höhere Intensitäten konnte man beiCoCl2-behandelten Zellen detektieren, die jedo
h dur
h die Blendenö�nung von 4,48 Airy erhöhtwaren und damit ni
ht mit anderen Intensitäten vergli
hen werden konnten. Signi�kante Unter-s
hiede in der Fluoreszenzintensität der Verbindungen bzw. bei vers
hiedenen Inkubationszeiten



4 Diskussion 153waren ni
ht detektierbar. Es ist jedo
h zu betonen, dass bereits na
h 24 h die Konzentrationvon Ni
kel und Cobalt in den Zellen ho
h genug war, um eine starke Fluoreszenzverstärkung desSensors zu bewirken. Ni(II) und Co(II) konnten demna
h au
h in P�anzenzellen dur
h NewportGreen DCF detektiert werden.Die Aufnahme von Ni2+ und Co2+ in Zellen ist über die Transporter kontrolliert. Ni
ht-Hyperakkumulatoren wie Catharanthus roseus nahmen bei glei
her Metallkonzentration im LS-Medium oder Boden Ni2+ und Co2+ aus wasserlösli
hen Metallverbindungen ni
ht in dem Maÿeauf wie Hyperakkumulatoren. Stieg die extrazelluläre Metallkonzentration zu stark an, konntedie Aufnahme ni
ht mehr kontrolliert werden und die Zellen rei
hern toxis
he Konzentrationenan. Ni3S2 wurde ni
ht über Phagozytose in die P�anzenzellen aufgenommen. Im sauren LS-Medium wurde zunä
hst Ni3S2 gelöst und somit konnte Ni
kel ebenfalls als Ni2+ in die Zellenaufgenommen werden.Innerhalb der P�anzenzellen wurde Newport Green DCF-Fluoreszenz unabhängig von der Me-tallverbindung hauptsä
hli
h im Zytoplasma und den Vakuolen detektiert, was auf einen Weiter-transport eines Teils der Ionen innerhalb der Zellen hinwies. Kleinere Vakuolen wie in Abbildung3.40(
) zeigten sehr deutli
h, dass die Vakuolen an der Spei
herung von Ni2+ und Co2+ in denP�anzenzellen beteiligt waren. Analysierte man die Zellkerne, stellte man fest, dass bei allenVerbindungen Fluoreszenz im Zellkern detektierbar war und die Kationen über die Kernmem-bran transportiert worden sein mussten. Bei einem Teil der Zellen, v.a. na
h CoCl2-Inkubation,war im Zytoplasma kaum Fluoreszenz zu beoba
hten, wobei die Zellwand dafür meist eine umsostärkere Fluoreszenz aufwies. Bei diesen Zellen s
hienen die Ionen an die Zellwand gebunden zusein oder diese nur langsam oder gar ni
ht zu überwinden. Auf die Lokalisation der Ionen an derZellwand wurde im folgenden Abs
hnitt 4.3.2 näher eingegangen.Die �uoreszenzmikroskopis
hen Bilder der Zellen konnten keine genauen Hinweise über die Artder Aufnahme bzw. bestimmte Transportwege geben. Der geringe pH-Wert von 5,5 im BME-Medium s
hien hier die Aufnahme der Ionen ni
ht zu beein�ussen. Dadur
h, dass die P�anzen-zellen bessere Me
hanismen zur Detoxi�zierung besaÿen und somit länger vital waren, konnteeine Beoba
htung über den Zeitraum von 120 h dur
hgeführt werden.Die Inkubation der P�anzenzellen von Catharanthus roseus mit 100 µM NiCl2 für kurze Inku-bationszeiten von 1 h und 8 h sollte zeigen, ob na
h diesen kurzen Inkubationszeiten bereitsNi
kel mit dem optis
hen Sensor Newport Green DCF in den P�anzenzellen na
hgewiesen wer-den kann und in wel
hen Kompartimenten in der Zelle dieser Farbsto� detektiert wird. Es stelltesi
h heraus, dass na
h 1 h und 8 h bereits deutli
he Fluoreszenz detektierbar war, die auf eineNi
kelanrei
herung in der Zelle hindeutete. Im Verglei
h zu längeren Inkubationszeiten warendiese jedo
h ni
ht so stark und v.a. auf das ER oder die Mito
hondrien und die Zellkerne



4 Diskussion 154konzentriert. Die Vakuolen s
hienen hier nur gering Ni
kel aufgenommen zu haben, da ihreFluoreszenzintensität s
hwa
h war. Na
h 8 h konnte eine lei
hte Steigerung der Fluoreszenzin-tensität beoba
htet werden, die zeigte, dass Ni
kel und Cobalt in P�anzenzellen an Strukturenim Zytoplasma gebunden haben, bevor sie in Vakuolen gespei
hert wurden.4.3.2 Lokalisation von Ni
kel und Cobalt in P�anzenzellen vonCatharanthus roseusEine detaillierte Lokalisation von Ni
kel und Cobalt dur
h Newport Green DCF war in P�anzen-zellen s
hwieriger als in Fibroblasten. Oft verringerten die gefüllten Vakuolen das Volumen desZytosols und die Organellen wurden an den Rand der Zelle gedrü
kt, die dadur
h oft nur als�uoreszierende, amorphe Strukturen in der Nähe der Zellwand zu sehen waren. Hierbei konntees si
h ebenfalls um das ER oder Mito
hondrien handeln. Deutli
h zu sehen und zu identi�zierenwaren dagegen die Zellkerne, die ebenfalls dur
h ihre Lage im Zytosol und die gefüllten Vakuolenam Zellrand lokalisiert waren und teilweise einen stark �uoreszierenden Berei
h - den Nukleolus- enthielten. Je na
h Fokalebene war der Zellkern besser oder s
hle
hter zu sehen. Die Zellkernewaren unabhängig von der Inkubationszeit na
h der CoCl2-Zugabe ebenso �uoreszent, wie es beiden Ni
kel-behandelten Zellen der Fall war, wennglei
h eine geringere Anzahl an �uoreszierendenZellkernen bei CoCl2-behandelten Zellen beoba
htet wurde.Wie in Fibroblasten gelangte Ni2+ und Co2+ dur
h divalente Kationentransporter über die Kern-membran in den Zellkern und s
hienen au
h hier aufgrund der hohen Konzentrationen an Metall-bindestellen zu akkumulieren. Darunter befanden si
h Zellkernproteine bzw. deren Aminosäurenwie z.B. Histidin. Ebenso waren DNA-Basen bzw. das Ribose-Phosphat-Rü
kgrat target für dieNi
kel- und Cobaltbindung. Die Auswirkungen der Ni
kel- und Cobaltakkumulation in der Zelleund den Zellkernen waren verglei
hbar mit denen in Fibroblasten (s. Abs
hnitt 4.2.3). Da in denZellkernen der CoCl2-behandelten P�anzenzellen Fluoreszenz detektiert werden konnte, s
hie-nen höhere Cobaltkonzentrationen im Zellkern der P�anzenzellen als in denen der Fibroblastenvorzuliegen. Höhere Cobaltkonzentrationen bewirkten eine deutli
he Verstärkung der Fluores-zenzintensität von Newport Green DCF, wohingegen sehr geringe Cobaltkonzentrationen kaumsi
htbare Veränderungen der Fluoreszenzintensität bewirkten.Im Berei
h der Zellwand und Plasmamembran wurde eine �uoreszierende Linie beoba
htet, dieauf eine Bindung der divalenten Kationen an Strukturen der Membran bzw. der Zellwand s
hlie-ÿen lieÿ. Zellwände von P�anzen bestehen zu etwa 25-30 % aus Zellulose, 15-20 % Hemizellulose,35 % Pektin und 5-10 % Gly
oproteinen (Wang und Evangelou, 1995; Ma
�e und Welbourn,2000). Die anionis
hen Carboxylatgruppen der Pektine und Gly
oproteine besitzen eine starkeBindungsa�nität für Metallionen (Christ et al., 1994) und sind somit für den Kationenaustaus
h



4 Diskussion 155verantwortli
h (Haynes, 1980). Im basis
hen und neutralen Milieu sind dadur
h Ca2+ und Mg2+an die Amine gebunden, die im sauren von H+ verdrängt werden. Krämer et al. (2000) undRobinson et al. (2003) bes
hrieben für Hyperakkumulatoren, dass etwa 70 % des Ni2+ an derZellwand bzw. im Apoplast gebundenen sind, was v.a. in kompletten Blättern zu beoba
htenist. Die Ionen ersetzten dort extrazellulär gebundenes Ca2+ und s
hützten so den Zellmetabo-lismus vor zu hohen intrazelluläreren Ni
kelkonzentrationen (Salt und Wagner, 1993; Neumannet al., 1995). Au
h bei der Gerste oder Grünalgen wurde die Bindung von Ni
kel (Antunes undKreager, 2009) und Cobalt (Ma
�e und Welbourn, 2000) an die Zellwand bei starker Exposi-tion bes
hrieben (Brune et al., 1995). Der hier verwendete Catharanthus roseus war wie dieseP�anzen kein Hyperakkumulator. Do
h au
h die Catharanthus roseus-Zellen besaÿen Pektineund damit Metallbindestellen, die Ni2+ und Co2+ bei starker Exposition im Austaus
h mit Ca2+binden konnten. Folgli
h konnte dies ein Me
hanismus von Catharanthus roseus und weiterenNi
ht-Hyperakkumulatoren sein, die Ni
kel- und Cobalthomöostase aufre
ht zu erhalten. Mem-branen oder Strukturen in Membranen wie das anionis
he Gly
osamingly
an wurden bereits vonTempleton (1987) als target für die Ni
kelbindung bes
hrieben. Bei den detektierten �uoreszie-renden Berei
hen, die si
h in Form einer Linie am Zellrand befanden, konnte es si
h um Ni
kelan Strukturen von Membranen handeln.Die Funktion, den Metabolismus vor toxis
hen Ni
kel- oder Cobaltkonzentrationen zu s
hützen,erfüllen in P�anzenzellen hauptsä
hli
h Vakuolen. Toxis
he divalente Kationen werden dur
hdie Bindung an S, N oder O in organis
hen Säuren im Zytosol wie Citrat (Ja�re et al., 1976;Lee et al., 1978; Homer et al., 1991; Sagner et al., 1998; Krämer et al., 2000), Malat, Malonat(Brooks et al., 1981) oder au
h Histidin (Krämer et al., 1996; Küpper et al., 2001) und denans
hlieÿenden Transport der Komplexe in die Vakuolen für den Metabolismus unzugängli
h.Transporter im Tonoplast ermögli
hen die s
hnelle Reaktion auf Veränderungen der Ionenkon-zentration in der Umgebung und gewährleisten dur
h die Spei
herung der toxis
hen Sto�e ver-s
hiedenster Art optimale Bedingungen für den Metabolismus im Zytosol. War die Vakuole in denbeoba
hteten Catharanthus roseus-Zellen gering gefüllt und nahm dadur
h ni
ht den gröÿtenVolumenanteil der Zelle ein, sah man die Vakuole deutli
h als rundes Kompartiment mit starkerFluoreszenz umgeben von s
hwa
her Fluoreszenz im Zytosol. Glei
hzeitig wurden in diesen Zel-len die sonst an den Rand gedrängten Organellen si
htbar, die ebenfalls Fluoreszenz zeigten unddamit eine Ni
kel- und Cobaltbindung an diesen Strukturen aufwiesen. Die Lagerung Ni
kel-und Cobalthaliger Komplexe in Vakuolen war dur
h Newport Green DCF-Fluoreszenz in denCLSM-Aufnahmen gut zu beoba
hten, da die Fluoreszenz in den Vakuolen na
h der Inkubationder Zellen in LS-Medium mit Ni
kel- und Cobaltverbindungen verstärkt wurde. Untersu
hungenvon Krämer et al. (2000) an Ni
ht-Hyperakkumulatoren ergaben, dass etwa 25 % des Ni2+ imProtoplasten in Vakuolen enthalten war. Die Lokalisation von Ni
kel und Cobalt in Chloroplastenwurde ni
ht beoba
htet.



4 Diskussion 156Mehrere Berei
he in P�anzenzellen von Catharanthus roseus wie die Vakuolen, das ER oderMito
hondrien, aber au
h die Zellwand, der bisher nur in Hyperakkumulatoren eine Beteiligung inder Ni
kelkomplexierung zugespro
hen wurde (Krämer et al., 2000), s
hienen Ni
kel und Cobaltzu binden und mögli
herweise au
h in Detoxi�zierungsprozessen involviert zu sein. An wel
heMoleküle Ni
kel und Cobalt im Zytosol oder der Vakuole binden, wurde dur
h die Detektion mitNewport Green DCF ni
ht ersi
htli
h. Die Informationen über Bindungspartner, Bindemolekülebzw. Chelatoren von Ni(II) und Co(II) in P�anzenzellen oder bestimmten Organellen wurden vonKrämer et al. (2000) anhand von XAS (X-ray absorption spe
tros
opy) oder Fraktionierung mitans
hlieÿender ICP-MS bzw. 63Ni-Szintilation gewonnen. Diese Methoden zeigten, dass für dieNi
kelaufnahme in Hyperakkumulatoren N-haltige Liganden nötig war, dur
h die Ni2+ und Co2+mit einer deutli
hen Selektivität für Ni2+ (7:1) in Zellen aufgenommen und in Blättern gespei
hertwurde (Still und Williams, 1980). Die Me
hanismen der Lagerung und Detoxi�zierung warenzudem von der P�anzenart, bei kompletten P�anzen vom Ort im Habitus, aber au
h von derMetallverbindung abhängig (Vögeli-Lange und Wagner, 1989; Brune et al., 1994; Brune et al.,1995; Gries und Wagner, 1998; Asemaneh et al., 2006).Die Detektion von Ni(II) u.a. an der Zellwand bestätigte, dass Newport Green DCF komplexiertesNi(II) detektieren konnte (Thompson et al., 2002). Eine prozentuale Verteilung auf die vers
hie-denen Kompartimente und Zellareale war dur
h optis
he Methoden sehr s
hwierig, da ni
htdas gesamte Volumen der Zellen auf seine Fluoreszenzintensität di�erenziert untersu
ht wer-den konnte. Deshalb konnte ledigli
h die Zellwand, die Vakuolen, das ER oder Mito
hondrienals target für Ni(II) und Co(II) in P�anzenzellen bes
hrieben werden. Eine Quanti�zierung derNi
kel- und Cobaltionen in P�anzenzellen dur
h optis
he Detektionsmethoden wie dem CLSMwar ebenfalls ni
ht mögli
h, aber eine Eins
hätzung, dass ein Groÿteil des detektierten Ni
kelsin Vakuolen lokalisiert war.4.4 Verglei
h der Ni
kel- und Cobaltaufnahme und derenLokalisation zwis
hen humanen Gingiva-Fibroblasten undCatharanthus roseus-ZellenEin Verglei
h der Ni
kel- und Cobaltaufnahme in die humanen Gingiva-Fibroblasten mit derAufnahme in die Catharanthus roseus-Zellen zeigte, dass die Fluoreszenzintensitäten in denFibroblasten mit zunehmender Inkubationszeit mit den Metallverbindungen bei den vers
hiede-nen Metallkonzentrationen anstiegen. Dieser Trend war in den P�anzenzellen ni
ht so deutli
hzu beoba
hten, da bereits na
h 24 h hohe Fluoreszenzintensitäten in den Catharanthus roseus-Zellen beoba
htet wurden. Am au�älligsten war, dass in den P�anzenzellen unabhängig von derInkubationszeit und der geringen Konzentration aller Metallverbindungen Fluoreszenz im Zell-



4 Diskussion 157kern detektiert wurde. Na
h 24 h war bei allen vier Verbindungen, aber au
h s
hon früher bei 1 hoder 8 h Inkubation mit NiCl2, Fluoreszenz im Zellkern der P�anzenzellen zu sehen. Bei den Fi-broblasten wurde selbst na
h 48 h Inkubation mit 500 µM CoCl2 kaum Fluoreszenz im Zellkern,abgesehen von den Nukleoli, na
hgewiesen. Bei Ni
kelverbindungen war eine Konzentration von500 µM für 24 h notwendig, um Ni
kel im Zellkern konstant na
hzuweisen.Die P�anzenzellen besaÿen im Verglei
h zu Fibroblasten Vakuolen, in denen sie toxis
he Sto�elagern und dem Metabolismus unzugängli
h ma
hen konnte. Dadur
h war in P�anzenzellen einGroÿteil des Ni
kels und Cobalts und damit der Fluoreszenz in den Vakuolen lokalisiert. Trotzdems
hien genügend Ni
kel und Cobalt in die Zellen aufgenommen worden zu sein, dass ni
ht alleNi
kel- und Cobaltionen in Vakuolen komplexiert gespei
hert wurden und Ni
kel und Cobaltan weitere Strukturen des Zytoplasmas wie dem Zellkern, dem ER oder Mito
hondrien bindenkonnte. In Fibroblasten existierten keine Vakuolen wie sie in den P�anzen vorhanden waren,sodass Ni
kel und Cobalt an Moleküle im Zytoplasma gebunden haben, darunter au
h Proteineoder Enzyme. Dies konnte die höhere Fluoreszenzintensität im Zytosol von Fibroblasten erklären.Dadur
h, dass Fibroblasten adhärente und �a
he Zellen waren, war eine mikroskopis
he Beob-a
htung der Zellen lei
hter als bei den P�anzenzellen, die eine kugelige Form besaÿen. Dur
hdie Erweiterung der Blendenö�nung bei der Beoba
htung der P�anzenzellen, die einen Über-bli
k über einen groÿen Teil der Zelle ermögli
hte, wurden Fluoreszenzsignale aus Ebenen unterund über der Fokalebene detektiert, wodur
h mehr Informationen gewonnen wurden, die Signa-le li
htstärker waren, aber die Au�ösung geringer wurde. Denno
h konnte gezeigt werden, dassNi
kel und Cobalt in beide Zelltypen aufgenommen wurde und detektierbar war. Die Lokalisationvon Ni
kel und Cobalt an bestimmten Strukturen stimmten bei Fibroblasten und P�anzenzellenweitestgehend überein. Nähere Informationen über Komplexpartner oder Bindestellen wurden an-hand dieser optis
hen Detektionsmethode alleine ni
ht errei
ht. Die gewählten Zelllinien stelltengenetis
h unveränderte und gesunde Zellen dar und wiesen dadur
h einen normalen Metabolis-mus auf, wodur
h die Resultate realitätsnäher waren als die von Tumorzellen.Zur Detektion von Ni(II) und Co(II) in P�anzenzellen rei
hte eine Konzentration von 1 µg/ml desoptis
hen Sensors Newport Green DCF aus, um bereits na
h kurzer Inkubationszeit Ni(II) undCo(II) in den P�anzenzellen zu detektieren. Die Detektion von Ni(II) und Co(II) in Fibroblastenzeigte gute Ergebnisse bei einer Konzentration von 7 µg/ml, die ebenfalls von Ke et al. (2006,2007) bes
hrieben wurde. Es wurde deshalb vermutet, dass eine höhere Ni(II)- und Co(II)-Konzentration in den P�anzenzellen im Verglei
h zu Fibroblasten bestand, da Ni
kel und Cobaltfür P�anzenzellen essentiell waren (Nielsen und Sandstread, 1974; Eskew et al., 1983; Brownet al., 1987; Uthus und Seaborn, 1996; Gerendás et al., 1999).



4 Diskussion 1584.5 Vor- und Na
hteile des optis
hen Sensors Newport GreenDCF und der CLSM bei der Detektion von Metallspezies ineinzelnen lebenden ZellenJede Methode zur Speziation besitzt bestimmte Vorteile gegenüber alternativen Methoden wiez.B. eine besonders sensitive Bestimmung von bestimmten Verbindungen oder eine exakte Quan-ti�zierung, aber ebenso Na
hteile wie die Eins
hränkung der Lokalisation einer Spezies in Zellendur
h Analysen an bulk-Material. Oft gelangt man erst dur
h Zellfragmentierung oder Zer-störung der Zellen an Informationen, die dur
h die zusätzli
hen Präparationss
hritte wiederumUrsa
he für Artefakte sein können. Der Na
hweis und die Lokalisation der toxis
hen und kan-zerogenen Übergangsmetalle Ni
kel und Cobalt sowie ihrer Spezies in einzelnen lebenden Zellensollte deshalb anhand der für Speziation unübli
hen Methode, der CLSM, dur
hgeführt werden.Dabei war die Mögli
hkeit der Beoba
htung einzelner lebender Zellen ohne Fixierung ein Vorteilgegenüber Methoden, die bulk-Material oder �xierte Zellen analysierten. Zum einen wurde dieErzeugung von Artefakten bei der Beoba
htung lebender Zellen verringert, zum anderen wurdendetailliertere und weiterführende Informationen über die Zellen oder bestimmte Zellareale glei
h-zeitig detektiert, wie z.B. die Form der Zellen oder die Lokalisation in bestimmten Organellen.Dur
h die Nutzung eines Au�i
htmikroskops konnten Eintau
hobjektive genutzt werden, um dieZellen lebend über einen begrenzten Zeitraum zu beoba
hten. Eine kontinuierli
he Beoba
htungüber mehrere Tage könnte in sterilen Kammern in Medium mit CO2- und Temperaturregelungerfolgen und dabei den Weg einer Spezies in einer Zelle verfolgen, wobei dafür inverse Systemenötig wären. Die Nutzung von adhärenten Zellen wie den Fibroblasten, wäre dabei von Vorteil,weil sie mit inversen Systemen beoba
htet werden könnten, si
h ihre Position im Kulturgefäÿkaum ändern würde und sie von ihrer Struktur und Gröÿe gut zu beoba
hten wären. Bei P�an-zenzellen wäre die Beoba
htung etwas s
hwieriger, da die Zellen ni
ht adhärent sind und si
him Medium bewegen. Ihre Anzu
ht war in kleinen Kammern ni
ht mögli
h und so musste zurmikroskopis
hen Beoba
htung ein Aliquot der Kultur entnommen werden, wodur
h sie ni
htmehr sterilen Bedingungen ausgesetzt waren und ni
ht mehr weiter kultiviert werden konnten.Oft hingen die Zellen als Cluster zusammen und die Aufnahme von Einzelzellen war ers
hwert.Die CLSM ermögli
hte die glei
hzeitige Anregung �uoreszierender Moleküle in einer Probe mitunters
hiedli
hen Laserlinien, aber au
h die glei
hzeitige Detektion mehrerer Emissionsberei
he.Dabei war die Trennung der Signale am besten, wenn keine Überlagerung der Emissionsspektrenvorlag. Um Verbindungen mit dem CLSM in lebenden Zellen zu detektieren und zu lokalisieren,mussten diese Fluoreszenz aufweisen, die mit Laserenergie angeregt werden konnte ohne dieZellen zu zerstören. Oft war dies wie im Fall von U(VI), Eu(III) und Cm(III) ni
ht der Fall (Titset al., 2003; Baumann et al., 2005; Arnold et al., 2006) und somit wurden Metall-spezi�s
he
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he Sensoren wie das verwendete Newport Green DCF benötigt. Für einige Metalle, v.a.Zn2+, existierte eine groÿe Zahl vers
hiedener Farbsto�e. Diese waren meist spezi�s
h für einenOxidationszustand und nur für einige Ionen vorhanden, aber im Falle von Newport Green DCFni
ht absolut spezi�s
h für nur ein Metall. Newport Green DCF war zwar selektiv für Zn2+,Co2+ und Ni2+ gegenüber Ca2+ und Mg2+ und zeigte bei Co2+ und Ni2+ deutli
h die stärksteFluoreszenzverstärkung, do
h eine eindeutige Bestimmung bei unbekannten Metallverbindungenwar dadur
h ni
ht mögli
h. Man erhielt Information über den Oxidationszustand eines detek-tierten Ions, aber bestand ein anderer Oxidationszustand, konnte das Metall ni
ht detektiertwerden. Herrs
hten geringe Metallkonzentrationen vor, wurde die Fluoreszenzintensität minimalverstärkt und eine Unters
heidung von geringer Fluoreszenzintensität zur Hintergrund�uores-zenz dur
h ungebundene Sensoren war kaum mögli
h. Das Ergebnis konnte fals
h interpretiertwerden. Dur
h die Detektion der Emission und die Aufnahme von Fluoreszenzspektren der opti-s
hen Sensoren, sowie der Zell-spezi�s
hen Fluoreszenzfarbsto�e oder Transmissionsaufnahmenkonnten diese in der Zelle lokalisiert und eine Zuordnung zu Zellkompartimenten gezeigt werden.Da Fluoreszenzfarbsto�e bei Beli
htung zumeist ausblei
hen, sind Fluoreszenzfarbsto�e für einedauerhafte Beoba
htung nur einges
hränkt nutzbar. Ebenso könnte die Komplexierung der Me-talle mit dem optis
hen Sensor die Mobiliät des Ni
kels und Cobalts eins
hränken oder verändernund damit Ergebnisse verfäls
hen. Eine Langzeitbeoba
htung des Ni
kel- und Cobalttransportsinnerhalb der Zellen war deshalb ni
ht mögli
h.Dur
h die Nutzung von Laserli
ht war die laterale Au�ösung dur
h die Wellenlänge einge-s
hränkt. Dafür ermögli
hte der konfokale Aufbau eine detaillierte Beoba
htung einzelner S
hi
h-ten einer Probe und verringerte die Hintergrund�uoreszenz dur
h das Auss
halten der Ebenenauÿerhalb der Fokalebene. Bei transluzenten Zellen war dies ni
ht so ents
heidend, da mandur
h die Vergröÿerung des Blendendur
hmessers Informationen nahezu aus allen Ebenen einerZelle erhalten konnte und bei �a
hen Zellen ein Groÿteil der Information mit einer Aufnahmegewonnen wurden. Da die Li
htstärke im Verglei
h zu einem normalen Fluoreszenzmikroskop beieinem Blendendur
hmesser von 1 Airy minimiert war und nur die Fokalebene si
htbar wurde,konnte dies sogar na
hteilig sein. Vergröÿerte man den Blendendur
hmesser, wurde das Bildli
htstärker, aber die Konfokalität und damit die S
härfe der Aufnahme verringerte si
h. DieFibroblasten waren adhärente, �a
he Zellen, die mit dem CLSM so beoba
htet werden konn-ten, dass der Blendendur
hmesser bei 1 Airy und die Li
htstärke gute Aufnahmen lieferten. Dadie P�anzenzellen eher rund waren und ein groÿes Volumen einnahmen, erlangte man erst beigröÿeren Blendendur
hmessern die Informationen über die ganze Zelle, wenn man keine S
hnitt-aufnahmen ma
hen wollte. Dur
h die Blendenö�nung ers
hienen die Zellen oft li
htstärker, daglei
hzeitig Fluoreszenz einer anderen Zelle darunter detektiert wurde.



4 Diskussion 1604.6 Lokalisation von Metallen in lebenden Zellen dur
halternative MethodenDie voran stehenden Abs
hnitte ma
hten deutli
h, dass die CLSM zur Darstellung einzelner le-bender Zellen mit hoher lateraler Au�ösung geeignet war. Des Weiteren konnte diese Te
hnikgenutzt werden, spezi�s
he Fluoreszenzfarbsto�e in Zellen parallel zu detektieren, sodass Hin-weise über die Lokalisation von Ni
kel und Cobalt in Zellen gewonnen werden konnten. Dies istau
h für andere Metalle mögli
h, für die Fluoreszenzfarbsto�e zur Verfügung stehen oder dieFluoreszenz unter physiologis
hen Bedingungen na
h Anregung mit Laserli
ht zeigen. Wie be-reits erwähnt, war der Au�ösung dur
h die Wellenlänge des emittierten Li
hts Grenzen gesetzt.Eine ebenfalls optis
he Methode, die diese Grenzen übers
hreiten kann, ist die S
anning Near-Field Opti
al Mi
ros
opy (SNOM). Diese Te
hnik errei
ht eine Au�ösung von bis zu 50 nm,wodur
h Strukturen, die mit dem CLSM ni
ht aufgelöst dargestellt werden können, si
htbarwerden (Betzig et al., 1992). Die SNOM erlaubt eine detailliertere Darstellung einer Zelle odereines Auss
hnittes mit Informationen sowohl über die Topographie, als au
h über die Fluores-zenz (Enderle et al., 1998; Dunn, 1999). Die SNOM nutzt dabei eine sehr feine Metallspitze,die zunä
hst dur
h AFM (atomi
 for
e mi
ros
ope) ein Bild der Zelle oder eines Auss
hnit-tes darstellt, aber dur
h eine optis
he Faser ergänzt die Zellen beli
hten und das re�ektierteoder emittierte Li
ht aufnehmen kann. Der geringe Amplitudenumfang in z-Ri
htung von 1 µmers
hwert das S
annen von di
keren Objekten. Diese Art der Mikroskopie nutzt den Nahfeld-E�ekte aus, um die hohe Au�ösung zu errei
hen. Die SNOM ermögli
ht damit zwar eine bis zudreimal so hohe Au�ösung wie die CLSM, jedo
h ist die Detektion nahezu auf die Ober�ä
heeiner Zelle bes
hränkt, was eine Detektion von Organellen oder bestimmten Proteinen inner-halb einer Zelle auss
hlieÿt. Anforderungen an Zellen für deren Detektion mit dem SNOM sindzunä
hst die Adhäsion an eine Ober�ä
he. U.a. ist eine Fixierung der adhärenten Zellen nötig.Eine Beoba
htung von Strukturen in Lösungen oder sogar lebenden Zellen in wässriger Lösunggelang jedo
h 1998 Ben-Ami et al., sowie Höppener et al. (2003) und Longo et al. (2008). Gehtman no
h weiter ins Detail, wäre eine Beoba
htung einzelner Moleküle ein groÿer Forts
hritt.So bes
hrieben Betzig und Chi
hester (1993) die Detektion einzelner Chromophore mit demSNOM. Lieÿe si
h ein einzelnes Molekül in einer lebenden Zelle in Lösung na
hweisen, wäre dieDetektion von metallspezi�s
hen Farbsto�en weiterhin auf die Ober�ä
he der Zelle bes
hränkt.Eine Eingrenzung der Lokalisation eines Farbsto�es oder der Eigen�uoreszenz eines Metalls aufdas Zytosol oder die Auÿenseite einer Zelle, sei es die Membran oder Zellwand, kann zudem mitder FACS (�uores
ene a
tivated 
ell sorting)-Methode analysiert und glei
hzeitig quanti�ziertwerden. Bei der FACS-Methode wird die Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle gemessen.



4 Diskussion 161Um das Zytoplasma von der Zellwand oder Auÿenseite der Zelle zu di�erenzieren, müssen Fluo-reszenzfarbsto�e verwendet werden, die entweder in der Zelle �uoreszieren oder nur auÿen bindenund die Membran ni
ht passieren. Weitere Zuordnungen auf Zellareale können ni
ht erfolgen.Für die Detektion von Metallen in einzelnen lebenden Zellen eignet si
h bes
hriebenermaÿen nurdie konventionelle oder die konfokale Fluoreszenzmikroskopie. Eine höhere Au�ösung und glei
h-zeitig ein Elementmapping kann mit der EDX (energy dispersive X-ray spe
tros
opy) errei
htwerden, aber dazu ist wieder eine Fixierung der Zellen nötig, die Artefakte mit si
h bringt undkeine Analyse von lebenden Zellen und damit keine Langzeitanalyse erlaubt. Allerdings greift dieAufnahme von Spektren ni
ht in den Metabolismus ein, wie es bei Fluoreszenzfarbsto�en derFall ist.4.7 Fazit und Ausbli
kDer Na
hweis von Metallen, im Speziellen Ni(II) und Co(II) aufgrund ihrer essentiellen und glei
h-zeitig toxis
hen und kanzerogenen Eigens
haften für Organismen, dur
h optis
he Methoden wieder CLSM, wurde als Alternative zu etablierten analytis
hen Methoden auf ihre Anwendbarkeituntersu
ht. Dabei war die laterale Au�ösung der Detektion und der Na
hweis der Metalle in ein-zelnen lebenden Zellen ein bedeutendes Ziel. Es sollte ein Weg aufgezeigt werden, metabolis
heProzesse oder Transportwege unters
hiedli
her Ionen oder Verbindungen na
hzuvollziehen, dieauf unters
hiedli
hste Weise in einen Organismus gelangen, und Spezies zu unters
heiden.Die vers
hiedenen 
hemis
hen Eigens
haften erlaubten es ni
ht allen Elementen, Eigen�uores-zenz unter biologis
h kompatiblen Bedingungen na
h Anregung mit Li
ht aufzuweisen, sodasseine direkte Detektion mit dem CLSM ni
ht mögli
h war und optis
he Sensoren eingesetztwerden mussten. Dies s
hränkte den Na
hweis an zu untersu
henden Metallionen ein, wobei dieFors
hung fortlaufend neue optis
he Sensoren entwi
kelt. Quanti�zierungen von Ionenkonzentra-tionen waren dabei ledigli
h verglei
hend mögli
h, da die Fluoreszenz der Zellen, die Basis�uores-zenz der Chromophore und Enzymaktivität zusätzli
h zur Beein�ussung dur
h die target-IonenEin�uss auf die Fluoreszenzintensität des optis
hen Sensors nahmen. Ein Anhaltspunkt hierfürwaren au
h Angaben der Fluoreszenzverstärkung dur
h Ionenbindung der Hersteller.Ni
kel und Cobalt zeigten na
h Anregung mit Laserli
ht keine Eigen�uoreszenz, sodass der Ein-satz eines optis
hen Sensors zur Detektion geprüft wurde. Es zeigte si
h, dass die CLSM inder Lage war, die Aufnahme von Ni
kel und Cobalt na
h Exposition mit 100 µM bis 500 µMvers
hiedener Verbindungen in humanen Gingiva-Fibroblasten und na
h Zugaben von 100 µMder glei
hen Verbindungen in P�anzenzellen mittels optis
hem Sensor Newport Green DCF zudetektieren und deren Unters
hiede in der Aufnahme, Konzentration und Lokalisation bedingt



4 Diskussion 162aufzuzeigen. Die Unters
hiede waren jedo
h gering, da Ni
kel aus wasserlösli
hen Verbindungenunabhängig von der Spezies als divalentes Kation in die Zellen aufgenommen wurde. Wasser-unlösli
he Ni
kelpartikel wurden zwar phagozytiert, do
h innerhalb der sauren Vakuolen in denZellen gelöst, sodass Ni
kel ebenfalls als divalentes Kation vorlag und dadur
h an die glei
henStellen binden konnte wie Ni
kel aus wasserlösli
hen Verbindungen. Die Ni3S2-Partikel selbstkonnten ni
ht detektiert werden. Mit Hilfe weiterer spezi�s
her Fluoreszenzfarbsto�e für Zell-strukturen wie den Zellkern, das Zytosol, das ER, Vakuolen und bedingt Mito
hondrien undLysosomen konnte die Lokalisation auf diese Kompartimente eingrenzt werden. Man muss be-denken, dass die Ergebnisse aus in vitro Versu
hen ni
ht immer 100 % auf einen Organismusübertragen werden können, da die Aufenthaltsdauer von lösli
hen Metallverbindungen, die z.B.dur
h die Atmung in Zellen aufgenommen werden, dur
h metabolis
he 
learan
e-E�ekte derLunge in vivo verkürzt ist (Coogan et al., 1989a).Genaue Aussagen über bestimmte Spezies, Verbindungen oder Bindungsstellen in den Zellenkonnten anhand der CLSM mit optis
hen Sensoren nur s
hwer getro�en werden. So lieÿ si
hzwar dur
h die hohe Selektivität der Farbsto�e für bestimmte divalente Kationen und Oxida-tionszustände die Oxidationszahl bestimmen, aber wel
he Verbindungen oder Komplexe in denZellen vorlagen, war selbst mit Aufnahmen von Fluoreszenzspektren ni
ht zu bestimmen. Dazuwaren ergänzende Methoden nötig.Fluoreszenzfarbsto�e unterliegen meist Blea
hing -E�ekten, sodass kontinuierli
he Beoba
htun-gen selbst mit CO2-Zufuhr und optimaler Temperierung unter sterilen Bedingungen zeitli
heinges
hränkt sind. Eine Beein�ussung der Mobilität der Ionen dur
h Farbsto�e kann ebenfallsni
ht ausges
hlossen werden. Gelingt es, Metallionen oder andere toxis
hen Ionen ohne Verwen-dung von Fluoreszenzfarbsto�en live-on-stage zu detektieren, könnte ihr Weg in die Zellen undinnerhalb der Zellen lü
kenlos na
hverfolgt werden und man würde bedeutende Informationenüber die Wirkung dieser Ionen oder bisher weniger erfors
hten Ionen in Zellen und damit ihreAuswirkungen auf Zellen erhalten. Dur
h den Einsatz von Newport Green DCF konnte bereits2010 die Aufnahme von Titan in Osteoklasten na
h deren Kultivierung auf Titanober�ä
henna
hgewiesen werden (Cados
h et al., 2009; Cados
h et al., 2010). Das gesundheitsgefährdendePotenzial dur
h die Aufnahme von Partikeln oder Ionen aus medizinis
hen Werksto�en oder
hirurgis
hen oder dentalen Implantaten wie Titan, Platin oder Gold, aber au
h Ni
kel und Co-balt und anderer Elemente, kann untersu
ht und für den Organismus bestimmt werden. Damitkann die Bes
ha�enheit und Anwendung weiter verbessert werden und das Risiko von Allergienoder gesundheitli
hen Problemen verringert werden. 1989 fasste Coogan et al. toxis
he und kan-zerogene E�ekte dur
h Ni
kel-haltige Dentalprotesen und S
hmu
k in einem Review zusammen(Coogan et al., 1989b). Ebenso kann die Methode verwendet werden, Ein�üsse von toxis
henIonen auf andere Organismen wie P�anzen zu beoba
hten, die eventuell Ein�uss auf weitere



4 Diskussion 163Organismen ausüben. Wa
hsen P�anzen auf verunreinigtem Boden, so kann die Aufnahme, Lo-kalisation und der Oxidationszustand der potenziell toxis
hen Ionen in der Zelle beoba
htet undihr gesundheitsgefährdendes Potenzial bewertet werden.
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