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Zusammenfassung

Ubergangsmetallen wie Nickel und Cobalt kommt meist eine groRe Bedeutung als Cofaktor in
Enzymen oder Metallkomplexen im Metabolismus von Lebewesen zu. Da eine sehr geringe Kon-
zentration dieser Ubergangsmetalle in einer Zelle fiir deren Funktionalitit ausreicht, ist eine kon-
stante Konzentration der Spurenelemente in einer Zelle angestrebt. Durch meist anthropogene
Einfliisse sind Pflanzen und Menschen zunehmend hohen Konzentrationen von Ubergangsme-
tallen ausgesetzt, die in Abhangigkeit von ihrer Spezies, der Konzentration und der Lokalisation
unterschiedliche Toxizitaten aufweisen kdnnen. Die Speziation von Metallen wurde bisher mittels
gangiger Analyseverfahren, wie der ICP-MS und dhnlicher Verfahren, anhand von bulk-Material
durchgefiihrt. Durch die Entwicklung von optischen Sensoren fiir Metallionen war es moglich,
diese Metalle auch in lebenden Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie zu lokalisieren. Ke und
Kollegen (2006, 2007) nutzten einen solchen optischen Sensor — Newport Green DCF, um die
Aufnahme von Nickel in humane A543 Lungenbronchialepithelzellen nach Inkubation mit dem
wasserloslichen NiCl, (0,5 mM und 1 mM) sowie den wasserunldslichen Verbindungen NisS,
(0,5 pg/cm? und 1 ug/cm?) und NiS (2,5 pg/cm?) nachzuweisen und zu lokalisieren und konn-
ten damit eine Akkumulation von Nickel im Zytoplasma und im Zellkern aufzeigen. Dabei war
bei wasserloslichen und wasserunloslichen Nickelverbindungen Nickel nach 24 h im Zytoplasma

und erst nach 48 h im Zellkern zu beobachten.

Da Nickel und Cobalt keine detektierbare Eigenfluoreszenz unter den gegebenen Bedingun-
gen zeigten, wurde fiir den optischen Nachweis von Nickel und Cobalt mit dem konfokalen
Laser-Raster Mikroskop (CLSM) nach der Zugabe der verschiedenen wasserlslichen und was-
serunltslichen Metallverbindungen NiCl,, NiSO4, Ni3S, und CoCl; in einzelnen lebenden huma-
nen Gingiva-Fibroblasten, sowie in Pflanzenzellen in dieser Arbeit ebenfalls der optische Sensor
Newport Green DCF genutzt. Korrespondierend zu den Ergebnissen fritherer Arbeiten von Ke
et al. (2006, 2007), in denen die Nickelaufnahme bei Konzentrationen von >0,5 mM NiCl,
bzw. >0,5 pg/cm? Ni3S, gezeigt wurde, wurde Nickel in Fibroblasten in Abhangigkeit von der
Spezies mit steigender Metallkonzentration von 100 M bis 500 M nach 16 h im Zytoplasma

und zunehmend nach 24 h bis 48 h im Zellkern detektiert. Bei der wasserunldslichen Verbindung



Ni3S, war der Nachweis von Nickel im Zellkern bereits nach 16 h bis 24 h erfolgreich. Zusatzlich
wurden weitere Strukturen wie das Endoplasmatische Retikulum, die Mitochondrien und die Nu-
kleoli durch eine starke Fluoreszenz des optischen Sensors bei Colokalisationsexperimenten mit
Organell-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen als target fiir die Nickelbindung vermutet. Die Lo-
kalisation von Cobalt in den Fibroblasten entsprach weitgehend der Lokalisation von Nickel. Im
Zellkern war die Cobaltlokalisation jedoch auf die Nukleoli beschrankt. Weiterfiihrende Versuche
an humanen Gingiva-Fibroblasten zeigten, dass die Aufnahme der Metalle in die Fibroblasten
pH-Wert abhangig war. Niedrige pH-Werte im sauren pH-Bereich verringerten die Aufnahme der
Metalle in die Zellen, wobei ein pH-Wert im basischen Bereich keinen bedeutenden Unterschied
zum neutralen pH-Bereich aufwies. Im Vergleich zu den Fibroblasten war in Pflanzenzellen zu
jedem Zeitpunkt, auch bei geringen Konzentrationen der Metallverbindungen sowie des opti-
schen Sensors, Nickel und Cobalt in den Zellkernen detektierbar. Durch die Eigenschaft der
Pflanzenzellen eine Vakuole zu besitzen, war Nickel und Cobalt hauptsichlich in den Vakuolen
lokalisiert. Weitere Strukturen wie das Endoplasmatische Retikulum, die Mitochondrien oder

auch die Zellwand kamen bei Pflanzenzellen als target in Frage.

Die Fluoreszenz und Lokalisation der Metalle in den Fibroblasten waren unabhingig von der
Spezies sehr dhnlich, sodass in den Zellen die Spezies anhand der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen kaum unterschieden werden konnten. \-Scans in verschiedenen regions of interest
(ROI) wurden durchgefiihrt, um durch die Fluoreszenzspektren Hinweise auf eine charakteristi-
sche Beeinflussung der Bindungspartner von Nickel und Cobalt oder dieser Metalle selbst in den
Zellen auf den optischen Sensor zu bekommen und diese dadurch identifizieren zu kdnnen. Das
Ziel der parallelen Detektion bzw. Lokalisation und gleichzeitigen Speziation bestimmter Nickel-
und Cobaltpezies in einzelnen lebenden Zellen konnte in dieser Arbeit durch den optischen Sensor

Newport Green DCF nicht erreicht werden.



Summary

Transition metals like nickel and cobalt are very important cofactors in enzymes or metall comple-
xes. Distinct transition metals are essential for the metabolism of nearly all organisms. Because
of their efficiency at lowest concentrations, a constant level of transitions metals is aspired.
The consequence of an accumulation of transition metals for humans or plants depends on the
species, the concentration and the localization inside the cell. Common analytical methods in
metal speciation like the ICP-MS use bulk material, but the development of optical probes for
transition metals allows the detection of metals in living cells by fluorescence microscopy. New-
port Green DCF is one of these optical sensors which allows Ke and colleagues (2006, 2007) to
detect nickel in the cytoplasm and the nucleus of human lung bronchoepithelial A543 cells after
the incubation with the water soluble NiCl, (0,5 mM und 1 mM) and the water unsoluble Ni;S,
(0,5 ug/cm? und 1 pg/cm?) and NiS (2,5 pug/cm?). Nickel was detected in the cytoplasm after

24 h and first after 48 h in the nucleus in both water soluble and water unsoluble nickel species.

Because of non-detectable auto fluorescence of nickel and cobalt under the given conditions
the optical probe Newport Green DCF was also used to detect nickel and cobalt in single living
human gingiva fibroblasts and plant cells with confocal laser scanning microscopy (CLSM) after
addition of the different water soluble and insoluble heavy metal species NiCl,, NiSO4, NisS, and
CoCl,. Corresponding to results from Ke and colleagues (2006, 2007), where the nickel uptake
at concentrations of >0,5 mM NiCl, respectively >0,5 pg/cm? Ni3S, was described, nickel was
detected in the cytoplasm and the nucleus after 24 h up to 48 h according to the species,
enhanced metal concentration (100 ©M up to 500 M) and incubation time. The incubation
with the water soluble species Ni3S, resulted in nickel detection in the nucleus after 16 h up to
24 h. Additionally, the endoplasmic reticulum, the mitochondria and the nucleoli are considered
to be targets for nickel binding. The localization of cobalt in the fibroblasts is nearly identical
with the localization of nickel beside the nucleus, where cobalt is limited to the nucleolus. Further
experiments on human gingiva fibroblasts indicate a pH dependent uptake of metals in human
cells. At acidic pH values the heavy metal uptake decreases in contrast to alkaline pH values,

where there are no differences compared to neutral pH value. In comparison to fibroblasts nickel



and cobalt in plant cells are detectable in the nucleus at early incubation times and even at low
metal and dye concentrations. Additionally a main part of nickel and cobalt are localized in the
vacuoles and further structures like the endoplasmic reticulum, mitochondria or the cell wall are

considered to be targets for nickel and cobalt binding in plant cells too.

The fluorescence and the localization of the transition metals nickel and cobalt in fibroblasts are
similar, independent of the species, so the species can rarely be distinguished by confocal laser
scanning microscope (CLSM) images. For that reason A-scans in different regions of interest
(ROI) inside a cell were accomplished to get hints for a characteristic influence of the binding
complexes of nickel and cobalt or of these metals itself to the optical probe to identify different
species or complexes. The objective of parallel localization and speciation of nickel and cobalt

in single living cells could not be achieved.
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Kapitel 1

Einleitung

Ubergangsmetalle sind fiir den Metabolismus jeden Organismus von Bakterien, Pflanzen bis
hin zum Menschen von groer Bedeutung. Sie iibernehmen vielfaltige Aufgaben in zahlreichen
Stoffwechselwegen, kénnen aber einem Organismus bei zu hoher intrazelluldrer Konzentration
oder in einer bestimmten Metallverbindung schaden. Die Aufnahme der Metalle in Zellen, ihre
Aufgaben und Folgen der Akkumulation in den Zellen, sowie Nachweisverfahren fiir Metalle

werden im Folgenden aufgefiihrt.

1.1 Metalle in der Umwelt und im Organismus

Der Boden ist fiir viele Mikroorganismen und Bodenlebewesen wie Wiirmer, Pilze und Pflanzen
ein wichtiger Lebensraum. Er dient als Wasserspeicher, der die Organismen mit notwendigen Mi-
neralien und Spurenelementen versorgt, zu denen bestimmte Metalle und Schwermetalle z&hlen.
Diese iibernehmen insbesondere die Funktion eines Cofaktors fiir Enzyme oder sind Bestand-
teil organischer Komplexe. Beispiele hierfiir sind Eisen (Fe) im Hamoglobin, Magnesium (Mg)
im Chlorophyll, Cobalt (Co) in Cobalamin, Nickel (Ni) in dem Enzym Urease und der Ni-Fe-
Hydrogenase sowie Zink (Zn) in der Superoxid-Dismutase, RNA-Polymerase (RNA, ribonucleic
acid) und in Zinkfinger-Proteinen zur Faltung von Polypetidketten. Die Spurenelemente miissen
dafiir zunachst in die Lebewesen und in die Zellen aufgenommen werden. Diese Metalle sind im
Boden oft schwer verfiigbar, da sie an Kristallgitter gebunden sind. Unterschiedliche Faktoren
wie Aziditat, Feuchtigkeit oder Bodentextur beeinflussen die Verfiigbarkeit von Metallen fiir Or-
ganismen (Babich und Stotzky, 1982; Soon und Bates, 1982; Mcllveen und Negusanti, 1994).
Die Metalle, die im Boden und Grundwasser geldst sind, werden von Bodenorganismen und
Pflanzen iiber spezifische Transporter in der Plasmamembran aufgenommen. Durch Umweltein-

fliisse wie z.B. vulkanische Eruptionen oder durch anthropogene Einfliisse wie Industrie, Bergbau
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oder Verbrennung fossiler Brennstoffe, reichern sich hdhere Konzentrationen an Metallen und
Schwermetallen im Boden an. Da Pflanzen kontaminiertem Boden direkt ausgesetzt sind, kdnnen
sich zu hohe Konzentrationen an Metallen in einem Organismus anreichern und toxisch wirken.
Bei Nickel liegt das kritische Level fiir sensitive Pflanzen bei 10 mg/kg Trockenmasse (Koz-
lov, 2005). Aber auch chemischen Prozesse, die den Oxidationszustand oder die Spezies dieser
Metalle verandern, kénnen die Toxizitdt eines Metalles dndern, denn die Toxizitat eines Metalls
kann mit seiner Spezies variieren. Ein bekanntes Beispiel dafiir ist das Quecksilber (Hg), das
durch Bakterien oder Pilze methyliert wird (Jensen und Jerneldv, 1969; Schréder und Mitchener,
1975; Fischer et al., 1995). Die daraus resultierende lipophile Eigenschaft bewirkt, dass Methyl-
quecksilber (MeHg) starker in Sdugetieren akkumuliert wird als anorganisches Quecksilber und
weist dadurch eine sehr hohe Toxizitdt auf. Kommt es, bedingt durch Luftverschmutzung, ins-
besondere durch sdurebildende Industrie- oder Autoabgase, zu ,saurem Regen”, dndern sich die
pH-Werte im Boden in den sauren Bereich, wodurch bestimmte Metalle wie Nickel leichter von
Bodenpartikeln gelést werden kénnen. Diese gelangen dadurch vermehrt ins Grundwasser, wo sie
fiir Pflanzen oder Bodenorganismen verfiigbar werden, was bei einer zu hohen Konzentration zu
einer Schidigung der Pflanzen fithren kann (Crooke et al., 1955; Crooke, 1955; Crooke, 1956;
Soon und Bates, 1982).

Einige Pflanzen haben eine Strategie entwickelt, um sich vor den toxischen Schwermetallen oder
Ubergangsmetallen bzw. vor zu hohen intrazelluliren Konzentrationen dieser Metalle zu schiit-
zen. Sie produzieren z.B. organische Sauren (Kramer et al., 1996) und bestimmte Peptide, sog.
Phytochelatine oder Metallothioneine (Steffens, 1990; Rauser, 1999), die die Metalle binden. Je
nach Pflanzenart werden diese Komplexe aus Protein und Metall dann in unterschiedlichen Re-
gionen des Pflanzenhabitus gelagert, sodass die Metallionen fiir den Metabolismus unzuganglich
und somit unschadlich werden. Die haufigsten Lagerstatten im Habitus sind die Wurzeln oder
die Blatter. Innerhalb einer Zelle sind es meist die Vakuolen, die als Lagerstatte fiir diese Kom-
plexe aus organischen Siduren und Metallen dienen. Dieser Mechanismus verleiht den Pflanzen

ein gewisses Mal an Schwermetalltoleranz.

Es existieren etwa 450 Pflanzenarten, die besonders hohe Konzentrationen von
(Schwer)metallionen in ihrem Habitus speichern kdnnen und damit zu den sog. Hyperak-
kumulatoren z3hlen. Etwa 75 % davon sind Nickelhyperakkumulatoren, darunter einige
Vertreter der Gattung Alyssum und Thlaspi, die in ihren oberirdischen Pflanzenteilen mehr als
10000 ppm Nickel akkumulieren (Jaffre et al., 1976; Brooks et al., 1977; Jaffre et al., 1979;
Asemaneh et al., 2006). Normale Pflanzen enthalten Nickelkonzentrationen zwischen 0,1 ppm
und 5 ppm (Mitchell, 1945). Diese Hyperakkumulatoren haben besondere Mechanismen zur
Detoxifizierung entwickelt (Ingle et al, 2005; Ingle et al., 2008). Zusatzlich zur verstarkten
Bildung von Phytochelatinen (Zenk, 1996), Metallothioneinen, Glutathion (Freeman et al.,
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2004) oder weiteren Komplexbildnern, die die Metallionen binden und als Komplex in Vakuolen
speichern, werden bis zu 70 % der Metalle im Apoplasten zumeist an Calcium (Ca)-Bindestellen
gebunden (Kramer et al., 2000). Somit beeinflussen die Metalle den Metabolismus im Inneren
der Zelle nicht mehr. Da Pflanzen und Pilze, die den Umwelteinfliissen direkt ausgesetzt sind, fiir
eine Reihe an S3ugetieren u.a. dem Menschen ein (Grund-)Nahrungsmittel darstellen, kénnen im
Zuge der Nahrungskette Metalle und Schwermetalle, die von Pflanzen oder Pilzen aufgenommen
wurden, in den Sdugerorganismus gelangen, die dort in einer geringen Konzentration essentiell
fir den Metabolismus sind. Zu hohe Konzentrationen oder bestimmte Spezies kdnnen jedoch
auch dem menschlichen Organismus schaden und gesundheitliche Probleme hervorrufen. Die
potenziell gesundheitsgefahrdenden Metalle kdnnen zusatzlich iiber vielfaltige Wege neben der
Nahrung in den Kdrper gelangen. So sind Arbeiter in der Bergbau- oder Metallindustrie taglich
Metallstduben ausgesetzt, die abhingig von ihrer Loslichkeit unterschiedliche Verweilzeiten
im Korper besitzen, die weiterhin Einfluss auf die Toxizitdt der Metallspezies haben (Coogan
et al., 1989b). Aber auch alltdgliche Umstdnde wie das Tragen von Schmuck, chirurgischen
und dentalen Implantaten oder Zahnfiillungen, bestehend aus den unterschiedlichsten Metallen,
die oft Nickel- und Cobalt-haltige Legierungen einschlieBen, kénnen zu einer Akkumulation
der Elemente im Korper fiihren und Allergien sowie gesundheitliche Beschwerden verursachen
(Merrit et al., 1981; Basketter et al, 1993; Burrows, 1997; Messer und Lucas, 2000; Garner,
2004).

1.2 Essentielle Metalle — Mangel und Uberdosis

Die Grundlage organischer Molekiile wie Aminosauren, Fettsduren und Zucker sind die Elemente
Wasserstoff (H), Kohlenstoff (C), Sauerstoff (O) und Stickstoff (N). Um einen funktionierenden
Stoffwechsel auszubilden, reichen die genannten Elemente alleine nicht aus, sodass weitere Ele-
mente, sog. Spurenelemente wie Natrium (Na), Mg, Kalium (K), Ca, Phosphor (P), Schwefel (S)
und Chlor (Cl) nétig sind. Sie iibernehmen, als sog. Elektrolyte, Aufgaben wie z.B. den Aufbau
von Membranpotenzialen fiir Transportvorgiange. Die genannten essentiellen Spurenelemente
nehmen in Organismen als Bestandteil oder Cofaktor von Enzymen einen hohen Stellenwert im
Stoffwechsel ein. Seleno-Proteine wie die Glutathionperoxidase enthalten Selen (Se), Eisen ist
Bestandteil des Hamoglobins und weiterer Enzyme, Nickel 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 Bi, (Vitamin Byz) (s. Abbildung 1.1(b)) (Battersby, 1993;
Krautler, 2005) und der Aldehyd-Decarbonylase (Dennis und Kolattukudy, 1992).
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Abbildung 1.1: Struktur von Molekiilen mit Metallionen als Cofaktoren. (a) Struktur
der Urease a-Untereinheit von Klebsiella aerogenes mit zwei Ni-Atomen im aktiven Zentrum; (b) Struktur des

Cobalamins Coenzym Bi mit einem Co-Atom im Zentrum.

Zu den essentiellen Spurenelementen, im Speziellen fiir den Menschen, gehdren Molybdan (Mo),
Mangan (Mn), Fe, Kupfer (Cu), Zn, Chrom (Cr), Co, Fluor (F), lod (I), Se, Silicium (Si) und
Vanadium (V). Umstritten ist jedoch, ob Arsen (As), Bor (B), Rubidium (Rb), Zinn (Sn) und
Ni fiir den Menschen essentiell sind (Nielsen, 1996). Dass diese Elemente fiir Pflanzen, einige
Tiere (Nielsen und Sandstread, 1974; Uthus und Seaborn, 1996) und verschiedene Mikroorga-
nismen (Pearson et al., 1998) essentiell sind, wurde u.a. durch die Isolierung mehrerer Enzyme
wie der Urease, die zwei Nickelatome im aktiven Zentrum enthilt (s. Abbildung 1.1(a)) (Carter
et al., 2009), gezeigt (Walsh und Orme-Johnson, 1987; Mobley und Hausinger, 1989). Durch
den Nachweis von Mangelerscheinungen in Nickel-armer Umgebung, die sich durch Zusatz von
Ni(ll)-Salzen beheben lassen, wurde zudem die Notwendigkeit dieser Metalle fiir bestimmte
Organismen bewiesen (Dixon et al., 1975; Eskew et al., 1983; Brown et al., 1987). Scharrer
und Schropp (1933, 1935) beschrieben einen positiven Effekt von Nickel in der Erde auf das
Pflanzenwachstum. In bestimmten Spezies werden weitere Spurenelemente wie Barium (Ba),
Blei (Pb), Wolfram (W), Cadmium (Cd) und Brom (Br) als essentiell angenommen. Ein Fehlen
essentieller Spurenelemente kann in Lebewesen schwere Mangelerscheinungen wie Andmie bei
Eisenmangel oder Hyperplasie bei lodmangel hervorrufen. Dieser Mangel kann etwa durch ver-
mehrte Ausscheidung, durch Stoffwechselerkrankungen, regionale Gegebenheiten wie geringes
Vorkommen im Ackerboden oder Erndhrungsgewohnheiten hervorgerufen werden. Eine iiber-

hohte Aufnahme, etwa durch Anreicherung in Nahrungsmitteln oder verschmutzte Luft, kann
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eine Vergiftung bewirken, da einige Mikroelemente in zu hoher Konzentration oder bestimmte
Spezies hoch toxisch sind. Sie konkurrieren mit essentiellen Elementen wie Fe oder Mg oder
ersetzen diese an spezifischen Bindestellen durch dhnliche chemische Eigenschaften und stdren
dadurch den Metabolismus oder verursachen Krankheiten wie Krebs (zur Ubersicht: Durham
und Snow, 2006).

1.3 Die Ubergangsmetalle

Ubergangsmetalle sind chemische Elemente der Ordnungszahlen 21 bis 30, 39 bis 48, 57 bis
80 und 89 bis 112, die sich in der dritten bis zwolften Gruppe des Periodensystems ab der
vierten Periode befinden. Es handelt sich dabei um Elemente, die eine unvollstandige d-Schale
besitzen, bzw. lonen, die eine unvollstandige d-Schale ausbilden. Aufgrund dieser Konfiguration
werden sowohl s-Elektronen als auch d-Elektronen als Valenzelektronen wirksam, wodurch Uber-
gangsmetalle viele Oxidationsstufen besitzen kénnen. Die charakteristischen Farbungen und die
ausgepragte Neigung zur Komplexbildung sind auf die teilweise besetzten d-Niveaus zuriickzu-
fiihren. Da sich in diesen Elementen und den Gruppen entlang jeder Periode die Zunahme an

Elektronen in den Orbitalen zeigt, werden diese als Ubergangsmetalle bezeichnet.

1.3.1 Das Ubergangsmetall Nickel

Nickel mit der Ordnungszahl 28, einer Elektronenkonfiguration von [Ar]3d®4s? (Ar, Argon) und
einer Atommasse von 58,69 g/mol zihlt zu den Ubergangsmetallen. Neben den vier stabilen
Nickelisotopen °Ni, 5I1Ni, 62Ni und 64Ni kommt das Ni-Isotop 58Ni mit einem Anteil von 68 %
aller Nickelisotope am haufigsten vor. In chemischen Verbindungen hat Nickel iiberwiegend die
Oxidationsstufe 0 oder +II, wohingegen die Stufen +I und +IIl seltener und meist instabil
sind (Kipper, 2007). Elementares Nickel ist bei 20 °C in Wasser unléslich, wohingegen sich
Ni(Il)-Salze in Wasser unter Bildung von Aquakomplexen mit griinlicher Farbe |6sen. Unter den
wasserloslichen Nickelverbindungen befinden sich z.B. Ni(ll)chlorid-Hexahydrat (NiCl,-6H,0),
das die hochste Loslichkeit besitzt, und Ni(ll)sulfat (NiSO,4). Nickeloxide und Ni(ll)-Sulfide wie
Nickelsubsulfid (Ni3S;) sind dagegen wasserunloslich. Organische Nickeklverbindungen wie das

Nickeltetracarbonyl sind ebenfalls bekannt. Es bildet in Wasser eine farblose, giftige Fliissigkeit.

1.3.1.1 Nickelvorkommen in der Natur

Nickel ist in der Umwelt relativ weit verbreitet, kommt aber meist in geringen Konzentrationen
von durchschnittlich 80 ppm und als Ni?* vor (Sandell und Goldich, 1943). Die Konzentration
von Nickel im Boden ist u.a. von der Gesteinsart abhangig. So findet man in Lavagestein oder in

tonhaltigem Sediment hohe Konzentrationen an Nickel zwischen 50 ppm und 500 ppm, wahrend
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in normalen Bdden aus Sandstein oder Kalkstein Konzentrationen unter 50 ppm die Regel sind
(Mitchell, 1945; Halstead et al., 1969). Der Massenanteil von Nickel an der Erdhiille betrdgt etwa
0,01 %. Es wird als Metall in geringen Mengen z.B. fiir Nickellegierungen u.a. bei Stihlen oder
in der Schmuckindustrie benutzt. In der Metall-verarbeitenden Industrie wird Nickel in verschie-
denen Verbindungen haufig iiber die Atemwege aufgenommen, aber auch im Alltag kommen
Menschen mit Nickel in Verbindung. Nickel wird auch bei der Herstellung von dentalen oder
orthopadischen Implantaten verwendet, sodass bei Korrosionsprozessen oder nach Zerstérung
der Implantatoberflichen Nickelionen in den Organismus gelangen kdnnen. Der groBte Teil des
Nickels wird aus Nickel-haltigen Erzen gewonnen, von denen weltweit 1.284.200 t gefordert wer-
den. Hier ist v.a. Nickelmagnetkies zu nennen, der Chalkopyrit (CuFeS,), Pentlandit ((Ni,Fe)oSg)
und Spuren von Edelmetallen enthalt. Durch Bergbau, Metallindustrie, Kraftwerke, Miillverbren-
nungsanlagen, Verbrennung fossiler Brennstoffe und Abgase wird Nickel in die Luft emittiert,
von wo aus es durch Absetzvorgdnge oder den Niederschlag in Bdden und Gewdsser gelangt.
Abwasser, v.a. Industrieabwasser, die ungeklart in Oberflichengewasser eingeleitet werden, sind
eine zusatzliche Quelle fiir die Anreicherung von Nickel, wodurch eine Nickelkonzentration von
0,2 mg/l im Oberflachenwasser erreicht werden kann (Astrom und Bjérklund, 1996). Die meis-
ten Nickelpartikel werden von Sediment- und Bodenpartikeln absorbiert, wodurch sie immobil
und fiir Pflanzen nicht verfiigbar werden. In einem sauren Milieu ist diese Bindung wie bereits
erwahnt jedoch nicht so stark und Nickel kann ins Grundwasser eingetragen werden (Soon und
Bates, 1982).

1.3.1.2 Auswirkungen der Nickelexposition auf die Pflanzen- und

Tierwelt

Bestimmte Nickelspezies sind in einer bestimmten Konzentration vorteilhaft fiir die Pflanzen.
Scharrer und Schropp beschrieben z.B. eine Steigerung des Wachstums von Pflanzen nach der
Zugabe geringer Mengen (10° mVal bis 10 mVal) NiSO, (Scharrer und Schropp, 1933). So-
wohl Eskew et al. (1983, 1984), Brown et al. (1987), als auch Gerendas et al. (1999) beschrieben
spater die Essentialitat von Nickel fiir hdhere Pflanzen. Der Vorteil kdnnte u.a. in der Anwesen-
heit von Nickel in dem Enzym Urease liegen, das die Umsetzung von Harnsdure in Ammoniak
katalysiert (Dixon et al., 1975; Polacco, 1977; Dixon et al., 1980). Obgleich Nickel fiir Mikroor-
ganismen, Pflanzen und Tiere essentiell ist, wiesen Babich und Stolzky (1982) sowie Vergnano
und Hunter (1953) darauf hin, dass zu hohe Nickelkonzentrationen in Bdden die dort wachsen-
den Pflanzen schadigen. Durch den direkten Kontakt der Pflanzenwurzel zum Boden kann Nickel
abhidngig von der Spezies und Konzentration durch passive Diffusion oder aktiven Transport in
die Pflanzen aufgenommen werden (Seregin und Kozhevnikova, 2006). Nach iiberhchter Nicke-

laufnahme um das bis zu 10-fache bis 1000-fache der normalen Nickelkonzentration in Pflanzen
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(50 mg Ni/kg Trockenmasse) durch kontaminierten Boden zeigen sich bei Pflanzen und Pil-
zen toxische Effekte in Form von hohen Mortalitatsraten (Poulik, 1997), Wachstumshemmung
(Molas, 2002), Hemmung der Mitose- und Enzymaktivitit (Madhava Rao und Sresty, 2000;
Gajewska et al., 2009), Chlorose (Mishra und Kar, 1974) und sogar Nekrose (Vergnano und
Hunter, 1953). Der kontaminierte Boden kann Nickelkonzentrationen von bis zu 24.000 ppm
- 53.000 ppm enthalten (Babich und Stotzky, 1982). Im Laufe der Nahrungskette kénnen sich
so hohe Nickelkonzentrationen in Tieren anreichern, die wiederum als Teil der Nahrungskette
fiir weitere Organismen wie z.B. den Menschen ein Nahrungsmittel darstellen. Toxische Effekte
aufgrund zu hoher Nickelkonzentrationen treten auch bei verschiedenen Mikroorganismen auf,
sofern sie nicht Resistenzen gegen Nickel entwickelt haben. In Mikroorganismen haben sich
spezifische Transporter zur Aufnahme und Regulation der Homdostase von Nickel und Cobalt
entwickelt (Wolfram et al., 1995; Zhang und Gladyshev, 2009; Zhang et al., 2009). Diesen Me-
tallen kommt in Mikroorganismen eine groRere Bedeutung als in Sdugetieren zu, was besonders
am Beispiel der methanbildenden Archaebakterien zu beobachten ist. Im letzten Schritt der Me-
thanogenese wird mit Hilfe der Methyl-Coenzym M-Reduktase, die von dem Nickeltetrapyrrol
haltigen Cofaktor F43p unterstiitzt wird, ATP (Adenosintriphosphat) gewonnen (Thauer, 1998).

1.3.1.3 Auswirkungen der Nickelexposition auf den Menschen

Fir den Menschen sind das Trinkwasser und Nahrungsmittel die Hauptquellen der Nickelauf-
nahme, wodurch durchschnittlich 300 pg Nickel pro Tag vom Korper aufgenommen werden
(Barceloux, 1999b). Auch beim Menschen wirken iiberhohte Nickelkonzentrationen im Korper
toxisch und sogar schon bei Hautkontakt v.a. durch Nickel-haltigen Schmuck oder Kontakt zu
Schleimhauten durch Nickel-haltige dentale Werkstoffe kénnen allergische Reaktionen ausgelost
werden (Stewart, 1933; Merrit et al., 1981; Basketter et al., 1993; Garner, 2004; Thyssen und
Menné, 2010). Doch scheinen I5sliche Nickelsalze im menschlichen Kérper weniger toxisch oder
kanzerogen zu sein als wasserunldsliche Nickelsalze (Fletcher et al., 1994; Dunnick et al., 1995).
Die unterschiedliche Kanzerogenitdt der verschiedenen Nickelverbindungen ist u.a. durch ihre
Verweildauer im Korper zu erklaren. Wasserlosliche Nickelverbindungen verweilen wenige Tage
(Halbwertszeit: 1 Tag) im Korper, wohingegen wasserunlésliche Nickelverbindungen wie Sulfide
eine Halbwertszeit von etwa 3 Jahren haben (Coogan et al., 1989a). Neben der schadlichen Wir-
kung wasserloslicher Nickelverbindungen durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS),
stellt die Inhalation von wasserunléslichen Nickelpartikeln ein groReres Risiko fiir Erkrankungen
dar, die besonders bei Arbeitern auftreten, die taglich mit Nickelstaub in Kontakt sind (Doll,
1958; Doll et al., 1970; zur Ubersicht: Sunderman, 2001). So erhdht sich der Nickelgehalt in
der Umgebungsluft mit normal etwa 6 ng/m3 - 20 ng/m? durch anthropogene Quellen auf bis

zu 150 ng/m3 (Barceloux, 1999b). Diese Nickelpartikel werden durch Phagozytose in die Zellen
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aufgenommen und meist in zellkernnahe, saure Vakuolen transportiert, wo die Verbindungen
ionisiert werden und schlieBlich in den Zellkern gelangen (Costa und Mollenhauer, 1980a; Costa
und Mollenhauer, 1980b; Costa, 1995; Costa et al., 2001; Costa et al., 2003; Costa et al.,
2005; Ke et al., 2006). Dort kann Nickel mit unterschiedlichen Strukturen interagieren und auf
verschiedene Weise kanzerogen wirken (zur Ubersicht: Sutherland und Costa, 2003). Ein ers-
ter Angriffspunkt im Zellkern fiir Nickel sind die Histone bzw. die Aminosiuren Histidin und
Lysin der Histonproteine. Die Histone sind fiir die Struktur von Chromosomen verantwortlich
und kdénnen posttranslational durch Acetylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Me-
thylierung verandert werden (Peterson und Laniel, 2004), wobei diese Modifikationen auf den
aminoterminalen Bereich des Proteins beschrankt sind. Die Histonacetylierung entsteht aus dem
Transfer einer Acetylgruppe vom Acetyl-Coenzym A auf die Aminogruppe spezifischer Lysin-
reste im positiv geladenen aminoterminalen Teil der core-Histone und fiihrt letztendlich zur
Ladungsneutralisierung der H4-Proteine. Durch die Neutralisierung hervorgerufene verringerte
Verbindung zwischen Histon und Desoxyribonukleinsdure (DNA, deoxyribonucleic acid) kommt
es zum gesteigerten Zugang von Transkriptionsfaktoren zu den Promotorbereichen und damit zur
vermehrten Transkription (Grunstein, 1997). Bindet nun Ni?* an Histidin- oder Lysinreste von
Histonen, kommt es zu einer Minderung dieser Histonacetylierung und gleichzeitig zur Hyperme-
thylierung von H3 Lysin 9. Dies fiihrt zur Verstarkung der DNA-Kondensation, die Transkription
wird eingeschrankt und folglich kommt es zum genesilencing. Betrifft dies Tumorsuppressorgene
(Klein et al., 1991; Lee et al., 1995; Costa et al., 2001; Costa et al., 2005), kommt es zum
genesilencing des Tumorsuppressorgens und so zur Tumorbildung (zur Ubersicht: Kasprzak et
al., 2003). Ein weiterer Angriffspunkt fiir Ni?* ist die DNA selbst. Der Kontakt von Ni?* mit dem
Phosphatriickgrat oder den Basen der DNA resultiert primar in Schaden der Heterochromatinre-
gion von Chromosomen (Sen und Costa, 1985; Broday et al., 1999), wo Seneszenz-induzierende
Sequenzen lokalisiert sind (Klein et al., 1991). Heterochromatin enthalt mehr Mg?* als Euchro-
matin, welches durch die Nahe zur Kernmembran durch Ni?* oder Co?* ersetzt werden kann
(Lee et al., 1995). Wird Mg?* durch Ni>* ersetzt, fiihrt dies zur Hypermethylierung von Cy-
tosin (C). Diese Hypermethylierung stabilisiert wiederum die Nickel-induzierte Verstarkung der
Heterochromatinkondensation (Borochov et al., 1984; Lee et al, 1995; Broday et al., 1999;
Broday et al., 2000). Dieser Vorgang ist in Abbildung 1.2 skizziert. Die verstarkte Chromatin-
kondensation verhindert die Anlagerung der DNA-Polymerase und damit die Transkription von
Genen. Genesilencing von Tumorsuppressorgenen ist auch hier die Folge. Zusatzlich zur direkten
Beeinflussung der DNA durch Ni?* fiihren diese divalenten Kationen durch Interaktionen mit
Cofaktoren von DNA-Reparaturenzymen, die Fehler in der DNA beseitigen sollen, zu Fehlern
beim Einbau der Nukleotide selbst durch die Polymerase (Hartwig et al., 1994; Kasten et al.,
1997; Hartwig und Schwerdtle, 2002).
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Mp* o Ni* 1’Chromatinkondensation

s Fixierung der gednderten

Chromatinkondensation

Abbildung 1.2: Schema der kanzerogenen Wirkweise von Nickel in Heterochromatin.
Die kanzerogene Wirkweise von Nickel beruht auf dem Austausch von Mg?* durch Ni?* in DNA-Regionen mit
Tumorsuppressorgenen oder Seneszenzgenen, was zu einer verstarkten Heterochromatinkondensation und deren
Stabilisierung durch Hypermethylierung von Cytosin und folglich zu genesilencing von Tumorsuppressorgenen

und Seneszenzgenen fiihrt (Lee et al., 1995).

1.3.2 Das Ubergangsmetall Cobalt

Cobalt mit der Ordnungszahl 27 zdhlt ebenso wie Nickel durch seine unvollstindig besetzte
d-Schale ([Ar]3d74s?) zu den Ubergangsmetallen. Eine Besonderheit stellt die relative Atom-
masse des Cobalts dar, die mit 58,93 g/mol groRer ist als die des ndchsten Elementes im Peri-
odensystem — Nickel. Cobalt besitzt von Natur aus nur ein einziges stabiles Isotop. In chemischen
Verbindungen kommt es vorwiegend in den Oxidationsstufen +I1 und +llI vor, jedoch sind die
Oxidationsstufen +I, +IV und +V in Verbindungen ebenfalls vertreten. Im chemischen Verhal-
ten ist Cobalt dem Eisen und Nickel dhnlich und so bildet auch Cobalt eine Vielzahl von meist
farbigen Komplexen, in denen im Gegensatz zu kovalenten Verbindungen die Oxidationsstufe

+11I hiufiger und stabiler ist als +I1.

1.3.2.1 Cobaltvorkommen in der Natur

Mit einer Haufigkeit in der Erdkruste von ca. 0,003 % ist Cobalt ein seltenes Element, das
elementar duBerst gering in Meteoriten, sowie im Erdkern vorkommt, wo es mit Nickel, hdufig
auch mit Kupfer, Silber (Ag), Eisen oder Uran (U) vergesellschaftet ist. Nickel kommt in der
Erdkruste mit durchschnittlich 80 ppm etwa drei- bis viermal so hdufig vor als Cobalt mit 23 ppm
(Sandell und Goldich, 1943). Wichtige Cobaltverbindungen sind das wasserlosliche Co(I1)-Chlorid
(CoCly), das wasserunlosliche Co(l1)-Oxid oder Co(ll,111)-Oxid und Co(ll)-Sulfat. Es gibt eine
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Reihe von Cobalterzen, in denen sich das Cobalt durch Verwitterung oder andere Prozesse
angereichert hat, zu denen u.a. das Cobaltit (CoAsS), Siegenit ((Co,Ni)3S4) und Heterogenit
(CoOOH) zdhlen. Aus diesen Erzen wird Cobalt in einem mehrstufigen Prozess gewonnen, sodass
es in der Industrie z.B. bei Legierungen von Stdhlen oder als farbgebendes Pigment eingesetzt
werden kann (Barceloux, 1999a). Cobalt ist zwar ein seltenes Element, doch ist es ein weit
verbreitetes natiirlich vorkommendes Element, dass sich im Boden, im Wasser, der Luft und
in Pflanzen und Tieren nachweisen l3sst. In die Luft und das Wasser gelangt Cobalt durch
natiirliche Einfliisse wie Wind- und Wassererosion von Cobalt-haltigen Béden und Gesteinen,
aber in kleinen Mengen auch durch anthropogene Einfliisse wie der Kohleverbrennung, dem
Bergbau, der Verarbeitung von Cobalt-haltigen Erzen und dessen Einsatz in Chemiefabriken.
Die Mobilitdt von Cobalt im Boden wird wie bei Nickel durch saure pH-Werte geférdert. Bei
basischen pH-Werten limitiert die Bildung von Hydroxiden und Carbonatkomplexen die Mobilitat

von Cobalt.

1.3.2.2 Auswirkungen der Cobaltexposition auf die Pflanzen- und

Tierwelt

Ob Cobalt essentiell fiir alle griine Pflanzen ist, ist noch unklar, aber die Notwendigkeit von
Cobalt fiir das Stickstofffixierende System in marinen Okosystemen, Cyanobakterien und Legu-
minosen wurde von Reisenauer (1960) aufgezeigt. Liegt Cobalt als freies lon vor, wird es leichter
von Pflanzen und Tieren aufgenommen. So zeigten Versuche von Kasten und Kollegen (1992)
zunichst, dass die Co?*-Aufnahme iiber lonenpumpen bis zu einer extrazelluldren Konzentration
von 400 M CoCl, exponentiell verlduft. Spater wurde beschrieben, dass u.a. ein divalent metal
transporter 1 (DMT1) an der Aufnahme von Co?* in die Zellen beteiligt ist (Gunshin et al.,
1997; Komeda et al., 1997; Forbes und Gros, 2003; Garrick et al., 2003). Dadurch kann es zur
Akkumulation von Co%* um ein Vielfaches der extrazelluldren Konzentration in den Zellen kom-
men (Kasten et al., 1992), die den Metabolismus durch Konkurrenz mit physiologisch relevanten

lonen storen.

1.3.2.3 Auswirkungen der Cobaltexposition auf den Menschen

Cobalt ist fiir die menschliche Erndhrung ein essentielles Spurenelement als Bestandteil von
Cobalaminen wie dem Vitamin By, (Battersby, 1993; Krautler, 2005), welches beim gesun-
den Menschen von den Darmbakterien direkt aus Co?* gebildet werden kann und wiederum
als Coenzym Bestandteil einiger Enzyme ist. Die Bioverfiigbarkeit von Cobalt ist jedoch von
der Léslichkeit seiner Verbindungen abhangig. Die benétigte Cobaltmenge beim Menschen von

nur etwa 0,2 pg pro Tag ist extrem gering und wird vom Korper durch die Atemluft (durch-
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schnittliche Konzentration an Cobalt in Luft: 1 ng/m3 bis 2 ng/m3 (Tabor und Warren, 1958)),
das Trinkwasser (Cobaltkonzentration in Trinkwasser: <0,1 ug/l bis 5 ug/l (Punsar et al.,
1975; Hamilton, 1994)) und v.a. durch die Nahrung in Form von anorganischen Verbindun-
gen aufgenommen, was insgesamt einer taglichen Aufnahme von etwa 20 ug Cobalt entspricht
(Ostapczuk et al., 1983). Wahrend Cobaltverbindungen fiir den Menschen in geringen Konzen-
trationen essentiell sind, fiihren groRere Uberdosen ab etwa 25 mg bis 30 mg pro Tag zu Haut-,
Lungen-, Magenerkrankungen, Leber-, Herz-, Schilddriisen- und Nierenschdden und maoglicher-
weise zu Krebsgeschwiiren (Fischer und Rystedt, 1983; Roesems et al., 2000). Ebenso wurde
eine Allergie-auslosende Wirkung von Cobalt vergleichbar mit Nickel beschrieben (Thyssen und
Menné, 2010). Wie Ni?* (s. Abschnitt 1.3.1) konkurriert intrazelluldres Co?* mit dem Mg?* in
Enzymen, stort deren Aktivitat und Funktionalitidt oder dndert die Histonmodifikation und ver-
ursacht Hypermethylierung und Ubiquitinierung (Li et al., 2009) der Proteine. Diese Vorgange
konnen schlieRlich Einfluss auf die Chromatinkondensation nehmen und &dhnliche Stérungen in
der Genexpression wie Ni?* verursachen (Beyersmann und Hartwig, 1992). Die Hemmung von
Polymerasen und DNA-Reparaturenzymen kann durch den Austausch des Katalysators Mg?*
durch Ni?* oder Co?* erhdhte Fehlerraten beim Einbau von Nukleotiden in die DNA verursachen

(Sirover und Loeb, 1976; Sirover und Loeb, 1977; Hartwig et al., 1994; Kasten et al., 1997).

1.3.3 Aufnahme von Metallen in die Zelle

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass Nickel aus wasserldslichen Verbindungen nicht in
Zellen aufgenommen werden kann, bzw. nur in geringem MaR. Garrick und Kollegen (2003,
2006b) beschrieben jedoch den Metalltransporter DMT1, der in verschiedenen pro- und euka-
ryontischen Organismen in unterschiedlichen Isoformen vorkommt (auch Nramp2: natural re-
sistance associated macrophage protein 2 oder DCT1 divalent cation transporter 1 genannt)
(Garrick et al., 2006a) und zunichst als Fe?*-Transporter beschrieben wurde (Gruenheid et al.,
1995; Gunshin et al., 1997; Gruenheid et al., 2001; Garrick et al., 2003).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass dieser DMT1 sowohl Ni>* und Co?* als auch Mn?+, Cu?*,
Cd?* und Zn?* transportiert, wobei sich die folgende Transportaffinitat des DMT1 herausstellte:
Mn** > Cd*" > Fe?* > Pb*" ~ Co®" ~ Ni?* > Zn*" (Garrick et al., 2003; Garrick et al., 2006b;
Garrick et al., 2006a). Hughes und Barrit (1989) beschrieben einen weiteren Kationentransporter
fiir Ca?*, dessen Ca?*-Influx durch Ni>*- und Co?*-Exposition vermindert wird. Die Hemmung
des Transporters wirkt sich negativ auf die Aufnahme von Ni?* und Co?* aus (Hughes und
Barritt, 1989). Neben eukaryontischen Systemen beschrieben Smith und Kollegen (1998) in Sal-
monella typhimurium ein CorA (Mg?*- und Co?*- Transportprotein), das in der Lage ist, Ni®*
iiber die Membran zu transportieren. Dieses integrale Membranprotein besitzt zwei C-terminale

loops, die auf der periplasmatischen Seite der Zelle durch mehrere negativ geladene Aminosauren
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negativ geladen sind. Auf der zytoplasmatischen Seite sind sie positiv geladen, was moglicherwei-
se die Ligandenbindung vermittelt und eine Art Mg2*-Transportpore oder Kanal bildet (Smith
et al., 1993; Smith et al., 1998) (s. Abschnitt 1.4.1). Des Weiteren existieren prokaryontische
Ni2*- und/oder Co?*-Transportsysteme wie HoxN (Wolfram et al., 1995) und NiCoT (Ni/Co-
Transporter; auch in Pilzen), die von Eitinger und Kollegen (2005), Zhang und Gladyshev (2009)
sowie Zhang und Kollegen (2009) beschrieben wurden. Sie nehmen gezielt Ni?* und Co?* in die

Prokaryonten auf, das die Organismen fiir ihren Metabolismus bendtigen.

1.4 Aufbau eukaryontischer Zellen

Man unterscheidet Zellen in Prokaryonten, zu denen Bakterien und Archaebakterien z3hlen, und
die in Eukaryonten, zu denen Hefen und Zellen héherer Organismen wie Tiere und Pflanzen z&h-
len. Eine schematische Darstellung von tierischen und pflanzlichen Zellen ist in Abbildung 1.3 und
Abbildung 1.4 dargestellt. Innerhalb der Eukaryonten werden verschiedene Zelltypen unterschie-
den, die ausdifferenziert jeweils eine bestimmte Funktion innerhalb eines Organismus ausiiben.
Mehrere Zelltypen gibt es v.a. bei mehrzelligen Organismen, bei denen eine Zelle eine ihrer
Funktion entsprechende Gestalt annimmt. So kann man in tierischen Zellen u.a. Fibroblasten
und Osteoblasten mit einem groBen Zellkdrper und langen zytoplasmatischen Fortsatzen unter-
scheiden, die fiir den Aufbau und die Stabilitat des Bindegewebes bzw. fiir den Knochenaufbau
verantwortlich sind. Die Erythrozyten im Blut sind dagegen rund und viel kleiner, Nervenzellen
haben ein langes Axon zur Reizweiterleitung entwickelt und Stammzellen besitzen die Fahigkeit,
sich nahezu in alle Zelltypen ausdifferenzieren zu kénnen. In Pflanzen besitzen Meristemzellen die
Fahigkeit, sich in andere Zellen zu differenzieren. Daraus entstehen z.B. Siebzellen oder Schliel-
zellen, die sich in ihrer Form extrem ihren Aufgaben angepasst haben. Wenn eine Zelle eines
bestimmten Zelltyps in einen anderen Typ iibergeht, wird dieser Vorgang als Differenzierung
bezeichnet. In den meisten Fallen bleibt das Genom dabei unverandert und nur das Genexpressi-
onsmuster dndert sich, wodurch sich haufig das Erscheinungsbild der Zelle verandert. Wahrend
der Entwicklung vielzelliger Lebewesen sind einige Differenzierungsschritte irreversibel, sodass ei-
ne ausdifferenzierte Zelle nicht in der Lage ist, sich in beliebige andere Zellen umzuwandeln. Nur
die Stammzellen in tierischen Organismen bzw. Meristemzellen in Pflanzen haben das Potenzial,

sich lebenslang zu differenzieren.

Der Aufbau einer eukaryontischen Zelle ist im Grunde immer gleich. Die Zelle ist von einer Lipid-
doppelschicht, der Plasmamembran — in Pflanzenzellen auch Plasmalemma genannt — umgeben,
die hauptsachlich von amphipathischen Phospholipiden, meist Phosphatidylcholin, gebildet wird.
Die Lipide sind aus einem hydrophilen Kopf und zwei hydrophoben Fettsduren zusammengesetzt,
die iiber eine Phosphatgruppe mit dem hydrophilen Kopf verbunden sind. Aufgrund dieser Ei-
genschaften ist die Ausbildung einer Lipiddoppelschicht, bei der sich die hydrophilen Képfe nach
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auBen und die hydrophoben Ketten nach innen ausrichten, energetisch am giinstigsten. Gleich-
zeitig wird die Membran zu einer Permeabilitdtsbarriere, die lediglich kleine unpolare Molekiile
wie molekularen Sauerstoff und Kohlendioxid oder ungeladene polare Molekiile wie Wasser oder
Ethanol sehr schnell durch die Membran diffundieren lasst. Glycerin oder Glucose, sowie Ka-
tionen oder Anionen diffundieren dagegen sehr langsam oder gar nicht durch die Membran.
Diese Permeabilitatsbarriere fiir lonen ermoglicht den Aufbau eines Membranpotenzials durch
Ladungstrennung, welches fiir metabolische Prozesse als Energielieferant dient. In die Membran
sind deshalb Proteine und Glykolipide an der Oberflache eingebettet, die Rezeptoreigenschaften
besitzen kénnen und die Stoffe, die nicht durch die Membran diffundieren kdnnen, gezielt durch
diese transportieren. lhre Form und Stabilitdt erhalten Zellen durch ein Zytoskelett aus Aktin-
fasern bzw. bei Pflanzenzellen durch die Ausbildung einer Zellwand aus Cellulose (s. Abschnitte
1.4.4 und 1.4.5),

1.4.1 Transportproteine

Um den Transport von lonen und geladenen Molekiilen, die aufgrund ihrer Ladung und der groRen
Hydrathiille nicht in die hydrophobe Phase der Lipiddoppelschicht eintreten kdnnen, iiber die
Plasmamembran zu transportieren, werden selektive Kanale und Pumpen in der Membran be-
notigt. Neben den lonenkanilen oder Poren, die einen diffusionsgetriebenen passiven Transport
von Metallionen durch die Energie des Konzentrationsgefalles von Innen und AuBen ermdglichen,
zahlen die Uniporter zu den einfachen Transportproteinen (s. Abbildung 1.5), die lonen gegen
einen Gradienten iiber eine Membran transportieren. Die Energie fiir diesen Transportprozess
wird durch die ATP-Hydrolyse oder die Protonen-Motorische-Kraft, die durch einen elektroche-
mischen Protonengradient iiber die Membran entsteht, bereitgestellt. Symporter transportieren
lonen ebenfalls gegen einen Gradienten, nutzen dabei aber die Energie des Gradienten eines zwei-
ten lons, meist eines Protons (H*), das sie gleichzeitig in Richtung des Konzentrationsgradienten
befordern. Das gleiche Prinzip machen sich Antiporter zu Nutze, die die Gradientenenergie eines
Gegenions wie K*, Na*, aber auch H* nutzen, um ein lon in die Gegenrichtung zu transportieren
(s. Abbildung 1.5). Eine weitere Klasse von Transportern sind ATP-Transporter, die Energie aus
ATP zur Konformationsidnderung eines Transporters und damit zum Transport nutzen (Lodish
et al., 1996; zur Ubersicht: Saier, 2000).

Fir Metallionen, insbesondere divalente Kationen wie Ni>* oder Co?*, wurden Transporter wie
der DMT1, CDF (cation diffusion facilitator), ZIP (Zrt- and Irt-related protein) oder CorA
beschrieben (Andrews, 1999; Garrick et al., 2003; Garrick et al., 2006a), die ubiquitédr in den
meisten Organismen vorhanden sind, aber in unterschiedlichen Organismen in modifizierter Form
vorliegen konnen. UreH (nur in hoheren Pflanzen) und NiCoT (nur in Pilzen und Prokaryonten)

wurden ebenfalls als Ni2*- und Co?*-Transporter erwdhnt (Eitinger et al., 2005).
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Abbildung 1.3: Mikroskopische Darstellung und Skizze einer tierischen Zelle. (a)

Mikroskopische Darstellung humaner Gingiva-Fibroblasten im Transmissionsmodus, Kantenldnge: 187 um; (b)

Merge der Fluoreszenzaufnahmen mit dem CLSM (confocal laser scanning microscope) Leica TCS SP2 (Objektiv
HCX APO 40x/0,8 W U-V-I) der Membranen (rot) humaner Gingiva-Fibroblasten markiert mit CellMask deep
red [5 pug/ml], Anregungswellenldnge: 633 nm He/Ne-Laser, Emissionsdetektionsbereich: 650 nm bis 700 nm,
PMT-voltage: 677 V, Blendendurchmesser: 127 um (1 Airy) und der Zellkerne (blau), die mit Hoechst 33342
[5 pug/ml] markiert wurden, Anregungswellenlinge: Quecksilberdampflampe, Emissionsdetektionsbereich: 350 nm
bis 480 nm, PMT-voltage: 748 V, Blendendurchmesser: 600 um (4,7 Airy); Kantenlidnge: 187 um; (c) Schema

einer typischen tierischen Zelle (Lodish et al., 1996).
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Abbildung 1.4: Mikroskopische Darstellung und Skizze einer pflanzlichen Zelle. (a)
Mikroskopische Darstellung von Pflanzenzellen im Transmissionsmodus, Kantenlange: 101 um; (b) Merge der
Fluoreszenzaufnahmen mit dem CLSM Leica TCS SP2 (Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS) der Zell-
markierung mit Vibrant Dil [10 uM] (blau), Anregungswellenldnge: 488 nm Ar-Laser und 543 nm He/Ne-Laser,
Emissionsdetektionsbereich: 557 nm bis 602 nm, PMT-voltage: 665 V, Blendendurchmesser: 300 um (2,24 Airy)
und der Eigenfluoreszenz der Chloroplasten (gelb), Anregungswellenldnge: 488 nm Ar-Laser und 543 nm He/Ne-
Laser, Emissionsdetektionsbereich: 648 nm bis 702 nm, PMT-voltage: 742 V, Blendendurchmesser: 300 pum
(2,24 Airy); Kantenlidnge: 101 um; (c) Schema einer typischen pflanzlichen Zelle (Lodish et al., 1996).
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Abbildung 1.5: Skizze der Membrantransportproteine. Die drei Haupttypen von Membran-
transportproteinen (nach Lodish et al., 1996). Ein Uniporter transportiert ein lon (schwarz) mit dem Konzen-
trationsgradienten {iber eine Membran. Symporter transportieren ein lon (schwarz) gegen seinen Konzentrati-
onsgradienten mit der Energie aus dem Transport eines zweiten lons (rot), das mit dem Gradienten in die selbe
Richtung wie das zu transportierende lon transportiert wird. Die Antiporter nutzen ebenfalls Energie aus dem
Transport eines zweiten lons, das mit dem Gradienten transportiert wird, um lonen in die Gegenrichtung gegen

ihren Gradienten zu transportieren und anzureichern.

Aminosauren wie Histidin spielen zudem beim Transport von divalenten Kationen eine groRe
Rolle, da diese durch ihren Imidazol-Stickstoff oder die Sulfhydrylgruppe in Cystein eine starke
Affinitdt zu divalenten Kationen aufweisen (Ross und Burrows, 1998). Nickelbindemotive mit
konservierten Aminosauresequenzen wie z.B. PHSHAHPHP aus der Deadenylatnuklease (Kon-
do et al, 1995), sind aber auch in Proteinen zu finden, die keine physiologischen Ni?*- oder
Co?*-Transporter darstellen. Ahnlich Histidin-reiche Sequenzen findet man in den Zellkernprote-
inen, v.a. den Histonen, die zur Ni?*-Bindung bei unphysiologisch hohen Nickelkonzentrationen

beitragen (Kipper, 2007).

1.4.2 Aufrechterhaltung der Homo6ostase von Metallionen in

Zellen

Wie zuvor erwdhnt, ist die Wirkung und der Einfluss eines lons auf eine Zelle stark von sei-
ner Konzentration abhangig. Die Toxizitdt von Metallen entsteht meist durch deren Bindung
an Sulfhydrylgruppen von Proteinen oder durch Verdrangung der spezifischen Cofaktoren von
Proteinen, die zu einer Inaktivierung oder verminderten Aktivitdt durch Strukturdnderung des
Proteins fiihren (Van Assche und Clijsters, 1990). Zur Aufrechterhaltung physiologisch optima-
ler Bedingungen, also einer Homdostase, haben Zellen mehrere Mechanismen entwickelt. Um
die Konzentration eines bestimmten lons in der Zelle direkt bei der Aufnahme in die Zelle zu
regulieren, sind Metalltransporter oft transkriptionell reguliert und verhindern somit die Aufnah-
me zu hoher Mengen von potenziell toxischen lonen (Nelson, 1999; Tandy et al., 1999). Die
intrazelluldre Bindung von lonen z.B. an Repressormolekiile stoppt die Translation der Trans-

portproteine. Ein weiterer Schritt in der Regulation der Aufnahme besteht durch die Translation



1 Einleitung 17

von high affinity Transportproteinen, die bei Mangel eines lons synthetisiert werden und durch
ihre hohe Substratspezifitat gezielt lonen in die Zellen aufnehmen. Im Gegensatz dazu werden
low affinity Proteine bei loneniiberschuss translatiert. Die low affinity Transporter haben eine
geringe Substratspezifitdt und sind deshalb in der Lage, viele verschiedene lonen zu transpor-
tieren, wodurch eine Akkumulation eines bestimmten lons verhindert wird. Durch sehr hohe
lonenkonzentrationen konkurrieren jedoch die toxischen Kationen mit physiologischen Kationen
um die Bindung an den Transporter wie z.B. einem Mg?*-Transporter, und werden durch diesen
vermehrt in die Zellen transportiert. Da es fiir essentielle Kationen wie Fe?*, Mg2* oder Zn%*
zahlreiche Transportmdglichkeiten gibt, wie dem IRT1 (iron-regulated transporter 1) (Korshu-
nova et al., 1999), COPT1 (copper transporter 1) (Kampfenkel et al., 1995), Transporter der
ZIP-Familie (Fox und Guerinot, 1998) oder dem CDF (Paulsen und Saier Jr., 1997), existieren
ebenso viele Transportwege fiir toxische lonen wie Ni%* und Co?*. Werden trotz der Aufnahme-
kontrolle iiberhchte Metallmengen in eine Zelle aufgenommen, kann die Zelle durch Chelatierung
oder Absonderung darauf reagieren und die zytosolische Konzentration an freien lonen rapide
absenken (Palmiter und Findley, 1995; Kim et al., 2004). Daran sind zumeist organische Sauren
wie Malat, Citrat, Nicotinamin (von Wirén et al., 1999), Cystein oder Histidin (Rauser, 1999;
Clemens, 2001), sowie Phytochelatine und Metallothioneine in Pflanzen (Zenk, 1996; Briat und
Lebrun, 1999) beteiligt, die die divalenten Kationen binden. Diese Komplexe oder monovalen-
te und divalente Kationen alleine kdnnen weiterfithrend durch bestimmte Tonoplasttransporter
wie K*/++/H*-Antiporter in die Vakuolen der Pflanzenzellen weitergeleitet werden (Silver und
Walderhaug, 1992; Hirschi, 2001; Maeshima, 2001; Gaxiola et al., 2002; Hall, 2002). In eini-
gen Hyperakkumulatoren wurde zusitzlich zu den beschriebenen Detoxifizierungsprozessen die

Bindung von toxischen lonen an die Zellwand bzw. den Apoplasten beschrieben, wo sie u.a.
Ca?*-Bindestellen besetzen (Hall, 2002).

1.4.3 Kompartimentierung in eukaryontischen Zellen

Da in eukaryontischen Zellen permanent viele chemische Reaktionen gleichzeitig ablaufen, die
oft unterschiedliche und gegensatzliche Reaktionsbedingungen verlangen, entwickelten sich durch
Kompartimentierung Reaktionsraume, sog. Organellen oder Kompartimente, die den gleichzei-
tigen Ablauf dieser Prozesse und deren Reaktionen erlauben. Organellen sind ebenfalls von
selektiv permeablen Membranen umschlossen, um so den Aufbau von Konzentrationsgradienten
tiber die Membran zu erlauben, welcher den Aufbau von Membranpotenzialen ermdglicht. Durch
die Ausdifferenzierung von Zellen und die damit verbundenen spezifischen Aufgaben, sind die

Zellorganellen bei den verschiedenen Zelltypen unterschiedlich ausgepragt.
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Viele Organellen wie das Endoplasmatische Retikulum (ER), der Golgi-Apparat, Mitochondrien
und Chloroplasten sind nicht willkiirlich im Zytosol verteilt, sondern durch Anheftung an
Mikrotubuli des Zytoskeletts an bestimmten Stellen verankert. Die Mikrotubuli dienen als ei-
ne Art Schienensystem, auf dem sich die Organellen bewegen und die ebenso den vesikuldren
Transport regulieren. Die Organellen haben in eukaryontischen Zellen entsprechende Aufgaben
iibernommen. Das gréRte 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
finden hier Stoffwechselreaktionen und die Proteinsynthese statt. Die Modifikation, Sortierung
und Verpackung dieser zytosolischen Proteine und der Lipide bewerkstelligt der Golgi-Apparat.
Hierbei handelt es sich um einen membranumschlossenen Reaktionsraum, der aus vier bis sechs
Dictyosomen besteht und meist in der Ndhe des Zellkerns und Zentrosoms angesiedelt ist, wobei
die relative Ausdehnung tempordr mit seiner Aktivitdt und der Funktion variiert. Auf der ER-
zugewandten Seite, der cis-Golgi-Seite, werden Proteine und Lipide auch vom ER aufgenommen,
modifiziert und anschlieBend iiber die ER-abgewandte Seite, der trans-Golgi-Seite, zu dem Be-
stimmungsort in der Zelle beférdert. Proteine und Lipide, die Lysosome und die Kernmembran
als Ziel haben, werden iiber das ER in die Zielorganellen transportiert, wohingegen im Falle
von Mitochondrien, Chloroplasten, Peroxisomen und des Zellkerninneren die Proteine direkt aus
dem Zytosol aufgenommen werden. Das ER ist ein kontinuierliches System von miteinander ver-
bundenen Hohlrdumen, sog. Zisternen, die sich haufig durch die gesamte Zelle erstrecken. Die
ER-Membran umgibt dieses System und geht direkt in die Kernhiille iiber, sodass das Lumen des
ER mit dem Membranzwischenraum der Kernhiille, dem sog. perinukledren Raum, in Verbindung
steht. Die Struktur des ER ist ebenfalls dynamisch reguliert und bildet sich in Abhangigkeit vom
Zytoskelett stindig neu. Man unterscheidet das glatte ER, das fiir metabolische Prozesse, die
Synthese verschiedener Lipide (v.a. Phospholipide) und Steroide, den Kohlenhydratstoffwechsel,
die Entgiftung der Zelle (v.a. in Leberzellen) und die Einlagerung von Calcium zustandig ist und
das raue ER, das mit Ribosomen besetzt ist, die die Aufgabe der Proteinsynthese durch Trans-
lation der mRNA (messenger RNA) in Aminosaureketten tibernehmen. Der Zellkern, der wie die
meisten Organellen einer eukaryontischen Zelle, von einer Doppelmembran, der Kernmembran,
umgeben ist, beinhaltet das Genom einer Zelle, das bei der Zellteilung weitergegeben wird und
ist der Ort der DNA- und RNA-Synthese. Die duBere Membran des Zellkerns setzt sich, wie
zuvor erw3dhnt, in der Membran des ER fort, sodass diese miteinander in Kontakt stehen. Die
Kernporen, die sich aus Proteinkomplexen in der Kernmembran zusammensetzen, dienen zum
einen als selektive Zugange fiir den aktiven Transport von groen Molekiilen und zum anderen
als Wasser gefiillte Kanile, die freie Diffusion von kleineren, wasserléslichen Molekiilen ermog-
lichen. Organellen, die fiir den Abbau von Stoffwechselprodukten oder Zellbestandteilen in den
Zellen verantwortlich sind, sind Peroxisome und Lysosome. Lysosome spalten sich vom Golgi-

Apparat ab und enthalten hydrolytische Enzyme und Phosphatasen, mit denen sie Organellen,
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Makromolekiile oder Partikel, die durch Endozytose in die Zellen aufgenommen wurden, abbau-
en. In Pflanzenzellen existieren keine Lysosome. lhre Aufgabe iibernehmen dort die Vakuolen.
Peroxisome sind fiir den Abbau von Lipiden und toxischen Molekiilen verantwortlich, wodurch
die Zellen von Abfallprodukten befreit werden. Die Energie fiir diese Prozesse liefern die tubula-
ren Mitochondrien in Form von ATP durch oxidative Phosphorylierung, deren Doppelmembran
speziell fiir die Synthese von ATP konstruiert ist. In Pflanzenzellen findet die ATP-Synthese und
die Kohlenstofffixierung wahrend der Photosynthese in Chloroplasten statt.

1.4.4 Fibroblasten

Humane Gingiva-Fibroblasten wurden in dieser Arbeit als Testzellen genutzt, um die Aufnahme
und Lokalisation von Metallen in humanen Zellen optisch zu untersuchen. Die charakteristischen
Merkmale der Fibroblasten sind in diesem Abschnitt dargestellt. Fibroblasten sind adh&rente Zel-
len, die in Tieren das faserige Bindegewebe bilden. Sie besitzen eine langliche, rechteckige oder
dreieckige Form, die eine Lange von 50 pm bis zu 100 um und eine Breite bis zu 30 um auf-
weisen konnen. Sie sind etwa 3 um dick und bewegen sich von einer eher konvexen Frontseite
aus vorwarts. Charakteristisch fiir Fibroblasten sind u.a. die irreguldren Zellfortsatze, durch die
sie in Kultur ein typisches Netzwerk durch den Kontakt zu anderen Zellen ausbilden. Weiter-
hin ist ihr heller Zellkern mit deutlich sichtbaren Nukleoli, ein groRes Netzwerk des ER und ein
gut entwickelter Golgi-Apparat typisch fiir Fibroblasten. Die Zellform und die Bewegung geht
hauptsédchlich von einem Aktin-Myosin-System aus, das sich in Biindeln von Mikrofilamenten
von bis zu 1 um Dicke und mehreren pum Liange parallel zur Bewegungsrichtung organisiert
(Abercrombie, 1978). Fibroblasten sezernieren Kollagene (Green et al., 1966) und andere Ma-
trixkomponenten wie Proteoglykane, die die Adhdsion an Oberflichen gewahrleisten. Zu den
drei Hauptklassen der Adhasionsproteine zihlen die Ca?*-abhangigen Cadherine und Selectine,
sowie Immunglobuline. Cadherine sind integrale Membranproteine, die homotypische Kontakte,
also Kontakte mit gleichen Zellen, bilden, wodurch sie fiir den Zusammenhalt von Zellschichten
notwendig sind und gleichzeitig die fiir die Zelldifferenzierung und Gewebebildung essentiellen
Kontakte zwischen Zellen herstellen. Zur Immunglobulinsuperfamilie gehdren u.a. die N-CAM-
Molekiile (neural cell adhesion molecule), die fiir die Ca?*-unabhangige Zelladhasion in Nerven-
und Muskelzellen verantwortlich sind. Auch diese Proteine gehen homotypische Verbindungen
ein. Durch diese spezifischen Proteine wird nicht nur der Zellkontakt zwischen homotypischen
Zellen vermittelt, die Proteine verbinden auch das Zellinnere mehrerer Zellen miteinander oder
dieses mit der extrazellularen Matrix. Dafiir verantwortlich sind u.a. tight junctions, Desmoso-
men und gap junctions, die den Austausch kleinerer Molekiile zwischen Zellen erlauben und die

Stoffwechselaktivitat aller Zellen koordinieren.
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1.4.5 Pflanzenzellen

Pflanzenzellen stehen iiber ithre Wurzeln in direktem Kontakt zu dem Boden, der sie mit Was-
ser, Nahrstoffen und Spurenelementen versorgt. Je nach Bodenart und anthropogenen Einfliissen
kdonnen sich Metalle zu toxischen Konzentrationen im Boden anreichern, was zu einer erhohten
Aufnahme der Metalle in die Pflanzen fiihren kann. Die Beobachtung der Metalle im Habi-
tus, aber auch in einzelnen Pflanzenzellen ist daher zunehmend von Bedeutung. Als Testzellen
fur die Nachweisversuche der Metalle dienten Pflanzenzellen von Catharanthus roseus, dem
Madagaskar-Immergriin. Merkmale, Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Pflanzenzellen all-

gemein zu Fibroblasten werden zur Ubersicht in diesem Abschnitt beschrieben.

Pflanzenzellen sind in ihrem Grundaufbau den tierischen Zellen sehr dhnlich. Wie jede héher ent-
wickelte Zelle besitzen Pflanzenzellen eine semipermeable Plasmamembran, die das Zellinnere,
in die Kanalproteine, periphere Proteine, Cholesterin und Glycoproteine eingebettet sind. Sie be-
sitzen im Zytoplasma Organellen wie den zuvor beschriebenen Zellkern, ER, Golgi-Apparat und
Mitochondrien. Zusatzlich enthalten Pflanzenzellen Chloroplasten, die Chlorophyll enthalten und
wahrend der Photosynthese Lichtenergie in chemische Energie in Form von Glucose umwandeln.
Das Hauptvolumen von bis zu 70 % wird in Pflanzenzellen durch Vakuolen im Zytoplasma ein-
genommen, die von einer selektivpermeablen Barriere, dem Tonoplasten, umgeben sind, der das
Zytosol von dem Vakuoleninhalt trennt. Vakuolen dienen Pflanzenzellen oft als Speicherort fiir
Farbstoffe oder Giftstoffe, aber auch als Reservoir fiir Nahrstoffe und Stoffwechselintermediate.
Sehr bedeutend fiir Pflanzenzellen ist die Ausbildung einer Zellwand, die die Zytoplasmamem-
bran umgibt. Sie verleiht der Pflanzenzelle ihre Form, Stabilitat gegen den internen und externen
Druck und ist eine Barriere fiir bestimmte Molekiile. Gleichzeitig ermdglicht sie jedoch die Auf-
nahme von Nahrstoffen fiir den Metabolismus im Zytosol und die Abgabe von Stoffen nach
aulen. Die Zellwand besteht aus einer komplexen Mischung von Kohlenhydraten, Proteinen und
weiteren Verbindungen wie Cutin (Showalter, 1993) und anorganischen Bestandteilen. Durch die
Anlagerung von Cellulose (Hon, 1994) an die Mittellamelle entsteht die primdre Zellwand. Zu
diesen Mikrofibrillen aus Cellulose werden weitere Polysaccharide wie Hemicellulose sowie Struk-
turproteine und Enzyme eingelagert, die zur Bildung der Zellwand beitragen (Heredia et al.,
1995).
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1.5 Nachweis von Metallen in Zellen

Die Toxizitat eines lons bzw. eines Metalls kann je nach Verbindung oder chemischer Eigenschaft
stark variieren. Um Informationen iiber chemische Verbindungen und damit ihre potenzielle
Wirkung in einem Organismus oder einer Zelle zu erhalten, sind detaillierte Analysemethoden
notwendig. Im folgenden Abschnitt werden gingige chemische Analyseverfahren zur Speziation

vorgestellt.

1.5.1 Nachweis von Metallen in bulk-Material

Bisherige Untersuchungen in der Spurenanalytik konzentrierten sich auf Methoden fiir bulk-
Material, also fiir groBe Probenmengen aus verschiedenen Bestandteilen, die sehr genaue In-
formationen liefern, welche Spezies in einer Probe vorhanden sind. Ein wichtiges System fiir
die Speziation ist die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively cou-
pled plasma - mass spectrometry, ICP-MS), die eine sehr empfindliche Analysenmethode in der
anorganischen Elementanalytik darstellt. 1980 wurde die Kopplung des ICP an einen Massen-

spektrometer von Houk et al. beschrieben (Houk et al., 1980).

Mit der ICP-MS kdnnen die meisten Elemente des Periodensystems noch in sehr geringen Kon-
zentrationen im Bereich von ng/l bzw. sub ng/l nachgewiesen werden (Skook und Leary, 1996).
Weiterhin zeichnet sich die Methode bei der quantitativen Bestimmung durch einen extrem ho-
hen linearen Bereich iiber bis zu neun GroRenordnungen (g/I bis pg/l) aus. Neben quantitativen
analytischen Aufgabenstellungen |3sst sich mit der ICP-MS auch eine hoch prézise Isotopenana-
lytik betreiben. Das Prinzip der ICP-MS beruht auf der Erzeugung eines Radiofrequenzfeldes in
einer sog. Fackel durch einen Hochfrequenzgenerator und eine Induktionsspule, wodurch einge-
fiihrtes Argongas ionisiert wird und ein Plasma entsteht. Die Fackel besteht in den meisten Fallen
aus drei konzentrischen Quarzrohren, in welche Argongas mit einer Geschwindigkeit von etwa
1 I/min eingeleitet wird. Im zentralen Rohr der Fackel wird mit dem Argongas ein Aerosol der
Probe, die als Fliissigkeit vorliegt, zugefiihrt, um es im Plasma zu verdampfen und zu ionisieren.
Neben Fliissigkeiten kann man auch Feststoffe oder Gase in das Plasma einbringen. Dabei wird
der Gasstrom direkt an das Injektorrohr angeschlossen und Feststoffe, die als Pulver vorliegen
und vergast werden miissen, werden mit einem Tragerstrom aufgenommen. Sobald im Argon-
gas erste positiv geladene lonen und die entsprechende Menge Elektronen freigesetzt wurden,
werden diese im elektromagnetischen Feld der Induktionsspule beschleunigt. Dabei kollidieren
sie mit weiteren Argonatomen und erzeugen durch lonisierung zusatzliche Ladungstrager. Eine
lonenoptik, die im einfachsten Fall aus einem Zylinder besteht, an die Spannung angelegt wird,
biindelt anschlieRend die Analytionen und leitet den feinen Strahl zu dem Massenspektrometer,

der die lonen ihrer Masse nach detektiert.
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Neben der Kopplung eines Plasmas mit dem Massenspektrometer stehen weitere Kopplungs-
moglichkeiten zur Verfiigung. Bei der Kopplung mit der time-of-flight (TOF) Technik wird der
lonenstrahl, der aus der lonenoptik austritt, paketweise zum Anfang des Flugrohres geleitet. Am
anderen Ende des Flugrohres befindet sich der Detektor, der durch negative Spannung beschleu-
nigte positive lonen detektiert. Da diese lonen die gleiche (positive) Ladung besitzen, werden
sie durch ihre jeweiligen Massen iiber die Flugweite aufgetrennt und kdnnen so differenziert de-
tektiert werden. Eine weitere Technik ist die Quadrupol-Technik, bei der der lonenstrahl aus der
lonenoptik direkt in das Quadrupol geleitet wird, das aus vier parallel und symmetrisch ausge-
richteten, elektrisch leitfahigen Staben besteht. An diese werden zwei voneinander unabhangige
elektrische Spannungen angelegt, die so eingestellt sind, dass es jeweils nur fiir eine Masse eine
stabile Flugbahn gibt, die den Detektor erreicht. Analytische Trennmethoden wie high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC), Gaschromatographie oder Kapillarelektrophorese lassen
sich ebenfalls an die ICP-MS koppeln und erlauben dadurch die Anwendung in der Speziati-
onsanalytik, die u.a. bei der Speziation von Nickel in Hyperakkumulatoren angewendet wurde
(Vacchina et al., 2003). Durch die Kopplung der ICP-MS mit einem Laserablationsgerat kénnen
Feststoffproben ohne Siureaufschliisse direkt analysiert werden, indem feinste Teile einer Probe
durch einen Laserpuls verdampft und in das Plasma geleitet werden. Damit ist auch eine ortsauf-
geloste, nahezu zerstorungsfreie Analytik an festen Gegenstanden moglich. Andere Methoden zur
Elementaranalyse sind inductively coupled plasma - optical emission spectrometry (ICP-OES),
Rontgenfluoreszenzanalyse (XRF) oder die Atom-Absorptions-Spektrometrie (AAS) (Skook und
Leary, 1996). Fiir die genannten Analysemethoden sind meist groe Probenmengen nétig. Sie
erlauben keine kontinuierliche Beobachtung lebender Systeme. Detailinformationen liber die Lo-
kalisation einer Spezies in einer lebenden Zelle sind oft nur nach zentrifugalen Trennmethoden

von Zellbestandteilen méglich.

1.5.2 Nachweis von Metallen in der Zelle durch Fluoreszenz

Um Informationen iiber die Wirkung von Kationen in Zellen zu gewinnen, sei es liber Stoff-
wechsel relevante lonen wie Na*, Mg?*, Zn?>* oder Ca®* oder toxische sowie kanzerogene Ver-
bindungen mit Hg?*, Pb2*, Cd?* Ni2* oder Co?*, miissen stoffwechselvertrigliche und selektive
Nachweismethoden gefunden werden, die eine kontinuierliche Beobachtung in lebenden Zellen
erlauben. Bei einigen Metallen wie Europium (Eu) (Tits et al., 2003), Curium (Cm) (Stumpf
et al., 2001) oder Uran (Arnold et al., 2006) konnte eine spezifische Eigenfluoreszenz des je-
weiligen Feststoffes nachgewiesen werden, die jedoch zum Teil einen betrachtlichen Energie-
eintrag von Lasern erfordern, der die Zellen schadigen wiirde oder eine hohe Eigenfluoreszenz
der Zellbestandteile bewirkt. Um lonen sichtbar zu machen, die selbst nicht die Fahigkeit zur

Fluoreszenz besitzen, werden Fluoreszenzfarbstoffe, sog. optische Sensoren, eingesetzt, die mehr
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oder weniger spezifisch die target-lonen binden und mikroskopisch detektiert werden kénnen.
Fluoreszenz beschreibt einen Licht emittierenden Prozess, der durch Anregung mit Licht ho-
herer Energie ausgelst wird. Bei der Anregung eines Molekiils oder Fluorophores durch Licht
bestimmter Wellenlinge kommt es zu elektrischen Energieiibergingen, die keine Anderung des
Elektronenspins beinhalten (Skook und Leary, 1996). Der angeregte Fluorophor verweilt nach
der Absorption des Anregungslichts nur eine kurze Zeit von etwa 0,01 ms im angeregten Zustand
S; oder S,, woraufhin dieser in seinen Grundzustand Sy zuriickkehrt. Ein Teil der Energie geht
dabei durch einen nicht strahlenden Prozess wie der Schwingungsrelaxation verloren, der GroBteil
der Energie wird jedoch durch Fluoreszenz abgegeben. Durch den Ubergang eines elektronisch
angeregten Systems in einen Zustand niedriger Energie wird energiedrmeres Licht emittiert. Ein
Jablonski-Diagramm stellt dieses System dar (s. Abbildung 1.6).

angeregte Singulettzustidnde angeregte Triplettzustande
A, interne Umwandlung
Ss A Schwingungsrelaxation
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Abbildung 1.6: Jablonski-Diagramm. Partielles Energie-Diagramm eines photolumineszierenden Sys-
tems (nach Skook und Leary, 1996). Ein Molekiil wird durch Lichtenergie angeregt, sodass es von seinen Grund-
zustand Sp in einen angeregten Zustand S; oder S, iibergeht. Nach kurzer Zeit kehrt das Molekiil in seinen
Grundzustand zuriick, wobei ein GroBteil der Energie als Fluoreszenz abgegeben wird. Da ein Teil der Energie in

nicht strahlenden Prozessen verloren geht, ist die Fluoreszenzstrahlung energiedrmer.

Das Jablonski-Diagramm zeigt die relative Lage der elektronischen Energieniveaus eines Mo-
lekiils und die beim Elektroneniibergang freiwerdenden Energien, die bei der Absorption und
Emission von Photonen auftreten. In bindenden Orbitalen liegen die Elektronen normalerwei-
se mit antiparallelem Spin vor, was die sog. Singulett-Zustidnde Sy, S; oder S, charakterisiert.
Durch Absorption eines Anregungsphotons (hv) wird ein Elektron aus dem Grundzustand Sy in
einen der angeregten Zustiande S; oder S, befordert. Aus dem energetisch hoher gelegenen an-
geregten Zustand S, ist ein strahlungsloser Ubergang in S; méglich, ebenso wie von S; nach Sg.

Fallt das Elektron in den Grundzustand zuriick, entsteht meist Fluoreszenz, d.h., frei werdende
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Energie wird in Form von Fluoreszenzphotonen (hus) emittiert. Da die Gesamtenergie konstant
bleibt und ein Teil der Anregungsenergie durch Schwingungsrelaxation verloren geht, besitzt das
emittierte Licht eine hdhere Wellenlange und damit geringere Energie — man spricht von der
Stokes-Verschiebung (Skook und Leary, 1996; Stokes, 1852).

Kato et al. (1994) und Wang et al. (2004, 2005b, 2005c, 2005d) wahlten zum Nachweis von
U(VI) zunéchst einen Ansatz zur Detektion der Eigenfluoreszenz von U(VI) (Arnold et al., 2006),
die Stokes bereits 1853 erforschte (Stokes, 1853), um die chemische Speziation von Uranyl
(UO3") in Sedimenten zu beobachten. Die Untersuchungen ergaben, dass die Intensitit des
Fluoreszenzspektrums und Aufldsung sowie die Fluoreszenzlifetime nach Anregung mit einem
gepulsten Laser bei 415 nm und Temperaturen nahe der des fliissigen Heliums stark anstieg
und ein Maximum bei etwa 517 nm aufwies (Wang et al., 2004; Wang et al., 2005b; Wang
et al., 2005a). Der Eintrag solch hoher Energien ist fiir die Beobachtung lebender Zellen nicht
geeignet, da die Eigenfluoreszenz sehr hoch wire und die Zellen unter Umstanden geschadigt
wiirden. Somit ist der Nachweis von Metallen in lebenden Zellen durch Eigenfluoreszenz lediglich
moglich, wenn die Eigenfluoreszenz der Metalle stark genug ist, um nach Anregung mit Licht aus
dem sichtbaren Bereich unter biologisch geeigneten Bedingungen detektiert zu werden. Deshalb
werden immer neue Fluoreszenzfarbstoffe entwickelt, die bestimmte (divalente) Kationen oder
Metalle detektieren. Generell sind fluoreszierende Systeme zumeist Molekiile mit aromatischen
Kohlenwasserstoffen wie Anthracen, Naphthalin oder Stilben. Diese Molekiile absorbieren im

UV-Bereich und emittieren Licht in einem Wellenlangenbereich von 400 nm bis 500 nm.

Aber auch Heterozyklen, die eine Ringstruktur mit ein oder mehreren Heteroatomen aufweisen,
zdhlen zu fluoreszierenden Molekiilen. So beobachtet man auch bei den Aminosduren Trypto-
phan, Tyrosin, Phenylalanin und Histidin, die ein aromatisches Indol-Ringsystem bzw. heterozy-
klische Ringe, enthalten, nach Anregung mit UV-Licht Fluoreszenz. Proteine oder Peptide, die

diese Aminosiuren enthalten, fluoreszieren ebenfalls.

1.5.2.1 Optische Sensoren fiir Kationen in Zellen

Molekiile, die als Sensor fiir Metallionen in Zellen, v.a. in lebenden Zellen, dienen sollen, miissen
bestimmte Bedingungen erfiillen. Sie miissen ein bestimmtes lon gegeniiber biologisch zahlreich
vorkommenden Kationen wie Na*, K*, Mg?* und Ca?* diskriminieren, kompatibel mit biologi-
schen Systemen sein, d.h. wasserloslich und die Untersuchung extrazellularer, intrazelluldrer und
subzelluldrer Regionen erlauben, dabei aber nicht zytotoxisch wirken. Innerhalb einer Zelle ist
es den optischen Sensoren durch eine Erkennungseinheit, dem lonophor, moglich, die target-
lonen zu binden und diese Information an den Signalteil weiterzuleiten. Besteht der Signalteil

aus einem Fluorophor, wird die Information {iber die Bindung eines target-lons in ein optisches
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Signal in Form von Anderungen der photooptischen Eigenschaften wie Absorption und Emission
des Fluorophors iibersetzt, die zumeist auf Elektronentransfer (photoinduced electron transfer),
Ladungstransfer (photoinduced charge transfer) oder Energietransfer zuriickzufiihren sind (Va-
leur und Leray, 2000). Die Erkennungseinheit ist dabei fiir die Selektivitat und Effizienz der
Bindung verantwortlich, die von der Ligandentopologie, der Kationeneigenschaften und den L&-
sungsmitteleigenschaften abhdngt (Kuswandi, 2000). Fluorophore sind Ja/Nein-Systeme, d.h.,
dass entweder die komplexierte oder die nicht-komplexierte Form fluoresziert und es keine Uber-
gangsformen gibt. Einige Sensoren machen sich die Lumineszenzldschung durch Schwermetalle
zu Nutze, die im Falle von Fe3*, Co?* und Ni?* auf die hohe Anzahl von ungepaarten spins zuriick-
zufiihren ist (Kuswandi, 2000). Letztendlich sind ,,turn-on"“-Systeme mit Erhéhung der Emission
oder einem shift des Anregungs- und Emissionsprofils gegeniiber ,, turn-off -Systemen mit Emis-
sionsléschung (quenching) vorzuziehen (Domaille et al., 2008). Absorbieren diese Farbstoffe im
sichtbaren Licht, werden Zellschdden reduziert und die Eigenfluoreszenz von Zellbestandteilen

minimiert.

1.5.2.2 Optische Sensoren basierend auf Dichlorofluorescein
(DCF)

Fiir Kationen wie Zn?* (Burdette et al., 2001; Nolan und Lippard, 2001; Gee et al., 2002; Shults
et al., 2003; Devinney Il et al.,, 2005), Cu?* (Kramer, 1998) und Fe?* (Thomas et al., 1999;
Petrat et al., 2001), denen eine groRe physiologische Bedeutung zukommt, existieren zahlreiche
Fluoreszenzfarbstoffe, die iiberwiegend Fluorescein als Grundbaustein enthalten (s. Abbildung
1.7) (Muylle et al., 2006). Zinpyr-1 z.B. beinhaltet einen DCF-Reporter, funktionalisiert mit zwei
Di-2-Picolylamin-Rezeptoren, dessen Fluoreszenzintensitat durch Zn?+-Bindung dreifach erhoht
wird (Walkup et al.,, 2000; Burdette et al., 2001). Die Zinpyr-Farbstoffe, aber auch FluoZin-3
werden in weiten Bereichen der Biologie verwendet, von Zn-imaging in Hippocampuszellen
(Woodroofe et al., 2004) bis hin zur Verteilung von Zink in Arabidopsis thaliana Pflanzenwur-
zeln (Sinclair et al., 2007) oder Hematozyten (Muylle et al., 2006).

Sensoren, die DCF enthalten, funktionieren nach dem erwdhnten Prinzip des internal
charge transfer, bei dem die Bindung von Metallionen die Elektron-abgebenden Eigenschaf-
ten des Elektronen-reichen Rezeptors in seinen photoangeregten Zustand und damit die
Fluoreszenzeigenschaften verandert (Gee et al., 2002). Calcein, ein turn-off-Farbstoff, bein-
haltet einen Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; ethylenediaminetetraacetic acid) dhnlichen
Rezeptor, der eine zehnfach hohere Selektivitat fiir Fe?* gegeniiber Fe3* zeigt, aber gleichzei-
tig auch signifikante Beeinflussung durch weitere divalente Kationen wie Cu?*, Ni** und Co**
aufweist (Haugland, 2002).
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(a) Fluorescein (b) Dichlorofluorescein

Abbildung 1.7: Fluorescein und Dichlorofluorescein. Fluorescein und Dichlorofluorescein sind
die Grundbausteine vieler Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Detektion von divalenten Kationen wie Zn?*, Cu®* und

Fe?*. (a) Fluorescein; (b) Dichlorofluorescein.

Es existieren weitere zahlreiche Fluoreszenzfarbstoffe u.a. fiir Hg?*, Cd** oder Zn?*, die von
Chen und Kollegen (2004) sowie Hinkle und Kollegen (1992) ndher beschrieben werden. Fiir

2+ und Co?* existiert ein ebenfalls auf DCF basierender turn-on Farbstoff —

den Nachweis von Ni
Newport Green DCF, der in Abschnitt 2.4 niher beschrieben wird. Dieser Fluoreszenzfarbstoff
wurde vielfaltig genutzt, um unterschiedliche Kationen in Zellen nachzuweisen. Zhao und Kolle-
gen (2009) verglichen die Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF (10 M) nach Zugabe
verschiedener Kationen wie Ni’*, Co?*, Cd?*, Fe?* und Fe3* und zeigten, dass diese Kationen
die Fluoreszenzintensitat deutlich starker erhohten als Zn?* (das in Zellen natiirlicherweise vor-
kommt). Bereits bei geringen Metallkonzentrationen in einem Bereich von 0,1 M bis zu 2 uM
nahm die Fluoreszenzintensitdt exponentiell zu und ging dann in eine Sattigung iiber. Co?* be-
wirkte erst bei Konzentrationen von 3 M eine exponentielle Zunahme der Fluoreszenz bis zu
einer Konzentration von 200 M, ab der Newport Green DCF nur noch mit geringer Fluores-
zenzzunahme reagierte (Zhao et al., 2009). Neben beschriebenen Ni?*- oder Co?*-Analysen mit
Newport Green DCF durch Spektrometrie in Zellen (Ingle et al., 2008; Zhao et al., 2009) be-
nutzten Costa und Kollegen (2005) Newport Green DCF um Ni?* in Tumorzellen (A549) durch
Konfokale Fluoreszenzmikroskopie nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass nach Inkubati-
on mit 10 mg/ml NiS (Nickelsulfid) ein GroRteil der Ni?*-lonen im Zellkern lokalisiert war. Nach
der Zugabe von 1 mM NiCl, wurde Fluoreszenz im Zytosol lokalisiert, bei langerer Inkubation
akkumulierten Ni?*-lonen auch im Zellkern. Ke und Kollegen (2006, 2007) zeigten Ahnliches fiir
wasserldsliche und wasserunldsliche Nickelverbindungen. Nach ausreichender Inkubationszeit mit
einer wasserloslichen und wasserunldslichen Nickelverbindung war Nickel sowohl im Zytosol als
auch im Zellkern detektierbar. So erlangte man iiber diese Arbeiten weiterfiihrende Informatio-
nen tber die zelluldre Lokalisation von Nickel, zusatzlich zu den Ergebnissen von Thierse et al.
(2007), der durch FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analysen zwar extrazelluldres und

intrazelluldres Nickel unterscheiden konnte, aber {iber den genauen Verbleib in der Zelle keine
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Informationen erhielt. Cadosch und Kollegen (2009, 2010) benutzten ebenfalls FACS-Analysen,
um Titan (Ti) in Zellen sowie membrangebundenes Titan zu lokalisieren. Der Titannachweis
mittels Newport Green DCF ist zusatzlich mit dem CLSM (confocal laser scanning microscope)

moglich.

1.6 Zielsetzung

Metalle haben eine groRe Bedeutung fiir den Metabolismus von Lebewesen. Die Metalle, oft
Ubergangsmetalle wie Zink, Cobalt, Eisen, aber auch Nickel, sind meist als Cofaktoren von
Enzymen oder in Metallkomplexen zu finden und dadurch essentiell. Fiir ihre Aufgabe in den
Zellen sind geringe intrazelluldre Konzentrationen ausreichend, sodass diese Elemente auch als
Spurenelemente bezeichnet werden. Unter normalen Bedingungen herrscht ein Gleichgewicht der
Metallkonzentrationen in den Zellen, doch u.a. durch anthropogene Einfliisse sind Pflanzen und
Menschen zunehmend hohen Konzentrationen von Ubergangsmetallen im Boden oder der Luft
ausgesetzt. Uber zahlreiche Wege werden diese in die Organismen aufgenommen und akkumu-
lieren, was zu gesundheitlichen Schiden fiihren kann. Im Laufe der Nahrungskette kénnen durch
Metall belastete Pflanzen Tiere und letztendlich der Mensch zusétzlich mit Schwermetallen

belastet werden.

Welchen Einfluss die Metalle in den Zellen auf den Metabolismus haben, ist oft von der Spezies,
ihrer Konzentration und der Lokalisation in der Zelle abhdngig. Durch etablierte Methoden in der
Spurenanalytik wie z.B. der ICP-MS oder dhnlichen Methoden erlangt man sehr genaue Informa-
tionen iiber die Spezies, doch wird hierfiir bulk-Material eingesetzt, sodass keine Informationen
iiber die Lokalisation der Metalle oder deren Spezies in der Zelle gewonnen werden. Intrazel-
luldre Reaktionen mit Zellbestandteilen und Austauschreaktionen oder Interaktionen zwischen

Zellkompartimenten kdnnen ebenfalls nicht beobachtet werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Metalle Nickel und Cobalt spezifisch in einzelnen lebenden Zellen zu
detektieren und zu lokalisieren. Fiir die Detektion von Ubergangsmetallen in einzelnen lebenden
Zellen mit hoher lateraler Auflosung eignen sich optische Techniken wie die CLSM, die zunichst
die Visualisierung von einzelnen lebenden Zellen mit einer lateralen Auflésung von etwa 300 nm
ermdglicht. Mit dem CLSM konnen parallel zu Transmissionsaufnahmen nach der Anregung
mit drei verschiedenen Lasern drei Fluoreszenzsignale gleichzeitig detektiert werden, sodass die-
se durch die Detektion der Eigenfluoreszenz oder Kompartiment-spezifischer Farbstoffe in den
Zellen visualisiert werden kdnnen. Weiterhin wird die Moglichkeit der direkten Detektion von
Metallen durch deren Eigenfluoreszenz oder der indirekten Detektion durch sensitive und spezi-
fische optische Sensoren wie Newport Green DCF, der durch die Komplexierung der Kationen

mit verstarkter Fluoreszenzintensitit reagiert, getestet. Durch die Detektion dieser Metalle in
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einzelnen lebenden Zellen und der Visualisierung von Zellkompartimenten wird die Aufnahme
und Lokalisation von Nickel und Conalt in Zellen in Abhangigkeit von der Metallkonzentration
im Kulturmedium und der Inkubationszeit in humanen Zellen und Pflanzenzellen beobachtet
und Unterschiede sowie Gemeinsamkeiten zwischen diesen Zelltypen bestimmt. Die Anderung
des pH-Wertes im Kulturmedium von Fibroblasten wird weiterfiihrend die Beeinflussung des

extrazelluldren pH-Wertes auf die Aufnahme und die Lokalisation der Metalle aufzeigen.

Aufnahmen von Fluoreszenzspektren in bestimmten ROls (region of interest) in Fibroblasten
durch A\-Scans werden genutzt, um mdogliche Unterschiede der Fluoreszenzspektren des optischen
Sensors Newport Green DCF in Abhangigkeit der Komplexpartner und Spezies von Nickel und

Cobalt zu erhalten, um die Spezies unterscheiden zu kdnnen.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Aligemeine Laborgerate und Reagenzien

2.1.1 Allgemeine Laborgerate

Tabelle 2.1: Laborgerite

Gerat

Typ/Hersteller

CLSM

CLSM Objektiv

CO,-Inkubator
Feinwaage
Magnetriihrer
pH-Meter
Pipettiergerat
Pipetten

Schiittler

Schiittler
Sicherheitswerkbank

Leica TCS SP2 X1 (Leica Microsystems Heidelberg,
Mannheim)

40x; HCX Apo 40x/0,8 W U-V | (Leica Microsystems
Heidelberg, Mannheim)

63x: HCX PL AP 63x/1,2 W Corr Cs (Leica Microsystems
Heidelberg, Mannheim)

50x; HC PL Fluotar 50x/0,8 (Leica Microsystems
Heidelberg, Mannheim)

HERAcell 240 i (Thermo Scientific, Langenselbold)
Sartorius micro (Sartorius AG, Gottingen)

SLR (Schott Instruments, Mainz)

WTW Series pH 720 (InoLab, Weilheim)

Pipetboy acu (INTEGRA Biosciences, Fernwald)
Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg)

Roto Shake Genie (Scientific Industries, New York)
Certomat MO Il (Sartorius, Gottingen)

Microflow Biological Safety Cabinet (Nunc — Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold)
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Gerat Typ/Hersteller
Vortex Stuart Vortex Mixer SA8 (Bibby Scientific Limited,
Staffordshire)
Wasserbad 1083 (GFL, Burgwedel)
Zentrifuge Sorvall RT 6000 D; Rotor H-1000 B (Thermo Scientific,

Langenselbold)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien

Material

Typ/Hersteller

Einfrierrohrchen

Einmal-Plastikpipetten
Filterspitzen
Einwegplastikschalen
Polypropylenréhrchen

well-Platte

Zellkulturflaschen

1,8 ml (Nalge Company; 5000-0020)

5 ml (Greiner-bio-one; Nr.606180)

10 ml (Greiner-bio-one; Nr. 607180)

Tip One 0,1-10 pl (Star Lab; S1120-3810)
Tip One 1-200 ul (Star Lab; S1120-8810)
Tip One 101-1000 ! (Star Lab; S1126-7810)
@ 60 mm / 15 mm (Greiner-bio-one; Nr. 620161)
15 ml (Greiner-bio-one; Nr.188271)

6-well (Nunc; Nr. 40685)

12-well (Greiner-bio-one; Nr. 665180)

50 ml (Greiner-bio-one; Nr. 690160)

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 2.3: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
BME-Medium (Basalmedium Eagles) - GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 41010
L-Glutamin

CoCly-6H,0 (Cobalt(Il)chlorid Hexahydrat) ~ SIGMA Aldrich, Steinheim; Nr. C2911

DCAA (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) SIGMA Aldrich, Steinheim; Nr. D6679
DMSO (Dimethylsulfoxid) ROTH, Karlsruhe; Nr. A994

DPBS (Dulbecco s phosphate buffered GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 4190
saline)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) BIOCHROM AG, Berlin; L2113
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Chemikalie Hersteller

FBS (fetale bovine serum) GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 10270
HEPES-Puffer (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15630
Piperazinyl)-Ethansulfonsaure)

L-Glutamin GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 25030
NP-40 (Nonidet P-40) SIGMA Aldrich, Steinheim; Nr. N-6507
NAA (1-naphtyl acetic acid) SIGMA Aldrich, Steinheim; Nr. N1641

NiCl,-6H,O (Nickel(Il)chlorid Hexahydrat) SIGMA Aldrich, Steinheim; Nr. N6136

NiSO4-6H,O (Nickel(Il)sulfat Hexahydrat) SIGMA Aldrich, Steinheim; Nr. 467901
NisS, SIGMA Aldrich, Steinheim; Nr. 343226
Penicillin /Streptomycin GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15140

2.1.4 Zellkulturmedien und Medienzusatze

Tabelle 2.4: Zellkulturmedien und Medienzusitze

Reagenzien Menge

BME-Medium zur Anzucht von Fibroblasten (Eagle, 1955a; Eagle, 1955b)
(GIBCO invitrogen, Karlsruhe; Nr. 41010-026)

BME — L-Glutamin 500 ml

FBS 50 ml 10 % (v/v)
L-Glutamin [200 mM] 10 ml 4 mM
HEPES [1 M] 10 ml 20 mM
Penicillin /Streptomycin 1 ml 10000 U / 10 mg

Linsmaier und Skoog (LS)-Medium zur Anzucht von Pflanzenzellen
(Linsmaier und Skoog, 1965; Lindl, 2002)

LS-Stockldsung 50 ml
Zucker 30 g
DCAA-Stocklésung 220 ul
NAA-Stockldsung 186 ul
H,O ad 11
pH 56 -6

Stockldsung (1 1) fiir LS-Medium
NH4NO3 33 g
KNO; 38g
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Reagenzien Menge
KH,PO, 34¢g
CaCly-2H,0 88¢g
MgS0O,4-7H,0 74¢g
H3BO; 0,124 g
MnSO,4-H,O 0,338 g
ZnS0,-7H,0 0212 ¢
Kl 0,0166 g
Na;MoQ4-2H,0 0,005 g
CuS0,4-5H,0 0,0005 g
CoCly-6H,0 0,0005 g
FeSO,4-7H,0 0,556 g
Na,EDTA-2H,0 0,826 g
Vit B1 (Thiamin-Hydrochlorid) 0,008 g
Myo-Inositol 2g

DCAA
NAA

1 mg/ml Ethanol
1 mg/ml Ethanol

2.1.5 Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 2.5: Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoff

Hersteller

Ex/Em-Max [nm]

Bodipy® TR C;
CellMask™ deep red
ER-Tracker™ Red
Hoechst 33342
Newport Green™ DCF

Di-Kal

iumsalz

Newport Green™ DCF
Diacetat

SYTO® 61

Vybrant™ Dil

Molecular Probes invitrogen;
Molecular Probes invitrogen;
Molecular Probes invitrogen;
Molecular Probes invitrogen;

Molecular Probes invitrogen;

Molecular Probes invitrogen;

Molecular Probes invitrogen;

Molecular Probes invitrogen;

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

Nr.

Nr.
Nr.

B34400
C10046
E34250
H3570
N7990

N7991

S11343
V22885

589/616
649/666
587/615
350/461
505/535

505/535

628/645
549/565
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2.2 Zellbiologische Methoden

Zellen, die aus Gewebe isoliert werden und in Suspension oder als Monolayer auf Oberflachen
wachsen, bendtigen bestimmte Bedingungen fiir ein optimales Wachstum. Diese Bedingungen
wie die Temperatur, eine bestimmte CO,-Konzentration und die Luftfeuchtigkeit variieren von
Zelltyp zu Zelltyp und kdnnen durch die Inkubation in einem Brutschrank gewahrleistet werden.
Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden sterilisierte Materialien verwendet und Gefale nur
unter einer Sterilbank gedffnet. Im Folgenden werden sowohl die Eigenschaften und Merkmale

von Fibroblasten und Pflanzenzellen, als auch deren Inkubationsbedingungen beschrieben.

2.2.1 Verwendete Zellen

2.2.1.1 Humane Gingiva-Fibroblasten

Bei den verwendeten Fibroblasten handelte es sich um Zellen aus humanem Zahnfleischbin-
degewebe. Diese adhdrenten humanen Gingiva-Fibroblasten sezernieren Kollagene und andere
Matrixkomponenten, die an Oberflachen binden und deren Gestalt maRgeblich von Aktin halti-
gen Stressfasern bestimmt wird. Sie bilden das faserige Bindegewebe in Tieren und Menschen.
Charakteristisch sind die vielen irreguldren zytoplasmatischen Fortsdtze und der grole Zellkern
(s. Abschnitt 1.4.4). In Zellkultur sind Fibroblasten weniger stark differenziert als im Organis-

mus.

2.2.1.2 Pflanzenzellen aus Catharanthus roseus

Fiir Versuche mit Einzelzellen aus Pflanzen wurden Suspensionszellen von Catharanthus roseus
verwendet, die aus Kalluskulturen gewonnen wurden. Diese wurden zuvor aus Meristemgewebe
hergestellt, das auf Ndhrmedium mit Phytohormonen und Agar angezogen wurde. Durch die
Erhéhung des Vitamin- und Phytohormongehaltes im Medium konnte die Kallusbeschaffenheit
so modifiziert werden, dass die Kalli als Zellsuspension leicht in fliissigem Medium unter Schiitteln
weiter wuchsen (Lindl, 2002).

2.2.2 Kultivierung von Zellen

2.2.2.1 Anlage humaner adharenter Zellen

Humane Gingiva-Fibroblasten wurden als Vertreter humaner Zellen fiir Versuche verwendet, in
denen Metallionen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit verschiedenen Metallkonzentra-

tionen in einzelnen lebenden humanen Zellen nachgewiesen werden sollten.
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Verwendete Materialien:

e BME-Medium (s. Tabelle 2.4)
e 0,05 % EDTA in PBS
e HCI

e NaOH

Durchfiithrung:

Die humanen Gingiva-Fibroblasten wurden in beschichteten 50 ml Kulturflaschen als Monolayer
bei 37 °C und 5 % CO, mit 4 ml BME-Medium kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurde das
Medium gewechselt. Erreichte die Kultur eine Konfluenz von 70 % bis 90 %, wurden die Zellen
in neue Flaschen iiberfiihrt. Beim Passagieren wurde zunichst das Medium entfernt und die
Kulturflasche mit 1 ml EDTA (0,05 % in PBS ohne MgCl, und CaCl,) gespiilt. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 1 ml EDTA fiir 15 min bei 37 °C inkubiert, durch kraftiges Klopfen vom
Boden gelést und in 4 ml BME-Medium aufgenommen. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in

eine neue Flasche tberfiihrt, in die jeweils 4 ml BME-Medium vorgelegt wurden.

Fir die Untersuchungen mit dem CLSM wurden die Zellen auf die gleiche Art wie zuvor be-
schrieben in 6-well-Platten bzw. Petrischalen (@ 60 mm/15 mm) tberfiihrt. Dazu wurden die
Fibroblasten wie beschrieben mit EDTA abgel6st, die Zellen in 6 ml Medium aufgenommen und
je 1 ml in die wells bzw. 2 ml in die Petrischalen tberfiihrt. Die wells wurden bis zu einem

Volumen von 3 ml, die Petrischalen bis 5 ml mit Medium supplementiert.

Beim Expandieren der Zellen wurde dhnlich verfahren. Die Zellen wurden mit EDTA (0,05 %)
von dem Flaschenboden abgeldst, die Kulturflaschen mit 4 ml BME gespiilt und jeweils 2 ml
der Suspension in zwei neue Flaschen iiberfiihrt, die mit 2 ml BME aufgefiillt wurden. 24 h
nach dem Uberfithren bzw. Expandieren der Zellen wurde das Medium nochmals gewechselt,

um verbliebenes EDTA zu entfernen.

Zur Ermittlung der pH-abhangigen Metallaufnahme in die Zellen wurde der pH-Wert des BME-
Mediums mit HCl auf ca. pH 5 bzw. mit NaOH auf ca. pH 9 eingestellt. Schwankungen im
pH-Wert durch die Inkubation im Brutschrank mit CO,-Zufiihrung wurden nicht ausgeglichen.

Die Zellen wurden je nach Versuch weiter mit Metallverbindungen behandelt.
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2.2.2.2 Anlage pflanzlicher Suspensionszellen

Catharanthus roseus wurden als Vertreter der pflanzlichen Zellen fiir Versuche verwendet, in
denen Metallionen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten in lebenden Pflanzenzellen nachge-

wiesen werden sollen.

Verwendete Materialien:

e LS-Medium (s. Tabelle 2.4)

Durchfiithrung:

Von der Catharanthus roseus Zellkultur wurden 200 ml in 500 ml Erlenmeyerkolben mit LS-
Medium bei kontinuierlicher Belichtung und einer Temperatur von ca. 22 °C (Raumtemperatur,
RT) auf einem Schiittler (Sartorius Certomat MO 1) mit 100 UpM kultiviert. Nach sieben Tagen
wurden etwa 150 ml der Ausgangskultur in einen 500 ml Erlenmeyerkolben mit 25 ml bis 50 ml
frischem LS-Medium tberfiihrt.

Fir die Nachweisversuche von Ni mit dem CLSM wurden Suspensionskulturen von 150 ml
angelegt. In 250 ml Erlenmeyerkolben wurden 100 ml LS-Medium vorgelegt und 50 ml der
Zellkultur zugegeben. Die Kultivierung erfolgte ebenfalls bei RT auf dem Schiittler.

2.2.3 Kryokonservierung und Reaktivierung humaner

Gingiva-Fibroblasten

Um Fibroblasten iiber einen langeren Zeitraum zu konservieren, wurde eine Kryokonservierung
der Zellen vorgenommen. Die Zellen wurden in Einfriermedium, das DMSO enthilt, aufgenom-

men, um Zellschaden bei der Lagerung in fliissigem Stickstoff bei -196 °C zu vermeiden.

Verwendete Materialien:

e Einfriermedium: 10 % DMSO in FBS

e EDTA

e BME-Medium
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Durchfiithrung:

Zum Einfrieren der Zellen wurde zunéchst das Medium aus der Kulturflasche entnommen und
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde EDTA (0,05 %) zugegeben und die
Kultur 15 min bei 37 °C inkubiert, um die Zellen durch Klopfen vom Boden der Kulturflasche
abzul6sen. AnschlieBend wurden 10 ml BME-Medium zugegeben, die Suspension in ein 15 ml
Polypropylenrdhrchen iiberfiihrt und 6 min bei 125xg zentrifugiert (Sorvall, Langenselbold).
Danach wurden die Zellen in 1 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryoréhrchen
iberfiihrt. Die Zellen wurden nach etwa 10 min auf Eis fiir 1 h bei -20 °C eingefroren und
danach fiir 24 h (bis zu 72 h) bei -80 °C gelagert. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Zellen
in flissigen Stickstoff (-196 °C) iberfiihrt.

Zur Rekultivierung wurden die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen direkt nach dem Entneh-
men aus dem Stickstoffbehalter fiir 2 min in einem Wasserbad bei 37 °C schiittelnd aufgetaut.
AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml BME-Medium bei 37 °C resuspendiert, in ein 15 ml
Polypropylenréhrchen gefiillt und 6 min bei 125xg zentrifugiert. Schliellich wurde das Zellprazi-
pitat in 2 ml BME-Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche mit 4 ml vorgewarmtem
BME-Medium und optimalem pH-Wert zwischen pH 7,0 bis pH 7,6 transferiert. Nach 24 h
Inkubation im CO,-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, wurde das BME-Medium gewechselt, um
verbliebenes DMSO des Einfriermediums zu entfernen (Produktinformation ATCC).

2.3 Konfokale Laser Raster Mikroskopie (CLSM)

Die CLSM wurde erstmals von Marvin Minsky (1955-1961) eingefiihrt und unterscheidet sich in
einigen Punkten von der konventionellen Licht- und Fluoreszenzmikroskopie. Bei der konventio-
nellen Mikroskopie wird eine konventionelle Lichtquelle oder ein Laser eingesetzt, wobei trans-
mittiertes oder reflektiertes Licht durch eine Objektivlinse gesammelt wird, den Mikroskoptubus
passiert, daraufhin eine weitere Linse passiert und schlieRlich als Bild in seiner urspriinglichen
Ausrichtung sichtbar wird. Der Aufbau des Strahlengangs bei der konventionellen Mikroskopie
kann nicht verhindern, dass Licht, das aulerhalb der Fokusebene emittiert oder reflektiert wird,
detektiert wird. Die resultierenden Bilder enthalten Informationen sowohl aus der Fokusebene,
als auch aus Ebenen dariiber und darunter. Eine dreidimensionale Darstellung eines Objektes
wird in Folge dessen schwierig und die Bilder sind durch out-of-focus-Interferenzen weniger
scharf und kontrastreich. Die optische Auflosung bei der konventionellen Mikroskopie ist durch
die Wellenlange limitiert und durch !/, A definiert. Bei der CLSM dagegen wird die Probe mit
Laserlicht belichtet, wobei von der Probe emittiertes oder reflektiertes Licht aus einer einzigen
Ebene, der Fokalebene, detektiert wird und eine optische Aufldsung von 200 nm erreicht werden

kann. Samtliches Licht, das nicht aus dieser Ebene stammt, wird durch eine variabel einstellbare
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Detektionslochblende (pinhole) unterdriickt. Je kleiner der Durchmesser dieser Lochblende ist,
umso weniger Licht gelangt von aulerhalb der Fokalebene zum Detektor. Dadurch erhilt man
ein scharferes Bild mit einer hohen lateralen Tiefenaufldsung im Vergleich zur konventionellen
Mikroskopie (White et al., 1987; Semwogerere und Weeks, 2005). Das Prinzip der konfokalen
Mikroskopie im Vergleich zur konventionellen Mikroskopie ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

@ Auge/Detektor

Nl
—
>
Okular N\ Detektor/Kamera
—_—
)
Tubus
——— | = konfokale Detektionslochblende
semireflektierender Spiegel
) Objektivlinse
_ Probe
—_— ondensor < Objektivlinse
@ Lichtquelle
- Probe
(a) Konventionelles Mikroskop (b) Konfokales Fluoreszenzmikro-
skop

Abbildung 2.1: Vergleich des Strahlengangs eines konventionellen Lichtmikroskops
mit dem eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops. (a) Konventionelles Mikroskop: Licht von
einer herkémmlichen Lichtquelle trifft nach Passieren des Kondensors auf die Probe. Das die Probe passierende
Licht gelangt aus allen Ebenen zur Objektivlinse und iiber den Tubus zum Okular. Das entstandene Bild besteht
aus einer Zusammensetzung der Bilder einzelner Ebenen; (b) Konfokales Fluoreszenzmikroskop: Ein Laserstrahl
als Lichtquelle wird iiber einen Spiegel und die Objektivlinse auf die Probe geleitet. Reflektions- oder Fluo-
reszenzlicht, das von der Probe emittiert wird, wird von der Objektivlinse aufgenommen und zur konfokalen
Detektionslochblende geleitet, die sich vor dem Detektor befindet. Dadurch gelangt lediglich Licht aus einer

Ebene, der Fokalebene, zum Detektor.

Als Lichtquelle bei der CLSM werden Laser verwendet, die einen semitransparenten Strahlenteiler
passieren, den sog. AOTF (acousto optical tuneable filter) (s. Abschnitt 2.3.1). Eine Scanner-
Einheit ermdglicht die Belichtung der Probe Zeile fiir Zeile, was als sog. line scan bezeichnet
wird, und fligt die einzelnen Bilder zu einem konfokalen Bild zusammen. Dabei bestimmt der
Scanmodus, welche optischen Ebenen im Prdparat beobachtet werden. Grundsatzlich kdnnen

horizontale xy-Schnitte oder vertikale xz-Schnitte aufgenommen werden. Durch die Ergdnzung
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der optischen Schnitte in die dritte Dimension erhdlt man eine rdumliche Darstellung eines
Objektes. Aus einer Serie vertikaler scans, sog. slices, wird mittels Mikroskop-Software Leica
Confocal Software (LCS) ein dreidimensionales Bild zusammengefiigt. Mit Hilfe der CLSM kén-
nen sowohl transluzente Proben wie Zellen, Bakterien und Weichgewebe, als auch Hartgewebe
wie Zdhne und Knochen visualisiert werden. Fiir eine Untersuchung von Oberflachenstrukturen
von Hartgeweben eignen sich Trockenobjektive, wohingegen zur Beobachtung von Zellstruk-

turen Wasser- oder Olimmersionsobjektive verwendet werden. Weitere Informationen sind im
Benutzerhandbuch zum CLSM Leica TCS SP2 erhiltlich.

2.3.1 Aufbau und Komponenten des CLSM Leica TCS SP2

Das CLSM TCS SP2 von Leica (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim) ist mit drei
verschiedenen Lasern ausgestattet, die ein Anregungsspektrum von 488 nm bis 633 nm abde-
cken. Ein blauer Argonlaser mit einer Wellenldnge von 488 nm und 514 nm, ein orange-griiner
Helium/Neon (He/Ne)-Laser mit den Wellenldngen 543 nm und 594 nm und ein He/Ne-Laser
mit einer Wellenldnge von 633 nm ermdglichen durch exakte Einstellung der Anregungswellen-
lange und Laserintensitat verschiedenste Untersuchungen von Proben im Reflektionsmodus oder
Fluoreszenzmodus. Jeder Laserstrahl passiert einen AOTF, der aus einem optisch transparentem
Kristall besteht, dessen optische Eigenschaften mittels Ultraschallwellenfeld modifiziert werden
(s. Abbildung 2.2). Die Modulation der Kristalleigenschaften des AOTF ermdglicht die Selektion

der den Filter passierenden Wellenlangen und die Einstellung der Intensitat des Laserstrahls.

Ultraschallddmpfer

einfallendes Laserlicht

direktes Laserlicht

Ultraschallgenerator

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines AOTF. Der AOTF besteht aus einem transpa-
renten Kristall, der durch ein Ultraschallfeld die Einstellung der Wellenldnge und der Intensitét eines Laserstrahls

ermdglicht (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim).
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Der durch das AOTF beeinflusste Laserstrahl passiert die Anregungslochblende und wird iiber
einen akusto-optischen Strahlenteiler (AOBS; acousto optical beam splitter) zu dem K-Scanner
geleitet, der aus zwei stark reflektierenden Spiegel-dhnlichen Oberflachen besteht, die das Laser-
licht durch den hinteren Teil des Objektivs zeilenweise {iber die Probe leiten. Der Aufbau bzw. die
Funktionsweise des AOBS (s. Abbildung 2.3) ist dem des AOTF sehr dhnlich. Der AOBS besteht
ebenfalls aus einem optisch transparentem Kristall, der durch akusto-optische Ablenkung mit-
tels Ultraschallwellenfeld gleichzeitig mehrere Anregungslaserlinien zur K-Scanner Einheit leiten
kann und ersetzt damit konventionelle Anregungsfilter. Gleichzeitig wird das Anregungslicht des
Lasers auf das Praparat gelenkt und das vom Préparat zuriickkommende Fluoreszenzlicht vom
reflektierten Anregungslicht getrennt. Der AOBS ist damit ein effektiver Fluoreszenzdetektor
(Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim).

zum Detektor

vom Laser

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines AOBS. Der AOBS kann durch akusto-optische
Beugung einzelne oder verschiedene Anregungswellenlangen eines Lasers gleichzeitig auf eine Probe leiten (Leica

Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim).

Fir das CLSM Leica TCS SP2 stehen verschiedene Objektive zur Verfiigung, die die Unter-
suchung unterschiedlicher Proben ermdglichen. Trockenobjektive mit 2,5-facher oder 10-facher
VergroBerung werden iiblicherweise fiir die Untersuchung von Oberflachenstrukturen an Fest-
korpern verwendet, Wasser- oder Olimmersionsobjektive mit 20-facher, 40-facher und 63-facher
VergroRerung eignen sich fiir biologische Praparate wie humane Zellen auf Objekttragern oder in
Kultur. Uber die Mikroskop-Software LCS sind zudem vier verschiedene Scangeschwindigkeiten
wahlbar (200 Hz, 400 Hz, 800 Hz und 1000 Hz bzw. Bildzeilen/sec), die Einfluss auf die Proben-
und die Bildqualitdit nehmen. Eine niedrige Scangeschwindigkeit kann lichtempfindliche Pro-
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ben oder Farbstoffe ausbleichen, liefert jedoch durch ein besseres Signal/Rausch-Verhiltnis
kontrastreichere Bilder als bei hohen Scangeschwindigkeiten. Um Ausbleicheffekte zu verrin-
gern, oder um schnelle Veranderungen einer Probe zu beobachten, wahlt man daher eine hohe
Scangeschwindigkeit. Beim Scanvorgang wird ein Teil des Lichts von der Probe reflektiert und
durch das Objektiv zuriick durch den K-Scanner und den AOBS zur konfokalen Detektionsloch-
blende geleitet, die den Licht-limitierenden Faktor im System darstellt. Das Licht, das auBerhalb
der Fokalebene reflektiert wird, wird an der Konfokalebene von der Blende zuriickgehalten, so-
dass nur Licht aus der Fokalebene zum Detektor hinter der Blende gelangt (s. Abbildung 2.1 und
2.5). Der Blendendurchmesser kann individuell vom Operator auf einen Durchmesser zwischen
20 pum und 600 um eingestellt werden, wobei es fiir jedes Objektiv einen optimalen Blenden-
durchmesser gibt, der mit der Funktion ,Airy” eingestellt und fiir Leica-Systeme ebenso mit
einer Formel berechnet werden kann. Der optimale Offnungswinkel ist von der Wellenlinge, der
Numerischen Apertur und dem VergroBerungsfaktor des Objektivs abhdngig. Eine maximale Auf-
|6sung in der z-Dimension, also in der Tiefe, erreicht man mit der Einstellung ,,Airy 1%, d.h. dass
der Durchmesser der konfokalen Detektionslochblende mit dem Durchmesser der Airyscheibe

iibereinstimmt.

Insgesamt ist das CLSM mit drei Detektoreinheiten ausgestattet, auf die das Licht nach Passieren
der konfokalen Detektionslochblende und einem Spektrophotometerprisma trifft. Das reflektierte
Licht, bzw. das emittierte Fluoreszenzlicht wird dort in die drei Hauptfarben aufgeteilt und
schlieBlich zu den drei Detektoreinheiten gelenkt (s. Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung eines CLSM-Detektors. Der Detektor ist durch
seinen Aufbau in der Lage ausschlieBlich Licht einer bestimmten Wellenlange aufzunehmen. Bis zu drei Signale
kénnen durch drei Detektoren gleichzeitig aufgenommen werden. Die Empfindlichkeit des Detektors wird durch

die Spannung an der Photodiode eingestellt (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim).
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Jede Detektoreinheit besteht aus frei beweglichen, reflektierenden Spiegeln, die einen photo-
multiplier tube (PMT) abschirmen und Licht einer bestimmten Wellenlange, welches nicht auf
den Detektor gelangen soll, zum nichsten Detektor lenken und bei diesem Detektor ebenso
verfahren. Dadurch kénnen bis zu drei Lichtsignale parallel aufgenommen werden. Die Empfind-
lichkeit des PMT ist durch die Beschleunigungsspannung (PMT-voltage) an der Photodiode
einstellbar. Eine zu hohe Beschleunigungsspannung fiihrt dabei zur Uberlastung des Detektors,
wohingegen durch eine zu geringe Spannung am Photomultiplier kein elektrisches Signal aus
den ankommenden Photonen erzeugt werden kann. Auf den Detektor treffendes, stérendes Licht
verursacht ebenfalls ein elektrisches Signal innerhalb des PMT, das durch die Beschleunigungs-
spannung in gleichem MaRe verstarkt wird wie tatsiachlich von der Probe stammendes Licht.
Somit werden alle elektrischen Signale, die von den Detektoren gesammelt werden, von der
Mikroskop-Software LCS in ein konfokales Bild konvertiert und auf dem Monitor live abgebildet.
Die Intensitaten werden in Form von Grauwerten von 1 bis 256 angezeigt, wobei die Software

wiederum eine farbige Darstellung des Objekts ermdglicht.

1. UV Laser

2. IR Laser

3. Laser im sichtbaren Bereich
4. UV AOTF

5. IR EOM

6. AOTF fiir sichtbaren Bereich
7. UV Adaptationsoptik

8. UC Anregungslochblende

9. IR Anregungslochblende

10. VIS Anregungslochblende
11. Strahlenteiler

12. Einstellbare Lichtstérke

13. K-Scanner

14. Objektiv

15. Detektor fiir transmittiertes Licht
16. Konfokale Detektionslochblende
18. Spektrophotometerprisma
19. Photomultiplier Kanal 1

20. Photomultiplier Kanal 2

21. Photomultiplier Kanal 3

22. Photomultiplier Kanal 4

23. Externer optischer Anschluss

Abbildung 2.5: Aufbau und Strahlengang des CLSM Leica TCS SP2. Das Leica TCS SP2
ist mit mehreren Lasern als Lichtquelle ausgestattet. Der Laserstrahl passiert einen AOTF, um die gewiinsch-
ten Laserlinien einzustellen. Nach Passieren der Anregungslochblende und des AOBS wird der Laserstrahl zum
K-Scanner geleitet, der diesen zeilenweise iiber die Probe leitet. Durch das Objektiv gelangt der Laserstrahl auf
die Probe und reflektiertes oder emittiertes Licht wieder durch das Objektiv, den K-Scanner und den AOBS
zuriick zum Detektor. Davor befindet sich eine Detektionslochblende, die nur Licht zu den Photodioden l3sst,

das aus der Fokalebene stammt (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim).
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2.3.2 CLSM-Einstellungen zur Visualisierung von Zellen

Zur Visualisierung von humanen Gingiva-Fibroblasten und Pflanzenzellen von Catharanthus ro-
seus wurden unterschiedliche Objektive und Einstellungen genutzt. Die Pflanzenzellen wurden
mit einem 63-fach Wasserimmersionsobjektiv untersucht, das eine Numerische Apertur von 1,2
hat. Der Blendendurchmesser wurde auf 300 pum (2,24 Airy) eingestellt und die Zellen mit dem
Argonlaser (100 %) der Wellenldnge 488 nm belichtet. Gescannt wurde in einem Bereich von
510 nm bis 590 nm mit einer Geschwindigkeit von 400 Hz und einer line average von 16, d.h.
jede Zeile wurde 16 mal aufgenommen und der Durchschnittswert jedes Bildpunktes zur Erstel-
lung des finalen Bildes verwendet. Die Auflésung wurde auf 1024x1024 Pixel eingestellt, sodass

ein Bild ohne Zoom eine Kantenldnge von 238,10 um besal.

Die Fibroblasten wurden ebenfalls mit dem Argonlaser der Wellenlange 488 nm belichtet, der mit
einer Geschwindigkeit von 400 Hz iiber die Probe gefiihrt wurde. Ein line average von 16 wurde
eingestellt und die Emission im Bereich von 510 nm bis 560 nm detektiert. Das Wasserimmer-
sionsobjektiv mit 40-facher VergroRerung wurde benutzt und der optimale Blendendurchmesser
von 1 Airy (127 um) eingestellt. Bei einer Auflésung von 1024x1024 Pixel betrug die Kanten-
lange des Bildausschnittes 375 um. Zusatzlich wurden Transmissionsbilder aufgenommen, um

die Morphologie der Zellen zu beobachten.

2.3.3 Fluoreszenzanalyse mittels \-Scan

Die Funktion des A-Scans im CLSM ermdglicht die Aufnahme eines Fluoreszenzspektrums in
einem variablen Emissionsbereich nach Anregung mit einem Laser. Dabei kann das Spektrum je-
des einzelnen Bildpunktes wiedergegeben werden, wenn man die gemessene Fluoreszenzintensitat

gegeniiber der Wellenldnge auftragt.
Durchfiithrung:

Durch einen A-Scan bei Belichtung mit dem Argonlaser (488 nm) wurde eine Reihe von Fluores-
zenzintensitdtswerten einer einzigen optischen Ebene abhidngig von der Wellenlange aufgenom-
men, die schlieBlich das Fluoreszenzspektrum der jeweiligen Probe wiedergaben. Dafiir wurden
zunachst die Grenzpunkte des Messbereichs von 500 nm bis 700 nm und die Anzahl der Mess-
punkte (100) in der Mikroskop-Software LCS festgelegt. Eine Messreihe aus 100 Messpunkten
ergab somit Uberlappungen von jeweils 8 nm bei einer Spanne von 200 nm und einem Messbe-

reich von 10 nm pro Messpunkt.
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Um die Metallverbindungen auf Eigenfluoreszenz zu analysieren, wurden die Metalle in Festform
mittels CLSM mit einem 50-fach Trockenobjektiv untersucht. Dabei wurden die Proben zunachst
mit einer UV-Lampe, einem He/Ne-Laser mit Wellenlangen von 514 nm, 543 nm und 633 nm und
anschlieBend mit einem Argonlaser (488 nm) belichtet und die Fluoreszenz iiber einen Bereich

von 500 nm bis 700 nm detektiert.

Die vollstandige Funktionalitat zur Kationenbindung des optischen Sensors Newport Green DCF
entsteht erst nach der Hydrolyse in einer Zelle. Aus diesem Grund wurde zunachst durch eine \-
Scan-Analyse das Emissionsspektrum des Sensors und dessen Fluoreszenzintensitat unabhingig
von Zellen und lonen aufgenommen. Dafiir wurden in 12-well-Platten zu je 1,5 ml BME-Medium
pro well 1,5 pl der Newport Green DCF-Stocklsung (1 mg/ml; Endkonzentration: 1 pug/ml)
zugegeben, ein Spektrum durch einen \-Scan mit dem CLSM Leica TCS SP2 aufgenommen
und nach der Zugabe von 1,5 pl der Metallverbindungen (1 M; Endkonzentration: 1 mM) iiber
eine Zeitspanne von 40 min alle 10 min ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen. Als Kontrolle
wurde ein Spektrum von BME-Medium ohne Newport Green DCF und ohne Metallverbindungen
aufgenommen. Dazu wurde ein Wasserimmersionsobjektiv mit 40-facher VergroBerung verwendet
und der optische Sensor Newport Green DCF mit dem Argonlaser der Wellenldnge 488 nm
angeregt. Der \-Scan wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt und die Ergebnisse in Form

eines Spektrums durch die Software LCS dargestellt.

Um die Newport Green DCF-Spektren in Zellen vor und nach Zugabe von Metallverbindungen
mit einem \-Scan zu untersuchen, wurden Zellen fiir 24 h in 6-well-Platten mit 500 M NiCl,,
NiSO4, Ni3S, oder CoCl, bei 37 °C und 5 % CO, in BME-Medium inkubiert und nach einem
dreimaligen Waschschritt mit PBS mit 500 ul BME-Medium und 3,5 pl Newport Green DCF
(1 mg/ml; Endkonzentration: 7 ug/ml) bedeckt und fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt mit PBS wurden die wells mit BME-Medium aufgefiillt und die Zellen
erneut fiir 30 min bei 37 °C zur vollstandigen Hydrolyse des Farbstoffes inkubiert. Die Aufnahme
der Spektren erfolgte mit dem CLSM und Metallverbindungen, noch mit Newport Green DCF
inkubiert wurden, aber auch Zellen, denen lediglich Newport Green DCF zugegeben wurde. Die
Spektren wurden wie zuvor beschrieben nach Anregung mit dem Argonlaser (488 nm) mit einem

A-Scan aufgenommen.
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2.4 Der optische Sensor Newport Green DCF

Der optische Sensor Newport Green DCF basiert auf DCF und existiert sowohl in wasserldsli-
cher Form als Di-Kaliumsalz (s. Abbildung 2.6(a)), als auch als Diacetat mit Esterbindungen
(s. Abbildung 2.6(b)) (Haugland, 2002; Molecular Probes invitrogen, Produktinformation MP
07990). Die wasserldsliche Form kann nicht ohne Weiteres die Membran passieren, im Gegensatz
zur Diacetatesterstruktur, die dem Molekiil einen ungeladenen Charakter verleiht, wodurch es
ungehindert durch die Membran diffundieren kann. Innerhalb einer Zelle werden die lipophilen
Gruppen des Molekiils durch unspezifische Esterasen gespalten, was zu einer negativen Ladung
fiihrt, sodass es nun die Membran nicht mehr passieren, wohl aber die target-lonen binden
kann (Molecular Probes invitrogen, Produktinformation G 002). Newport Green DCF besitzt ein

Anregungsmaximum bei 505 nm und ein Emissionsmaximum bei 535 nm (Haugland, 2002).
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(a) Newport Green DCF Di-Kaliumsalz (b) Newport Green DCF Diacetatester

Abbildung 2.6: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Newport Green DCF. (a) Newport
Green DCF als Di-Kaliumsalz ist geladen und nicht membranpermeabel; (b) Newport Green DCF ist durch seine
Diacetatesterstruktur membranpermeabel. Esterasen in der Zelle hydrolysieren die Bindung und verhindern die
Diffusion aus der Zelle. Das geladene Molekiil kann die target-lonen binden. Das Anregungsmaximum liegt bei

505 nm, das Emissionsmaximum bei 535 nm.
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Durch die Bindung der target-lonen kommt es innerhalb des Molekiils zu einem Elektronentrans-
fer und schlieRlich zu einer Verstarkung der Fluoreszenz. Die Fluoreszenzverstarkung ist vom tar-
get-lon selbst abhangig. Lediglich divalente Kationen rufen eine Fluoreszenzverstarkung hervor,
doch bei den meisten divalenten Kationen wie Ca2*, Mn2?*, Fe2*, Cu?* und Pb2* ist eine sehr
geringe Veranderung zu beobachten. Cd?*, Hg?* und Zn?* zeigen etwas stirkere Fluoreszenz-
erhdhungen, doch der groRte Effekt wird durch Co?* und Ni?* deutlich. Eine Komplexierung
des Farbstoffes Newport Green DCF mit 100 uM Co?*, Ni?* und Zn?* verstarkt die Fluores-
zenzintensitdt von Newport Green DCF um das 7- bis 13-fache (Haugland, 2002). Bei geringeren
Konzentration von 1 M sind deutliche Fluoreszenzverstarkungen lediglich bei Ni®* detektierbar
(s. Abbildung 2.7) (Haugland, 2002).
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Abbildung 2.7: Fluoreszenzverstirkung von Newport Green DCF durch unterschied-
liche lonen. Der Farbstoff Newport Green DCF &ndert seine Fluoreszenzintensitit nach Komplexierung mit
bestimmten Kationen. Die roten Balken reprdsentieren die Erhéhung der Fluoreszenzintensitit von Newport
Green DCF durch 100 uM eines lons, die blauen Balken die Reaktion auf 1 M des lons. Deutliche Intensi-
tatsdnderungen (7- bis 13-fach verstdrkt zur Ausgangsintensitit) entstehen durch die Anwesenheit von 100 pM
Ni2*, Co?* und Zn?*. Bei Konzentrationen von 1 uM zeigt lediglich Ni>* eine deutliche Intensititserhdhung
(Molecular Probes invitrogen, Eugene, OR, USA).
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2.4.1 Markierung von Nickel und Cobalt in humanen
Gingiva-Fibroblasten mit Newport Green DCF

Die Exposition von Nickel und Cobalt fiir den Menschen ist vielfaltig. Gesundheitliche Beein-

trachtigungen sind dabei nicht auszuschlieBen. Der Nachweis von Ni(ll) und Co(ll) in einzelnen

humanen Fibroblasten mit dem CLSM soll durch hohe laterale Auflésung nahere Hinweise auf

den Verbleib der Metalle in den Zellen liefern.

Verwendete Materialien:

e Newport Green DCF
e Metallverbindungen: NiCl,-6H,0, NiSO4-6H,0, NisS,, CoCl,-6H,O
e BME-Medium

e PBS

Durchfiithrung:

Um die Aufnahme und Lokalisation von Ni(ll) und Co(ll) aus verschiedenen Verbindungen
mittels CLSM zu untersuchen, wurden zunadchst Fibroblasten in 6-well-Platten bzw. Petrischalen
(@ 60 mm/15 mm) bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert (s. Abschnitt 2.2.2.1) und nach ein bis
drei Tagen bei etwa 70 % Konfluenz mit unterschiedlichen Konzentrationen (100 M, 300 1M
und 500 uM) der Metallverbindungen NiCl,-6H,0, NiSO,4-6H,0, NisS, und CoCly-6H,0 (im
Folgenden NiCl,, NiSO4 und CoCl, genannt) fiir 16 h, 24 h und 48 h inkubiert. Nach der Inku-
bationszeit wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit Newport Green
DCF (Endkonzentration: 7 pg/ml) fiir 60 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Um die Hydroly-
se von Newport Green DCF zu maximieren, wurden die Zellen nach einem weiteren Waschschritt
mit PBS erneut 30 min in BME-Medium bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Zellen, die nicht
mit Metallverbindungen inkubiert wurden, wurden in gleicher Weise mit Newport Green DCF
behandelt und als Kontrolle mitgefiihrt. Zellen, die weder mit Metallverbindungen, noch mit
Newport Green DCF inkubiert wurden, wurden ebenfalls als Kontrolle eingesetzt. AnschlieBend
wurden die Zellen unter dem CLSM Leica TCS SP2 mit einem Wasserimmersionsobjektiv mit
40-facher VergroBerung nach Anregung mit dem Argonlaser (488 nm) untersucht und die Emis-
sion zwischen 510 nm und 560 nm detektiert, da das Emissionsmaximum von Newport Green
DCF bei 535 nm liegt. Eine Metallkonzentration von 40 uM NiCl, wurde den Zellen ebenfalls
fiir 16 h, 24 h und 48 h zugegeben, um zu ermitteln, ob solche geringen Konzentrationen noch
mit Newport Green DCF detektierbar sind. Die Markierung mit Newport Green DCF und dessen

Detektion wurde dafiir wie zuvor in diesem Abschnitt beschrieben durchgefiihrt.
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2.4.2 Markierung von Ni und Co in Pflanzenzellen von

Catharanthus roseus mit Newport Green DCF

Nickel und Cobalt sind fiir Pflanzen essentielle Metalle (Brown et al., 1987; Denkhaus und
Salnikow, 2002), so dient Nickel z.B. als Cofaktor im Enzym Urease (Dixon et al., 1975) und
iibernimmt wichtige Aufgaben im Stickstoffstoffwechsel. Zu hohe Konzentrationen oder che-
mische Modifizierungen essentieller Metalle in Zellen schaden jedoch der Pflanze, wenn keine
Detoxifizierung stattfindet. Untersuchungen mit verschiedenen Nickel- und Cobalt-Verbindungen

sollten Informationen iiber die Aufnahme und Speicherung der Metalle in Pflanzenzellen liefern.

Verwendete Materialien:

e Newport Green DCF

e Metallverbindungen: NiCl,, NiSO,40, NisS,, CoCl,O
e LS-Medium

e PBS

e NP-40

Durchfiithrung:

Die Pflanzenzellen wurden als Suspensionskultur in Erlenmeyerkolben in LS-Medium kultiviert.
Sobald die Zellkultur eine ausreichende Dichte erlangt hatte, die etwa drei Tage nach der Uber-
fihrung in frisches Medium erreicht war, wurden die Metallverbindungen NiCl,, NiSO,4, NizS,
und CoCl, mit einer Endkonzentration von 100 M zugegeben. Die Zellen wurden bis zu 120 h
inkubiert und Aliquots von je 2 ml in einem Abstand von je 24 h entnommen, in 15 ml Po-
lypropylenrohrchen iiberfiihrt und 10 min bei 830xg zentrifugiert (Thermo Scientific, Sorvall
RT 6000 D). AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und das Pellet in
1 ml bis 2 ml PBS aufgenommen. Die Markierung der Metalle in den Zellen erfolgte mit der
Endkonzentration von 1 ug/ml der wasserldslichen Form des Fluoreszenzfarbstoffes Newport
Green DCF unter Zusatz von NP-40 (Endkonzentration: 0,1 % v/v), das die Aufnahme des
Farbstoffes in die Zellen ermoglichte. Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei RT auf einem
Schiittler (Scientific Industries, Roto Shake Genie) und einem zweimaligem Waschschritt mit
PBS wurde das Pellet in 2 ml PBS aufgenommen und die Zellen mit dem CLSM Leica TCS SP2
mit 63-fach vergroRerndem Wasserimmersionsobjektiv anhand weniger Tropfen der Suspension
untersucht. Angeregt wurde Newport Green DCF mit einem Argonlaser der Wellenlange 488 nm

und die Emission wurde im Bereich von 510 nm bis 560 nm mit einem Blendendurchmesser
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von 300 um (2,24 Airy) detektiert. Kurze Inkubationszeiten von 1 h und 8 h mit NiCl; sollen
zeigen, wie sich die Aufnahme von Ni bei frithen Inkubationszeitpunkten verhilt. Die Prozedur

der Probenentnahme und der Ni-Markierung war identisch zu der bei langeren Inkubationszeiten.

2.5 Biochemische Methoden zur Visualisierung verschiedener

Organellen

Fir die mikroskopische Visualisierung von Organellen und Strukturen einer Zelle existieren zahl-
reiche Fluoreszenzfarbstoffe. Sie sind meist spezifisch fiir ein Organell und teilweise in verschie-
denen Derivaten mit unterschiedlichen Anregungs- und Emissionsmaxima erhaltlich, sodass die
parallele Darstellung verschiedener Strukturen wie z.B. der Membranen und des Zellkerns er-

moglicht wird.

2.5.1 Zellkernmarkierung mit Hoechst 33342

Um den Zellkern in Fibroblasten und Pflanzenzellen zu markieren, wurde der im blauen Wellen-
langenbereich fluoreszierende Farbstoff Hoechst 33342 (Molecular Probes invitrogen, Produkt-
information MP 21486) (s. Abbildung 2.8) eingesetzt. Hoechst 33342 ist ein Bisbenzimidazol-
derivat, das zellpermeabel ist und die supravitale kleine Furche der DNA mit AT-Selektivitat
bindet (Portugal und Waring, 1988). AT-reiche doppelstrangige DNA erhoht die Fluoreszenz
von Hoechst 33342 zweifach stérker als GC-reiche Strange, sodass eine Identifizierung der AT-
reichen Q-Banden in den Chromosomen stattfindet. Das Anregungsmaximum liegt bei 350 nm,
das Emissionsmaximum bei 461 nm, weshalb der Farbstoff mit einer Quecksilberdampflampe

angeregt wird.

Ir=

"Cl-CHEL'JH3

Abbildung 2.8: Struktur von Hoechst 33342. Hoechst 33342 ist ein Bisbenzimidazolderivat. Der
Farbstoff bindet spezifisch an der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix, wobei AT-reiche Regionen (Q-Banden)
der Chromosomen die Fluoreszenz zweifach stirker als GC-reiche Regionen erhdhen. Das Anregungsmaximum

liegt bei 350 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 461 nm.
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2.5.1.1 Zellkernmarkierung in humanen Gingiva-Fibroblasten

Verwendete Materialien:

e Hoechst 33342
e BME-Medium

e PBS

Durchfiithrung:

Die Markierung der Zellkerne in Fibroblasten erfolgte in Petrischalen oder 6-well-Platten mit
dem DNA-spezifischen Farbstoff Hoechst 33342. Das Medium wurde aus den wells entnommen
und die Farbeldsung mit einer Endkonzentration von 5 pg/ml in BME-Medium auf die Zellen
gegeben. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und
die wells mit 5 ml bis 7 ml BME-Medium aufgefiillt. Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte mit
dem Leica CLSM TCS SP2 und einem Wasserimmersionsobjektiv mit 40-facher VergréBerung.
Dafiir wurde die Probe mit einer Quecksilberdampflampe beleuchtet und die Fluoreszenz in

einem Bereich von 350 nm bis 480 nm detektiert.

2.5.1.2 Zellkernmarkierung in Pflanzenzellen

Verwendete Materialien:

e Hoechst 33342

e PBS

Durchfiithrung:

Bei der Zellkernmarkierung in Pflanzenzellen wurden 2 ml der Zellkultur in einem 15 ml Poly-
propylenrohrchen fiir 10 min bei 830xg zentrifugiert (Thermo Scientific, Sorvall RT 6000 D).
Das Pellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS aufgenommen. Nach Zugabe
von 10 pg/ml Hoechst 33342 wurden die Zellen 60 min bei RT inkubiert, anschlieBend 10 min
zentrifugiert (830xg; Thermo Scientific, Sorvall RT 6000 D) und zweimal mit 2 ml PBS ge-
waschen. Nach Wiederaufnahme des Pellets in 2 ml PBS wurde ein Aliquot (ca. 100 ul) der
Suspension auf einen Objekttrager gegeben und mit dem Leica CLSM TCS SP2 mit 63-facher
VergroRerung untersucht. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte im Bereich von 350 nm bis

480 nm nach Anregung des Zellkern-spezifischen Farbstoffes mit einer Quecksilberdampflampe.
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2.5.2 Nukleinsauremarkierung in Pflanzenzellen mit SYTO 61

SYTO-Farbstoffe sind membranpermeable Nukleinsaurefarbstoffe, die nicht ausschlieBlich Zell-
kerne anfirben, wie z.B. Hoechst 33342. Werden eukaryontische Zellen mit SYTO 61 inkubiert,
dessen Anregungsmaximum bei 628 nm und Emissionsmaximum bei 645 nm liegt, zeigen sich

Markierungen der Mitochondrien sowie der Nukleinsduren.

Verwendete Materialien:

e SYTO 61

e PBS

Durchfiihrung:

Fir die Markierung der Nukleinsduren in Pflanzenzellen wurden 2 ml der Zellsuspension in 15 ml
Polypropylenrdhrchen fiir 10 min bei 830xg zentrifugiert (Thermo Scientific, Sorvall RT 6000 D)
und das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen. SYTO 61 (Molecular Probes invitrogen, Produktinfor-
mation MP 11340) lag als 5 mM Ldsung in DMSO vor und wurde mit einer Endkonzentration
von 10 puM zugegeben. Nach 60 min Inkubation bei RT wurde erneut zentrifugiert, dreimal
mit PBS gewaschen und die Emission nach Anregung mit einem He/Ne-Laser der Wellenlange

633 nm detektiert.

2.5.3 Membranmarkierung in humanen Gingiva-Fibroblasten mit
CellMask deep red

Membranfarbstoffe sind in der Regel lipophile Molekiile, die sich in die Membran integrieren und
diese somit markieren. Der Membranfarbstoff CellMask deep red (Molecular Probes invitrogen,
Produktinformation MP 10045) ist ein amphipathisches Molekiil mit lipophiler Einheit, die das
Membranbeladen ermdglicht, sowie einem negativ geladenem hydrophilem Teil, der fiir die Ver-
ankerung der Membransonde in der Plasmamembran verantwortlich ist. Der Farbstoff CellMask

deep red ist fiir die Membranmarkierung einer groen Bandbreite von S3ugetierzellen geeignet.

Verwendete Materialien:

e CellMask deep red
e PBS

e BME-Medium
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Um Membranen in Fibroblasten zu markieren, wurden die Fibroblasten nach dreimaligem Wasch-
schritt mit PBS mit einer Endkonzentration von 5 pug/ml CellMask deep red in BME-Medium
markiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei 37 °C wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit BME-Medium supplementiert. Die Anregung des Farbstoffes,
dessen Anregungsmaximum bei 649 nm liegt, erfolgte mit einem He/Ne-Laser der Wellenladnge

633 nm. Die Emission wurde zwischen 650 nm und 700 nm detektiert.

2.5.4 Markierung des ER in humanen Gingiva-Fibroblasten mit
ER-Tracker red

ER-Tracker Farbstoffe sind membranpermeable Farbstoffe zur selektiven Markierung des ER
in lebenden Zellen (Molecular Probes invitrogen, Produktinformation MP 12353). Ublicherweise
angewandte Konzentrationen sind fiir die Zellen nicht toxisch. ER-Tracker red (s. Abbildung 2.9)
ist ein Wirkstoffkonjugat des Glibenclamids BODIPY TR, das an die Sulphonylurearezeptoren
von ATP-sensitiven K*-Kandlen bindet, die gehduft im ER vorkommen (Hambrock et al., 2002).
Das Anregungsmaximum dieses ER-selektiven Farbstoffes liegt bei 587 nm und das Emissions-

maximum bei 615 nm.

i
NH=C=CH,0
ol OCH,
- —NH=—C—NH
c NHCHEGHE—@—SDE NH—=C—N —<:>
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Abbildung 2.9: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes ER-Tracker red. Der zellpermeable
Vitalfarbstoff ER-Tracker bindet spezifisch durch sein Konjugat mit Glibenclamin an ATP sensitive K*-Kanile,
die vorherrschend im ER vorhanden sind. Das Anregungsmaximum ist bei 587 nm, das Emissionsmaximum bei
615 nm.
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Verwendete Materialien:

ER-Tracker red

e DMSO

BME-Medium

e PBS

Durchfiihrung:

100 pg des Farbstoffes ER-Tracker red wurden in 110 pul DMSO geldst, um eine 1 mM Stockls-
sung herzustellen. Die Endkonzentration des Farbstoffes zur Markierung des ER in Zellen betrug
1 uM in BME-Medium. Bei der Markierung des ER wurden die Zellen 30 min bei 37 °C in-
kubiert, danach dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit BME-Medium bedeckt. Die
Fluoreszenz wurde im Bereich von 610 nm bis 650 nm nach Anregung mit dem He/Ne-Laser

der Wellenldnge 594 nm detektiert.

2.5.5 Markierung des Golgi-Apparates in humanen
Gingiva-Fibroblasten mit Bodipy TR

Der Golgi-Apparat bildet in Zellen einen membranumschlossenen Reaktionsraum, dem Aufgaben
wie die Bildung sekretorischer Vesikel oder die Modifikation von Peptiden zukommt. Er befin-
det sich meist in der Nihe des Zellkerns und des ER. Der Fluoreszenzfarbstoff Bodipy TR (s.
Abbildung 2.10) ist ein Ceramidanalogon, das an Rinderserumalbumin (BSA) komplexiert ist

(Molecular Probes invitrogen, Produktinformation MP 01154) und membranpermeabel ist.

Verwendete Materialien:

e Bodipy TR
e ddH,0

e BME-Medium



2 Material und Methoden 53

GHS{GHE}mCH ZGHCI}HDH
CI'CHE —lFI —NHIIIZH
O Il:}HEf.'."JH

Abbildung 2.10: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Bodipy TR. Bodipy TR ist ein Cera-
midanalogon, das an BSA komplexiert ist und aus D-erythro-Sphingosin hergestellt wurde. Der Vitalfarbstoff

markiert selektiv den Golgi-Apparat. Das Anregungsmaximum ist bei 589 nm, das Emissionsmaximum bei 617 nm.

Durchfiithrung:

5 mg Bodipy TR wurden in doppelt destilliertem Wasser (ddH,0) geldst, sodass eine 0,5 mM
Stockldsung vorlag. Die Markierung des Golgi-Apparates erfolgte mit einer Endkonzentration
von 5 uM bei 4 °C fiir 30 min. Danach wurde dreimal mit 4 °C kaltem BME-Medium gewaschen
und die Zellen vor dem Mikroskopieren fiir 30 min in BME-Medium bei 37 °C inkubiert. Die
Visualisierung erfolgte mit dem CLSM und einem Objektiv mit 40-facher VergroBerung. Das
Anregungs- bzw. Emissionmaximum liegt bei 589 nm bzw. 617 nm, weshalb mit einem Laser
der Wellenldnge 594 nm angeregt und die Emission im Bereich von 613 nm bis 664 nm detektiert

wurde.

2.5.6 Markierung von Pflanzenzellen mit Vybrant Dil

Der Farbstoff Vybrant Dil (s. Abbildung 2.11) ist ein lipophiler Carbocyanin-Farbstoff, der ganze
Zellen in Suspension anfarbt (Molecular Probes invitrogen, Produktinformation MP 22885).

Verwendete Materialien:

e Vybrant Dil
e LS-Medium

e PBS
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Abbildung 2.11: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Vybrant Dil. Vybrant Dil ist ein
Carbocyanin-Farbstoff mit lipophiler Eigenschaft. Er farbt Zellen gleichmaRig an. Das Anregungsmaximum ist

bei 549 nm, das Emissionsmaximum bei 565 nm.

Durchfiithrung:

Zur Farbung der Pflanzenzellen wurden 2 ml der Kultur entnommen und in einem 15 ml Poly-
propylenrohrchen 10 min bei 830xg zentrifugiert (Thermo Scientific, Sorvall RT 6000 D). Die
Zellen wurden in LS-Medium resuspendiert und mit 10 £M Vybrant Dil fir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut zentrifugiert, zweimal mit PBS
gewaschen und das Zellpellet in 2 ml PBS aufgenommen. Ein Aliquot (ca. 100 pl) der Zell-
suspension wurde zur Mikroskopie mit dem Leica CLSM TCS SP2 mit 63-facher VergroBerung
verwendet. Das Anregungsmaximum von Vybrant Dil liegt bei 549 nm, das Emissionsmaximum
bei 565 nm, sodass die Fluoreszenz nach Anregung mit einem He/Ne-Laser (543 nm) in einem

Bereich von 557 nm bis 602 nm detektiert werden konnte.
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Kapitel 3

Ergebnisse

Die Experimente, die zur Detektion und Lokalisation des Nickels und Cobalts in einzelnen le-
benden Zellen durchgefiihrt wurden, wurden im Abschnitt zuvor erldutert. Die Resultate dieser
Experimente sind auf den folgenden Seiten zusammengefasst. Die Ergebnisse der humanen Zellen

und der Pflanzenzellen wurden separat dargestellt.

3.1 Nickel- und Cobaltdetektion in humanen Gingiva-Fibroblasten

Um Metalle, bzw. bestimmte Spezies, in einzelnen lebenden Zellen mit hoher lateraler Auflésung
zu lokalisieren, waren optische Methoden wie die CLSM denkbar. Der optische Nachweis von
Metallen in Zellen war jedoch von der Nachweisbarkeit der Metalle im Mikroskop abhangig. Eine
Moglichkeit war eine charakteristische Eigenfluoreszenz verschiedener Metalle bzw. Metallver-
bindungen, die zudem eine direkte Unterscheidung ermdglicht hatte. Eine weitere Moglichkeit
der Detektion war durch den Einsatz von optischen Sensoren gegeben. Fiir die folgenden Nach-
weisversuche von Metallen in einzelnen lebenden Zellen wurden Nickel- und Cobaltverbindungen
gewahlt, da sie zum einen essentiell fiir die meisten Organismen sind, aber zum anderen auch
kanzerogene, toxische oder allergene Eigenschaften aufweisen. In den hier gezeigten Versuchen
wurden humane Gingiva-Fibroblasten mit geringen Metallkonzentrationen von 100 M, 300 M
und 500 uM inkubiert, die Metalle anschlieRend mit Newport Green DCF markiert und die

Fluoreszenz des optischen Sensors mittels CLSM detektiert.
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3.1.1 Analyse der Eigenfluoreszenz von Nickel- und

Cobaltverbindungen

Um eine mdgliche Eigenfluoreszenz der Salze der Metallverbindungen NiCl,, NiSO,4, NisS, und
CoCly zu beobachten, wurden diese mit UV-Licht einer Quecksilberdampflampe, mit gefiltertem
rotem, griinem und blauem Licht belichtet und die Fluoreszenzemission beobachtet. Zuséatzlich
wurde ein A-Scan in einem Bereich von 500 nm bis 700 nm nach Anregung mit dem Argon-
laser (488 nm) durchgefiihrt. Durch \-Scans wurde deutlich gezeigt, dass keine detektierbare
Eigenfluoreszenz mit dem genutzten System detektierbar war (s. Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Vergleich der Emissionsspektren verschiedener Metallverbindungen
(Salze). Detektion der Emissionsspektren verschiedener Metallverbindungen mit dem CLSM Leica TCS SP2,
Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I nach Anregung mit dem 488 nm Argonlaser. Die Emissionsintensitaten
in einem Bereich von 500 nm bis 700 nm wurden wéhrend eines A-Scans mit einer PMT-voltage von 700 V
detektiert. Griines Spektrum: NiCly, blaues Spektrum: NiSOy, hellblaues Spektrum: Ni3S,, rotes Spektrum:
CoCls,.

Bei jeder der untersuchten Metallverbindung wurden lediglich schwache Signale im Grenzbereich
zur Anregungswellenldnge (488 nm) detektiert. Im Bereich von 500 nm bis 550 nm sank die rela-
tive Fluoreszenzintensitat des detektierten Lichts, die zwischen 0,013 und 0,026 je nach Metall-
verbindung startete, rapide ab und blieb iiber den gemessenen Wellenlangenbereich konstant auf
diesem Minimum zwischen 0,009 und 0,010. Dabei wurden die Intensitdtswerte in Abhangigkeit
von der PMT-voltage angegeben, also relative Fluoreszenzintensitdtswerte, um spater die Inten-
sitdtswerte mit anderen Fluoreszenzwerten, die mit unterschiedlichen PMT-voltages detektiert
wurden, untereinander vergleichen zu kénnen. Bei 8Bit Bildern wurden analoge Intensitdtswerte
je nach Signalstarke in 256 verschiedene, digitale Fluoreszenzintensitatswerte umgewandelt. Der
Quotient aus diesen Werten und der PMT-voltage ergab den relativen Fluoreszenzintensitats-

wert.
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Da im Spektrum keine Eigenfluoreszenz der Verbindungen gezeigt werden konnte, anhand derer
eine Detektion der Verbindungen in einer Zelle oder sogar eine Identifizierung moglich war,

musste eine indirekte Nachweismethode fiir Cobalt und Nickel in den Zellen eingesetzt werden.

3.1.2 Eigenfluoreszenz der humanen Gingiva-Fibroblasten

Bevor der Fluoreszenzfarbstoff Newport Green DCF zur Detektion von Nickel und Cobalt ein-
gesetzt wurde, musste die Eigenfluoreszenz der Zellen bestimmt werden. Die Eigenfluoreszenz
der Zellen nach Anregung mit dem Argonlaser sollte zeigen, ob diese die Fluoreszenz des opti-
schen Sensors iiberstieg und eine Detektion der Metalle durch diesen Sensor verhindern wiirde.
Zunachst wurden vollstindig unbehandelte Zellen ohne Zugabe von Metallverbindungen oder
Newport Green DCF mit dem Argonlaser der Wellenlange 488 nm belichtet und die Fluoreszen-
zemission im Bereich von 510 nm bis 560 nm detektiert, was dem Bereich des Emissionsma-
ximums von Newport Green DCF entsprach (Molecular Probes invitrogen, Produktinformation
MP 07990). Exemplarisch sind diese Zellen in Abbildung 3.2 gezeigt. Bei einem Blendendurch-
messer von 300 um (2,4 Airy) und einer PMT-voltage von 700 V wurden sehr schwache Signale
in den unbehandelten Zellen detektiert, die sich auf Zellkern-nahe Strukturen beschrankten. Der
Zellkern, das Zytosol und Membranen waren nicht fluoreszent. Bei geringeren Blendendffnungen
und PMT-voltages war keine Fluoreszenz sichtbar. Die gesamte Zelle als ROl erreichte bei zwei
Beispielzellen aus Abbildung 3.2 einen relativen Fluoreszenzintensitatswert von 0,024 und 0,019,
und der Zellkern alleine als ROI erreichte einen Intensitatswert von 0,021 und 0,017. Man darf
diese Werte nicht direkt mit den Werten aus den folgenden Ergebnissen vergleichen, da sich diese
Intensitatswerte aus Bildern mit einem Blendendurchmesser von 127 um (1 Airy) berechneten
und damit weniger lichtintensiv waren. Die sehr geringe Eigenfluoreszenz der Zellen konnte somit

bei den nachfolgenden Versuchen vernachlassigt werden.

AnschlieBend wurde Fibroblasten, die nicht mit Nickel- oder Cobaltverbindungen inkubiert wur-
den, Newport Green DCF zugegeben, um die Intensitdt der Fluoreszenz des Sensors Newport
Green DCF in Zellen unabhangig von Nickel und Cobalt zu beobachten. Die Fluoreszenz wurde
ebenfalls mit Hilfe des CLSM detektiert. Die Abbildung 3.3 zeigt Fibroblasten, die 60 min mit
Newport Green DCF (Endkonzentration: 7 ug/ml) inkubiert wurden und deren emittierte Fluo-
reszenz mit einer hohen PMT-voltage (650 V bzw. 730 V) aufgenommen wurde. Die schwache
und diffuse Fluoreszenz um den Zellkern herum lieR keine klaren Strukturen erkennen und fiir
die gesamte Zelle ergaben sich relative Fluoreszenzintensitatswerte von 0,048 bzw. 0,018. Auch
im Zytosol war lediglich eine schwache und ebenfalls diffuse Fluoreszenz detektierbar, die die
Umrisse der Zellen erkennen lieR. Im Zellkern erkannte man starker fluoreszierende punktférmige
Bereiche, die in ihrer Anzahl und GroBe variierten. Der Zellkern selbst wies nach Newport Green

DCF-Inkubation keine Fluoreszenz auf.
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(a) (b)

Abbildung 3.2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten. Detektion der Eigenfluoreszenz von humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSM
Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenldange: 488 nm Argonlaser, Emissions-
detektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 300 um (2,4 Airy). (a) PMT-voltage: 700 V,
Kantenldnge: 375 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,024 bzw. 0,021; (b)
PMT-voltage: 700 V, Kantenldnge: 375 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,019
bzw. 0,017.

(a) (b)

Abbildung 3.3: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach Newport Green DCF-Zugabe. Detektion der Newport Green DCF-Fluoreszenz
in humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anre-
gungswellenlange: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser:
127 pm (1 Airy). (a) PMT-voltage: 650 V, Kantenldnge: 100 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle
bzw. im Zellkern: 0,048 bzw. 0,06; (b) PMT-voltage: 731 V, Kantenlinge: 74 um, relative Fluoreszenzintensitit
in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,018 bzw. 0,032. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus.

Es wurden in den Zellkernen Fluoreszenzintensitatswerte von 0,060 bzw. 0,032 erreicht. Diese
Fluoreszenzintensitaten von Fibroblasten und Newport Green DCF waren ebenfalls schwach und

fir die spateren Messungen vernachlassigbar.
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3.1.3 Berechnung der relativen Fluoreszenzintensitdten

Die Zellen und deren relative Fluoreszenzintensitaten, die in den Ergebnissen im Folgenden ge-
zeigt werden, stehen beispielhaft fiir alle Zellen aus den einzelnen Versuchen. Die Intensitdtswerte
einer ROl waren Mittelwerte aus den Intensitatswerten aller Pixel in dieser ROI, die weiterfiihrend
in Abhangigkeit von der PMT-voltage aufgetragen wurden. Zum einen wurde eine komplette
Zelle als ROl definiert, zum anderen lediglich der Zellkern — in beiden Fallen ohne Beriicksich-
tigung einer inhomogenen Verteilung der Intensitdten innerhalb einer ROI. Um den Bereich der
Linearitat einzugrenzen, in der die Intensitatswerte optimal verglichen werden konnten, wurden
zunichst beispielhaft die Fluoreszenzintensitdten einer Zelle nach Inkubation mit 500 M NiCl,
(24 h) und anschlieRender Inkubation mit Newport Green DCF (Endkonzentration: 7 pg/ml) mit
steigender PMT-voltage detektiert. Die Erstellung eines Diagramms (s. Abbildung 3.4) anhand
der Intensitdtswerte von Newport Green DCF in einer Zelle zeigte den linearen Bereich fiir einen
Wellenlangenbereich von etwa 550 nm bis 800 nm, sodass die relative Fluoreszenzintensitats-
werte in diesen Spannungsbereichen durch die Errechnung des Quotienten aus Intensitatswert

und PMT-voltage vergleichbar wurden.
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Abbildung 3.4: Verdanderung der Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF in
humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhdngigkeit von der PMT-voltage. Zellen wurden
24 h mit 500 ©M NiCl, und anschlieBend mit 7 pug/ml Newport Green DCF inkubiert. Angeregt wurde der
Farbstoff mit einem 488 nm Argonlaser des CLSM Leica TCS SP2(Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I). Die
Emission wurde in einem Bereich zwischen 510 nm und 560 nm mit ansteigender PMT-voltage in Abstanden
von 50 V zwischen 0 V und 1000 V detektiert. Ab 450 V stieg die Fluoreszenzintensitat stark an, ging ab etwa

550 V in einen linearen Bereich iiber und begann ab ca. 800 V in einen gesattigten Bereich iiberzugehen.
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3.1.4 Einfluss unterschiedlicher Metallkonzentrationen und
Inkubationszeiten auf die Newport Green DCF-Fluoreszenz

und Lokalisation

Die Detektion von Nickel und Cobalt in einzelnen lebenden Zellen mit hoher lateraler Auflésung
war mit den Gblichen analytischen Methoden zur Speziesanalyse nicht méglich. Eine Alternati-
ve stellte die Fluoreszenzdetektion mit Hilfe eines Mikroskops dar, wobei die Moglichkeit einer
Eigenfluoreszenz der Metalle bzw. die Detektion der Fluoreszenz eines Spezies-spezifischen Fluo-
reszenzfarbstoffes bestand. Da Nickel- und Cobaltverbindungen keine Eigenfluoreszenz aufwie-
sen und somit nicht ohne konjugierte Farbstoffe nachgewiesen werden konnten, mussten diese
Metallverbindungen zur Lokalisation in der Zelle mit einem Farbstoff markiert werden, der spe-
zifisch divalente Kationen bindet und dessen Fluoreszenzintensitdt besonders durch Ni?* und
Co?* verstarkt wird. In den folgenden Abschnitten wird beschrieben, wie sich die Inkubation von
Fibroblasten mit unterschiedlichen Konzentrationen und Inkubationszeiten verschiedener Metall-
verbindungen auf die Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF und die Lokalisation der
Metalle in den Fibroblasten auswirkte. Es wurden jeweils vier Zellen zur Fluoreszenzintensitatsbe-
stimmung ausgewahlt, von denen jeweils zwei in den Abbildungen dargestellt sind. Die Versuche
sollten Hinweise liefern, ob es Unterschiede zwischen den verschiedenen Verbindungen und Kon-
zentrationen hinsichtlich ihrer Aufnahme, Lokalisation und deren intrazelluldren Transport zu
beobachten gibt.

Fiir die Markierung des Nickels und Cobalts orientierten wir uns an den Angaben von Ke et
al. (2007), die den Farbstoff Newport Green DCF verwendeten, um in einzelnen Epithelzellen
(A549) Nickel nach Zugabe von 500 M und 1000 M NiCl, bzw. 0,5 pug/cm? und 1 ug/cm?

Ni3S, nachzuweisen.

Durch die Inkubation von Zellen mit 10% bis zu 50% der Konzentrationen an Metallverbindun-
gen, die bei Ke et al. (2007) eingesetzt wurden und die anschlieBende Markierung mit Newport
Green DCF gleicher Konzentration wie bei Ke et al. (2007), wurde die Detektion geringer Kon-

zentrationen von Nickel und Cobalt durch mikroskopische Beobachtung getestet.

3.1.4.1 Aufnahme von Nickel in humane Gingiva-Fibroblasten

wahrend NiCly-Exposition

NiCl, ist eine wasserldsliche Nickelverbindung, in der Nickel zweiwertig vorliegt. Das verwendete
NiCl, ist als Salz sowie als Losung in Wasser griin. Aufgrund seiner starken Wasserloslichkeit
wird NiCl, als weniger kanzerogen beschrieben als wasserunldsliche Verbindungen, da in einem

Organismus durch clearing-Effekte die Verbindungen schneller ausgewaschen werden als es bei
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wasserunldslichen Verbindungen der Fall ist. Um die Aufnahme und Lokalisation solcher wasser-
|6slicher Verbindungen in den Zellen zu beobachten, wurden humane Gingiva-Fibroblasten mit
drei verschiedenen Konzentrationen der NiCl,-Lésung (Endkonzentration: 100 M, 300 uM und
500 pM) fiir 16 h, 24 h und 48 h inkubiert und Ni(ll) mit dem optischen Sensor Newport Green
DCF detektiert.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen NiCl,-Konzentrationen fiir 16 h:

In Abbildung 3.5(a) und 3.5(d) sind mikroskopische Aufnahmen des CLSM im Fluoreszenzmodus
von humanen Gingiva-Fibroblasten abgebildet, die 16 h mit 100 M NiCl, und anschlieBend mit
Newport Green DCF inkubiert wurden. Gescannt wurde mit einer PMT-voltage von 650 V bis
700 V, sodass durch die starke Spannung am Detektor selbst schwache Fluoreszenz im Zytosol zu
erkennen war. Starkere Fluoreszenzintensititen waren hauptsichlich auf das Zentrum der Zelle
um den Zellkern konzentriert (s. Abbildung 3.5(a)), die unklare und diffuse Strukturen erkennen
lieBen. Im Zellkern selbst war kaum Fluoreszenz zu beobachten (s. Abbildung 3.5(d)). Ebenfalls
sehr diffus und schwach zu erkennen waren in den Zellkernen jedoch fluoreszierende punktférmige
Bereiche (Nk) (s. Abbildung 3.5(a) und 3.5(d)), die zuvor bei den unbehandelten Zellen schon
aufgetreten waren (s. Abbildung 3.3(a)). Die relativen Fluoreszenzintensitaten der kompletten
Zellen wurden anhand von vier Beispielbildern, darunter Abbildung 3.5(a) und 3.5(d), bestimmt
und lagen zwischen 0,027 und 0,086. Definierte man den Zellkern als ROI, errechneten sich
Werte zwischen 0,033 und 0,147.

Die Erhohung der NiCl,-Konzentration im BME-Medium auf 300 M zeigte deutliche Veran-
derungen in der Newport Green DCF Fluoreszenzintensitat (s. Abbildung 3.5(b) und 3.5(e)).
Bereits bei PMT-voltages zwischen 400 V und 500 V war deutlich Fluoreszenz in den Zellen zu
erkennen, die in den meisten Zellen homogen im Zytosol detektierbar war. Bei den Zellen nach
16 h Inkubation mit 100 M NiCl, betrug die PMT-voltage iiber 650 V. Dominierend waren
auch hier stark fluoreszierende Bereiche um den Zellkern herum, die eine retikuldre Struktur (ER)
ausbildeten (s. Abbildung 3.5(e)). Diese breitete sich teilweise bis zum Rand der Zelle ins Zytosol
aus (s. Abbildung 3.5(e)) und war von kleinen, nicht fluoreszierenden Vesikeln (s. Markierung
V in Abbildung 3.5(b)) durchbrochen. Im Inneren des Zellkerns war vergleichsweise schwache
Fluoreszenz zu beobachten, jedoch traten punktférmige Bereiche durch ihre starke Fluoreszenz
hervor, die aufgrund des Zellkernaufbaus, der Lage und Anzahl als Nukleoli (Nk) identifiziert
werden konnten. Die relativen Fluoreszenzintensitatswerte, die man anhand der Software LCS
bestimmen konnte, bestatigten die optisch wahrnehmbare Steigerung der Fluoreszenzintensitat
von Newport Green DCF, die sich fiir komplette Zellen auf Werte zwischen 0,084 und 0,146 und
fur Zellkerne auf Werte zwischen 0,082 und 0,220 um das 2-fache verstarkte.
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(b) 300 M

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 16 h Inkubation mit NiCl,. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlinge:
488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm, (1 Airy).
(a) PMT-voltage: 648 V, Kantenldange: 173 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern:
0,086 bzw. 0,147; (b) PMT-voltage: 401 V, Kantenlidnge: 92 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw.
im Zellkern: 0,145 bzw. 0,220; (c) PMT-voltage: 453 V, Kantenlidnge: 80 um, relative Fluoreszenzintensitit
in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,102 bzw. 0,178; (d) PMT-voltage: 650 V, Kantenlange: 112 um, relative
Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,027 bzw. 0,033; (e) PMT-voltage: 501 V, Kantenldnge:
181 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,146 bzw. 0,082; (f) PMT-voltage:
470 V, Kantenlinge: 114 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,082 bzw. 0,179.
ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum, V=nicht fluoreszierendes
Vesikel.

Eine weitere Anderung in der Lokalisation von Newport Green DCF war bei einer NiCl,-
Konzentration von 500 ;M nach 16 h zu beobachten (s. Abbildung 3.5(c) und 3.5(f)). Beim
iiberwiegenden Teil der beobachteten Zellen war die retikuldre Struktur um den Zellkern redu-
ziert. Dafiir wies der Zellkern eine homogene Fluoreszenz mit hoher Intensitdt im kompletten
Kompartiment auf, wodurch der Zellkern deutlich vom umgebenden Zytosol abgrenzbar war (s.

Abbildung 3.5(c)). Die stark fluoreszierenden, punktférmigen Nukleoli waren weiterhin existent,
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jedoch durch die starkere Fluoreszenz im Zellkern und dem daraus resultierenden schwacheren
Kontrast weniger dominant (s. Abbildung 3.5(f)). Das Zytosol war weitgehend homogen mit
dem Farbstoff Newport Green DCF gefiillt, was auf die verstarkte Aufnahme und Akkumulation
von Nickel in die Zellen hinwies, und beinhaltete nicht fluoreszierende Vesikel (s. Abbildung
3.5(c)). Bei wenigen Zellen war jedoch zu beobachten, dass noch keine Fluoreszenz im Zellkern
vorhanden und die Netzstruktur um den Zellkern weiterhin stark ausgeprdgt war. Die Fluores-
zenzintensitat nach Inkubation mit 500 M NiCl, erreichte fiir Zellen Werte zwischen 0,069 und
0,102 und fir Zellkerne zwischen 0,074 und 0,173.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen NiCl,-Konzentrationen fiir 24 h:

Abbildung 3.6 zeigt Zellen, die 24 h mit verschiedenen NiCl,-Konzentrationen behandelt wur-
den. Zunichst sieht man in Abbildung 3.6(a) und 3.6(d) Zellen, die in BME-Medium mit einer
NiCl,-Endkonzentration von 100 yM inkubiert wurden. Ahnlich der Abbildung 3.5 beobach-
tete man stark ausgepragte, fluoreszierende Strukturen um den Zellkern, die sich mal mehr,
mal weniger in das Zytosol ausbreiteten, das selbst relativ homogen fluoreszierte (s. Abbildung
3.6(d)). Im Zentrum der Zellen befand sich der Zellkern, der eine schwache Fluoreszenz zeig-
te (s. Abbildung 3.6(a) bis 3.6(d)), wohingegen man in einigen wenigen Zellen bereits starkere
Fluoreszenz im Zellkern beobachten konnte. Wie bereits bei den Zellen nach 16 h Inkubation
beschrieben, enthielt der Zellkern ebenfalls fluoreszierende Nukleoli, die in ihrer Anzahl variierten
(s. Abbildung 3.6(d)). Die relative Fluoreszenzintensitat in den ausgewahlten Zellen lag zwischen
0,123 und 0,170 fiir Zellen und bei Zellkernen als ROI zwischen 0,167 und 0,247 und damit nach
zusatzlichen 8 h deutlich héher als nach 16 h bei gleicher NiCl,-Konzentration.

In Abbildung 3.6(b) und 3.6(e) sind exemplarisch mikroskopische Bilder von Zellen abgebil-
det, die 24 h mit 300 M NiCl, inkubiert wurden. Die Zellen zeigten kurze zytoplasmatische
Fortsatze, die wie das gesamte Zytosol schwach fluoreszierten. Die Fluoreszenz im Zytosol ver-
deutlichte die Aufnahme von Nickel in die Zellen. Die Fluoreszenz im Zytoplasma konzentrierte
sich hauptsdchlich um den Zellkern herum, war stark ausgepragt und verzweigte sich in Form
eines Netzwerkes im Zytosol nach auBen hin abschwachend (s. Abbildung 3.6(b)). nicht fluores-
zierende Bereiche waren auch in Abbildung 3.6(e), mit einen Pfeil gekennzeichnet, erkennbar,
die das Zytosol bzw. die retikuldren Strukturen um den Zellkern unterbrachen. Im Inneren des
komplett mit Fluoreszenz ausgefiillten Zellkerns waren wie zuvor stark fluoreszierende Nukleoli
zu sehen (s. Abbildung 3.6(b)), sodass die Intensitat der Fluoreszenz auf Werte zwischen 0,066
und 0,153 fiir komplette Zellen und 0,222 und 0,260 fiir Zellkerne im Vergleich zu 100 M weiter

anstieg.
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(a) 100 uM (b) 300 M (c) 500 pM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 24 h Inkubation mit NiCl,. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlinge:
488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 um, (1 Airy). (a)
PMT-voltage: 515 V, Kantenldnge: 107 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,123
bzw. 0,167; (b) PMT-voltage: 449 V, Kantenlange: 113 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw.
im Zellkern: 0,153 bzw. 0,222; (c) PMT-voltage: 551 V, Kantenldnge: 140 um, relative Fluoreszenzintensitit
in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,073 bzw. 0,164; (d) PMT-voltage: 459 V, Kantenlange: 105 um, relative
Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,145 bzw. 0,172; (e) PMT-voltage: 420 V, Kantenldnge:
121 pm, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,126 bzw. 0,260; (—) nicht fluoreszierendes
Vesikel; (f) PMT-voltage: 410 V, Kantenldnge: 113 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,154 bzw. 0,294. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum,

V=nicht fluoreszierendes Vesikel, M=Kernmembran.

Eine sehr starke Fluoreszenz im Zellkern war bei einer weiteren Erhéhung der NiCl,-Konzentration
auf 500 M nach 24 h zu beobachten (s. Abbildung 3.6(c) und 3.6(f)). Der Zellkern und die
Nukleoli traten durch ihre starke Fluoreszenzintensitait mit Werten zwischen 0,164 und 0,294
deutlich von dem umgebenden Zytosol mit Fluoreszenzwerten zwischen 0,073 und 0,154 hervor
(s. Abbildung 3.6(f)), das selbst sehr homogen vom Fluoreszenzfarbstoff Newport Green DCF

erfiillt war und nur gelegentlich von nicht fluoreszierenden Vesikeln unterbrochen wurde (s.
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Markierung (V—) in Abbildung 3.6(f)). Das fluoreszierende Netzwerk um den Zellkern herum
war mitunter in seiner Ausbreitung in der Zelle reduziert (s. Abbildung 3.5(b)), aber in seiner
Fluoreszenzintensitat weiterhin stark. Gleichzeitig war eine deutlich fluoreszierende Kernmembran
sichtbar, die den Ubergang der ER-Membran und des Netzwerkes in die Kernmembran aufzeigte
(s. Markierung (M—) in Abbildung 3.6(f)).

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen NiCl,-Konzentrationen fiir 48 h:

Nach 48 h Inkubation mit 100 M NiCl, war in den Zellen eine ausgepragte Netzstruktur durch
starke Fluoreszenz auffillig sichtbar (s. Abbildung 3.7(d)), die sich vom Zellkern ausgehend
teilweise bis zur Zytoplasmamembran ausbreitete und von nicht fluoreszierenden Vesikeln (s.
Markierung in Abbildung 3.7(a)) unterbrochen wurde. Im umgebenden Zytosol war die Fluo-
reszenz schwacher ausgepragt. In einigen Zellen konnte man bereits Fluoreszenzsteigerungen im
Zellkern beobachten (s. Abbildung 3.7(d)), der zusatzlich fluoreszierende Nukleoli beinhaltete.
So wurden durch die starke Fluoreszenz des ER in kompletten Zellen relative Fluoreszenzwerte
zwischen 0,087 und 0,153 errechnet und fiir Zellkerne Werte zwischen 0,074 und 0,251.

Nach einer Inkubationszeit von 48 h mit 300 M NiCl, geniigten bereits geringe PMT-voltages,
um den Fluoreszenzfarbstoff Newport Green DCF und damit das gebundene Ni(ll) zu detektieren.
Im Zytosol war die Fluoreszenzintensitat geringer als im Zellkern (s. Abbildung 3.7(b)), da sich
im Zellkern der Farbstoff Newport Green DCF konzentrierte. Das Zytosol war haufiger von
nicht fluoreszierenden Vesikeln unterbrochen (s. Markierung V in Abbildung 3.7(e)). Ebenfalls
starke Fluoreszenz zeigte der Bereich um den Zellkern herum, der wie zuvor schon erwihnt, bei
hohen NiCly-Konzentrationen im Zellkern nur gering ausgepragt war. Dadurch wurden relative
Fluoreszenzintensitatswerte in der Zelle zwischen 0,081 und 0,154 und im Zellkern zwischen
0,166 und 0,215 erreicht.

Intensitatswerte zwischen 0,059 und 0,153 fiir Zellen bzw. zwischen 0,103 und 0,254 fiir Zellkerne
wurden nach 48 h Inkubation mit 500 1M NiCl, erreicht (s. Abbildung 3.7(c) und 3.7(f)). Eine
deutliche Steigerung der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu den Zellen mit 100 M und
300 ©M NiCl, war nicht zu beobachten. Wie bei den Zellen zuvor nach Inkubation mit 300 M
NiCl, trat ein stark fluoreszierendes Netzwerk in Form eines Ringes um den Zellkern hervor
(s. Abbildung 3.7(c)). Vereinzelt verzweigte es sich im Zytosol. In allen Zellen fluoreszierte der
Zellkern homogen und beinhaltete zugleich stark fluoreszierende Nukleoli, die bei allen vorher

gezeigten Zellen zu sehen waren.
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(a) 100 uM (b) 300 M (c) 500 pM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 48 h Inkubation mit NiCl,. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlinge:
488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 um, (1 Airy). (a)
PMT-voltage: 580 V, Kantenldnge: 140 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,100
bzw. 0,074; (b) PMT-voltage: 440 V, Kantenldnge: 108 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw.
im Zellkern: 0,121 bzw. 0,179; (c) PMT-voltage: 401 V, Kantenldnge: 81 um, relative Fluoreszenzintensitit
in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,126 bzw. 0,167; (d) PMT-voltage: 430 V, Kantenldnge: 93 um, relative
Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,098 bzw. 0,169; (e) PMT-voltage: 499 V, Kantenldnge:
121 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,084 bzw. 0,166; (f) PMT-voltage:
430 V, Kantenldnge: 192 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,153 bzw. 0,254.
ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum, V= nicht fluoreszierendes
Vesikel.

Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitdten in Abhangigkeit von der NiCl,-Konzentration und

der Inkubationszeit:

Im folgenden Abschnitt verdeutlichen die gezeigten Graphen die Abhangigkeit der relativen Fluo-
reszenzintensititen innerhalb einer Metallverbindung von steigenden Metallkonzentrationen und

Inkubationszeiten. Dazu wurden pro Messpunkt Intensitdtswerte aus vier verschiedenen Zellen
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gewonnen und die Werte fiir die gesamten Zellen und den Zellkern getrennt aufgetragen. Als
Kontrolle dienten Zellen, die zum einen weder mit Metallverbindungen, noch mit Newport Green
DCF versetzt wurden, zum anderen Zellen, die zwar nicht mit Metallverbindungen inkubiert wur-

den, dafiir aber mit Newport Green DCF.
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Abbildung 3.8: Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF in NiCly-behandelten
humanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF
in NiCly-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhingigkeit von der Inkubationszeit fiir verschiedene
NiCl-Konzentrationen (e 100 ©M, = 300 M, a 500 M) stammen aus vier Zellen. Sie zeigen eine Erhdhung
der relativen Fluoreszenzintensitat in Zellen iiber die Zeit, die geringfiigig von der NiCly-Konzentration im BME-
Medium abhingig ist. Eine 3-fache bis 7-fache Erhdhung der relativen Fluoreszenzintensitit im Vergleich zu
Intensitdtswerten aus unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF (v) sind messbar. Die Intensitdt der Ei-
genfluoreszenz unbehandelter Zellen (o) ist sehr gering. (a) Verdnderung der relativen Fluoreszenzintensitat von
Newport Green DCF in der gesamten Zelle; (b) Verdnderung der relativen Fluoreszenzintensitit von Newport
Green DCF im Zellkern.

Es war zu beobachten, dass nach 16 h Inkubation mit NiCl, die relativen Fluoreszenzintensi-
tatswerte der kompletten Zellen niedrig waren (s. Abbildung 3.8(a)) und lediglich eine leichte
Erhdhung der Fluoreszenzintensitat in den Zellen mit 300 uM oder 500 M NiCl, im BME-
Medium messbar war. Nach 24 h und 48 h Inkubation mit NiCl, zeigten sich jeweils kaum
Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat zwischen allen drei Konzentrationen. Im Vergleich zu
den Werten nach 16 h waren sie jedoch leicht gestiegen. Insgesamt ergaben sich in kompletten
Zellen Erhohungen der Fluoreszenzintensitdt nach NiCly-Zugabe um das 2-fache bis 4-fache.
Einzelne Zellen zeigten sogar bis zu 5-fach hohere Werte im Vergleich zu den Kontrollzellen

mit Newport Green DCF. Im Zellkern war ein dhnlicher Trend der Fluoreszenzintensitit zu be-
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obachten. Die geringsten Fluoreszenzintensitdten wurden nach 16 h Inkubation mit 100 uM
NiCl, erreicht, die aber mit zunehmenden Inkubationszeiten dennoch anstiegen. Die Werte nach
16 h Inkubation mit 300 M und 500 M NiCl, waren hoher als bei 100 M. Nach 24 h und
48 h naherten sich die Intensitdtswerte bei allen drei getesteten Konzentrationen einander an.
Insgesamt ergaben sich im Zellkern héhere Fluoreszenzwerte als in der gesamten Zelle, die im

Vergleich zu den Kontrollwerten mit Newport Green DCF 3,5-fach bis 5-fach verstarkt waren.

3.1.4.2 Aufnahme von Nickel in humane Gingiva-Fibroblasten

wahrend NiSO4-Exposition

NiSO, ist wie NiCl, eine wasserlosliche Nickelverbindung. In wassriger Lésung liegt Nickel als
Ni>* vor und wird durch aktiven Transport in die Zellen aufgenommen. Die Versuche mit einer
zweiten wasserloslichen Nickelverbindung sollten zeigen, ob es Unterschiede in der Aufnahme
und Lokalisation des Nickels bei verschiedenen wasserldslichen Verbindungen gibt und ob man
diese anhand der Eigenschaften des optischen Sensors unterscheiden kann. Die fiir die folgenden
Versuche verwendeten Endkonzentrationen von NiSO4 im BME-Medium (100 M, 300 M und
500 ©M) und die Inkubationszeiten (16 h, 24 h und 48 h) waren identisch zu den Versuchen mit
NiCl,. Die Aufnahme und Lokalisation von Ni(ll) wurde ebenfalls durch die Inkubation mit dem

optischen Sensor Newport Green DCF und dessen Detektion mit dem CLSM beobachtet.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen NiSO4-Konzentrationen fiir 16 h:

Ahnlich wie zuvor bei den Zellen mit NiCl, dominierte nach kurzer Inkubationszeit von 16 h und
geringer NiSO4-Konzentration von 100 M eine stark ausgepragte und fluoreszierende retikulére
Struktur (ER) um den Zellkern, wie durch die CLSM-Aufnahmen der Fibroblasten zu sehen
war (s. Abbildung 3.9(a)). Das Zytosol zeigte dagegen nur geringe diffuse Fluoreszenz, sodass
erst durch hohere PMT-voltages zwischen 600 V und 700 V die Umrisse der Zellen durch die
Fluoreszenz zu erkennen waren. Im Zellkern selbst konnte man beim iiberwiegenden Teil der
Fibroblasten keine Fluoreszenz beobachten, sodass man auf eine minimale Aufnahme von Nickel
schlieBen konnte (s. Abbildung 3.9(a)). Vereinzelt beobachtete man jedoch Zellen mit einem
homogen fluoreszierenden Zellkern, bei denen das umgebende Zytosol ebenfalls nur schwache
Fluoreszenz aufwies. Um den Zellkern herum war eine retikuldre Struktur mit hoher Fluoreszenz
ausgebildet. Zusatzlich war in diesen Zellen die Kernmembran und der angrenzende Bereich sehr
stark fluoreszent (s. Markierung M— in Abbildung 3.9(d)). Deutlich sah man in den Fibroblasten,
dass im Zytosol Vesikel existierten, die keine Fluoreszenz trugen (s. Markierung V— in Abbildung

3.9(d)).



3 Ergebnisse 69

Mit den gezeigten Aufnahmen als Grundlage fiir eine Angabe der relativen Fluoreszenzintensi-
tatswerte erhielt man Werte fiir die Zellen zwischen 0,041 und 0,121; fiir Zellkerne zwischen
0,078 und 0,300, die im Vergleich zu den korrespondierenden Werten aus Zellen mit 100 uM
NiCl, nach 16 h hdher waren.

(a) 100 uM (b) 300 M (c) 500 pM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 16 h Inkubation mit NiSQO4. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml
Newport Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I,
Anregungswellenlange: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurch-
messer: 127 um, (1 Airy). (a) PMT-voltage: 652 V, Kantenldnge: 167 um, relative Fluoreszenzintensitit
in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,041 bzw. 0,078; (b) PMT-voltage: 628 V, Kantenlange: 194 um, relative
Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,056 bzw. 0,100; (c) PMT-voltage: 463 V, Kantenlinge:
124 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,137 bzw. 0,260; (d) PMT-voltage:
526 V, Kantenldnge: 117 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,060 bzw. 0,096; (e)
PMT-voltage: 601 V, Kantenldnge: 190 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,054
bzw. 0,136; (f) PMT-voltage: 432 V, Kantenlidnge: 146 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw.
im Zellkern: 0,081 bzw. 0,214. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum,

V=nicht fluoreszierendes Vesikel, M=Kernmembran.
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Fibroblasten, die 16 h mit 300 M NiSO,4 und anschlieBend mit dem Fluoreszenzfarbstoff 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 dhnlich und zeigten eine ausgepragte
Netzstruktur (ER) um den Zellkern herum (s. Abbildung 3.9(e)), die das schwach fluoreszieren-
de Zytosol mal mehr, mal weniger nach auRen hin durchzog und ebenfalls Vesikel beinhaltete.
Der Zellkern mit seiner schwachen Fluoreszenz war durch die hohe Fluoreszenzintensitat dieses
Netzwerks um den Zellkern herum deutlich vom Zytosol abgrenzbar. So erreichten die Zellkerne
relative Fluoreszenzintensitatswerte zwischen 0,094 und 0,136, die Zellen zwischen 0,056 und
0,097, was lediglich eine schwache Steigerung zu Zellen nach 16 h Inkubation mit 100 M NiSO,
bedeutete.

Zellen, die fiir 16 h mit 500 ;M NiSO, behandelt wurden (s. Abbildung 3.9(c) und 3.9(f)), zeig-
ten eine geringfiigig erhdhte und zugleich homogenere Fluoreszenzintensitit, sowohl im Zytosol,
als auch im Zellkern, im Vergleich zu geringeren Konzentrationen von NiSO4 im BME-Medium.
Die homogene Fluoreszenz im Zytosol wurde teilweise durch nicht fluoreszierende Vesikel un-
terbrochen (s. Abbildung 3.9(f)). Um den Zellkern herum, der bereits Fluoreszenz zeigte und
stark fluoreszierende Nukleoli enthielt, war das fluoreszierende Netzwerk sichtbar, doch durch die
gestiegene Fluoreszenz im Zytosol war der Kontrast nicht so deutlich und das Netzwerk weniger
dominant (s. Abbildung 3.9(f)). In diesen Zellen wurden Intensitatswerte fiir Zellen zwischen
0,049 und und 0,137 und fiir Zellkern zwischen 0,085 und 0,214 errechnet. Ein geringer Anteil
der Zellen, der in der Abbildung nicht aufgefiihrt wird, zeigte weder im Zellkern noch im Zytosol
Fluoreszenz, jedoch war die retikulére, fluoreszierende Struktur um den Zellkern herum stark

ausgepragt.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen NiSO4-Konzentrationen fiir 24 h:

Zellen, die 24 h mit 100 M NiSOy inkubiert wurden, sind in Abbildung 3.10(a) und 3.10(d)
dargestellt. Ein Anteil der Fibroblasten zeigte lediglich das schwach und diffus fluoreszierende
Netzwerk des ER, das sich im ebenfalls schwach fluoreszierenden Zytosol weitldufig ausbreitete
(s. Abbildung 3.10(a)). Dennoch war zu erkennen, dass die Zellen lange Auslaufer bildeten und
der Zellkern nur eine schwache Fluoreszenz besal. Die fluoreszierenden Strukturen waren in Ab-
bildung 3.10(d) klarer und starker in ihrer Intensitdt, beschrankten sich jedoch auf Zellkern-nahe
Regionen und den Zellkern mit seinen Nukleoli, der von einer fluoreszierenden Membran begrenzt
wurde. Damit ergaben sich relative Fluoreszenzintensitdtswerte der Zellen in Abhangigkeit von
der PMT-voltage zwischen 0,055 und 0,134 und fiir die Zellkerne zwischen 0,074 und 0,317, was
lediglich eine geringe Erhohung der Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF im Vergleich
zu den Werten bei 16 h Inkubation mit 100 M NiSO, bedeutete.
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(a) 100 uM (b) 300 M (c) 500 pM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 24 h Inkubation mit NiSQO4. Markierung von Ni(Il) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm,
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 650 V, Kantenldnge: 154 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,060 bzw. 0,074; (b) PMT-voltage: 459 V, Kantenlidnge: 92 um, relative Fluoreszenzintensitit in der
Zelle bzw. im Zellkern: 0,102 bzw. 0,211; (c) PMT-voltage: 424 V, Kantenlidnge: 118 um, relative Fluores-
zenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,179 bzw. 0,291; (d) PMT-voltage: 611 V, Kantenldnge: 137 um,
relative Fluoreszenzintensitét in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,085 bzw. 0,208; (¢) PMT-voltage: 652 V, Kanten-
lange: 146 pum, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,087 bzw. 0,148; (f) PMT-voltage:
473 V, Kantenldnge: 171 pum, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,078 bzw. 0,317;
ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum, V=nicht fluoreszierendes Vesi-

kel, M=Kernmembran.

Nach 24 h mit 300 M NiSO,4 konnte man unterschiedliche Fluoreszenzintensitdten und Lokalisa-
tionen in den Metall-behandelten Zellen beobachten. Einerseits gab es Zellen, deren Fluoreszenz
sich im Zellkern konzentrierte (s. Abbildung 3.10(b)), der selbst mal mehr mal weniger von der
retikuldren, fluoreszierenden Struktur (ER) umgeben war, und andererseits gab es Zellen, die
kaum Fluoreszenz im Zellkern erkennen lieRen (s. Abbildung 3.10(e)), der aber als solches durch

das stark fluoreszierende Netzwerk um ihn herum zu identifizieren war. In allen Zellen zeigte
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sich jedoch Fluoreszenz und damit Nickel im Zytosol, das teilweise nicht fluoreszierende Vesikel
enthielt (s. Abbildung 3.10(b)). Die Fluoreszenzintensitit erreichte in Zellen Werte zwischen
0,079 und 0,126 und im Zellkern zwischen 0,148 und 0,272.

Etwas hohere Fluoreszenzintensitatswerte zwischen 0,078 und 0,179 wurden in Zellen erreicht,
die in Abbildung 3.10(c) und 3.10(f) dargestellt sind. Insgesamt hatte sich durch die Inkubation
mit 500 M NiSOy iiber 24 h die Konzentration von Ni(ll) in den Zellen im Vergleich zu 300 ;M
nur leicht erh6ht. Fluoreszenzintensitdten zwischen 0,175 und 0,353 wurden dagegen in den
Zellkernen dieser Zellen erreicht (s. Abbildung 3.10(f)), die 24 h mit 500 M NiSO,4 inkubiert
wurden. Dies bedeutete eine deutliche Zunahme der Ni(ll)-Konzentration in den Zellkernen.
Dieses Ergebnis wurde durch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen optisch bestatigt. Es
zeigte sich eine homogene Fluoreszenz in den Zellkernen, die zusatzlich fluoreszierenden Nukleoli
enthielten (s. Abbildung 3.10(c)). Das zuvor beschriebene stark fluoreszierende Netzwerk um
den Zellkern herum war bei diesen Zellen dagegen weniger stark ausgepragt. Zugleich wurden

nicht fluoreszierende Vesikel innerhalb des Zytoplasmas beobachtet (s. Markierung in Abbildung
3.10(f)).

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen NiSO4-Konzentrationen fiir 48 h:

Um die Fluoreszenz des optischen Sensors Newport Green DCF in Fibroblasten zu beobachten,
die 48 h mit 100 uM NiSO, inkubiert wurden (s. Abbildung 3.11(a) und 3.11(d)), mussten
PMT-voltages zwischen 504 V und 686 V eingestellt werden. Man erkannte, dass die Fluoreszenz
innerhalb des Zytoplasmas sehr inhomogen verteilt war. nicht fluoreszierende Vesikel (V) und ein
fluoreszierendes Netzwerk (ER) waren ebenfalls zu sehen (s. Abbildung 3.11(d)). Der Zellkern,
der iiberwiegend homogen fluoreszierte und sich dadurch optisch von dem Zytosol abgrenzte, war
im Zentrum der Zellen gut zu erkennen. Nukleoli waren hier nicht zu beobachten (s. Abbildung
3.11(a)). Es ergaben sich relative Fluoreszenzintensitdtswerte fiir die Zellen zwischen 0,053 und
0,149 und fiir Zellkerne zwischen 0,103 und 0,344.

In allen untersuchten Zellen resultierte eine Erhdhung der NiSO,4-Konzentration auf 300 1M in
einer deutlichen Fluoreszenzerhéhung im Zellkern, der von einem diffus fluoreszierenden Zytosol
umgeben war (s. Abbildung 3.11(e)). Die Netzstruktur (ER), die bei den zuvor gezeigten Zellen
teilweise sehr deutlich 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 sich Intensitatswerte fiir die Fluoreszenz kompletter Zellen zwischen 0,088 und 0,166
und fiir Zellkerne zwischen 0,164 und 0,335.
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(b) 300 M (c) 500 uM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 48 h Inkubation mit NiSQO4. Markierung von Ni(Il) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm,
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 514 V, Kantenldnge: 122 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,111 bzw. 0,344; (b) PMT-voltage: 501 V, Kantenlange: 375 um, relative Fluoreszenzintensitat in
der Zelle bzw. im Zellkern: 0,166 bzw. 0,335; (c) PMT-voltage: 413 V, Kantenlange: 101 pm, relative Fluores-
zenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,154 bzw. 0,303; (d) PMT-voltage: 686 V, Kantenldnge: 144 pm,
relative Fluoreszenzintensitét in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,066 bzw. 0,149; (e¢) PMT-voltage: 535 V, Kanten-
lange: 87 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,115 bzw. 0,198; (f) PMT-voltage:
470 V, Kantenlidnge: 176 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,132 bzw. 0,364.
ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum, V=nicht fluoreszierendes Vesi-
kel.

Sehr starke Fluoreszenzintensitaten, die sich teilweise zu vorherigen Intensititen von 100 M und
300 M verdoppelten, wurden insbesondere in den Zellkernen und um diese herum detektiert (s.
Abbildung 3.11(c) und 3.11(f)). So erreichten komplette Zellen relative Fluoreszenzintensitaten
von 0,132 bis 0,245 und Zellkerne alleine von 0,303 bis 0,364. Diese Zellen wurden fiir 48 h mit
500 1M NiSO,4 behandelt und zeigten eine stark fluoreszierende retikuldre Struktur (ER), die sich
um den Zellkern konzentrierte und gering im Zytoplasma ausbreitete (s. Abbildung 3.11(c)). Die
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Zellkerne selbst waren komplett fluoreszent und beinhalteten sichtbar die stark fluoreszierenden
Nukleoli. Im Zytosol, das im Vergleich zum Zellkern geringere Fluoreszenz zeigte, waren vermehrt
kleine Vesikel zu beobachten, die nicht fluoreszierten (s. Markierung V in Abbildung 3.11(c)).

Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitdten in Abhdngigkeit von der NiSO4-Konzentration

und der Inkubationszeit:

Stellte man die relativen Fluoreszenzintensitdtswerte aus den Beispielzellen nach NiSO,-
Behandlung fiir die unterschiedlichen Inkubationszeiten und NiSO4-Konzentrationen graphisch
dar, so erkannte man in kompletten Zellen (s. Abbildung 3.12(a)) eine stetige Zunahme der In-
tensitdtswerte innerhalb einer NiSO4-Konzentration mit zunehmender Inkubationszeit. Auch bei
identischen Inkubationszeiten war eine metallkonzentrationsabhingige Verstarkung der Fluores-
zenzintensititen zu beobachten, die mit steigender NiSO,4-Konzentration einen starkeren Anstieg
der Fluoreszenzintensitat bewirkte. Die relativen Fluoreszenzintensitdtswerte nach 16 h Inkuba-
tion mit NiSO,4 erhdhten sich dabei im Vergleich zu unbehandelten Zellen mit Newport Green
um das 2-fache. Die Werte erhdhten sich auf das 3-fache bis 4,5-fache nach 24 h Inkubation
mit 300 M und 500 M und sogar auf das bis zu 6-fache nach 48 h Inkubation mit 500 uM
NiSO,, wobei die geringeren Konzentrationen eine 5-fache Erhéhung der Fluoreszenzintensitat

bewirkten.

In den Zellkernen waren schon nach 16 h hohere Intensititswerte als in kompletten Zellen mess-
bar, wobei die Kontrollwerte in den Zellkernen im Vergleich zu den Kontrollwerten der kompletten
Zellen etwas hoher waren. Eine NiSOy4-konzentrationsabhingige Steigerung der Fluoreszenzin-
tensitatswerte von Newport Green DCF war sowohl in den gesamten Zellen, als auch in den
Zellkernen zu jedem getesteten Zeitpunkt sichtbar, wobei die groRte Zunahme der Fluores-
zenzintensitat jeweils bei 500 M NiSO,4 im Medium zu beobachten war. So erreichten zu jedem
Messzeitpunkt die Zellen mit 100 M NiSO,4 geringere Fluoreszenzintensitatswerte als die Zellen
mit 300 M und diese wiederum geringere Werte als Zellen mit 500 M NiSO4 im BME-Medium.
Insgesamt erhdhte sich die Fluoreszenzintensitdt mit steigender NiSO4-Konzentration im Ver-
gleich zur Kontrolle um das 2-fache (100 M) bis 3,5-fache (500 M) nach 16 h Inkubation mit
NiSO,4, um das 4-fache bis 6-fache nach 24 h Inkubation und um das 5-fache bis 7-fache nach
48 h.
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Abbildung 3.12: Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF in NiSO;-

behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensititen von
Newport Green DCF in NiSO4-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhangigkeit von der Inkubations-
zeit fiir verschiedene NiSO4-Konzentrationen (e 100 1M, = 300 uM, a4 500 M) stammen aus vier Beispielzellen.
Intensitdtswerte aus Zellen, die nur mit Newport Green DCF behandelt wurden (v). Die Intensitat der Eigenfluo-
reszenz unbehandelter Zellen (o). (a) Veranderung der relativen Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF

in der gesamten Zelle; (b) Veranderung der relativen Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF im Zellkern.

3.1.4.3 Aufnahme von Nickel in humane Gingiva-Fibroblasten

wahrend Ni3S,-Exposition

Ni3S, ist in Wasser wesentlich unloslicher als NiCl, oder NiSO,. Deshalb wird es in Form von
kristallinen Partikeln iiber Phagozytose in Zellen aufgenommen und dort in sauren Vakuolen
gelost (Costa und Mollenhauer, 1980a; Costa und Mollenhauer, 1980b; Costa et al., 1981b; Costa
et al., 1981a; Abbracchio et al., 1982a). Ni3S, wurde aufgrund dieser Eigenschaften als weitere
Nickelverbindung beobachtet, um mdgliche Unterschiede in der Aufnahme und Lokalisation im

Vergleich zu wasserloslichen Verbindungen aufzuzeigen.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen Ni3S,-Konzentrationen fiir 16 h:

Gab man in das BME-Medium 100 M Ni3S, fiir 16 h hinzu und inkubierte anschlieBend die
Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Newport Green DCF, zeigte sich bei der Detektion mit dem
CLSM im Fluoreszenzmodus eine schwache Fluoreszenz in den Zellen (s. Abbildung 3.13(a) und
3.13(d)), die Intensitdten zwischen 0,040 und 0,064 fiir Zellen und 0,065 und 0,113 fiir die

Zellkerne ergaben. Die Werte befanden sich in etwa im Bereich der Fluoreszenzintensitatswerte
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von NiCl, und NiSO,. Diese Fluoreszenz wurde in den Ni3S,-behandelten Zellen besonders
um den Zellkern herum ringférmig sichtbar und breitete sich ins Zytosol aus (s. Abbildung
3.13(d)), das selbst eine schwache und diffuse Fluoreszenz besaR. Der Zellkern zeigte kaum
Fluoreszenz (s. Abbildung 3.13(d)), was durch die Intensitdtswerte bereits zu erkennen war.
Auffallig waren die in Abbildung 3.13(a) mit einem Pfeil markierten punktférmigen Strukturen

mit starker Fluoreszenz, die sich iiber die gesamte Zelle ausbreiteten.

(a) 100 uM (b) 300 M

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.13: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 16 h Inkubation mit Ni3S,. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm,
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 731 V, Kantenldnge: 96 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zell-
kern: 0,040 bzw. 0,098; (—) Markierung punktformig fluoreszierender Bereiche im Zytoplasma; (b) PMT-voltage:
500 V, Kantenldnge: 158 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,103 bzw. 0,381; (c)
PMT-voltage: 503 V, Kantenldnge: 173 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,069
bzw. 0,185; (d) PMT-voltage: 613 V, Kantenldnge: 125 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,064 bzw. 0,133; (e) PMT-voltage: 654 V, Kantenldnge: 160 um, relative Fluoreszenzintensitat in
der Zelle bzw. im Zellkern: 0,046 bzw. 0,111; (f) PMT-voltage: 623 V, Kantenlidnge: 129 um, relative Fluo-
reszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,062 bzw. 0,081. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus,

ER=Endoplasmatisches Retikulum, V=nicht fluoreszierendes Vesikel.
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Die gleichen punktférmig fluoreszierenden Strukturen konnte man auch bei den Zellen beobach-
ten, die 16 h mit 300 M NisS; inkubiert wurden (s. Abbildung 3.13(e)). In diesen Zellen war
abgesehen von den fluoreszierenden punktférmigen Strukturen kaum Fluoreszenz im Zytosol und
Zellkern detektierbar, was durch die relativen Fluoreszenzintensitatswerte von 0,046 fiir die Zelle
und 0,111 fir den Zellkern deutlich wurde. Andere Zellen zeigten bereits durch eine deutliche,
homogene Fluoreszenz im Zellkern und Zytosol die Aufnahme von Nickel in den Zellkern (s. Ab-
bildung 3.13(b)). Durch die starke Fluoreszenz im Zellkern und dessen Nukleoli wurden relative

Fluoreszenzintensitaten zwischen 0,307 und 0,381 erreicht.

Beobachtete man die Werte im Zytoplasma zwischen 0,103 und 0,153, wurde bereits eine deut-
liche Fluoreszenzsteigerung durch die Bindung von Ni(ll) an Newport Green DCF erreicht, die
die Werte der Zellen mit I6slichen Nickelverbindungen zu diesem Zeitpunkt deutlich iiberstiegen.
Bei den Zellen mit starker Fluoreszenz im Zellkern war die retikuldre, fluoreszierende Struktur
(ER) um den Zellkern stark reduziert (s. Abbildung 3.13(b)). Zusatzlich zu den nicht fluoreszie-
renden Vesikeln in Abbildung 3.13(b) waren weitere nicht fluoreszierende Bereiche in dem stark
fluoreszierenden Zytosol einiger Zellen sichtbar (s. Abbildung 3.14(b)), die keine Vesikel-dhnliche
Struktur aufwiesen. Ein Vergleich dieser nicht fluoreszierenden Bereiche in den Fibroblasten in
der Fluoreszenzaufnahme (s. Abbildung 3.14(b)) mit der Aufnahme der Zelle im Transmissions-
modus (s. Abbildung 3.14(a)) zeigte, dass sich an diesen Stellen Ni3S,-Partikel befanden, die

von der Zelle phagozytiert und noch nicht aufgeldst wurden.

(a) Transmissionsmodus (b) Fluoreszenzmodus

Abbildung 3.14: Aufnahme von Ni3S,-Partikeln in humane Gingiva-Fibroblasten. (a)
Ni3S>-Partikel waren im Transmissionsmodus als schwarze Partikel sichtbar; (b) Im Fluoreszenzmodus entstand
ebenfalls in Bereichen der Fibroblasten ein Areal, in dem keine Fluoreszenz von Newport Green DCF detektierbar
war. Detektion der Fluoreszenz mit dem CLSM Leica TCS SP2, HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm
(1 Airy); PMT-voltage: 422 V; Kantenlange 108 um. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, Nk=Nukleolus, P=Ni3S,-
Partikel.
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Im Vergleich zu den deutlich erkennbaren nicht fluoreszierenden Vesikeln, die im Transmissi-
onsmodus als Ni;S,-Partikel erkennbar waren (s. Abbildung 3.14(a)), waren bei den punktfor-
mig fluoreszierenden Strukturen, die in der kompletten Zelle beobachtet wurden (s. Abbildung
3.15(b)), im Transmissionsmodus (s. Abbildung 3.15(a)) keine Auffalligkeiten zu beobachten.

(a) Transmissionsmodus (b) Fluoreszenzmodus

Abbildung 3.15: Vergleich von Fluoreszenzaufnahmen mit Transmissionaufnahmen
von humanen Gingiva-Fibroblasten nach Ni3Sj;-Zugabe. Humane Gingiva-Fibroblasten nach
Inkubation mit Ni3S; und Newport Green DCF. Die auffillig fluoreszierenden Bereiche in den Fibroblasten zeig-
ten im Transmissionsmodus keine besonderen Strukturen. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, HCX APO
40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm,
Blendendurchmesser: 127 um (1 Airy). (a) Transmissionsmodus; Kantenlange: 96 pum; (b) Fluoreszenzmodus;
PMT-voltage: 731 V, Kantenlinge: 96 um. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, CP=Zytoplasma, (—) Markierung punkt-

formig fluoreszierender Bereiche im Zytoplasma.

Die mikroskopischen Aufnahmen der Fibroblasten, die 16 h mit 500 M Ni3S, inkubiert wurden
(s. Abbildung 3.13(c) und 3.13(f)), zeigten zum einen Zellen, die nur die retikuldre Fluoreszenz
(ER) um den Zellkern und kaum Fluoreszenz im Zytosol oder Zellkern aufwiesen, aber teilweise
die fluoreszierenden, punktférmigen Strukturen tber die Zelle verteilt enthielten (s. Abbildung
3.13(f)). Zum anderen waren Zellen zu sehen, bei denen Fluoreszenz im Zellkern und im Zytosol
homogen war und die nicht fluoreszierende Vesikel beinhalteten (s. Abbildung 3.13(c)). Wie
die Transmissionsaufnahmen zeigten, wurden die nicht fluoreszierenden Vesikel nicht durch die
grolen NizS,-Partikel erzeugt. Im Zellkern selbst waren wiederum die stérker fluoreszierenden
Nukleoli zu erkennen, wobei die fluoreszierende Struktur um den Zellkern herum bei den Zel-
len mit starker Fluoreszenz im Zellkern nicht so stark ausgepragt war. So lagen aufgrund der
Unterschiedlichkeit der Zellen die relativen Fluoreszenzintensitdtswerte der kompletten Zellen
zwischen 0,062 und 0,123 und bei den Zellkernen zwischen 0,081 und 0,281.
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Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen Ni3S,-Konzentrationen fiir 24 h:

Wourde die Inkubationsdauer der Fibroblasten mit 100 M Ni3S, im BME-Medium von 16 h auf
24 h verldngert, so konnte man eine Erhéhung der relativen Fluoreszenzintensitdt von Newport
Green DCF auf Werte zwischen 0,079 und 0,251 fiir komplette Zellen und zwischen 0,116
und 0,331 fiir Zellkerne feststellen (s. Abbildung 3.16(a) und 3.16(d)). Die Differenzen in der
Fluoreszenzintensitat innerhalb dieser Gruppe entstanden durch Unterschiede in der Lokalisation
des Fluoreszenzfarbstoffes in den Zellen, denn ein Teil der Zellen zeigte starke Fluoreszenz im
Zytosol und Zellkern, sowie ein stark ausgepragtes, fluoreszierendes Netzwerk (ER) um den
Zellkern herum (s. Abbildung 3.16(a)). Ein anderer Teil wies keine Fluoreszenz im Zellkern
und nur geringe Fluoreszenz im Zytosol auf. Bei diesen Zellen war jedoch das fluoreszierende
Netzwerk (ER) um den Zellkern herum deutlich sichtbar (s. Abbildung 3.16(d)).

Fibroblasten, die 24 h mit 300 M Ni3S, inkubiert wurden (s. Abbildung 3.16(b) und 3.16(e)),
zeigten durchweg einen homogen fluoreszierenden Zellkern mit Nukleoli (s. Abbildung 3.16(e)).
Um den Zellkern herum waren die Strukturen, die eine starke Fluoreszenz zeigten, als Netzwerk
zu erkennen, aber in der Auspragung reduziert (s. Abbildung 3.16(b)). Newport Green DCF fluo-
reszierte im Zytosol im Vergleich zum Zellkern weniger intensiv, aber homogen. Zudem enthielt
das Zytosol nicht fluoreszierende Vesikel. Im Transmissionsmodus war jedoch zu erkennen, dass
diese Vesikel teilweise Ni3S,-Partikel enthielten (s. Abbildung 3.16(e)). Abgesehen von den Va-
kuolen oder Vesikeln mit und ohne Partikel waren keine weiteren Unterschiede zwischen diesen
Zellen zu beobachten. So erreichten die kompletten Zellen relative Fluoreszenzintensitdtswerte
zwischen 0,125 und 0,247 und die Zellkerne zwischen 0,253 und 0,406, was eine weitere Stei-
gerung der Newport Green DCF-Fluoreszenzintensitat und damit der Ni(ll)-Konzentration, im

Vergleich zu kiirzeren Inkubationszeiten und geringeren Metallkonzentrationen, bedeutete.

Eine weitere Erhchung der Ni3S,-Konzentration im BME-Medium auf 500 uM resultierte in
dhnlichen Ergebnissen wie zuvor bei den Zellen mit 300 M beschrieben. Es zeigte sich ein
stark fluoreszierender Zellkern und ein minimal ausgepragtes Netzwerk um den Zellkern herum.
Der Zellkern war nach der Zugabe von 500 ©M NisS, noch deutlicher als zuvor bei 300 pM
als fluoreszierendes Oval mit den stark fluoreszierenden Nukleoli zu erkennen (s. Abbildung
3.16(f)). Im gesamten Zytosol war der Farbstoff durch die Bindung von Ni(ll) zu erkennen.
Auch in den Zellen nach Inkubation mit 500 M Ni3S, erkannte man nicht fluoreszierende
Vesikel, die im Transmissionsmodus zum einen Partikel erkennen lieBen und zum anderen nicht
(s. Abbildung 3.16(f)). In einigen Zellen war das fluoreszierende Netzwerk um den Zellkern

deutlich ausgepragter als in Abbildung 3.16(c). Dafiir fluoreszierte der Zellkern umso starker.
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(a) 100 uM (b) 300 M (c) 500 pM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 24 h Inkubation mit Ni3S,. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm,
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 494 V, Kantenldnge: 119 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,251 bzw. 0,331; (b) PMT-voltage: 451 V, Kantenlidnge: 79 um, relative Fluoreszenzintensitit in der
Zelle bzw. im Zellkern: 0,125 bzw. 0,253; (c) PMT-voltage: 394 V, Kantenlange: 143 um, relative Fluoreszenzin-
tensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,166 bzw. 0,351; (d) PMT-voltage: 684 V, Kantenlange: 128 pum, relative
Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,080 bzw. 0,133; (e) PMT-voltage: 451 V, Kantenldnge:
141 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,247 bzw. 0,400; (f) PMT-voltage: 465 V,
Kantenldnge: 202 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,132 bzw. 0,297; (— —)
Markierung eines nicht fluoreszierenden Vesikels im Zytoplasma ohne Partikel, (+ —) Markierung eines nicht
fluoreszierenden Vesikels im Zytoplasma, das kleine Partikel enthalt. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus,

ER=Endoplasmatisches Retikulum, V=nicht fluoreszierendes Vesikel.

Es gab jedoch auch wenige Zellen, die noch keine Fluoreszenz im Zellkern und Zytosol aufwiesen,
aber eine starke Intensitidt von Newport Green DCF um den Zellkern konzentrierten. So ergaben
sich relative Fluoreszenzintensitatswerte zwischen 0,066 und 0,166 fiir Zellen bzw. 0,133 und
0,361 fiir Zellkerne.
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Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen Ni3S,-Konzentrationen fiir 48 h:

Nach 48 h Inkubation mit 100 M Ni3S, war im Zytosol der Fibroblasten bei PMT-voltages von
ca. 500 V Fluoreszenz detektierbar. Deutlich davon abgrenzbar waren auch hier in einigen Zellen
die Zellkerne, die eine homogene Fluoreszenz aufwiesen, fluoreszierende Nukleoli beinhalteten
und von einem meist gering ausgepragten Netzwerk (ER) mit starkerer Intensitat umgeben wa-
ren (s. Abbildung 3.17(a)). Dieses Netzwerk war bei Zellen, die kaum Fluoreszenz im Zellkern
und dem Zytosol zeigten, starker ausgepragt (s. Abbildung 3.17(d)). Selbst nach 48 h waren
bei den getesteten Nickelkonzentrationen noch Vakuolen in den Fibroblasten detektierbar, die
kleine Ni3S,-Partikel enthielten, die noch nicht geldst waren und somit keine Fluoreszenz aufwie-
sen (s. Abbildung 3.17(d)). So erreichten die vier Beispielzellen aufgrund der unterschiedlichen
Lokalisation des Farbstoffes relative Fluoreszenzintensitatswerte zwischen 0,041 und 0,126 fiir
komplette Zellen und zwischen 0,087 und 0,335 fiir Zellkerne.

Einen durchweg stark fluoreszierenden Zellkern mit Nukleoli, die in ihrer Zahl variierten, konn-
te man in Zellen beobachten, die 48 h in BME-Medium mit 300 M Ni3S, inkubiert wurden
(s. Abbildung 3.17(b) und 3.17(b)). Der Zellkern war zumeist nur von einem gering ausgeprag-
ten fluoreszierenden Netzwerk umgeben (s. Abbildung 3.17(b)). Das Zytosol war homogen fluo-
reszent, beinhaltete aber kleine nicht fluoreszierende Vakuolen, die zumeist in Zellkernn3he kleine
Ni3S,-Partikel enthielten (s. Abbildung 3.17(e)). Die Intensitatswerte erreichten fiir Zellen Werte
von 0,070 bis 0,112 und fiir Zellkerne zwischen 0,148 und 0,338 und zeigten somit kaum eine
Steigerung zu den Zellen nach 48 h mit 100 xM NisS,.

In Abbildung 3.17(c) und 3.17(f) sind Zellen abgebildet, die 48 h mit 500 M Ni3S, inkubiert
wurden. Die Fibroblasten zeigten durchweg eine hohe Fluoreszenzintensitat fiir Zellen von 0,108
bis 0,157 bzw. fiir Zellkerne von 0,232 bis 0,393, die vor allem im Zellkern zu beobachten war,
der homogen fluoreszierte und Nukleoli zeigte (s. Abbildung 3.17(f)). Um den Zellkern herum
war eine stark fluoreszierende Kernmembran (s. Abbildung 3.17(c)) und ein gering ausgeprégtes
fluoreszierendes Netzwerk zu beobachten, das auch hier durch Vesikel unterbrochen wurde,
die jedoch kleiner und in geringerer Anzahl in der Ndhe des Zellkerns zu beobachten waren
(s. Abbildung 3.17(c)). Die Fluoreszenzintensitét stieg dadurch an und erreichte die hdchsten

Intensitatswerte in dieser Gruppe.
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(a) 100 uM (b) 300 M

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.17: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 48 h Inkubation mit Ni3S,. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenlinge:
488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 um, (1 Airy). (a)
PMT-voltage: 511 V, Kantenldnge: 172 um, relative Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,126
bzw. 0,335; (b) PMT-voltage: 555 V, Kantenldange: 161 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,070 bzw. 0,338; (c) PMT-voltage: 460 V, Kantenlinge: 110 um, relative Fluoreszenzintensitat in
der Zelle bzw. im Zellkern: 0,157 bzw. 0,395; (d) PMT-voltage: 661 V, Kantenldange: 153 pm, relative Fluores-
zenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,072 bzw. 0,128; (e¢) PMT-voltage: 455 V, Kantenldnge: 152 um,
relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,112 bzw. 0,262; (f) PMT-voltage: 459 V, Kan-
tenlange: 126 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,148 bzw. 0,251. ZK=Zellkern,
CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum, M=Kernmembran, V=nicht fluoreszierendes
Vesikel.

Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitidten in Abhdngigkeit von der Ni3S,-Konzentration und

der Inkubationszeit:

Stellt man die relativen Fluoreszenzintensitatswerte des Newport Green DCF in Abhangigkeit
ihrer Inkubationszeit fiir die verschiedenen Ni3S,-Konzentrationen in einem Graphen dar, so

sicht man, dass sowohl in kompletten Zellen, als auch in den Zellkernen bereits nach 16 h
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Inkubation mit Ni3S, Unterschiede in der Fluoreszenzintensitdt von Newport Green DCF bei
unterschiedlichen Ni3S,-Konzentrationen entstanden (s. Abbildung 3.18(a)). Der Anstieg bei
300 ©M und 500 M Ni3S, war im Vergleich zur Kontrolle hoher, als es bei 100 M NizS, der
Fall war. Eine Zunahme der Fluoreszenzintensitaten in Abhangigkeit von der Ni3S,-Konzentration
war ebenso nach 24 h und 48 h zu beobachten, wobei die Zunahme im Zellkern deutlicher war.

Dabei ist hervorzuheben, dass nach 24 h die hdchsten Intensitatswerte gemessen wurden.
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Abbildung 3.18: Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF in Ni3S,-

behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensitit von
Newport Green DCF in Ni3S,-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhangigkeit von der Inkubations-
zeit fiir verschiedene NizS,-Konzentrationen (e 100 ©M, = 300 M, a 500 sM) stammen aus den Beispielzellen
der Abbildungen 3.13 bis 3.17. Sowohl in den kompletten Zellen, als auch in den Zellkernen war eine Zunahme
der relativen Fluoreszenzintensitdt zu beobachten, wobei die Werte im Zellkern schwankten. Im Vergleich zu un-
behandelten Zellen mit Newport Green DCF v) und unbehandelten Zellen ohne Newport Green DCF (o) stiegen
die Intensitatswerte deutlich an. (a) Verdnderung der relativen Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF in

der gesamten Zelle; (b) Verdnderung der relativen Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF im Zellkern.

Beobachtete man jede Konzentration fiir sich, stellte sich eine dhnliche Tendenz der Intensi-
tatsentwicklung der Fluoreszenzwerte dar. Sowohl bei der Inkubation mit 100 M, als auch mit
300 M NisS, stieg die Fluoreszenzintensitdt in kompletten Zellen und in den Zellkernen von
16 h auf 24 h an und sank nach 48 h wieder. Lediglich bei der Inkubation der Zellen mit 500 M
Ni3S, setzte sich dieser Trend nicht fort. Eine geringe, aber dennoch stetige Steigerung der
Intensitaten von Zeitpunkt 16 h auf 48 h war hier sichtbar. Im Vergleich zu den Kontrollwer-
ten wurde durch die Inkubation der Zellen mit Ni3S, und anschlieBender Zugabe von Newport
Green DCF dessen relative Fluoreszenzintensitat in kompletten Zellen um das 1,5-fache bis
3-fache nach 16 h, um das 4-fache bis 4,5-fache nach 24 h und um das 3-fache bis 4-fache nach
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48 h verstarkt. Bewertete man nur die Fluoreszenz im Zellkern, stellte man zunachst fest, dass
die Werte teilweise stark schwankten, im Mittel jedoch eine Steigerung der Intensitat bei allen
verwendeten Konzentrationen von Zeitpunkt 16 h bis 48 h sichtbar war. Auch in den Zellkernen
wurden die hochsten Intensitatswerte nach 24 h erreicht, wobei der Unterschied zu den Werten
nach 48 h gering war. Die Intensitdtswerte der einzelnen Konzentrationen stiegen sichtbar im
Vergleich von 16 h und 24 h an, wobei die deutlichste Entwicklung bei einer Ni3S,-Konzentration
von 500 uM detektiert wurde. Im Vergleich zu den Kontrollen erzielte man in den Zellkernen
eine 2-fache Verstirkung der Fluoreszenzintensitdt nach 16 h mit 100 uM Ni3S, bis zu einer
3-fachen Erhéhung mit 500 1M, eine 4-fache bis 7-fache Erhéhung erreichte man nach 24 h und

4-fache bis 6-fache Verstarkungen nach 48 h Inkubation mit steigenden Ni3S,-Konzentrationen.

3.1.4.4 Aufnahme von Cobalt in humane Gingiva-Fibroblasten

wahrend CoCl,-Exposition

Cobalt ist fiir den menschlichen Organismus ein essentielles Metall, das in Enzymen oder organi-
schen Molekiilen enthalten ist. In hdheren Konzentrationen wirkt es jedoch toxisch. Der Einfluss
sehr hoher Cobaltkonzentrationen und deren Lokalisation in einer humanen Zelle nach Zugabe
von CoCl, ins Medium, in dem Co als Co(ll) vorliegt, wurden untersucht, um die Interaktion mit
Zellbestandteilen zu zeigen und Vergleiche mit Ni(ll) aufzustellen. Nachdem auch bei CoCl,-Salz
keine Eigenfluoreszenz nach Anregung mit dem 488 nm Argonlaser festgestellt werden konnte,
wurde ebenfalls Newport Green DCF genutzt, um Co(ll) zu detektieren. Zweiwertiges Cobalt
bewirkt wie zweiwertiges Nickel die Verstarkung der Fluoreszenzintensitat des Fluoreszenzfarb-
stoffes Newport Green DCF (Haugland, 2002), sodass bei den Versuchen zur Detektion von
Co(Il) in einzelnen lebenden Zellen der Fluoreszenzfarbstoff Newport Green DCF mit gleicher
Konzentration und Inkubationszeit eingesetzt wurde wie bei der Detektion von Ni(ll). CoCl,
wurde zundchst dem BME-Medium in gleichen Konzentrationen und fiir identische Zeitinter-
valle wie bei den Nickelverbindungen zugegeben. Durch die Detektion von Co(ll) mit Newport
Green DCF wurden Hinweise iiber die Aufnahme und Lokalisation von Co(ll) bei verschiedenen

Inkubationszeiten und Konzentrationen in den Zellen gewonnen.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen CoCl,-Konzentrationen fiir 16 h:

Als erstes wurden die humanen Gingiva-Fibroblasten mit 100 M CoCl, fiir 16 h inkubiert.
Bei PMT-voltages in einem Bereich von 650 V war schwache Fluoreszenz im Zytoplasma zu
beobachten, dagegen verstarkte Fluoreszenz um den Zellkern herum. Die starke Fluoreszenz
bildete sich auch in diesen Zellen als Netzwerk (ER) aus (s. Abbildung 3.19(a)). Der Zellkern
zeigte kaum Fluoreszenz, enthielt aber fluoreszierende Nukleoli, die in Abbildung 3.19(d) zu

sehen sind.



3 Ergebnisse 85

Die Messung der Fluoreszenzintensitit ergab somit fiir komplette Zellen Werte zwischen 0,034
und 0,072 und fir Zellkerne zwischen 0,052 und 0,171, die hauptsdchlich durch die starke

Fluoreszenz der Nukleoli bestimmt wurden.

(a) 100 uM (b) 300 M (c) 500 pM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 16 h Inkubation mit CoCl,. Markierung von Co(ll) mit 7 pg/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldange: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 um,
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 665 V, Kantenldnge: 143 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,072 bzw. 0,098; (b) PMT-voltage: 701 V, Kantenldnge: 143 pm, relative Fluoreszenzintensitat in der
Zelle bzw. im Zellkern: 0,066 bzw. 0,158; (c) PMT-voltage: 601 V, Kantenlange: 166 uum, relative Fluoreszenzin-
tensitdt in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,109 bzw. 0,173; (d) PMT-voltage: 655 V, Kantenlange: 176 um, relative
Fluoreszenzintensitit in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,043 bzw. 0,073; (e) PMT-voltage: 671 V, Kantenlinge:
231 pum, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,086 bzw. 0,124; (f) PMT-voltage: 688 V,
Kantenldnge: 128 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,026 bzw. 0,017; (—) Mar-
kierung von punktformig fluoreszierenden Strukturen im Zytoplasma. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus,

ER=Endoplasmatisches Retikulum.

Starke Fluoreszenz um den Zellkern herum war bei den Zellen in Abbildung 3.19(b) und 3.19(e)
nach Behandlung mit 300 uM CoCl, fiir 16 h zu beobachten. Eine tubuldre oder retikula-

re Struktur war hier weniger deutlich zu erkennen. Diese fluoreszierenden, retikuldren Struk-
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turen (ER) erstreckten sich zumeist in Richtung der langeren Seiten der Zelle ins Zytosol
(s. Abbildung 3.19(b)), das selbst lediglich schwache Fluoreszenz aufwies. Der Zellkern zeig-
te auch hier kaum Fluoreszenz auf, aber die Nukleoli fluoreszierten sehr stark (s. Abbildung
3.19(b)). Insgesamt war die relative Fluoreszenzintensitat in den Zellkernen mit Werten zwischen
0,078 und 0,168 und fiir komplette Zellen zwischen 0,061 und 0,086 gering und vergleichbar mit
den Zellen nach der Inkubation mit 100 M CoCl, fiir 16 h.

Die Fibroblasten, die in Abbildung 3.19(c) und 3.19(f) abgebildet sind, wurden 16 h mit 500 M
CoCly inkubiert und danach Co(ll) mit Newport Green DCF detektiert. Es war deutlich sichtbar,
dass der Zellkern trotz Erhdhung der CoCl,-Konzentration keine oder nur sehr schwache Fluo-

reszenz aufwies, jedoch in einigen Zellen schwach fluoreszierende Nukleoli enthielt (s. Abbildung
3.19(c)).

Im ebenfalls schwach fluoreszierenden Zytosol trat in Zellkernnahe starkere Fluoreszenz auf, die,
wie zuvor bei 100 uM CoCl, (s. Abbildungen 3.19(a) und 3.19(d)) schon beschrieben, eine
Art Netzwerk ausbildete. Zumeist waren diese Zellkern-umrandenden Strukturen sehr diffus. Ab-
weichend zu den anderen Zellen zeigten sich in Abbildung 3.19(f) fluoreszierende, punktférmige
Strukturen, die sich im kompletten Zytoplasma ausbreiteten und sich besonders um den Zellkern
konzentrierten (s. Markierung in Abbildung 3.19(f)). Somit ergaben sich relative Fluoreszenzin-
tensitatswerte zwischen 0,026 und 0,109 fiir komplette Zellen und Werte zwischen 0,017 und
0,173 fiir Zellkerne.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen CoCl,-Konzentrationen fiir 24 h:

Eine Verlangerung der Inkubationszeit von 16 h auf 24 h mit 100 uM CoCl, zeigte, dass kei-
ne Verdnderung in der Lokalisation des Farbstoffes Newport Green DCF im Vergleich zu den
Ergebnissen nach 16 h erfolgte und auch keine wesentliche Erhdhung der Fluoreszenzintensi-
tdt sowohl im Zytosol als auch im Zellkern bestand (s. Abbildung 3.20(a) und 3.20(d)). Die
relative Fluoreszenzintensitatswerte lagen zwischen 0,042 und 0,079 fiir die kompletten Zellen
und 0,057 und 0,123 fiir Zellkerne. Im Zellkern selbst konnte man hauptsachlich die Fluoreszenz
der Nukleoli beobachten (s. Abbildung 3.20(a)). Um den Zellkern herum war auch hier erhoh-
te Fluoreszenzintensitdt in Form eines Netzwerkes zu beobachten, das sich ins sehr schwach
fluoreszierende Zytosol ausbreitete (s. Abbildung 3.20(d)).

Ein sehr dhnliches Fluoreszenzmuster wie in den Abbildungen 3.20(a) und 3.20(d) bei 100 uM
CoCl, war in den Abbildungen 3.20(b) und 3.20(e) nach Inkubation mit 300 M CoCl, zu
beobachten. Deutlich grenzte sich ein starker fluoreszierender Ring um den Zellkern ab (s. Ab-
bildung 3.20(b)), der sich in Form eines Netzwerks oder langeren tubuldren Strukturen im Zytosol

ausbreitete (s. Abbildung 3.20(e)). Das Zytosol selbst war nur schwach fluoreszent. Durch diese
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geringe Fluoreszenz im Zytosol waren die Intensitatswerte fiir komplette Zellen mit Werten zwi-
schen 0,034 und 0,068 gering. Die Fluoreszenzintensitat im Zellkern war ebenfalls gering, wobei
die Fluoreszenzintensitdt des gesamten Zellkerns hauptsachlich auf die deutliche Fluoreszenz
der Nukleoli zuriickzufiihren war (s. Abbildung 3.20(e)). Fiir den Zellkern ergaben sich Werte
zwischen 0,079 und 0,149.

(a) 100 uM (b) 300 M (c) 500 pM

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 24 h Inkubation mit CoCl,. Markierung von Co(ll) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenlange: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 um,
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 640 V, Kantenldnge: 175 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,079 bzw. 0,123; (b) PMT-voltage: 640 V, Kantenlange: 168 um, relative Fluoreszenzintensitat in
der Zelle bzw. im Zellkern: 0,055 bzw. 0,088; (c) PMT-voltage: 661 V, Kantenldnge: 76 um, relative Fluores-
zenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,048 bzw. 0,086; (—) Markierung eines fluoreszierenden Vesikels
im Zytoplasma; (d) PMT-voltage: 601 V, Kantenldange: 90 um, relative Fluoreszenzintensitét in der Zelle bzw.
im Zellkern: 0,052 bzw. 0,097; (e¢) PMT-voltage: 629 V, Kantenldnge: 111 um, relative Fluoreszenzintensitat
in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,034 bzw. 0,080; (f) PMT-voltage: 621 V, Kantenlange: 98 um, relative Fluo-
reszenzintensitdt in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,049 bzw. 0,090; (—) Markierung eines nicht fluoreszierenden

Vesikels im Zytoplasma. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum.
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Bei Inkubationszeiten von 24 h mit hohen CoCl,-Konzentrationen von 500 M (s. Abbildung
3.20(c) und 3.20(f)) hatte sich an dem Fluoreszenzmuster innerhalb der Zelle im Vergleich zu
den zuvor gezeigten Zellen wenig gedndert. Das Zytosol sowie der Zellkern fluoreszierten kaum
(s. Abbildung 3.20(f)). Lediglich um den Zellkern herum war bei den meisten Zellen durch
Cobaltakkumulation starke Fluoreszenz zu beobachten, die von nicht fluoreszierenden Vesikeln
unterbrochen war (s. Markierung in Abbildung 3.20(f)). Die Zellen in Abbildung 3.20(c) zeig-
ten dieses Netzwerk kaum. Vielmehr wurden fluoreszierende Vesikel-dhnliche Strukturen sichtbar
(s. Markierung in Abbildung 3.20(c)), die sich in unterschiedlicher GroRe im Zytoplasma befan-
den. Somit ergaben sich fiir diese Zellen mit 500 M CoCl, Intensitatswerte zwischen 0,036 und
0,062 und fiir die Zellkerne Werte zwischen 0,033 und 0,130.

Inkubation humaner Gingiva-Fibroblasten mit unterschiedlichen CoCl,-Konzentrationen fiir 48 h:

In  Abbildung 3.21 sind Zellen abgebildet, die 48 h mit verschiedenen CoCl,-
Konzentrationen inkubiert wurden. Selbst nach dieser langen Inkubationszeit mit 100 pM
(s. Abbildung 3.21(a) und 3.21(d)) war weder eine deutliche Veranderung in der Intensitat der
Fluoreszenz noch in ihrer Lokalisation im Vergleich zu den Zellen, die 16 h oder 24 h mit
100 M CoCl, inkubiert wurden, zu erkennen. Die Fluoreszenz im Zytosol war schwach und teil-
weise diffus. Das zumeist gering ausgepragte Netzwerk um den Zellkern herum zeigte starkere
Fluoreszenzintensitdten (s. Abbildung 3.21(a) und 3.21(d)). Der Zellkern wies kaum Fluores-
zenz auf, enthielt jedoch in ihrer Anzahl variierend, zum Teil sehr stark, fluoreszierende Nukleoli
(s. Abbildung 3.21(d)). So lagen die relativen Fluoreszenzintensitatswerte fiir Zellen bei 0,049
bis 0,077 und fiir Zellkerne aufgrund der Nukleoli bei 0,083 bis 0,149.

Auch nach 48 h Inkubation mit 300 M CoCl, war die Fluoreszenz in den Zellen zumeist diffus
und schwach (s. Abbildung 3.21(b)). Sie beschrankte sich auf die Nukleoli und auf Zellkern-nahe
Regionen im Zytosol, die sich von der Kernmembran beschrankt retikuldr ins Zytosol ausbreiteten
(s. Abbildung 3.21(b)). Bei einer Konzentration von 300 M CoCl, im BME-Medium konnte
man nach 48 h Inkubation Zellen beobachten, die punktférmig fluoreszierende Strukturen oder
Fragmente in Zellkernndhe enthielten (s. Markierung in Abbildung 3.21(e)). So entstanden bei
PMT-voltages von ca. 600 V relative Fluoreszenzintensitatswerte zwischen 0,034 und 0,061 fiir
Zellen bzw. zwischen 0,045 und 0,155 fiir Zellkerne.

Ahnlich gering ausgeprigte retikulire Strukturen (ER) und punktférmige Fluoreszenz waren
auch bei der héchsten CoCl,-Konzentration von 500 M zu sehen (s. Abbildung 3.21(c) und
3.20(f)). Fluoreszierende, punktférmige Strukturen waren in diesen Zellen vermehrt um den
Zellkern orientiert (s. Markierung in Abbildung 3.21(c)). Die Anhaufung der Fluoreszenz um den
Zellkern in Form eines diffusen Netzwerkes in den anderen Zellen blieb bestehen (s. Abbildung

3.21(f)). Die Form der Zellen war hier kaum zu erkennen, da lediglich sehr geringe Fluoreszenz im
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Zytosol detektiert werden konnte, genauso wie im Zellkern, der selbst keine Fluoreszenz aufwies.
Hier ergaben sich relative Fluoreszenzintensitatswerte zwischen 0,064 und 0,099 fiir den Zellkern
und fiir die kompletten Zellen zwischen 0,050 und 0,085.

(a) 100 uM (b) 300 M

(d) 100 pM (e) 300 ;M (f) 500 uM

Abbildung 3.21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 48 h Inkubation mit CoCl,. Markierung von Co(ll) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 um,
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 674 V, Kantenldnge: 197 um, relative Fluoreszenzintensitdt in der Zelle bzw. im
Zellkern: 0,070 bzw. 0,083; (b) PMT-voltage: 586 V, Kantenlange: 102 um, relative Fluoreszenzintensitat in
der Zelle bzw. im Zellkern: 0,034 bzw. 0,051; (c) PMT-voltage: 623 V, Kantenldnge: 98 um, relative Fluores-
zenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,085 bzw. 0,074; (d) PMT-voltage: 666 V, Kantenlidnge: 146 um,
relative Fluoreszenzintensitét in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,075 bzw. 0,149; (e¢) PMT-voltage: 750 V, Kanten-
linge: 134 pm, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,056 bzw. 0,155; (f) PMT-voltage:
703 V, Kantenldnge: 130 um, relative Fluoreszenzintensitat in der Zelle bzw. im Zellkern: 0,070 bzw. 0,099.
ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum, (=) Markierung fluoreszieren-

der, punktférmiger Strukturen.
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Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitdten in Abhdngigkeit von der CoCl,-Konzentration

und der Inkubationszeit:

Die relativen Fluoreszenzintensitaten von Newport Green DCF in CoCl,-behandelten Zellen wa-
ren, wie in Abbildung 3.22 zu erkennen ist, gering und im Vergleich zu den Kontrollen nur
minimal erhoht. In kompletten Zellen (s. Abbildung 3.22(a)) war in jeder einzelnen Konzentrati-
on nur ein geringer Unterschied zwischen den Werten nach 16 h, 24 h und 48 h Inkubationszeit
zu sehen. Auch der Vergleich der Fluoreszenzintensitdten der drei getesteten Konzentrationen zu
einem Zeitpunkt konnte kaum eine Steigerung der Fluoreszenzintensitdten in Abhangigkeit der
Konzentrationen aufweisen. Verglichen mit Zellen, denen kein CoCl,, aber Newport Green DCF
zugesetzt wurde, war die Intensitat in einer kompletten Zelle nach CoCl,-Zugabe durch die Bin-
dung von Co(ll) maximal 2-fach verstarkt. Betrachtete man nur die Zellkerne dieser Zellen, war
die Verstarkung der Fluoreszenzintensitaten um das bis zu 3-fache messbar, wobei die stéarkeren

Intensitaten hauptsachlich durch die starke Fluoreszenz der Nukleoli verursacht wurde.
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Abbildung 3.22: Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF in CoCl,-
behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten. Die Werte der relativen Fluoreszenzintensitit von
Newport Green DCF in CoCly-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten in Abhdngigkeit von der Inkubations-
zeit fiir verschiedene CoCly-Konzentrationen (e 100 uM, = 300 M, 4 500 M) stammen aus den Beispielzellen
der Abbildungen 3.19 bis 3.21. Die Steigerung der relativen Fluoreszenzintensitdten ist minimal und im Vergleich
zu den Kontrollen (v unbehandelte Zellen mit Newport Green DCF, o unbehandelte Zellen ohne Newport Green
DCF) maximal 3-fach erhéht. (a) Veranderung der relativen Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF in

der gesamten Zelle; (b) Verdnderung der relativen Fluoreszenzintensitdt von Newport Green DCF im Zellkern.
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Auch im Zellkern waren bei den drei gemessenen Zeitpunkten bei den verschiedenen Cobaltkon-
zentrationen relativ konstant. Eine Beeinflussung der Fluoreszenzintensitat von Newport Green

DCF durch verschiedene CoCly-Konzentrationen und Inkubationszeiten war gering.

3.1.4.5 Aufnahme von Nickel in humane Gingiva-Fibroblasten bei
40 M NiCly im Medium

Die Versuche mit 100 M, 300 M und 500 1M der unterschiedlichen Metallverbindungen NiCl,,
NiSOg4, Ni3S, und CoCl, fiir verschiedene Inkubationszeiten ergaben, dass eine Detektion der
Metalle durch den optischen Sensor Newport Green DCF unter diesen Versuchsbedingungen mit
dem CLSM mdoglich war und dass die Zugabe der genannten Verbindungen zum BME-Medium
zur Erhohung der Fluoreszenzintensitdt von Newport Green DCF in Zellen in Abhangigkeit von
der Konzentration, Inkubationsdauer und Verbindung fiihrte. Nickelverbindungen hatten dabei
einen groReren Effekt als Co(Il), wobei besonders die NiSO4- und Ni3S,-Zugabe in BME-Medium
zur Verstarkung der Fluoreszenzintensitéten fiihrte. Die Fluoreszenzintensitat von Newport Green
DCF war in Strukturen um den Zellkern am hochsten und konzentrierte sich mit zunehmender

Inkubationszeit bei Nickelverbindungen im Zellkern, was bei CoCl, nicht der Fall war.

(a) 16 h (b) 24 h (c) 48 h

Abbildung 3.23: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach Inkubation mit 40 M NiCl,. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm
(1 Airy). (a) Inkubationszeit: 16 h, PMT-voltage: 700 V, Kantenldnge: 129 um.; (b) Inkubationszeit: 24 h, PMT-
voltage: 600 V, Kantenldnge: 81 um; (c) Inkubationszeit: 48 h, PMT-voltage: 600 V, Kantenldnge: 105 um.
ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum.

NiCl, konnte selbst bei der niedrigsten Konzentration im BME-Medium eine Erhdhung der Fluo-
reszenzintensitdt von Newport Green DCF bewirken. Da es kaum Unterschiede in den Fluores-
zenzmustern der verschiedenen Nickelverbindungen gab, wurde NiCl, fiir die folgenden Versuche

ausgewahlt. Diese Versuche sollten zeigen, ob auch bei Konzentrationen von 40 M NiCl, im
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BME-Medium geniigend Nickel in die Zellen aufgenommen wurde, die dadurch eine deutlich
messbare Verstarkung der Newport Green DCF-Fluoreszenz bewirkte und damit die Detektion
und Lokalisation von Ni(ll) nach kurzen Inkubationszeiten und geringen Konzentrationen er-
laubte. Die CLSM-Aufnahmen zu diesen Versuchen wurden mit stirkeren PMT-voltages als bei
hoheren NiCly-Konzentrationen aufgenommen und sind beispielhaft in Abbildung 3.23 abgebil-
det. Die Fluoreszenzintensitat war bei den Aufnahmen gering, dennoch stellte sich wieder die
starke Fluoreszenz der Zellkern-nahen Bereiche heraus, die jedoch keine klaren Strukturen erken-
nen lieRBen, sich aber ins Zytosol ausbreiteten. Das Zytosol selbst wies nur geringe Fluoreszenz
auf. Der Zellkern enthielt nur die schwach fluoreszierenden Nukleoli, die in ihrer Struktur sehr

diffus zu erkennen waren.

Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitaten in Abhangigkeit von der NiCl,-Konzentration von

40 M und der Inkubationszeit:

Verglich man die Intensitdtswerte der Zellen, die mit 40 M NiCl, inkubiert wurden mit Wer-
ten von Zellen, die mit hoheren NiCl,-Konzentrationen inkubiert wurden (s. Abbildung 3.24),
erkannte man deutlich, dass die Fluoreszenzintensitaten sowohl bei kompletten Zellen, als auch
bei Zellkernen stets unterhalb derer mit héheren Konzentrationen lagen und maximal eine 2-fache
Verstarkung nach 24 h erreichten. Nach 16 h Inkubation mit 40 M NiCl, wurden Werte gemes-
sen, die sich im Bereich der Kontrollen befanden, also fast keine Fluoreszenzerhdhung ergaben.
Nach langeren Inkubationszeiten stiegen die Werte in den kompletten Zellen leicht an und er-
reichten selbst nach 48 h keine weitere Erhohung der Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zu
16 h und 24 h (s. Abbildung 3.24(a)). Im Zellkern alleine waren die Unterschiede der Inten-
sitatswerte zwischen den Zellen, die mit 40 uM oder 100 M NiCl, inkubiert wurden, etwas
groBer (s. Abbildung 3.24(b)). Auch im Zellkern wurden lediglich 2-fache Erhéhungen der Fluo-
reszenzintensitdten gemessen, wobei bei héheren NiCl,-Konzentrationen im BME-Medium die
Verstarkung im Zellkern héher war als im Vergleich zu kompletten Zellen. So wurde eine schwa-
che, aber stetige Steigerung der Fluoreszenzintensitdt in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit
von 16 h auf 24 h und weiter auf 48 h auch bei 40 M NiCl, beobachtet, die den gleichen Trend

wie bei hoheren Konzentrationen {iber 100 M NiCl, anzeigte.
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Abbildung 3.24: Fluoreszenzintensitdt von Newport Green DCF in humanen Gingiva-
Fibroblasten nach der Inkubation mit vier unterschiedlichen NiCl,-Konzentrationen.
Die Werte der relativen Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF in NiCly-behandelten humanen Gingiva-
Fibroblasten in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit fiir verschiedene NiCly-Konzentrationen (¢ 40 uM, o
100 uM, = 300 uM, a 500 M) stammen aus den Beispielzellen der Abbildungen 3.5 bis 3.7. Ergdnzt wur-
den Werte von Zellen mit 40 uM NiCl, (s. Abbildung 3.23), deren Intensitaten geringer sind als bei hdheren
Konzentrationen, aber héher als die der Kontrollen (v unbehandelte Zellen mit Newport Green DCF, o unbehan-
delte Zellen ohne Newport Green). (a) Verdnderung der relativen Fluoreszenzintensitdt von Newport Green DCF

in der gesamten Zelle; (b) Verdnderung der relativen Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF im Zellkern.

3.1.5 Nickel- und Cobaltaufnahme in humane
Gingiva-Fibroblasten in Abhadngigkeit des pH-Werts des
BME-Mediums

Es ist bekannt, dass der pH-Wert des Kulturmediums die Loslichkeit bestimmter Metallver-
bindungen beeinflusst, aber auch die Aufnahme von Kationen in Zellen ist pH-Wert abhangig.
Die Aufnahme von lonen und Molekiilen in eine Zelle ist durch die semipermeable Membran
kontrolliert. Diese enthalt Transporter, die selektiv fiir Kationen oder groBere Molekiile sind.
Die Aufnahme von divalenten Kationen erfolgt ebenfalls iiber Transporter, die in verschiedenen
Organismen variieren kdnnen. Bekannte Beispiele fiir Protonen-abhéngige Transporter fiir di-
valente Kationen in den unterschiedlichsten Organismen sind DMT1 und seine Homologe oder
der DCT1 (Gunshin et al., 1997; Nishimura et al., 1998; Forbes und Gros, 2003; Garrick et al.,
2003; Ingle et al., 2008).
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Der Protonen-abhiangige Transport von Co?* und Ni?* durch den DCT1 in Zellen bzw. Vakuolen
wurde auch von Ingle et al. (2001) beschrieben. BME-Medium hat iiblicherweise einen pH-Wert
von ca. 7. Da die Aufnahme von Ni>* und Co?* an bestimmte Transporter gekoppelt ist, die
Protonen abhangig funktionieren kénnen (s. Abschnitt 1.4.1) (Gunshin et al., 1997; Garrick
et al., 2003; Garrick et al., 2006b), wurde untersucht, ob unterschiedliche pH-Werte im BME-
Medium wahrend der Zugabe von Nickel- und Cobaltverbindungen Einfluss auf die Aufnahme und
Lokalisation der Newport Green DCF-Fluoreszenz und damit des gebundenen Ni(ll) oder Co(ll)
nehmen. Mdgliche Unterschiede in der Lokalisation von Newport Green DCF in Abhangigkeit
von der Metallverbindung und des pH-Wertes wiirden Hinweise auf den Aufnahmemechanismus

geben.

Zellen, die im BME-Medium mit unterschiedlichen pH-Werten fiir 24 h inkubiert wurden, sind
in Abbildung 3.25 und 3.26 gezeigt. Getestet wurden die Metallverbindungen NiCl,, NiSQO,,
Ni3S, und CoCl, in einer Konzentration von 500 uM, da nach 24 h mit 500 uM bei allen
getesteten Verbindungen das charakteristische Fluoreszenzmuster detektierbar war. Nach dem
Austausch des Nickel- bzw. Cobalt-haltigen BME-Mediums mit verandertem pH-Wert nach 24 h
mit neutralem BME-Medium wurde diesem fiir 60 min Newport Green DCF bei neutralem pH-
Wert zugegeben, sodass dieser optische Sensor akkumuliertes Ni(ll) und Co(ll) in den Zellen
nach der Inkubation mit den Metallverbindungen bei saurem und neutralem pH-Wert binden
konnte und durch die resultierende Fluoreszenzverstarkung mit dem CLSM detektiert werden

konnte.

Das BME-Medium hatte normalerweise einen pH-Wert von ca. 7. Die Ergebnisse in den Ab-
schnitten zuvor wurden bei diesem pH-Wert gewonnen und sind zum direkten Vergleich mit den
Ergebnissen mit anderen pH-Werten des BME-Mediums in den Abbildungen 3.25(b), 3.25(e),
3.25(h) und 3.26(b) nochmals dargestellt. Bei neutralem pH-Wert zeigte sich nach der Inkubation
der humanen Gingiva-Fibroblasten mit wasserlGslichen und wasserunldslichen Nickelverbindun-
gen (s. Abbildung 3.25(b), 3.25(e) und 3.25(h)) untereinander ein sehr dhnliches Fluoreszenz-
muster. Newport Green DCF war stark fluoreszent in den Zellen. Zum einen war die Fluoreszenz
als Netzwerk um den Zellkern sichtbar, das von Zelle zu Zelle unterschiedlich stark ausgepragt
war, zum anderen war starke Fluoreszenz im Zellkern enthalten. Bereits bei PMT-voltages von
ca. 480 V konnte bei allen getesteten Nickelverbindungen in BME-Medium mit pH 7 Newport
Green DCF-Fluoreszenz detektiert werden. In Zellen, die mit CoCl, inkubiert wurden (s. Abbil-
dung 3.26(b)), war schwichere Fluoreszenz im Zytoplasma detektierbar, im Zellkern war kaum

Fluoreszenz detektierbar.
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(b) NiCly; pH 7

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

Abbildung 3.25: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 24 h Inkubation mit 500 ;M unterschiedlicher Nickelverbindungen
in Abhdngigkeit des pH-Werts im BME-Medium. Markierung von Ni(ll) mit 7 ug/ml Newport
Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 pm
(1 Airy). (a) PMT-voltage: 722 V, Kantenlange: 160 um; (b) PMT-voltage: 482 V, Kantenlinge: 135 um; (c)
PMT-voltage: 434 V, Kantenlange: 152 um; (d) PMT-voltage: 649 V, Kantenldnge: 156 um; (e) PMT-voltage:
472 V, Kantenlinge: 108 um; (f) PMT-voltage: 482 V, Kantenlidnge: 135 um; (g) PMT-voltage: 686 V, Kanten-
lange: 153 um; (h) PMT-voltage: 477 V, Kantenlange: 161 pum; (i) PMT-voltage: 434 V, Kantenladnge: 158 um.
ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum.
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(a) CoCly; pH 5 (b) CoCly; pH 7 (c) CoCly; pH 9

Abbildung 3.26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach 24 h Inkubation mit 500 M CoCl, in Abhangigkeit des pH-Werts
im BME-Medium. Markierung von Co(Il) mit 7 ug/ml Newport Green DCF. Detektion mit dem CLSM
Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissi-
onsdetektionsbereich: 510 nm bis 560 nm, Blendendurchmesser: 127 um (1 Airy). (a) PMT-voltage: 692 V,
Kantenlidnge: 260 um; (b) PMT-voltage: 526 V, Kantenlange: 234 um; (c) PMT-voltage: 465 V, Kantenlinge:
199 um. ZK=Zellkern, CS=Zytosol, Nk=Nukleolus.

Anderte man der pH-Wert in den basischen Bereich auf pH 9, beobachtete man ein Fluores-
zenzmuster, das dem der Fibroblasten bei pH 7 sehr dhnlich war. So war bei den drei getesteten
Nickelverbindungen gleichermaRen das fluoreszierende Netzwerk um den Zellkern stark ausge-
pragt und breitete sich ins Zytosol aus, das selbst zumeist homogene Fluoreszenz zeigte (s.
Abbildung 3.25(c), 3.25(f) und 3.25(i)). Der Zellkern beinhaltete ebenfalls den Fluoreszenzfarb-
stoff und lieR die Nukleoli durch starke Fluoreszenz des Sensors Newport Green DCF deutlich
im Zellkern erkennen. Durch die Bindung des Newport Green DCF an Ni(ll) war zu sehen, dass
Nickel auch bei pH-Werten im basischen Bereich in die Zellen aufgenommen und vom Zytosol
weiter in den Zellkern transportiert wurde. Bei CoCly-behandelten Zellen (s. Abbildung 3.26(c))
war wie bei den Zellen, die bei pH 7 im BME-Medium mit CoCl, inkubiert wurden, keine Fluo-
reszenz im Zellkern zu detektieren. Vereinzelt wurden schwach fluoreszierende Nukleoli in den
Zellkernen in variierender Anzahl sichtbar. Auch im Zytosol war die Fluoreszenz schwach, schien
jedoch geringfiigig starker zu sein als bei Zellen, die bei pH 7 im BME-Medium mit CoCl, in-
kubiert wurden. Das charakteristische Netzwerk mit starker Fluoreszenz um den Zellkern herum

war kaum zu beobachten.

Wourden die Fibroblasten dagegen in BME-Medium mit einem sauren pH-Wert von pH 5 mit
den vier verschiedenen Metallverbindungen inkubiert (s. Abbildung 3.25(a), 3.25(d), 3.25(g)
und 3.26(a)), zeigte sich nach der Inkubation mit dem Nickel- und Cobaltsensor Newport Green

DCF in allen Zellen das gleiche Fluoreszenzmuster. So war bei PMT-voltages von ca. 700 V
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im Zytosol schwache Fluoreszenz detektierbar, jedoch im Vergleich zu neutralem und basischem
pH-Wert ein sehr diffus und schwach fluoreszierendes Netzwerk um den Zellkern sichtbar. Im
Zellkern selbst war keine Fluoreszenz zu detektieren, jedoch fluoreszierende Nukleoli im Zellkern,
die in ihrer Anzahl von Zelle zu Zelle variierten. Ein Unterschied zwischen Zellen nach Nickel-
und Cobaltinkubation war minimal in der Fluoreszenzintensitdt, aber in der Lokalisation des

Fluoreszenzfarbstoffes nicht vorhanden.

Die Ergebnisse der Versuche mit unterschiedlichen pH-Werten im BME-Medium zeigten, dass
bei einem sauren pH-Wert (pH 5) im BME-Medium eine verringerte Aufnahme oder Akkumula-
tion von Nickel stattfand, die die Fluoreszenzverstarkung von Newport Green DCF in den Zellen
verringerte. Bei neutralem und basischem pH-Wert waren die Ergebnisse sehr dhnlich und ent-
sprachen den Ergebnissen aus Abschnitt 3.1. Bei pH 7 und pH 9 im BME-Medium war Ni(ll) in
ausreichender Konzentration in den Zellen vorhanden, sodass eine detektierbare Fluoreszenzver-
starkung von Newport Green DCF erfolgte. Ein Unterschied innerhalb der Nickelverbindungen
in Abhidngigkeit des pH-Werts konnte nicht festgestellt werden. Unterschiede zwischen Nickel-
und Cobaltverbindungen waren nur bei neutralem und basischem pH-Wert sichtbar. Sie bezogen

sich besonders auf die Fluoreszenz im Zellkern.

3.1.6 Zuordnung der Nickel- und Cobaltlokalisation durch

Newport Green DCF zu ausgewadhlten Zellkompartimenten

Die CLSM-Aufnahmen der vorangegangenen Versuche zeigten, dass eine Zuordnung der Nickel-
und Cobaltlokalisation zu einem Zellareal oder Organell durch einen Vergleich mit den Trans-
missionsaufnahmen der Zellen nur beschrankt moglich war. So konnte zwar die Fluoreszenz dem
Zellkern, den Nukleoli und dem Zytosol zugeordnet werden, jedoch konnten weitere, u.a. klei-
nere Strukturen, nicht eindeutig bestimmt werden. Deshalb wurde eine parallele Markierung der
divalenten Kationen durch Newport Green DCF und der Organellen mit spezifischen Fluoreszenz-
farbstoffen durchgefiihrt, um n3here Hinweise zu bekommen, in welchen Zellarealen der Farbstoff
Newport Green DCF und damit die Metalle Ni(ll) und Co(ll) zu finden waren. Nach der Inku-
bation der Zellen mit NiCl, wurde den Zellen Newport Green DCF und ein Organell-spezifischer
Fluoreszenzfarbstoff zugegeben. Da die verwendeten Farbstoffe unterschiedliche Anregungs- und
Emissionswellenldngen bedienten (s. Abbildung 3.27(f)), war eine gleichzeitige Detektion der
Newport Green DCF-Fluoreszenz und der Organell-spezifischen Farbstoffe, und dadurch die Zu-
ordnung von Newport Green DCF zu den jeweiligen Organellen moglich. Nach einem A-Scan sah
man in den Spektren deutlich die Unterschiede in den Emissionsmaxima der verschiedenen Fluo-
reszenzfarbstoffe (s. Abbildung 3.27(f)). So hatte Newport Green DCF sein Emissionsmaximum
im griinen Bereich (532 nm), ER-Tracker red und Bodipy TR im roten Bereich (622 nm bzw.
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626 nm) und CellMask deep red im dunkelroten Bereich (662 nm). Der Nachweis konnte somit
durch die drei Detektoren im CLSM parallel durchgefiihrt werden und dem jeweiligen Farbstoff

und Zellkompartiment zugeordnet werden.

(a) Newport Green DCF (b) ER-Tracker red (c) Bodipy TR
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(d) CellMask depp red (e) CellMask deep red und Hoechst (f) Spektren der Fluoreszenzfarb-
33342 stoffe

Abbildung 3.27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach Inkubation mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen und deren
Spektren. Detektion verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe in humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSM
Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Blendendurchmesser 127 um (1 Airy). (a) Detektion von
Ni(Il) mittels Newport Green DCF (60 min, 7 pg/ml) in Fibroblasten nach 24 h Inkubation mit 500 M NiCls,
Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser, PMT-voltage 520 V; Kantenldnge: 154 um; (b) Detektion des ER
mittels ER-Tracker red (30 min, 1 uM) in Fibroblasten, Anregungswellenldnge: 594 nm He/Ne-Laser, PMT-
voltage 499 V; Kantenldnge: 145 um; (c) Detektion des Golgi-Apparates mittels Bodipy TR (30 min, 5 uM) in
Fibroblasten, Anregungswellenldnge: 594 nm He/Ne-Laser, PMT-voltage 700 V; Kantenldnge: 73 um; (d) De-
tektion der Zellmembranen mittels CellMask deep red (60 min, 5 ug/ml) in Fibroblasten, Anregungswellenldnge:
633 nm He/Ne-Laser, PMT-voltage 536 V; Kantenldnge: 166 um; (e) Detektion der Zellmembranen mittels
CellMask deep red (60 min, 5 ug/ml), Anregungswellenlinge: 633 nm He/Ne-Laser, PMT-voltage 677 V und
gleichzeitig der Zellkerne mit Hoechst 33342 (5 ug/ml), Anregung durch Quecksilberdampflampe; Kantenldnge:
187 um; (f) Spektren der Fluoreszenzfarbstoffe aus dem markierten Bereich der Abbildungen 3.27(a), 3.27(b),
3.27(c) und 3.27(d); Newport Green DCF, —— Bodipy TR, —— ER-Tracker red, — CellMask deep red.
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Zunachst wurde anhand von Transmissionsaufnahmen und Zellkernmarkierungen mit Hoechst
33342 der Zellkern in den Fibroblasten identifiziert (s. Abbildung 3.27(e)). In den meisten Fibro-
blasten zeigten die Zellkerne ihre normale ovale Form. In einigen Zellen konnten unabhangig von
der Verbindung morphologisch veranderte Zellkerne beobachtet werden. Um den Zellkern herum
wurde Fluoreszenz von Newport Green DCF, wie zuvor gezeigt, meist in Form eines Netzwerkes
detektiert, das von Zelle zu Zelle unterschiedlich stark ausgepragt war (s. Abbildung 3.28(b)
und 3.27(b)). Durch eine isolierte Markierung des ER mit ER-Tracker red konnte gezeigt wer-
den, dass das ER ein dhnliches Netzwerk ausbildete, als es nach Ni(Il)-Markierung mit Newport
Green DCF in Zellen beobachtet wurde. Die parallele Farbung des ER mit ER-Tracker red und
des Ni(Il) mit Newport Green DCF zeigte durch die anschlieBend zusammengefassten CLSM-
Aufnahmen, dass sich die Farbstoffe teilweise in ihrer Lokalisation iiberschnitten, aber keine
totale Ubereinstimmung bestand. Ni(ll) akkumulierte folglich an ER-Strukturen (s. Abbildung
3.28(c)).

(a) Newport Green DCF (b) ER-Tracker red (c) Merge

Abbildung 3.28: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Gingiva-
Fibroblasten nach Inkubation mit Newport Green DCF und ER-Tracker red. Parallele
Markierung von Ni(Il) mit Newport Green DCF und des ER mit dem Fluoreszenzfarbstoff ER-Tracker red. De-
tektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Blendendurchmesser 127 pm
(1 Airy), Kantenldnge 210 um. (a) Detektion von Ni(ll) mittels Newport Green DCF (60 min, 7 ug/ml) nach
Inkubation der Zelle mit 300 M NiCl, (24 h), Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektions-
bereich: 510 nm bis 560 nm, PMT-voltage 479 V; (b) Detektion des ER-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes ER-
Tracker red (30 min, 1 uM), Anregungswellenldnge: 594 nm He/Ne-Laser, Emissionsdetektionsbereich: 610 nm
bis 650 nm, PMT-voltage 712 V; (c) Merge der Aufnahmen 3.28(a) und 3.28(b). ZK=Zellkern, CS=Zytosol,
Nk=Nukleolus, ER=Endoplasmatisches Retikulum.

Diese retikuldren Strukturen, die durch Fluoreszenz sichtbar wurden, waren sowohl nach ER-
Markierung mit ER-Tracker red, als auch nach Ni(Il)- und Co(ll)-Markierung mit Newport Green
DCF in Zellen unter dem CLSM zu beobachten. Von Zelle zu Zelle waren diese Netzwerke un-
terschiedlich stark ausgepragt, so war in den Fibroblasten (s. Abbildung 3.28(a)) mit zuneh-

mender Inkubationszeit und Ausgangskonzentration der Metallverbindungen im BME-Medium
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dieses Netzwerk relativ gering ausgepragt. In Zellkernndhe waren diese retikuldren und tubuléren
Strukturen bei wasserloslichen und wasserunloslichen Metallverbindungen oft nach langeren In-
kubationszeiten oder hoheren Metallkonzentrationen in der Auspragung verringert (s. Abbildung
3.7(c) und 3.16(c)) und besonders bei CoCly,-behandelten Zellen als punktférmige Strukturen
oder Fragmente zu beobachten (s. Abbildung 3.19(f) und 3.21(c)). Der Golgi-Apparat, der mit
dem Fluoreszenzfarbtsoff Bodipy TR markiert wurde (s. Abbildung 3.27(c)) und nahe am ER auf
einer Zellkernseite lokalisiert ist (s. Abbildung 3.27(c)), konnte mit Newport Green DCF nicht
eindeutig an gleicher Stelle detektiert werden. Teilweise wurde die Fluoreszenz von Newport
Green DCF im Bereich der Kernmembran deutlich (s. Abbildung 3.6(f)), sodass Ni(ll) ebenfalls

an der Kernmembran lokalisiert war.

3.1.7 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in
BME-Medium

Der optische Sensor Newport Green DCF besitzt ein Anregungsmaximum bei 505 nm und ein
Emissionsmaximum bei 535 nm (Molecular Probes invitrogen, Produktinformation MP 07990).
Ein A-Scan mittels CLSM bei Anregung mit einem Argonlaser der Wellenlange 488 nm detektier-
te die Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF in BME-Medium im Bereich von 500 nm
bis 700 nm (s. Abschnitt 2.3.3). Da die Zellen in BME-Medium inkubiert wurden und das glei-
che Medium anschlieBend bei der Visualisierung der Zellen bzw. von Newport Green DCF mit
dem CLSM eingesetzt wurde, wurde zunichst ein Spektrum von BME-Medium bei neutralem
pH-Wert aufgenommen (s. Abbildung 3.29(f)). Alle Spektren, die im Folgenden gezeigt werden,
stellen relative Fluoreszenzwerte dar und wurden mathematisch nach dem LOESS-Verfahren
geglattet. In den Abbildungen 3.29 wurde das Spektrum von BME-Medium grau dargestellt.
Es wurden relative Fluoreszenzintensitdten von 0,015 bei 500 nm erreicht, die bei ca. 510 nm
bereits auf einen konstanten Intensitatswert von 0,013 sanken (s. Abbildung 3.29(f)). Das bedeu-
tete, dass es sich bei diesen Intensitdtswerten um das Basislevel der BME-Medium-Fluoreszenz
handelte, das keinen Einfluss auf das Newport Green DCF-Spektrum nahm. In einem weiteren
Schritt wurde dem BME-Medium ausschlieRlich Newport Green DCF in einer Endkonzentration
von 1 ug/ml zugegeben und iiber einen Zeitraum von 40 min alle 10 min die Fluoreszenzin-
tensitat durch einen A-Scan gemessen. Damit wurde gezeigt, welches Spektrum Newport Green
DCF ohne die Bindung an Metalle besall und ob es spater nach der Zugabe der Metallverbin-
dungen eine Beeinflussung der Spektren gab. In Abbildung 3.29 wurde lediglich das Spektrum
nach 40 min schwarz gezeigt, da die Spektren nach 10 min, 20 min und 30 min den gleichen
Verlauf zeigten, die Fluoreszenzintensitat jedoch mit zunehmender Zeit anstieg. Das Spektrum
von BME-Medium mit Newport Green DCF zeigte vor dem Glatten ein Emissionsmaximum bei

532 nm mit einer schwachen Schulter bei 526 nm, die durch das Glatten verschwand und den
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Verlauf des Spektrums mit dem Maximum minimal langwellig auf 534 nm verschob (s. Abbil-
dung 3.29(f)). Der Intensitdtswert von 0,034 bei diesem Emissionsmaximum von 534 nm nach

40 min war gering, jedoch deutlich hoher 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 nach der Zugabe verschiedener Metallverbindungen nach verschiedenen Inkubationszei-
ten zwischen 0 min und 40 min einzeln aufgefiihrt. Nach der Zugabe der Metallverbindungen in
das BME-Medium mit Newport Green DCF erhohte sich die relative Fluoreszenzintensitat inner-
halb von 40 min bei allen vier getesteten Verbindungen nur gering von 0,034 auf ca. 0,035 bis
0,057 je nach Metallverbindung. Die groBte Steigerung war nach 40 min bei NiCl; (s. Abbildung
3.29(a)) mit einem Wert von 0,057 zu beobachten, was einer Zunahme der relativen Fluores-
zenzintensitdt um das 1,7-fache entsprach (s. Abbildung 3.29(a) und 3.29(e)). Bei den anderen
Nickelverbindungen und CoCl, waren dagegen kaum Anderungen in der Fluoreszenzintensitit zur
Kontrolle (BME-Medium mit Newport Green DCF) detektierbar (NiSO4: 0,037, Ni3S;: 0,039 und
CoCl,: 0,035). Der Verlauf der Spektren blieb nach Zugabe der Metallverbindungen im Vergleich
zu dem Spektrum mit Newport Green DCF ohne Metallverbindungen erhalten, wenn auch die
Schulter bei 526 nm bei den nicht geglatteten Spektren nach Zugabe von Metallverbindungen

etwas starker ausgepragt war und die Spektren geringfiigig breiter wurden.

3.1.8 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen

Gingiva-Fibroblasten

Die Ergebnisse in den Abschnitten 3.1.4 und 3.1.5 zeigten, dass Newport Green DCF von den
Zellen aufgenommen wurde, da Fluoreszenz sichtbar war. Die Fluoreszenzintensitdt von Newport
Green DCF war abhéngig von der Metallverbindung, deren Konzentration, Inkubationszeit und
auch von dem pH-Wert des BME-Mediums. Das bedeutete, dass die Kationen Ni?* und Co?*,
oder ihre Verbindungen, ebenfalls in Abhangigkeit von dem pH-Wert im BME-Medium und
ihrer Konzentration in die Zellen aufgenommen wurden. Eine Unterscheidung der verschiedenen
Spezies war aufgrund der Lokalisation von Ni(ll) und Co(ll) innerhalb einer Zelle nur bedingt
mdoglich. Eine Unterscheidung zwischen Co(ll) und Ni(ll) anhand der Newport Green DCF-
Lokalisation oder der Fluoreszenzintensitat war ebenfalls schwierig, da die Fluoreszenzen sehr
dhnlich waren. Ni(Il) und Co(ll) waren lediglich durch die An- bzw. Abwesenheit von Fluoreszenz

im Zellkern und die geringe Fluoreszenzverstarkung zu unterscheiden.

Ein A-Scan von unterschiedlichen Bereichen in Metall-behandelten Zellen sollte in einem weiteren
Versuch bestatigen, dass sich die Fluoreszenz in den Zellen auf Newport Green DCF zuriickfiihren
lasst und Hinweise liefern, ob sich das Fluoreszenzspektrum von Newport Green DCF innerhalb

einer Zelle durch die Bindung verschiedener Kationen oder ihrer Verbindungen und Komplexe
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Abbildung 3.29: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in BME-Medium
nach Inkubation mit verschiedenen Metallverbindungen. BME-Medium mit Newport Green
DCF wurde iiber einen Zeitraum von 40 min mit NiCl, (a), NiSO4 (b), Ni3S, (c) und CoCly (d) inkubiert.
In Abstdnden von 10 min wurden Fluoreszenzintensitaten von Newport Green DCF nach Anregung mit einem
Argonlaser der Wellenldnge 488 nm in einem Bereich zwischen 500 nm und 700 nm in einem A-Scan mit
dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I (Blendendurchmesser: 127 pm (1 Airy))
detektiert. Das resultierende Spektrum wurde zusammen mit den Spektren von BME-Medium (grau) und BME-
Medium mit Newport Green DCF (schwarz) aufgetragen. - Inkubationszeit t=0 min, ——— t=10 min, ———
t= 20 min, — — — t=30 min, t=40 min. (e) Newport Green DCF-Spektren nach 40 min Inkubation mit

den getesteten Metallverbindungen. Die Farben der Spektren korrespondieren mit den Farben fiir die einzelnen
Metallverbindungen in (a) bis (d); (f) Spektrum von BME-Medium (grau) und Newport Green DCF in BME-

Medium (schwarz).
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charakteristisch anderte. Es wurde ebenfalls untersucht, ob durch einen \-Scan eine Unterschei-
dung der gebundenen Metalle méglich war oder ob die Lokalisation in verschiedenen Organellen

das Spektrum beeinflusste.

Um die Auswirkungen der Metalle auf Newport Green DCF-Spektren in humanen Gingiva-
Fibroblasten ohne und nach Zugabe von Metallverbindungen festzustellen, wurde zunachst die Ei-
genfluoreszenz der humanen Gingiva-Fibroblasten detektiert. Dazu wurden Spektren in humanen
Gingiva-Fibroblasten aufgenommen, die weder mit Metallverbindungen, noch mit Newport Green
DCF behandelt wurden. Diese unbehandelten Fibroblasten zeigten alle schwach und amorph
fluoreszierende Strukturen am &duReren Rand des Zellkerns nach Anregung mit dem Argonla-
ser (488 nm) (s. Abbildung 3.30(a)). Ein A-Scan der fluoreszierenden ROIs der unbehandelten
Fibroblasten (s. Abbildung 3.30(b)) zeigte das Fluoreszenzspektrum dieser ROls in den Zellen
nach Anregung mit dem 488 nm Argonlaser und ob Eigenfluoreszenzen bzw. deren Spektren bei

der Detektion des Fluoreszenzfarbstoffes Newport Green DCF stérten.
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Abbildung 3.30: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme unbehandelter humaner
Gingiva-Fibroblasten. )-Scan von unbehandelten humanen Gingiva-Fibroblasten mit dem CLSM Leica
TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetek-
tionsbereich: 500 nm bis 700 nm, Blendendurchmesser: 127 um (1 Airy). (a) Merge der durchschnittlichen
Fluoreszenzintensititswerte; PMT-voltage: 830 V, Kantenldnge: 375 um; (b) Fluoreszenzspektren der Fibroblas-

ten ohne Zusatz von Metallverbindungen oder Fluoreszenzfarbstoffen. Die Spektren in (b) entsprechen den ROIls

in (a).
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Die Abbildung 3.30(a) zeigt eine CLSM-Aufnahme humaner Gingiva-Fibroblasten, die aus 100
Einzelaufnahmen des A-Scans zusammengefiigt wurde. Aus den Intensitatswerten der verschie-
denen ROls, die Zellen oder definierte Zellareale miteinbezogen, entstanden Spektren, die in
Abbildung 3.30(b) zu sehen sind und die farblich mit der Markierung der ROls in Abbildung
3.30(a) korrelieren. Die relative Fluoreszenzintensitat war bei allen Spektren sehr gering und
lag zwischen 0,006 und 0,022. Die Spektren der Eigenfluoreszenz der Zellen waren wellenartig
mit sehr schwacher Amplitude, die bei etwa 540 nm und 580 nm eine geringe Erhdhung der
Intensitat zeigten. Mit zunehmender Wellenlange n3herte sich die Fluoreszenzintensitat asym-
ptotisch einem konstantem Minimum an. Da die Intensitatswerte der Eigenfluoreszenz der Zellen
unter der von Newport Green DCF in Medium lagen (s. Abbildung 3.29(e)) und ein kaum zu
bestimmendes Spektrum aufzeigten, konnte die Eigenfluoreszenz der Zellen in den folgenden

Messungen im Hinblick auf die Fluoreszenzintensitat vernachlassigt werden.

Um die Newport Green DCF-Spektren in Zellen ohne und nach Zugabe der Metallverbindungen
vergleichen zu kdnnen, wurde zuvor ein A-Scan von unbehandelten Zellen mit Newport Green
DCF durchgefiihrt. Diese Spektren sind in den Abbildungen 3.31 bis 3.34 schwarz dargestellt.

3.1.8.1 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF nach
NiCls-Inkubation

Die Bindung von Nickel an den Sensor bewirkte eine Verstarkung der Fluoreszenzintensitat des
Chromophors. Ob die Bindung des target-lons Ni?* ebenfalls Einfluss auf das Fluoreszenzspek-
trum von Newport Green DCF nimmt, wurde im Folgenden untersucht. Dazu wurden die Zellen
zunachst mit 500 M NiCl, in BME-Medium fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde Ni(ll) mit
Newport Green DCF markiert und mit Hilfe eines A-Scans Spektren von Newport Green DCF in
verschiedenen Bereichen der Zellen aufgenommen. Ein moglicher Einfluss der target-Strukturen

in den Organellen oder anderer Molekiile auf die Spektren wurde ebenfalls untersucht.

Die Fluoreszenzspektren in Abbildung 3.31 reprasentieren Newport Green DCF-Spektren, die in
verschiedenen 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 M
NiCl, inkubiert und Ni(ll) anschlieBend mit Newport Green DCF markiert (in Abbildung 3.31(a)
jeweils griin dargestellt). In jedem Graph wurden sowohl Spektren des gleichen Bereiches aus
unterschiedlichen Zellen, die unter gleichen Bedingungen inkubiert wurden, aufgefiihrt, als auch
ein Spektrum aus den Mittelwerten aller gezeigten Spektren eines Zellbereiches (in Abbildung
3.31(a) orange dargestellt). Ein Spektrum aus unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF (in
Abbildung 3.31(a) schwarz dargestellt) diente als Kontrollspektrum. In Abbildung 3.31(a) wur-

den zunidchst Spektren aufgefiihrt, die am Rand des Zytosols der humanen Gingiva-Fibroblasten
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aufgenommen wurden. Es fiel auf, dass die meisten Spektren sehr geringe Fluoreszenzinensita-
ten besaRen, aber trotz ihrer unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen einen dhnlichen Verlauf
zeigten und minimale Unterschiede von bis zu 3 nm in der Lage ihrer Maxima auspragten. Je
schwécher die Fluoreszenzintensitdt war, desto uneindeutiger war der Verlauf der Spektren. Wei-
tere Spektren bildeten ein deutliches Maximum bei 530 nm mit Schultern im Bereich von 558 nm
bis 571 nm und 586 nm (s. Pfeil bei Spektrum O in Abbildung 3.31(a)).

relative Fluoreszenzintensitat
relative Fluoreszenzintensitéat

T T
500 550 600 650 700

Emissionswellenldnge [nm] Emissionswellenldnge [nm]
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Abbildung 3.31: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-
Fibroblasten nach deren Inkubation mit NiC|2. A-Scan von NiCly-behandelten humanen Gingiva-
Fibroblasten nach Newport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8
W U-V-I, Anregungswellenlange: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 500 nm bis 700 nm, Blenden-
durchmesser: 127 um (1 Airy). Die Fibroblasten wurden fiir 24 h NiCl mit einer Konzentration von 500 yM im
BME-Medium inkubiert. Nach der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Newport Green DCF (60 min, 7 pg/ml)
wurden Fluoreszenzspektren in verschiedenen Bereichen der Fibroblasten aufgenommen (griin). (a) Zytosol; (b)
Zellkern; (c) ER; (d) Nukleolus. Ein Spektrum aus den Mittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orange dar-

gestellt; ein Kontrollspektrum aus unbehandelten Fibroblasten mit Newport Green DCF ist schwarz dargestellt.
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Verglichen mit den Kontrollspektren unbehandelter humaner Gingiva-Fibroblasten mit New-
port Green DCF (schwarz) waren die Maxima der meisten Spektren leicht kurzwellig verscho-
ben. Spektren, die im Zellkern aufgenommen wurden, sind in Abbildung 3.31(b) gezeigt. Auch
hier wurde das Kontrollspektrum von Newport Green DCF in unbehandelten humanen Gingiva-
Fibroblasten in schwarz dargestellt, sowie das Spektrum aus den Mittelwerten der Spektren aus
den Zellkompartimenten orange. Bei den Spektren, die im Zellkern aufgenommen wurden, fiel
auf, dass diese in ihrer Lage der Maxima und im Verlauf geringe Unterschiede zu den Kontrollen
und untereinander ausbildeten. Ein Teil der Spektren (s. o in Abbildung 3.31(b)) wies ein Maxi-
mum bei 530 nm mit teilweise starken Schultern bei 572 nm, 586 nm und 602 nm auf (s. Pfeil
in Abbildung 3.31(b)). Andere Spektren (O) bildeten nach Glattung ein Maximum bei 534 nm
wie bei der Kontrolle (in Abbildung 3.31(b) schwarz) aus und verliefen identisch. Insgesamt
waren die Fluoreszenzintensitaten in den Zellen mit Werten bis ca. 0,10 deutlich hoher als im

Zytoplasma.

Einige Spektren, die nach Zugabe von NiCl, und Newport Green DCF in einem Bereich aufge-
nommen wurden, der das ER mit einbezog (s. Abbildung 3.31(c)), waren dem Kontrollspektrum
in Medium (s. Abbildung 3.29) durch ihren Verlauf mit einem Maximum bei 532 nm &hnlich
(0). Eine schwache Schulter, die im Kontrollspektrum in BME-Medium mit Newport Green DCF
aufgenommen wurde, war in diesem Spektrum iiber einen Bereich von 560 nm bis 580 nm (o)
deutlicher ausgepragt (s. Pfeil in Abbildung 3.31(c)). Vereinzelt wurden Spektren aufgenom-
men, die ein sehr breites Maximum ausbildeten (in Abbildung 3.31(c) mit O gekennzeichnet).
Der Verlauf des Spektrums (0O) war kurzwellig verschoben, mit einem Maximum bei 526 nm, ei-
ner Schulter bei 548 nm und weiteren leichten Erhohungen der Fluoreszenzintensitit bei 568 nm
(s. Pfeil in Abbildung 3.31(c)). Diese Erhohung der Fluoreszenz befand sich im Bereich der Er-
hohung des Spektrums o. Dieses Spektrum o wurde in einem sehr stark fluoreszierenden Bereich
nahe des Zellkerns aufgenommen. Die Intensitat der Spektren im Bereich des ER stieg bis zu
0,2 an.

Die Spektren, die in fluoreszierenden Bereichen im Nukleolus aufgenommen wurden (s. Abbildung
3.31(d)), waren bis auf minimale Schwankungen im Bereich des Maximums um 532 nm gleich.
Der Verlauf der Spektren im Nukleolus glich dem der Kontrollspektren von Newport Green
DCF im BME-Medium mit einem direkten Anstieg der Fluoreszenzintensitat zum Maximum bei
532 nm und dem welligen Verlauf im Bereich um 580 nm (s. Abbildung 3.29).
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3.1.8.2 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF nach
NiSO4-Inkubation

Auch in Zellen, die mit NiSO,4 inkubiert wurden, wurden Spektren in unterschiedlichen Kompar-
timenten der Zellen aufgenommen und mit den Kontrollspektren verglichen, um mégliche Beein-
flussungen der Spektren durch die Ni(ll)-Bindung oder der Ni(ll)-Komplexe an Newport Green
DCF zu detektieren (s. Abbildung 3.32). In NiSO,-behandelten humanen Gingiva-Fibroblasten
war zu beobachten, dass der Verlauf einiger Newport Green DCF-Spektren (s. o Abbildung
3.32(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 dhnlich war.
Sie besalen ein Maximum bei 533 nm, wobei bei ca. 580 nm die Fluoreszenz nochmal leicht
anstieg (s. Pfeil in Abbildung 3.32(a)). Weitere Spektren (O0) aus dem Zytosol besaRen, wie
die Kontrollspektren im Zytosol (schwarz) unbehandelter Zellen mit Newport Green DCF, ein
Maximum bei 531 nm. Weiter in den kiirzeren Wellenlangenbereich verschoben war das Spek-
trum (4), das in einem Pseudopodium aufgenommen wurde und starke Fluoreszenz in einem
flachigen, begrenzten Bereich zeigte. Die Fluoreszenzintensitdt dieses Spektrums war jedoch ge-
ring. Das Maximum befand sich bei 528 nm mit einer Schultern bei 540 nm. Insgesamt ergab
sich aus allen Werten der einzelnen Spektren ein Spektrum mit einem schwachen Maximum bei
532 nm (in Abbildung 3.32(a) orange).

Detektierte man die Fluoreszenz der Zellkerne NiSO4-behandelter Zellen, ergaben sich die in Ab-
bildung 3.32(b) dargestellten Spektren. Im Vergleich zu den Kontrollspektren in BME-Medium
zeigte ein Teil der Spektren (o) kaum Unterschiede im Verlauf und lediglich minimale Verschie-
bungen in der Lage der Maxima (Maximum bei 532 nm; Kontrolle bei 531 nm und 534 nm). Es
wurden auch Spektren aufgenommen (O), die mit einem Maximum bei 528 nm deutlich kurz-
wellig verschoben waren und bei 572 nm deutliche Schultern ausbildeten (s. Pfeil in Abbildung
3.32(b)), sowie welche, die mit einem Maximum bei 538 nm und Schultern bei 524 nm und
566 nm leicht langwellig verschoben waren (s. Abbildung 3.32(b)). Auch bei den Spektren, die
im Zellkern aufgenommen wurden, errechnete sich durch die unterschiedlichen Maxima und In-
tensitatswerte ein Mittelwertspektrum, das kein eindeutiges Maximum ausbildete (in Abbildung
3.32(b) orange).

Im Bereich des ER (s. Abbildung 3.32(c)) konnte man ebenfalls Spektren (o) aufnehmen, die
im Vergleich zu den Kontrollspektren von Newport Green DCF in unbehandelten Zellen (in
Abbildung 3.32(c) schwarz) kurzwellig verschoben waren. lhre Maxima lagen bei 525 nm bzw.
528 nm im Vergleich zu den Maxima der meisten Spektren um 532 nm. Andere Spektren und
die mit O gekennzeichneten, waren wiederum den Kontrollspektren von Newport Green DCF in

Zellen und BME-Medium 3hnlicher und zeigten im \-Scan den gleichen Verlauf sowie ebenfalls
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ein Maximum bei 532 nm bzw. 533 nm. Eine dritte Art von Spektren (A) bildete ein Maximum
bei 535 nm aus und zeigte im langerwelligen Bereich des Maximums bei 566 nm und 586 nm

leichte Erhdhungen der Fluoreszenzintensitat.

relative Fluoreszenzintensitat
relative Fluoreszenzintensitéat
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Abbildung 3.32: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-
Fibroblasten nach deren Inkubation mit NiSOj4. )\-Scan von NiSOs-behandelten humanen
Gingiva-Fibroblasten nach Newport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO
40x/0,8 W U-V-I, Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 500 nm bis 700 nm,
Blendendurchmesser: 127 um (1 Airy). Die Fibroblasten wurden fiir 24 h NiSO4 mit einer Konzentration von
500 M im BME-Medium inkubiert. Nach der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Newport Green DCF (60 min,
7 pg/ml) wurden Fluoreszenzspektren in verschiedenen Bereichen der Fibroblasten aufgenommen. (a) Zytosol;
(b) Zellkern; (c) ER; (d) Nukleolus. Ein Spektrum aus den Mittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orange

dargestellt; ein Kontrollspektrum aus unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF ist schwarz dargestellt.

Die Spektren, die im Nukleolus NiSO4-behandelter Zellen aufgenommen wurden (s. Abbildung
3.32(d)), zeigten im Vergleich zu den Kontrollspektren in BME-Medium leichte Verdnderun-
gen. Die meisten Spektren bildeten kein deutliches Maximum aus (o und 0), das sich jeweils
langerwellig des Maximums der Kontrolle in unbehandelten Zellen mit Newport Green DCF (in
Abbildung 3.32(d) schwarz) befand. Weitere Spektren, die in ihrer Intensitdt deutlich schwacher

waren, zeigten ein kurzwellig verschobenes Maximum bei 526 nm (O) bzw. langwellig verschobe-
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nes auf 536 nm. Der Bereich in den Zellen, in denen die Spektren aufgenommen wurden, war im
Vergleich zur umgebenden Zelle bzw. dem Zellkern stérker fluoreszent und deutlich abgrenzbar,
aber in seiner Struktur unauffallig. Auch bei den Spektren, die in den Nukleoli aufgenommen
wurden, war eine leichte Zunahme der Fluoreszenzintensitat im Bereich von 560 nm bis 580 nm

zu beobachten, bevor die Fluoreszenzintensitdt gegen ein Minimum sank (s. Pfeil in Abbildung
3.32(d)).

3.1.8.3 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF nach

Ni3Ss-Inkubation

Spektren, die in Ni3S,-behandelten Zellen aufgenommen wurden, variierten in den jeweiligen
Zellkompartimenten kaum. So zeigte sich zunachst bei Spektren aus dem Zytosol (s. Abbildung
3.33(a)), dass die Maxima der Fluoreszenzspektren in Ni3S,-behandelten Fibroblasten im Ver-
gleich zu den Kontrollen in Zellen (schwarze) nahezu identisch waren (s. Abbildung 3.33(a)) und
auch mit dem Maximum im Newport Green DCF-Spektrum in BME-Medium iibereinstimmten
(s. Abbildung 3.29). Die Spektren sowie das resultierende Mittelwertspektrum (in Abbildung
3.33(a) orange) zeigten die zuvor bereits beschriebene Erhdhung der Fluoreszenzintensitit im
Bereich von 560 nm bis 580 nm.

Im Zellkern aufgenommene Spektren (s. Abbildung 3.33(b)) bildeten eine Schulter bei 560 nm
bis 580 nm aus, die zumeist jedoch nur schwach war. Lediglich das Spektrum, das mit o ge-
kennzeichnet wurde, zeigte im Verlauf eine starker ausgepragte Schulter in diesem Wellenlangen-
bereich (s. Pfeil in Abbildung 3.33(b)). Die Maxima der Newport Green DCF-Spektren in den
Zellkernen der Zellen, die mit Ni3S; inkubiert wurden (in Abbildung 3.33(b) hellblau), sowie die
Kontrollspektren (schwarz) und das durchschnittliche Spektrum (orange), waren in ihrem Verlauf
charakteristisch fiir das Newport Green DCF-Spektrum und wiesen ein identisches Maximum bei
534 nm auf (s. Abbildung 3.33(b)).

Die Spektren in Abbildung 3.33(c), die im Bereich des ER Ni3S,-behandelter Zellen aufgenom-
men wurden, bildeten groRteils ein Maximum bei 533 nm aus. Mit einem Maximum bei 534 nm
waren andere Spektren minimal verschoben und zeigten einen identischen Verlauf (o). Lediglich
das Spektrum mit der Kennzeichnung O bildete nach Glattung ein Maximum bei 531 nm und

eine etwas deutlichere Schulter bei 580 nm im Vergleich zu den anderen Spektren in dieser
Abbildung.



3 Ergebnisse 110

012 532 nm

relative Fluoreszenzintensitat
relative Fluoreszenzintensitat

700

Emissionswellenldnge [nm] Emissionswellenlange [nm]

(a) Zytosol (b) Zellkern

0,20 +
533 nm

0,15 4

relative Fluoreszenzintensitat

500 550 600 650 700
Emissionswellenldnge [nm]

(c) ER

Abbildung 3.33: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-
Fibroblasten nach deren Inkubation mit Ni3S,. A\-Scan von Ni3S,-behandelten humanen Gingiva-
Fibroblasten nach Newport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8
W U-V-I, Anregungswellenlange: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 500 nm bis 700 nm, Blenden-
durchmesser: 127 um (1 Airy). Die Fibroblasten wurden fiir 24 h Ni3S, mit einer Konzentration von 500 uM im
BME-Medium inkubiert. Nach der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Newport Green DCF (60 min, 7 pg/ml)
wurden Fluoreszenzspektren in verschiedenen Bereichen der Zellen aufgenommen. (a) Zytosol; (b) Zellkern; (c)
ER. Ein Spektrum aus den Mittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orange dargestellt; ein Kontrollspektrum

aus unbehandelten Fibroblasten mit Newport Green DCF ist schwarz dargestellt.

3.1.8.4 Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF nach
CoCls-Inkubation

Die letzte Verbindung, deren Einfluss auf die Newport Green DCF-Spektren untersucht wurde,
war CoCl,. Die Fluoreszenzspektren im Zytosol (s. Abbildung 3.34(a)) der CoCl,-behandelten
Zellen bildeten Maxima bei 533 nm bzw. 534 nm aus und waren dem Kontrollspektrum in Zellen
(schwarz) dhnlich. In den Spektren nach CoCl,-Zugabe waren lediglich schwache Schultern zu

erkennen. Im Vergleich zu den Kontrollspektren von Newport Green DCF in BME-Medium (s.
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Abbildung 3.29) waren die Maxima minimal um 1 nm bis 2 nm in den langeren Wellenldngenbe-
reich von 532 nm auf 533 nm bzw. 534 nm verschoben. Alle Spektren zeigten untereinander einen
sehr dhnlichen Verlauf mit geringen Fluoreszenzintensitaten, die im Bereich der Kontrollspektren

in unbehandelten Zellen lagen.
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Abbildung 3.34: Fluoreszenzspektren von Newport Green DCF in humanen Gingiva-
Fibroblasten nach deren Inkubation mit CoCl,. \-Scan von CoCly-behandelten Fibroblasten nach
Newport Green DCF-Zugabe mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX APO 40x/0,8 W U-V-I, Anregungs-
wellenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 500 nm bis 700 nm, Blendendurchmesser: 127 um
(1 Airy). Die Fibroblasten wurden fiir 24 h CoCl, mit einer Konzentration von 500 M im BME-Medium inku-
biert. Nach der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Newport Green DCF (60 min, 7 ug/ml) wurden Spektren in
verschiedenen Bereichen der Fibroblasten aufgenommen. (a) Zytosol; (b) Zellkern; (c) ER. Ein Spektrum aus den
Mittelwerten dieser Fluoreszenzspektren ist orange dargestellt; ein Kontrollspektrum aus unbehandelten Zellen

mit Newport Green DCF ist schwarz dargestellt.

Spektren von Newport Green DCF, die nach CoCl,-Inkubation im Zellkern dieser Fibroblasten
aufgenommen wurden (s. Abbildung 3.34(b)), stimmten im Verlauf mit dem Kontrollspektrum
in den Zellen (schwarz) und den beiden Kontrollspektren in BME-Medium (s. Abbildung 3.29)
iiberein. Sie zeigten Maxima bei 532 nm oder 534 nm. In BME-Medium lagen die Maxima
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bei 532 nm. Das Kontrollspektrum in unbehandelten Zellen (schwarz) zeigte ein Maximum bei
534 nm. Ein Spektrum zeigte in einem Bereich von ca. 560 nm bis 590 nm eine leichte ErhShung
der Fluoreszenzintensitat (s. Pfeil in Abbildung 3.34(b)), die bereits zuvor bei Fluoreszenzspek-
tren anderer Metallverbindungen beobachtet werden konnte. Da die Spektren aus dem Zellkern
CoCly-behandelter Fibroblasten untereinander dhnlich waren, war das Spektrum aus den Mittel-

werten (orange) im Verlauf und Lage der Maxima allen Spektren gleich.

Bei der Beobachtung der Spektren aus dem ER (s. Abbildung 3.34(c)) fiel auf, dass die Fluo-
reszenzspektren von Newport Green DCF nach CoCl,-Zugabe ein Maximum bei 533 nm bzw.
535 nm ausbildeten, das im Vergleich zur Kontrolle in BME-Medium mit einem Maximum bei
532 nm (s. Abbildung 3.29 schwarz) leicht langerwellig verschoben war. Auch im Bereich des

ER zeigten die Spektren im Wellenlangenbereich zwischen 570 nm und 590 nm ebenfalls eine
Schulter (s. Pfeil in Abbildung 3.34(c)).

Schlussfolgerung:

Insgesamt zeigten die Spektren bei allen getesteten Verbindungen einen sehr dhnlichen Verlauf
und die Maxima lagen in einem engen Bereich zwischen 532 nm und 535 nm. Spektren, die einen
dazu abweichenden Verlauf zeigten, traten nicht gehduft bei einer bestimmten Verbindung oder
einem Zellareal auf. Ein Vergleich der Spektren aus den jeweiligen Kompartimenten der einzel-
nen Metallverbindungen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kompartimenten
der gleichen Metallverbindung. Verglich man die Spektren der verschiedenen Metallverbindun-
gen untereinander, konnte man ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Spezies
feststellen. In jeder Gruppe waren Spektren zu beobachten, die in ihrem Verlauf geringe Unter-
schiede zu anderen Zellen zeigten, doch charakteristische Verdnderungen durch eine bestimmte

Spezies oder ein bestimmtes Kompartiment wurden nicht festgestellt.

3.2 Nickel- und Cobaltdetektion in Pflanzenzellen von

Catharanthus roseus

Nickel und Cobalt sind fiir Pflanzen essentielle Metalle (Linsmaier und Skoog, 1965). Trotzdem
kann es durch erhdhte Konzentrationen von essentiellen Metallen im Boden, denen Pflanzen
direkt ausgesetzt sind, zu einer erhohten Aufnahme in die Pflanzen kommen, die den Metabolis-
mus negativ beeinflussen und toxische Auswirkungen zeigen kann. Die Inkubation von Pflanzen-
suspensionszellen mit vier verschiedenen Metallverbindungen sollte Hinweise auf die Aufnahme
und Speicherung von essentiellen Metallverbindungen in Pflanzenzellen liefern. Catharanthus ro-
seus diente dabei als Testorganismus. In das LS-Medium wurden die Metallverbindungen NiClj,

NiSOy4, Ni3S, und CoCl, mit einer Endkonzentration von 100 M zugegeben. Nach einer defi-
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nierten Inkubationszeit zwischen 24 h und 120 h wurde jeweils in 24 h-Abstanden ein Teil der
Zellen entnommen, mit PBS gespiilt und anschlieBend mit dem optischen Ni(ll)- und Co(ll)-
Sensor Newport Green DCF versetzt, um Ni(ll) und Co(ll) in den Catharanthus roseus-Zellen

zu detektieren.

3.2.1 Eigenfluoreszenz der Pflanzenzellen von Catharanthus

roseus

Um auch in den Pflanzenzellen eine stérende Eigenfluoreszenz der Zellen ausschlieBen zu kdnnen,
wurde zunachst, wie bei den Fibroblasten, die Eigenfluoreszenz der Pflanzenzellen untersucht.
Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension unter dem CLSM mit dem Argonlaser (488 nm)
angeregt. In Abbildung 3.35(a) ist die Eigenfluoreszenz der Catharanthus roseus-Zellen in einem
Wellenlangenbereich zwischen 510 nm und 590 nm und von 649 nm bis 670 nm, also einem
Wellenlangenbereich, der den Emissionsbereich von Newport Green DCF beinhaltet, aufgezeigt.
Es zeigte sich, dass in diesem Wellenldngenbereich zwischen 510 nm und 590 nm lediglich
schwache und diffuse Fluoreszenz in begrenzten Arealen in den Zellen existierte. Diese Areale
konnten anhand von Transmissionsaufnahmen den Zellkernen zugeordnet werden (s. Abbildung
3.35(b)). In den anderen Kompartimenten wie dem Zytosol, der Vakuole oder der Zellwand,
war keine Fluoreszenz in diesem Wellenlangenbereich nach Anregung mit dem Argonlaser zu
beobachten. Wurde der Detektionsbereich auf 649 nm bis 702 nm eingegrenzt, wurden stark
fluoreszierende Bereiche in der Ndhe der Zellwand sichtbar. Bei diesen stark fluoreszierenden
Bereichen handelte es sich um Chloroplasten, deren Chlorophyll-a und Chlorophyll-b Licht in
einem Spektralbereich von 400 nm bis 500 nm absorbierten und ihre Energie in einem langeren
Wellenlangenbereich wieder abgaben. Durch die Vakuole, die einen GroBteil des Zellvolumens
einnahm, wurden die Chloroplasten an den Rand des Zytosols gedréngt. Da die Fluoreszenz von
Newport Green DCF in einem Wellenlangenbereich von 510 nm bis 590 nm detektiert wurde,
storte folglich die Fluoreszenz der Chloroplasten nicht die Detektion von Newport Green DCF.
Die geringe Eigenfluoreszenz der Zellen und deren Kompartimente konnte also bei der Detektion

von Newport Green DCF vernachlassigt werden.

Wurden unbehandelte Pflanzenzellen von Catharanthus roseus mit Newport Green DCF ver-
setzt, war eine homogene, aber sehr schwache Fluoreszenz innerhalb der Zellen zu erkennen
(s. Abbildung 3.36). Bis auf den Zellkern, der geringfiigig hohere Fluoreszenz als das Zytosol
zeigte, traten keine besonderen Bereiche in der Zelle mit erhdhter Fluoreszenzintensitit hervor
und somit konnte auch die geringe Eigenfluoreszenz von Newport Green DCF bei der Detektion

von Ni(ll) und Co(ll) in den Pflanzenzellen durch diesen Sensor vernachlassigt werden.
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(a) Fluoreszenzmodus 510 nm bis (b) Transmissionsmodus (c) Fluoreszenzmodus 649 nm bis
590 nm 702 nm

Abbildung 3.35: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus
Pflanzenzellen. Die Eigenfluoreszenz von Catharanthus roseus-Suspensionszellen wurde mit dem CLSM Lei-
ca TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS detektiert; Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser.
(a) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser: 600 um (4,48 Airy), PMT-voltage:
609 V, Kantenldnge: 76 um; (b) Mikroskopische Aufnahme einer Pflanzenzelle im Transmissionsmodus, Kanten-
lange: 76 um; (c) Laser: (33 %), Emissionsdetektionsbereich: 649 nm bis 702 nm, Blendendurchmesser: 600 pm
(4,48 Airy), PMT-voltage: 830 V, Kantenldnge: 238 um. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand.

Abbildung 3.36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Pflanzenzellen nach Newport Green DCF-Zugabe. Detektion von Newport Green DCF in unbe-
handelten Catharanthus roseus-Pflanzenzellen mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2
W CORR CS; Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 543 nm,
Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy), PMT-voltage: 500 V, Kantenldnge: 238 pum.

3.2.2 Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten von Nickel- und
Cobaltverbindungen auf die Fluoreszenzintensitit von
Newport Green DCF und dessen Lokalisation

Nickel stellt fiir viele Pflanzen ein essentielles Spurenelement dar. Im Boden wird es aus verschie-

denen Verbindungen gel6st und kann iiber die Wurzeln in die Pflanzen aufgenommen werden.
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Spurenelemente kénnen jedoch durch unnatiirlich hohe Konzentrationen der Verbindungen im
Boden vermehrt aufgenommen werden, was in zu hohen intrazelluldren Metallkonzentrationen
resultiert, die fiir einen Metabolismus toxische Auswirkungen haben kdnnen. Eine liberhdhte in-
trazelluldre Nickelkonzentration kann fiir Pflanzen, die nicht an hohe Nickelkonzentrationen an-
gepasst sind, toxisch sein. Fiir die Versuche wurden 100 M der Metallverbindungen eingesetzt,
um eine unnatiirlich hohe Metallkonzentration zu testen, die das Uberleben der Pflanzenzellen

iiber langere Zeiten erlaubte.

3.2.2.1 Aufnahme von Nickel in Pflanzenzellen von Catharanthus

roseus wahrend NiCly-Exposition

Um die Aufnahme von Nickel und die Abhangigkeit der Aufnahme von der Expositionszeit mit der
|6slichen Nickelverbindung NiCl, in Pflanzenzellen zu beobachten und Nickel in Pflanzenzellen zu
lokalisieren, wurden Catharanthus roseus-Zellen in Suspension mit 100 M NiCl, in LS-Medium
fir 120 h inkubiert. Alle 24 h wurden Aliquots entnommen und die Zellen mit Newport Green
DCF inkubiert, um Ni(ll) zu markieren. Mit dem CLSM wurde die Fluoreszenz des optischen
Sensors Newport Green DCF detektiert.

Bei den in Abbildung 3.37(a) gezeigten Zellen, die 24 h mit NiCl, inkubiert wurden, erkannte
man bereits nach 24 h deutliche Fluoreszenz in der gesamten Zelle und starke Fluoreszenz im
Zellkern in nahezu allen untersuchten Zellen. Die Fluoreszenzintensitat im Zellkern war in einem
punktférmigen Bereich noch héher (s. Markierung ZK in Abbildung 3.37(a)). Am Zellrand konn-
ten amorphe Strukturen beobachtet werden (s. Markierung 2 in Abbildung 3.37(a)), die sich von
der homogenen Fluoreszenz im Zellinneren durch starkere Fluoreszenzintensitaten abhoben. In
der mikroskopischen Aufnahme in Abbildung 3.37(a) erkannte man ebenfalls, dass sich auRerhalb
des Bereiches, der die amorphen, fluoreszierenden Strukturen beinhaltete, ein schmaler Bereich
ohne Fluoreszenz befand, der nach auRen hin wiederum von einer fluoreszierenden Linie begrenzt
wurde (s. Markierung 1 in Abbildung 3.37(a)).

Auch nach 48 h Inkubation mit 100 M NiCl, wurde eine deutliche und starke Fluoreszenz von
Newport Green DCF im Zellkern sichtbar, die die Lokalisation von Ni(ll) zeigte. Die Fluores-
zenzintensitat schien nach 48 h Inkubation mit 100 M NiCl, nicht stéarker zu sein als nach 24 h.
Der Zellkern war auch in diesen Zellen am duBeren Rand der Zelle lokalisiert und durch starke
Fluoreszenz sichtbar (s. Abbildung 3.37(b)). Am Zellrand detektierte man wie in den Zellen,
die 24 h mit NiCl, inkubiert wurden, deutlich kleinere, amorphe, fluoreszierende Strukturen, die
den inneren Rand der Zelle abgrenzten und sich klar von der homogenen Fluoreszenz im Zytosol
bzw. der Vakuole mit starker Fluoreszenz abhoben (s. Abbildung 3.37(b)).



3 Ergebnisse 116

Die Inkubation mit NiCl, fiir 72 h fiihrte in einigen Pflanzenzellen zu einer leichten Erhhung der
Fluoreszenzintensitat. Deutlich war hier wiederum der Zellkern (s. Markierung ZK in Abbildung
3.37(c)), sowie die amorphen Strukturen am Rand des Zytosols mit starker Fluoreszenz zu sehen
(s. Abbildung 3.37(c)). Im Zytoplasma war ebenfalls Fluoreszenz zu beobachten, die geringer als
im Zellkern war. In Abbildung 3.37(c) konnte man ebenfalls erkennen, dass sich zwischen einer
fluoreszierenden Linie am duReren Zellrand und dem Zytosol ein nicht fluoreszierender Bereich
bildete (s. Markierung 1 in Abbildung 3.37(c)).

(d) 96 h (e) 120 h

Abbildung 3.37: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Zellen nach Inkubation mit 100 M NiCl,. Markierung von Ni(ll) mit 1 ug/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser: 600 um
(4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenldnge: 76 um; (b) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm,
Blendendurchmesser: 600 um (4,48 Airy), PMT-voltage: 548 V, Kantenlange: 238 um; (c) Emissionsdetekti-
onsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser: 600 um (4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenldnge:
77 um; (d) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser: 600 um (4,48 Airy), PMT-
voltage: 552 V, Kantenlange: 238 um; (e) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser:
600 pum (4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenlange: 78 um; ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand,

1=nicht fluoreszierender Zwischenraum im Bereich der Zellwand, 2=amorphe, fluoreszierende Strukturen.
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Das gleiche Fluoreszenzmuster wie zuvor beschrieben, war auch nach 96 h Inkubation der Catha-
ranthus roseus-Zellen mit NiCl, zu beobachten: ein fluoreszierendes Zytoplasma, fluoreszierende
amorphe Strukturen, die sich am Zellrand befanden, und ein fluoreszierender Zellkern (s. Abbil-
dung 3.37(d)) mit einem starker fluoreszierenden, punktférmigen Bereich (s. Abbildung 3.37(d)),
der sich deutlich von den umgebenden Strukturen in seiner Intensitit unterschied. Eine Veran-
derung in der Fluoreszenzintensitat oder der Lokalisation des Sensors Newport Green DCF und

damit von Ni(ll) war nicht zu beobachten.

Die Abbildung 3.37(e) zeigte Pflanzenzellen von Catharanthus roseus, die 120 h mit NiCl,
inkubiert wurden. Die zwei Zellen, die nebeneinander lagen, lieRen wie zuvor jeweils deutlich den
Zellkern mit einem Bereich erhdhter Fluoreszenz erkennen, sowie Bereiche in den Pflanzenzellen,
die eine etwas hohere Fluoreszenzintensitat im Vergleich zum Zytosol und der Vakuole aufwiesen,
aber keine klare Struktur ausbildeten. Auch am &duReren Rand dieser Zellen im Bereich der
Zellwand konnte man erkennen, dass es einen nicht fluoreszierenden Streifen in den Zellen gab
und die Zellwand starke Fluoreszenz aufwies (s. Markierung 1 in Abbildung 3.37(e)). Durch diese
fluoreszierende Linie am Zellrand und ein homogen fluoreszierendes Zytosol entstand ein Bereich

ohne Fluoreszenz.

3.2.2.2 Aufnahme von Nickel in Pflanzenzellen von Catharanthus

roseus wahrend NiSO;-Exposition

NiSO, war wie NiCl, eine wasserldsliche Nickelverbindung, in der Nickel zweiwertig vorliegt. Die
Pflanzenzellen wurden mit 100 M NiSOy4 in LS-Medium fiir 24 h bis 120 h inkubiert, um die
Aufnahme und Lokalisation von Nickel in den Pflanzenzellen in 24 h-Intervallen zu beobachten.
Die erste Probe der Zellkultur wurde nach 24 h entnommen, mit Newport Green DCF inkubiert
und mit dem CLSM untersucht (s. Abbildung 3.38(a)). In den CLSM-Aufnahmen war deutlich
Fluoreszenz in den Zellen zu detektieren, was auf eine Aufnahme des Nickels in die Zellen und die
Detektion mit dem Farbstoff Newport Green DCF hinwies. Am Zellrand h3uften sich wie zuvor
bei den NiCl,-behandelten Zellen fluoreszierende, amorphe Strukturen an (s. Markierung 1 in
Abbildung 3.38(a)). Sehr deutlich war auch der fluoreszierende Zellkern mit einem punktférmigen
Bereich starkerer Fluoreszenzintensitat zu erkennen (s. Markierung ZK in Abbildung 3.38(a)).
Am Rand der linken Zelle in Abbildung 3.38(a) war ein nicht fluoreszierender Raum zwischen
dem fluoreszierenden Zytosol und dem fluoreszierenden Zellrand sichtbar (s. Markierung 2 in
Abbildung 3.38(a)), der kein Ni(ll) enthielt.

Nach 48 h Inkubationszeit war ebenfalls Fluoreszenz in dhnlichen Zellbereichen zu beobachten,
wie in den Zellen mit 100 ©M NiSO4 nach 24 h Inkubation. Der Zellkern fluoreszierte stark,

am Zellrand waren kleinere, amorphe, fluoreszierende Strukturen lokalisiert und das Zytosol
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bzw. die Vakuolen enthielten den Farbstoff Newport Green DCF, dessen Fluoreszenzintensitat
durch die Anwesenheit von Ni(ll) verstarkt wurde (s. Abbildung 3.38(b)). Einige Zellen zeigten
minimale Fluoreszenz im Zytoplasma, jedoch stirkere Fluoreszenz im Bereich der Zellwand (s.
Markierung ZW in Abbildung 3.38(b)). Eine deutliche Erhdhung der Fluoreszenzintensitét in

den Zellen allgemein war optisch nicht zu verzeichnen.

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

(d) 96 h (e) 120 h

Abbildung 3.38: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Zellen nach Inkubation mit 100 M NiSQOy4. Markierung von Ni(ll) mit 1 pg/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 543 nm, Blendendurchmesser: 300 M
(2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenlidnge: 238 um; (b) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 549 nm,
Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy), PMT-voltage: 553 V, Kantenlidnge: 238 um; (c) Emissionsdetekti-
onsbereich: 509 nm bis 552 nm, Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenldnge:
238 pum; (d) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 550 nm, Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy), PMT-
voltage: 600 V, Kantenldnge: 238 um; (e) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 562 nm, Blendendurchmesser:
300 uM (2,24 Airy), PMT-voltage: 603 V, Kantenldnge: 238 um. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand,

1=amorphe, fluoreszierende Strukturen, 2=nicht fluoreszierender Zwischenraum im Bereich der Zellwand.



3 Ergebnisse 119

Nach 72 h Inkubation mit 100 M NiSOy (s. Abbildung 3.38(c)) zeigte sich in den Catharanthus
roseus-Zellen eine etwas hohere Fluoreszenzintensitat als zuvor in Zellen nach 24 h bzw. 48 h
Inkubation. Die Zellkerne waren nahezu in allen Zellen durch starkere Fluoreszenz im Vergleich
zur homogenen Fluoreszenz im umgebenden Zytoplasma erkennbar (s. Markierung ZK in Ab-
bildung 3.38(c)). Durchtrennt wurde die homogene Fluoreszenz von am Zellrand befindlichen
amorphen, fluoreszierenden Strukturen, die bereits erwdhnt wurden. In wenigen Zellen konnte

keine Fluoreszenz im Zytoplasma detektiert werden, wohl aber im Bereich der Zellwand.

Nach 96 h (s. Abbildung 3.38(d)) und 120 h (s. Abbildung 3.38(e)) NiSO4-Exposition war
der iiberwiegende Teil der Zellen homogen mit Fluoreszenz erfiillt. An den fluoreszierenden
Strukturen hatte sich im Vergleich zu kiirzeren Inkubationszeiten mit 100 4M NiSO,4 nichts
geandert. Der Zellkern war der am stéarksten fluoreszierende Bereich in den Zellen und teilweise

konnten am Zellrand amorphe, fluoreszierende Strukturen beobachtet werden.

3.2.2.3 Aufnahme von Nickel in Pflanzenzellen von Catharanthus

roseus wahrend Ni3S;-Exposition

Als Vergleich zu der Aufnahme wasserloslicher Nickelverbindungen in Pflanzenzellen wurde die
Nickelaufnahme einer wasserunldslichen Nickelverbindung am Beispiel von Ni3S, getestet. Die
Inkubationsbedingungen und die Ni(ll)-Markierung mit Newport Green DCF erfolgten nach den
gleichen Methoden wie bei den wasserléslichen Nickelverbindungen. In Abbildung 3.39(a) sind
die CLSM-Aufnahmen der Zellen dargestellt, die 24 h mit Ni3S, inkubiert wurden. Nach dieser
Zeit wurde in den kompletten Zellen Fluoreszenz detektiert, doch die Fluoreszenzintensitat war
etwas schwacher als bei den zuvor gezeigten Zellen nach der Inkubation mit den wasserldslichen
Nickelverbindungen NiCl, und NiSO, (s. Abbildung 3.37 und 3.38). Diffus erkannte man stérker
fluoreszierende Strukturen am Zellrand bzw. in Zellkernnihe (s. Markierung 1 in Abbildung
3.39(a)), der selbst lediglich schwach und nur in wenigen Zellen durch sein Fluoreszenz erkennbar

war.

Langere Inkubationszeiten der Pflanzenzellen mit 100 M Ni3S, von 48 h bis 120 h (s. Abbildung
3.39(b) bis 3.39(e)) zeigten nur leichte Erhéhungen der Fluoreszenzintensitaten von Newport
Green DCF und damit nur eine geringe Erhohung der Nickelkonzentration in den Pflanzenzellen.
Alle Zellen zeigten homogene, wenn auch schwache Fluoreszenz im Zytosol. Teilweise konnte man
die etwas starker fluoreszierenden, amorphen Strukturen (s. Markierung 1 in Abbildung 3.39(b))
sowie fluoreszierende Zellkerne (s. Markierung ZK in Abbildung 3.39(d)) in der Zelle beobachten.
In einem Teil der Zellen waren nach 72 h NizS,-Inkubation fluoreszierende Zellwinde wie bei
den wasserloslichen Nickelverbindungen zu erkennen, die einen nicht fluoreszierenden Bereich

auRerhalb des fluoreszierenden Zytoplasmas begrenzten (s. Abbildung 3.39(c)).
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(b) 48 h (c) 72 h

(d) 96 h (e) 120 h

Abbildung 3.39: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Zellen nach Inkubation mit 100 M Ni3Sj. Markierung von Ni(ll) mit 1 ug/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 543 nm, Blendendurchmesser: 300 M
(2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenldnge: 238 um; (b) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 549 nm,
Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy), PMT-voltage: 603 V, Kantenlidnge: 141 um; (c) Emissionsdetekti-
onsbereich: 510 nm bis 561 nm, Blendendurchmesser: 300 M (2,24 Airy), PMT-voltage: 680 V, Kantenldnge:
238 pum; (d) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 550 nm, Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy), PMT-
voltage: 604 V, Kantenlange: 238 um; (e) Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 562 nm, Blendendurchmesser:
300 uM (2,24 Airy), PMT-voltage: 601 V, Kantenldnge: 238 um. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand,

1=amorphe, fluoreszierende Strukturen, 2=nicht fluoreszierender Zwischenraum im Bereich der Zellwand.

3.2.2.4 Aufnahme von Cobalt in Pflanzenzellen von Catharanthus

roseus wahrend CoCly-Exposition

Eine vierte Verbindung, die den Pflanzenzellen zugegeben wurde, war CoCl,. CoCl, ist wie
NiCl, eine wasserlosliche Verbindung, bei der die divalenten Kationen iiber Transporter in Zel-
len aufgenommen werden. Cobalt ist fiir Pflanzen ein essentielles Spurenelement, aber auch die
Cobaltakkumulation in Zellen kann toxische Auswirkungen haben. Um die Aufnahme und Loka-

lisation des Cobalts in den Zellen zu beobachten, wurden die Catharanthus roseus-Zellen liber
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einen Zeitraum von 24 h bis 120 h mit 100 uM CoCl, inkubiert. In 24 h-Intervallen wurde wie
zuvor bei Nickel ein Teil der Zellkultur entnommen, Cobalt mit Newport Green DCF markiert
und die Lokalisation des Cobalts durch die Detektion des Newport Green DCF mittels CLSM
bestimmt (s. Abschnitt 2.4.2).

In Abbildung 3.40(a) ist zu sehen, dass bereits nach 24 h Inkubation mit 100 M CoCl, Fluores-
zenz in den Zellen detektierbar war. Die Fluoreszenz war im Zellinneren weitestgehend homogen,
wobei vereinzelt am Zellrand kleine amorphen Strukturen mit starkerer Fluoreszenz erkennbar
waren. In einigen Zellen war zudem der Zellkern (s. Markierungen ZK in Abbildung 3.40(a))
sowie die Zellwand fluoreszent (s. Markierungen ZW in Abbildung 3.40(a)). Die Intensitét der
Fluoreszenz war bereits nach 24 h etwas hoher als in Zellen, die mit Nickelverbindungen inkubiert

wurden.

Eine starke Fluoreszenz im Bereich der Zellwand war ebenfalls 48 h nach der CoCl,-Zugabe zu
beobachten und schien noch starker als bei den Zellen nach 24 h Inkubation zu sein (s. Markie-
rung ZW in Abbildung 3.40(b)). Weniger stark, aber homogen fluoreszent war das Zytoplasma,
wobei man kaum die fluoreszierenden amorphen Strukturen sowie fluoreszierende Zellkerne be-

obachten konnte.

Nach 72 h Inkubation der Pflanzenzellen mit 100 M CoCl, (s. Abbildung 3.40(c)) sah man
den linienférmig fluoreszierenden Bereich an der Zellwand nicht so stark ausgepragt, dafiir waren
die Vakuolen im Zytosol deutlich durch ihre starke Fluoreszenz sichtbar (s. Markierung Va in
Abbildung 3.40(c)). Durch das geringere Volumen der Vakuolen war das Zytosol mit seinen
Bestandteilen nicht so weit an den Zellrand gedringt, sodass kleine amorphe Strukturen, die
eine hohe Fluoreszenzintensitit besaRen, besser sichtbar wurden (s. Markierung in Abbildung
3.40(c)). In den anderen Zellen (s. Abbildung 3.40(a), 3.40(b), 3.40(d) und 3.40(e)) konnte

man die Vakuolen nicht so detailliert beobachten, dafiir aber die fluoreszierenden Zellkerne.

Eine Steigerung der Inkubationszeit auf 96 h und 120 h veranderte kaum die Fluoreszenzintensitat
der Zellen. Das Zytosol bzw. die Vakuolen zeigten wie zuvor bei 24 h bis 72 h eine homogene
Fluoreszenz. An den Rand der Zelle gedriickt erkannte man durch Fluoreszenz die amorphen
Strukturen (s. Markierung 1 in Abbildung 3.40(e)) und die Zellkerne (s. Markierung ZK in
Abbildung 3.40(d)). In der Abbildung 3.40(d) deutlich sichtbar war zudem die Fluoreszenz der
Zellwand und/oder Membran mit einem nicht fluoreszierenden Zwischenraum (s. Markierung 2
in Abbildung 3.40(d)).
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(b) 48 h (c) 72 h

(d) 96 h

Abbildung 3.40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Zellen nach Inkubation mit 100 M CoCly. Markierung von Co(Il) mit 1 ug/ml Newport Green
DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Anregungswel-
lenldnge: 488 nm Argonlaser. (a) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser: 600 pm
(4,48 Airy), PMT-voltage: 555 V, Kantenldnge: 238 um; (b) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm,
Blendendurchmesser: 600 um (4,48 Airy), PMT-voltage: 552 V, Kantenlange: 238 um; (c) Emissionsdetekti-
onsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser: 600 um (4,48 Airy), PMT-voltage: 551 V, Kantenldnge:
104 pm; (d) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser: 600 um (4,48 Airy), PMT-
voltage: 553 V, Kantenlange: 108 um; (e) Emissionsdetektionsbereich: 510 nm bis 590 nm, Blendendurchmesser:
600 pm (4,48 Airy), PMT-voltage: 550 V, Kantenlange: 143 um; ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, CS=Zytosol,
ZW=Zellwand, Va=Vakuole, 1=amorphe, fluoreszierende Strukturen, 2=nicht fluoreszierender Zwischenraum

im Bereich der Zellwand.

Die Detektion des Fluoreszenzfarbstoffes Newport Green DCF in Pflanzenzellen zeigte, dass
der Farbstoff in die Pflanzenzellen aufgenommen wurde und nach der Zugabe von Nickel- und
Cobaltverbindungen in das LS-Medium in den Zellen in seiner Fluoreszenzintensitat im Vergleich
zu den unbehandelten Zellen verstarkt wurde. Bereits nach 24 h Inkubation der Pflanzenzellen
mit Nickel- und Cobaltverbindungen wurden die Kationen in die Zellen aufgenommen, die fiir die
Verstarkung der Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF verantwortlich waren. Ni(ll) und

Co(Il) wurden im Zytosol, der Vakuole, dem Zellkern und an amorphen Strukturen im Zytosol
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nachgewiesen. Dabei konnte kein Unterschied in der Lokalisation der Kationen in den Zellen
zwischen den Inkubationszeiten oder den verschiedenen Metallverbindungen festgestellt werden.
Eine deutliche Steigerung der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der Inkubationszeit konnte

ebenfalls nicht beobachtet werden.

3.2.2.5 Aufnahme von Nickel in Pflanzenzellen von Catharanthus

roseus wahrend kurzer Inkubationszeiten mit NiCl,

Inkubationszeiten von 24 h bis 120 h der Catharanthus roseus-Zellen mit den Metallverbindungen
und die anschlieBende Markierung von Ni(ll) und Co(ll) mit dem optischen Sensor Newport
Green DCF resultierte in deutlicher Fluoreszenz in den Zellen, die eindeutig von der Fluoreszenz
der unbehandelten Kontrollzellen nach Zugabe von Newport Green DCF unterschieden werden
konnte. Die Verstarkung der Fluoreszenz des optischen Sensors lieR auf die Aufnahme von Ni(ll)

und Co(ll) in die Zellen und deren intrazelluldre Kompartimente nach mindestens 24 h schlieRen.

Die Ni(Il)- und Co(Il)-Detektion nach kiirzeren Inkubationszeiten von 1 h und 8 h wurde genutzt,
um Hinweise zu bekommen, ob bereits nach dieser Zeit Nickel und Cobalt in Pflanzenzellen von
Catharanthus roseus aufgenommen wurden. Weiterhin wurde die Detektion von Newport Green

DCF und die zeitabhingige Anderung der Lokalisation der Metalle in der Zelle iiberpriift.

Die Experimente mit kurzer Inkubationszeit wurden lediglich mit NiCl, durchgefiihrt, da bei
den zuvor beschriebenen Experimenten keine relevanten Unterschiede in der Lokalisation und
Fluoreszenzintensitat zwischen den Verbindungen zu beobachten waren und die Detektion von
Ni(Il) nach NiCl,-Zugabe erfolgreich war. Die Entnahme der Proben und die Markierung des
Ni(ll) in der Zelle durch Newport Green DCF erfolgte wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben. Auch
die Detektion mit dem CLSM erfolgte unter identischen Bedingen wie bei den Langzeitexperi-
menten. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Zellen nach 1 h und 8 h Inkubation mit
100 M NiCl; sind in Abbildungen 3.41 gezeigt. Nach einstiindiger Inkubation der Pflanzenzel-
len mit NiCl, und anschlieBender Markierung des Ni(ll) mit Newport Green DCF war bereits
Fluoreszenz in den Zellen zu beobachten (s. Abbildung 3.41(a)). Dabei war jedoch die Fluo-
reszenzintensitdt im Zytosol und in der Vakuole gering. Am Zellrand waren schon nach 1 h die
amorphen Strukturen (s. Markierung 1 in Abbildung 3.41(a)) durch starke Fluoreszenz sicht-
bar und deutlich von der Fluoreszenz im Zellkern abgrenzbar (s. Markierung ZK in Abbildung
3.41(a)). Die Markierung 2 in dieser Abbildung weist auf einen Bereich der Zellwand hin, der
stark fluoreszierte und zum Zellrand hin einen nicht fluoreszierenden Bereich abgrenzte. Nach in-
nen wurde dieser Bereich durch das Zytosol mit den stark fluoreszierenden amorphen Strukturen

abgegrenzt.
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Nach achtstiindiger Inkubation der Catharanthus roseus-Zellen mit 100 M NiCl, war die Fluo-
reszenzintensitdt im Zytosol und der Vakuole im Vergleich zur einstiindigen Inkubation mit NiCl,
in einigen Zellen etwas gestiegen (s. Abbildung 3.41(b)). Nach 8 h Inkubation schien sich die
Fluoreszenz von den Randbereichen der Zelle mehr ins Zytosol bzw. die Vakuole auszuweiten,
sodass die Fluoreszenzintensitat dort hoher war als nach 1 h Inkubation (s. Abbildung 3.41(b)).
Die Fluoreszenzintensitdten waren nach 1 h und 8 h Inkubation mit NiCl, iiberwiegend geringer
im Vergleich zu langeren Inkubationszeiten ab 24 h. Genauso deutlich wie nach 1 h Inkubation
mit NiCl, waren auch in den Zellen nach 8 h Inkubation die fluoreszierenden, amorphen Struk-
turen am Zellrand zu erkennen (s. Markierung in Abbildung 3.41(a)), die zuvor bei den langeren
Inkubationszeiten beschrieben wurden. Ebenfalls deutlich fluoreszierte der Zellkern, der auch in
Zellen fluoreszierte, bei denen in den Vakuolen oder im Zytosol die Fluoreszenzintensitit weniger
stark war (s. Markierung in Abbildung 3.41(b)). Eine Nickelaufnahme und die Lokalisation von
Ni(Il) in den Zellen nach kurzen Inkubationszeiten von 1 h und 8 h konnte hiermit ebenfalls

gezeigt werden.

(b) 8 h

Abbildung 3.41: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Zellen nach 1 h und 8 h Inkubation mit 100 M NiCl,. Markierung von Ni(ll) mit 1 pug/ml
Newport Green DCF. Detektion mit dem CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR
CS, Anregungswellenldange: 488 nm Argonlaser. (a) Inkubationszeit: 1 h, Emissionsdetektionsbereich: 510 nm
bis 561 nm, Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy), PMT-voltage: 603 V, Kantenlidnge: 80 um; (b) Inku-
bationszeit: 8 h, Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 543 nm, Blendendurchmesser: 300 uM (2,24 Airy),
PMT-voltage: 601 V, Kantenldnge: 238 um. ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, 1=amorphe, fluoreszierende Struk-

turen, 2=nicht fluoreszierender Zwischenraum im Bereich der Zellwand.

3.2.3 Zuordnung der Nickel- und Cobaltlokalisation durch

Newport Green DCF zu ausgewadhlten Zellkompartimenten

Die Lokalisation von Ni(Il) und Co(ll) in Pflanzenzellen nach deren Inkubation mit verschiedenen

Metallverbindungen konnte durch den optischen Sensor Newport Green DCF mit dem CLSM be-
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stimmt werden. Eine Zuordnung der Fluoreszenz des Ni(ll)- und Co(ll)-komplexierenden Newport
Green DCF zu Kompartimenten oder Arealen von Pflanzenzellen fand durch Fluoreszenzfarbstof-
fe fiir bestimmte Zellkompartimente statt. Durch die Vakuolen, die bis zu 80 % des Zellvolumens
einnehmen konnten, war eine genaue Beobachtung der Kompartimente erschwert und weniger
deutlich als bei den Fibroblasten. Die parallele Markierung von Ni(ll) mit Newport Green DCF
und von Nukleinsduren mit SYTO 61 (s. Abbildung 3.42) unterstiitzten die Zuordnung zu den
Zellkernen und Mitochondrien. Aufgrund der deutlich unterschiedlichen Anregungsmaxima von
Newport Green DCF und SYTO 61 konnten die Farbstoffe parallel detektiert werden, ohne dass
sich die Fluoreszenzen gegenseitig beeinflussten. Die fluoreszierenden amorphen Strukturen, die
nach Newport Green DCF-Zugabe sichtbar wurden, konnten durch SYTO 61 u.a. den Mitochon-
drien zugeordnet werden. Unter Beriicksichtigung von Transmissionsaufnahmen wurde das Bild
der Pflanzenzelle vervollstindigt, sodass durch die Uberlagerung der Fluoreszenzaufnahmen mit
den Transmissionaufnahmen (s. Abbildung 3.42(c)) die Lokalisation von Newport Green DCF
und damit Ni(ll) und Co(ll) bestatigt wurde.

(a) Newport Green DCF (b) SYTO 61 (c) Merge

Abbildung 3.42: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Zellen nach Inkubation mit dem Nukleinsdure-spezifischen Farbstoff SYTO 61.
Parallele Markierung von Ni(Il) mit Newport Green DCF und Nukleinsduren mit SYTO 61. Detektion mit dem
CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Blendendurchmesser 300 M (2,24 Airy),
Kantenldnge 141 um. (a) Detektion von Newport Green DCF nach Inkubation der Zellen mit 100 uM Ni3S,
(48 h) und anschlieBender Inkubation mit Newport Green DCF (60 min, 1 ug/ml), Anregungswellenlinge:
488 nm Argonlaser, Emissionsdetektionsbereich: 509 nm bis 549 nm, PMT-voltage 603 V; (b) Detektion des
Nukleinsidure-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes SYTO 61 (60 min, 10 M), Anregungswellenldnge: 633 nm
He/Ne-Laser, Emissionsdetektionsbereich: 659 nm bis 689 nm, PMT-voltage 599 V; (c) Merge der Abbildungen
3.42(a) und 3.42(b). ZK=Zellkern, CP=Zytoplasma, ZW=Zellwand, Mi=Mitochondrien, 1=amorphe, fluores-

zierende Strukturen.

Die CLSM-Aufnahmen in Abbildung 3.42(a) und 3.42(b), sowie die Uberlagerung der Aufnahmen
der Newport Green DCF-Fluoreszenz und der SYTO 61-Fluoreszenz mit der Transmissionsauf-

nahme (s. Abbildung 3.42(c)) zeigten nicht, dass es in Nickel-behandelten Zellen Fluoreszenz in
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der Zellwand gab, die auf eine Nickelakkumulation hindeutete. In zuvor gezeigten Zellen konnte
jedoch Newport Green DCF in der Zellwand beobachtet werden. Ergdnzend zur Nukleinsdure-
markierung mit SYTO 61 wurde der lipophile Farbstoff VVybrant Dil verwendet, um hauptsachlich
Membranen in Zellen zu markieren. Durch diese Farbung wurde die Zytoplasmamembran und der
Tonoplast sichtbar (s. Abbildung 3.43(b)) mit dazwischen liegenden Zellkernen, Mitochondrien
und Chloroplasten. Dadurch zeigte sich, dass die Vakuolen nahezu das komplette Zellvolumen
ausnutzten und somit ein Grolteil des Nickels in den Vakuolen lokalisiert war. Durch die Anre-
gung der Pflanzenzellen mit einem Argonlaser und die Detektion der Fluoreszenz in einem Bereich
zwischen 650 nm und 700 nm wurden die Chloroplasten sichtbar (s. Abbildung 3.43(a)), die kei-
ne iibereinstimmende Lokalisation mit Newport Green DCF aufwiesen und somit kein Ni(ll) an

Strukturen der Chloroplasten nachwiesen.

(a) Eigenfluoreszenz (b) Vybrant Dil (c) Merge

Abbildung 3.43: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Catharanthus roseus-
Zellen nach Inkubation mit Vybrant Dil. Parallele Detektion von Zellkompartimenten mit dem
CLSM Leica TCS SP2, Objektiv HCX PL APO 63x/1,2 W CORR CS, Blendendurchmesser 300 M (2,24 Airy),
Kantenldnge 101 um. (a) Detektion der Chloroplasten, Anregungswellenldnge: 488 nm Argonlaser und 543 nm
He/Ne-Laser, Emissionsdetektionsbereich: 648 nm bis 702 nm, PMT-voltage 742 V; (b) Detektion des Fluores-
zenzfarbstoffes Vybrant Dil (30 min, 10 uM, Anregungswellenlidnge: 543 nm He/Ne-Laser, Emissionsdetektions-
bereich: 557 nm bis 602 nm, PMT-voltage 665 V; (c) 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: Methodenentwick-
lung und Anwendungen” sollte eine Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe Informationen
iiber die Lokalisation und Speziation von Nickel und Cobalt in einzelnen lebenden Zellen mit ho-
her lateraler Auflésung gewonnen werden kénnen. Als Modell fiir humane Zellen dienten humane
Gingiva-Fibroblasten. Catharanthus roseus-Zellen wurden als Modell fiir Pflanzen eingesetzt. Die
Zellen wurden mit vier Metallverbindungen (NiCl,, NiSO4, Ni3S, und CoCly) unter verschiede-
nen Bedingungen inkubiert. Die Aufnahme und Lokalisation der Metalle wurde mit dem CLSM
beobachtet. Eine detailliertere Beschreibung der Aufnahme und Lokalisation des Nickels als bei
Costa et al. (2005) oder Ke et al. (2007), aber auch des Cobalts war dabei angestrebt. Costa
und Kollegen beschrieben, dass nach 48 h bis 72 h der GroBteil des Nickels in A549 Zellen nach
der Inkubation mit NiS im Zellkern lokalisiert war. Dagegen wurde der Hauptanteil des Nickels
nach NiCl,-Zugabe in diesem Zeitraum im Zytoplasma detektiert. Ke und Kollegen beschrieben
ebenfalls die Lokalisation des Nickels lediglich im Zytoplasma und nach 48 h im Zellkern. Die
A549 Zellen waren dabei héheren Nickelkonzentrationen von >500 M NiCl, bzw. >0,5 pg/cm?
Ni3S, ausgesetzt, als in dieser Arbeit zur Detektion von Nickel in Fibroblasten verwendet wurden.
Des Weiteren wurde die Moglichkeit untersucht, die Nickel- und Cobaltspezies und deren Kon-
zentrationen in den einzelnen lebenden Zellen zu bestimmen. Nickel und Cobalt sind zum einen
wichtig fiir den Stoffwechsel verschiedener Organismen, kénnen jedoch bei erhohter Exposition

gesundheitsschadlich sein.
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4.1 Auswahl der Methode zur optimalen Detektion von Nickel

und Cobalt in einzelnen lebenden Zellen

Die Detektion von Nickel und Cobalt in einzelnen lebenden Zellen sollte mit Hilfe der fiir die
Analytik uniiblichen Methode, der konfokalen Lasermikroskopie, durchgefiihrt werden. Im Gegen-
satz zu den iiblichen Methoden der chemischen Analytik wie der Massenspektrometrie, bei denen
bulk-Material eingesetzt werden, konnten bei der CLSM einzelne lebende Zellen beobachtet wer-
den und gleichzeitig wurde die Lokalisation der Metalle in der Zelle ermdglicht. Des Weiteren
sollte mit der Detektion von Metallen in lebenden Zellen mit dem CLSM die Vergleichbarkeit

mit lebenden Organismen wie dem Menschen oder Nutzpflanzen erhoht werden.

4.1.1 Sind Nickel und Cobalt in Zellen durch Eigenfluoreszenz der
Metalle mit dem CLSM detektierbar?

Fir den Nachweis der Elemente Nickel und Cobalt in den einzelnen lebenden Zellen wurden
zwei Ansatze der optischen Detektion verfolgt. Der erste beruhte auf dem direkten Nachweis
der Kationen oder ihrer Verbindungen durch deren Eigenfluoreszenz. Ausfiihrlich wurde ein sol-
cher Nachweis bereits fiir Cm(Ill) (Tits et al, 2003) und U(VI) (Meinrath, 1997; Baumann
et al., 2005; Arnold et al., 2006) in Losung oder an Mineralen gebunden beschrieben, wobei
jeweils zwei verschiedene Spezies anhand ihrer Fluoreszenzspektren unterschieden werden konn-
ten. Bei beiden Elementen zeigten sich durch TRLFS (time-rosolved laser-induced fluorescence
spectroscopy) Fluoreszenzemission in einem Bereich zwischen 595 nm und 630 nm mit einem
Peak-Maximum bei 620 nm fiir Cm(II) bzw. Peak-Maxima bei 470 nm und 635 nm fiir U(VI).
Doch um diese Fluoreszenz zu aktivieren, waren Laser mit sehr hoher Energie (266 nm) und tiefe
Temperaturen im Bereich von -263 °C nétig, die eine Anwendung bei lebenden Zellen unmdglich
machten. Der Eintrag hoher Energien wiirde zudem die Eigenfluoreszenz der Zellen erheblich
steigern, da aromatische Aminosduren wie Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin so-
wie andere aromatische Verbindungen in den Zellen zu Fluoreszenz angeregt wiirden, die eine
Detektion moglicher schwacher Fluoreszenzen von Metallen erschweren wiirde. Um diese Effekte
zu minimieren und die Zellen geringst moglich zu schadigen, wurde untersucht, ob die in dieser
Arbeit eingesetzten Metallverbindungen eine Eigenfluoreszenz nach Anregung mit verschiedenen
Lasern der Wellenldnge 633 nm, 654 nm und 488 nm aufweisen, die unter normalen Bedingun-
gen eingesetzt werden kdénnen. Wie die Ergebnisse zeigten (s. Abbildung 3.1), war selbst bei
dem starksten der getesteten Laser, dem Argonlaser mit 488 nm, keine Eigenfluoreszenz von
Nickel- und Cobalterbindungen unter den gegebenen Bedingungen detektierbar. Lediglich eine
Reflektion des Laserlichts wurde detektiert, sodass die Eigenfluoreszenz der Schwermetalle zur

Detektion in den Zellen nicht eingesetzt werden konnte.
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4.1.2 Der optische Sensor Newport Green DCF fiir den Nachweis
von Nickel und Cobalt

Da ein Nachweis der Metalle Nickel und Cobalt durch deren Eigenfluoreszenz nicht moglich war,
musste eine Nachweismethode verwendet werden, die indirekt die Metalle in den lebenden Zel-
len durch Fluoreszenz detektieren konnte. Dazu eigneten sich optische Sensoren, die spezifisch
diese Kationen komplexierten und dadurch in ihrer Fluoreszenz verstarkt wurden. Quenching-
Farbstoffe, die durch die Bindung ihrer target-lonen mit Fluoreszenzldschung reagieren, waren
fiir diese Anwendung ungeeignet, da diese meist physiologische, divalente Kationen spezifischer
binden als Ni?* oder Co%*. So fiel die Wahl auf den optischen Sensor Newport Green DCF, der
spezifisch Ni?* und Co?* bindet (Haugland, 2002). Eine Rezeptoreinheit bindet das target-lon
und gibt die Information an den Fluorophor weiter, der mit einer verstarkten Fluoreszenzintensi-
tat in Abhangigkeit des komplexierten lons reagiert. Ni>* und Co?* bewirken dabei die starksten
Fluoreszenzsteigerungen. Dieser optische Sensor Newport Green DCF wurde ebenfalls mit dem
Argonlaser (488 nm) angeregt, da sein Anregungsmaximum bei 505 nm und sein Emissions-
maximum bei 535 nm liegt (Haugland, 2002). In der Literatur sind unterschiedliche Newport
Green DCF-Konzentrationen und Inkubationszeiten mit dem optischen Sensor zur Markierung
von Ni?* beschrieben. Ingle et al. (2008) z.B. inkubierten isolierte Protoplasten von Pflanzen-
zellen 15 min nach der Zugabe von 300 M NiSO, fiir 60 min bei RT mit 30 M Newport
Green DCF. Eine deutliche, homogene Fluoreszenz des Sensors durch die Bindung von Ni(ll)
war in den Vakuolen der Protoplasten zu beobachten. Ke et al. (2007) dagegen nutzten gerin-
gere Konzentrationen von 7 uM Newport Green DCF und inkubierten A549-Zellen fiir 30 min
bei 37 °C, um in den Adenokarzinomzellen aus humanem Lungen-Bronchialepithel Nickel zu
detektieren. In den A549-Zellen wurde Nickel durch Newport Green DCF im Zytoplasma und im
Zellkern nach Inkubation der Zellen mit >500 ;M des wasserléslichen NiCl, bzw. 0,5 ;1g/cm? des
wasserunldslichen NisS, detektiert (Ke et al., 2007). Detailliertere Informationen, die iiber das
Zytoplasma und den Zellkern hinaus gehen, wurden nicht beschrieben. Eine Konzentration des
optischen Sensors Newport Green DCF von 7 M reichte jedoch aus, um Ni(ll) nach Inkubation
der Zellen mit >500 M der Nickelverbindungen in Medium zu detektieren. In der vorliegenden
Arbeit wurden deshalb ebenfalls 7 ug/ml Newport Green DCF fiir 60 min zur Detektion von
Ni(ll) und Co(ll) eingesetzt. Gleichzeitig sollte die langere Inkubationszeit mit Newport Green
DCF die Detektion geringerer Mengen Nickel ermdglichen, ohne die Hintergrundfluoreszenz der

Zellen durch zu hohe Farbstoffkonzentrationen zu erhdhen.
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Wie die Abbildungen 3.2 und 3.3 erkennen lieBen, war die Hintergrundfluoreszenz der Kontroll-
zellen ohne Newport Green DCF und die der Kontrollzellen mit Newport Green DCF erst bei sehr
hohen PMT-voltages von 650 V bis 750 V zu sehen und zugleich sehr diffus, sodass ein deutlicher
Unterschied zwischen der Fluoreszenzintensitdt und des Fluoreszenzmusters von Kontrollzellen

und Nickel- und Cobalt-behandelten Zellen zu sehen sein wiirde.

Um die Hintergrundfluoreszenz der unbehandelten Zellen und derer, die mit Newport Green
DCF behandelt wurden, zu untersuchen, wurde zu den Zellen kein bzw. ausschlieRlich 7 ug/ml
Newport Green DCF zugegeben und diese danach mit dem Argonlaser angeregt. Schon die
CLSM-Aufnahmen zeigten, dass die Hintergrundfluoreszenz der unbehandelten Fibroblasten sehr
schwach war und /s bis /1o der spiter gemessenen relativen Fluoreszenzintensititen nach
Nickel- und Cobalt-Zugabe betrug, sodass bei Verstarkung der Fluoreszenzintensitdt durch
Ni(Il)- und Co(ll)-Bindung ein deutlicher Unterschied der relativen Fluoreszenzintensitdt von
Nickel- und Cobalt-behandelten Zellen zu Kontrollzellen bestand. Die Zugabe von Newport
Green DCF zu den unbehandelten humanen Gingiva-Fibroblasten und Catharanthus roseus-
Pflanzenzellen resultierte in geringer Erhéhung der relativen Fluoreszenzintensitat. Zum einen
besall Newport Green DCF eine bestimmte Grundfluoreszenz und zum anderen hatte der Sen-
sor natiirlich vorkommende lonen wie Zn2* gebunden, die fiir eine geringe Verstirkung der
Fluoreszenzintensitat verantwortlich waren. Newport Green DCF war jedoch insensitiv gegen-
tiber millimolaren Konzentrationen von Mg?* und Ca2* (Dineley et al., 2002). Ein A-Scan von
unbehandelten humanen Gingiva-Fibroblasten bestatigte zudem durch eine sehr geringe Fluores-
zenzintensitat des Spektrums und eine kaum zu bestimmende Form des Fluoreszenzspektrums,
dass die Detektion von Ni(ll) und Co(ll) mit dem optischen Sensor Newport Green DCF nicht
beeinflusst wurde. Ergdanzend dazu zeigten die Fluoreszenzintensitaten von Newport Green DCF
in BME-Medium bei einem A-Scan nach Anregung mit dem Argonlaser, dass Newport Green
DCF auch ohne die Bindung von lonen nach Anregung mit dem Argonlaser eine gewisse Grund-
fluoreszenz besall. Durch die Hydrolyse der Esterbindung des Newport Green DCF-Molekiils in
den Zellen war die Rezeptoreinheit in der Lage, target-lonen zu binden. AuRerhalb von Zellen in
BME-Medium fand die Hydrolyse nicht statt. Diese anschlieBende Bindung der target-Kationen
in den Zellen steigerte die Intensitat in Abhangigkeit der target-lonen und deren Konzentration,
wobei in BME-Medium mit Newport Green DCF die relative Fluoreszenzintensitit selbst nach
der Zugabe von Metallverbindungen in das Medium minimal war. V.a. Ni(ll) und Co(ll) steiger-
ten die Fluoreszenzintensitat des optischen Sensors Newport Green DCF (Haugland, 2002) in
den Zellen, wodurch dieser optische Sensor fiir den Nachweis von Ni(ll) und Co(ll) in einzelnen

lebenden Zellen in dieser Arbeit eingesetzt wurde.
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Die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitdt von der Spannung am Detektor, der PMT-voltage,
wurde ebenfalls untersucht. Ein linearer Bereich zwischen 550 VV und 800 V, in dem die Erhohung
der Fluoreszenzintensitat linear zur Spannungserhéhung am Detektor war, wurde bestimmt, so-
dass Intensitatswerte, die in diesem Spannungsbereich aufgenommen wurden, optimal verglichen
werden konnten (s. Abbildung 3.4). Bei starken Fluoreszenzintensitdten durch hohe intrazellulare
Kationenkonzentrationen waren geringere PMT-voltages, die auBerhalb dieses linearen Bereiches
lagen, zur Signaldetektion ausreichend, sodass die daraus resultierenden Fluoreszenzwerte etwas

hoher waren als berechnet.

4.1.3 Auswirkung der Kationenkonzentration in humanen
Gingiva-Fibroblasten auf die Fluoreszenzintensitat von

Newport Green DCF

Die Voraussetzung dafiir, dass Nickel und Cobalt in Zellen mit Newport Green DCF nachge-
wiesen werden konnten, war die Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffes in die Zellen. Bei der
membranpermeablen Diacetatesterform des Newport Green DCF-Molekiils war dies durch den
ungeladenen Charakter gegeben. Die negativ geladene Di-Kaliumsalz-Form des Newport Green
DCF-Molekiils konnte die Membran nicht passieren und so erleichterte NP-40 die Aufnahme.
Innerhalb der Zellen wurden die Esterbindungen des Newport Green DCF-Molekiils durch unspe-
zifische Esterasen in den Zellen hydrolysiert. Dadurch erhielt das Molekiil eine negative Ladung,
wodurch es die Membranen nicht mehr passieren konnte und schlieRlich in der Lage war, die tar-
get-lonen Ni%* und Co?* zu binden. Newport Green DCF konnte jedoch nur zweiwertige Kationen
binden. Der optische Sensor Newport Green DCF wies eine Grundfluoreszenz ohne die Bindung
von target-lonen auf. Durch die Bindung dieser target-lonen wurde die Fluoreszenzintensitat
in Abhdngigkeit des Kations und der Kationenkonzentration verstarkt. Ware die Fluoreszenzin-
tensitdt von Newport Green DCF in Metall-behandelten Zellen kaum von der Grundfluoreszenz
von Newport Green DCF in Kontrollzellen zu unterscheiden, ist anzunehmen, dass die Kationen-
konzentration und damit die Verstarkung der Fluoreszenzintensitdt des Sensors zu gering war
oder die lonen in einer nicht bindungsfahigen Form oder Oxidationstufe vorlagen. Unter diesen
Umstanden wiirde die Nachweismethode fiir Ni(Il) und Co(Il) mit dem CLSM und Farbstoffen
unbrauchbar. Angaben von Molecular Probes invitrogen (Haugland, 2002) zufolge resultiert die
Zugabe von 100 ;M der target-lonen Ni** und Co%* zu Newport Green DCF in 11- bis 13-facher
Fluoreszenzintensitat, normalisiert auf die Ausgangsintensitiat. Andere Kationen wie Zn?*, Cd?*
und Hg?* zeigten deutlich schwachere Fluoreszenzerhohungen bzw. im Fall von Ca?*, Mn?*,
Fe?+ und Cu?* kaum messbare Effekte auf die Fluoreszenzintensitit von Newport Green DCF
(Haugland, 2002). Newport Green DCF war durch Diskriminierung von Ni** und Co?* gegeniiber

anderen zweiwertigen Kationen bestens fiir die Detektion von Ni>* und Co?* in Zellen geeignet.
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Eine Quantifizierung der Ni(ll)- oder Co(ll)-Konzentration in den Zellen anhand der Auswertung
der Fluoreszenzintensitaten einer Zelle war nicht moglich. Die Zugabe einer Metallverbindung ins
BME-Medium mit einer Endkonzentration von 100 1M entsprach nicht gleichzeitig einer intra-
zellulren Konzentration von 100 M. Des Weiteren war die Fluoreszenzintensitdt von Newport
Green DCF sowohl von der lonenkonzentration, die optisch nicht messbar war, als auch von
der Farbstoffkonzentration (Ingle et al., 2008) und Enzymaktivitat in der Zelle abhangig. Zu-
dem war die Fluoreszenz innerhalb einer Zelle sehr inhomogen und jede Zelle verschieden, was
eine genaue Aussage iiber die Fluoreszenzintensitat in einer Zelle erschwerte. Lediglich punktuell
kdnnten Intensitdtswerte zur Konzentrationseinschatzung von Ni(ll) und Co(ll) genutzt werden,
falls Ni%*- und Co?*-Konzentrationen bei einer konstanten Newport Green DCF-Konzentration

und Fluoreszenzintensitit bekannt waren.

4.2 Nachweis von Nickel und Cobalt in humanen
Gingiva-Fibroblasten

Nickel und Cobalt treten zumeist in der divalenten Form in chemischen Verbindungen auf.

Menschen sind durch unterschiedliche Einfliisse sowohl wasserldslichen, als auch wasserunlosli-

chen Verbindungen dieser Metalle ausgesetzt. Ob Nickel und Cobalt mit dem optischen Sensor

Newport Green DCF in den humanen Gingiva-Fibroblasten nachgewiesen werden konnte und

wie sich die verschiedenen Metallverbindungen auf die intrazelluldre Konzentration der Metalle,

deren Lokalisation und Spezies auswirkten, wurde in den folgenden Abschnitten diskutiert.

4.2.1 Einfluss unterschiedlicher Metallkonzentrationen und
Inkubationszeiten auf deren Aufnahme in humane
Gingiva-Fibroblasten und die Fluoreszenzintensitdt von

Newport Green DCF

Wasserlosliche Nickelverbindungen NiCl, und NiSOy:

Sen und Costa (1985) beschaftigten sich mit Chromosomenschaden in CHO-Zellen in Abhangig-
keit von der Inkubation mit verschiedenen Nickelverbindungen. Sie setzten dem Kulturmedium
fiir 2 h und 6 h maximal 1000 M der wasserléslichen Nickelverbindung NiCl, zu und beobach-
teten die Chromosomenschaden, wie Briiche oder Schwesterchromatidaustausche, im Vergleich
zu denen nach der Zugabe von 5 ug/ml bis 20 pug/ml der wasserunldslichen Nickelverbindung
NiS fiir 6 h bis 48 h. Sie beschrieben, dass Ni?*-lonen aus wasserldslichen Verbindungen mi-
nimal und sehr langsam in humane Zellen bzw. Siugerzellen aufgenommen wurden (Sen und

Costa, 1985), wenn dem Kulturmedium Nickel-bindende Aminosduren wie Cystein oder Histidin
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zugesetzt wurden. Weitere Experimente von Chen et al. (2005), Costa et al. (1981a, 2005)
und Ke et al. (2006) zeigten, dass Ni>*-lonen aus wasserloslichen Verbindungen durchaus in
Zellen aufgenommen wurden, wenn die Expositionszeit lang und die Konzentration hoch genug
war. In den Experimenten von Costa et al. (2005) und Ke et al. (2006, 2007) wurden NiCly-
Konzentrationen von 500 ;M bzw. 1000 ;M eingesetzt, nach deren Zugabe zu den Zellen Ni(Il)
mit einer Newport Green DCF-Konzentration von 7 M markiert wurde. Ke et al. (2006, 2007)
zeigten, dass sowohl bei der Inkubation von Zellen mit 500 1M, als auch mit 1000 M NiCl; erst
nach 48 h Newport Green DCF und damit Nickel in den Zellkernen nachgewiesen werden konnte.
Gleichzeitig enthielt in diesen Zellen das Zytoplasma Nickel, was durch homogene Fluoreszenz
im Zytoplasma gezeigt wurde. Es zeigte sich folglich, dass durch hohe NiCl,-Konzentrationen im
Kulturmedium zwar primar zytotoxische Schiden auftraten, aber durchaus lonen in geringeren
Mengen im Zellkern akkumulierten. Dort richteten sie Chromosomenschaden in den Heterochro-
matinregionen am Centromer an (Sen und Costa, 1985). Nach 24 h konnten Ke et al. (2006,

2007) bereits eine diffuse Fluoreszenz im Zytoplasma beobachten.

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits nach 16 h Inkubation mit 100 M bis 300 M wasser-
|6slicher Nickelverbindungen eine deutliche Fluoreszenz in den Zellen gezeigt werden, die durch
die Bindung des optischen Sensors Newport Green DCF an Nickel bewirkt wurde. In den Zellen
waren dabei nach 16 h mit 100 M NiSO,4 etwas héhere Fluoreszenzintensitdten im Zytoplas-
ma als in NiCl,-behandelten Zellen messbar. Auch im Zellkern war vereinzelt nach 16 h mit
500 M NiCl, oder NiSO, Newport Green DCF-Fluoreszenz nachweisbar. Sowohl die optische
Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen, als auch die Messung der Fluoreszenzintensitaten
ergab, dass Ni(ll) in den Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit und der Konzentration
der wasserlslichen Nickelverbindung im BME-Medium akkumulierte. Je hoher die Nickelkon-
zentration im BME-Medium war, desto hdher war auch die Ni(ll)-Konzentration und relative
Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF in den Zellen. Vergleichbares war auch in den
Zellkernen zu beobachten. Je hoher die Konzentration der wasserloslichen Nickelverbindungen
im BME-Medium war, desto starker war die Fluoreszenz im Zellkern. Gleichzeitig bedeutete dies,
dass bereits bei geringeren Konzentrationen, die etwa !/;o der genannten Nickelkonzentration,
die bei Experimenten von Ke und Kollegen (2007) eingesetzt wurden, betragen, eine Aufnahme
von Nickel aus den wasserloslichen Nickelverbindung NiCl, und NiSOy in die Zellen und Zellker-
ne erfolgte. Bedenkt man, dass Ni?* durch Peptide, organische Siuren oder Aminosauren wie
Histidin oder Cystein im Zytosol gebunden wird (Costa und Heck, 1982; Sen und Costa, 1985)
und dadurch der Transport freier Nickelionen in den Zellkern minimiert wird, schien Nickel aus
wasserloslichen Verbindungen in ausreichenden Mengen in die Zellen aufgenommen worden zu
sein, sodass ein Teil der lonen in den Zellkern transportiert werden konnte. Das N-Atom im
Imidazolring des Histidins wurde in Proteinen, v.a. im humanen Serum Albumin, als Komplex-

bildner von Ni?* bei physiologischem pH-Wert beschrieben, da unter diesen Bedingungen zwei
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deprotonierte N-Atome vorliegen (Glennon und Sarkar, 1982). Beachtete man die Inkubation der
Zellen mit Nickelverbindungen in BME-Medium, dem FCS zugesetzt wurde, konnte FCS eine
Verringerung der freien Ni?*-Konzentration und damit eine verringerte Aufnahme von Nickel aus
wasserldslichen Verbindungen in die Zellen bewirken. Trotzdem wurde bei den wasserldslichen
Nickelverbindungen eine stetige Aufnahme von Nickel in die Zellen und ein Transport innerhalb
des Zytoplasmas aufgezeigt. Dies wurde dadurch bestatigt, dass Fluoreszenz in Zellen, und in
einigen Zellen auch in den Zellkernen, bereits nach 16 h Inkubation mit 500 M und in nahe-
zu allen Zellen nach 24 h Inkubation mit 500 M der wasserldslichen Nickelverbindungen im
Vergleich zu Ergebnissen von Costa et al. (2005) und Ke et al. (2006, 2007) detektiert wurde,
die erst nach langeren Inkubationszeiten von 48 h und 72 h bzw. héheren Konzentrationen der
wasserldslichen und wasserunldslichen Nickelverbindungen deutliche Fluoreszenz im Zytoplasma

und Zellkern detektieren konnten.

Fiir die Aufnahme von Nickelionen aus wasserldslichen Nickelverbindungen wie dem NiCl, oder
NiSO, sind in unterschiedlichen Organismen Transporter wie der DMT1 verantwortlich, der von
Gunshin et al. (1997) zundchst als Fe?*-Transporter beschrieben wurde. Chen et al. (2005)
und Davidson et al. (2005) konnten unter anderem anhand von Uberexpressionsversuchen mit
DMT1 in humanen Adenokarzinomzellen aus Bronchialepithel (A549) zeigen, dass dieser Trans-
porter ebenfalls die Ni**- und Co%**-Aufnahme iibernimmt. Weitere Transporter wie der CDF
sind an der Aufnahme von divalenten Kationen in Zellen beteiligt (s. Abschnitt 1.4.1). Diese
lonen konkurrieren durch dhnliche chemische Eigenschaften, wie Atomradius oder Atommasse,
um Bindestellen an den Transportern in der Plasmamembran, die fiir das Gleichgewicht an lonen
in den Zellen verantwortlich sind. Liegen hohe Metallkonzentrationen vor, werden die eigentli-
chen Substrate der Transporter von den toxischen lonen, in diesem Fall Ni**, aber auch Co?*,
verdrangt, sodass vorwiegend Ni?* in die Zellen aufgenommen wird. Dadurch, dass NiCl, und
NiSO, dhnlich wasserlsslich sind, wird infolge dessen Ni?* {iber diese Transporter gleichermalen
aufgenommen. Ein signifikanter Unterschied in der Nickelkonzentration sowohl in Zellen, als auch
in den Zellkernen konnte zwischen den Nickelverbindungen NiCl, und NiSO,4 nicht beobachtet

werden.

Wasserunldsliche Nickelverbindung Ni3S,:

Verdffentlichungen von Costa et al. (2005) und Ke et al. (2006,2007) zeigten, dass der optische
Sensor Newport Green DCF zur Detektion von Nickel nach Zugabe von 0,5 pg/cm? NizS, und
1 pg/cm? NisS; in Adenocarcinomzellen aus humanem Bronchialepithel (A549) verwendet wer-
den konnte. Eine schnelle Nickelaufnahme in die Zellen und Zellkerne war innerhalb von 8 h bei
1 pug/cm? NigSy bzw. 24 h bei 0,5 ug/cm? NisS, aus den wasserunldslichen Nickelpartikeln in

Zellen moglich, nachgewiesen durch gesteigerte Fluoreszenz von Newport Green DCF im Zytosol
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und dem Zellkern. In der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass auch bei geringeren Konzen-
trationen von etwa /1o der Konzentration, die in Experimenten von Ke et al. (2007) eingesetzt
wurden, nach 16 h bereits Nickel in den Zellen und in den Zellkernen detektiert werden konn-
te. Bereits nach Inkubationszeiten von 16 h mit geringen Konzentrationen an Ni3S, (300 M)
waren hohere relative Fluoreszenzintensitaten und damit héhere Ni(ll)-Konzentrationen als bei
wasserloslichen Nickelverbindungen messbar, die mit steigender Inkubationszeit und Konzentra-
tion immer weiter anstiegen. So schien auch die Akkumulation von Nickel in den Zellkernen nach
Ni3S,-Zugabe stetig anzusteigen und die Konzentration hdher zu sein als in Zellen, die mit was-
serlGslichen Nickelverbindungen inkubiert wurden. Da wasserunldsliche Nickelverbindungen nicht
durch Kationentransporter in Fibroblasten gelangen, zeigte sich, dass bestimmte wasserunlds-
liche, kristalline Nickelpartikel wie NiS oder Ni3S, konzentrationsabhangig durch Phagozytose
in Zellen aufgenommen wurden (Costa und Mollenhauer, 1980b; Costa et al., 1981b). Dafiir
verantwortlich war die negative Oberflachenladung von kristallinem Ni3S, oder NiS (Heck und
Costa, 1983; Costa et al., 2005). In Zellen wurden diese Partikel in sauren Vakuolen, die sich
meist in Zellkernnihe befinden, zu Ni?*-lonen geldst (Costa und Mollenhauer, 1980b; Costa
et al., 1981a; Abbracchio et al., 1982a; Abbracchio et al., 1982b; Evans et al., 1982), was ein
rapides Ansteigen der Ni**-Konzentration innerhalb einer Zelle und v.a. im Zellkern zur Folge
hatte. Durch die Nahe zur Heterochromatinregion hat Nickel bevorzugt an diese Region gebun-
den, die sich auBen im Zellkern in Kernmembrannihe befindet. Das Losen der Partikel in den
Zellen dieser Arbeit schien zumeist schnell vonstatten zu gehen, da nach 16 h Inkubation mit
Ni3S, in den meisten Zellen keine groeren NisS,-Partikel zu beobachten waren. Bestatigt wurde
dieser Befund durch Ke et al. (2007), die ebenfalls nach 8 h keine Ni3S,-Partikel beobachteten.
In einigen Zellen waren jedoch deutlich Ni3S,-Partikel im Zytoplasma erkennbar, die im Trans-
missionsmodus des CLSM als solche identifiziert wurden. Newport Green DCF als Ni(ll)-Sensor
konnte offensichtlich nicht mit dem Ni(ll) in diesen Partikeln interagieren und diese dadurch
nicht detektieren. Mit steigenden Inkubationszeiten wurden die Ni3S,-Partikel durch den Abbau
in dem sauren Milieu der Vakuolen kleiner und waren weniger hidufig zu beobachten. Sobald die
Partikel in den Vakuolen abgebaut wurden, hatte dies eine detektierbare, starke Fluoreszenz zur

Folge.

Die Fluoreszenzintensitat nach 16 h war hauptsichlich im Zellkern nach der Zugabe der was-
serunloslichen Nickelverbindung Ni3S, hoher als nach der Zugabe wasserlslicher Nickelverbin-
dungen. Dafiir verantwortlich war vorwiegend die bereits erwihnte starke Erhéhung der Ni?*-
Konzentration in Zellen durch das Auflosen der Partikel in den Vakuolen, die in Zellkernnihe
lokalisiert waren und damit einen schnellen Transport der Kationen in den Zellkern begiinstigten
(Evans et al, 1982; Costa et al., 2003; Costa et al., 2005). Haber et al. (2000) beschrie-
ben, dass es zu einer Verschmelzung der Vakuolenmembran mit der Kernmembran kommen

kann, die diesen Anstieg der Nickelkonzentration im Zellkern verursacht. Dadurch, dass es quasi
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einen direkten Transport des phagozytierten Nickels von den Vakuolen in den Zellkern geben
konnte, konnten die lonen im Zytosol nicht von zytosolischen Proteinen gebunden werden, die
den Transport in den Zellkern verringern wiirden, was bei Ni’* aus wasserldslichen Verbindun-
gen der Fall war (Costa und Heck, 1982). Gleichzeitig konnte damit auch die vergleichsweise
niedrige Konzentration von Nickel im Zytoplasma erklart werden. Im Zellkern stieg dafiir mit
steigenden Konzentrationen und Inkubationszeiten die Fluoreszenzintensitat weiter an. Bei voll-
standiger Aufldsung der Ni3S,-Partikel erwartete man eine hohere Nickelkonzentration in den
Zellen und Zellkernen, als es in den hier gezeigten Zellen der Fall war. Die Zellen enthielten teil-
weise immer noch kleine Ni3S,-Partikel, die nicht mit dem optischen Sensor detektiert werden
konnten. So zeigte sich erneut, dass die Nickelkonzentration im Zytoplasma von Zellen, die mit
wasserldslichen Nickelverbindungen inkubiert wurden, lediglich geringe Unterschiede zu Zellen
nach Inkubation mit wasserunlslichen Verbindungen aufwiesen, im Gegensatz dazu jedoch die

Nickelkonzentration im Zellkern Ni3S,-behandelter Zellen deutlich héher war.

Bei einigen Ni3S,-behandelten Zellen wurden zusatzlich kleine fluoreszierende punktférmige Be-
reiche detektiert, die iiber die ganze Zelle verteilt waren, bei denen es sich aufgrund der Gro-
Be, Form und Lage wahrscheinlich nicht um Vesikel handelte (s. Abbildung 3.15(b)). Magli-
cherweise handelte es sich hier um die von Shirali et al. (1991) und Hildebrand et al. (1990)
beschriebenen minute particles, die durch Newport Green DCF komplexiert werden und haupt-
sachlich an der AuRenseite der Plasmamembran lokalisiert sind. Die minute particles entstehen
nach der Aufnahme von Ni3S, in die Zellen durch Phagozytose und den partiellen Abbau der
Ni3S,-Partikel. Sie binden vorzugsweise an Zellmembranen, zytoplasmatische Organellen wie das
ER, Liposomen oder den Euchromatin-haltigen Teil des Zellkerns (Shirali et al., 1991). EDS-
(energy dispersive spectrometry) Analysen von Shirali und Kollegen (1991) lieRen eine Substitu-
tion von Schwefel durch Phosphor in diesen Partikeln erkennen, die moglicherweise ein Hinweis
auf Nickel-Phosphat-Komplexe mit Phosphatgruppen von Membranen, liposomalen Phospholi-
piden und dem Euchromatin-haltigen Teil der DNA und RNA sind.

Wasserlsliche Cobaltverbindung CoCly:

Cobalt als essentielles Metall wird aus der wasserlgslichen Verbindung CoCl, ebenfalls als di-
valentes Kation von den genannten Kationentransportern wie dem DMT1 oder einem Homo-
log sowie weiteren Kationentransportern in Zellen aufgenommen, wobei die Transportaffinitat
des DMT1 fiir Co?* mit der fiir Ni>* vergleichbar ist (Garrick et al., 2006b). Die mikrosko-
pischen Aufnahmen und die Vergleiche der Fluoreszenzintensititen in kompletten Zellen und
Zellkernen nach der Zugabe der getesteten Cobaltverbindung zeigten, dass die Newport Green
DCF-Fluoreszenzintensitédt in Zellen nach CoCly-Zugabe sehr gering war. So beobachtete man

im Zytosol geringe Zunahmen der Newport Green DCF-Fluoreszenz im Vergleich zu den Kon-
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trollen. Die verschiedenen Inkubationszeiten und Konzentrationen lieBen kaum Steigerungen in
der Fluoreszenzintensitat erkennen. Lediglich in den Zellkernen, im Speziellen in den Nukleoli,
war eine Verstarkung der Newport Green DCF-Fluoreszenzintensitat detektierbar, die auf eine
Akkumulation des Cobalts in den Nukleoli hindeutete. Durch die Variation der Nukleolianzahl
innerhalb der Zellkerne der beobachteten Zellen variierten die Fluoreszenzintensitdtswerte der
Zellkerne stark. Obwohl die Fluoreszenzverstarkung von Newport Green DCF bei geringen Co-
baltkonzentrationen schwach war und auch bei Konzentrationen von 100 M nicht so stark war
wie bei Nickel, war ein leichter Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitidt von Newport Green
DCF und damit eine Aufnahme von Cobalt in die Zellen und den Zellkern zu beobachten. Eine
wesentliche Erhohung der CoCl,-Konzentration im BME-Medium auf 1000 M bzw. lingere
Inkubationszeiten iiber 48 h, die eventuell eine Erhdhung der intrazelluldren Cobaltkonzentrati-
on bewirkt hatte, fithrten zu einem hohen Anteil apoptotischer und morphologisch verdnderter
Fibroblasten, die dhnlich zu Beschreibungen von Messer et al. (1999) irreguldr geformte Zell-
kerne und verkiirzte Zellfortsatze ausbildeten. Dieser Befund erlaubte keine weiteren Analysen,
sodass die Inkubationszeit auf 48 h begrenzt war und eine maximale CoCl,-Konzentration von
500 M im BME-Medium eingestellt werden konnte. Die Tatsache, dass die humanen Gingiva-
Fibroblasten durch die Cobaltbelastung in Apoptose iibergingen, war zudem ein weiteres Indiz

dafiir, dass tatsachlich Cobalt in die Zellen aufgenommen wurde.

Vergleich der Nickel- und Cobaltaufnahme in humane Gingiva-Fibroblasten in Abhangigkeit von

der Spezies:

Verglich man die Verstarkung der Fluoreszenzintensititen der einzelnen Verbindungen miteinan-
der, wurde die deutlich hdhere Verstarkung der Fluoreszenzintensitat durch Nickelverbindungen
im Vergleich zu CoCl, deutlich. Bei kurzen Inkubationszeiten und geringen Metallkonzentrationen
war der Unterschied zwischen den verschiedenen Nickelverbindungen in der relativen Fluores-
zenzintensitit nicht so stark, sodass die Fluoreszenzwerte hier meist dhnlich waren. Mit zuneh-
mender Inkubationsdauer und Metallkonzentration im BME-Medium war die Fluoreszenzinten-
sitdt nach Ni3S,-Zugabe im Vergleich zu den I6slichen Nickelverbindungen deutlich hoher. Die
Anstiege der relativen Fluoreszenzintensitdt waren zudem in den kompletten Zellen geringer als
in den Zellkernen, sodass dem Weitertransport der lonen in die Zellkerne eine groBe Bedeutung
zu kam. Verglich man die Fluoreszenzintensitdt von Newport Green DCF nach CoCl,-Zugabe
mit der nach Zugabe von Nickelverbindungen, war ein deutlicher Unterschied zu erkennen, da die
relative Fluoreszenzintensitdt nach CoCl,-Zugabe nur gering erhoht wurde und mit steigender
Inkubationszeit und Metallkonzentration kaum Unterschiede auftraten. Der Effekt, den Co(ll)
auf die Fluoreszenzintensitat von Newport Green DCF hatte, schien teilweise durch zu geringe
Co(Il)-Konzentrationen bei den intrazelluldren Konzentrationen zu gering zu sein, um detektiert

werden zu kdnnen und deutliche Anderungen der Fluoreszenzintensitat zu bewirken.
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Die Entwicklung der relativen Fluoreszenzintensitdten, und damit der Ni(ll)- oder Co(ll)-
Konzentrationen, gab erste Hinweise auf die Aufnahmegeschwindigkeit bzw. Akkumulation der
lonen in den Zellen. Je groRer der Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitdt in Abhangigkeit
von der Metallkonzentration im BME-Medium oder der Inkubationszeit war, desto mehr Ni(ll)
oder Co(ll) wurde aufgenommen und akkumuliert, bzw. desto schneller wurden die Kationen
in die Zellen aufgenommen. Bei den Nickelverbindungen fiel die starke Steigerung von NiSO,
und Ni3S,, v.a. im Zellkern, auf, was auf eine andauernde Aufnahme und Akkumulation von
Ni%>*-lonen in den Zellen und v.a. den Zellkernen innerhalb des beobachteten Zeitraums von

48 h hinwies.

Bei wasserldslichen Nickelverbindungen konnte die intrazellulire Ni**-Konzentration durch die
Komplexierung an zytosolischen, organischen Siuren verringert werden. Dieser Effekt wurde bei
Ni3S,-behandelten Zellen durch den direkten Transport in den Zellkern verringert. Die Steigerung
der Fluoreszenzintensitaten bei Ni3S,-behandelten Zellen in den kompletten Zellen war nicht so
deutlich wie bei NiSO,. Diese Tatsache war wiederum darauf zuriickzufiihren, dass Ni2* direkt
aus 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 wasserlslichen Nickelver-
bindungen und CoCl, gelangten die Kationen zunachst in das Zytosol, wo sie von zytosolischen
Proteinen oder Aminosduren gebunden werden konnten, sodass sie im Zytosol nachweisbar wa-
ren, aber langsamer oder gar nicht in den Zellkern transportiert wurden. So zeigte sich, dass
wasserunldsliche Nickelpartikel schnell in die Zellen aufgenommen wurden und bereits nach we-
niger als 16 h zum GroRteil in den Zellen geldst waren, was in einem hohen Ni%*-Level v.a. im
Zellkern resultierte, wodurch sie eine starke Fluoreszenzverstirkung von Newport Green DCF
bewirkten und mit dem CLSM detektiert werden konnten.

Beriicksichtigte man nun die Angaben von Molecular Probes invitrogen (Haugland, 2002) be-
ziiglich der Fluoreszenzverstarkung von Newport Green DCF in Abhangigkeit unterschiedlicher
divalenter Kationen, so erkannte man, dass bei geringen Ni?*- oder Co?*-Konzentration im
Bereich von 1 uM die Verstarkungswerte der Fluoreszenzintensitat stark differierten und nicht
gleichermalen die Fluoreszenzintensitat beeinflussten. Bei Ni>* wurde eine 8-fache Verstarkung
der Newport Green DCF-Fluoreszenz bei 1 M erreicht und bei Co?* nur eine 2-fache. Man
konnte also anhand der gemessenen relativen Fluorezenzintensitdten im Vergleich zur Grund-
fluoreszenz annehmen, dass in etwa vergleichbare intrazelluldre Konzentrationen der Metallionen
vorlagen, also eine dhnliche Aufnahmerate bestand. Genaue Konzentrationsangaben konnten hier
nicht beziffert werden, da die Fluoreszenzintensitatsmessung durch inhomogene Fluoreszenz und
metabolische Einfliisse in der Zelle ungenau sein konnten, bzw. Nickel und Cobalt zwar in die
Zellen aufgenommen wurden, aber aufgrund ihrer Spezies nicht von Newport Green DCF de-

tektiert werden konnten. Die Konzentration von zweiwertigem Nickel und Cobalt in den Zellen,
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die detektiert werden konnte, schien durchschnittlich eher im Bereich von 1 uM, als im Bereich
eines Vielfachen von 100 uM zu liegen. Dazu beschrieben Kasten et al. (1992), dass es in V79
Hamster-Zellen bei der Inkubation mit 400 M CoCl, zu einer exponentiellen Aufnahme der
Co?*-lonen kam, die durch eine mdgliche Bindung an Metallothionein um bis zum 11-fachen
der extrazelluldren Konzentration akkumulierten. Solch hohe Konzentrationen schienen in den
untersuchten humanen Gingiva-Fibroblasten nicht zu akkumulieren oder die lonen lagen in einer

Form vor, die Newport Green DCF nicht binden konnte.

Aufnahme von Nickel in humane Gingiva-Fibroblasten nach NiCl,-Zugabe bei sehr kurzen

Inkubationszeiten:

NiCl, bewirkte, abgesehen von CoCl,, die geringste Fluoreszenzverstarkung von Newport Green
DCF unter den getesteten Verbindungen und genannten Bedingungen in humanen Gingiva-
Fibroblasten. So wurde die Ausgangskonzentration von NiCl, im BME-Medium weiter verringert,
um Informationen iiber die Minimalkonzentration von NiCl, im BME-Medium zu bekommen,
die eingesetzt werden konnte, um eine sichtbare Fluoreszenzverstirkung zu erzielen. Die Inten-
sitdt der Newport Green DCF-Fluoreszenz in den Zellen war nach der Zugabe von 40 uM NiCl,
geringer als nach der Zugabe von 100 M oder hoherer Konzentrationen. Bei kompletten Zellen
ergaben sich Fluoreszenwerte im Bereich der Intensitdten nach CoCl,-Zugabe, sodass optisch
der Unterschied zu den Kontrollen gering war. Ein Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitat
von Newport Green DCF war dennoch zwischen 16 h und 48 h Inkubation messbar, sodass ge-
zeigt wurde, dass Nickel auch bei niedrigen Konzentrationen in die Zellen aufgenommen wurde.
In den Zellkernen war, bis auf die Nukleoli, keine Fluoreszenz zu beobachten. Bei geringeren
Konzentrationen wurde zu wenig Nickel in die Zellkerne aufgenommen, um es zu detektieren.
Wourde Nickel aus wasserléslichen Verbindungen iiber Kationentransporter in die Zellen aufge-
nommen, gelangte es zundchst ins Zytosol, in dem Proteine und Aminosduren vorhanden waren,
die das freie Nickel gebunden haben und damit den Weitertransport in den Zellkern verhinder-
ten oder verringerten. War die vorliegende Konzentration im BME-Medium gering, wurde ein
Grolteil der freien Nickelionen gebunden. Der Nachweis der komplexierten lonen im Zytosol war
dennoch moglich, da Newport Green DCF auch gebundenes Nickel detektieren kann (Thompson
et al., 2002).

Durch die Versuche wurde gezeigt, dass bei der Detektion von Ni(ll) und Co(ll) in humanen
Gingiva-Fibroblasten durch den optischen Sensor Newport Green DCF eine Abhangigkeit der
Fluoreszenzintensitdt von der Konzentration der Metallverbindung im BME-Medium und der
Inkubationszeit bestand. Die Erhohung der Fluoreszenzintensitat durch Ni(ll) war deutlich hoher
als durch Co(ll). Ein Nachweis von Ni(ll) und Co(Il) bei Ausgangskonzentration von 100 M bis
500 M in BME-Medium, also geringer als bei Ke et al. beschrieben (2007), war in humanen
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Gingiva-Fibroblasten mdglich. Bei sehr geringen NiCl,-Konzentrationen von 40 uM im BME-
Medium war eine Unterscheidung zu den Kontrollzellen optisch erschwert. Damit wurde deutlich,
dass bei extrazelluldren Konzentrationen ab etwa 100 M im BME-Medium fiir 24 h, bzw.
300 M fiir 16 h, eine Detektion und Lokalisation von Ni(ll) und Co(ll) durch Newport Green
DCF gewahrleistet war. Die verschiedenen Spezies waren weiterhin innerhalb der Zellen mit
Newport Green DCF nur bedingt zu unterscheiden. Ni3S,-Partikel wurden scheinbar nicht von
Newport Green DCF komplexiert. Erst nach der Losung der Ni?*-lonen aus den Partikeln oder als
minute particles war Newport Green DCF in der Lage, Ni(ll) zu binden und dessen Lokalisation
sichtbar zu machen. Die getesteten Nickelspezies waren somit optisch nicht zu unterscheiden, da
die wasserloslichen Verbindungen alle als lonen in die Zelle gelangten und auch Partikel innerhalb

einer Zelle gelost wurden und diese dort den gleichen Bindungspartnern ausgesetzt waren.

4.2.2 Nickel- und Cobaltaufnahme in humane
Gingiva-Fibroblasten in Abhdngigkeit vom pH-Wert des

Inkubationsmediums

Das BME-Medium, das fiir die Anzucht von humanen Gingiva-Fibroblasten genutzt wurde, hatte
einen neutralen pH-Wert von 7,2. Wie Fibroblasten unter diesen Bedingungen die getesteten Me-
tallverbindungen aufnahmen, wurde in Abschnitt 3.1.4 gezeigt. Eine Anderung des pH-Wertes
im BME-Medium beeinflusste jedoch méglicherweise durch die Anderung der Léslichkeit der
Metallverbindungen oder der Eigenschaften der Transporter die Aufnahme und Lokalisation der
Metalle in Fibroblasten. Zudem kénnte man dadurch Informationen iiber die Aufnahmewege von
divalenten Metallionen in Zellen bekommen. Um Ni(ll) und Co(ll) in den Fibroblasten zu detek-
tieren, wurde auch hier der Fluoreszenzfarbstoff Newport Green DCF genutzt. Vor der Zugabe
des Newport Green DCF wurden die Zellen 24 h mit 500 M der getesteten Metallverbindungen
in BME-Medium mit drei unterschiedlichen pH-Werten im sauren, neutralen und basischen Be-
reich inkubiert und danach zur Detektion von Ni(ll) und Co(Il) fiir 60 min mit 7 ug/ml Newport
Green DCF inkubiert.

Die Fibroblasten zeigten nach der Inkubation mit allen vier Metallverbindungen jeweils bei sau-
rem pH-Wert von ca. 5 eine sehr geringe Newport Green DCF-Fluoreszenz im Zytosol und keine
Fluoreszenz im Zellkern. Lediglich die Nukleoli fluoreszierten stark. Sobald sich der pH-Wert
im BME-Medium ins neutrale und basische dnderte, wurde dagegen deutliche Fluoreszenz im
Zytosol und Zellkern Nickel-behandelter Fibroblasten sichtbar, was auf die Aufnahme und Ak-
kumulation der Metalle in diesem Kompartiment hindeutete. Bei CoCl, blieb die Fluoreszenz im
Zytosol erwartungsgemal geringer als bei Nickelverbindungen und im Zellkern ebenfalls auf die

Nukleoli beschrankt. Zwischen basischem und neutralem pH-Wert konnten keine Unterschiede in
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der Newport Green DCF-Lokalisation oder Fluoreszenzintensitat Nickel- und Cobalt-behandelter
Zellen beobachten werden. So war, wie zuvor in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, Nickel mit stei-
gender Konzentration der Nickelverbindungen im BME-Medium und steigender Inkubationszeit
nicht nur im Zytoplasma, sondern auch im Zellkern nachzuweisen. Bei Cobalt-behandelten Zel-
len war dies lediglich auf das Zytoplasma und die Nukleoli beschrankt, aber bei basischem und

neutralem Milieu ebenfalls starker als bei saurem pH-Wert.

Nickel und Cobalt werden aus wasserloslichen Metallverbindungen tiblicherweise {iber Transporter
oder iiber Diffusion in Zellen aufgenommen. Im Falle des Ni%*- und Co?*-Transports in euka-
ryontische Zellen wurden mehrere Transporter wie der Protonen-abhdngige Symporter DMT1
und seine Homologe (z.B. Nramp2) (Chen et al., 1999) und andere Transporter fiir divalente
Kationen wie der CDF oder ZIP-Transporter genannt, die urspriinglich als z.B. Mg?*- oder Fe?*-
Transporter beschrieben wurden (Gruenheid et al., 1995; Gunshin et al., 1997; Agranoff et al.,
1999; Makui et al., 2000; Portnoy et al., 2000; Forbes und Gros, 2001; Goswami et al., 2001;
Garrick et al., 2003; Garrick et al., 2006a; Garrick et al., 2006b). Da Nickel fiir den Menschen
nicht essentiell ist, werden hierfiir keine Transporter exprimiert, sodass die Nickelaufnahme iiber
die genannten alternativen Transporter geschieht. Beriicksichtigt man die Tatsache, dass Ni3S,-
Partikel in sauren Vakuolen gelst werden, wurde NisS, in saurem BME-Medium folglich ebenso
gelost. Nickel wurde somit als Ni?* aufgenommen, was eine geringere intrazellulire Nickelkon-
zentration zur Folge hatte, wie bereits gezeigt werden konnte (s. Abschnitt 4.2.1). Bei neutralem
und basischem pH-Wert im Medium wurden die Ni3S,-Partikel zuerst durch Phagozytose in die

Zellen aufgenommen und dann in den sauren Vakuolen zu Ni?* geldst.

In nahezu allen Kationen-Transportproteinen wie CorA, DMT1, CDF und ZIP, die sowohl H*-
abhéngig als auch H*-unabh&ngig transportieren, wurden extraplasmatische Metallbindemotive
ahnlich HXHXH festgestellt, die oft konservierte, negativ geladene, basische Aminosduren wie
Arginin, Lysin und Histidin besitzen (Eng et al., 1998). Bei basischen und neutralen pH-Werten
ist Histidin ein idealer Chelator fiir Ni%*. In saurem Milieu liegen diese Aminosduren als Kation
vor und kdnnen die divalenten Kationen nicht mehr binden (Griffith 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). Moglicherweise war die Protonierung dieser basischen Aminosauren ein
Grund fiir die geringe Aufnahme der divalenten Kationen Ni?* und Co?* in die Zellen, bei denen
ein saurer pH-Wert im BME-Medium vorlag. Zudem sank unter diesen sauren Bedingungen
die Stabilitatskonstante des Nickel-Histidinkomplexes und anderer Aminosauren (Krdmer et al.,

2000), die an dem Transport der divalenten Kationen in die Zellen beteiligt waren.
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Protonen-abhidngige Transporter nutzen Protonen- und elektrische Gradienten iliber eine Mem-
bran, um als Symporter oder Antiporter lonen iiber eine Membran zu transportieren und in
Kompartimenten anzureichern. Bei einem Transporter, der als Symporter arbeitet (Chen et al.,
1999), wie dem von Garrick et al. (2006b) sowie Forbes und Gros (2001) beschriebenen DMT1
bzw. Nramp2, wiirde folglich Ni?* oder Co?* zusammen mit H* zur Anreicherung der divalenten
Metallionen in den Zellen in Richtung des elektrochemischen Gradienten in die Zelle transportiert.
Bestand nun im Kulturmedium ein saurer pH-Wert, also eine wesentlich héhere extrazellulare
Protonenkonzentration als im Inneren der Zelle, musste der Transport der divalenten Kationen
iber die Membran mit Hilfe dieses Transportwegs (Symporter) betrieben werden. Im Falle ei-
nes Antiporters, der divalente Kationen im Austausch mit H* (mit dem Gradienten) in Zellen
transportiert, ware der Transport minimiert. Da die Ergebnisse der Versuche mit unterschied-
lichen pH-Werten im Medium eine minimale Aufnahme trotz saurem BME-Medium zeigten,
konnte der Transportweg mittels Symporter im Vergleich zu Gunshins Ergebnissen (Gunshin
et al., 1997) nicht der Haupttransportweg fiir Ni>* und Co?* in humanen Gingiva-Fibroblasten
sein und andere eventuell pH-unabhingige Transporter oder Antiporter waren fiir die Aufnahme
verantwortlich. Gunshin und Kollegen (1997) zeigten, dass bei einem niedrigen extrazelluldren
pH-Wert von 5,5 im Vergleich zum intrazelluldren pH-Wert von 7,3 in Xenopus-Oozyten ein

starker Co?* Einwartsstrom parallel mit H* entstand, der im Fall von Ni2* etwas schwicher war.

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, waren alternative Transportsysteme oder mehrere
Transportwege an der Aufnahme von Nickel und Cobalt in humane Gingiva-Fibroblasten betei-
ligt, die als pH-abhangiger Antiporter oder pH-unabhangig funktionierten bzw. bei saurem pH-
Wert im Vergleich zu neutralen oder basischen pH-Werten unterschiedlich arbeiteten. Ahnliches
wurde von Tandy et al. (1999) fiir den Zink-Transport in humanen Caco-2 Zellen beschrieben.
Der Zink-Transport war hier pH-Wert unabhangig, wobei ein einwarts pH-Gradient sogar einen

inhibitorischen Effekt auf den Zn%*-Transport ausiibte (Tacnet et al., 1993).

Da bei der Ni?*- und Co?*-Aufnahme in humane Gingiva-Fibroblasten solche Transporter betei-
ligt waren, bei denen Ni?* und Co?* die Bindestellen fiir divalente Kationen von physiologischen
Kationentransportern zum Transport nutzten, beeinflussten die Eigenschaften der Transportpro-

teine bzw. ihrer Metallbindestellen die Aufnahme von Ni2* und Co?* ebenfalls.

4.2.3 Lokalisation von Nickel und Cobalt in verschiedenen
Kompartimenten humaner Gingiva-Fibroblasten und deren
Auswirkung auf die Zellen

Obwohl es unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten von Newport Green DCF in den Nickel-

behandelten Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit und der Metallkonzentration im
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BME-Medium gab, war in allen Zellen der Ort der Nickelakkumulation deutlich das Zytoplasma
und mit zunehmender Konzentration und Inkubationszeit der Zellkern anzunehmen. Nach 16 h
Inkubation mit den Nickelverbindungen war im Zytoplasma bereits Fluoreszenz detektierbar.
Der Zellkern fluoreszierte iiberwiegend erst nach 24 h Inkubation mit 500 M wasserlGslicher
Nickelverbindungen (s. Abschnitt 3.1.4). Etwas friiher konnte bei wasserunldslichen Verbindun-
gen Fluoreszenz im Zellkern detektiert werden. Nach CoCl,-Zugabe war die Detektion von Co(l1)
durch die geringere Fluoreszenzverstarkung des Newport Green DCF schwieriger. Sowohl im Zell-
kern, als auch im Zytoplasma war die Fluoreszenz minimal und geringer als in Nickel-behandelten
Zellen. Neben dem Zytoplasma und dem Zellkern konnten weitere Kompartimente mit Fluores-
zenz beobachtet werden. Um die Akkumulation von Ni(ll) und Co(ll) genauer zu lokalisieren,

wurden Versuche zur parallelen Markierung der Metalle und Zellkompartimente durchgefiihrt.

Nickel und Cobalt im Zytosol humaner Gingiva-Fibroblasten:

Das Zytosol als groRtes Organell der humanen Gingiva-Fibroblasten war von der Zytoplasma-
membran umgeben. Durch Transporter in der Membran oder Phagozytose gelangten Nickel und
Cobalt in Abhangigkeit ihrer Spezies in die Zellen und damit zun&chst in das Zytosol. Dort wa-
ren Proteine, metabolische Zwischenprodukte, Aminosduren und organische Sauren enthalten,
die als Bindungspartner von Nickel und Cobalt beschrieben wurden (Kramer et al.,, 1996; von
Wirén et al., 1999). Durch die groRe Anzahl an potenziellen Bindungspartnern wurden Nickel
und Cobalt aus wasserlslichen Verbindungen schnell komplexiert und akkumulierten im Zytosol.
Die Detektion dieser Metalle durch eine Fluoreszenzverstarkung des optischen Sensors Newport
Green DCF sowohl bei freiem, als auch bei gebundenem Ni(ll) und Co(ll) im Zytosol war mog-
lich, da Newport Green DCF mit komplexiertem Ni(ll) und Co(ll) dennoch interagieren konnte
(Thompson et al., 2002; Thierse et al., 2007). Eine Unterscheidung zwischen freien und gebun-
denen Nickelionen sowie weiterfiihrend die Unterscheidung der Nickelkomplexe, war durch die
Detektion der Newport Green DCF-Fluoreszenz mit dem CLSM nicht moglich. Waren Nickel
oder Cobalt in sehr hoher Konzentration vorhanden, konkurrierten sie bereits um die Binde-
stellen an den unspezifischen Transportern fiir divalente Kationen, sodass essentielle divalente
Kationen wie Fe?* oder Mg?* nicht in ausreichender Konzentration in die Zellen aufgenommen
wurden (Chen et al., 2005; Davidson et al., 2005). In der Zelle konkurrierten sie ebenfalls mit
essentiellen divalenten Kationen an Proteinen und Enzymen, die diese dann inaktivieren oder

hemmen konnten.

Nickel und Cobalt im Zellkern humaner Gingiva-Fibroblasten:

Bei wasserunloslichen Nickelverbindungen wie dem Ni3S, wurden Ni3S,-Partikel iiber
Phagozytose in die Zellen aufgenommen, in sauren Vakuolen im Zytosol gelost und direkt zum

Zellkern transportiert, wo sie letztendlich iiber Transporter aufgenommen wurden oder sogar
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durch Membranverschmelzung der Vakuole mit der Kernmembran in den Zellkern gelangten.
Nickel und Cobalt aus wasserléslichen Verbindungen wurden ausschlielich iiber Membrankanile

in den Zellkern transportiert.

Durch die Ndhe der Heterochromatinregionen und der Nukleoli zu der Kernmembran wurde
Nickel iiberwiegend in diesen Regionen gebunden. Diese Regionen im Zellkern waren RNA- und
Protein-reich, wodurch sie Bindestellen fiir Nickel und Cobalt boten. Bei geringen Metallkon-
zentrationen schien Nickel und Cobalt zunachst die Strukturen der Nukleoli zu binden. Erst bei

hoheren Metallkonzentrationen im Zellkern wurden weitere Bindestellen besetzt.

Das Auftreten der Nukleoli in Zellen war generell abhangig von der Phase der DNA-Replikation.
Die Nukleoli-Anzahl variiert von Zelle zu Zelle, sodass ein nicht Vorhandensein kein Indiz fiir
eine veranderte Lokalisation der target-lonen bedeutete. Wahrend der Mitose waren sie nicht
zu sehen. Die Nukleoli wiesen keine Fluoreszenz nach Anregung mit dem Argonlaser (488 nm)
ohne Zugabe von Metallverbindungen und Newport Green DCF auf. Nach der Zugabe von
Newport Green DCF in unbehandelte Zellen und der anschlieBenden Anregung der Fluoreszenz
mit einem Argonlaser (488 nm) war schwache und diffuse Fluoreszenz zu beobachten. Die
Bindung von physiologischen, divalenten Metallionen wie Zn?*, die sich im Zellkern befanden
und dort die Stabilisierung der DNA regulierten oder als Bestandteil von Proteinen dienen,
verstarkten in geringem Mal die Newport Green DCF-Fluoreszenz. Generell war die Verstarkung
der Fluoreszenz durch die physiologischen Kationen jedoch gering, sodass deutliche Unterschiede
zwischen der Kontrolle und den Ergebnissen nach der Nickel- und Cobaltzugabe durch Newport
Green DCF zu beobachten waren und die starke Fluoreszenz in den Zellkernen und den Nukleoli

auf die Bindung von Ni(ll) und Co(ll) zuriickgefiihrt werden konnte.

Zellkerne enthalten hauptsachlich die DNA und Proteine. Die Histonproteine falten die DNA
und bilden mit ihr die Nukleosome. Die Phosphatreste des Ribose-Phosphat-Riickgrates der
DNA und die Elektronen-Donor-Gruppen der Nukleinsdurebasen bildeten im Zellkern ein target
fiir die Ni%*- und Co?*-Bindung, wobei diese Kationen eine starkere Affinitat fiir DNA-Phosphat-
Gruppen im Vergleich zu DNA-Basen zeigten (Eichhorn und Shin, 1968; Lee et al., 1982). Da
DNA unter physiologischen Mg?*-Konzentrationen nur schwach Ni?* bindet, waren Proteine
bzw. bestimmte Aminosduren im Zellkern ein weiteres mogliches target fiir die Ni>*- und Co?*-

Bindung.

Nach ersten Hinweisen von Lee et al. (1982) auf eine Interaktion von Ni2* mit der Imidazol-
Gruppe des Histidinrestes beschrieb Zoroddu et al. (2000, 2002), dass Ni?* an die Aminosaure
Histidin am N-terminalen Ende des Histons H4 bindet. Die Histone besitzen Nickelbindemoti-
ve, die neben den basischen Aminosduren Lysin und Arginin konservierte Histidinreste zeigten.

Der Imidazolring des Histidins diente dabei als Bindungspartner. Sehr deutlich wurde dies im
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Nickelbindemotiv 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 Austausch von Mg?* durch Ni?* verursachte die Histonacetylierung und Hypermethylierung,
infolge derer es zu einer verstarkten Chromatinkondensation kam, die letztendlich im genesilen-

cing 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 Mg?* oder Zn?* dienen der Stabilisierung von DNA-Protein-Verbindungen
oder Protein-Protein-Interaktionen (Sissoeff et al., 1976; Mackay und Crossley, 1998; Hart-
wig und Schwerdtle, 2002), sodass hohe Ni**-Konzentrationen Mg?* oder Zn?* an ihren Bin-
dungsstellen ersetzen und damit die DNA-Protein-Interaktion verringern kénnen (Coogan et al.,
1989a). Durch den Austausch von z.B. Zn?* in Zink-Finger-Proteinen oder Mg?* in der DNA-
Polymerase kommt es zur Destabilisierung der DNA-Protein-Bindung, die fiir die Transkription

notig ist.

Strukturell detaillierte Informationen, die iiber Nukleoli bzw. Proteine im Chromatin hinaus hin-

wiesen, in denen Ni?* gebunden wurde, lieRen sich anhand der Fluoreszenzbilder nicht erhalten.

Nickel und Cobalt im Endoplasmatischen Retikulum humaner Gingiva-Fibroblasten:

Neben der deutlichen Fluoreszenz im Zellkern, die unter anderem Ke et al. (2006) (2007) be-
schrieben, war in allen Zellen zusatzlich eine fluoreszierende retikulare Struktur um den Zellkern
dominant, die sich unterschiedlich stark im Zytosol ausbreitete und oft mit einer starken Fluo-

reszenz der Kernmembran einher ging.

Der Farbstoff ER-Tracker red markierte das ER selektiv (s. Abbildung 3.28 und 3.27(b)) und gab
Hinweise, dass es sich bei diesen Strukturen um das Membrangeflecht des ER handelte. Eine
totale Colokalisation zwischen den Farbstoffen wurde nicht erreicht, sodass weitere tubuldre

Strukturen wie z.B. die Mitochondrien in diesem Bereich Nickel enthalten konnten.

Bei Zellen, die keinen Metallverbindungen ausgesetzt waren, war die Fluoreszenz nach Newport
Green DCF-Zugabe sehr schwach und diffus. Da hier viele physiologische Kationen wie Zn%* oder
Ca?* vorkamen, die im ER generell konzentriert vorlagen, konnte das die Hintergrundfluoreszenz
des optischen Sensors Newport Green DCF bewirken. Dabei beschrankte sich die Verstarkung
der Fluoreszenz auf den Einfluss von Zn?*, da Newport Green DCF insensitiv gegeniiber physio-
logischen Konzentrationen von Ca?* war. Das ER konnte in Zellen in Abhangigkeit des Zellzyklus
unterschiedlich stark ausgepragt sein, doch fiel auf, dass mit zunehmender Metallkonzentration
und Inkubationszeit dieses mehr und mehr reduziert war und im Gegensatz dazu die Fluoreszenz

im Zellkern anstieg. So wurde oft bei Zellen mit einem stark ausgepragten ER keine Fluoreszenz
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im Zellkern beobachtet und in Zellen mit einem stark fluoreszierenden Zellkern ein minimal aus-
gepragtes ER beobachtet. Messer et al. (1999), sowie Messer und Lucas (1999) erklarten dieses
Phanomen durch reduzierte DNA-, RNA- und Proteinsyntheseaktivitat in Folge von Nickelzyto-
toxizitat, die zu einer Verringerung des ER-Geflechts fiihrte. Damit schien ein Zusammenhang
zwischen der Auspragung des ER und der Nickelkonzentration im Zellkern zu bestehen, der
mit dem CLSM detektiert werden konnte. Durch Versuche mit dem Kationentransporter CDF
Homolog Zhf in Schizosaccharomyces pombe war bekannt, dass dieser Transporter primar fir
den Zn?+-Transport ins ER zustandig ist, da viele Proteine im ER Zn2*-abhangig funktionieren.
Der CDF wurde bereits als konstitutiv exprimierter Transporter in Bakterien, Hefen und Sau-
gern beschrieben (Paulsen und Saier Jr., 1997). Wurden die Zn?*-lonen durch hohe Ni?*- oder
Co?*-Konzentrationen im Zytosol verdrangt, konnte die Aktivitdt der Proteine im ER gestort
werden. Der DCF wurde sowohl in der ER-Membran, als auch in der Kernhiille lokalisiert (Cle-
mens et al., 2002), sodass die teilweise auftretende Fluoreszenz im Bereich der Kernhiille damit
in Zusammenhang stehen konnte. Des Weiteren kamen Ca?*-Kanéle im ER als Transportweg fiir
die Nickelaufnahme in Betracht (Brommundt und Kavaler, 1987). Das ER ist ein Ca%*-Speicher,
der iiber Ca?*-Kanile mit den divalenten Kationen angereichert wird. Durch hohe Konzentrati-
on von Ni%* im Zytosol konnte auch hier wieder Ni?>* um die Bindestellen des Ca?*-Transporter
fiir Ca?* konkurrieren und die Ca?*-Aufnahme verringern, was in einer erhohten Ni2*-Aufnahme
in das ER resultierte. Ob Nickel oder Cobalt nun tatsichlich im ER-Lumen oder an der ER-
Membran detektiert wurde, konnte durch den optischen Sensor Newport Green DCF und die
CLSM-Aufnahmen nicht geklart werden. Selbst die parallele Markierung von Ni(Il) mit Newport
Green DCF und des ERs mit ER-Tracker red gab dabei keine geniigenden Informationen.

Abgesehen von der tubuldren und retikuldren Struktur des ER, sind auch die bereits erwdhnten
Mitochondrien tubuldr oder als Netzwerk organisiert, wenn die Zelle vital ist. Geht die Zelle in
das Stadium der Apoptose iiber, was durch toxische Konzentrationen von Nickel oder Cobalt
verursacht werden kann, dndern die Mitochondrien ihre Struktur, sodass diese eine fragmentare
oder punktférmige Gestalt annehmen (Frank et al., 2001). Der Einfluss von Ni?* auf die Morpho-
logie der Mitochondrien wurde spater von Tuszynska (2006) fiir Paxillus involutus beschrieben
und zeigte eine Spezies-unabhingige Beeinflussung durch Ni?* und weitere divalente Metallionen
wie auch Zn2* (Tuszynska et al., 2006), sodass die Mitochondrien ebenfalls ein target fiir die
Nickel- und Cobaltbindung waren. Besonders bei CoCl,-behandelten Zellen konnten fragmenta-
re oder punktférmig fluoreszierende Strukturen beobachtet werden, die auf eine Akkumulation
von Nickel und Cobalt in den Mitochondrien hinwiesen. Gleichzeitig war bei CoCl,-behandelten
Zellen die Rate an apoptotischen Fibroblasten hoher als bei NiCl,-behandelten Fibroblasten, was
ebenfalls auf eine Bindung des Cobalts an Strukturen der Mitochondrien wie der mitochondrialen
DNA hinwies.
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Nickel und Cobalt im Golgi-Apparat humaner Gingiva-Fibroblasten:

In der Nahe des Zellkerns befand sich der Golgi-Apparat, der, wie das ER, dynamisch in sei-
ner GroRe war. Seine Colokalisation mit dem Farbstoff Newport Green DCF wurde durch den
spezifischen Golgi Apparat-Farbstoff Bodipy TR nahezu ausgeschlossen. Die Fluoreszenzsignale
der beiden Farbstoffe konnten nicht an iibereinstimmenden Orten in den Nickel-behandelten
Zellen detektiert werden, sodass der Golgi-Apparat trotz seiner Aufgabe als Modifikationsort fiir
Proteine kein primares target fiir die Bindung oder Verarbeitung von Nickel oder Cobalt zu sein

schien.

Fluoreszierende und nicht fluoreszierende Vesikel in humanen Gingiva-Fibroblasten:

Fluoreszierende Vesikel wurden selten, aber dennoch wiederholt v.a. in CoCl,-behandelten Zellen
beobachtet. Moglicherweise befanden sich darunter Peroxisomen oder Lysosomen, die im Meta-

bolismus eine Art enzymatische Entsorgungsfunktion fiir organische Molekiile iibernahmen.

Des Weiteren konnten nach der Zugabe der vier getesteten Metallverbindungen jeweils Zellen
beobachtet werden, die nicht fluoreszierende Vesikel-dhnliche Gebilde im Zytoplasma aufwiesen
und die Zellen granular erschienen lassen. Dabei handelte es sich mdglicherweise um Lipidtropf-
chen, die durch eine verstirkte Lipidsynthese nach Nickelexposition entstanden. Ni%* verstarkte
die Aktivitdt von Metalloenzymen, die wiederum an der Lipidsynthese beteiligt waren und diese
vorantrieben (Cloez et al., 1987; Messer et al., 1999).

Minute particles in der Zelle:

Eine Besonderheit in der Lokalisation von Ni(ll) trat bei Ni3S,-behandelten Zellen auf. Bei
diesen punktférmig fluoreszierenden Bereichen, die im Transmissionsmodus keine Auffalligkeiten
zeigten, handelte es sich moglicherweise um sog. minutes particles, die beim Abbau von Ni3S,-
Partikeln entstanden. Diese sehr kleinen Ni3S,-Partikel mit einer GréBe von durchschnittlich
10 nm (Hildebrand et al,, 1990) konnte man im Gegensatz zu den groBeren Ni3S,-Partikeln
(s. Abbildung 3.14) im Transmissionsmodus nicht beobachten, wohl aber mit Newport Green
DCF detektieren (Hildebrand et al., 1990; Shirali et al., 1991). Sie waren zumeist kleiner und an
Zellmembranen, zytoplasmatischen Organellen wie das ER, Mitochondrien, Peroxisomen oder

Liposomen, sowie an das Euchromatin im Zellkern gebunden (Shirali et al., 1991).

Entsprechend der bekannten Literatur wurde das Zytosol und der Zellkern allgemein als target der
Nickel- und Cobaltakkumulation in humanen Gingiva-Fibroblasten mit Hilfe optischer Methoden
bestatigt. Ergdnzend dazu wurden im Speziellen Nukleoli, das ER und teilweise Peroxisomen
und Mitochondrien als weitere mogliche Orte der Nickelbindung hinzugefiigt. Ob Nickel und

Cobalt als divalente Kationen frei vorlagen oder an Molekiile oder Zellstrukturen gebunden
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waren, konnte nicht differenziert werden. Dass in beiden Fillen eine Detektion mit dem Farbstoff
Newport Green DCF erfolgen konnte, beschrieben Thompson und Kollegen (2002) sowie Thierse
und Kollegen (2007) und wurde in dieser Arbeit durch die hier gezeigten Versuche bestatigt.

4.2.4 Speziation von Nickel- und Cobaltverbindungen durch
Newport Green DCF-Spektren ausgewahlter ROls in
Fibroblasten

Die Toxizitat eines Metalls ist oft von seiner Spezies abhangig, d.h. von seiner Verbindung
und der davon abhidngenden Oxidationsstufe. Da eine Unterscheidung verschiedener Nickel- und
Cobaltspezies anhand der CLSM-Aufnahmen und Newport Green DCF-Detektion nur bedingt
moglich war, wurden Spektren von Newport Green DCF in ROIs Nickel- und Cobalt-behandelter
Zellen aufgenommen. Es sollte die Frage geklart werden, ob bestimmte Bindungspartner oder
Komplexe von Ni(ll) und Co(ll) in den humanen Gingiva-Fibroblasten die Newport Green DCF-
Spektren charakteristisch beeinflussen. Die ROls zeichneten sich durch starke Fluoreszenz in den
Zellen aus und wurden auf eine geringe Anzahl an Pixeln beschrankt, um sie bestimmten Kom-
partimenten zuordnen zu kdnnen. Aus der Summe der Fluoreszenzinformationen der einzelnen
Pixel einer ROl wurde ein Spektrum erstellt und dieses mit den Spektren anderer ROls und

anderer Zellen der verschiedenen Verbindungen verglichen und gegeniibergestellt.

Die Eigenfluoreszenz der Fibroblasten nach Anregung mit dem 488 nm Argonlaser war sehr
schwach und ergab ein unklares Spektrum mit sehr geringer Intensitat, sodass die Eigenfluores-
zenz der humanen Gingiva-Fibroblasten die Newport Green DCF-Intensitdt kaum beeinflusste.
Auch das BME-Medium, in dem die humanen Gingiva-Fibroblasten inkubiert wurden, zeigte
keine Eigenfluoreszenz, die die Detektion der Spektren storte. Die Aufnahme von Fluoreszenz-
spektren nach Zugabe von Newport Green DCF in BME-Medium ohne Metallverbindungen ergab
klare Spektren mit einem deutlichen Emissionsmaximum bei 533 nm. Nach der Zugabe der vier
getesteten Metallverbindungen und Newport Green DCF ins BME-Medium dnderte sich die Lage
der Maxima minimal auf 532 nm. Die Spektren wurden mit dem LOESS-Verfahren geglattet,
woraufhin es durch die Existenz von kleinen Schultern oder Wellen zu einer minimalen Verschie-
bung der Maxima auf 534 nm kam. Der geringe Unterschied in der Lage der Maxima war hier

deshalb nicht aussagekréftig.

Einzig durch die Bindung der target-lonen im BME-Medium verdnderte sich das Spektrum nicht
in seiner Form, was die Kontrollspektren und auch die Spektren von Ingle et al. (2008) be-
statigen. Ingle et al. zeigten 2008, dass sich die Form der Newport Green DCF-Spektren, die
durch einen Lumineszenz-Spektrometer aufgenommen wurden, in Anwesenheit von verschiede-

nen NiSO,4-Konzentrationen zwischen 0 M bis 30 M in MOPS-Puffer konzentrationsabhangig
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nicht dnderte, wobei eine konstante Newport Green DCF-Konzentration von 30 ;M vorlag. Mit
steigender Newport Green DCF-Konzentration stieg allerdings auch die Fluoreszenzintensitat.
Die Anderungen der Intensititen bewegten sich in etwa im Rahmen der hier gemessenen Intensi-
tatswerte und den Intensitatsangaben von Molecular Probes nach der Zugabe von 100 M Ni?*,
wobei bei Ingle und Kollegen (2008) zu beobachten war, dass die Fluoreszenzverstarkung mit
zunehmender NiSO4-Konzentration immer geringer wurde. Die Spektren zeigten eine maximale
Fluoreszenzintensitat im Bereich bei 530 nm, wobei kein eindeutiges Maximum bestimmt wer-
den konnte. Bei einigen Spektren in dieser Arbeit war ebenfalls kein eindeutiges Maximum vor
der Glattung zu erkennen. Der Anstieg der Fluoreszenzintensitdten von Newport Green DCF in
BME-Medium erfolgte spater als bei den Newport Green DCF-Spektren in BME-Medium mit
Metallverbindungen. Im Bereich gréRerer Wellenlange als der des Maximums war der Verlauf
gleich. So konnte unter unterschiedlichen Bedingungen ein konstantes Fluoreszenzspektrum von
Newport Green DCF aufgenommen werden. Wiirden die target-lonen in den Zellen einen Ein-
fluss auf den Verlauf der Spektren und die Fluoreszenzintensitat ausiiben, ware dies detektierbar
gewesen. Durch die Hydrolyse der Esterbindungen des Newport Green DCF-Molekiils in den
Fibroblasten und die physiologischen divalenten Kationen in den unbehandelten Fibroblasten
war die spektrale Eigenschaft des Newport Green DCF-Molekiils unverdndert und die Fluores-
zenzintensitat nur geringfiigig zur Kontrolle in BME-Medium mit Metallverbindungen erhoht.
Die Kontrollspektren von Newport Green DCF aus den verschiedenen Kompartimenten in Fi-
broblasten ohne Metallverbindungen zeigten leichte Variationen in der Lage der Maxima von

Kompartiment zu Kompartiment, die vernachlassigbar waren.

Verglich man nun die Newport Green DCF-Spektren aus Fibroblasten, denen Metallverbindun-
gen zugesetzt wurden, untereinander sowie diese mit den zuvor beschriebenen Newport Green
DCF-Spektren in BME-Medium und unbehandelten Fibroblasten, fiel auf, dass einige Spektren in
den mit Metallverbindungen behandelten Fibroblasten im Verlauf und der Lage der Maxima den
Kontrollspektren dhnlich waren. Dabei waren keine charakteristischen Unterschiede zwischen den
verschiedenen Metallverbindungen oder den Kompartimenten zu beobachten. Andere Spektren
zeigten jedoch im Vergleich zu Spektren der selben Metallverbindung oder dem selben Komparti-
ment einen leicht veranderten Verlauf mit unterschiedlichen Maxima und Schultern im gréReren
Wellenldngenbereich. Abweichend zu den Spektren, die von Ingle und Kollegen (2008) aufge-
nommen wurden, waren in dieser Arbeit bei den Spektren im |langerwelligen Bereich von 570 nm
Schultern zu beobachten, die unterschiedlich stark ausgepragt waren. Geringe Verdnderungen
im Verlauf der Spektren konnten durch den Einfluss der Schultern und Schwankungen in der In-
tensitit der Spektren beim Glatten entstanden sein. Die Eigenfluoreszenz von Molekiilen in den
Zellen, die zwar wie beschrieben sehr schwach war, konnte ebenfalls bei geringer Fluoreszenzin-
tensitat des Fluorophors Einfluss auf das Spektrum nehmen. Hinweise auf eine charakteristische

Beeinflussung der Newport Green DCF-Spektren in den Fibroblasten durch die Bindung von
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Ni(ll) und Co(ll) oder ihrer Verbindung mit zelluldren targets, die damit eine Identifizierung
ermoglicht hdtte, wurden nicht gewonnen. Die Spektren in den ROIs zeigten keine deutlichen,
charakteristischen und konstanten Veranderungen bei bestimmten Kationen oder Zellarealen,

die wiederholt unter den selben Bedingungen detektiert wurden.

Eine Abhangigkeit zwischen den Strukturen der Zellen, den Metallverbindungen und den Spek-
tren war nicht nachweisbar. Starker abweichende Spektren im Vergleich zu Kontrollspektren
zeigten auBer meist starker Fluoreszenz in den Kompartiment-spezifischen Strukturen keine Be-
sonderheit in der Zelle. Eine Ausnahme bildete dabei eine Zelle, die mit NiSO, inkubiert wurde.
Das Spektrum mit einem Maximum im kiirzeren Wellenlangenbereich bei 528 nm wurde in einem
Pseudopodium aufgenommen, das abweichend zum umgebenden, fluoreszierenden Zytosol star-
kere Fluoreszenz aufwies, aber im Transmissionsmodus keine besonderen Strukturen erkennen
lieR. Diese verstarkte Fluoreszenz in den Pseudopodien trat in den Zellen in dieser Aufnahme
haufiger auf. Weitere Spektren aus NiSO4-behandelten Zellen bildeten ebenfalls ein Maximum
im kiirzeren Wellenlangenbereich bei 525 nm und 526 nm aus, ein struktureller Zusammenhang
konnte jedoch auch hier nicht beschrieben werden. Es handelte sich bei den ROls um Nukleoli
und Bereiche des ER in Zellkernnidhe. Die abweichenden Maxima und Verldufe der Spektren
in den ROIs zu den Kontrollspektren entstanden durch Einfliisse wie Eigenfluoreszenz anderer
zellularer Molekiile, die in der ROI lokalisiert waren. Prinzipiell wurde zwar beschrieben, dass die
geringe Eigenfluoreszenz und die schwache Fluoreszenzintensitat der Kontrollzellen mit Newport
Green DCF die Detektion von Ni(Il) und Co(ll) in den Zellen nicht wesentlich beeinflusst wurde,
doch konnten die geringen Eigenfluoreszenzen Auswirkungen auf das Spektrum haben und die
zusatzlichen Schultern oder abweichenden Formen verursachen. Je geringer die Fluoreszenzin-
tensitat eines Spektrums war, desto groRere Auswirkungen hatte die Hintergrundfluoreszenz auf
das Spektrum. Grenzte man die Pixelanzahl einer ROI ein um dieses zu vermeiden, stieg gleich-
zeitig die Wahrscheinlichkeit, einen zufdlligen, nicht aussagekraftigen Bereich zu detektieren.

Eine Einschdtzung, welche der Spektren aussagekraftig waren, war ebenfalls nicht moglich.
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4.3 Nachweis von Nickel und Cobalt in Pflanzenzellen von

Catharanthus roseus

Obgleich es sich um humane Zellen oder Pflanzenzellen handelt, bestimmte Metallionen sind
essentiell fiir den Stoffwechsel einer Zelle und somit fiir einen funktionierenden Organismus.
Gerat das Gleichgewicht an Metallionen in Zellen ins Schwanken oder werden toxische lonen in
Zellen akkumuliert, kann der Stoffwechsel gestort werden. Wie zuvor bei den humanen Gingiva-
Fibroblasten wurden deshalb Nickel- und Cobaltverbindungen den Pflanzenzellen zugegeben.
Mit Hilfe des optischen Sensors Newport Green DCF wurde die Aufnahme, Lokalisation und

Speziation der lonen untersucht.

Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, konnte keine Eigenfluoreszenz der getesteten Metallver-
bindungen unter den gegebenen Versuchsbedingungen festgestellt werden, sodass auch bei den
Pflanzenzellen der optische Sensor Newport Green DCF zur Detektion von Ni(ll) und Co(ll) ein-
gesetzt wurde. Auch bei den Pflanzenzellen wurde die Fluoreszenzintensitdt von Newport Green
DCF von der lonenkonzentration und des jeweiligen divalenten Kations beeinflusst. So zeigte
sich bei unbehandelten Zellen nach Newport Green DCF-Zugabe eine schwache Fluoreszenz, die
iiber die komplette Zelle verbreitet war. Die Hintergrundfluoreszenz von Newport Green DCF
war in den Pflanzenzellen etwas héher bzw. homogener als bei Fibroblasten, was durch den
Co?*- und Zn?*-Gehalt im LS-Medium begriindet sein kdnnte. Das Medium enthielt als essenti-
elle Spurenelemente fiir Pflanzenzellen CoCl, und ZnSQOy,, die target-lonen von Newport Green
DCF waren und eine Verstarkung seiner Fluoreszenzintensitat verursachen konnten (Haugland,
2002). Eine Beeinflussung bei der Detektion von Kationen mit Hilfe von Newport Green DCF
durch Eigenfluoreszenz der Zellen fand dennoch kaum statt, da in einem Wellenlangenbereich,
der den Detektionsbereich der Newport Green DCF-Fluoreszenz beinhaltete, selbst bei hdheren
PMT-voltages lediglich geringe Fluoreszenz detektiert wurde. Durch die eher kugelférmige Ge-
stalt von Pflanzenzellen war es schwieriger, konfokal einen Uberblick iiber Fluoreszenzen in der
Zelle zu bekommen, weshalb das Pinhole auf 2,24 Airy eingestellt wurde, was zu einer hheren
Lichtstarke fithrte und wodurch die Fluoreszenzintensitaten zwischen den Fibroblasten und den

Pflanzenzellen nur bedingt vergleichen werden konnten.

4.3.1 Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten von Nickel- und
Cobaltverbindungen auf die Fluoreszenz von Newport Green
DCF in Pflanzenzellen von Catharanthus roseus

Pflanzen sind darauf angewiesen Nahrstoffe aus dem Boden aufzunehmen, die sie nicht selbst

produzieren kdnnen. Dazu zdhlen Spurenelemente wie Zn2* oder Mg?*, aber auch Ni?* und
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Co?*. Um dieses zu gewahrleisten besitzen Pflanzenzellen bestimmte Transporter in der Plas-
mamembran, die die Aufnahme regulieren. Teilweise sind dies Homologe zu Transportern in
Fibroblasten oder anderer Organismen, die alle nach dem gleichen Prinzip funktionieren. Schaaf
et al. beschrieben 2006 in Arabidopsis thaliana den Mg?*-Transporter AtMGT1 sowie die Fe?*-
Transporter AtIRT1 und AtIREG2. AtMGT1 ist ein Homolog des bakteriellen CorA, der ebenfalls
Mg2* und Ni?* transportieren kann, ohne ein physiologischer Ni?*-Transporter zu sein (Kehres
et al., 1998; Li et al., 2001). Weitere Transporter, die der Familie der Cation Diffusion Facilita-
tor (CDF) (Paulsen und Saier Jr., 1997) oder der Nramp-Transporter (Gruenheid et al., 1995)
angehdren, wurden in zahlreichen Organismen u.a. auch in Pflanzen beschrieben. Steigt die
Konzentration von divalenten Kationen wie Ni?* oder Co?* im Boden auf unnatiirliche Konzen-
trationen an, konkurrieren die Ni%*- und Co%*-lonen mit den divalenten Kationen am Transporter
und reichern sich in hohen Konzentrationen in den Zellen an. So gelangten iiber die mannigfal-
tigen Transportwege auch die lonen aus den getesteten Verbindungen in die Pflanzenzellen und
damit zunachst in das Zytoplasma von Catharanthus roseus. Im Tonoplast sind zudem weitere
Transporter lokalisiert, die meist im Austausch mit H* andere divalente Kationen wie Mg?* in die
Vakuole transportieren (Barkla et al., 1995; Nishimura et al., 1998; Shaul et al., 1999; Martinoia
et al., 2000; Saito et al., 2005; Schaaf et al., 2006; Martinoia et al., 2007). Auch Transporter,
die Komplexe aus divalenten Kationen mit organischen Sauren wie Malat oder Citrat, sowie der
Aminosaure Histidin oder Nicotinamin (NA) (Fe*/Ni>*-NA Influx) (Kiipper et al., 2001; Gendre
et al., 2006) iiber Membranen transportieren, wurden beschrieben (Kerkeb und Kramer, 2003).
Histidin ist in Pflanzen ein sehr haufiger Komplexpartner fiir Ni>* und Co?*, der besonders fiir
den Transport von Ni?* in Hyperakkumulatoren beschrieben wurde (Kramer et al., 1996; Verret
et al., 2005).

Die Aufnahme der Co?*- und Ni%*-lonen in die Pflanzenzellen von Catharanthus roseus nach der
Zugabe der Metallverbindungen ins LS-Medium liel kaum Unterschiede zwischen den Spezies
in Bezug auf die Fluoreszenzintensitdt und Lokalisation erkennen. Bei allen Metallverbindungen
konnte bereits nach 24 h Inkubation deutliche Fluoreszenz von Newport Green DCF und damit

divalente Kationen in den Zellen detektiert werden.

Mit zunehmender Inkubationszeit der Pflanzenzellen mit den Metallverbindungen waren leichte
Erhdhungen der Newport Green DCF-Fluoreszenzintensitdt zu beobachten. Dabei machte es
kaum einen Unterschied, ob eine wasserldsliche oder wasserunlésliche Nickelverbindung oder das
wasserlosliche CoCl, zugegeben wurde. Eine geringfiigig geringere Fluoreszenzintensitdt konn-
te in Ni3S,-behandelten Zellen beobachtet werden. Etwas hohere Intensitdten konnte man bei
CoCly-behandelten Zellen detektieren, die jedoch durch die Blendendffnung von 4,48 Airy erhoht
waren und damit nicht mit anderen Intensitaten verglichen werden konnten. Signifikante Unter-

schiede in der Fluoreszenzintensitat der Verbindungen bzw. bei verschiedenen Inkubationszeiten
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waren nicht detektierbar. Es ist jedoch zu betonen, dass bereits nach 24 h die Konzentration
von Nickel und Cobalt in den Zellen hoch genug war, um eine starke Fluoreszenzverstarkung des
Sensors zu bewirken. Ni(ll) und Co(lIl) konnten demnach auch in Pflanzenzellen durch Newport
Green DCF detektiert werden.

Die Aufnahme von Ni?* und Co?* in Zellen ist iiber die Transporter kontrolliert. Nicht-
Hyperakkumulatoren wie Catharanthus roseus nahmen bei gleicher Metallkonzentration im LS-
Medium oder Boden Ni** und Co?* aus wasserloslichen Metallverbindungen nicht in dem Male
auf wie Hyperakkumulatoren. Stieg die extrazelluldre Metallkonzentration zu stark an, konnte
die Aufnahme nicht mehr kontrolliert werden und die Zellen reichern toxische Konzentrationen
an. Ni3S, wurde nicht iiber Phagozytose in die Pflanzenzellen aufgenommen. Im sauren LS-
Medium wurde zundchst Ni3S, gelost und somit konnte Nickel ebenfalls als Ni** in die Zellen

aufgenommen werden.

Innerhalb der Pflanzenzellen wurde Newport Green DCF-Fluoreszenz unabhangig von der Me-
tallverbindung hauptsachlich im Zytoplasma und den Vakuolen detektiert, was auf einen Weiter-
transport eines Teils der lonen innerhalb der Zellen hinwies. Kleinere Vakuolen wie in Abbildung
3.40(c) zeigten sehr deutlich, dass die Vakuolen an der Speicherung von Ni?* und Co?* in den
Pflanzenzellen beteiligt waren. Analysierte man die Zellkerne, stellte man fest, dass bei allen
Verbindungen Fluoreszenz im Zellkern detektierbar war und die Kationen iiber die Kernmem-
bran transportiert worden sein mussten. Bei einem Teil der Zellen, v.a. nach CoCl,-Inkubation,
war im Zytoplasma kaum Fluoreszenz zu beobachten, wobei die Zellwand dafiir meist eine umso
starkere Fluoreszenz aufwies. Bei diesen Zellen schienen die lonen an die Zellwand gebunden zu
sein oder diese nur langsam oder gar nicht zu iiberwinden. Auf die Lokalisation der lonen an der

Zellwand wurde im folgenden Abschnitt 4.3.2 n3her eingegangen.

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder der Zellen konnten keine genauen Hinweise iiber die Art
der Aufnahme bzw. bestimmte Transportwege geben. Der geringe pH-Wert von 5,5 im BME-
Medium schien hier die Aufnahme der lonen nicht zu beeinflussen. Dadurch, dass die Pflanzen-
zellen bessere Mechanismen zur Detoxifizierung besalen und somit langer vital waren, konnte

eine Beobachtung iiber den Zeitraum von 120 h durchgefiihrt werden.

Die Inkubation der Pflanzenzellen von Catharanthus roseus mit 100 M NiCl, fiir kurze Inku-
bationszeiten von 1 h und 8 h sollte zeigen, ob nach diesen kurzen Inkubationszeiten bereits
Nickel mit dem optischen Sensor Newport Green DCF in den Pflanzenzellen nachgewiesen wer-
den kann und in welchen Kompartimenten in der Zelle dieser Farbstoff detektiert wird. Es stellte
sich heraus, dass nach 1 h und 8 h bereits deutliche Fluoreszenz detektierbar war, die auf eine
Nickelanreicherung in der Zelle hindeutete. Im Vergleich zu langeren Inkubationszeiten waren

diese jedoch nicht so stark und v.a. auf das ER oder die Mitochondrien und die Zellkerne
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konzentriert. Die Vakuolen schienen hier nur gering Nickel aufgenommen zu haben, da ihre
Fluoreszenzintensitdt schwach war. Nach 8 h konnte eine leichte Steigerung der Fluoreszenzin-
tensitdt beobachtet werden, die zeigte, dass Nickel und Cobalt in Pflanzenzellen an Strukturen

im Zytoplasma gebunden haben, bevor sie in Vakuolen gespeichert wurden.

4.3.2 Lokalisation von Nickel und Cobalt in Pflanzenzellen von

Catharanthus roseus

Eine detaillierte Lokalisation von Nickel und Cobalt durch Newport Green DCF war in Pflanzen-
zellen schwieriger als in Fibroblasten. Oft verringerten die gefiillten Vakuolen das Volumen des
Zytosols und die Organellen wurden an den Rand der Zelle gedriickt, die dadurch oft nur als
fluoreszierende, amorphe Strukturen in der N3he der Zellwand zu sehen waren. Hierbei konnte
es sich ebenfalls um das ER oder Mitochondrien handeln. Deutlich zu sehen und zu identifizieren
waren dagegen die Zellkerne, die ebenfalls durch ihre Lage im Zytosol und die gefiillten Vakuolen
am Zellrand lokalisiert waren und teilweise einen stark fluoreszierenden Bereich - den Nukleolus
- enthielten. Je nach Fokalebene war der Zellkern besser oder schlechter zu sehen. Die Zellkerne
waren unabhangig von der Inkubationszeit nach der CoCl,-Zugabe ebenso fluoreszent, wie es bei
den Nickel-behandelten Zellen der Fall war, wenngleich eine geringere Anzahl an fluoreszierenden

Zellkernen bei CoCl,-behandelten Zellen beobachtet wurde.

Wie in Fibroblasten gelangte Ni>* und Co?* durch divalente Kationentransporter iiber die Kern-
membran in den Zellkern und schienen auch hier aufgrund der hohen Konzentrationen an Metall-
bindestellen zu akkumulieren. Darunter befanden sich Zellkernproteine bzw. deren Aminosauren
wie z.B. Histidin. Ebenso waren DNA-Basen bzw. das Ribose-Phosphat-Riickgrat target fiir die
Nickel- und Cobaltbindung. Die Auswirkungen der Nickel- und Cobaltakkumulation in der Zelle
und den Zellkernen waren vergleichbar mit denen in Fibroblasten (s. Abschnitt 4.2.3). Da in den
Zellkernen der CoCl,-behandelten Pflanzenzellen Fluoreszenz detektiert werden konnte, schie-
nen héhere Cobaltkonzentrationen im Zellkern der Pflanzenzellen als in denen der Fibroblasten
vorzuliegen. Hohere Cobaltkonzentrationen bewirkten eine deutliche Verstarkung der Fluores-
zenzintensitdt von Newport Green DCF, wohingegen sehr geringe Cobaltkonzentrationen kaum

sichtbare Veranderungen der Fluoreszenzintensitat bewirkten.

Im Bereich der Zellwand und Plasmamembran wurde eine fluoreszierende Linie beobachtet, die
auf eine Bindung der divalenten Kationen an Strukturen der Membran bzw. der Zellwand schlie-
RBen lieR. Zellwiande von Pflanzen bestehen zu etwa 25-30 % aus Zellulose, 15-20 % Hemizellulose,
35 % Pektin und 5-10 % Glycoproteinen (Wang und Evangelou, 1995; Macfie und Welbourn,
2000). Die anionischen Carboxylatgruppen der Pektine und Glycoproteine besitzen eine starke

Bindungsaffinitat fiir Metallionen (Christ et al., 1994) und sind somit fiir den Kationenaustausch
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verantwortlich (Haynes, 1980). Im basischen und neutralen Milieu sind dadurch Ca2* und Mg?*
an die Amine gebunden, die im sauren von H* verdrangt werden. Kramer et al. (2000) und
Robinson et al. (2003) beschrieben fiir Hyperakkumulatoren, dass etwa 70 % des Ni?* an der
Zellwand bzw. im Apoplast gebundenen sind, was v.a. in kompletten Blattern zu beobachten
ist. Die lonen ersetzten dort extrazelluldr gebundenes Ca%* und schiitzten so den Zellmetabo-
lismus vor zu hohen intrazelluldreren Nickelkonzentrationen (Salt und Wagner, 1993; Neumann
et al., 1995). Auch bei der Gerste oder Griinalgen wurde die Bindung von Nickel (Antunes und
Kreager, 2009) und Cobalt (Macfie und Welbourn, 2000) an die Zellwand bei starker Exposi-
tion beschrieben (Brune et al., 1995). Der hier verwendete Catharanthus roseus war wie diese
Pflanzen kein Hyperakkumulator. Doch auch die Catharanthus roseus-Zellen besalen Pektine
und damit Metallbindestellen, die Ni>* und Co?* bei starker Exposition im Austausch mit Ca%*
binden konnten. Folglich konnte dies ein Mechanismus von Catharanthus roseus und weiteren
Nicht-Hyperakkumulatoren sein, die Nickel- und Cobalthomé&ostase aufrecht zu erhalten. Mem-
branen oder Strukturen in Membranen wie das anionische Glycosaminglycan wurden bereits von
Templeton (1987) als target fiir die Nickelbindung beschrieben. Bei den detektierten fluoreszie-
renden Bereichen, die sich in Form einer Linie am Zellrand befanden, konnte es sich um Nickel

an Strukturen von Membranen handeln.

Die Funktion, den Metabolismus vor toxischen Nickel- oder Cobaltkonzentrationen zu schiitzen,
erfiillen in Pflanzenzellen hauptsiachlich Vakuolen. Toxische divalente Kationen werden durch
die Bindung an S, N oder O in organischen Sauren im Zytosol wie Citrat (Jaffre et al., 1976;
Lee et al., 1978; Homer et al., 1991; Sagner et al., 1998; Kramer et al., 2000), Malat, Malonat
(Brooks et al., 1981) oder auch Histidin (Kramer et al., 1996; Kiipper et al., 2001) und den
anschlieBenden Transport der Komplexe in die Vakuolen fiir den Metabolismus unzuganglich.
Transporter im Tonoplast ermdglichen die schnelle Reaktion auf Verdnderungen der lonenkon-
zentration in der Umgebung und gewahrleisten durch die Speicherung der toxischen Stoffe ver-
schiedenster Art optimale Bedingungen fiir den Metabolismus im Zytosol. War die Vakuole in den
beobachteten Catharanthus roseus-Zellen gering gefiillt und nahm dadurch nicht den grolten
Volumenanteil der Zelle ein, sah man die Vakuole deutlich als rundes Kompartiment mit starker
Fluoreszenz umgeben von schwacher Fluoreszenz im Zytosol. Gleichzeitig wurden in diesen Zel-
len die sonst an den Rand gedrangten Organellen sichtbar, die ebenfalls Fluoreszenz zeigten und
damit eine Nickel- und Cobaltbindung an diesen Strukturen aufwiesen. Die Lagerung Nickel-
und Cobalthaliger Komplexe in Vakuolen war durch Newport Green DCF-Fluoreszenz in den
CLSM-Aufnahmen gut zu beobachten, da die Fluoreszenz in den Vakuolen nach der Inkubation
der Zellen in LS-Medium mit Nickel- und Cobaltverbindungen verstarkt wurde. Untersuchungen
von Kramer et al. (2000) an Nicht-Hyperakkumulatoren ergaben, dass etwa 25 % des Ni>* im
Protoplasten in Vakuolen enthalten war. Die Lokalisation von Nickel und Cobalt in Chloroplasten

wurde nicht beobachtet.
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Mehrere Bereiche in Pflanzenzellen von Catharanthus roseus wie die Vakuolen, das ER oder
Mitochondrien, aber auch die Zellwand, der bisher nur in Hyperakkumulatoren eine Beteiligung in
der Nickelkomplexierung zugesprochen wurde (Kramer et al., 2000), schienen Nickel und Cobalt
zu binden und moglicherweise auch in Detoxifizierungsprozessen involviert zu sein. An welche
Molekiile Nickel und Cobalt im Zytosol oder der Vakuole binden, wurde durch die Detektion mit
Newport Green DCF nicht ersichtlich. Die Informationen iiber Bindungspartner, Bindemolekiile
bzw. Chelatoren von Ni(ll) und Co(ll) in Pflanzenzellen oder bestimmten Organellen wurden von
Kramer et al. (2000) anhand von XAS (X-ray absorption spectroscopy) oder Fraktionierung mit
anschlieBender ICP-MS bzw. 53Ni-Szintilation gewonnen. Diese Methoden zeigten, dass fiir die
Nickelaufnahme in Hyperakkumulatoren N-haltige Liganden nétig war, durch die Ni>* und Co?*
mit einer deutlichen Selektivitat fiir Ni?* (7:1) in Zellen aufgenommen und in Blattern gespeichert
wurde (Still und Williams, 1980). Die Mechanismen der Lagerung und Detoxifizierung waren
zudem von der Pflanzenart, bei kompletten Pflanzen vom Ort im Habitus, aber auch von der
Metallverbindung abhangig (Vogeli-Lange und Wagner, 1989; Brune et al., 1994; Brune et al.,
1995; Gries und Wagner, 1998; Asemaneh et al., 2006).

Die Detektion von Ni(ll) u.a. an der Zellwand bestétigte, dass Newport Green DCF komplexiertes
Ni(ll) detektieren konnte (Thompson et al., 2002). Eine prozentuale Verteilung auf die verschie-
denen Kompartimente und Zellareale war durch optische Methoden sehr schwierig, da nicht
das gesamte Volumen der Zellen auf seine Fluoreszenzintensitit differenziert untersucht wer-
den konnte. Deshalb konnte lediglich die Zellwand, die Vakuolen, das ER oder Mitochondrien
als target fiir Ni(ll) und Co(ll) in Pflanzenzellen beschrieben werden. Eine Quantifizierung der
Nickel- und Cobaltionen in Pflanzenzellen durch optische Detektionsmethoden wie dem CLSM
war ebenfalls nicht moglich, aber eine Einschatzung, dass ein GroRteil des detektierten Nickels

in Vakuolen lokalisiert war.

4.4 Vergleich der Nickel- und Cobaltaufnahme und deren
Lokalisation zwischen humanen Gingiva-Fibroblasten und

Catharanthus roseus-Zellen

Ein Vergleich der Nickel- und Cobaltaufnahme in die humanen Gingiva-Fibroblasten mit der
Aufnahme in die Catharanthus roseus-Zellen zeigte, dass die Fluoreszenzintensitdten in den
Fibroblasten mit zunehmender Inkubationszeit mit den Metallverbindungen bei den verschiede-
nen Metallkonzentrationen anstiegen. Dieser Trend war in den Pflanzenzellen nicht so deutlich
zu beobachten, da bereits nach 24 h hohe Fluoreszenzintensitdten in den Catharanthus roseus-
Zellen beobachtet wurden. Am auffélligsten war, dass in den Pflanzenzellen unabhangig von der

Inkubationszeit und der geringen Konzentration aller Metallverbindungen Fluoreszenz im Zell-
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kern detektiert wurde. Nach 24 h war bei allen vier Verbindungen, aber auch schon friiher bei 1 h
oder 8 h Inkubation mit NiCl,, Fluoreszenz im Zellkern der Pflanzenzellen zu sehen. Bei den Fi-
broblasten wurde selbst nach 48 h Inkubation mit 500 M CoCl, kaum Fluoreszenz im Zellkern,
abgesehen von den Nukleoli, nachgewiesen. Bei Nickelverbindungen war eine Konzentration von

500 M fiir 24 h notwendig, um Nickel im Zellkern konstant nachzuweisen.

Die Pflanzenzellen besalen im Vergleich zu Fibroblasten Vakuolen, in denen sie toxische Stoffe
lagern und dem Metabolismus unzugédnglich machen konnte. Dadurch war in Pflanzenzellen ein
GroRteil des Nickels und Cobalts und damit der Fluoreszenz in den Vakuolen lokalisiert. Trotzdem
schien geniigend Nickel und Cobalt in die Zellen aufgenommen worden zu sein, dass nicht alle
Nickel- und Cobaltionen in Vakuolen komplexiert gespeichert wurden und Nickel und Cobalt
an weitere Strukturen des Zytoplasmas wie dem Zellkern, dem ER oder Mitochondrien binden
konnte. In Fibroblasten existierten keine Vakuolen wie sie in den Pflanzen vorhanden waren,
sodass Nickel und Cobalt an Molekiile im Zytoplasma gebunden haben, darunter auch Proteine

oder Enzyme. Dies konnte die hohere Fluoreszenzintensitdt im Zytosol von Fibroblasten erklaren.

Dadurch, dass Fibroblasten adhirente und flache Zellen waren, war eine mikroskopische Beob-
achtung der Zellen leichter als bei den Pflanzenzellen, die eine kugelige Form besaBen. Durch
die Erweiterung der Blendendffnung bei der Beobachtung der Pflanzenzellen, die einen Uber-
blick tiber einen groRen Teil der Zelle erméglichte, wurden Fluoreszenzsignale aus Ebenen unter
und iiber der Fokalebene detektiert, wodurch mehr Informationen gewonnen wurden, die Signa-
le lichtstarker waren, aber die Auflosung geringer wurde. Dennoch konnte gezeigt werden, dass
Nickel und Cobalt in beide Zelltypen aufgenommen wurde und detektierbar war. Die Lokalisation
von Nickel und Cobalt an bestimmten Strukturen stimmten bei Fibroblasten und Pflanzenzellen
weitestgehend iiberein. N3here Informationen iiber Komplexpartner oder Bindestellen wurden an-
hand dieser optischen Detektionsmethode alleine nicht erreicht. Die gewahlten Zelllinien stellten
genetisch unveranderte und gesunde Zellen dar und wiesen dadurch einen normalen Metabolis-

mus auf, wodurch die Resultate realitdtsniher waren als die von Tumorzellen.

Zur Detektion von Ni(ll) und Co(Il) in Pflanzenzellen reichte eine Konzentration von 1 1ig/ml des
optischen Sensors Newport Green DCF aus, um bereits nach kurzer Inkubationszeit Ni(ll) und
Co(I1) in den Pflanzenzellen zu detektieren. Die Detektion von Ni(ll) und Co(ll) in Fibroblasten
zeigte gute Ergebnisse bei einer Konzentration von 7 ug/ml, die ebenfalls von Ke et al. (2006,
2007) beschrieben wurde. Es wurde deshalb vermutet, dass eine hdhere Ni(ll)- und Co(ll)-
Konzentration in den Pflanzenzellen im Vergleich zu Fibroblasten bestand, da Nickel und Cobalt
fur Pflanzenzellen essentiell waren (Nielsen und Sandstread, 1974; Eskew et al., 1983; Brown
et al., 1987; Uthus und Seaborn, 1996; Gerendas et al., 1999).
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4.5 Vor- und Nachteile des optischen Sensors Newport Green
DCF und der CLSM bei der Detektion von Metallspezies in

einzelnen lebenden Zellen

Jede Methode zur Speziation besitzt bestimmte Vorteile gegeniiber alternativen Methoden wie
z.B. eine besonders sensitive Bestimmung von bestimmten Verbindungen oder eine exakte Quan-
tifizierung, aber ebenso Nachteile wie die Einschrankung der Lokalisation einer Spezies in Zellen
durch Analysen an bulk-Material. Oft gelangt man erst durch Zellfragmentierung oder Zer-
storung der Zellen an Informationen, die durch die zusatzlichen Praparationsschritte wiederum
Ursache fiir Artefakte sein kdnnen. Der Nachweis und die Lokalisation der toxischen und kan-
zerogenen Ubergangsmetalle Nickel und Cobalt sowie ihrer Spezies in einzelnen lebenden Zellen
sollte deshalb anhand der fiir Speziation uniiblichen Methode, der CLSM, durchgefiihrt werden.
Dabei war die Moglichkeit der Beobachtung einzelner lebender Zellen ohne Fixierung ein Vorteil
gegeniiber Methoden, die bulk-Material oder fixierte Zellen analysierten. Zum einen wurde die
Erzeugung von Artefakten bei der Beobachtung lebender Zellen verringert, zum anderen wurden
detailliertere und weiterfiihrende Informationen iiber die Zellen oder bestimmte Zellareale gleich-
zeitig detektiert, wie z.B. die Form der Zellen oder die Lokalisation in bestimmten Organellen.
Durch die Nutzung eines Auflichtmikroskops konnten Eintauchobjektive genutzt werden, um die
Zellen lebend iiber einen begrenzten Zeitraum zu beobachten. Eine kontinuierliche Beobachtung
iiber mehrere Tage konnte in sterilen Kammern in Medium mit CO,- und Temperaturregelung
erfolgen und dabei den Weg einer Spezies in einer Zelle verfolgen, wobei dafiir inverse Systeme
notig waren. Die Nutzung von adhirenten Zellen wie den Fibroblasten, wére dabei von Vorteil,
weil sie mit inversen Systemen beobachtet werden kdnnten, sich ihre Position im Kulturgefal
kaum andern wiirde und sie von ihrer Struktur und GroBe gut zu beobachten waren. Bei Pflan-
zenzellen ware die Beobachtung etwas schwieriger, da die Zellen nicht adharent sind und sich
im Medium bewegen. lhre Anzucht war in kleinen Kammern nicht moglich und so musste zur
mikroskopischen Beobachtung ein Aliquot der Kultur entnommen werden, wodurch sie nicht
mehr sterilen Bedingungen ausgesetzt waren und nicht mehr weiter kultiviert werden konnten.

Oft hingen die Zellen als Cluster zusammen und die Aufnahme von Einzelzellen war erschwert.

Die CLSM ermdéglichte die gleichzeitige Anregung fluoreszierender Molekiile in einer Probe mit
unterschiedlichen Laserlinien, aber auch die gleichzeitige Detektion mehrerer Emissionsbereiche.
Dabei war die Trennung der Signale am besten, wenn keine Uberlagerung der Emissionsspektren
vorlag. Um Verbindungen mit dem CLSM in lebenden Zellen zu detektieren und zu lokalisieren,
mussten diese Fluoreszenz aufweisen, die mit Laserenergie angeregt werden konnte ohne die
Zellen zu zerstéren. Oft war dies wie im Fall von U(VI), Eu(111) und Cm(I11) nicht der Fall (Tits
et al., 2003; Baumann et al., 2005; Arnold et al., 2006) und somit wurden Metall-spezifische
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optische Sensoren wie das verwendete Newport Green DCF benétigt. Fiir einige Metalle, v.a.
Zn?*, existierte eine groRe Zahl verschiedener Farbstoffe. Diese waren meist spezifisch fiir einen
Oxidationszustand und nur fiir einige lonen vorhanden, aber im Falle von Newport Green DCF
nicht absolut spezifisch fiir nur ein Metall. Newport Green DCF war zwar selektiv fiir Zn2+,
Co?* und Ni?* gegeniiber Ca?* und Mg?* und zeigte bei Co?* und Ni?* deutlich die starkste
Fluoreszenzverstarkung, doch eine eindeutige Bestimmung bei unbekannten Metallverbindungen
war dadurch nicht mdglich. Man erhielt Information iiber den Oxidationszustand eines detek-
tierten lons, aber bestand ein anderer Oxidationszustand, konnte das Metall nicht detektiert
werden. Herrschten geringe Metallkonzentrationen vor, wurde die Fluoreszenzintensitat minimal
verstarkt und eine Unterscheidung von geringer Fluoreszenzintensitat zur Hintergrundfluores-
zenz durch ungebundene Sensoren war kaum mdglich. Das Ergebnis konnte falsch interpretiert
werden. Durch die Detektion der Emission und die Aufnahme von Fluoreszenzspektren der opti-
schen Sensoren, sowie der Zell-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffe oder Transmissionsaufnahmen
konnten diese in der Zelle lokalisiert und eine Zuordnung zu Zellkompartimenten gezeigt werden.
Da Fluoreszenzfarbstoffe bei Belichtung zumeist ausbleichen, sind Fluoreszenzfarbstoffe fiir eine
dauerhafte Beobachtung nur eingeschrankt nutzbar. Ebenso kdnnte die Komplexierung der Me-
talle mit dem optischen Sensor die Mobilidt des Nickels und Cobalts einschranken oder verandern
und damit Ergebnisse verfilschen. Eine Langzeitbeobachtung des Nickel- und Cobalttransports

innerhalb der Zellen war deshalb nicht moglich.

Durch die Nutzung von Laserlicht war die laterale Auflésung durch die Wellenldnge einge-
schrankt. Dafiir ermdglichte der konfokale Aufbau eine detaillierte Beobachtung einzelner Schich-
ten einer Probe und verringerte die Hintergrundfluoreszenz durch das Ausschalten der Ebenen
auBerhalb der Fokalebene. Bei transluzenten Zellen war dies nicht so entscheidend, da man
durch die VergroRerung des Blendendurchmessers Informationen nahezu aus allen Ebenen einer
Zelle erhalten konnte und bei flachen Zellen ein GroRteil der Information mit einer Aufnahme
gewonnen wurden. Da die Lichtstarke im Vergleich zu einem normalen Fluoreszenzmikroskop bei
einem Blendendurchmesser von 1 Airy minimiert war und nur die Fokalebene sichtbar wurde,
konnte dies sogar nachteilig sein. VergroRerte man den Blendendurchmesser, wurde das Bild
lichtstarker, aber die Konfokalitdt und damit die Scharfe der Aufnahme verringerte sich. Die
Fibroblasten waren adharente, flache Zellen, die mit dem CLSM so beobachtet werden konn-
ten, dass der Blendendurchmesser bei 1 Airy und die Lichtstarke gute Aufnahmen lieferten. Da
die Pflanzenzellen eher rund waren und ein groBes Volumen einnahmen, erlangte man erst bei
groReren Blendendurchmessern die Informationen iiber die ganze Zelle, wenn man keine Schnitt-
aufnahmen machen wollte. Durch die Blendendffnung erschienen die Zellen oft lichtstarker, da

gleichzeitig Fluoreszenz einer anderen Zelle darunter detektiert wurde.
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4.6 Lokalisation von Metallen in lebenden Zellen durch

alternative Methoden

Die voran stehenden Abschnitte machten deutlich, dass die CLSM zur Darstellung einzelner le-
bender Zellen mit hoher lateraler Auflésung geeignet war. Des Weiteren konnte diese Technik
genutzt werden, spezifische Fluoreszenzfarbstoffe in Zellen parallel zu detektieren, sodass Hin-
weise iiber die Lokalisation von Nickel und Cobalt in Zellen gewonnen werden konnten. Dies ist
auch fiir andere Metalle moglich, fiir die Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfiigung stehen oder die
Fluoreszenz unter physiologischen Bedingungen nach Anregung mit Laserlicht zeigen. Wie be-
reits erwahnt, war der Auflésung durch die Wellenlange des emittierten Lichts Grenzen gesetzt.
Eine ebenfalls optische Methode, die diese Grenzen iiberschreiten kann, ist die Scanning Near-
Field Optical Microscopy (SNOM). Diese Technik erreicht eine Aufldsung von bis zu 50 nm,
wodurch Strukturen, die mit dem CLSM nicht aufgeldst dargestellt werden konnen, sichtbar
werden (Betzig et al., 1992). Die SNOM erlaubt eine detailliertere Darstellung einer Zelle oder
eines Ausschnittes mit Informationen sowohl iiber die Topographie, als auch iiber die Fluores-
zenz (Enderle et al., 1998; Dunn, 1999). Die SNOM nutzt dabei eine sehr feine Metallspitze,
die zunichst durch AFM (atomic force microscope) ein Bild der Zelle oder eines Ausschnit-
tes darstellt, aber durch eine optische Faser erganzt die Zellen belichten und das reflektierte
oder emittierte Licht aufnehmen kann. Der geringe Amplitudenumfang in z-Richtung von 1 um
erschwert das Scannen von dickeren Objekten. Diese Art der Mikroskopie nutzt den Nahfeld-
Effekte aus, um die hohe Auflésung zu erreichen. Die SNOM ermdglicht damit zwar eine bis zu
dreimal so hohe Auflésung wie die CLSM, jedoch ist die Detektion nahezu auf die Oberfliche
einer Zelle beschrankt, was eine Detektion von Organellen oder bestimmten Proteinen inner-
halb einer Zelle ausschlieBt. Anforderungen an Zellen fiir deren Detektion mit dem SNOM sind
zundchst die Adhdsion an eine Oberfliche. U.a. ist eine Fixierung der adhdrenten Zellen nétig.
Eine Beobachtung von Strukturen in Lésungen oder sogar lebenden Zellen in wassriger Losung
gelang jedoch 1998 Ben-Ami et al., sowie Hoppener et al. (2003) und Longo et al. (2008). Geht
man noch weiter ins Detail, wire eine Beobachtung einzelner Molekiile ein groRer Fortschritt.
So beschrieben Betzig und Chichester (1993) die Detektion einzelner Chromophore mit dem
SNOM. LieRe sich ein einzelnes Molekiil in einer lebenden Zelle in Lésung nachweisen, ware die

Detektion von metallspezifischen Farbstoffen weiterhin auf die Oberfliche der Zelle beschrankt.

Eine Eingrenzung der Lokalisation eines Farbstoffes oder der Eigenfluoreszenz eines Metalls auf
das Zytosol oder die AuBenseite einer Zelle, sei es die Membran oder Zellwand, kann zudem mit
der FACS (fluorescene activated cell sorting)-Methode analysiert und gleichzeitig quantifiziert

werden. Bei der FACS-Methode wird die Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle gemessen.
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Um das Zytoplasma von der Zellwand oder AuRenseite der Zelle zu differenzieren, miissen Fluo-
reszenzfarbstoffe verwendet werden, die entweder in der Zelle fluoreszieren oder nur aulen binden

und die Membran nicht passieren. Weitere Zuordnungen auf Zellareale kdnnen nicht erfolgen.

Fiir die Detektion von Metallen in einzelnen lebenden Zellen eignet sich beschriebenermalen nur
die konventionelle oder die konfokale Fluoreszenzmikroskopie. Eine héhere Auflésung und gleich-
zeitig ein Elementmapping kann mit der EDX (energy dispersive X-ray spectroscopy) erreicht
werden, aber dazu ist wieder eine Fixierung der Zellen nétig, die Artefakte mit sich bringt und
keine Analyse von lebenden Zellen und damit keine Langzeitanalyse erlaubt. Allerdings greift die
Aufnahme von Spektren nicht in den Metabolismus ein, wie es bei Fluoreszenzfarbstoffen der

Fall ist.

4.7 Fazit und Ausblick

Der Nachweis von Metallen, im Speziellen Ni(Il) und Co(ll) aufgrund ihrer essentiellen und gleich-
zeitig toxischen und kanzerogenen Eigenschaften fiir Organismen, durch optische Methoden wie
der CLSM, wurde als Alternative zu etablierten analytischen Methoden auf ihre Anwendbarkeit
untersucht. Dabei war die laterale Auflosung der Detektion und der Nachweis der Metalle in ein-
zelnen lebenden Zellen ein bedeutendes Ziel. Es sollte ein Weg aufgezeigt werden, metabolische
Prozesse oder Transportwege unterschiedlicher lonen oder Verbindungen nachzuvollziehen, die

auf unterschiedlichste Weise in einen Organismus gelangen, und Spezies zu unterscheiden.

Die verschiedenen chemischen Eigenschaften erlaubten es nicht allen Elementen, Eigenfluores-
zenz unter biologisch kompatiblen Bedingungen nach Anregung mit Licht aufzuweisen, sodass
eine direkte Detektion mit dem CLSM nicht mdglich war und optische Sensoren eingesetzt
werden mussten. Dies schriankte den Nachweis an zu untersuchenden Metallionen ein, wobei die
Forschung fortlaufend neue optische Sensoren entwickelt. Quantifizierungen von lonenkonzentra-
tionen waren dabei lediglich vergleichend mdoglich, da die Fluoreszenz der Zellen, die Basisfluores-
zenz der Chromophore und Enzymaktivitat zusdtzlich zur Beeinflussung durch die target-lonen
Einfluss auf die Fluoreszenzintensitit des optischen Sensors nahmen. Ein Anhaltspunkt hierfiir

waren auch Angaben der Fluoreszenzverstarkung durch lonenbindung der Hersteller.

Nickel und Cobalt zeigten nach Anregung mit Laserlicht keine Eigenfluoreszenz, sodass der Ein-
satz eines optischen Sensors zur Detektion gepriift wurde. Es zeigte sich, dass die CLSM in
der Lage war, die Aufnahme von Nickel und Cobalt nach Exposition mit 100 M bis 500 ©M
verschiedener Verbindungen in humanen Gingiva-Fibroblasten und nach Zugaben von 100 M
der gleichen Verbindungen in Pflanzenzellen mittels optischem Sensor Newport Green DCF zu

detektieren und deren Unterschiede in der Aufnahme, Konzentration und Lokalisation bedingt
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aufzuzeigen. Die Unterschiede waren jedoch gering, da Nickel aus wasserléslichen Verbindungen
unabhingig von der Spezies als divalentes Kation in die Zellen aufgenommen wurde. Wasser-
unldsliche Nickelpartikel wurden zwar phagozytiert, doch innerhalb der sauren Vakuolen in den
Zellen gelost, sodass Nickel ebenfalls als divalentes Kation vorlag und dadurch an die gleichen
Stellen binden konnte wie Nickel aus wasserloslichen Verbindungen. Die Ni3S,-Partikel selbst
konnten nicht detektiert werden. Mit Hilfe weiterer spezifischer Fluoreszenzfarbstoffe fiir Zell-
strukturen wie den Zellkern, das Zytosol, das ER, Vakuolen und bedingt Mitochondrien und
Lysosomen konnte die Lokalisation auf diese Kompartimente eingrenzt werden. Man muss be-
denken, dass die Ergebnisse aus in vitro Versuchen nicht immer 100 % auf einen Organismus
ibertragen werden konnen, da die Aufenthaltsdauer von I6slichen Metallverbindungen, die z.B.
durch die Atmung in Zellen aufgenommen werden, durch metabolische clearance-Effekte der

Lunge in vivo verkiirzt ist (Coogan et al., 1989a).

Genaue Aussagen iiber bestimmte Spezies, Verbindungen oder Bindungsstellen in den Zellen
konnten anhand der CLSM mit optischen Sensoren nur schwer getroffen werden. So liel sich
zwar durch die hohe Selektivitdt der Farbstoffe fiir bestimmte divalente Kationen und Oxida-
tionszustande die Oxidationszahl bestimmen, aber welche Verbindungen oder Komplexe in den
Zellen vorlagen, war selbst mit Aufnahmen von Fluoreszenzspektren nicht zu bestimmen. Dazu

waren erganzende Methoden nétig.

Fluoreszenzfarbstoffe unterliegen meist Bleaching-Effekten, sodass kontinuierliche Beobachtun-
gen selbst mit CO,-Zufuhr und optimaler Temperierung unter sterilen Bedingungen zeitlich
eingeschrankt sind. Eine Beeinflussung der Mobilitit der lonen durch Farbstoffe kann ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden. Gelingt es, Metallionen oder andere toxischen lonen ohne Verwen-
dung von Fluoreszenzfarbstoffen live-on-stage zu detektieren, kdnnte ihr Weg in die Zellen und
innerhalb der Zellen liickenlos nachverfolgt werden und man wiirde bedeutende Informationen
iiber die Wirkung dieser lonen oder bisher weniger erforschten lonen in Zellen und damit ihre
Auswirkungen auf Zellen erhalten. Durch den Einsatz von Newport Green DCF konnte bereits
2010 die Aufnahme von Titan in Osteoklasten nach deren Kultivierung auf Titanoberflichen
nachgewiesen werden (Cadosch et al., 2009; Cadosch et al., 2010). Das gesundheitsgefdhrdende
Potenzial durch die Aufnahme von Partikeln oder lonen aus medizinischen Werkstoffen oder
chirurgischen oder dentalen Implantaten wie Titan, Platin oder Gold, aber auch Nickel und Co-
balt und anderer Elemente, kann untersucht und fiir den Organismus bestimmt werden. Damit
kann die Beschaffenheit und Anwendung weiter verbessert werden und das Risiko von Allergien
oder gesundheitlichen Problemen verringert werden. 1989 fasste Coogan et al. toxische und kan-
zerogene Effekte durch Nickel-haltige Dentalprotesen und Schmuck in einem Review zusammen
(Coogan et al., 1989b). Ebenso kann die Methode verwendet werden, Einfliisse von toxischen

lonen auf andere Organismen wie Pflanzen zu beobachten, die eventuell Einfluss auf weitere
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Organismen ausiiben. Wachsen Pflanzen auf verunreinigtem Boden, so kann die Aufnahme, Lo-
kalisation und der Oxidationszustand der potenziell toxischen lonen in der Zelle beobachtet und

ihr gesundheitsgefdhrdendes Potenzial bewertet werden.
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