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EinfluB eines Aktivators der Proteinkinase C (TPA) und
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Zinkmetabolismus der Ratte
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Influence of an activator of proteinkinase C (TPA) and of a Ca’*-mobilizing ago-
nist (A 23187) on the zinc metabolism of the rat

Zusammenfassung: An 8 Wochen alten, ca. 235 g schweren Albinoratten wurde der Einflu
von 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA), einem Aktivator der Proteinkinase C, und A
23187, einer Ca-lonophore, die die intracelluldre freie Ca?*-Konzentration erhoht, auf den
Zinkmetabolismus gepriift. Jeweils 8 Tiere erhielten 24 h vor dem Té6ten eine ip-Injektion mit
1,6 x 167 mol TPA/kg GKM, 1,6 x 105 mol A 23187/kg GKM bzw. Dimethylsulfoxid, dem L&-
sungsmittel der Agonisten, als Kontrolle. Nach Applikation von TPA und A 23187 wurde eine
erhebliche Verzehrsdepression beobachtet, die mit einer verminderten Gesamtkdrpermasse und
Lebermasse einherging. Die Serum-Zn-Konzentration fiel durch A 23187 signifikant von 710 auf
470pg/L. ab. Infolge TPA- bzw. A 23187-Behandlung stieg die Zn-Konzentration in der Leber in
Frisch- und Trockenmasse signifikant um 20 bzw. 30% an. Die totale Leberzinkmenge
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war dagegen in allen Gruppen unveréndert. Die Konzentration an Metallothionein (MT) in der
Leber stieg durch TPA signifikant um das 2,4fache. Bei A 23187 betrug diese Zunahme lediglich
das 1,5fache. Keine Verdnderungen traten beim Mucosa-MT auf. Die Aktivitit der Alkalischen
Phosphatase (AP) wurde im Serum nach TPA- bzw. A 23187-Behandlung von 258 U/L. um 23 %
bzw. 31 % signifikant reduziert. Die Glucosekonzentration im Serum blieb bei allen Versuchsva-
rianten unverdndert im Normbereich. Harnstoff und Creatinin im Serum stiegen dagegen durch
A 23187 signifikant an.

Die Untersuchung zeigt, da3 TPA und A 23187 einen Einfluf auf den Zn-Metabolismus der
Ratte ausiiben, wobei dieser Effekt bei der Leber-MT-Induktion am ausgeprigtesten ist. Die
durch TPA und A 23187 induzierte Verzehrsdepression hat zur Folge, dafl auch Effekte auftre-
ten, die nicht vom Hungerstoffwechsel zu unterscheiden sind. Daher sind zur Differenzierung
zwischen Agonist- und Hungereffekt weitergehende Untersuchungen erforderlich.

Summary: The influence of 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate, an activator of
proteinkinase C and A 23187, a calcium ionophore increasing cytosolic free calcium
concentration on zinc metabolism was investigated in a study with 24 eight-week old rats.
Twenty-four hours before killing, the rats (235 g body weight, 8 per group)} were either injected
intraperitoneally with TPA (1.6 X 10~7 molkg body weight) or A 23187 (1.6 x 10~% mol/kg body
weight). Control rats received the solvent dimethylsuifoxide. The application of TPA and A
23187 provoked a marked decline in feed intake accompanied by a reduction in body weight and
liver mass. Serum concentrations of zinc were reduced significantly after A 23187 injections.
TPA and A 23187 increased liver zinc levels by 20 and 30 % respectively, if based on fresh and
dry weight. The injections, however, did not alter total liver zinc. Liver metallothionein (MT)
concentration was elevated 2.4-fold after TPA administration. The increase in response to A
23187 was only 1.5-fold and not significant. Mucosa MT levels were not altered. Serum activity
of alkaline phosphatase was significantly reduced (TPA: =23 %, A 23187: —31%). There was
no change in serum glucose after injections. However, serum creatinin and urea were increased
in response to A 23187.

In conclusion, TPA and A 23187 had an effect on zinc metabolism of the rat, most marked in
the case of MT induction in the liver. There is evidence that the reduced feed intake caused by
TPA and A 23187 resulted in effects indistinguishable from those caused by fasting. Further
experiments are needed to clarify whether proteinkinase C and cytosolic free calcium are directly
involved in the regulation of zinc metabolism.

Schliisselworter: TPA — A 23187 - Metallothionein — Alkalische Phosphatase - Zink

Key words: TPA — A 23187 — metallothionein — alkaline phosphatase — zinc

Einleitung

Der Zinkmetabolismus wird durch eine Reihe von Faktoren wie z.B. Nahrungs-
karenz, Stref3, Endotoxin- und Hormongaben beeinflufit. So erhdhen Glucagon
und (-Rezeptoragonisten bzw. Dibutyryl-cAMP sowie Glucocorticoide den Zn-
und Metallothionein (MT)-Spiegel in der Leber. Mit Ausnahme von Glucagon
provozieren diese Agonisten auch eine Hypozinkimie (3, 4, 13, 14, 16, 17, 20).
Auch fiir den Zinkstatusparameter Alkalische Phosphatase (AP) konnte ein
EinfluB durch den Hormonstatus nachgewiesen werden. Beispiclsweise fithren
Glucocorticoide bei Hunden und Insulinmangel bei Ratten zu einer deutlichen
AP-Induktion (22, 39).

Nur wenige Arbeiten liegen {iber die Wirkung von Hormonen mit Phosphat-
idylinositol (PI)-Effektorsystem auf den Zn-Metabolismus vor. Zentrales Enzym
dieses Signaltransduktionsmechanismus ist die Phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phat-spaltende Phospholipase C. Thre Hydrolyseprodukte Inositoltriphosphat
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{IP;) und Diacylglycerol (DG) gelten als Second Messenger. Wihrend IP; zu ei-
ner Ca?*-Mobilisierung aus spezialisierten Vesikeln des Endoplasmatischen Reti-
culums fithrt, aktiviert DG eine Proteinkinase C (PKC). Der Anstieg der intra-
celluldren Ca?*-Konzentration fiihrt iiber Calmodulin und die PKC {ber ihre
Phosphorylierungsprodukte zur spezifischen Zellantwort. Fiir Ubersichten siche
2, 23, 27. Lediglich eine Arbeitsgruppe (3, 4, 20) untersuchte den Einflul von
Noradrenalin, Angiotensin II, Vasopressin (natiirliche Agonisten des PI-Effek-
torsystems) und 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) (Aktivator der
PKC) auf die MT-Synthese in der Ratte. Dabei erwiesen sich alle Substanzen au-
Ber Vasopressin in der Leber als Zn-MT-Induktoren. TPA zeigte in einer Kon-
zentration von 1,6 X 1077 mol/kg Gesamtkdrpermasse (GKM) 25 h nach ip-In-
jektion eine maximale Erh6hung von Zn in MT der Leberfrischmasse (4).

Auf Basis der Untersuchung von Brady et al. (4) solite in der vorliegenden Ar-
beit neben TPA, auch die Wirkung der Ca?*-lonophore A 23187 (Erhéhung der
cytosolischen Ca’*-Konzentration) auf den Zn-Metabolismus der Ratte unter-
sucht werden. Dabei wurde tiber MT hinaus auch Zink und die Aktivitat der AP
in verschiedenen Geweben der Ratte bestimmt.

Material und Methoden

Tiermaterial und Haltung

Nach dem Absetzen im Alter von 3 Wochen wurden 24 mannliche Albinoratten (institutseigene
Inzuchtlinie HK 51) auf 3 Gruppen verteilt und {iber 5 Wochen mit einer mehligen Diét auf der
Basis von Cerealien und Séurecasein (Tab. 1) und deionisiertem Wasser ad libitum versorgt. Die
Futteranalyse ergab einen nativen Gehalt von 22,8 ug Zn/g Futter und 0,71 % Phytat, woraus
ein molarer Phytat/Zn-Quotient von 31 ermittelt wurde. Die titowierten Tiere wurden in
Makrolonkéfigen (4 Tiere/Kafig) auf Edelstahlrosten, bei 25°C, einer rel. Luftfeuchte von ca.
55 % und einem 12stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten,

Versuchsdurchfihrung und Probenaufbereitung

Nach der Swochigen Fiitterungsperiode erhielten jeweils 8 Ratten mit durchschnittlich ca. 235 g
GKM (Tab. 2) eine ip-Injektion mit 1,6 X 10~7 mol TPA/kg GKM (SERVA 32496), bzw. 1,6 x
10-6 mol A 23187/kg GKM (SIGMA C 7522) bzw. Dimethylsulfoxid (DMSO) (SERVA 20385),
dem Losungsmittel der Agonisten, als Kontrolle. 24 h nach der Injektion wurden die Ratten un-
ter Chloroformnarkose durch Dekapitation getdtet, das Blut aufgefangen und durch Zentrifuga-
tion (15 min, 3000 g) das Serum gewonnen. Zur Erfassung des Zinkstatus wurden Leber, Diinn-
darm sowie eine Hintergliedmafe herausprapariert. Der Diinndarm wurde mit eisgekiihiter
NaCl- Lésung (9 g/L) gespiilt und Gber einen Plastikstab gewendet. Alle Proben wurden bis zur
Analyse bei —22°C aufbewahrt.

Die Diinndarmmucosa wurde durch Abschaben auf einer gekihlten Glasplatte gewonnen.
Die Homogenisierung des os femoris zur Analyse der Alkalischen Phosphatase erfolgte durch
Morsern unter Zugabe von fliissigem Stickstoff. Zur Extraktion der AP wurden die Gewebepro-
ben in 20 mM Tris-HCl, pH 8,6, aufgenommen, mit 0,5 mM PMSF in Aceton (Endkonzentrati-
on) versetzt, in einem Potter-Elvehjem-Homogenisator zerkleinert, 45 min bei 43 000 g zentrifu-
giert und der Uberstand zur Analyse abgenommen.

Analytische Methoden

Die Zinkkonzentrationen wurden durch Atomabsorptionsspektrophotometrie (AAS) (Philips
PU 9485) bei 213,3 nm in einer Luft-Acetylenflamme gemessen. Die Leber- und Futterproben
wurden in Quarzschalen bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, bei 450°C trocken-
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Tab. 1. Zusammensetzung der Diét.

Komponente g/kg Didt
Weizen 235
Gerste 200
Mais 200
Séurecasein (Fa. MEGGLE) 120
Hafer 100
Sojaextraktionsschrot 50
Mineralstoff- und Spurenelementvormischung! 50
Sonnenblumendl 30
Vitaminvormischung? 10
D,L-Methionin 5
1000

) Mineralstoffe und Spurenelemente je kg Diit:

CaHPO,x2H,0 p.a., 26,73 g; K;HPO, p.a., 6,68 g; MgSOx7H,0 p.a., 5,07 g; CaCO; p.a.,
4,43 g; NaCl p.a., 2,47 g; Na,CO; p.a., 1,22 g; FeSO,x7H,0 p.a., 298,68 mg; MnSO,xH,O0 p.a.,
184,59 mg; CuSOx5H,0 p.a., 27,50 mg; (CH;COO);Cr p.a., 4,41 mg; CoSOx7H,0 p.a.,
2,83 mg; NaF p.a., 2,21 mg; Na,SeO;x5H,0 p.a., 0,83 mg; KJ p.a., 0,65 mg; Na,MoO,x2H,0
p-a., 0,25 mg

2 Vitaminzusatz je kg Diét:

D,L-a-Tocopherylacetat 100 mg D-a-TE; Retinol 1,8 mg RE; Menadion 5 mg; Cholecalciferol
0,025 mg; Ascorbinsdure 30 mg; Niacin 40 mg; Ca-D-Pantothenat 30 mg; Pyridoxin 10 mg;
Riboflavin 10 mg; Thiaminmononitrat § mg; Folsdure 3 mg; Cobalamin 0,05 mg; Biotin 0,2 mg;
Cholinchlorid 1150 mg; myo-Inositol 100 mg; p-Aminobenzoesiure 10 mg

verascht und in 0,3 M HCl suprapur fiir die AAS aufgenommen. Die Zn-Analyse im Serum wur-
de direkt nach Verdiinnung mit 0,1 M HCI vorgenommen.

Metallothionein wurde mittels '“Cd-Hamoglobin-Bindungsassay nach Eaton und Toal (15)

bestimmt. Allerdings wurden die Proben bei einer héheren g-Zahl (20000 g) zentrifugiert. Car-
rierfreies *°Cd wurde von AMERSHAM (Cus. 1) bezogen.
"~ Die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase (EC 3.1.3.1) wurde nach der optimierten Stan-
dardmethode der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie (12) unter Verwendung von Ein-
zelreagenzien mit Diethanolaminpuffer (MERCK 16205) und p-Nitrophenylphosphat (ALD-
RICH N2, 200-2) ermittelt. Protein in den Gewebehomogenaten wurde nach der Lowry-Folin-
Methode (10) mit Rinderserumalbumin als Standard analysiert. Zur Analyse von Creatinin
(nach Jaffé), Harnstoff (Berthelot-Methode) und Glucose (GOD-Perid-Methode, ohne Entei-
weiBung) im Serum dienten Testkits der Firmen MERCK und BOEHRINGER. Die Bestim-
mung der Phytinsdure im Rattenfutter erfolgte mittels HPLC (32).

Statistische Methoden

Die untransformierten Daten wurden mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse und ange-
schlossenem Mittelwertvergleich nach Scheffé ausgewertet. Zur Ermittlung signifikanter GKM-
Differenzen vor und nach Injektion von TPA, A 23187 und DMSO wurde der paired t-Test an-
gewendet. Die bei der Varianzanalyse ermittelten Irrtumswahrscheinlichkeiten von P<0,05 wer-
den als statistisch signifikant gewertet. Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
der Einzelwerte (M £ SD) dargestellt.

Ergebnisse

Gesamtkorpermasse und Futteraufnahme

Die Gesamtkorpermasse der Ratten zu Beginn und am Ende der Swéchigen Fiit-
terungsperiode sowie 24 h nach ip-Injektion von DMSO, TPA und A 23187 ist in
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Tab. 2 dargestellt. Die Gesamtkorpermasseentwicklung (Einzelwerte nicht auf-
gefithrt) war wihrend des gesamten Fiitterungszeitraumes anndhernd linear an-
steigend mit einer mittleren Zunahme von 5,5g/d und Tier. Im Vergleich zur
5. Fitterungswoche verringerte sich die mittlere tégliche Futteraufnahme nach
Apptlikation von DMSO auf 70% des Vergleichswertes (Tabelle 2). Die TPA-
bzw. A 23187-behandelten Tiere stellten die Futteraufnahme fast volistindig ein
(Tabelle 2). Dadurch reduzierte sich die Gesamtkorpermasse in diesen Gruppen
signifikant. Die Gesamtkorpermasse der DMSO-Gruppe blieb mit 240 g anni-
hernd konstant.

Tab. 2. Gesamtkdrpermasse der Ratten zu Versuchsbeginn (Alter 21 d), Gesamtkorpermasse
und Futteraufnahme vor und nach Applikation von DMSO (Kontrolle), TPA und A 23187 sowie
Lebermasse und Lebertrockenmasse am Versuchsende

DMSO TPA A 23187
(Kontrolle)

GesamtkOrpermasse  Versuchsbeginn 48.4+49 48, 7+582 48,6%5,2
lg] vor Applikation 2404176 248:+18,45 242+17,62

nach Applikation ~ 240+15,7 232+17,1B 234+15,5P
Futteraufnahme vor Applikation 19,6 20,2 19,5
[g/24 1] nach Applikation 13,9 1,9 0,6
Lebermasse 10,0+1,1 9,1£0,9 8,7%1,1
el
Lebertrockenmasse 299x1,7 30,3+1,3 29,0+1,2
[%]

Hochgestelite unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Differenzen der Gesamt-
korpermasse vor und nach Applikation der Agonisten A,.B = P < 0,001; a,b = P < 0,01

Zinkkonzentration

In Abbildung 1 sind die Zinkkonzentrationen in Serum und Leber dargestellt.
Durch Applikation der Calciumionophore A 23187 fiel gegeniiber der DMSO-
Kontrolle die Serum-Zn-Konzentration signifikant von 710 % 90 auf 470 £ 110
pg/mL ab. Eine nur geringfiigig niedrigere, nicht signifikant verdnderte Serum-
zinkkonzentration war in der TPA-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle zu beob-
achten. Infolge TPA- bzw. A 23187-Behandlung stieg die Zn-Konzentration in
der Leber, bezogen auf Frisch- und Trockenmasse, signifikant um ca. 20 baw.
30 % an. Die gesamte Leberzinkmenge spiegelte diese Effekte nicht wider, da sie
unabhingig von der Behandlung konstant blieb (Abb. 1). Bemerkenswert ist in
diesem Zusammenhang, daB trotz einer tendenziellen Verminderung der Leber-
masse nach TPA- bzw. A 23187-Injektion im Vergleich zur DMSO-Kontroll-
gruppe die prozentuale Lebertrockenmasse mit ca. 30 % nahezu konstant blieb
(Tab. 2).

Metallothionein

Die MT-Konzentration in der Leberfrischmasse (Abbildung 2) erhéhte sich
durch die Wirkung von TPA gegeniiber der DMSO-Kontrolle signifikant um das
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2,4fache. Die gesamte MT-Menge stieg um das 2,1fache von 161 + 35 ug in der
Kontrolle auf 329 + 91 ug bei den TPA-behandelten Tieren. Werden 7 mol Zn
pro mol MT unterstellt, verdoppelte sich in der Gesamtleber das MT-gebundene
Zn von 12,8 ug (Kontrolle) aunf 25,1 ug nach TPA-Applikation. A 23187 fiihrte
zu einer im Mittel 1,5fachen MT-Konzentration, wobei dieser Unterschied infol-
ge hoher individueller Schwankungen nicht signifikant war. Die gesamte Leber
enthielt in dieser Gruppe 199 =+ 68 ug MT. TPA und A 23187 zeigten keinen si-
gnifikanten Effekt auf die insgesamt geringe Konzentration an Mucosa-MT
(Abb. 2). In der Kontrolle wurden 1,5 £ 0,1 ug/g FM vs. 2,3+ 0,7bzw. 1,7 £ 0,7
png/g’FM nach TPA- bzw. A 23187-Behandlung gefunden.
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Abb. 1. Zinkkonzentrationen (M £ SD) in Serum, Leberfrischmasse (FM), Lebertrockenmasse
(TM) und in der Gesamtleber von Ratten 24 h nach Applikation von DMSO (Kontrolle), TPA
und A 23187. Durch ungleiche Buchstaben gekennzeichnete Balken eines Parameters unter-
scheiden sich signifikant (P<0,05).
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Abb. 2. Metallothioneinkonzentrationen (M =+ SD) in der Leberfrischmasse (FM), in der Ge-
samtleber und der Frischmasse (FM) der Diinndarmmucosa von Ratten 24 h nach Applikation
von DMSO (Kontrolle), TPA und A 23187. Durch ungleiche Buchstaben gekennzeichnete Bal-
ken eines Parameters unterscheiden sich signifikant (P<0,05).
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Alkalische Phosphatase

Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase fiel infolge der TPA- bzw. A 23187-
Applikation im Serum signifikant von 258 £ 25 U/L auf 200 + 26 bzw. 178 £ 10
U/L ab (Abb. 3). Die spezifischen Aktivititen der Leber- und Knochen-AP
{Abb. 3) stiegen zwar durch TPA und A 23187 an, wegen der hohen Streuung der
Einzelwerte konnten jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt
werden. Eine leichte, nicht signifikante Erhéhung der intestinalen AP konnte
nach Injektion von A 23187 beobachtet werden. TPA hingegen reduzierte die in-
testinale AP tendenziell um ca. 10 %.
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Abb. 3. Aktivititen der Alkalischen Phosphatase (M + SD) in Serum (Volumenaktivitit) sowie
Leber, Knochen und Diinndarmmucosa (bezogen auf Protein) von Ratten 24 h nach Applikati-
on von DMSO (Kontrolle), TPA und A 23187. Durch ungleiche Buchstaben gekennzeichnete
Balken eines Parameters unterscheiden sich signifikant (P<0,05).
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Abb. 4. Konzentrationen (M % SD) an Creatinin, Glucose und Harnstoff im Serum von Ratten
24 h nach Applikation von DMSO (Kontrolle), TPA und A 23187. Durch ungleiche Buchstaben
gekennzeichnete Balken eines Parameters unterscheiden sich signifikant (P<0,05),
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Serumparameter

Zur Charakterisierung der Stoffwechsellage wurden die Glucose-, Harnstoff- und
Creatininspiegel im Serum bestimmt (Abb. 4). Eine Veranderung der Glucose-
konzentration war bei keiner der 3 Behandlungen festzustellen. Nach Applikati-
on der Calciumionophore stieg sowohl die Harnstoff- als auch die Creatininkon-
zentration im Seruin signifikant an. Die Harnstoffkonzentration war dabei gegen-
tiber der DMSO-Kontrolle annéhernd um den Faktor 3 hdher und die Creatinin-
konzentration erhohte sich um 45 %.

Diskuassion

Im Mittelpunkt der vorliegenden Untersuchung steht die Frage, ob das PI-Effek-
torsystem an der Regulation des Zn-Metabolismus, wie es von der Arbeitsgruppe
Brady (3, 4, 20) fir die MT-Synthese gezeigt wurde, beteiligt ist. Um in diesem
Effektorsystem den PKC- und Ca?*/Calmodulin-Signalweg getrennt zu erfassen,
wurden Substanzen eingesetzt, die wie TPA die PKC aktivieren und iber A
23187 die intracellulére freie Ca-Konzentration erhéhen.

Nach Applikation von TPA und A 23187 wurde eine erhebliche Verzehrsde-
pression beobachtet, die mit einer verminderten Gesamtkorper- und Lebermasse
einherging. Ein derartiger Einfluf} auf die Futteraufnahme wurde von Brady et
al. (4) nicht beschrieben. Uber einen verzehrsreduzierenden Effekt bei der Ratte
durch Vasopressin, einem natiirlichen Agonisten des PI-Effektorsystems, wird
jedoch an anderer Stelle berichtet (11). In einem nachfolgenden Experiment zum
Einfluf ciner totalen Futterrestriktion auf den Zn-Metabolismus der Ratte,
konnten bereits nach 24 h, neben einer Gesamtkdrper- und Lebermassedepres-
sion, typische Hunger-induzierte metabolische Verinderungen wie Glycogenoly-
se und Ketogenese nachgewiesen werden (24). Vor dem Hintergrund einer mog-
lichen Uberlagerung von Agonist- und Hungereffekt miissen daher auch die Er-
gebnisse der vorliegenden Untersuchung interpretiert werden.

Zink und Metallothionein

Die Messung der Plasma- bzw. Serum-Zn-Konzentration ist eine weit verbreitete
Methode zur Diagnose der Zn-Versorgung. Eine Hypozinkadmie ist jedoch nicht
nur durch eine verminderte Zn-Zufuhr, sondern auch durch Stimuli wie StreB,
Endotoxine, Infektionen, Glucocorticoide, Interleukin 1, Glucagon und Adrena-
lin induzierbar (8, 9). Futterrestriktion fithrt bei der Ratte (21, 35, 37) hingegen
zu keinen Verénderungen und beim Menschen (40) sowie bei Puten (36) zu ei-
nem Anstieg des Plasma-Zn-Spiegels. Diese Untersuchungen zeigen, dafl die
durch A 23187 provozierte Hypozinkdmie nicht auf die gleichzeitige Futterde-
pression zurlickzufithren ist. Wahrscheinlich induziert A 23187 per se eine Hypo-
zinkdimie oder fihrt zu systemischen Effekten, ahnlich der StreB- und Hormon-
vermittelten Depression der Serum-Zn-Konzentration. Dabei konnte eine Ca?*-
abhingige ACTH-Ausschiittung im Hypothalamus eine Rolle spielen, wie sie
durch Vasopressin und Catecholamine induziert wird (26, S. 694). Der daran ge-
koppelte Anstieg des Plasma-Glucocorticoid-Spiegels kdnnte die Hypozinkimie
auslosen.

Bezogen auf Frischmasse steigt in der Leber bei Futterentzug oder restriktiver
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Fitterung die Zn-Konzentration, hauptséchlich gebunden an MT, an (5, 21, 36,
37). Ein Anstieg des Leber-MT-Gehaltes wird auch nach in vivo-Applikation der
Ca?*-mobilisierenden Hormone Noradrenalin und Angiotensin II sowie TPA, je-
doch nicht nach Arg-Vasopressin-Injektion, beobachtet (3, 4, 20). Helvig und
Brady (20) zeigten neben der Erhohung des Leber-MT-Gehaltes nach iv- und ip-
Applikation von Angiotensin 11 auch einen signifikanten Anstieg der Leber-Zn-
Konzentration (ug/g FM). In der vorliegenden Untersuchung wurden nach App-
likation von TPA und A 23187 ebenfalls erhdhte Konzentrationen an Zn und MT
in der Leber nachgewiesen. Jedoch bleibt durch die gleichzeitig beobachtete Nah-
rungskarenz unklar, ob der Hunger- oder der Agonisteffekt im Vordergrund
steht. Jedenfalls entspricht die FErhéhung der Leber-Zn-Konzentration
(ng/g) keiner Zunahme der gesamten Leber-Zn-Menge, die in diesem Versuch
unabhéngig von der Behandlung konstant blieb. Diesem Aspekt wurde bislang in
der Literatur zum Zn-Metabolismus im Hunger bzw. nach Hormonapplikation
wenig Aufmerksamkeit gewidmet. Es ist lediglich aus 2 Untersuchungen be-
kannt, daf} bei Nahrungskarenz die totale Leberzinkmenge der Pute bis zu 48 h
konstant bleibt (36), bzw. die der Ratte vermindert wird (24). Als Ursache fiir die
unverinderte Leber-Zn-Menge in der vorliegenden Untersuchung ist die Reduk-
tion der Lebermasse anzuschen, die wahrscheinlich aus der Entleerung der Gly-
cogenspeicher resultiert. Gleichzeitig erfolgte eine Dehydratation der Leber, da
die Lebertrockenmasse in % der Frischmasse konstant blieb. Obwohl keine
Netto-Zn-Akkumulation in der Leber stattfindet, wurde nach Applikation von
TPA und A 23187 die Synthese von MT in der Leber induziert, wobei dieser Ef-
fekt in der TPA-Gruppe weit deutlicher ausgeprigt war als nach A 23187-Injek-
tion. Aus dieser Beobachtung kann in Ubereinstimmung mit Brady et al. (4) ge-
schlossen werden, dal TPA MT in der Leber zu induzieren vermag. Zu A 23187
liegen aus der Literatur keine vergleichbaren Untersuchungen vor. Es ist aller-
dings nicht auszuschlieSen, daff andere Hormone, die infolge Nahrungskarenz se-
zerniert werden, oder durch Gewebskatabolismus freigesetztes Zn auch zur Er-
hohung des Leber-MT beitragen.

Alkalische Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase reagiert neben einem alimentdren Zn-Mange! auch
auf eine Reihe physiologischer, pathophysiologischer und hormoneller Stimuli
(28). Beispielsweise fiihrt eine Endotoxin-Applikation an Ratten zu einer Reduk-
tion der Plasma-AP-Aktivitdt, die mit einer Verminderung der Plasma-Zn-Kon-
zentration und der Futteraufnahme einhergeht (6). In anderen Untersuchungen
reagierte die Serum- bzw. Plasma-AP der Ratte auf eine alleinige Nahrungska-
renz von 18-24 h Dauer mit einer 50-60%igen Reduktion (7, 30). Die im vorlie-
genden Versuch beobachtete Depression der Serum-AP-Aktivitdt kann daher als
direkter Effekt der verringerten Futteraufnahme gewertet werden. Der nach
Applikation von TPA und A 23187 beobachtete, tendenzielle Anstieg der Leber-
und Knochen-AP ist schwieriger zu interpretieren. Sowohl TPA als auch A 23187
férdern die Ca-Freisetzung aus Knochen (1, 38). Da die Knochenresorption mit
einer Erhthung der Knochen-AP-Aktivitit einhergeht (31), kdnnte damit zumin-
dest der ‘Anstieg der Knochen-AP erklirt werden.
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Serumparameter

Um metabolische Verdnderungen durch die verabreichten Substanzen TPA und
A 23187 nachweisen zu kénnen, wurden im Blutserum Glucose, Harnstoff und
Creatinin analysiert. Im Hunger bzw. postabsorptiven Stadium ist i.d.R. ein Ab-
fall der Blutglucosekonzentration zu beobachten, der zur Sekretion gluconeoge-
netischer Hormone wie Glucagon, Catecholamine, Vasopressin, Angiotensin IT
und Glucocorticoide fithrt (26, S. 374 £, 33). Im vorliegenden Experiment blieb
jedoch, nach Applikation von TPA bzw. A 23187, trotz einer fast vollstdndigen
Einstellung der Futteraufnahme, der Serum-Glucose-Spiegel unverindert. Gly-
cogenolyse und Gluconeogenese werden durch TPA bzw. A 23187 iiber die PKC
bzw. tiber Ca?*/Calmodulin aktiviert (18) und wirken vermutlich so im vorliegen-
den Versuch friihzeitig dem Absinken der Blutglucose entgegen. Der Anstieg der
Harnstoff-Konzentration nach Applikation von A 23187 ist wahrscheinlich auf ei-
ne, durch Ca’*-abhingige Prozesse, gesteigerte Harnstoffproduktion zuriickzu-
fithren. Die Harnstoffsynthese jedenfalls wird durch Hormone wie Angiotensin
II, Vasopressin und Catecholamine stimuliert (19). Dariiber hinaus fordert in
vitro ein Anstieg der extramitochondrialen Ca?*-Konzentration die Citrullinsyn-
these (29). Méglicherweise liegt auch eine eingeschrinkte Nierenfunktion vor,
die mit einer verminderten Harnstoffexkretion einhergeht, da nach Levy et al.
(25) erhohte Creatininwerte im Serum, wie sie nach Applikation von A 23187 be-
obachtet wurden, u.a. auf eine verminderte glomerulire Filtration schlieBen las-
sen. Fiir diese Annahme spricht auch, daf die Ca-Ionophore in vivo cardiovasku-
lare Funktionen herabsetzt (34). Die durch A 23187 induzierten Verdnderungen
bei Harnstoff und Creatinin lassen auf eine ausgepréigte Beeinflussung des Ge-
samtorganismus durch diese Substanz schlie8en, da #hnliche Verénderungen bei
reiner Nahrungskarenz (24) nicht auftraten.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann geschiossen werden, daB in vivo-Ex-
perimente mit dem Phorbolester TPA und der Calciumionophore A 23187 hin-
sichtlich des Zn-Metabolismus nur einen eingeschrinkten Aussagewert aufwei-
sen, da Wirkungen auftreten, die den Gesamtorganismus beeinflussen. Insbeson-
dere bei der Leber-Zn-Konzentration, bezogen auf Gewichtseinheit, und bei der
Serumaktivitiit der Alkalischen Phosphatase zeigen sich Effekte, wie sie auch bei
einer Nahrungskarenz beobachtet werden. Zur Trennung dieser Effekte sind
weitergehende Untersuchungen erforderlich.
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