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1 Einleitung

Schimmelpilze kommen ubiquitéar vor. Einige Artenrden seit Jahrhunderten in der Nah-
rungsmittelproduktion genutzt, beispielsweise dslélschimmel” in der Kaseherstellung.
Schimmel als Verderbniserreger verursachen hinggga®e wirtschaftliche Schaden bei der
Nahrungsmittelproduktion. Nach Schatzungenktsrd and Agriculture Organisatio(FAO)
sind 25% der weltweit produzierten Nahrungsmittetcth Schimmelpilze bzw. Mykotoxine
belastet. Der daraus resultierende, jahrliche Gesahast wird auf 1000 Mio. Tonnen an
Nahrungsmitteln geschéatzt. Als Mykotoxine werderkudelarmetabolite einiger Schimmel
bezeichnet, die schadliche Wirkungen fir Mensch Tied zeigen. Die toxischen Wirkungen
konnen vielfaltig sein. So sind beispielsweise kewgene, hepatotoxische, nephrotoxische,
neurotoxische und immunosuppressive Effekte von ditykinen bekannt. Im Gegensatz zu
vielen Bakterientoxinen sind Mykotoxine meist keiReptide sondern "small molecules”,
|6sen daher keine direkte Immunreaktion aus und gielfach hitzestabil, sodass sie auch in
verarbeiteten Lebensmitteln gefunden werden kon@eémohl tber 400 Mykotoxine bekannt
sind, ist nur etwa ein Dutzend durch nationale ameopaische Gesetzgebung reguliert, in-
sbesondere die Aflatoxine, Ergotalkaloide, Ochrait@dx Deoxynivalenol, T-2 und HT-2, Pa-

tulin und Zearalenon.

Vertreter der Gattund\lternaria zahlen vermutlich zu den zahlenmaRig haufigstemnsc
melpilzen beim Verderb von Lebensmitteln, da sieallen Klimazonen vorkommen und
selbst bei niedrigen Temperaturen noch wachsenTarihe bilden kénnen. Es wird seit lan-
gem ein moglicher Zusammenhang zwischen einer stdrdhten Inzidenz an Speiseréhren-
krebs und hoher Alternariabelastung von Getreidgeinchinesischen Linxian-Provinz disku-
tiert (Liu et al. 1992). Fur die hauptsachlich dudternaria gebildeten Toxine Alternariol
(AOH), Alternariolmonomethylether (AME), AltenueAl(T), Tenuazonsaure (TeA) und Al-
tertoxin | (ATX I) wurden verschiedene, toxischerkvingen beschrieben. AOH und AME
zeigen demnach DNA-strangbrechende sowie mutagari@inyg in verschiedenem vitro
Testsystemen. Es existieren nur wenige Literaterdati moglichen reproduktionstoxischen
Effekten durch AOH oder AME, die teilweise uneintiglsind und starke Speziesabhangig-
keit zeigen. TeA zeigt keinerlei mutagene Effektevérschiedenen Bakterienstammen. Zyto-
toxische Effekte gegentber unterschiedlichen Zieltlisind fur die ATX I, ATX II, ATX I
und TeA bekannt. Akut toxische Effekte wurden fiDA, AME, ALT, TeA, ATX | und ATX

[l in Mausen, Ratten, Hihnerembryos und Salineelatveschrieben. Die Lfp-Werte liegen
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dabei jedoch meist im Bereich von 100 - 200 mg/Kg Bzw. dariber, was einer geringen
akuten Toxizitdt dieser Toxine entspricht. Ebensal slie beschriebene Mutagenitat und
DNA-strangbrechende Wirkung von AOH und ANtkvitro vergleichsweise gering.

Im Rahmen einer Stellungnahme der europaischennisetidtelsicherheitsbehérde EFSA im
Jahr 2011 wurde eine Bewertung moglicher Gesunsiigiten durch Alternariatoxine durch-
gefuhrt. Die bisher verfiigbaren Daten zum Vorkommden Toxine AOH, AME, TeA und
Tentoxin in Lebensmitteln wurden als ausreichengkaahen, um das TTC-Konzept ("thres-
hold of toxicological concern”) zur Anwendung zunigen. Demnach liegt die abgeschatzte,
chronische Exposition gegenuber TeA und Tentoxiennalb des relevanten TTC-Wertes; ein
Gesundheitsrisiko durch diese Toxine in der Nahighgplglich unwahrscheinlich. Die chro-
nische Exposition gegenuber AOH und AME Uberstgdoch den TTC-Wert und weist auf
die Notwendigkeit weiterer, toxikologischer Datem diesen Toxinen hin (CONTAM 2011).
DarlUber hinaus wird auf die erforderliche Erweiteguder Datenlage, insbesondere hinsich-

tlich mdglicher Genotoxizitat aller Alternariatoxmingewiesen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt daher auf demajoxischen Untersuchung von Alterna-
riaextrakten und soll zur Erweiterung der toxikosmipen Erkenntnisse ulternaria spp.

und deren Toxine beitragen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Schimmelpilze

Unter dem Begriff Schimmelpilz wird eine systemelisieterogene Gruppe von filamentdsen
Pilzen bezeichnet, die hauptsachlich den taxondrars&ruppen der SchlauchpilzZes€omy-
cetd und Jochpilzedygomycetpzugerechnet werden (Sitte 2002; Barkai-Golan 20D&
meisten Vertreter der Schimmelpilze leben sapragtlytbzw. saprobiontisch, nutzen also
totes, organisches Material als Nahrungsquellesangen durch dessen Abbau flr einen ge-
schlossenen Stoffkreislauf im Okosystem. EinigehirBmelpilzen kommt eine negative Be-
deutung fur den Menschen zu, beispielsweise beidggk, die einen direkten Befall eines
menschlichen oder tierischen Organismus durch esotiimmelpilz darstellen (z.B. Aspergil-
lose der Lunge durcAspergillusfumigatug. Schimmelpilzbefall von Geb&auden, aber auch
Klimaanlagen wird mit Allergieentstehung und Asthrima Verbindung gebracht ("sick-
building-syndrome™). Die Verflutterung von schimmedliistetem Getreide kann weiterhin zu
einer Reihe von Erkrankungen bei Nutztieren filhneie z.B. dem Ostrogensyndrom bei
Schweinen, Futterverweigerung oder der massenh&t&rankung von Truthahnen, dem
"Turkey X Disease" (Kick et al. 2009; Berger undpR&011). Einigen Schimmelpilzen
kommt bei Nahrungsmitteln auch positive Bedeutungleispielsweis®enicillium camem-
berti und P. roquefortii fur die Zubereitung von Weichkasaspergillus oryzadei der Pro-
duktion von Sojasol3e sowie den Edelschimmeln digypischen Aromabildung bei traditio-

neller Salami eingesetzt werden.
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2.2 Mykotoxine

Als Mykotoxine werden sekundare Stoffwechselprodwdn Schimmelpilzen bezeichnet, die
fur Mensch oder Tier toxische Wirkung besitzen. @agensatz zu Produkten des primaren
Stoffwechsels kommen diese sekundéaren Stoffwedtmskigte nicht in allen Organismen
vor, sondern sind typisch fur einzelne Arten. Da bieobachtete Giftwirkung abhangig vom
verwendeten Testsystem sowie speziesabhangigsthvkanken kann, ist eine klare Einord-
nung als Toxin manchmal schwierig. Die Bezeichnunder Mykotoxine sind meist der che-
mischen Struktur entlehnt oder beziehen sich abinBoelpilze oder Organismen, von denen
sie typischerweise gebildet werden oder in denerestdeckt wurden. Beispiele hierfir sind
Aflatoxin (gebildet vonAspergillus flavuy Zearalenon (entdeckt auf Maispflanz&a mayks
oder Citrinin (entdeckt in "gelbem Reis"). Mykotari, deren Bildung typisch fur bestimmte
Schimmelpilzarten ist, werden haufig in Gruppenarmisiengefasst, deren Namen sich von

der Art herleitet, wie zum Beispiel FusarientoxiA#@atoxine oder Alternariatoxine.

Als bedeutsamste Mykotoxine flr den Menschen werderst die Aflatoxine (Afla), insbe-
sondere Aflatoxin B(AFB;), Patulin, Ochratoxin A (OTA), Zearalenon (ZEA}29Toxin (T-

2), Deoxynivalenol (DON), die Fumonising.B die Ergot-Alkloide sowie die Alternariatoxi-
ne Alternariol (AOH), dessen Monomethylether (AMd&wie Tenuazonséaure (TeA) genannt
(Baltes und Matissek 2011).

Da viele Mykotoxine weitgehend hitzestabil sindnkén sie bei der Lebensmittelherstellung
aus befallenen Grundstoffen in das verarbeiteteehemittel tbergehen, ohne dass auliere
Anzeichen auf die Belastung hindeuten wirden. Agltgaxon der durch Verzehr aufgenom-
menen Toxinmenge stellen verarbeitete Lebensnatisl mykotoxinbelasteten Grundstoffen
daher ebenfalls ein mdgliches Gesundheitsrisiko Iiaw Beispiel ist die friher problemati-
sche Belastung von Brot und Getreideprodukten mgotalkaloiden durch Verarbeitung von
Getreide, das mit MutterkornpilZ(aviceps purpureabefallen war. Durch moderne Siebe
und Ausleseverfahren der befallenen Koérner in déhlentechnik ist dieses Problem aller-
dings weitgehend gelost. Ebenso besteht bei mantheinen die Gefahr desarry-over
Effekts, wenn Mykotoxine aus schimmelpilzbefallerfanttermitteln sich nach der Verfiitte-
rung an Nutztiere in tierischen Produkten wiedeldim. Beispiele hierfir waren Aflatoxine in
Milch (Fremy und Quillardet 1985) oder auch Ochx&tdA in Schweinefleisch (Pietri et al.
2011).
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Klar davon abzugrenzen sind Vergiftungen durch fiexton StanderpilzerBasidiomycetp
die nicht zu den Mykotoxinen gerechnet werden, zuim Beispiel das Amanitin des Griinen

KnollenblatterpilzesAmanita phalloides

Ebenso abzugrenzen sind Krankheiten, die durcmalivekten Befall des Organismus durch
einen entsprechenden Schimmelpilz verursacht weiSienwerden als Mykosen bezeichnet
und zeichnen sich dadurch aus, dass der Schimmedpilsich bzw. sein Wachstum das
Krankheitsbild verursachen. Beispiele sind die Agjtlese der Lunge oder auch Dermato-
mykosen wie Alternariose durch Alternariabefall ¢faut. Erkrankungen, die durch die Auf-
nahme von Mykotoxinen ausgelost werden, werdenivatkotoxikosen bezeichnet. lhnen

kommt im Zusammenhang mit Lebensmitteln die gré&eeutung zu.

Welche Bedeutung bzw. Nutzen den Mykotoxinen fun &himmelpilz zukommt ist oft
nicht zu klaren. Das von manch@iternaria spp.gebildete Tentoxin (TEN) ist allerdings als
Phytotoxin beschrieben worden (Ramm et al. 199d)¢chd dessen Bildunglternaria seine
Wirtspflanze am Ort des Befalls verstarkt schadigad dadurch seine eigene Ausbreitung

erleichtern kann.
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2.3 Die Gattung Alternaria
2.3.1 Schimmelpilze der Gattung Alternaria

Die GattungAlternaria zahlt zu den Fungi imperfecti. Oft gleichgesetzt Deuteromyceten
fehlt bei dieser Gruppe von Pilzen die sexuelleriBgftungsphase. Vertreter der Gattulg
ternaria bilden folglich keinen Fruchtschlauchscu3 aus, sondern vermehren sich vegetativ
Uber die Bildung von Konidien (Konidiosporen). Diattung umfasst etwa 40 - 100 Arten,
wobei die taxonomische Zuordnung oft schwierig(Barkai-Golan 2008; Ostry 2008). Als
haufigster Vertreter gil@. alternata(Fr.) Keissl., der vor allem auf Getreide sowidBaustof-
fen, Gebauden und Klimaanlagen gefunden wird. @akdmmen anderer wichtiger Vertreter
ist teilweise wirtsspezifischAlternaria solaniwird vor allem auf Nachtschattengewéchsen
wie Kartoffel, Tomate und Tabak gefunden, wahréie@rnaria brassicagBerk.) Sacc. vor
allem Vertreter der KreuzblitleBfassicaceagbefallt undA. citri vor allem auf Zitrusfriich-
ten angetroffen wird. Hingegen i8tternaria tenuissimanicht wirtsspezifisch und wird ubi-
quitar gefunden. Schimmelpilze der Aktternaria bzw. ihre Toxine sind in vielen verschie-
denen Lebensmitteln und Futtermitteln beschriebenden, wie zum Beispiel in Tomaten
(Hasan 1995; Andersen und Frisvad 2004), Olivesqafiti et al. 1986; Logrieco et al. 1988),
Getreide (Zhen et al. 1991; Li und Yoshizawa 2008kegel et al. 2009), Hulsenfrichten
(Ostry et al. 2004), Apfeln (Robiglio und Lopez $99Karotten (Solfrizzo et al. 2005), Bee-
ren (Tournas und Katsoudas 2005), Raps (Vinas. €t984), Mais- und Grassilage (Mduller
1991) sowie Baumaterial (Arenz et al. 2006). Ebessdaraus die globale Verbreitung von

Alternaria spp auf allen Kontinenten und in verschiedenen Klioren ersichtlich.

Wahrend der flr das Wachstum vAlernaria optimale Temperaturbereich 22 - 28 °C be-
tragt, ist Wachstum auch bei deutlich niedrigereamperaturen maoglich. Die niedrigste
Wachstumstemperatur vofllternaria wurde mit -3 °C ermittelt (Sommer 1985), weshalb
Alternaria spp.eine wichtige Rolle beim Verderb kihlgelagertebé&esmittel spielen. Da
Alternaria spp.kaum in der Lage sind feste Fruchtschale zu duiehen, erfolgt die Infekti-
on Ublicherweise an den Stellen der Frichte, dierevid der Ernte leicht beschadigt wurden
(Barkai-Golan 2001). Da Tomaten bei einer Lagereajur unterhalb 7 °C dazu neigen Kal-
teschadden an der Epidermis zu entwickeln, ist deobdere Anfalligkeit fur Alternariabefall
bei geklhlten Tomaten besonders hoch (Barkai-G20a8).
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2.3.2 Mykotoxine der Alternaria spp.

Es sind mehr als 120 Sekundéarmetabolite bekanatyai Alternaria spp.gebildet werden
konnen. Wahrend darunter viele als Phytotoxin wirkénnen, das die Wirtspflanze schadigt,
scheinen nur etwa 30 Sekundarmetaboliten fur MenschTier als Mykotoxin relevant zu
sein (Panigrahi 1997; Barkai-Golan 2008). UnteeralToxinen der verschiedenen Substanz-
klassen werden im Allgemeinen funf Verbindungen diés hauptsachlichen Alternariatoxine
angesehen, namlich die Benzopyronderivate Altesh&iOH), Alternariolmonomethylether
(AME) und Altenuen (ALT), das Tetramsaurederivaha@zonsaure (TeA) sowie das Perylen-
chinonderivat Altertoxin | (ATX 1), deren Strukturen Abbildung 2-1 dargestellt sind. Die
Bildung dieser Toxine wurde bAi alternata A. brassicagA. tenuissimgA. citri, A. longipes
undA. porri beobachtet (Barkai-Golan 2008; Ostry 2008). Whitewurde die Fahigkeit zur
Bildung der Altertoxine Il und Il beA. tenuissima, A. mali, A. radicinand A. tomatobe-
schrieben (Bottalico und Logrieco 1998). Die Bildwon ATX | durchAlternaria spp.sowie
die Kontamination von Lebensmitteln durch diesesimast bisher deutlich weniger unter-
sucht (Ostry 2008; CONTAM 2011). Zu Bildung und Mommen der Altertoxine Il und Il
sowie Stemphyltoxin Il im Zusammenhang rAlternaria existieren nur sehr wenige Litera-
turdaten. Die Benzopyronderivate AOH, AME und ALEngden auch als Polyketid-Toxine
bezeichnet. Ihr Biosyntheseweg beginnt mit der Kemsation einer Acetyl-Coenzym-A-
Einheit mit einer Malonyl-Coenzym-A-Einheit. Ans@tend wird die Kette durch funf wei-
tere Kondensationen verlangert, und vermutlich klweime anschlieRende Aldol- bzw. Clai-
sen-Kondensation die Ringstruktur gebildet. Der AMEd durch Methylierung aus AOH
gebildet, wobei S-Adenosylmethionin (SAM) als Mdibgungsmittel dient.
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OH O

Alternariol
(AOH)
@)
HO CHj
H1C
3 o)
H3C

Tenuazonsaure

(TeA)

Alternariolmonomethylether Altenuen
(AME) (ALT)

Altertoxin | Altertoxin Il
(ATX ) (ATX Il)

Altertoxin lil Stemphyltoxin Il

(ATX I

Abb. 2-1: Strukturformeln wichtiger Mykotoxine die voAlternaria spp gebildet werden
konnen. Hauptsachlich wurden bisher die Toxine AGME, TeA und ALT unter-
sucht, sowie teilweise ATX I. Zur Bildung der Altexine 1l und Il sowie Stem-
phyltoxin 11l durchAlternaria spp.existieren nur sehr wenige Literaturdaten.
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Abb. 2-2: Vermuteter Weg der Biosynthese der Benzopyronderiv®H, AME und ALT
(modifiziert nach Wittkowski (1984) und Stinsonaét (1986)).
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Durch Offnung des Lactonringes am AME-Molekiil eststAltenusin, das tber weitere Oxi-
dations- und Reduktionsschritte zum Altenuen wsyethetisiert werden kann. Der vermute-
te Biosyntheseweg ist in Abbildung 2-2 dargest@Mttkowski 1984; Stinson et al. 1986).
Eine Methode zur Totalsynthese von AOH und AME, gebhend von Orcinol und 3,5-
Dimethoxybromobenzol wurde von Koch et al. (20083dhrieben (Abbildung 2-3). Ebenso
ist eine Methode zur Totalsynthese von Altenuen Albemdller et al. (2006) publiziert wor-

den, die von Chinaséaure und acetalgeschiitzer Rflmiosaure ausgeht.

OH O OH O
OMe O OMe
| (HO),B § 0 o)
. —> +
HO MeO
MeO Br OMe O O
OH OH

Orcinol 3,5-Dimethoxybromobenzol AOH (73%) AME (~20%)

Abb. 2-3: Schematische Darstellung der Totalsynthese von AM& AOH, ausgehend von
Orcinol und 3,5-Dimethoxybromobenzol (modifiziegal Koch et al. (2005)).
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2.4 Toxizitat von Alternariaextrakten und -toxinen
2.4.1 Akute Toxizitat der Alternariatoxine

Werden Ratten lebende Alternariakulturen im Futemabreicht, ist dies in vielen Fallen t6d-
lich. So fuhrten 57 von insgesamt 85 Alternariakidh zum Tod eines oder beider Tiere in-
nerhalb von 10 Tagen (Meronuck et al. 1972). Irdriapneale i(p.) Injektion teilgereinigter
Rohextrakte von Alternariakulturen (100 mg/kg KG drei aufeinanderfolgenden Tagen)
waren tédlich fur Mause. Es sind nur wenige Tiesuehsdaten zur akuten Toxizitat der rei-
nen Mykotoxine vorhanden, doch scheint diese vitgbeveise gering zu sein. Die k&
Werte fir AOH und AME liegen tUber 400 mg/kg KG, weid bereits 50 mg/kg ALT zum
Tod eines Dirittels aller Mause fihrte. Die einmali@abe von 200 mg/kg KG.{4.) ATX-I
bzw. ATX-Il waren ebenfalls fir Mause todlich (Peebal. 1973). Die LEy-Werte fur TeA
betragen, abhangig von der Verabreichungsform 18&gnKG (.v.) bis 225 mg/kg KG
(oral) (Woodey und Chu 1992). Kein Hinweis auf akute iZét war bei Ratten zu beobach-
ten, denen bis zu 24 mg AOH, 39 mg AME bzw. 10 red pro kg Futter verabreicht wurden
(Sauer et al. 1978). In Hihnerembryo-Assay erntéiteGriffin und Chu (1983) fur TeA einen
LDso-Wert von 548 mg/kg KG; AOH und AME zeigten hingageelbst bei Injektionen von
1000 pg/Dottersack keinen Effekt beziiglich Ubenetler Embryonen.

2.4.2 Reproduktionstoxische Effekte der Alternariatoxine

Pero et al. (1973) beobachteten reproduktionstbgigffekte durch AOH bei Mausen, wenn
dem trachtigen Tier an drei Tagen je 100 mg/kg K@)(verabreicht wurden. Eine Verabrei-
chung am 9. - 12. Schwangerschaftstag fuhrte znesignifikanten Anstieg toter und resor-
bierter Foten, die Verabreichung am 13. - 16. Tad/ssbildungen der Foten. Keinerlei rep-
roduktionstoxische Effekte wurden von Griffin undC (1983) im Huhnerembryo-Assay
beobachtet. Selbst die hdchste eingesetzte Komtiemirvon 1000 pg/Ei AOH, 500 pg/Ei

AME bzw. 1000 pug/Ei ALT hatte keinen Einfluss aug &ntwicklung der Tiere, wobei diese
extrem hohen Dosen bereits durch die LoslichkeitTdgine im Losemittel DMSO begrenzt

wurden. Zwar starben einige Hilhnerembryos als Fdégeakut toxischen Gaben an TeA (bis
1500 pg/Ei), die uUberlebenden Tiere zeigten jedkeinerlei Entwicklungsstérungen. Der
Einsatz noch héherer Konzentrationen war aufgrusrdbeggrenzten Ldslichkeit der Toxine,

insbesondere von AME, nicht méglich.

11
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2.4.3 Mutagene Effekte der Alternariatoxine

Mutagene Wirkungen von Alternariatoxinen wurdervarschiedenen bakteriellen Testsyste-
men beobachtet, wobei die Effekte stark abh&ngigden verwendeten Zelllinien waren. Es
wurden potent mutagene Effekte durch AOH und AMEBacillus subtilis"rec assay" be-
schrieben (Kada et al. 1984). Salmonella typhimuriumvaren die Effekte stark stammab-
hangig, sodass bei TA98 und TA100 keine oder nar sehwache Mutagenitat durch AOH
und AME beobachtet wurde (Scott und Stoltz 1980yvi®aind Stack 1994), wohingegen
AOH sowohl mit als auch ohne metabolische Aktivieyumutagen bei TA102 wirkte
(Schrader et al. 2006). Tenuazonsaure zeigte keimautagene Wirkung gegeniber den ge-
testeten Stammen TA97, TA98, TA100 TA102 oder TA(®dhrader et al. 2006).

Die starksten mutagenen Effekte wurden fur dierédtene | - 11l beschrieben, wobei ATX 111
die starkste mutagene Wirkung zeigte (Stack undaPfi986), in etwa 10% der Mutagenitat
des starken Hepatokarzinogens AFBtemphyltoxin Il war ebenfalls mit und ohne nieta
lische Aktivierung mutagen i%. typhimuriumlA98 und TA1537, wobei seine Mutagenitat
etwa im Bereich von ATX | lag (Davis und Stack 1991

2.4.4 Genotoxizitat in Saugerzellen.

Von Brugger et al. (2006) wurde eine konzentratdagingige Zunahme von Mutationen am
TK- und HPRT-Lokus in kultivierten Lungenfibroblast des chinesischen Hamsters (V79)
durch AOH beschrieben. Diese war ab einer Konzgotravon 10 puM signifikant. Ebenso
wurde die Induktion kinetochor-negativer MikrokenmeV79-Zellen und kultivierten huma-
nen Adenokarzinomzellen (Ishikawa) durch AOH bediteic(Lehmann et al. 2006). In meh-
reren humanen Zelllinien zeigten sich AOH und AME @eutlich DNA-strangbrechend im
Einzelzell-Gelelektrophorese-Assay (Comet-Assayg. Erhohung der DNA-Strangbruchrate
war konzentrationsabhangig und signifikant ab 1 AMH bzw. 10 uM AME in HT29-
Zellen, ab 10 uM in A431-Zellen (humane Epithellkaomzelllinie) und 50 uM in HCT116
(humane Kolorektalkarzinomzelllinie) (Fehr et a@008; Fehr et al. 2010). Eine Erhéhung der
DNA-Strangbruchrate durch AOH und AME im mikromaarBereich wurde auch von Pfeif-
fer et al. (2007) in V79-Zellen, HT29-Zellen undp&&2-Zellen (humane Leberkarzinomzell-
linie) nach einstindiger Inkubation beobachtet. INa4-stindiger Inkubation waren jedoch
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deutlich weniger DNA-Strangbriiche bei HepG2 fededlen, bei HT29 waren keine DNA-
Strangbrtiche mehr erkennbar. Da die Toxine nacit@dden zu 75% bzw. ganzlich (HepG2
bzw. HT29) in glucuronidierter Form vorlagen windggnommen, dass zellulare Detoxifizie-
rung durch Glucuronidierung fir den beobachteteokBéing der strangbrechenden Wirkung
verantwortlich ist (Pfeiffer et al. 2007).

2.4.5 Karzinogene Wirkung der Alternariatoxine

In mehreren epidemiologischen Studien wurde einlicltgy Zusammenhang zwischen star-
ker Alternariakontamination von Getreide und eideutlich erhohten Inzidenz an Osopha-
guskrebs nahegelegt (Dong et al. 1987; Liu et @11 Liu et al. 1992; Li und Yoshizawa
2000a). In der chinesischen Linxian Provinz wuroe éMorbiditat beobachtet, die zehnfach
Uber dem Landesdurchschnitt liegt, wahrend dort A@¢hgen bis zu 731ug/kg Weizen ge-
messen wurden (Li und Yoshizawa 2000a). In einetlignahme der EFSA (CONTAM
2011) zu moglichen Gesundheitsrisiken durch Alteataxine wird jedoch darauf hingewie-
sen, dass in den genannten Fallen nédernaria spp.weitere toxinbildende Schimmelpilze
(wie z.B. Penicillium cyclopidium, Fusarium moniliforme, p&sgillus nidulansund Asper-
gillus fumigatu¥ auf den Getreideproben gefunden wurden (Liu.€1291; Zhen et al. 1991),
sowie in den betroffenen Gebieten eine insgesarhiered Belastung mit verschiedenen
Schimmelpilzen vorlag, sodass ein direkter Zusaniraeg zuAlternaria nicht ohne weiteres
hergestellt werden kann.

Bei Mausen, denen Uber 10 Monate im TrinkwasserBID mg/kg KG AME bzw. 25 mg/kg
KG TeA verabreicht wurden, konnten elektronenmikopssch prakarzinogene Veranderun-
gen festgestellt werden (Yekeler et al. 2001). @bKigebnisse dieser Studie jedoch ausrei-
chen um die gezogenen Schlisse ausreichend zuebelegyd in der Stellungnahme der
EFSA bezweifelt (CONTAM 2011), da insbesondere lskschriebenen, histopathologischen
Lasionen des dsophagealen Gewebes anhand der gerfeamAbbildungen nicht nachvollzo-
gen werden konnten. Gleiches gilt mangels Abbilémn§ir die von Liu et al. (1992) beo-
bachtete Tumorentwicklung in einer BALB/c Nacktmadsr humanembryonales, dsophagea-
les Gewebe implantiert wurde, dass zuwovitro mit AOH inkubiert wurde.

13
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2.5 Wachstum und Toxinbildung von Alternaria

Wie bei allen Mikroorganismen unterliegen Wachstuma Toxinbildung beAlternaria spp.
verschiedenen Umwelteinfliissen, insbesondere demshidstrat, der Temperatur, der Feuch-
tigkeit (a,-Wert) und dem pH-Wert, was sich bereits durch Bevorzugung bestimmter
Wirtspflanzen zeigt. Magan et al. (1984) habenweischiedenen, isoliertek alternatakul-
turen die starkste Toxinbildung bei 25 °C und eirggAwert von 0,98 beobachtet. Eine Erho-
hung der Temperatur um nur 5 °C fuhrte bereitsimaré/erringerung der AOH-, AME- und
ALT-Bildung um 90 - 95% bei ansonsten identischemltitbedingungen. Ahnlich starke
Ruckgéange in der Toxinproduktion wurden bei einemriigerung des,aWertes von 0,98 auf
0,95 und 0,90 beobachtet.

Wahrend die Exposition gegenuber Licht keinen emkanen Einfluss auf das Mycelwach-
stum vonAlternaria zeigt, fuhrt die Beleuchtung von Alternariakulturan starker Hemmung
der AOH- und AME-Bildung (Soderhall et al. 1978)uidh Beleuchtung wahrend der expo-
nentiellen Wachstumsphase liel3 sich die AOH- undEABIldung fast komplett unterdri-
cken, wahrend Beleuchtung in deg-Phase (1. - 2. Tag nach Inokulation) nicht zu rine
Hemmung fluhrte. Insbesondere der blaue Spektralae® Lichtes scheint fur diesen Effekt
verantwortlich zu sein. (Haggblom und Unestam 1378ggblom und Niehaus 1986). Die
geringen Mengen an AOH und AME sind dabei auf éleenmung der Toxinbildung zuriick-
zufihren und nicht etwa auf deren beschleunigtdmedbAlternariol und AME, das den Kul-
turschalen zugesetzt wurde blieb in gleicher Meadpalten und auch das Verhéltnis AOH :
AME blieb unverandert.

Das Ausmald des Wachstums wblternaria lasst insgesamt keine Ruckschliisse zur Menge

der gebildeten Toxine zu.

2.6 Vergleichbarkeit der Studien mit Alternariaextrakten

Selbst unter identischen, kontrollierten Kulturbeglingen unterscheiden sich verschiedene
Alternariastamme bzw. -isolate erheblich bezightdnge und Art der von ihnen gebildeten
Toxine (Magan et al. 1984; Hasan 1995), oft umhdawlert- bis tausendfache, wahrend eini-
ge Stamme keinerlei Produktion der untersuchtenngozeigen. Da die publizierten Arbeiten
in den meisten Fallen selbst gewonnene Alternalaiis verwenden, ist ein direkter Vergleich
der Toxinbildung zwischen den Studien meist nicbighch. Zusatzlich konnen Umweltfakto-

ren wahrend der Kultivierung, wie Nahrmedium, pHftWe,-Wert, Lichtexposition, Kultur-
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dauer und Temperatur starken Einfluss auf die Tokdong nehmen, sodass deutliche Ab-
weichungen in der Toxinbildung als Folge geringfignterschiedlicher Umweltbedingungen
madglich sind (s.0.). In der publizierten Literafimden sich meist Studien zur Toxinbildung
durchAlternaria, bei denen mehrere Replikate der Kultivierungegeartzt und ausgewertet
wurden. Wenn diese jedoch parallel angesetzt ultdvieut wurden, ist die Variabilitat zwi-
schen den Ansétzen vergleichsweise gering, da trdilerte, geringe Abweichungen der
Umweltbedingungen parallel alle Replikate in gleichMalRe beeinflussen. Fur Kulturansat-
ze, die nicht parallel gefuihrt wurden ist dahereegnéRere Variabilitdt durch geringfiige Un-
terschiede der Umweltfaktoren zu erwarten. Die Mechbarkeit toxikologischer Arbeiten
mit komplexen Alternariaextrakten ist dadurch eveett, dass Effekte durch Extraktkompo-
nenten verursacht sein kdnnen, die nicht analytstdsst und quantifiziert wurden. Werden
aus Schimmelpilzextrakt gewonnene Einzeltoxine nsoieht, so besteht auRerdem die Ge-
fahr, das beobachtete Effekte moglicherweise duechnreinigungen verursacht oder tberla-
gert werden, besonders im Hinblick auf die Komp#xder Schimmelpilzextrakte. Durch
speziesabhéngig unterschiedliche Empfindlichkeit vlrwendeten Organismen gegenuber
einzelnen Toxinen bei den verschiedenen Testsystémerart, humane bzw. Saugerzellinie,
Bakterienzelllinie, etc.) wird die Vergleichbarkeiisatzlich erschwert (Pero et al. 1973; Stack
und Prival 1986; Boutin et al. 1989; Davis und &ta891; Pfeiffer et al. 2007).

2.7 DNA-Integritat

Fur die Existenz eines jeden Organismus ist derdgjg@ Aufbau, Umbau und Abbau von
Biomolekilen von zentraler Bedeutung. Die Erbinfation, die in Form der Desoxyribonuk-
leinsdure (DNA) als langes Kettenmolekil vorliegiss dazu standig abgelesen, Ubersetzt
und zu den entsprechenden Biomolekilen umgebawteneim Zuge der Zellteilung wird
aul3erdem die gesamte DNA einer Zelle identischoggdit. Da fehlerhafte Erbinformation
zu Funktionsverlust bzw. Fehlfunktion der gebilaeBiomolekile fuhren kénnen und aul3er-
dem bei der Zellteilung weitergegeben werden konmtndie Aufrechterhaltung der DNA-
Integritat von grof3ter Bedeutung um den Organismarsschweren Schaden zu schitzen.
Durch die Notwendigkeit des standigen Ablesens Reglizierens grof3er Mengen gespei-
cherter Erbinformation, sowie standige, potentsglhadliche Umwelteinfliisse besteht stets
ein Risiko an Erbgutschaden, denen der Organismrchcine Reihe an Reparatur- und Be-
grenzungsmechanismen begegnet. Defizite bei der -BEparatur und weiteren zellularen
Reaktionen zur Aufrechterhaltung der DNA-Integriidrden mit einem erhohten Risiko in

Verbindung gebracht an verschiedenen Krebsartearkanken oder sind typisch fir eine
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Reihe an Erbkrankheiten (McKinnon und CaldecottZ20daynard et al. 2009; Blagosklonny
2011)

2.7.1 Reparatur von DNA-Lasionen

Durch den Angriff reaktiver Sauerstoffspezies undexer elektrophiler Substanzen auf die
DNA treten in jeder Zelle taglich zehntausende DMN&sionen auf (McKinnon und Caldecott
2007). Im Gegensatz zu Proteinen, Lipiden und RNnen schadhafte DNA-Molekile
nicht einfach durch neue, intakte Molekile ersetetden, was die Reparatur von Schaden
erforderlich macht, um die Anhaufung und Weitergabe Erbgutfehlern zu verhindern. Die
schnelle und effiziente Erkennung von DNA-Schadsdrdaher von zentraler Bedeutung fur
die Aufrechterhaltung der genetischen Integritat delle, was durch verschiedene Repara-
turmechanismen bewerkstelligt wird (Zharkov 200Bgi der Basen-Exzisions-Reparatur
(BER) werden beschadigte DNA-Basen entfernt uncldumtakte Basen ersetzt (Zharkov
2008). Durch BER werden insbesondere DNA-Schaden 80xoguanin (8-OxodG) und
ringgedffnete Formamidopyrimidine (FapydG, Fapydepariert, welche die haufigsten
DNA-Schaden infolge von oxidativem Stress sind (Neg et al. 2009) (siehe auch Ab-
schnitt 2.7.4). Bei der Nukleotid-Exzisions-ReparafNER) wird das gesamte schadhafte
Nukleotid aus dem DNA-Strang entfernt und erseltitejjmakers 1993). Durch die "Mis-
match"-Reparatur (MMR) werden Fehlpaarungen von EB&&en im DNA-Doppelstrang
behoben und somit das Risiko von Fehlern bei detilkgion und Transkription um mehrere
GroRRenordnungen gesenkt (Jiricny 2006). Verglichen DNA-Einzelstrangbriichen (SSB)
oder DNA-Basenmodifikationen treten DNA-Doppelstghruche (DSB) weitaus seltener auf,
stellen jedoch schwere DNA-Schaden dar und sinéfidhdie Folge einer Kollision der DNA-
Replikationsgabel mit nicht reparierten DNA-Moddiionen, wie beispielsweise DNA-
Addukten. Fir den betroffenen DNA-Strang bedeutetDsSB den Totalverlust der gesamten
genetischen Information ab der Bruchstelle. Zurdajur von DSBs existieren in der Zelle
hauptséachlich zwei Wege, namlich die homologe Rékpation (HR) und das "non homolo-
gous end joining" (NHEJ). Bei der HR dient der héomge DNA-Strang eines Schwesterch-
romatids der DNA-Polymerase als Vorlage fur die IRegon tber die Bruchstelle hinaus,
was die korrekte Ergdnzung des gebrochenen Dopgredsts ermdglicht. Durch die Notwen-
digkeit einer identischen Vorlage ist die HR jed@lf die spate S-Phase ung-@Phase be-
schrankt (West 2003).
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Tab. 2-1: Verschiedene Arten von DNA-Schaden und hauptséohlWege der Reparatur.
(modifiziert nach Maynard et al. (2009)). PAKs: yolklische aromatische Koh-
lenwasserstoffe.

Ursache des

Art des Schadens Weg der DNA-Reparatur
DNA-Schadens
ROS, ionis. Strahlung, Veranderte Base, abasische BER
Alkylantien Stelle, Einzelstrangbriiche

. . . Intra-DNA-Strang-Crosslinks,
UV-Licht, cis-Platin, PAKs . NER
sperrige DNA-Addukte

lonis. Strahlung, Inter-DNA-Strang-Crosslinks, DSB-Reparatur (rekombinative
Alkylantien, cis-Platin Doppelstrangbriiche Reparatur und Endverknipfung)

Basenfehlpaarungen,

. .. MMR
Einflgungen, Loschungen

Replikationsfehler

Umgekehrt ist die Reparatur Gber den Weg des NHBddem Zeitpunkt im Zellzyklus mog-
lich und verknupft gebrochene, oftmals nicht zusamgehdrige, DNA-Strange ohne dazu
ein Schwesterchromatid zu benétigen (McKinnon uatti€cott 2007). Beide Wege der DSB-
Reparatur sind fur die Zelle notwendig, und settest fehleranfallige NHEJ ist fur die Zelle
vorteilhafter, als unabgeschlossene DNA-Strangdeehes zu lassen (Wyman und Kanaar
2006). In Tabelle 2-1 sind haufige DNA-Schaden dacen Ursachen sowie die hauptséachli-

chen Reparaturwege fur diese Schaden dargestellt.

2.7.2 Oxidativer Stress

Als oxidativer Stress wird das Ungleichgewicht avkisn reaktiven Sauerstoffspezies und der
antioxidativen Pufferkapazitat der Zelle verstandeie wichtigsten Beispiele fur prooxidati-
ve Molekille stellen das Hydroxylradikal OHdas Superoxidanion O sowie das Wassers-
toffperoxid HO, dar. Auf Seiten der antioxidativ wirksamen Molekidind besonders das
zellulare Antioxidans Glutathion, die Enzyme Glatahperoxidase, Glutathionreduktase,
Superoxiddismutase, Katalase sowi@ocopherol, Lactat und Pyruvat zu nennen (Gareitlo
al. 2004). Im Zuge der oxidativen Phosphorylieramug Gewinnung von ATP in den Mito-
chondrien aerober Organismen entstehit &s Zwischenprodukt, sowie durch Reduktion von
O, durch verschiedene Oxidasen wie NADPH-Oxidase, arDxidase und Cyclooxygena-
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se (Evans et al. 2003pie Bildung reaktiver Spezies durch Umweltfaktosowie eine -
ringerte antioxidative Pufferkapazitat der Zelledsiweitere Hauptgrinde fir oxidativ
Stress. Ein wichtiger Weder oxidativen Schadigung von DNA, Proteinen lipiden sowie
Entgiftungsreaktionen ist schematisch in Ab-4 dargestellt. Neben OHO,  und HO, sind
weitere reaktive Spezies beschrieben, die fur ditsstEhung von oxidativem Stress relev
sein konnen. Da es sich dabei um reaktive Sau& und Stickstoffspezies handeln ka
wird neben oxidativem Stress teilweise auch voros#tivem Stresgesprochei(Jakubowski
und Bartosz 2000). In TabelleZsind weitere reaktive, radikale sowie nicht ratekSpezie
angegeben, die das Redoxgleichgewicht in Zellennflessen kdnner(Caimi et al. 204;
Halliwell 2006).

oo H0+0;,
Zellatmung \@/'
l' ) SOD GPx .
1‘ l GSH GSSG
Umweltfaktoren J
OH: GRed
Protein- Lipid-

peroxidation peroxidation

DNA-Schaden

Abb. 2-4: Schematische Darstellung coxidativen Schadigung sowie Entgiftungsreaktio
von ROS in der Zel. SOD: Superoxiddismutase; GPx: Glutatlperoxidase;
GRed: Glutathioredultase. (modifiziert nach Guetens et al. (2002

2.7.3 Redox-Cycling

Bestimmte Molekile sind in der Lage reaktive Spezie generieren, ohne dabei verbrat
zu werden. Insbesondere fur Chinone und Chinonateriist dieser Prozess beschrieben
in der Chinonform, der reduzierten Hydrochinonfoumd radikalischen Zwisenformen
(Semichinonform) vorliegen kénneDurch Ubertragung eines Elektrons vom Semich
auf molekularen Sauerstoff kaiO,  gebildet werden. Das dabei entstandene Chinon

daraufhin durch Reduktase enzymatisch wieder zumic®énon reduziert werm, und wie-
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derum Superoxid bilden. Dieser Prozess wird alsdtReCycling" bezeichnet und kann zu
erheblicher ROS-Bildung fiihren, da das Chinon dalght verbraucht wird (Eisenbrand et
al. 2005). Ein Beispiel firr einen Redox-Cyclerdsts synthetische VitaminsK{Menadion),

das sich daher als Positivkontrolle zur Induktiam WROSIn vitro eignet.

Tabelle 2-2: Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (maaift nach Caimi et al. (2004)
und Halliwell et al. (2006)).

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
Radikale

Keine Radikale

Superoxid (05"
Hydroxyl (OH")
Hydroperoxyl (HO,")

Wasserstoffperoxid (H,0,)
Ozon (03)
Singulett Sauerstoff (Ag O,)

Peroxyl (RO,")
Alkoxyl (RO")

Organische Peroxide (ROOH)

Reaktive Stickstoffspezies (RNS)
Radikale

Stickstoffmonoxid (NO")

Keine Radikale

Salpetrige Saure (HNO,)

Stickstoffdioxid (NO,")  Nitrosylkation (NO")

Nitrosylanion (NO’)
Distickstofftetroxid (N,O,)
Distickstofftrioxid (N,O3)
Peroxynitrit (ONOO)
Nitrylkation (NO,")

2.7.4 Oxidative DNA-Schaden und Endonukleasen

Die haufigste Form der DNA-Schadigung infolge voridativem Stress stellt das 8-

Oxoguanin (8-OxodG) dar (Bjelland und Seeberg 20883 durch Angriff eines Hydroxylra-

dikals auf das C8-Atom des Guanins gebildet werkkem. Ebenfalls haufig tritt das 2,6-

Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FapydG) audas durch Ringodffnung aus der
gleichen radikalischen Vorstufe entstehen kann ade 8-OxodG (Song et al. 2007) (siehe
Abbildung 2-5A).
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Diese DNA-Basenmodifikationen besitzen mutagendsr®ial, da 8-OxodG bei der DNA-
Replikation Fehlpaarungen mit Adenin zulasst ungiisau einer G T-Transversion fihren
kann (Kamiya 2003) wahrend FapydG durch Fehlpaamung>G-, G>T- und G>C-
Transversionen verursachen kann (Tudek 2003). Blogssch treten etwa 1000 oxidative
Basenmodifikationen in Form von 8-OxodG pro Zelhel Tag auf, die von den Reparatursys-
temen der BER Uberwiegend erkannt und reparierleve(Frosina 2004). Bei dieser Repara-
tur arbeiten vier Enzyme eng zusammen, namlich @lykosylase, apurine/apyrimidine En-
donuklease, Polymerase und Ligase. In humanenrZeilel die Reparatur durch die humane
Oxoguanin-DNA-glykosylase 1 (hOGG1) begonnen (Zhastgal. 2007), die die N-
glykosidische Bindung zwischen geschadigter DNAeBaad Desoxyribose spaltet und die
schadhafte DNA-Base entfernt. AnschlieRend wird @r neu entstandenen apuri-
nen/apyrimidinen (AP) Stelle die Desoxyribose dudié Lyase ausgeschnitten, ein neues
Nukleotid durch die Polymerase eingefligt und duhehLigase mit den benachbarten Deso-

xyribosemolekiilen 3'-5'-verbunden.

2.7.5 Das FPG- (Mut M-) Protein

Bei Escherichia colwird die BER durch das Enzym Formamidopyrimidin-®iylykosylase
(FPG bzw. Mut M) begonnen, das die Entsprechung rumanen hOGG1 darstellt. FPG ist
ein globuldres Monomer, das sowohl DNA-Glykosyl&siedat als auch AP-Lyaseaktivitat
besitzt (Zharkov et al. 1997). Die Nukleotidsequeaines Gens besteht aus 809 Basenpaaren

und kodiert fir ein Polypeptid aus 269 Aminosauren30,2 kDa Molekulargewicht.

Es besitzt zwei Domanen, die durch eine Gelenkregierbunden sind, wobei die C-
terminale Domane an die DNA bindet (Gilboa et 8l02). Wahrend hOGG1 sehr spezifisch
8-0Ox0dG und FapydG erkennt und ausschneidet (Hal. &005), ermdglicht die flexiblere
Bindungstasche des FPG die Verarbeitung weitereAiMgdifikationen (Abb. 2-5B). Selbst
ringgedffnete Formamidopyrimidine, die als Folgenvd7-Adduktbildung entstanden sind
(Abb. 2-5C) konnen FPG als Substrat dienen, wolesedAddukte aufgrund der sterischen
Hinderung ein schlechteres Substrat darstellentéCatsal. 2004). Bei 8-OxodG und FapydG
verlauft die Erkennung und Spaltung der N-glykasitden Bindung durch FPG etwa um den
Faktor 80 schneller als durch hOGG1 (Frosina 2006).
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Abb. 2-5: (A) Hauptséachliche DNA-Basenschaden infolge voidatvem Stress; (B) weni-

ger haufige, oxidative Basenmodifikationen sowie) (@NA-Basenaddukte die
ebenfalls durch Formamidopyrimidin-DNA-glykosyla@ePG) erfasst werden. Ab-
kirzungen: 8-OxodG: 8-Oxodeoxyguanin; FapydG: Guamit getffnetem Imida-
zolring; N7-Me-FapydG: Guanin mit gedffnetem Imidaing und Methylgruppe
in N7-Position; FapydA: Adenin mit gedffnetem Imzdaing; 8-OxodA: 8-
Oxodeoxyadenin; 5-OHC: 5-Hydroxycytosin; DHU: Ddrguracil; N7-PM-
FapydG: Guanin mit ge6ffnetem Imidazolring und Rimsamid-Mustard-Gruppe
in N7-Position; N7-AFB1-FapydG: Guanin mit geotffeet Imidazolring und Afla-
toxin B1-Gruppe in N7-Position; C8-AF-irodG: Dertvdes N-(Deoxyguanin-8-yl)-
2-aminofluorens mit getffnetem Imidazolring (momiért nach Song et al. (2007)
und Coste et al. (2004)).
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Der Einsatz von FPG fiin vitro Assays wie die Einzelzellelektrophorese (Cometagseder
den alkalischen Entwindungsassay (AU-Assay) wirdeneder breiten Erfassung von Basen-
modifikationen und der hohen Reaktionsgeschwindigk&ch die kombinierte Glykosylase-
und Lyaseaktivitat des Enzyms begunstigt. Geschkeéidifjl A-Basen werden dadurch effektiv
zu Nukleotid-Licken im DNA-Strang umgesetzt, dies@niel3end als erhthte DNA-
Strangbruchrate detektiert werden kénnen.
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2.7.6 Glutathion

Das thiolhaltige Pseudotripeptid Glutathion (GSHiek eine zentrale Rolle beim Schutz der
Zellen, insbesondere vor oxidativer Schadigung.wisl aus Glutaminsdure, Cystein und
Glycin gebildet, wobei das Cystein Uber gi€arboxylgruppealer Glutaminsaure verbunden
ist. GSH kommt eine wichtige Bedeutung bei vielemchemischen und pharmakologischen
Reaktionen zu, da das Molekul einerseits leichtliexi wird und andererseits schnell regene-
riert werden kann (Dickinson und Forman 2002). Refrechterhaltung der Redox-
Homdoostase ist wichtig fur eine Reihe von zellutdfeinktionen wie z.B. Enzymaktivierung,
DNA-Synthese, Regulierung des Zellzyklus, Aktivieguder Transkription bestimmter Gene
und Apoptose (Powis et al. 1995). Ebenso wird daddie Menge an ROS in der Zelle be-
grenzt, die zu oxidativen Schaden an Proteinentidepund der DNA fuhren kdonnen. Die
reduzierte Thiolform GSH kann leicht oxidiert wendevobei aus zwei oxidierten GSH-
Molektlen das Glutathion-Disulfid GSSG gebildetadviGSSG kann durch das Enzym Gluta-
thionreduktase (GRed) wieder zur aktiven Thiolfaeduziert werden. Physiologisch liegen
in nicht gestressten Zellen etwa 99% GSH neben B8%@& vor, wobei der Gesamtgluta-
thiongehalt zelltypabhangig etwa 0,5 - 10 mM bdtrgigrigo 1999). Die Reduktion von
H.O, und Hydroperoxiden durch GSH ist nicht direkt mélglsondern wird durch das Enzym
Glutathionperoxidase (GPx) katalysiert (Dickinsardu~orman 2002). Ebenfalls ist die Re-
duktion von Alkylradikalen (B durch GSH unter Bildung von O beschrieben, das an-
schlieBend durch SOD zuw6, und Q umgesetzt wird (Winterbourn 1993).

2.7.7 Glutathiontransferasen (GSTs)

Neben seiner antioxidativen Wirkung kommt GSH einehtige Funktion bei der Entgiftung
von reaktiven Elektrophilen zu. Durch Konjugationt i@SH wird die Wahrscheinlichkeit
gesenkt, dass es zu schadigenden Reaktionen nmtoB&lilen, insbesondere Proteinen und
DNA kommt. Diese Konjugation wird durch eine spégiarte Klasse von Enzymen kataly-
siert, den Glutathiontransferasen (Glutathion-Sagtarasen, GSTs). Diese werden in zwei
Protein-Superfamilien eingeteilt, die |6slichen G&ihd die "MAPEG" (membranassoziierten
Proteine im Eicosanoid und Glutathionmetabolismidssephy und Mannervik 2006). Die
l6slichen GSTs sind Dimere aus Untereinheiten V@kRa. Am N-Terminus der Untereinheit
befindet sich eine/p-Domane, die die GSH-Bindungsstelle bildet ("G-3isowie eine wei-

tere,a-helicale Doméane, die den Hauptteil der "H-sitel Bindung des elektrophilen Subs-
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trates darstellt (Josephy 2010). Zusatzlich zuginnhg elektrophiler Fremdstoffe wie Um-
weltgiften, chemischen Karzinogenen und Chemotleergia inaktivieren die GSTs auch
endogenay,B-ungesattigte Aldehyde, Chinone, Epoxide und Hydrogide, die infolge von

oxidativem Stress als Sekundarmetabolite entst@hayes et al. 2005)

2.7.8 Nrf2/ARE-abhdngige Genexpression

Viele Gene, die mit Schutz- und Entgiftungsfunkéander Zelle gegentiber Karzinogenen,
ROS/RNS, Elektrophilen und weiteren toxischen Sarzn in Verbindung stehen, werden in
ihrer Expression Uber das "antioxidant responsigment” (ARE) reguliert, das dem Gen als
Bestandteil der Promotersequenz in der DNA vorduisigas ARE besitzt eine Nukleotidse-
guenz der Form 5-TGACnhnnGC-3', wobei n fur befjigbNukleotide steht. Zum ersten Mal
wurde das ARE in der 5'-seitig angrenzenden RegenGSTA2-Gens der Ratte beschrieben
(Rushmore et al. 1990), wonach es bei vielen wet€enen entdeckt wurde die mit der De-
toxifizierung von ROS und Karzinogenen  assoziiertinds wie  der
NAD(P)H:Chinonoxidoreduktase 1 (NQO1), Glutamat€ysigase (GCL), Epoxidhydrola-
se, vielen Glutathion-S-Transferasen (GSTs) und scleedenen UDP-
Glucuronosyltransferasen (Lee und Johnson 2004 @bad Gordon 2004). Erhéhungen der
Transkriptionsraten ARE-regulierter Gene sind duBiphenole, Chinone, Isothiocyanate,
Peroxide, Mercaptane, Arsen(lll)-Verbindungen unchwermetalle als ARE-Aktivatoren

beschrieben worden (Prestera et al. 1993).

Der Transkriptionsfaktor "nuclear factor erythrddrelated factor 2" (Nrf2) besitzt zentrale
Bedeutung flr die Vermittlung von Signalen der AREivatoren zur ARE-Sequenz der be-
treffenden Gene. Die Aktivitdt von Nrf2 wird dab#urch das "Kelch-like ECH-associated
protein 1" (Keapl), reguliert, das am Actin desagieletts verankert ist. In nicht aktiviertem
Zustand liegt Nrf2 an Keapl gebunden vor, wodurehchzeitig sein proteosomaler Abbau
beschleunigt wird. Bei oxidativem Stress 16st Siof2 vermehrt von Keapl und kann in den
Zellkern translozieren, wo es nach Dimerisierung vaf (“Avian musculoaponeurotic fibro-

sarcoma protein”) an die ARE-Sequenz binden und siarke Transkriptionsaktivierung der
entsprechenden Gene bewirken kann (Li und Kong 2B@8sler und Wakabayashi 2010).
Der Nrf2/ARE Signalweg ist in Abb. 2-6 schematistdrgestellt. Eine signifikant erhohte
Transkriptionsrate ARE-regulierter Gene stellt figly einen starken Hinweis flr oxidativen

Stress der Zelle dar.
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Abb. 2-6: Schematische Darstellung der ARE-aktivierten Gpression durch Nrf2 (modifi-
ziert nach Lee und Johnson (2004)).

2.7.9 Zellulare Reaktionen auf DNA-Schaden

Zellen sind unvermeidbar einer Reihe DNA-schadigertinflissen ausgesetzt, die sowohl
exogen als auch endogen sein konnen. Wahrend W-lied ionisierende Strahlung sowie

karzinogene Umweltchemikalien wichtige exogene &t ausmachen, stellen ROS aus der
Atmungskette und methylierende Spezies wichtigeogade Ursachen fir DNA-Schaden dar
(Norbury und Hickson 2001).

2.7.9.1 Zellzyklusarrest

Zur Aufrechterhaltung der DNA-Integritdt des Genoistsdie Reparatur von DNA-Schaden
fur proliferierende wie fur nicht proliferierendeslfen wichtig. Im Falle proliferierender Zel-
len besteht jedoch zusatzlich das Risiko, dass midft reparierte DNA-Schaden bei der
DNA-Replikation zu fixierten Mutationen im Genom hfiégn kénnen, sowie zu DNA-
Strangbriichen (Norbury und Hickson 2001). Beispiedafir waren Punktmutationen durch
nicht reparierte Basenfehlpaarungen, Leserast@helsungen als Folge nicht reparierter
Basendeletionen oder DNA-Strangbrtiche, die beikddlision der Replikationsgabel mit
nicht reparierten DNA-Addukten auftreten. Indem degellzyklus durch Checkpoint-

Mechanismen in der 5 G,- oder S-Phase aufgehalten wird, kann die zusB&lgeit zur
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notwendigen DNAReparatur genutzt werdi Im Zusammenhang mit DN-Schaden befin-
den sich die hauptsachlichen Checkpoints im Zells/kvor Beginn der DN-Synthese
(G1/S-Checkpoint) bzw. vor Eintritt in die Mitosephase,/M-Checkpoint). (/S-Arreste
werden Uber das Tumorsuppressorprop53 vermittelf dessen Aktivitéat physiologisch se
niedrig ist, aber bei DNAchaden stark ansteigt, und die Transkriptionsratep21, MDIV-2
und Bax, sowie weiteren Generhoht.Werden in der GPhase DNASchaden durch spel-
le Proteinkinasen erkannt, insbesole "ataxia-telangiectasiautated” (ATM) oder "ataxi
and rad3 related" (ATR), sshosporylieren diesdie Checkpointkinase@HK1 und CHK2,
die ihrerseits p53 phosphorylieren und dadwdessen Aktivitaernohen. Physiologiscwird
die p53-Konzentration nigig gehalten, indem p53 durBindung anMDM-2 einem erhoh-
ten proteosomalen Abbau zugefuhrt wird. Liegen [-Schaden in der Zelle vor, so verring
die ATM-abhangige Phosphorylierung von MI-2 zusétzlich die Interaktion mit p53 u
somit dessen Abbau, wau einer Stabilisierung der [-Konzentration beitrac(Kapoor und
Lozano 1998). Die p53bhéngig erhdhte Expression des Inhibitors cychéalgiger Kinase
p21"YA 1 fighrt daraufhin zur Hemmung cyclinabhangiger Kimasler C-Phase nd dadurch
zum G-Arrest der Zelle, der zelltypabhangig voriibergehbisgd andauernd sein kar(Di
Leonardo et al. 1994Canman et al. 19, Norbury und Hickson 2001Die zentralen \r-

gange des (S-Arrests sindn Abb. 2-7 schematisch dargestelit.

DNA-Schiadigung |—®] Acetylasen

v

ATM/ATR | MDM-2
v -—
CHK1/CHK2

p21WAFI 14-3-30

\ )
T

Apoptose Zellzyklusarrest

Abb. 2-7: Aktivierung von p53 nach DN-Schadigung. Die durch DN&ché&den aktivierte
Proteinkinasen ATM/ATR und CHK1/CHK2 inhibieren deBbz-Antagonister
MDM-2 und erh6hen die Transkriptionsaktivitat von pbi Aktivierung von p5:
kann sowohl zur Apoptose, alsch zum Zellzyklusarrest fuhren (modifiziert ne
Norbury und Hicksor§2001)).
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Treten DNA-Schaden wéahrend des-Bhase auf, so ist ein p53-unabhangiger Zellzykiasta
am G/M-Checkpoint méglich. Der Eintritt der Zelle inedMitosephase wird dabei verhin-
dert, indem die cyclinabhangige Kinase CDK1 inaldigibt, einerseits durch inhibitorische
Phosphorylierung, andererseits durch Abfangen wate des CDK1-Cyclin B-Komplexes
aulBerhalb des Zellkerns. Als Folge von DNA-Schademden CHK1 und CHK2 ATM-
abhangig phosphoryliert, die ihrerseits Cdc25 phosgieren. Durch die Phosphorylierung
wird Cdc25 in seiner Aktivitat gehemmt wahrend dheieitig seine Bindung zu 14-3-3-
Proteinen erleichtert wird und Cdc25 daher auR3brtat Zellkernes verbleibt (Vermeulen et
al. 2003). Obwohl gM-Arreste unabhangig von p53 ablaufen kénnen, tféme erhohte
p53-Aktivitat zu hoherer Expression des 14e3R¥oteins, das durch Bindung von Cyclin B
dessen Akkumulation im Zellkern aktiv entgegenwirftiorbury und Hickson 2001,

Vermeulen et al. 2003) und den Arrest somit vekstar

2.7.9.2 Apoptose

Wahrend einzelligen Organismen als Reaktion aufadzhaden nur die DNA-Reparatur zur
Verflgung steht, besitzen mehrzellige Organismesatalich die Mdglichkeit des gezielten
Zelluntergangs durch Apoptose, um eine Weitergadsetiidigter DNA zu verhindern und
den Gesamtorganismus vor grol3erem Schaden zu snhilharakteristische Zeichen der
Apoptose sind das Abrunden der Zellen, Einbuchtandger Plasmamembran ("blebbing”),
und Spaltung der DNA in Fragmente von 180 - 18%bp. deren Vielfachen ("Apoptoselei-
ter") (Norbury und Hickson 2001). In Abbildung 2séhd zentrale Vorgéange der Apoptose
aufgrund von DNA-Schadigung schematisch dargestelim Tumorsuppressorprotein p53
kommt eine wichtige Bedeutung fur die Verbindungsoken DNA-Schaden und Apoptose
zu. Der Prozess der p53-vermittelten Apoptose mg&éellen konnte bisher jedoch keinem

einzelnen, p53-regulierten Gen zugeordnet werden¢Bimol 2001).

Die frihen Ereignisse bei Apoptose aufgrund von B8khaden ahneln denen beim Zellzyk-
lusarrest bzw. Gberschneiden sich mit diesen. Digvierung von ATM/ATR-Kinasen nach
"Erkennung" von DNA-Schaden und die nachfolgendivi@rende Phosphorylierung von
p53 und inhibitorische Phosphorylierung seines g§otésten MDM-2 sind sowohl beim Zell-
zyklusarrest als auch bei der Apoptose zu beobachtevelchen Fallen und anhand welcher
Kriterien die Entscheidung zwischen Zellzyklusatriasd Apoptose fallt ist bislang nicht ein-
deutig geklart. Das Ausmald der DNA-Schaden, diedartSchadigung, unterschiedliche Pra-

disposition verschiedener Zelltypen werden alsamééh flr die Entscheidung fur oder wider
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die Apoptose angesehen (Miaan et al. 19€; Canman et al. 1998Jorbury und Zhivotovsk

2004). Ebenso finden sicHinweise, dass die verschiedenen moglichen Wegep8é-

Aktivierung zu p53Formen mit unterschiedlichen Aktivitaten fuhren kén (Gottlieb und

Oren 1998).Die Vermutung, dass Apoptose als Konsequenz gescieei DNA-Reparatur

auftritt, ist zwar logisch, wurde jedoch nicht dit experimentell beleginsbesondere solls

der aktive Prozess der Apoptose nicht mit dem @libfolge starker DN-Schadigung ver-

wechselt werden, der ein passiver Vorgang ist urah dei Hefen beobachtet werden ke

die nicht zur Apoptose fahig sif(Wang 2001).

DNA-Schadigung

andere

Mitochondrien

N\ Ursachen

Cytochrom C

caspasen | p—————— BCL-2

P53 [~ gax
FAS-Ligand
FAS Initiator- |4
Caspase 8 ¢
\ Effektor-
caspasen |—pp

Apoptose

Abb. 2-8: Schematische Darstellungrundlegendenorgange der Apoptose nach D-
Schadigung (modifiziert nach Norbury und Hicks(2001)).
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3 Zielsetzung der Arbeit

Die Schimmelpilze der Gattunglternaria kommen ubiquitar vor und sind fir manche Le-
bensmittel der hauptséchliche Grund fir Verderbidei der Sekundarmetaboliten vAiter-
naria spp.besitzen toxikologische Relevanz fur Menschen Tiede. Insbesondere dem My-
kotoxin Alternariol (AOH), seinem MonomethylethekMIE) und der Tenuazonsaure (TeA)
wurde bisher das groéf3te Mald an wissenschaftliclhémérksamkeit entgegengebracht. Fur
AOH und AME sind genotoxische Effekte in verschieglein vitro-Testsystemen beschrie-
ben worden, insbesondere DNA-strangbrechende Wirkanverschiedenen Human- und
Saugerzelllinien, sowie mutagene Wirkung in BakteriHuman- und Saugerzellen. Eigene
Vorversuche mit komplexen, toxinhaltigen Extraktantivierter Alternariastdmme deuteten
auf ein genotoxisches Potential dieser Extrakte tas die Genotoxizitdt der enthaltenen
"Haupttoxine” AOH, AME und TeA Ubersteigt. Ziel dex Arbeit war daher die Untersuchung
mehrerer Alternariastamme, hinsichtlich Art und gerder von ihnen gebildeten Toxine (
typische "Toxinmuster"). Durch den direkten Vergtezwischen der Genotoxizitat verschie-
dener, komplexer Alternariaextrakte einerseits, ded reinen Toxinen andererseits, sollte
untersucht werden, welche Bedeutung den "HauptoXiAOH, AME und TeA fur die Geno-
toxizitat der komplexen Extrakte zukommt. Dartbeahis sollten eventuelle weitere, genoto-
xische Inhaltsstoffe der Extrakte identifiziert wen. Es sollten nach Mdglichkeit ausreichen-
de Mengen dieser unbekannten Inhaltsstoffe in gR&nheit aus den Extrakten isoliert
werden, um einerseits eine Strukturaufklarung mdgtichen und dartber hinaus erste Expe-
rimente fur eine toxikologische Charakterisierumgsdr Toxine, insbesondere ihres genotoxi-
schen Potentials zu erlauben. Die Ergebnisse ddiegenden Arbeit sollen somit zur not-
wendigen Erweiterung der toxikologischen Datenldge Alternariatoxine beitragen und als

Anknupfungspunkt fir weitere Untersuchungen dienen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kultivierung der Alternariastamme
4.1.1 Vorkultur auf V8-Gemiusesaft-Agar

Da alle von der DSMZ bezogenen Alternariastimmegatsocknete Mycelpellets geliefert
wurden, war eine Vorkultivierung nétig. Diese wurdeitestgehend nach Empfehlung der
DSMZ durchgefiihrt. Es wurde fir alle Stamme V8-Bigsedium fur die Rehydratisierung
der getrockneten Mycelien verwendet, sowie V8-Agadie Primarkultivierung in Petrischa-
len. Dies entspricht fur die Stamrmdernaria alternataDSM 1102 A. alternataDSM 62006
und A. alternataDSM 62010 auch der Empfehlung der DSMZ, wahrerdAflialternata
DSM 12633 Chaetomium-Medium bzw. -Agar und fir brassicicolaDSM 62008 Mais-
mehl-Medium bzw. -Agar empfohlen werden. Die beititatgenannten Stamme zeigten je-
doch auch auf V8-Medium bzw. -Agar gutes Wachstmtsgrechend den anderen Stammen,
weshalb es fur alle Stamme verwendet wurde. Bed&itStunden nach Inokulierung war bei
allen Stammen bereits Mycelwachstum auf dem Agaerkennen, nach etwa einer Woche
waren die Petrischalen voll bewachsen und erschibreun bis schwarz. Die Oberflache der
Schalen war von einem Flaum aus Hyphen bedeckthbe&iek. alternataDSM 1102 undA.
alternata DSM 62006 weil3lich-hell war, bé\. alternataDSM 12633 undA. brassicicola
DSM 62008 hingegen dunkler grau bis schwarzlich b@idA. alternataDSM 62010 dunkel-

braun bis schwarz erschien.

4.1.2 Sporenbildung und Inokulation der Kulturkolben

Die verwendeten Alternariastamme zeigten deutlictenschiedliche Neigung zur Sporenbil-
dung.Alternaria alternataDSM 12633 und DSM 62010 zeigten starke Sporenbgdsodass
es moglich war bereits 14 Tage nach Inokulation nerehMillionen Sporen von einer Petri-
schale (d=10 cm) zu spulen. Die Sporenbildung delgén verwendeten Stamme war wei-
taus schwacher ausgepragt, wobei insbesonileatternataDSM 1102 sehr wenige Sporen
bildete. Fur die Inokulierung von autoklaviertemifkie Erlenmeyerkolben erwies sich Spo-
rensuspension auRerdem nur als bedingt geeignshaltehierzu mehrere Stiickchen gut be-

wachsenen Agars von einer Petrischale verwendetemuisiehe auch Absatz 4.1.4).
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4.1.3 Kultivierung in Reismehlsuspension

Es wurde versucht, die Alternariastdmme in einesiiRehlsuspension zu kultivieren. Eine
Kultivierung in flissigem Medium erleichtert weskeit die Bearbeitung sowie die Proben-
nahme, da sich Aliquote der Kulturkolben einfactd ueproduzierbar als Volumenaliquote
entnehmen lassen. Besonders im Hinblick auf eingi@ring gro3erer Extrakt- bzw. Toxin-
mengen war eine Submers-Kultivierung winschensweartlies den Einsatz von Fermentern
im (semi-) technischen Mal3stab erlaubt hatte. Daheden exemplarisch Vorversuche mit
den Stammer. alternataDSM 1102 und DSM 12633 mit ReismehlsuspensiorKalsur-
medium durchgefihrt, da Reis als Kulturmedium eimehe Ausbeute erwarten liel3
(Burroughs et al. 1976). Neben Ansétzen in Erlereri@lben als Standkultur wurden die
gleichen Anséatze parallel als Schiuttelkultur inisahen-Erlenmeyerkolben im Schuttelinku-
bator gefiihrt, einerseits um so die Sedimentaties Reismehls zu verhindern, andererseits

um eine verbesserte Sauerstoffversorgung zu gesvstiemn.

Selbst drei Wochen nach Inokulation war fir beitin®ne kaum Mycelwachstum erkennbar.
Bei den Erlenmeyerkolben die als Standkultur artgeseurden war lediglich im Bereich der
Flussigkeitsoberflache am Rand des Erlenmeyerksll®n sehr geringes Mycelwachstum
erkennbar. Die Schikanen-Erlenmeyerkolben der $elkuttur, die analog angesetzt, aber
mit 80 RPM im Schuttelinkubator bewegt wurden zsigebenfalls lediglich im oberen Be-
reich der Benetzungszone ein geringes SchimmelwaohZusatzlich enthielten die Kolben
aus dem Schiuttelinkubator einige wenige dunkle kings von ca. 2 - 3 mm Durchmesser.
Wahrscheinlich sind diese durch die mechanischés\rig von Teilchen des Schimmelrasens

aus dem oberen Benetzungsbereich durch die staBdigegung des Mediums entstanden.

Keine der Proben die von den Kulturflaschen genommerden zeigte bei der HPLC-
Analyse messbare Mengen an AOH, AME, ALT oder TAder bei den Erlenmeyerkolben
der Stand-, noch der Schuttelkultur. Da nur anGlaswand im Bereich der Grenzflache My-
celwachstum beobachtet werden konnte lag die Vemguhahe, dass direkter Kontakt zur
Atmosphéare ein wichtiger Faktor fir gutes Wachstumd Toxinbildung der untersuchtén
alternata Stamme DSM 1102 und DSM 12633 sein konnte. DiemFaer Submers-

Kultivierung wurde daher nicht weiter verfolgt.
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4.1.4 Kultivierung auf autoklaviertem Reis

Im Gegensatz zur Submerskultivierung zeigten afleensuchten Stamme auf feuchtem, au-
toklavierten Reis gutes Wachstum. Die Kultivierumgrde soweit wie moglich in der Dun-
kelheit durchgefiihrt, um hemmende Einflisse vorhiLamuf die Toxinproduktion so gering
wie moglich zu halten (Haggblom und Niehaus 19&6). Inokulation der Erlenmeyerkolben
(230 g autoklavierter, feuchter Reis in 1 | Erleyer&olben, verschlossen mit Zellstoffstop-
fen) erwies sich Sporensuspension als nur bediegigget. Wahrend Sporensuspensionen
von A. alternataDSM 12633 oder DSM 62010 zuverlassig auskeimteh4g Stunden nach
Inokulation deutlich sichtbaren Bewuchs des Resgten, war in einigen Fallen ausblei-
bendes bzw. verzogertes Wachstum bei einzelnerutkolben zu beobachten, die mit Spo-
rensuspension voA. alternataDSM 1102 angeimpft worden waren. Um eine moglitiudte
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit zu gewastde wurden die Erlenmeyerkolben mit
autoklaviertem Reis daher mit jeweils sieben, randgestochenen Stiicken V8-Agar (d = 7
mm) aus dem Wachstumsbereich einer eigens dafltkulieterten Petrischale beimpft.
Gleichmaliges Wachstum wurde durch grundliches tBdhider Kolben gewahrleistet und
durch tagliches Schitteln weiterhin der Bildungdi@ Schimmelnester entgegengewirkt.
Etwa 1-2 Tage nach Beimpfen des Reises mit Stiickakitv wachsender Agarkultur war bei
allen Stammen beginnendes Schimmelwachstum mitblo8uge erkennbar. Etwa vier bis
funf Tagen nach Inokulation erschienen alle Reis&bder jeweiligen Kolben gleichmalig
bewachsen, wobei sich die Farbe des bewachsensasRas zum Ende der zweiten Woche
von beige-grau hin zu dunkel braun-schwarz verdaad@kbb. 4-1). Das im Vergleich zur
Submerskultur sehr starke Wachstum bestéarkte dimteng, dass eine Beliftung des My-
cels fur dessen Wachstum essentiell ist.

Auch bei der Kultivierung auf Reis fielen besondérsalternataDSM 12633 und DSM
62010 durch deutliche Sporenbildung auf, wahr@ndlternataDSM 1102 auch hier sehr

wenige Sporen bildete.
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Abb. 4-1: Kulturansatz vorA. alternataDSM 12633 auf feuchtem, autoklaviertem Reis; (A)
0 Tage, (B) 4 Tage, (C) 7 Tage, (D) 14 Tage und&Jage nach Inokulation.

4.2 Analyse der Alternariatoxine mittels HPLC

Zur quantitativen Analyse der Schimmelpilzextrakterde die Hochleistungsfliissigchroma-
tographie (HPLC) eingesetzt. Die Detektion mitighg/VIS-Diodenarrydetektor ermdglichte
die Zuordnung der einzelnen Peaks anhand ihrer pBki®en, was flr die vorliegende Fra-
gestellung besonders sinnvoll war, da die komplexeinakte der Schimmelpilzkulturen oft
sehr komplexe Peakspektren zeigten, und die Zuagleinzig anhand der Retentionszeiten

oft schwierig war.

Um die untersuchten Haupttoxine moglichst paralled dem komplexen Extrakt analysieren
zu konnen, wurde eine Reverse-Phase-Trennmethadeckelt, die mittels eines Stufengra-
dienten zwischen Wasser (pH 3, mit Ameisensaurgesiellt) und Acetonitril : Wasser
(90:10) eine gute Trennung der untersuchten Tok{DEl, AME, ALT und TeA auf einer Phe-
nomenex Luna C18(2) 5u-Saule erlaubte. Die untbtsacToxine eluierten bei Retentions-
zeiten zwischen 7 und 16 Minuten, wobei das gesdnetenprogramm mit 35 Minuten Lauf-
zeit relativ lang war. In der Literatur sind hdusighnellere Trennprogramme beschrieben, die
bereits nach wenigen Minuten alle Toxinpeaks etun€iSolfrizzo et al. 2004). Da jedoch bei
der Extraktion von Schimmelpilzkulturen deutlich mdipophile Naturstoffe mit extrahiert
werden als beispielsweise bei wassrigen Lebendmitte Fruchtsaften, Obst, etc., war eine
effizientere Auftrennung nétig um Uberlagerungern weiteren unbekannten Peaks zu ver-
meiden.

Die Polyketid-Toxine AOH, AME und ALT wurden bei @4m detektiert und quantifiziert, da
sie bei dieser Wellenlange ein Absorptionsmaximwsitaen und andere enthaltene Matrix-
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substanzen dort kaum absorbierten. Die TeA wurdehbem Hauptmaximum (280 nm) ge-
messen. Zur Quantifizierung der untersuchten Towinalen externe Kalibriergeraden mit je
5 Punkten fur AOH und AME erstellt (0,1 - 1000 pMywie mit sieben Punkten fur ALT (0,1

- 1000 pM) und finf Punkten far TeA (100 - 1000 yMpchdem der TeA-Kupfersalz-
Standard (Sigma) durch einen stark sauren lonectiausvom Kupfer befreit wurde
(Solfrizzo et al. 2004). Fir jedes Toxin wurden gusrei Einwaagen Stammldsungen ange-
setzt und durch Verdiinnung je drei Kalibrierlosungeo Kalibrierpunkt erstellt und gemes-
sen. Die BestimmtheitsmaRe der externen Kalibriedgn () betrugen fir AOH: 0,9997,
fur AME 0,9990, fur ALT 0,9954 und fur TeA 0,9987.

Die Erfassungsgrenzen und Bestimmungsgrenzen (tlafrDetection” (LoD) und "Limit of
Quantification" (LoQ)) fur die einzelnen Toxine wdeén anhand der Peakhthe als 3-fache
bzw. 10-fache Hohe des Grundrauschens der Basalieehnen, und sind in Tabelle 4-1 an-

gegeben.

Tab. 4-1: Erfassungsgrenzen (LoD), Bestimmungsgrenzen (lsu@)e Grenzen der Kalib-
rierbereiche fur die untersuchten Toxine AOH, AMET und TeA. LoD, LoQ so-
wie die niedrigste Kalibrierkonzentration sind bemeet als g Toxin pro kg Reis-
kultur. (mittl. rel. SD: mittlere relative Standafalveichung der Kalibrierung)

niedrigste
LoD LoQ Kalbrierkonz.
Kalibrier- mittl. rel. [ng/ml bzw. [ng/ml bzw. [ng/ml bzw.
Kalibrierbereich punkte R’ SD [%] pg/kg Reis] pg/kg Reis] pg/kg Reis]
[1M] [ug/ml]
1-10 0,26-2,6 5 0,9960 3,8 10+0,4 33+1,2 258 + 10
AOH 10- 100 2,6-25,8 5 0,9992 3,0
100 - 1000 25,8 - 258,2 5 0,9994 2,8
1-10 0,27-2,7 5 0,9973 4,1 22+0,9 72+3,0 272+11
AME 10- 100 2,7-27,2 5 0,9983 3,4
100 - 1000 27,2-272,2 5 0,9994 4,2
TeA 100 - 1000 19,7 -197,2 5 0,9984 3,5 13+0,4 43+1,5 19700 + 690
ALT 1- 1000 0,29-292,3 7 0,9954 8,2 27+£2,2 89+7,3 292 +24

Es wurden bewusst keine weiteren Schritte unternemteauberere” Extrakte zu gewinnen,
da im Zuge einer solchen Aufreinigung mdglichereeasich unbekannte Extraktkomponen-
ten mit genotoxischem Potential entfernt wordenemadie fur diese Arbeit besonders inter-

essant waren. Ebenfalls wurden relativ hohe Komagahsbereiche fir die Kalibrierung ge-
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wahlt, da dies die Aufzeichnung deutlicher UV-Algaynsspektren mit dem Diodenarrayde-
tektor der HPLC-Anlage erlaubte, die fur die koteelkuordnung der Peaks teilweise not-
wendig waren. Das Hauptziel der Analysen bestaottnn einer méglichst empfindlichen
Analyse der untersuchten Toxine, wie dies beispigise in der Lebensmittelanalytik angest-
rebt wird, sondern in der Quantifizierung der stawrKoxinbildung durch die Reiskulturen der
Alternariastamme. Trotz der geringen Probengro@eenmigen Gramm verschimmeltem Reis
machten die teilweise sehr hohen Toxinkonzentratiovielfach ein Verdiinnen der Extrakte
erforderlich, bzw. waren aufgrund der stark unteiedlichen Gehalte der einzelnen Toxine
Messungen der gleichen Probe in unterschiedlicreedivinungen notwendig, um jeweils im
Kalibrierbereich zu bleiben. Spatere Messungen,da Screening der gebildeten Toxinver-
haltnisse auf verschiedenen Agars, insbesonderedabexterne Kalibrierung far ATX Il mit
dem selbstisolierten Toxinstandard, wurden an earateren HPLC-Anlage durchgefihrt
(Agilent 1200). Die BestimmtheitsmaRe?[Rier Kalibrierungen betrugen hierbei fiir AOH:
0,9993, fur AME: 0,9996, fur TeA: 0,9987 und fur)ATl: 0,9973. Da zu dieser Zeit die Shi-
madzu Prominence-Anlage, mit der die Reisextraktdyaiert wurden nicht mehr zur Verfu-
gung stand und die Extrakte nicht mehr vorhandemremv&konnten die ATX Il und Stemphyl-
toxin llI-Gehalte der Reiskulturen nur anhand diera Chromatogramme ndherungsweise
ermittelt werden (siehe auch Absatz 4.11). Stentpkiyl Il wurde aufgrund seiner grof3en
Ahnlichkeit in Molekdilstruktur und UV-Spektrum nahegsweise als ATX Il berechnet, da
die Gewinnung der trockenen Reinsubstanz aufgrerthger Stabilitéat bei der Trocknung

nicht moglich war (siehe Abschnitt 4.11).
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4.3 Toxinextrakte der Reiskulturen

Um mdglichst toxinhaltige Alternariaextrakte furedioxikologischen Versuche zu gewinnen
wurden verschiedene Alternariastamme auf autokfere Reis kultiviert und eine geeignete
Kulturdauer mit hoher Ausbeute ermittelt. Anhandesh Toxinprofils wurden die Extrakte

einzelner Stamme fir die toxikologischen Untersucjan ausgewahlt.

4.3.1 Zeitverlauf der Toxinbildung auf autoklaviertem Reis.

Um einen Eindruck vom zeitlichen Verlauf der Toxidbng der verschiedenen Stamme zu
erhalten wurden alle zwei bis drei Tage Probenjeleeiligen Kulturkolben entnommen, mit
Ethylacetat extrahiert und per HPLC auf ihre Gehatlt AOH, AME, ALT und TA analysiert.
Wie in Abbildung 4-2 ersichtlich unterschieden sidie untersuchten Stdamme deutlich im
Bezug auf die Mengen und Verhaltnisse der gebitd@txine. Um Vergleichbarkeit bei ver-
schiedenen Probengréf3en zu gewahrleisten, wur@ehodingehalte aller Proben als Toxin-
menge in Mikrogramm pro Gramm Reis berechnet. lsahaere fielA. alternata DSM
12633 durch die starke Bildung an AOH, AME und Ta#. Der StammA. alternataDSM
62010 bildete neben grofien Mengen an TeA auch AQHAME, jedoch nur etwa ein Zehn-
tel der Menge von DSM 12633. Der StammalternataDSM 1102 bildete zwar grol3e Men-
gen an TeA, hingegen keine quantifizierbaren MerdgmPolyketid-Toxine AOH, AME oder
ALT. Die StammeéA. alternataDSM 62006 undd. brassicicolaDSM 62008 zeigten hingegen
nur geringe bis keine Toxinbildung unter den verdedan Kulturbedingungen. Die Proben-
gréfRen von ca. 1-2 g verschimmelten Reises wargglevehsweise gering, was die Schwan-
kungen der Toxingehalte innerhalb des Zeitverlaukdaren kdonnte. Das Ziel dieses Versu-
ches war allerdings lediglich, einen ersten Einkruon den gebildeten Toxinmengen der
einzelnen Stdmme zu gewinnen, was selbst im Hikladid die Schwankungen anhand der
Ergebnisse moglich war. Einige der untersuchtem8t& waren folglich in der Lage unter
den gewahlten Kulturbedingungen erhebliche Mengamudtersuchten Toxine zu bilden. Es
lieBen sich Toxinkonzentrationen von einigen Milimm pro Gramm bewachsenen Reises
innerhalb weniger Wochen erzielen. Fur spaterelds wurde eine Kulturdauer von 21 Ta-
gen als geeignet ermittelt, da danach nur nochgenege Zunahme im Toxingehalt beobach-
tet wurde (DSM 1102, DSM 12633) bzw. sich bereite @bnahme einzelner, enthaltener
Toxine andeutete (DSM 62010).
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Abb. 4-2: Orientierende Messungen zur Bildung der Toxine AGBME, ALT und TeA durch
verschiedene Alternariastamme Uber vier Wochenugdétuer auf autoklaviertem
Reis in der Dunkelheit bei 24 °C (jeweils ein Kukolben pro Alternariastamm)
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4.3.2 Reproduzierbarkeit der Toxinbildung auf autoklaviertem Reis

Bereits kleine Veranderungen der Kulturbedingungénnen zu erheblichen Unterschieden
bei der Toxinbildung durchAlternariafihren (Soderhall et al. 1978; Magan et al. 138#san
1995). Es wurde daher versucht méglichst viele Uhigldoren bei der Kultivierung zu kont-
rollieren, insbesondere Temperatur, Feuchtigkeitht_und Nahrmedium. Als Kulturdauer
wurden 21 Tage gewahlt. Um zu ermitteln wie repeoeilbar die Toxinprofile der einzelnen
Stamme unter den verwendeten Kulturbedingungen, swdden vier unabhangige Experi-
mente der Kultivierung durchgefiihrt. Die Probengrivuurde dabei auf 10 g verschimmelten
Reis erhdht, um mdgliche Fehler bei der Probennatumeinimieren. Die einzelnen Kulti-
vierungen wurden dabei nicht parallel durchgefubandern zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend eines Kalenderjahres und die Nahrmedierilgwro Versuch neu angesetzt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4-3 grafisch dargdisteld die genauen Werte in Tabelle 4-2
angegeben. Wenn auch die Mengen an gebildetendosiowie ihr Verhaltnis zueinander bei
den einzelnen Stdmmen variierten, so waren dentypibche Toxinprofile der Stamme er-
kennbar.Alternaria alternataDSM 12633 produzierte AOH, AME und TeA in verglear
grofen Mengen neben geringeren Mengen an AL RlternataDSM 62010 bildete durch-
schnittlich nur etwa ein Drittel der AME-Menge vi&@SM 12633, sowie ein Zehntel des
AOH, aber tber viermal so viel TeA. Der StanAmalternataDSM 1102 bildete reproduzier-
bar TeA neben sehr geringen Mengen AOH und AME. Taeinbildung durchA. alternata
DSM 62006 zeigte die groRten Schwankungen zwisaen einzelnen Experimenten; die

Ergebnisse variierten zwischen mafiger und ausgieir Toxinbildung.

Insgesamt war die Toxinbildung durch die untersaici&tamme bei einer Kulturdauer von 21
Tagen folglich reproduzierbar. Es fiel weiterhinf,adass TeA zwar unter den hier verwende-
ten Kulturbedingungen von allen vier untersucht&mtnen gebildet wurde, wobei das Men-
genverhéltnis gegentber AOH oder AME jedoch nahmzsgeglichen sein konnte (DSM
12633, DSM 62006), oder aber 10-fach bis 100-faitmeh (DSM 62010) bis hin zum 1000-
fachen der Menge an AOH oder AME (DSM 1102). Di&-Rildung durch einen Alterna-
riastamm konnte folglich nicht als pradiktiver Raeder fir die Bildung anderer Alternariato-
xine dienen, was aufgrund ihres unterschiedlichers\Bheseweges aber auch nicht erwartet
wurde. Lebensmittel, die mit Alternariatoxinen st sind weisen ublicherweise Toxinkon-
zentrationen im Bereich bis zu 26 pg/kg AOH aus$, 4l 10 pg/kg AME, bzw. bis 350 pg/kg
TeA (CONTAM 2011).
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Abb. 4-3: Toxinprofile verschiedeneklternaria alternataStamme nach 21 Tagen Kultur auf
feuchtem, autoklaviertem Reis. Dargestellt sindtdliterte aus vier unabhangi-
gen Kulturansatzen die im Verlauf eines Kalendegalangesetzt, kultiviert und
analysiert wurden, sowie ihre Standardabweichung.

Tab. 4-2: Toxinprofile verschiedeneA. alternataStdmme nach 21 Tagen Kultivierung auf
feuchtem, autoklaviertem Reis bei 24 °C in der DCalinkit. Angegeben sind die
Toxinmengen in Mikrogramm pro Gramm Reis. Dargétstehd Mittelwerte und
Standardabweichungen aus jeweils vier unabhand{gdtiaransatzen, die im Ver-
lauf eines Kalenderjahres angesetzt, kultiviert andlysiert wurden, sowie ihre

AOH
AME
ALT
TeA
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Die hochsten, in Lebensmitteln entdeckten Konzéotran betrugen 290 pg/kg AOH bei
einer Linsenprobe (Ostry et al. 2004) sowie 30 ggWME in Leinsamen (Kralova et al.
2006). Insgesamt lagen die gebildeten Toxinmengémn Boch, bis hin zu mehreren Millig-
ramm Toxin pro Gramm Reiskultur. Bei verarbeitet@ibensmitteln, die aus kontaminierten
Grundstoffen hergestellt wurden ist eine moglichetaBtung mit Alternariatoxinen oft nicht
direkt zu erkennen. So wurden in Tomatenmark kef@kingehalte bis zu 1734 ug/kg AME
und 4021 pg/kg TeA gemessen (Terminiello et al.620Bei bestimmten Lebensmitteln wie
z.B. Weizenkdrnern ist ein méglicher Alternariableédbenso kaum auffallig, sodass bei ein-
zelnen Proben bis zu 731 pg/kg AOH gemessen wytdemd Yoshizawa 2000a). Teilweise
wurden auch deutlich hdhere Gehalte an Alternagiaém in Lebensmitteln beschrieben, wie
z.B. bis zu 58800 pug AOH/kg in einer ApfelprobeiriSon et al. 1981) oder 174000 pg/kg
TeA bei einer Mandarinenprobe (Logrieco et al. )988ese Lebensmittel wirden durch ih-
ren offensichtlichen Schimmelbefall fir den menmttdn Konsum ausscheiden, und sind
deshalb gesondert von den tbrigen Lebensmittelprabebetrachten. Die Toxinbildung liegt
jedoch in einem &hnlichen Bereich wie bei den biegschriebenen Reiskulturen zur Gewin-

nung stark toxinhaltiger Extrakte.

4.4 Genotoxizitat der komplexen Extrakte

Alternariol, als eines der mengenmaRig wichtigst@liernariatoxine besitzt DNA-
strangbrechende Wirkung in verschiedenen Testsgstendu et al. (1996) berichten von
DNA-Einzelstrangbriichen durch AOH in ringférmigsuperspiralisierter DNA im zellfreien
System. Eine Erhéhung der DNA-Strangbruchrate dwidstiindige Inkubation mit AOH
wurde fur HT29, HepG2 und V79 Zellen mittels alkahem Entwindungsassay (AU) gemes-
sen (Pfeiffer et al. 2007). Mittels Einzelzell-Geldrophorese (Comet-Assay) nach einstin-
diger Inkubation mit AOH wurden DNA-Strangbriiche den Zelllinien HT29, A431,
HCT116 und HEK293 beobachtet (Fehr et al. 2009y Eehl. 2010). Diese Wirkung ist kon-
zentrationsabhangig und signifikant im mikromolatakubationsbereich zwischen 10 - 50
HM. AME ist ebenfalls als DNA-strangbrechend im @dAssay beschrieben (Fehr et al.
2009), zu Comet-Assays mit Tenuazonsaure existl@strer keine Literaturdaten.

Die DNA-strangbrechende Wirkung komplexer Alteraaxtrakte wurde im Comet-Assay
mit der Wirkung des jeweiligen Haupttoxins im komewén Extrakt verglichen. Die beobach-

teten DNA-Schaden durch die Extrakte im Comet-Asgbgrstiegen dabei die erwarteten
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Schéden aufgrund ihres Gehaltes am jeweiligen "Hiaxip" bei Weitem (siehe Abschnitte
4.4.1 und 4.4.2).

4.4.1 DNA-Strangbriche durch AOH-haltigen DSM 12633-Extrakt

Um zu Uberprifen welche Bedeutung die DNA-strangfiieade Wirkung von AOH fir die
Genotoxizitat des AOH-haltigen Schimmelpilzextrakteat, wurde im Comet-Assay reines
AOH sowie ein komplexer, stark AOH haltiger Schintpilgextrakt parallel untersucht. Der
A. alternataDSM 12633-Extrakt einer Reiskultur wurde ausgetyatd er die grol3te Menge
an AOH (2307 pg/ml) enthielt, sowie AME (999 ug/mi)d TeA (2866 pg/ml). Durch Einen-
gen von 109 ul des rohen Ethylacetat-ExtraktesAufdehmen in 100 pl DMSO wurde eine
standardisierte Inkubationsstammldsung hergestkdt10 mM AOH enthielt (neben 4 mM
AME und 16 mM TeA). Die eingesetzten Konzentratiorter Inkubationsmedien wurden
durch die weitere Verdinnung der standardisiertemaktstammlosung mit DMSO und Zell-
kulturmedium hergestellt. Die Inkubationslésung ohétr hochsten verwendeten Extraktkon-
zentration enthielt also neben 50 uM AOH noch 20 ANE und 80 uM TeA, die Inkubati-
onslosung mit der niedrigsten Extraktkonzentratemthielt folglich neben 0,01 uM AOH
noch 0,004 uM AME und 0,016 uM TeA. Wie in Abbildpa-4 zu sehen lagen die Schweif-
intensitaten ("tail intensity”, TI) der mit AOH inbkierten Zellen im Bereich von etwa 2% -
6%, was den erwarteten Werten fur 0,1 - 50 uM A@QHHT29-Zellen entspricht (Fehr et al.
2009). Die Schweifintensitaten des AOH-haltigenraiites tUberstiegen diese Werte aller-
dings bei Weitem. Die Extraktinkubation mit 10 pMOA-Gehalt lag mit 14% * 3,6%
Schweifintensitat bereits héher, als fur eine Irdéidn mit 50 uM reinem AOH in HT29-
Zellen erwartet wirde (Fehr et al. 2009). Die Irdtidn mit 50 uM AOH-Gehalt im Extrakt
fuhrte zu sehr hohen Schweifintensitaten von dwtohistlich 41% + 1,4% , was den Effekt
des reinen AOH der gleichen Konzentration um etaa Aehnfache Ubersteigt. Von jeder
Inkubation wurde jeweils ein Teil der Zellen zusiatz einer Behandlung mit dem bakteriel-
len Reparaturenzym Formamidopyrimidin-DNA-glykosga(FPG) unterzogen, um dadurch
zusatzliche Hinweise auf eine mogliche oxidativa&iigung der DNA-Basen zu erhalten.
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Abb. 4-4: DNA-Schaden im Comet-Assay durch AOH uhdalternataDSM 12633-Extrakt,
der auf seinen AOH-Gehalt durch Verdinnung stansiartl wurde (1h Inkubation,
HT29-Zellen, 1% DMSO in der Endkonz., Menadion R&sitivkontrolle, DMSO
als Negativkontrolle). Die hochstkonzentrierte Bktrinkubationslésung enthielt
neben 50 uM AOH noch 20 uM AME und 80 uM TeA, derdlinnungen entspre-
chend weniger. Dargestellt sind die Mittelwerte Usthndardabweichungen aus
drei unabhangigen Experimenten. Die Signifikanzaisse bezogen auf die jeweili-
ge Kontrolle, wurden mittelsStudent's -Test berechnet (*:p<0,05; **:p<0,01,;
***:p<0,001). (###. Schweifintensitat > 80%, dahecht mehr zuverlassig quanti-
fizierbar)

Bei Inkubation der Zellen mit reinem AOH fuhrte di®G-Behandlung zu keiner signifikan-
ten zusatzlichen Erhdhung der Schweifintensitats wan bisherigen Erfahrungen aus der
Literatur entspricht, sowohl fiur HT29 als auch dimeleren untersuchten Zelllinien (Fehr et al.
2009; Fehr et al. 2010). Die FPG-Behandlung von $HZ&llen, die mit den AOH-haltigem
A. alternataDSM 12633-Extrakt inkubiert wurden fiihrte hingegensignifikanter und kon-
zentrationsabhangiger Erhéhung der SchweifinteiesitdExtraktinkubationen mit 1 uM bzw.
10 uM AOH-Gehalt fuhrten nach FPG-Behandlung bemit Schweifintensitaten von 25% +
14,7% bzw. 62% * 17,6%. In Abbildung 4-5 sind ba#mft ausgewertete, fluoreszenzmik-
roskopische Aufnahmen flr gemessene Schweifintgesitnach Extraktinkubation abgebil-
det. Wie in der Abbildung erkennbar fuhrt eine zZunende Schadigung der Zell-DNA zu

einer Verbreiterung des Fluoreszenzsignals und tdaminsgesamt geringerer messbarer In-
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tensitat des Signals. Eine Auswertung von sehr im@ahweifintensitaten (iber 80%) ist da-

her nicht mehr sinnvoll méglich. Dies war der Aadi der hochsten Extraktkonzentration (50
KM AOH-Gehalt) mit FPG-Behandlung, die daher nur \daistéandigkeit halber aufgefihrt
ist.

Abb. 4-5: Beispiele fir unterschiedlich stark duréh alternataDSM 12633 geschédigte
DNA von HT29-Zellen im Comet Assay. (A) Deutliché&\B-Schadigung (10% TI)
durch Inkubation mit der zweithdchsten Extraktkarteation (10 pM AOH im In-
kubationsmedium durch den AOH-Gehalt des Extraktds)e zusatzliche FPG-
Behandlung. (B) Hohe Schweifintensitat (40%) dudckubation mit der héchsten
eingesetzten Extraktkonzentration (50 uM AOH imub&tionsmedium durch den
AOH-Gehalt des Extraktes) ohne zuséatzliche FPG-Bdlnag. (C) Extrem hohe
Schweifintensitat (74%) durch Inkubation mit dereztvdchsten Extraktkonzentra-
tion (10 pM AOH im Inkubationsmedium durch den A@#halt des Extraktes)
und zusatzlicher FPG-Behandlung.

Als Ursache fiur die beobachtete Bildung einer giffu Wolke ("halo”) um den "Kometen-

kopf" wird ein hohes MalR an DNA-Strangbriichen veaehudie eine Entwindung von su-

perspiralisierten DNA-Schleifen im "Kometenkopfheiglichen (Cook et al. 1976), was letz-
tlich auch zur Schweifbildung bei der Elektropheréghrt (Collins et al. 1997). Neben der
stark DNA-strangbrechenden Wirkung desalternataDSM 12633-Extrakts, der die erwarte-
ten Effekte durch das enthaltene AOH bzw. AME wviaierstieg, wurde zusatzlich eine signi-
fikante Zunahme an FPG-sensitiven Stellen in deADBobachtet, die bei keinem der unter-
suchten Zelltypen fir AOH oder AME in der Literatueschrieben ist (Fehr et al. 2009). Das
HPLC-Chromatogramm des Extraktes (Abb. 4-6) zemjterdings neben den Peaks von
AOH, AME und TeA noch einen weiteren unbekannteakPeei RT=25,5 min, sowie eine

Vielzahl weiterer, kleiner, unbekannter Peaks.
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Abb. 4-6: HPLC-Chromatogramm des verwendeferalternataDSM 12633 Extraktes (Stu-
fengradient Wasser : Acetonitril, UV-Detektion (2318 nm, 10 ul Injektion, Ver-
dinnung 1 : 100) . Neben AOH, AME und TeA befinsieh ein vergleichbar gro-
Rer, unbekannter Peak bei RT=25 min.

4.4.2 DNA-Strangbriche durch TeA-haltigen DSM 1102-Extrakt

Um einen mdglichen Beitrag der TeA zur genotoxisckérkung von komplexem Alterna-
riaextrakt zu untersuchen wurde in Analogie zumtggtnannten Beispiel reine TeA mit stark
TeA-haltigem Alternariaextrakt im Comet-Assay pbaladetestet. Der Extrakt vol. alterna-

ta DSM 1102 wurde als besonders geeignet ausgevwgdlgul3er TeA keine wesentlichen
Peaks im HPLC-Chromatogramm zu erkennen waren (A). Da der Ethylacetat-Extrakt
von A. alternataDSM 1102 eine TeA-Konzentration von 8694 pg/mivaes, wurde durch
Einengen von 113 ul des Ethylacetat-Extraktes zackihe und Aufnehmen des Ruckstands
in 100 pl DMSO eine auf TeA-Gehalt standardisiémteibationsstammlésung hergestellt (50
mM TeA). Diese wurde durch weitere Verdiinnung mid®0 und Kulturmedium zur Hers-
tellung der Inkubationslésungen verwendet. Bei &eder getesteten Konzentrationen bis 200
MM war fur die reine TeA im Comet-Assay eine Erhddpaler Schweifintensitat zu beobach-
ten (Abb. 4-8). Ebenso fluhrte die Behandlung miGFER keiner signifikanten Erhdhung der
Schweifintensitat. TeA tragt folglich nicht zur Biung FPG-sensitiver Stellen in der Zell-
DNA bei. Die Inkubation mit dem, hinsichtlich seinBeA-Konzentration standardisiertén
alternataDSM 1102-Extrakt fuihrte jedoch in der hochsteregetten Konzentration (200 pM
TeA-Gehalt) zu einer signifikanten Erhéhung der &eifintensitat. Ebenso war durch die
signifikante Erhdhung bei den FPG-behandelten ddite Vergleich zu den unbehandelten
Zellen eine deutliche Induktion FPG sensitiver IBteln der DNA durch den Extrakt erkenn-
bar (siehe Abbildung 4-8).
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Abb. 4-7: HPLC-Chromatogramm des getesteferalternataDSM 1102-Extraktes. Auch bei
anderen Wellenlangen waren aul3er TeA sind keindicleen Peaks erkennbar.
(Stufengradient Wasser : Acetonitril, UV-Detektibai 278 nm, 10 pl Injektion,
Verdinnung 1 : 100)
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Abb. 4-8: DNA-Schaden im Comet-Assay durch TeA uAdalternataDSM 1102-Extrakt,
der auf seinen TeA-Gehalt durch Verdiinnung stamsiartiwurde (1h Inkubation,
HT29-Zellen, 1% DMSO in der Endkonz., Menadion Rtssitivkontrolle). Dar-
gestellt sind die Mittelwerte und Standardabweigfmmaus drei unabhangigen
Experimenten. Die Signifikanzniveaus, bezogen aifi@veilige Kontrolle, wur-
den mittelsStudent's-lTest berechnet (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).
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Diese DNA-schéadigenden Effekte des Extraktes wurfdéglich nicht durch die enthaltene
TeA verursacht, sondern durch unbekannte Extrakpliaoranten. Die hochsten, zur Inkubati-
on eingesetzten Extraktkonzentrationen (200 uM BeADSM 1102 bzw. 50 uM AOH bei
DSM 12633) entsprachen rechnerisch 14,4 mg bzw. 1@, verschimmeltem Reis pro Milli-
liter Inkubationsmedium. Die eingesetzten Mengenewaalso vergleichbar. Der Unterschied
im Ausmald der beobachteten Effekte scheint demmaainem ausgepragteren genotoxi-
schen Potential deA. alternataDSM 12633-Extraktes begriindet zu sein. Dies widon-
ders deutlich, wenn die durchschnittlichen Schwgfisitaten, die bei den Comet-Assays
nach Extraktinkubation gemessen wurden, gegen dirgeh an verschimmeltem Reis auf-
getragen werden, die der eingesetzten Extraktmenggprechen. In Abbildung 4-9 ist das
potenter genotoxische Potential deralternataDSM 12633-Kultur direkt ersichtlich, sowohl

bei den FPG-behandelten Proben (B) als auch oh@eBdhandlung (A).

] 1004 ..
A 50 Ohne FPG-Behandlung B Mit FPG-Behandlung
< 40| [ DSM 12633-Extrakt T 80 —W— DSM12633-Extrakt
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Abb. 4-9: Auftragung der Schweifintensitaten der Comet-Assaach Inkubation mié. al-
ternataDSM 1102- bzw. DSM 12633-Extrakt (Abb. 4-4 und )g@&gen die rechne-
rische Menge an verschimmeltem Reis, die der jewaigesetzten Extraktmenge
entspricht. Sowohl bei den Proben ohne zusatzkéh@-Behandlung (A) als auch
bei den FPG-behandelten Proben (B) ist das stday&eotoxische Potential der
DSM 12633-Kultur direkt ersichtlich.
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4.4.3 Kein Synergismus zwischen AOH, AME und TeA

Um zu uberprifen ob moglicherweise synergistiscfiekie zwischen AOH, AME und TeA
fur die deutlich starker genotoxische Wirkung dedr&ktes verantwortlich sein kdnnten,
wurde eine orientierende Messung durchgefuhrtdbeiMischungen der drei Toxinstandards

unter analogen Bedingungen im Comet-Assay untetsuafden (Abb. 4-10).
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Abb. 4-10. Comet-Assay als orientierende Messung zur Ub&rpgiauf mogliche Syner-
gieeffekte von AOH, AME und TeA (1h Inkubation, HI-Zellen, 1% DMSO in
der Endkonz., Menadion als Positivkontrolle). Dienkentrationsverhaltnisse und
-bereiche entsprechen defn alternata DSM 12633-Extrakt, bei dem starke
DNA-Schaden beobachtet wurden. Der mitgeful#ktealternata DSM 62010-
Extrakt zeigte sich hingegen als stark genotoxisdiwohl das Inkubationsme-
dium durch die eingesetzte Extraktmenge ledigli€®@M AOH, 0,46 uM AME,
0,11 mM ALT und 5,7 uM TeA enthielt wodurch keinehBhung der Schweifin-
tensitat zu erwarten wére.

Der Konzentrationsbereich sowie die Verhaltnisse Taeine entsprechen dabei denen des
DSM 12633-Extrakts, bei denen ein starker Anstieg DINA-Strangbriiche sowie der FPG-
sensitiven Stellen beobachtet wurde. Bei keiner Z¢€oiration fuhrte diese rekonstituierte
Toxinmischung zu Effekten, die sich von der Nedaintrolle DMSO unterschieden. Daher

sind Synergieeffekte zwischen diesen drei Toxinamnacheinlich nicht der Grund, fiur die

48



Ergebnisse und Diskussion

beobachteten, stark genotoxischen Effekte des D36B83-Extraktes. Hingegen flihrte die
mitgefuhrte Probe eines. alternataDSM 62010-Extraktes ebenfalls zu deutlicher Erimghu
der Schweifintensitat, insbesondere nach FPG-Batmagdobwohl das Inkubationsmedium
durch diesen Extrakt nur 0,09 uM AOH, 0,46 uM AME11l uM ALT und 5,7 uM TeA
enthielt (Abb. 4-10). Ein deutlich messbarer Argt@eifgrund dieser Toxinmengen war folg-
lich nicht zu erwarten. Da es sich hierbei ledigliem eine orientierende Messung handelt
und sich Uberdies keinerlei Erhéhung der Schwaeifisitdten im erwarteten Bereich von 20 -
50% Schweifintensitat durch die rekonstituierte ioxischung andeutete, wurde auf die

mehrfache Durchfiihrung dieses Versuchs verzichtet.

Folglich ergab sich kein Hinweis, dass die beoleteht DNA-Strangbriche und FPG-
sensitiven Stellen bei der Extraktinkubation aufesgistische Effekte zwischen AOH, AME

und TeA zurtickzufiihren wéren.

4.5 Genotoxizitatsgeleitete Fraktionierung

Um die Ursache flr die beobachteten genotoxisclifekte im Comet-Assay (Abschnitt 4.4)
einzugrenzen, wurden genotoxizitatsgeleitete Foalérungen komplexer Extrakte von mit
A. alternatabefallenem Reis durchgefuhrt. Extraktproben wurdenu per HPLC getrennt,
das Eluat, unterteilt in Zeitfraktionen am Detekissgang manuell aufgefangen und mit Ethy-

lacetat extrahiert.

Tab. 4-3 Zeitschema der toxizitatsgeleiteten Fraktionigrun

Fraktion Retentionszeit Enthaltene "Haupt"-Toxine
F1 0-6 min
F2 6 - 10,3 min ALT, ACH
F3 10,3 - 12 min TeA
F4 12 - 15,8 min
F5 15,8 - 19 min AME
F6 19 - 25 min
F7 25 - 30 min
F8 30 - 38 min
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Nach Entfernung des Ethylacetats durch EvaporatmWakuum wurde der Rickstand in 50
pnl DMSO aufgenommen. Das Zeitschema der Fraktiangeiist in Tabelle 4-3 angegeben.
Die Toxine AOH, AME, ALT und TeA befanden sich dalreden Fraktionen F 2, F 3 und F 5.
Da die maximale Extraktmenge, die pro HPLC-Laukfi@iert werden konnte, durch die
Kapazitat der analytischen HPLC-S&ule stark begdrestzeignet sich der Comet-Assay be-
sonders gut als genotoxischer Endpunkt, da dalregennge Probenmengen zur Inkubation
bendtigt werden. Fir jedes Experiment wurden 3Bxitakt frisch fraktioniert und zur Inku-
bation der Petrischalen (je 5 ml Inkubationsmedijemeils die gesamte Fraktion (in 50 pl
DMSO) eingesetzt.

4.5.1 Fraktionierung des A. alternata DSM 12633-Extraktes

Da starke DNA-Schaden durch komplexenalternataDSM 12633-Extrakt erkennbar war-
en, wurde dieser zur genotoxizitatsgeleiteten kyaldrung ausgewahlt. Die eingesetzte
Menge des verwendeten Extraktes (20 ul Injektiond@ach dabei rechnerischen Konzentra-
tionen von 19 uM AOH, 40 uM AME, 14 uM ALT bzw. M TA in den Inkubationslésun-
gen der jeweiligen Fraktionen. Die Comet-Assays deit reinen Toxinen AOH, AME oder
TeA lassen keine stark DNA-schéadigenden Effekteldaliese Toxinmengen erwarten (Ab-
satz 4.5.1 - 4.5.2 sowie Fehr et al. (2009)), therietwa 3-4% Schweifintensitat hinausgehen.
Wie in Abbildung 4-11 ersichtlich, fuhren weder lran 2 (AOH) noch Fraktion 3 (TeA) zu
einer signifikanten Erhdhung der gemessenen Scimiexikitat. Ebenso zeigt Fraktion 7, die
einen groReren, unbekannten Peak bei RT = 26 niréker{sieche Abb. 4-6) keinen Einfluss
auf die Schweifintensitat. Der DNA-strangbrechefidfekt des unfraktionierten Extraktes ist
ganzlich in Fraktion 4 und 5 lokalisiert. SowohlBezug auf die Hohe der Schaden als auch
deren Art, insbesondere der starken Induktion FR@fadlicher Stellen in der DNA, ent-
spricht die Wirkung damit dem unfraktionierten Ekir Der zusatzliche Verdiinnungsschritt
beim unfraktionierten Extrakt war nétig, um nicl@ndsinnvollen Messbereich der Schweifin-
tensitat zu verlassen. Die genauere Betrachtun@®8&4 12633 Extraktes zeigt mehrere klei-
ne, unbekannte Peaks in den genotoxisch wirksamaktiénen 4 und 5 (Abb. 4-12).
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Abb. 4-11 Comet-Assay als Endpunkt genotoxizitatsgeleitetaktionierung eineé. alter-
nata DSM 12633-Extraktes (1h Inkubation, HT29-Zellefy DMSO in der End-
konz.; UV-Bestrahlung als Positivkontrolle). Dietleaitenen Toxinmengen betra-
gen dabei etwa 19 pM AOH und 14 uM ALT in Frakt@®yb4 uM TA in Fraktion
3 sowie 40 uM AME in Fraktion 5. Angegeben sind Mételwerte und Stan-
dardabweichungen aus drei unabhangigen InkubatiddenSignifikanzniveaus,
bezogen auf die jeweilige Kontrolle, wurden mitt&gident's -Test berechnet
(*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

Sowohl die H6he der Schaden durch Fraktion 5 ath aler signifikante Anstieg an FPG-
sensitiven Stellen in der DNA ist nicht durch derthaltenen Anteil an AME (40 uM) in

Fraktion 5 zu erklaren, sodass Peak 5.2 als Urstichden beobachteten Anstieg naheliegt.
Ebenso wurden die unbekannten Peaks in Fraktids Uraache fur die beobachteten genoto-

xischen Effekte vermutet, da Fraktion 4 keinesudgersuchten Toxine enthélt.
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Abb. 4-12 Ausschnitt des HPLC-Chromatogrammas=(278 nm) des zur Fraktionierung
verwendeterA. alternataDSM 12633-Extrakts (Abb. 4-6) mit den genotoxisch
wirksamen Fraktionen 4 und 5. Mehrere unbekannak$’éu. a. Peak 4.1 und
4.2) befinden sich in Fraktion 4, sowie ein weitarebekannter Peak direkt nach
AME in Fraktion 5 (Peak 5.2).

4.5.2 Detailliertere Fraktionierung der Fraktionen 4 und 5
4.5.2.1 Verwendung des DSM 62010-Extraktes

Zur weiteren Eingrenzung der beobachteten genatoars Effekte des Alternariaextraktes
wurden analog zusatzliche Fraktionierungsexperimehirchgefiihrt, wobei gezielt nur die
unbekannten Peaks in Fraktion 4 und 5 sowie AMEustiam Detektorausgang aufgefangen
wurden. Die saubere Abtrennung der einzelnen PaaksdemA. alternataDSM 12633-
Extrakt wird durch einen starken Untergrund des jdexen Ethylacetat-Extraktes erschwert,
wahrscheinlich aufgrund von Mitextraktion gro3ekdengen an Lipiden, was die Trennleis-
tung der HPLC-Saule verschlechtert. Eine denkbardeEung des Extraktes, z.B. durch
Reextraktion mit Hexan oder THF (Harwig et al. 19%8hade und King 1984) scheidet aus,
da unbekannte lipophile Substanzen dabei ebemfatfernt werden kénnen, wie dies auch fur
z.B. AME der Fall ist, wobei Verluste von etwa 3@ AME-Menge als Folge einer Entfet-
tung beschrieben werden (Seitz et al. 1975; Seitk Mohr 1976). Eigene Vorversuche zur
Extraktentfettung fuhrten ebenfalls zu deutlichemnlisten der interessanten Peaks, insbeson-
dere Peak 5.2, sodass davon abgesehen wurde.dgis sieh jedoch, dass der Extrakt vn
alternataDSM 62010 ebenfalls deutlich genotoxisch im Coesay wirkte (siehe orientie-
rende Messung in Abb. 4-10).
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Abb. 4-13 Chromatogramme von HPLC-Trennlaufen zur genottitsgeleiteten Fraktio-
nierung des (A) DSM 12633-Extraktes bzw. (B) DSMBR-Extraktes (Injektion
je 20 ul). Beim DSM 62010-Extrakt wird eine bessAuftrennung der interes-
santen unbekannten Peaks 4.1, 4.2, und 5.2 sowiE AiEicht, insbesondere
aufgrund des hoheren Gehalts an diesen Peaks sndudisich geringeren An-
teils an AME.

Der A. alternataDSM 62010-Extrakt (Abb. 4-13 B) zeigte die gleichenbekannten Peaks
wie der DSM 12633-Extrakt (Abb. 4-13 A) in Bezugf &etentionszeit und UV-Spektrum,
allerdings in hoherer Menge. Zuséatzlich zum hohéeealt dieser unbekannten Peaks er-
laubte der geringere Matrixhintergrund eine bess#tEC-Trennung des Extraktes und damit
sauberere Abtrennung dieser Peaks, weshalb der GZRMIO-Extrakt fur die weiteren Frak-
tionierungsexperimente ausgewahlt wurde. Analog B8M 12633-Extrakt ist die genotoxi-
sche Wirkung des DSM 62010-Extraktes ebenfallseim Eraktionen 4 und 5 lokalisiert (Abb.
4-14 C). Wie aus der Uberprufung der Fraktionemd & (Abb. 4-14 A bzw. B) ersichtlich,
zeigten diese Fraktionen keine weiteren Peaks irDBYD. Auch beim DSM 62010-Extrakt
zeigte im Comet-Assay keine der ubrigen Fraktiosémmifikant genotoxische Wirkung.
Durch die enthaltenen Mengen an AOH (0,6 uM in foak2) bzw. TeA (128 uM in Fraktion
3) in den Inkubationsmedien ware dies auch nichemuvarten. Analog zu allen bisherigen
Beobachtungen war die Wirkung von Fraktion 5 bateme ausgepragter als durch die enthal-
tene AME-Konzentration von 1,3 uM erklart werdemikaEbenso analog zur Fraktion 5 des
DSM 12633-Extraktes war die signifikante InduktiBRG-sensitiver Stellen zu beobachten,

die durch den AME-Gehalt nicht zu erwarten ware.
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Abb. 4-14 Genotoxizitatsgeleitete Fraktionierung eifesalternataDSM 62010-Extraktes.
HPLC-chromatogramme zur Kontrolle der genotoxisktivan Fraktionen (A)
Peaks 4.1 und 4.2 in Fraktion 4 bzw. (B) AME un2 i. Fraktion 5. (C) Comet-
Assay der einzelnen Fraktionen. Der unfraktioni&érakt wurde 1:2 verdinnt
um im Messbereich zu bleiben. (1h Inkubation, HEZ2%len, 1% DMSO in der
Endkonz., 2 min UV-Bestrahlung als Positivkontrplidittelwerte und Stan-
dardabweichungen von drei unabhangigen Bestimmunen Signifikanzni-
veaus, bezogen auf die jeweilige Kontrolle wurdeitets Student's -Test be-
rechnet (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

4.5.2.2 Einzelne Peaks in Fraktionen 4 und 5

Die detailliertere, genotoxizitatsgeleitete Frakieyung der Fraktionen 4 und 5, bei der selek-
tiv nur die Peaks 4.1, 4.2, AME und 5.2 am Detekisgang der HPLC aufgefangen wurden,
bestétigte die Vermutung, dass diese unbekanntaksHér die genotoxische Wirkung des
Gesamtextraktes verantwortlich waren. Wie in Abloig 4-15 dargestellt, flihrten alle drei

unbekannten Peaks zu signifikanten DNA-Schadenamé&i-Assay, die denen des unfraktio-
nierten Extraktes sowie denen der Fraktionen 4 Bzentsprachen. Insbesondere die signifi-
kante Induktion FPG-sensitiver Stellen in der DNArde durch jeden der drei unbekannten
Peaks verursacht. Der Beitrag des AME-Peaks (1,3AM¥ in der Inkubationslésung) zum

Gesamteffekt von Fraktion 5 bestatigte sich alg gghing und zeigte keinen Unterschied
zwischen FPG-behandelten bzw. -unbehandelter PEibs.entspricht genau den bisherigen
Beobachtungen (s.o0.) sowie den Literaturwerten EAEA(Fehr et al. 2009). Bezlglich der

Hoéhe der Schweifintensitat in Prozent als Mal3 fértdohe des genotoxischen Schadens an
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der DNA soll nochmals darauf hingewiesen werdessahe Schweifintensitat zwar mit dem
Ausmal’ der DNA-Schadigung zusammenhéngt, diesem@mgnhang jedoch schon definiti-
onsgemal nicht linear sein kann, insbesonderddr&es Schadigung mit Schweifintensitaten
Uber 20% oder gar Uber 50%. Der signifikante Agstier Schweifintensitat nach Behandlung
der DNA mit dem Reparaturenzym FPG ist allerdingsdeutliches Zeichen fur eine zusatz-
liche Schédigung von DNA-Basen neben den ohnehtektlerten DNA-Strangbriichen

(Collins et al. 1997).
*
.k
Fﬁ
%
Y
04

o)
<
™

**

N
ik

w A
o
ko
SNk
*kk

w
@

A

N
(€3]
1
*%*

Tl
i
*kk

Schweifintensitat [%0]
N
o

o

<<°>(‘]’

> v %
> > ™

A. alternata DSM 62010

Abb. 4-15 Prazisere, genotoxizitatsgeleitete Fraktionierdeg Fraktionen 4 und 5 dés

alternataDSM 62010-Extraktes, bei denen gezielt nur dieamen, unbekannten
Peaks und der AME-Peak (1,3 uM in der Inkubatiosish@) getrennt aufgefan-
gen wurden (1h Inkubation, HT29-Zellen, 1% DMSQler Endkonz., 2 min UV-
Bestrahlung als Positivkontrolle). Angegeben sinidtéWverte und Standardab-
weichungen von drei unabhangigen Bestimmungen.Sigeifikanzniveaus, be-
zogen auf die jeweilige Kontrolle, wurden mitteBtudent's -fTest berechnet
(*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

4.6 Isolierung und Identifizierung der unbekannten Peaks

Um eine eindeutige Identifizierung der unbekanmeaksubstanzen zu erméglichen und dar-
Uber hinaus ausreichende Mengen fir toxikologid&rsuche zu gewinnen, wurden grof3ere
Mengen Reiskultur vorlternaria extrahiert (200 g), wobei nach Evaporation degdkit

onsmittels Ethylacetat etwa 2 ml braunschwarzégetRuckstand verblieben. Eine semipra-
parative HPLC-Methode wurde etabliert um die Sulsta der unbekannten Peaks aus die-

sem Rohextrakt zu gewinnen.
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4.6.1 Vorreinigung des Rohextraktes mittels Festphasenextraktion (SPE)

Der Rohextrakt eignete sich nicht zur direkten Khpn in die semipraparative HPLC, da
durch Verwendung von Ethylacetat als Extraktionsghiébenfalls grof3ere Lipidmengen aus
der Reiskultur mitextrahiert wurden. Der Rohextraah 200 g Reiskultur (stark bewachsen
nach 21 Tagen Kulturdauer) bestand aus etwa 2 anschwarzem Ol mit etwas braun-
schwarzem Feststoff. Ein einfacher Entfettungstcloeispielsweise durch Ausschutteln der
Lipide aus wassrig-methanolischer Losung des Etdsaiit z.B. Hexan (Harwig et al. 1979;
Schade und King 1984) erwies sich als ungeeigrnietGol3teil der Alternariatoxine, insbe-
sondere aber der unbekannten Peaks, fanden sighuadflhrer Lipophilie dabei stets auf

Seiten des Entfettungsmittels wieder.

Es wurde eine Methode zur Vorreinigung des oligehdxtraktes mittels Festphasenextrakti-
on erarbeitet. Problematisch war dabei stets dee hdpidgehalt des Extraktes, der die ein-
setzbare Menge an komplexem Extrakt pro Saule $taitierte. Die besten Ergebnisse wur-
den mit Strata C18-E Gigatubes (60 ml, 10 g) erzikeé mit wassrigem KpPO,-Puffer (10
mM, pH 3,2 mit HPO, eingestellt) equilibriert wurden. Pro Saule wur@®® pl des Extrak-
tes in 1 ml Acetonitril (ACN) gelost bzw. suspentlialltraschallbehandelt, mit 10 ml des
Phosphatpuffers verdinnt, auf die Saule aufgebnatitmit weiteren 10 ml Phosphatpuffer
das enthaltene ACN ausgesptilt. Mit je 10 ml Metharihosphatpuffermischungen mit je-
weils ansteigender Methanolkonzentration (10%, 28285 ... 100%) wurde eluiert und auf-
gefangen bzw. verworfen. Die in den einzelnen HElaktionen enthaltenen Toxine sind in
Tabelle 4-3 angegeben. Die ersten 9 Fraktionenadtgh dabei keine der interessanten Toxi-
ne und wurden verworfen. Der Hauptteil der Peaksuad 4.2 war in Fraktion 10 (100% Me-
thanol) enthalten. Wahrend des anschlieRenden &nsekigens fand sich vor allem AME im
Eluat (Fraktion 11); Peak 5.2 eluierte mit reineretianol nach dem Trocknungsschritt, al-
lerdings nur unvollstandig. Selbst nach mehrerarni@isschritten mit Methanol eluierte im-
mer noch Peak 5.2. Aufgrund der sich daraus ergireSubstanzverluste und grof3en Elu-
tionsvolumina eignete sich diese Methode wenigerzgu Vorreinigung von Peak 5.2, eine
Vorreinigung der Peaks 4.1 und 4.2 war allerdingglah.
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Tab. 4-4 Fraktionierungsschema der SPE-Methode zur Extoaleinigung.

Eluat- KH,PO,- ,
fraktion Methanol Puffer Enthaltene Toxine
1 10% 90% verworfen
2 20% 70% verworfen
verworfen (TeA)
8 80% 20% verworfen
9 90% 10% AOH (wenig Peak 4.1)
10 100% 0% Peak 4.1, Peak 4.2
11 - - AME (wenig Peak 5.2)
12 100% 0% Peak 5.2 (wenig AME)
13 100% 0% Peak 5.2
14 100% 0% Peak 5.2

Eine solche Vorreinigung durch SPE ist vorteilHaft die semipraparative HPLC-Trennung,

wenn beispielsweise hohe Extraktgehalte an TeA tkanleistung stark verschlechtern wiir-

den, da die enthaltene TeA mit den verworfenen tEaldionen abgetrennt wird. Die SPE-

Vorreinigung ist jedoch kosten- und arbeitsintensid macht einen weiteren Einengungs-
schritt vor der Injektion in die HPLC notwendig. i wurde spéter eine einfachere Reext-
raktionsmethode erarbeitet, mit der ebenfalls dutielge erzielt wurden (siehe Abschnitt

4.10.1).

4.6.2 Praparation der unbekannten Peaks mittels semipraparativer HPLC

Die durch SPE vorgereinigten Fraktionen eidesalternataDSM 62010-Extraktes wurden
auf einem Varian Dynamax HPLC-System mit PrepS@rlSBinargradientenpumpen und
Varian ProStar UV-Detektor auf einer Varian Micrdsd 00-5 C18 S&aule (250 x 21,4 mm)
getrennt. Als Trennprogramm wurde ein Stufengradi@nschen Wasser (1% Ameisensaure)
und Methanol verwendet, wobei die eigentliche Trergnder drei interessanten Peaks bei

konstant 66% Methanol erfolgte. Die Retentionsgeit Peak 5.2 verschob sich dabei zwi-
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schen die der Peaks 4.1 und 4.2. Diese verandeaieréhenfolge lieR sich durch keine An-
derung des Trennprogramms aufheben, und zeigteasich bei der Verwendung anderen
Séaulenmaterials (Phenomenex Luna C18(2), s.u.) Withanol-Wasser-Gemische als mobi-
le Phase verwendet wurden. Da die eingesetzte $&MEdn Nr. 10 nur einen sehr geringen
Gehalt an Peak 5.2 aufwies, wurde eine gute Tremden Peaks 4.1 und 4.2 dadurch zusatz-
lich erleichtert. Insgesamt wurden 1,6 ml (entspr. 160 g Reiskultur) Rohextrakt mittels 8
SPE-Gigatubes vorgereinigt und die vereinigten ERiktionen Nr. 10 (Peak 4.1 und 4.2) bis
auf etwa 1 ml eingeengt und in 10 ml Methanol anégemen. Dabei bildete sich etwas brau-
ner Feststoff, der auch durch Ultraschallbehandloiegt mehr vollig in Losung gebracht
werden konnte. Dieser wurde abzentrifugiert undstiek gelb gefarbte Losung in die semip-
raparative HPLC-injiziert (2 ml pro Lauf).

1400 Peak 4.1

1200+ Peak 4.2

1000

800

Peak 5.2
600

mAU

400
200 4

04

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Minuten

Abb. 4-16. Semipraparativer HPLC-Lauf zur Isolierung der i3ed.1 und 4.2 aus der SPE-
Fraktion Nr. 10 (100% Methanol) eines DSM 62010rBktes. (Saule: Varian
Microsorb 100-5 C18 (250 x 21,4 mm), Stufengradi&asser : Methanol, eigent-
liche Trennung bei 66% Methanol, 2ml Injektionswvokn (entspr. 32 g ver-
schimmeltem Reis))

Die Fraktionen der einzelnen Peaks wurden manumliDeetektorausgang unter standiger
Kontrolle des Detektorsignals gesammelt. Abbild4nfj6 zeigt das Chromatogramm eines
Trennlaufes der SPE-Fraktion Nr. 10 (v. A. Pealisufid 4.2). Analog wurden die vereinigten

SPE-Fraktionen Nr. 12-14 eingeengt und in Methanégenommen, wobei jedoch noch mehr
brauner, unldslicher Feststoff beobachtet wurde. \@ireinigten Peakfraktionen der HPLC-

Trennlaufe ergaben etwa 250 ml leicht gelb gefarBieates fir Peak 4.1, etwa 320 ml etwas
intensiver gelben Eluats fur Peak 4.2 und etwarhB8ines schwach gelben Eluates fur Peak

5.2. Diese wurden nochmals Uber je eine SPE-Séagelgn, Reste des Laufmittels mit des-
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tilliertem Wasser ausgespult und die Saulen einadst lang trockengesaugt. Nach Elution
der Toxine mit Methanol wurde das Eluat gefriergetnet um eine anschlieRende Untersu-
chung der Struktur mittels NMR zu ermdglichen. Dudie Trocknung wurde eine kleine
Menge (geschatzt etwa 3 - 5 mg) eines leuchtertmegdteststoffes aus der Peak 4.1-Fraktion
gewonnen, der gut in CDgBslich war. Bei den Eluaten der Peaks 4.2 bzw.fGt2te die
Trocknung hingegen jeweils zu braunschwarzem Fdktsbn geringerer Menge, der unlos-
lich in CDCk war; das Losemittel zeigte Uberdies keine Gelhfdgomehr. Spatere Experi-
mente zur Praparation dieser Substanzpeaks béstétgse Beobachtungen, die eine Folge

geringer Stabilitat bei der Trocknung waren.

4.7 Identifikation von Peak 4.1 als Altertoxin II
4.7.1 UV-Absorptionsspektrum von Peak 4.1 bzw. ATX II

Das UV-Absorptionsspektrum von Peak 4.2 wurde mamdJV-DAD des HPLC-Systems
ermittelt. Massenspektrometrische Vorversuche (LE-dér Eluatfraktionen wéhrend der
Praparation) lieRen eine Molekilmasse von 350 gireohuten, was der Moleklilmasse von
Altertoxin Il entsprach. Der Vergleich des UV-Abptionsspektrums von Peak 4.1 in Metha-
nol (Abb. 4-17), entsprach genau den Literaturwefiie ATX Il in Methanol (Stack et al.
1986), sowohl bezuglich der Wellenlangen der Absongmaxima als auch deren relativer
Intensitat (Tab. 4-5).
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Abb. 4-17 UV-Absorptionsspektrum von Peak 4.1 (ATX II) aeafgmmen in Methanol :
Wasser (60:40, v:v) mittels UV-DAD des HPLC-Systerise Signalhthe des
Spektrums wurde auf das héchste Maximum (100% ®@irn) normalisiert, um
den Vergleich mit den Literaturwerten (Stack etl@86) zu erleichtern.

Tab. 4-5 Relative Intensitaten der Maxima des UV-Absonmpsispektrums von Peak 4.1 und
Literaturwerte fir ATX Il (Stack et al. 1986). Dietensitaten wurden zur besseren
Vergleichbarkeit auf das héchste Maximum bei 260nommalisiert. (sh: shoulder-

Maximum).
Relative Absorption [%]
Wellenldange [nm] Peak 4.1 ATX Il (Stack et al. 1986)
216 85 85
260 100 100
286 (sh) 64 54
298 (sh) 45 43
364 17 17
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4.7.2 Ermittlung der akkuraten Masse mittels UHR-ESI-TOF-MS

Zur Ermittlung der Summenformel von Peak 4.1 wudde akkurate Molekilmasse mittels
ultrahochauflosender Flugzeitmassenspektrometrie Biektrosprayionisation (UHR-ESI-
TOF-MS) auf einen MaXis clasic (Bruker) bestimmteBchonende Art der lonisation eigne-
te sich fur diesen Zweck gut, da eine Fragmentgpar Molekule moglichst verhindert wer-
den sollte um das Masse/Ladungsverhdltnis des Bs®lekilions bestimmen zu kdnnen.
Eine lonisierungsspannung von 5 kV wurde verwenahet die praparierte Peaksubstanz 4.1
(geldst in Methanol : ACN, 1 : 100, v : v) direktiziert. Im negativen Messmodus zeigen
sich insbesondere die Massen 331,0599 m/z, 349,0V03und 385,0469 (Abb. 4-18). Die
gemessene Masse 349,0703 m/z entspricht dabei WNer]flon des ATX II-Molekils
(349,0718 m/z berechnet). Die Masse 331,0599 eatgptem [M-HO-H] -lon des ATX II-
Molekils (331,0612 m/z berechnet). Bei der Massg,@89 m/z handelt es sich um ein
Chloridaddukt [M+Cl], das hochstwahrscheinlich eine Folge einer Na@abe zur Verbes-
serung der Phasentrennung bei der Extraktion dextiEhktionen war. Diese Werte bestatigen
die vermutete SummenformedEl140s (ATX 11) flr Peak 4.1.
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Intens. -MS, 0.0-0.5min #(1-30)
x104
[M-H20-H]-
57 331.0599
n [M-H]-
349.0703
3,
2_ -
[M+CI]
385.0469
14
283.2628
2931780 309.1727
397.2238
412.0650 439.1014
GI‘J.‘J Il; Iul I-ILIL Hh llluyhl |.. [.IIJ L III Il\l.a. Alll“ |. Llll mn ‘l I T l»‘l T '
280 300 320 340 360 380 400 420 440 miz

Abb. 4-18 Ermittlung der akkuraten Masse von Peak 4.1 (A} xnittels UHR-ESI-TOF-
MS (Bruker MaXis classic). Direkteinspritzung mig&pritzenpumpe (3 pl/min)
des Toxins aus der HPLC-Praparation (gel6st in Eeh: Acetonitril, 1 : 100, v :
v, ca. 1 pg/ml). Kapillarpannung: -5000 V.
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4.7.3 Identifikation mittels NMR

Anhand von 1- und 2-D NMR-Spektroskopie konnte Sigostanz (Peak 4.1) eindeutig als
Altertoxin Il identifiziert werden. Die Werte déH- und 3C-Verschiebungen entsprachen
genau den Literaturwerten fur ATX Il (Stack et H86) und sind in Abbildung 4-19 darges-
tellt, wobei die Nummerierung der Kohlenstoffatomrealog gewahlt wurde. Die Verschie-
bungen der Kohlenstoffatome C(5) und C(6) sind dab&glicherweise austauschbar. Die
Kohlenstoffatome C(1) und C(2) sowie C(9b) und Cj12urden mittels 2D NMR Spektros-
kopie zugeordnet und sind invers zu den Literatuieme(Stack et al. 1986), wobei sie nahezu
gleiche, chemische Verschiebungen zeigten. Diestkteine Folge geringerer Auflosung der
seinerzeit verwendeten Geréte sowie der Tatsachedsss keine "heteronuclear single quan-
tum coherence" (gHSQC) sowie "heteronuclear melthpdnd correlation” (gHMBC) Spekt-
roskopiemessungen durchgefiihrt wurden. Allerdingsde selbst eine vertauschte Zuord-
nung der Kohlenstoffatome C(1) und C(12) bezieBumgse C(9b) und C(12c) keinen
Einfluss auf die identifizierte Molekdlstruktur hexn

Die NMR-Experimente und die Zuordnung der Signaleden von Dr. Timo Stark aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas Hofmann, Lehiktir Lebensmittelchemie und mole-

kulare Sensorik, Technische Universitat Mincherchigefuhrt.

Die Substanz von Peak 4.1 konnte somit anhand lbxeéSpektrums, der Bestimmung der
akkuraten Molekilmasse und der 1D- und 2D-NMR-Spskbpie eindeutig als Altertoxin 1l
(ATX 11) identifiziert werden. Ebenso war an den IRMBpektren zu erkennen, dass das ATX
Il in guter Reinheit vorlag. Die beschriebene seépparative HPLC-Methode erlaubte folg-
lich eine gute Abtrennung von ATX Il von den Gbmgenbekannten Peaks 4.2 sowie 5.2.
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A heteronuclear H, 3C connectivity®
C atom? & DEPT®  vialJ(CH) via 23J (C,H)
c(6)° 32.11 CH, 6 5ax
C(5)¢ 33.27 CH, 5 6ax, 6eq
C(6b) 45.06 CH 6b 7,8, 12, 6ax
c(8) 52.78 CH 8 6b, 7
c(7) 55.73 CH 7 8, 6b
C(6a) 68.29 C - 6eq, 5ax, 5eq, 6b, 1, 7
C(3a) 113.52 C - 1, 2, 5eq
C(9a) 114.58 C - 8, 6b, 11, 12
C(11) 118.01 CH 11 6b
c2) 119.86 CH 2
C(12b) 122.41 c - 12,2
C(12a) 123.89 C - 1,11, 6b,7, 2
(1) 132.57 CH 1
C(12) 132.90 CH 12 6b
C(9b) 133.54 C - 6b, 7, 12, 11
C(12¢) 138.79 C - 1,2, 6b, 6eq
c@) 162.65 c - 1,2
C(10) 163.33 C - 6b, 11, 12
c(9) 196.62 c - 6b, 7, 11
C(4) 204.16 c - 2,5,6
B
Hat
relevant C homonuclear
atomf bod n M J [Hz]h 1H, H connectivity'
H-C(6ax) T241 1 dt 3.80, 13.60 6eq, 5ax, 5eq
H-C(5eq) " 283 1 m 14.30 6ax, 6eq, 5ax
H-C(6eq) " 289 1 m 13.45 6ax, 5eq, 5ax
H-C(5ax) ' 3.26 1 m 4.0, 4.80, 14.20 6ax, 6eq, 5eq
H-C(6b) '  3.55 1 s
HC@E) | 371 1 d " 3.26 7
HC7) | 423 1 d " 3.40 8
H-C(11) 7.06 1 d " 8.74 12
H-C(2) 7.12 1 d " 8.83 1
H-C(12) = 7.86 1 d " 8.79 11
HC(1) | 791 1 d " 8.85 2

Abb. 4-19: (A) Zuordnung det*C-NMR Signale (125 MHz, CDG| 25°C) von Peak 4.#Nummerierung der C-
Atome ensprechend Stack et al. (198Bje *C Verschiebungen bezogen auf TMBEPT-135
Spectroskopie’Zuordnung basierend auf gHSQU)(und gHMBC ¢3J) MessungerfZuordnung
moglicherweise invertierbar. (B) Zuornung dekNMR Signale (500 MHz, CDGJ 25°C) von Peak
4.1."Nummerierung der C-Atome ensprechend Stack e198€).9Die 'H Verschiebungen bezo-
gen auf TMS"Anhand des 1D-Spektrums ermittélomonuklearéH,'H Konnektivitaten mittels
obeserved g-COSY Messung. Messung und Zuordnundemwon Dr. Timo Stark aus der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Thomas Hofmann, Lehrstuhlf@ébensmittelchemie und molekulare Senso-
rik, Technische Universitat Miinchen durchgefiihrt.
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4.8 Zuordnung von Peak 4.2 zu Stemphyltoxin III

Der Peak 4.2 zeigte ein UV-Absorptionsspektrum, dize von ATX Il &hnlich war (Abb. 4-
20).

1 216
100

80
Stemphyltoxin I

60

40+

Rel. UV-Absorption [%0]

20+

0+ 324

200 250 300 350 400 450 500
nm

Abb. 4-20 UV-Absorptionsspektrum von Peak 4.2 (Stemphyhdki) aufgenommen in Me-
thanol : Wasser (60:40, v:v) mittels UV-DAD. Dieg8alhthe des Spektrums
wurde auf die Wellenlange des hdchsten Maximum8%d.0ei 216 nm) normali-
siert, um den Vergleich mit den Literaturwertenag& und Mazzola 1989) zu er-
leichtern.

Das Hauptmaximum lag allerdings bei 216 nm, dastewdaximum lag mit 272 nm um 12
nm hoher als bei ATX Il. Ebenso lag das Maximum ®& nm um 12 nm héher als das ent-
sprechende Maximum von ATX Il, wahrend die beidehvwsach ausgepragten Schulter-
Maxima bei beiden Toxinen die nahezu gleichen Wkllegen aufweisen. Das UV-
Absorptionsspektrum von Peak 4.2 entsprach somrbBbbeziglich der Wellenlangen der
Absorptionsmaxima als auch deren relativer Intéhsien Literaturwerten fir Stemphyltoxin
[l (Stack und Mazzola 1989), einem weiteren Parglenontoxin, das sich von Altertoxin Il

lediglich durch eine Doppelbindung zwischen den lénktoffatomen 5 und 6 unterscheidet.
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Tab. 4-6 Relative Intensitdten der Maxima der UV-Absorptispektren von Peak 4.2 und
den Literaturwerten fur Stemphyltoxin 11l (StackduMazzola 1989). Die Intensita-
ten wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf datigté Maximum bei 216 nm
normalisiert. (sh: shoulder-Maximum).

Relative Absorption [%]

Stemphyltoxin Il

Wellenldange [nm] Peak 4.2 (Stack und Mazzola 1989)
216 100 100
272 90 85
287 (sh) 77 69
300 (sh) 57 57
376 16 16

Die berechnete akkurate Masse des StemphyltoxiMalekils liegt daher um 2 Wasserstoff-
atome niedriger als die des ATX lI-Molekils, narlisei 348,063 g/mol. Aufgrund der beo-
bachteten geringeren Stabilitdt der Substanz vak B bei der Trocknung, auf die im Ab-
schnitt 4.10 naher eingegangen wird, war eine NMRetsuchung der Struktur nicht
maoglich. Aufgrund von Mangel an Probenmaterial kenkeine Bestimmung der akkuraten
Molekulmasse von Peak 4.2 mehr durchgefuhrt werden,die vermutete Summenformel
CooH1206 zu bestéatigen. Im Zuge der semipraparativen HPI@den jedoch orientierende
MS-Messungen verschiedener Eluatfraktionen duréhgef wobei das verwendete Tripel-
Quad-Gerat (TSQ Vantage, Thermo Scientific) jedeeime Bestimmung der akkuraten Mo-
leklmasse erlaubte. Das MS-Spektrum (Abb. 4-2jteelabei die Masse 349 m/z, was dem
[M+H] *-Peak von Stemphyltoxin Il entspricht, sowie di@dde 331 m/z, die ebenfalls fiir
Stemphyltoxin Il gefunden wird (Stack und Mazzd®89) und vermutlich von einer Was-
serabspaltung herriihrt. Das starkste Signal im &feggektrum liegt allerdings bei 177 m/z,
maoglicherweise als Folge von Fragmentierung. Decbe Summenformel von ;@150
besitzt neben Stemphyltoxin Il allerdings auch @asylenchinontoxin Altertoxin Ill, das
keine Doppelbindung zwischen den KohlenstoffatorBeand 6 besitzt, dafir jedoch eine
Epoxyfunktion an den C-Atomen 1 und 2 (siehe Abli).2Da bei der HPLC Peak 4.2 sehr
nah bei ATX Il eluierte, die gesammelten Fraktioredrenfalls gelbgefarbt waren, das UV-
Absorptionsspektrum von Peak 4.2 genau mit derrdtiiewerten fir Stemphyltoxin Il Gber-

einstimmte und aul3erdem das deutlich verschiedafr@ldorptionsspektrum von ATX Il
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dem Peak 5.2 zugeordnet werden konnte (s.u.) varthutet, dass es sich bei Peak 4.2 um
Stemphyltoxin 11l handeln kénnte.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die vétaudentitdt von Peak 4.2 zu klaren,
beispielsweise mittels MS/MS oder NMR, die jedoeligaund von Materialmangel nicht

mehr durchgefiihrt werden konnten.
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Abb. 4-21 Orientierende Messung: Massenspektrogramm delssRea (vermutlich Stem-
phyltoxin IIl) mit vergréf3ertem Ausschnitt des Bierees um 300 - 400 m/z.
(Aufgenommen mit TSQ Vantage, Thermo ScientifiaeRieinspritzung des préa-

parierten Toxins in ACN)
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4.9 Mogliche Zuordnung von Peak 5.2 zu Altertoxin III

Das UV-Absorptionsspektrum von Peak 5.2 legte ndhs, es sich dabei um Altertoxin 1l
handeln konnte (Stack et al. 1986). Die Wellenlander Absorptionsmaxima sowie ihre rela-
tiven Verhaltnisse zueinander entsprachen dendtitewerten fur ATX 1l (Abb. 4-22 und
Tab. 4-7).

100+

80 267
ATX Il

60

40

Rel. UV-Absorption [%]

302

200 250 300 350 400 450 500

nm

Abb. 4-22 UV-Absorptionsspektrum von Peak 5.2 (ATX Ill) gghommen in Methanol :
Wasser (60:40, v:v) mittels UV-DAD des HPLC-Systerige Signalhthe des
Spektrums wurde auf das hochste Maximum normatig€l®0% bei 210 nm), um
den Vergleich mit den Literaturwerten (Stack etl@86) zu erleichtern.

Tab. 4-7 Relative Intensitaten der Maxima der UV-Absorpsispektren von Peak 5.2 und
den Literaturwerten fur ATX Il (Stack und Mazzdl889). Die Intensitaten wurden
zur besseren Vergleichbarkeit auf die UV-Absorpt@n210 nm normalisiert.

Relative Absorption [%]

Wellenlange [nm] Peak 5.2 ATX Il (Stack et al. 1986)
210 100 100
267 70 70
352 23 27

Eine Untersuchung der Molekilstruktur mittels NMR Bestatigung der Identitat als ATX
[l war im Fall von Peak 5.2 nicht mdglich, da dier Analyse notwendigen Mengen von ei-

nigen Milligramm aufgrund eines Stabilitatsproblebes der Trocknung nicht prapariert wer-
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den konnten (siehe Absatz 4.10). Weiterfuhrendestdnthungen, beispielsweise mittels LC-
MS/MS, sind daher nétig um Peak 5.2 als ATX llintdBzieren zu kdnnen.

Direkter Vergleich der UV-Absorptionsspektren

Insgesamt stimmten die UV-Absorptionsspektren veakP4.1, Peak 4.2 und Peak 5.2, die in
60% Methanol aufgezeichnet wurden mit den Literaéuten fur ATX II, Stemphyltoxin 1lI
und ATX Il Gberein. ATX Il und Stemphyltoxin llbesitzen jedoch die gleiche Summenfor-
mel GoH1206, sodass eine Unterscheidung und Zuordnung numantier akkuraten Mole-
kulmassen nicht moglich ist. Die UV-Absorbtionssjpek dieser beiden Perylenchinontoxine
sind in Bezug auf die Wellenlangen und Intensitétis&ltnisse ihrer jeweiligen Absorptions-
maxima jedoch deutlich verschieden. Der direkteghech der UV-Spektren (Abb. 4-23) ver-
deutlicht deren Unterschiede die eine mdglicherdmong der Peaks 4.2 bzw. 5.2 zu Stem-
phyltoxin Il bzw. ATX Il erleichtern.

Peak 4.1 (ATX II)
Peak 4.2 (wahrsch. Stemphyltoxin III)
Peak 5.2 (wahrsch. ATX Ill) Relative Absorption [%]

ATX I (Stack et

Wellenldnge Peak 4.1

1004 [nm] al. 1986)
216 89 85
260 100 100
286 (sh) 65 54
80 1 298 (sh) 46 43
—_ 364 17 17
S
.§ 60 - Stemphyltoxin ll1
o Wellenlinge (Stack und
8 [nm] Peak 4.2 Mazzola 1989)
-2 216 100 100
< 40+ 272 90 85
D 287 (sh) 77 69
o 300 (sh) 58 57
x 376 16 16
20
Wellenldange ATX 11l (Stack et
Peak 5.2
[nm] al. 1986)
0- 210 100 100
267 70 70
352 23 27

200 250 300 350 400 450 500
nm

Abb. 4-23 Direkter Vergleich der gemessenen UV-Absorptipektren der Peaks 4.1, 4.5
und 5.2, aufgenommen in Methanol mit den Literatrten fur ATX I, ATX 1lI
(Stack et al. 1986) und Stemphyltoxin Il (Stackdulazzola 1989). (sh: shoul-
der-Maximum).
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4.10 Praparation groBerer Toxinmengen

Die Praparation von Milligrammmengen der drei T@&T X I, ATX 1l und Stemphyltoxin

[Il aus Alternariaextrakt wurde angestrebt um irsslmelere ausreichende Mengen fir toxiko-
logische Versuche zu gewinnen. Aul3erdem solltergdigonnenen Mengen zur Bestatigung
der Struktur von Peak 4.2 (vermutlich StemphyltoKih sowie Peak 5.2 (mdglicherweise
ATX 1ll) durch NMR-Analysen ausreichen. Dazu wur@benfalls eine semipraparative
HPLC-Methode verwendet, die jedoch an das zu diéserzur Verfligung stehende semipréa-
parative HPLC-System angepasst und optimiert wuiieauer Smartline 1000 Pumpe
(LPG), Knauer Manager 5000 und Agilent G1315D U\BMDAD mit ClarityChrom Steue-
rungssoftware). Die verwendete Saule war analogamatytischen Sdule eine Luna C18(2)
von Phenomenex, jedoch im semipréparativen Forb@at221,2 mm. Aufgrund des hohen
Laufmittelverbrauches war die Verwendung eines AGiddienten zur Trennung aus Kosten-

grinden nicht moglich, sodass eine Trennmethod&/ietihanol erarbeitet wurde.

4.10.1 Vorreinigung des komplexen Extraktes durch Ausschiitteln

Der komplexe Ethylacetatextrakt der Reiskulturem ¥dternaria bestand nach Entfernung
des Ethylacetats durch Evaporierung aus braunsezewa®l (etwa 1% der Menge an extra-
hiertem, verschimmeltem Reis), das nicht direkt Injgktion genutzt werden konnte. Nach
einer Entfettung des 6ligen Extraktes lie3en siehimteressanten Peaks jedoch direkt mittels
semipraparativer HPLC aus dem Toxingemisch abtrenweshalb auf die kosten- und ar-
beitsintensive Vorreinigung mittels SPE verzichwetrden konnte. Es wurde daher eine Me-
thode erarbeitet, um schnell und kostengtinstig wbgen Rohextrakt zu einem entfetteten,
toxinhaltigen Extrakt zu gelangen, der sich zueltipn in die semipraparative HPLC eignete
und die interessanten Toxine enthielt. Zur Ermiigjueeigneter Extraktionsbedingungen des
oligen Rohextraktes wurden in einer orientiereniessung 100 pl des Extrakts vén al-
ternata DSM 62010 mehrmals hintereinander mit jeweils 2A0 Methanol-Wasser-
Gemischen ansteigender Konzentration extrahiert uwid gewonnenen, wassrig-
methanolischen Extrakte mittels HPLC hinsichtli¢thies Toxingehaltes untersucht. Wie in
Abbildung 4-24 ersichtlich liel3 sich der Haupttil AOH und TeA bereits mit Methanolkon-
zentrationen von etwa 30 - 40% aus dem d&ligen Exestrahieren. Fur ATX 1l und das ver-
mutliche Stemphyltoxin Ill wurden dazu etwas héhi€onzentrationen bendtigt, der Haupt-

teil dieser Toxine lie3 sich mit einer Methanolkentzation von 60% extrahieren.
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100%
80%
60%
40%
20%

0%

Relative Peakflachen

. N
Methanolkonzentration der N ,@Q
Extraktionslosung

Abb. 4-24 Orientierende Messu zur Ermittlung geeigneter Extraktionsbedingungendiea
Vorreinigung des 6ligen Rohextraki 100 ul roher, dliger A. alternata DSM
62010Extrakt wurden mehrmals mit je 200 pl wéas-methanolischen Extrai-
onslésungen ansteigender Konzentration extrahigrd, die einzelnen wass-
methanolischen Extrakte mittels HPLC analysierte DQemessenePeakflachen
der einzelnenToxine wurdel normalisiert(jeweils groRte Flache = 100%), L
trotz groRenordnungsmaliger Unterschiede der aesolloxinkonzentratione
eine Ubersichtliche, graphische Darstellung zwése. (Stem Ill: Stemphyltoxil

1)

Das stark lipophile AME l6stsich erst ab ca. 5- 60% Methanolkonzentration in gréf3el
Mengen. Das mdoglichaltertoxin Il wurde im methanolischenxiakt nur gefunden, wer
mit reinem Methanol extrahiert wurde. Dass sellsimbzweiten und drittelAusschiitte-
lungsschritt mit reinenMethanol die extrahierte Menge katabnahm deutee darauf hin,
dass mit jedem Schritt dabeiur geringe Mengen ATX llaus de Lipidphast in die Metha-

nolphase Ubergingen.

Durch vierfaches Ausschuttettes 6ligen Rohextraktes von 20(A. alternat: DSM 62010-
Reiskultur (ca. 2 ml) mit jeweils 5 ml eines Metbt : Wasser-Gemischg$0 : 40; v : v)
wurden so 20 ml eines wassngethanolischeToxinextraktes gewonnen. Die methanolis
Phase war beim ersten Ausschitdeutlich gelb-orange gefarbt, wobeedtarbintensitéat be

jedem weiteren Ausschitteln deutlich nachlie3 uedsshliel3lich imvierter Schritt vollig
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farblos war. Die dlige Phase des Rohextraktes lediei unverandert in ihrer braunschwar-

zen Farbe und ihrem Volumen von etwa 2 ml.

Die vereinigten, methanolisch-wassrigen Phasenigdtegh TeA, AOH, AME sowie ATX I
und Stemphyltoxin Ill. Nur sehr geringe Mengen ATIKwurden mit dieser Methode aus
dem dligen Rohextrakt abgetrennt, da die Loslich#eiser Substanz bei 60% Methanol nur
sehr gering war (siehe Abb. 4-24). Wie im folgenddsschnitt dargestellt erleichterte sich
zusatzlich die semipraparative Trennung von ATXindd Stemphyltoxin 11l erheblich durch
die Abwesenheit von ATX IlIl im methanolisch-wassmgExtrakt, sodass diese schnelle und
kostengiinstige Methode zur Entfettung des dligeheRRmaktes genutzt werden kann, wenn
die semipraparative HPLC-Trennung von ATX Il un@8phyltoxin Ill angestrebt wird. Zur
Gewinnung von ATX Il ist diese Methode der methigsuln-wassrigen Extraktion aufgrund
der hohen Lipophilie von ATX Il nicht geeignet. IBst bei der Extraktion mit h6heren Me-
thanolgehalten, bis hin zum reinem Methanol wiirdan geringe Mengen an ATX lll pro
Ausschuttelungsschritt in die Methanolphase Ubemgebndererseits hatte dies auch die L6-
sung substanzieller Mengen an Lipiden zur Foldege was zur schnellen Verstopfung der

semipraparativen HPLC gefluhrt hatte.

Da im Rahmen dieser Arbeit insbesondere toxikotdgsEffekte von ATX Il untersucht wur-
den, deren HPLC-Praparation aus dem wassrig-mdibaimen Extrakt schnell und einfach
moglich war wurde dieser Methode gegentber deritarband kostenintensiveren SPE-
Vorreinigung der Vorzug gegeben.

4.10.2 HPLC-Praparation

Es wurde eine HPLC Methode erarbeitet, bei derhistedl anstatt Acetonitril (ACN) ver-
wendet wurde, da zum Zeitpunkt der Arbeiten diendgrdung grof3er Mengen ACN aufgrund
des hohen Preises nicht mdglich war. Die bestenineg der interessanten Peaks wurde iso-
kratisch mit Methanol : Wasser (pH 3 mit Ameisems(57 : 43, v : v) und 20 ml/min Fluss-
rate erreicht. Die verwendete Saule war analogyeowendeten analytischen Saule eine Luna
C18(2) von Phenomenex, allerdings im semipréapamativormat (250 x 21,2 mm). Analog
zur bereits beschriebenen Praparation aus den &kHehen (Varian PrepStar-System mit
Microsorb C18-Saule, siehe Abschnitt 4.6.2) andsich durch die Verwendung von Metha-
nol auch hier die Peakreihenfolge. Der ATX llI-Pdaf dabei stets zwischen dem ATX lI-
und dem Stemphyltoxin Ill-Peak. Die Zuordnung deals erfolgte anhand ihrer unterschied-
lichen UV-Spektren.
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Pro Trennlauf wurden 1 - 3 ml des methanolisch-viges Extraktes injiziert und die Eluate
der Peaks am UV-Detektorausgang unter standigebdbung des Detektorsignals manuell
aufgefangen. In Abb. 4-25 A ist das Chromatogranmasesemipraparativen Trennlaufes von
A. alternataDSM 62010-Extrakt dargestellt. Da nur au3erstrggriMengen an ATX Il im
injizierten Extrakt enthalten waren, war die Prapan von ATX Il und Stemphyltoxin Il bei
guter Reinheit erleichtert. Limitierend fur die mreing war dabei der hohe TeA-Gehalt im
Extrakt, der die Trennleistung der Saule verschtrth und die injizierbare Menge auf 0,5 - 2
ml beschrankte. GroRRere Injektionen pro Trennlaarfen infolge der Peakverbreiterung prob-
lematisch. Analog wurden ATX Il und Stemphyltoxihdus einemA. alternataDSM 62006-
Extrakt prapariert, der ebenfalls hohe Gehalteadi@sxine aufwies. Der gleichzeitig niedrige
Gehalt an TeA und die daraus resultierende be3senmung erlaubten dabei Injektionsvolu-
mina von 3 - 4 ml Extrakt bei gleichzeitiger Erleierung der manuellen Fraktionssammlung
aufgrund der schmaleren Peakform. Aufgrund derdseasTrennung konnte die Methode
Uberdies um 10 Minuten verkurzt werden, indem dietidnolkonzentration der mobilen

Phase von 57% auf 60% erhdht wurde.

A 500 TeA DSM 62010- B 20007  TeA DSM 62006-
Extrakt Extrakt
400; 1500
: 300 Peak 5.2 _ 000, A OH Peak52
£ 200 ATX I g ATXI
500. Stemphyltoxin IlI
100+ JMJL Stemphyltoxin llI JJ\[\/
0 0-
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Minuten Minuten

Abb. 4-25 (A) isokratischer HPLC-Trennlauf (Methanol : WasgpH 3 mit Ameisensaure),
57 : 43, v : v, Flussrate: 20 ml/min, Injektionswaien: 0,5 ml) zur Préaparation
vom ATX Il und Stemphyltoxin Il aus dem methanchswassrigen Extrakt eines
komplexenA. alternataDSM 62010-Extraktes. Die Abwesenheit eines dedulc
Peaks 5.2 (mdglicherweise ATX lll) erleichterte &giparation. (B) Bei der Pra-
paration audA. alternataDSM 62006-Extrakt erlaubte die bessere Trennlegstu
aufgrund geringeren TeA-Gehaltes im Extrakt eingast schnellere Trennung
(Methanol : Wasser, 60 : 40, v : v, Flussrate 20mm) bei gleichzeitig hoherer
Einspritzmenge (3 ml).
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4.10.2.1 Altertoxin II

Nach Entfernung des Hauptteils an Methanol ausvaéeeinigten Peakfraktionen im Rotati-
onsverdampfer, Chloroformextraktion der wassrighade und Einengen der Chloroformpha-
se zur Trockne wurden 1,2 mg ATX Il als leuchteetbgr Feststoff gewonnen. Die Menge an
ATX 1l, die aus demA. alternataDSM 62006-Extrakt prapariert wurde betrug 4,45 magh
Trocknung im Vakuumexsiccator tber Silicagel. Deesspricht einer Ausbeute von 72% der
im Extrakt enthaltenen Menge an ATX Il (6,13 m@iml 6ligen Extrakt). Durch Aufnahme
in 4,45 ml Methanol und Evaporation von Aliquoteesgr Losung (1 ml bzw. 100 ul) wur-
den ATX lI-Aliquote von 1 mg bzw. 100 pug hergedtetlie bei -80 °C gelagert und fur die

toxikologischen Experimente eingesetzt wurden.

2004 ATX I

150
D
g 100+ AOH

50 \
0 _
0 5 10 15 20 25 30 35
Minuten

Abb. 4-26 Chromatogramm des préaparierten ATX Il &usalternataDSM 62006 zur Kont-
rolle der Reinheit (2 pg Injektion) bei 280 nm. @ytische Luna C18(2) 5u Séau-
le, (250 x 4,5 mm), isokratische Trennung mit Metila Wasser (60 : 40) und
Spulschritt ab RT = 20 min mit 100% MeOH zur Elatimdglicher lipohilerer
Substanzen. Neben dem Hauptpeak ist nur eine ¢égigg Verunreinigung mit
AOH erkennbar. Auch bei anderen Wellenlangen wé&eane weiteren Peaks er-
kennbar.

Reinheit des praparierten ATX Il

Wie in Abb. 4-26 zu erkennen wies das praparief® A eine gute Reinheit auf. Lediglich
ein kleiner Peak bei RT = 10,3 min deutete auf geengfligige Verunreinigung mit ver-

schlepptem AOH hin. Der Anstieg des BaselinenivdaeisRT = 22 - 33 min wurde durch
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einen Spulschritt mit reinem Methanol in der Metbagrursacht, der zur Elution eventueller
lipophilerer Verunreinigungen diente. Das Chromedagn ist bei der Wellenlange 280 nm
aufgenommen worden, da so die meisten untersudlioben- und Verunreinigungspeaks er-
kennbar waren. Auch bei anderen Wellenlangen zeigteh keine weiteren Verunreinigun-

gen.

4.10.2.2 Stemphyltoxin III

Die Peakfraktionen von Peak 4.2 (vermutlich Stentpkin IIl), die mittels semipraparativer
HPLC aus dem DSM 62010-Extrakt gesammelt wurdemten nicht als reiner Feststoff
gewonnen werden. Bei allen Extraktions- und Trehntien behielt die Stemphyltoxin 1lI-
Losung zwar ihre gelbe Farbe und gute Ldslichkedrganischen Losungsmitteln bei, sobald
jedoch im letzten Schritt das organische Extralemoittel vollig evaporiert wurde verlor die
Losung schlagartig die gelb-orange Farbe und eketeilsich ein brauner Niederschlag, der
weder in Chloroform, Ethylacetat, Hexan, Acetohitriler Methanol I6slich war. Dies ent-
sprach den vorherigen Beobachtungen bei der Ptépanrgon Stemphyltoxin 1l aus dem
SPE-vorgereinigten Extrakt. Auch in jenem Fall gedich die gelbe Farbe und es bildete sich
ein unloslicher, dunkelbrauner Feststoff im Kollzés Folge der Gefriertrocknung (siehe Ab-
satz 4.6.2). Ein Grund hierfur kdnnte eine mogliPlodymerisationsreaktion sein, insbesonde-
re da die enthaltene Epoxygruppe eine erhohte Reékdes Molekils nahelegt. In der Lite-
ratur wurde ebenfalls auf die eingeschrankte Stabiler Altertoxine verwiesen (Stack und
Prival 1986; Scott und Kanhere 2001), was aufgrdedstrukturellen Ahnlichkeit auch fir
Stemphyltoxin 1ll naheliegend ist. Davis und Std&R91) beschrieben zudem eine geringe
Stabilitat von Stemphyltoxin Il in DMSO, die beirigerem Stehen zur Braunfarbung der
Losung und zur Bildung eines braunen, unléslicheddrschlags fiihrte, und nannten Reak-
tionen mit geldstem Luftsauerstoff als mogliche adise. Stack und Mazzola (1989) be-
schrieben die Darstellung von Stemphyltoxin Ill cluKristallisation aus Chloroform-Hexan-
Gemisch. Da sowohl bei der Gefriertrocknung dempteyltoxin Ill-L6ésung, als auch bei der
Trocknung im Rotationsverdampfer die Toxinmolekgileem deutlich groReren Oberflachen-
kontakt ausgesetzt waren als bei einer Kristalbgatius Chloroform-Hexan (Stack und
Mazzola 1989) kdnnte somit der Verlust der Loslehbkunter Bildung eines unl6slichen
braunen Feststoffes eine Folge des hier gewahiteckiiungsverfahrens gewesen sein. Eine
Kristallisation aus der Losung war im vorliegend&il aufgrund der geringen Menge jedoch
nicht moglich. Bei der Praparation von Stemphyitobi aus dem DSM 62006-Extrakt wurde

daher dem in Chloroform gelésten Stemphyltoxinnibich vor Erreichen der Trockne 1 ml
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DMSO zugesetzt und anschliel3end noch mehrere StlreleRaumtemperatur und maxima-
lem Vakuum evaporiert, um das restliche Chlorof@us der Losung zu entfernen. Die so
erhaltene Losung von Stemphyltoxin 11l in DMSO kahihre gelbe Farbe, zeigte keine Nie-
derschlagsbildung und konnte fir toxikologische &kpente eingesetzt werden. Da bis heu-
te kein Stemphyltoxin lll-Standard kommerziell dthéh ist und eine Wagung des in DMSO
geldsten Toxins zur Mengen- bzw. Konzentrationsitmesting nicht mdglich war konnte die
Stemphyltoxin lll-Konzentration der Lésung nichtingel ermittelt werden. Aufgrund der gro-
Ren Ahnlichkeit zu ATX Il in Bezug auf Molekulstruk und UV-Spektrum wurde die Kon-
zentration daher ndherungsweise anhand der extéinénl-Kalibrierung mittels HPLC be-
stimmt. Die berechnete Konzentration an Stemphyittkin der DMSO-Ldsung betrug 2,25
mM. Diese Lésung wurde bei -80 °C gelagert undritsprechenden Verdiinnungen fir toxi-

kologische Versuche eingesetzt.

4.10.2.3 Altertoxin III

Analog zum Stemphyltoxin Ill bildete auch Peak &radglicherweise Altertoxin Ill) bei Er-
reichen der Trockne einen braunen Feststoff, dédethanol, ACN, Ethylacetat, Hexan und
Chloroform unléslich war. Da das ATX llI-Molekil 2v Epoxygruppen besitzt, ist eine er-
hohte Reaktivitat bzw. geringere Stabilitdt umshati@gender. In der Literatur wurde von der
eingeschrankten Stabilitat von ATX IIl in Anweseitheon S&uren berichtet (Stack et al.
1986; Stack und Prival 1986). Im Falle der Prapamaton Peak 5.2 ( moglicherweise Alter-
toxin Ill) aus den SPE-vorgereinigten Extraktfrakien wurde jedoch die im Eluat enthaltene
Ameisensaure vor der Gefriertrocknung durch ern8&®E entfernt. Die Gefriertrocknung des
Toxins fand in einem neutralen Gemisch aus Methandldestilliertem Wasser statt, weshalb
Instabilitéat aufgrund von saurem Milieu nicht ertearwerden konnte. Bei den toxikologi-
schen Untersuchungen wurde der Fokus insbesondeAS A Il gelegt, weshalb auch keine

weiteren Versuche unternommen wurden die reinededskanz 5.2 zu praparieren.

4.11 ATX II- und Stemphyltoxin III-Gehalte der Reisextrakte

Durch die Praparation des reinen ATX Il stand ensreichende Menge zur Verfligung um
Extrakte mit externer HPLC-Kalibrierung hinsichtlichres ATX 1I-Gehalt zu untersuchen.
Das vermutete Stemphyltoxin Il wurde aufgrund seidhnlichkeit in Struktur und UV-
Spektrum ndherungsweise als ATX Il bestimmt, da €linekte Einwaage des reinen Feststof-
fes aufgrund der geringen Stabilitat nicht moghear. Zu diesem Zeitpunkt waren die ver-
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wendeten Extrakte jedoch nicht mehr vorhanden @asdudsprtinglich zur Analyse verwende-
te Shimadzu HPLC-System stand nicht mehr zur Verigg Eine nachtragliche Bestimmung
der ATX Il Gehalte durch externe Kalibrierung wainrst nicht mehr méglich. Um dennoch
eine naherungsweise Berechnung der enthaltenenévieargATX Il und Stemphyltoxin Il in
den verwendeten Extrakten zu ermdglichen wurdenddimaligen Chromatogramme noch-
mals ausgewertet, insbesondere bezuglich der Reakth von ATX Il und Stemphyltoxin Il
(Peak 4.1 und 4.2). Aus dem Vergleich des DetdResponse (Steigung der Kalibriergera-
den) fur AOH und AME auf beiden Systemen wurdeespirischer Umrechnungsfaktor flr
die gemessenen Peakflachen ermittelt (Agilent m&hizu ; 2.626 x 18: 1). Um die bei 280
nm gemessenen Peakflachen ndherungsweise mit tenex Kalibriergeraden des Agilent
HPLC-Systems fur ATX Il berechnen zu kdnnen, dierb&bsorptionsmaximum von 260 nm
erstellt wurde, wurde zusatzlich ein Korrekturfaktmn 1,37 verwendet, der sich aus den
Flachenverhaltnissen bei 280nm : 260 nm ergab SkEemphyltoxin 1l ergab sich ein Faktor
von 1,05 aus den Flachenverhéltnissen bei 280 22 nm. Die so n&dherungsweise berech-
neten Werte fir die einzelnen Reisextrakte erlauktdbstverstandlich nur eine gréRenord-
nungsmafnige Abschatzung der ATX Il- bzw. Stemphytidll-Bildung durch die einzelnen
Stamme bzw. der enthaltenen Konzentrationen inEldrakten. Es ermdglichte jedoch den
Vergleich verschiedener Alternariastdmme bzw. akt& untereinander in Bezug auf ihre
ATX II- und Stemphyltoxin IlI-Bildung bzw. Konzerdtion. Die abgeschatzten Werte der
ATX II- und Stemphyltoxin 1lI-Bildung der einzelneé®tamme sind in Tab. 4-8 dargestellt.

Tab. 4-8: Naherungsweise Abschatzung der ATX IH Gtemphyltoxin IlI-Bildung durch die
untersuchten Alternariastdmme auf autoklaviertens.R2argestellt sind die Mittel-
werte der vier Kultivierungsexperimente, sowie peeils niedrigste und hdchste
gefundene Konzentration als Mikrogramm Toxin pra®@m Reis nach 21 Tagen
Kulturdauer (siehe auch Tab. 4-2)

DSM 1102 DSM 12633 DSM 62006 DSM 62010
MW (min. - max.) MW (min. - max.) MW (min. - max.) MW (min. - max.)
ATX 1l [nug/g] 3 (0-5) 10 (5-25) 31 (2-76) 171  (51-306)
Stemphyl- (0-5) a4 (5-82) 13 (2-27) 90  (34-143)

toxin I [pg/gl

Die beobachtete, etwa 5 - 10-fach starkere Germtékides DSM 12633-Extraktes im Ver-
gleich zum DSM 1102-Extrakt im Comet Assay (sienehaAbschnitt 4.4.2 und Abb. 4-9)
entsprach dabei genau dem 5 - 10-fach hoheren GahAIl'X Il und vermutetem Stemphyl-

toxin lll, die der DSM 12633-Extrakt enthielt. AdEn Zusammenhang zwischen Genotoxizi-

78



Ergebnisse und Diskussion

tat der komplexen Extrakte und ihren Gehalt an ATKnd Stemphyltoxin Il wird im Ab-
schnitt 4.13.5 ndher eingegangen.

4.12 Screening der Toxinbildung auf verschiedenen Agars

Die Methoden zur semipraparativen Gewinnung von ATXnd Stemphyltoxin Ill, die im
Rahmen dieser Arbeit erarbeitet wurden, wurdenidarehrere Faktoren erschwert. Die Kul-
tivierung auf Reis war relativ arbeitsaufwandig ueide représentative Probennahme zur
Kontrolle der Toxinbildung erforderte die Aufarheig vergleichsweise grol3er Probenmen-
gen. Durch das Mycelwachstum verklumpte der Remelt, was ein haufiges Auflockern
erforderlich machte um homogenes Wachstum zu gésisten. Die mitextrahierte Lipid-
menge machte eine Vorreinigung des Rohextraktegsamatig. Ungunstige Mengenverhaltnis-
se zwischen den interessierenden Toxinen ATX Il.bdem vermutlichen Stemphyltoxin 111
und den ubrigen Toxinen (insbesondere TeA) begeendtie injizierbare Extraktmenge, wie
im Fall des Reisextraktes vah alternataDSM 62010. Um die Gewinnung von ATX Il und
Stemphyltoxin Il fUr spéatere Arbeiten zu vereirtiaa und zu beschleunigen, wurden Vorver-
suche zur Toxinbildung verschiedener Alternariast@&mauf unterschiedlichen Kulturagars
durchgefihrt. Die Kultivierung der Alternariastammereinfachte sich deutlich durch die
Verwendung von Agarmedien in Petrischalen. Diecfimid3ige Inokulation der gesamten
Oberflache des Agars war mittels standardisierparéhsuspension einfach méglich, ebenso
die Probennahme durch Ausstechen eines Stiuckchegas it einem sterilen Ausstecher
("biopsy punch" bzw. "cork borer"). Da die auf degaroberflache gleichmalig verteilten
Sporen gleichzeitig auskeimten, war das Alter dgphén Gber die gesamte Oberflache wei-
taus homogener als bei einem Ausstrichs mittelsfdeg bzw. als bei Inokulation mittels
Stuckchen aktiv wachsender Kulturen, wobei die Hyplin Ausbreitungsrichtung immer

"Junger" werden.

Als Nahrmedien wurden V8-Agar, Tomatensaft-Agar igowefeextrakt-Saccharose-Agar
gewahlt. Der V8-Agar auf Basis von Multivitamin-Qitdemusesaft ist das Standardmedium,
das von der DSMZ fiir die meisten Alternariastammefehlen wird. Durch die Verwendung
von Tomatensaft anstelle des Gemusesaftes wurdegaaen Tomaten-Agar hergestellt, da
Tomaten und Tomatenprodukte eine der wichtigstdmehsmittelgruppen bezuglich Alterna-
riabefall und Alternariatoxinkontamination darstell(Hasan 1995; Motta und Valente Soares
2001; Solfrizzo et al. 2005). Die Bestimmung deximmenge per HPLC sollte nur einen

groélRenordnungsmafiigen Eindruck von der Toxinbilduegnitteln und die Stamme mit der
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starksten Toxinbildung erkennen lassen, weshaltMalfrfachbestimmungen verzichtet wur-
de. Aus demselben Grund wurde der Konzentratioegtieder externen Kalibrierungen mit 1
- 500 pg/ml recht hoch gewahlt. Die Probengrol3e gdhewachsener Agar) erlaubte ebenfalls
nicht die Toxinbestimmung bei sehr niedrigen Kortraionen. Die Ergebnisse sind in Tabel-
le 4-9 zusammengefasst. Obwohl alle PetrischalGezagleich gut von den jeweiligen Al-
ternariastammen bewachsen wurden, unterschiedesickiesehr stark hinsichtlich ihrer To-

xinproduktion.

Bei Kultivierung auf V8- und Tomatensaftmedium zeideiner der untersuchten Stamme
starke Toxinbildung. Einzid\. alternataDSM 62010, der auch auf Reis einer der starksten
Toxinbildner war, zeigte auf V8-Agar und auf Tomretaft-Agar Toxinkonzentrationen bis 10
pg/ml TeA im ExtraktA. alternataDSM 1102, der auf Reis sehr viel TeA bildete zeigtf
V8-Agar lediglich eine sehr geringe TeA-Bildung.eDiveitaus starkste Toxinbildung wurde
bei Kultivierung auf Hefeextrakt-Saccharose-AgaEQS) beobachtet. Analog zur Kultivie-
rung auf Reis bildetd. alternataDSM 62010 die héchsten Mengen an ATX Il und vetmut
chem Stemphyltoxin Il von etwa 170 pug bzw. 75 pg @ramm Agarkultur, was recht genau
den durchschnittlichen Werten der Reiskultivier@mgsprach (siehe Tab. 4-8). Die gebildete
Menge an TeA war gleichzeitig um das etwa achtfaggrénger, so dass sich ein Verhaltnis
von TeA : ATX Il von 3,7 : 1 ergibt (verglichen maia. 30 : 1 beim Reisextrakt von DSM
62010), was eine verbesserte Trennung groRereakExtengen pro HPLC-Lauf erlauben
wuirde. Auffallig war ebenfalls die erheblich gegtie Bildung von ATX Il (ca. 40 pg/g
Agar) durchA. alternataDSM 1102 , was der zehnfachen Menge im VerglewohReiskultur
entsprach (Tab. 4-8), wahrend die gebildete Memg&ed nur ca. 8% der auf Reis gebildeten
Menge betrug. Wahrend. alternataDSM 12633 auf Reis die hochsten AOH- und AME-
Mengen aller getesteten Alternariastamme bildedggte sich keine deutliche Bildung auf
YES-Agar. Die starke Abhéngigkeit der Toxinbilduthgrch Alternaria vom jeweiligen Subs-
trat (Burroughs et al. 1976) wird dadurch sehr ligut Fir die Gewinnung von ATX Il und
Stemphyltoxin 1l durch Extraktion von Alternaridkuren und semipréaparative HPLC im
Rahmen Weiterfilhrender Arbeiten verspricht daherKliltivierung vonA. alternataDSM
62010 auf YES-Agar die besten Ergebnisse.
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Tab. 4-9: Screening der Toxinbildung verschiedener AltestEimme auf unterschiedlichen

Agar-Kulturmedien (Hefeextrakt-Saccharose-Agar (Y,B8-(Gemiusesaft)Agar
und Tomatensaft-Agar) flr insgesamt 27 Tage. Dab@mnldsungen enthielten den
Extraktrickstand von je 0,5 g extrahierter Agargradufgenommen in 0,2 ml Me-
thanol. GroRenordnung der ToxinkonzentrationerRilebenldsungen: kein Kreuz:
Toxinkonzentration < 1ug/ml, +: 1-10 pg/ml, ++-10° pg/ml, +++: 16-10° pg/ml,
++++: 10-10* pg/ml,. Firr diese orientierenden Messungen wugdsgnj Kulturan-
satz pro Stamm und Agar angefertigt und die Toxnzlemtrationen der Proben ein-
mal per HPLC ermittelt, wobei teilweise Wiederhajsmessungen mit Verdinnun-
gen erforderlich waren, um bei hohem Toxingehatierhalb der Kalibrierbereiche
zu bleiben.

YES-Agar

TeA AOH

AME ATX I

Stemphyl-
toxin Il

A

. alternata DSM 1102

+++ ++

++ +++

++

A.

alternata DSM 12633

+++

+

+

A.

alternata DSM 62006

. alternata DSM 62010

++++ ++

++ +++

+++

. brassicicola DSM 62008

+++

+++

++

. tenuissima DSM 63360

++

++ ++

++

V8-Aga

r

A

. alternata DSM 1102

A.

alternata DSM 12633

A.

alternata DSM 62006

. alternata DSM 62010

. brassicicola DSM 62008

. tenuissima DSM 63360

Tomatensaft-Agar

A

. alternata DSM 1102

A.

alternata DSM 12633

A.

alternata DSM 62006

. alternata DSM 62010

++

. brassicicola DSM 62008

. tenuissima DSM 63360
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Da die starkste Toxinbildung bei allen untersuchAdéternariastammen auf Reis bzw. stark
saccharosehaltigem Agar (150 g Saccharose/l Agashdchtet wurde, lag ein Zusammen-
hang zwischen einem hohen Kohlenhydratgehalt ddstBes und starker Toxinbildung
durchAlternaria nahe. Dennoch weisen laut Literaturdaten starkentnaltige Friichte, bzw.
verarbeitete Lebensmittel aus diesen, bei Analygekeine besonders hohen Gehalte an Al-
ternariatoxinen auf. Es wird vermutet, dasternaria spp.aufgrund ihres vergleichsweise
langsamen Wachstums von schneller wachsenden Kiemten wieBotrytis cinereaundRhi-
zopus sppauf leicht verfligbaren Substraten verdrangt wer&enstellenAlternaria spp.ei-
nen hauptsachlichen Verderbniserreger fir Tomaséer{Motta und Valente Soares 2001) und
spielen bei 46% der Falle des Verderbs von Heidetireeine Rolle, wahrend sie nur in 8%
der Falle auf verschimmelten Erdbeeren gefundemeveund beim Verderb von Himbeeren

und Brombeeren nahezu nicht anzutreffen sind (Tasiumd Katsoudas 2005).
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4.13 Toxikologische Charakterisierung von ATX II

Mit dem reinen, aus dem Extrakt vén alternataDSM 62006 praparierten ATX Il wurden
toxikologische Experimente durchgefuhrt, um Erkems#e hinsichtlich dessen toxikologi-
schen Potentials, sowie seiner Bedeutung fur digzifat komplexer Alternariaextrakte zu
gewinnen. Dazu wurden die vitro Experimente mit der gleichen Zelllinie (HT29) doge-
fahrt, die im Comet-Assay und bei der toxizitatggelten Fraktionierung ausgepragte geno-
toxische Effekte durch ATX Il zeigte.

Um bei den mehrfachen Wiederholungen der Experienemiglichst hohe Unabhangigkeit
der einzelnen Bestimmungen zu gewahrleisten, wufdefpede Wiederholung Zellen einer
anderen Passage und Kulturflasche verwendet. Bugbationsldsungen der entsprechenden
Konzentrationen wurden fir jeden Versuch jeweilscfr angesetzt sowie aus den Zellen einer
Inkubation nur ein Assay durchgefuhrt. Einzig ddeoxin Il bzw. vermutliche Stemphyl-
toxin Ill, welches zur Inkubation eingesetzt wur@dststammt bei allen Experimenten der
gleichen Praparation aus alternataDSM 62006-Extrakt, wobei jedoch nach Mdglichkeit
unterschiedliche Aliquote zur Erstellung der Kortzatonsreihen fur die Inkubation verwen-

det wurden, um mdgliche Fehlerquellen einzelneguédte zu erkennen.

4.13.1 Einfluss von ATX II auf die Zellviabilitat

Die Viabilitat der inkubierten HT29-Zellen wurde iwerlauf der Durchfiihrung des Comet-
Assays jedes Mal bestimmt, um mogliche Artefaktigiaund moéglicher zytotoxischer Effekte
zu erkennen bzw. auszuschliel3en. Nach einstinthgebation wurden die Zellviabilitaten
mittels Trypanblau-Ausschluss ermittelt und lagémgich zwischen 90 - 100%, mit durch-
schnittlich 97,8% viablen Zellen Gber den gesanitenzentrationsbereich von 0,01 - 1 uM
ATX 1l (siehe Abb. 4-27 A). Durchschnittlich 97,6%urden nach 24-stindiger ATX II-
Inkubation durch Trypanblauauschluss ermittelt (Ad127 B).
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Abb. 4-27: Viabilitdt der HT29-Zellen nach Inkubation mit XTIl bzw. der Negativkontrolle
DMSO (1% in der Endkonz.). (A) Bestimmung mittelydanblauauschlussmetho-
de nach einstindiger ATX ll-Inkubation bzw. nach) @!-stiindiger Inkubation.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und Starddoweichungen aus funf unab-
hangigen Inkubationen (pro Messpunkt ca. 80 - 28lled am Mikroskop ausge-
zahlt). (C) Durchflusszytometrische Viabilitdtsbesnung (ViaCount, Guava)
nach 12-stindiger Inkubation bzw. (D) 24-stinditjseubation mit ATX 1l. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte und Standardabweigamvon jeweils vier unabhan-
gigen Inkubationen (1000 Zellen pro Messpunkt).t®fst Student's -Test waren
keine Signifikanten Unterschiede zur jeweiligen Bagkontrolle DMSO erkenn-
bar.

Nach zwolfstiindiger Inkubation mit 0,01 - 1 uM ATIK wurden die Viabilitditen mittels
Durchflusszytometrie (ViaCount, Guava) bestimmt dagken im Bereich von 81 - 94% mit
durchschnittlich 87,1% vitalen Zellen. Nach 24 slhiger Inkubation betrugen die Zellviabili-
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taten 75 - 95,5% bei durchschnittlich 88,2%, was d&erten der jeweilgen Negativkontrolle
DMSO entsprach. Im verwendeten Konzentrationsbereon 0,01 - 1 uM ATX Il und fur
Inkubationszeiten zwischen einer und 24 Stunderdemfolglich keine augepragten Effekte
von ATX Il auf die Viabilitdt von HT29-Zellen beoblatet. Das Auftreten zytotoxizitatsbe-
dingter Artefakte, z.B. bei den Genotoxizitats-Assast unter diesen Bedingungen unwabhr-
scheinlich. Zur Zytotoxizitat von ATX Il gegenib&Augerzellen existieren nur sehr wenige
Literaturdaten. Pero et al. (1973) ermittelten pitigso-Wert von 0,5 pg/ml (entspr. 1,4 uM)
fur HelLa-Zellen. Da sich HT29-Zellen, verglichentranderen Zelllinien, oft als robuster
gegeniber Alternariatoxinen zeigten (Fehr et aD90entspricht dieser Wert gréf3enord-
nungsmanig den Beobachtungen. Boutin et al. (1888nen einen Konzentrationsbereich
von 0,0008 - 0,02 ug/ml ATX Il (entspr. 0,002 - ®/0uM) innerhalb dessen die Viabilitat von
V79-Zellen im nutzbaren Bereich zwischen 74 - 948@t| was sich mit dem hier gewahlten
Konzentrationsbereich tGberschneidet, wenn auch X&ll@én deutlich empfindlicher gegeni-
ber ATX Il zu sein scheinen als HT29-Zellen.

4.13.2 Genotoxizitat von ATX II

Wie bereits aufgrund der Ergebnisse der genoté@tsgeleiteten Fraktionierung erwartet
wurde, flhrte eine einstindige Inkubation von HEZ29en mit ATX Il zu potent genotoxi-
schen Effekten im Comet-Assay (Abb. 4-28). Einensikgante Erhohung der DNA-
Strangbruchrate wurde konzentrationsabhangig=b@,1 uM ATX Il beobachtet, eine Kon-
zentration von 1 uM ATX Il fuhrte bereits zu Schiwgensitaten von 22% + 7%. Bereits ab
einer Konzentratiow 0,05 pM ATX 1l ist bei den FPG-behandelten Probere signifikante
Zunahme der Schweifintensitaten zu beobachten.eDfemahme an FPG-sensitiven Stellen
der DNA ist ein deutlicher Hinweis auf zusatzlicimegist oxidative Schadigung der DNA-
Basen und wird im Verlauf dieser Arbeit noch eingigdh behandelt. Die niedrigste getestete
Konzentration von 0,01 uM ATX Il zeigt keinen sififkanten Unterschied zur Negativkont-
rolle DMSO und représentiert somit das "no-obsderaffect-level” fir HT29-Zellen bei

einsttindiger Inkubationszeit.
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Abb. 4-28 Genotoxische Wirkung von ATX Il im Comet-Assay Hir29-Zellen nach ein-
stindiger Inkubation (HT29-Zellen, 1% DMSO in dendkonz., 2 min UV-
Bestrahlung als Positivkontrolle). Angegeben sindtédverte und Standardab-
weichungen von funf unabhangigen Experimenten.Sgmifikanzniveaus, bezo-
gen auf die jeweilige Kontrolle, wurden mitteStudent's -Test berechnet
(*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

Das meistuntersuchte Alternariatoxin AOH fuihrtHm29-Zellen ab Konzentrationen von 10
- 50 uM zu signifikant DNA-strangbrechenden Effekisn Comet-Assay und im alkalischen
Entwindungsassay (Pfeiffer et al. 2007; Fehr et 2009). Die signifikant DNA-
strangbrechende Wirkung ab 0,1 uM ATX Il bedeutdglich eine genotoxische Wirkung
gegenuber HT29-Zellen, die um etwa zwei Grél3enarden hdher liegt. Das genotoxische
Potential von Lebens- oder Futtermitteln die mieAhariol belastet sind ware folglich einem
ATX Il kontaminierten Lebensmittel vergleichbar,sdaur 1% der entsprechenden Menge
enthalt. In der Literatur sind jedoch noch keinalgiischen Daten zur Belastung von Le-
bensmitteln mit ATX Il verfugbar. Fir ATX | sind rege Methoden beschrieben, die jedoch
um den Faktor 2 - 100 weniger empfindlich sind,diés analytischen Methoden zur Bestim-
mung von AOH und AME (CONTAM 2011).
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4.13.3 Genotoxizitat von ATX II bei 24 h-Inkubation

Im Falle von AOH und AME ist bekannt, dass einstgadinkubation mit mikromolaren
Konzentrationen zu einer signifikant erhbhten DN#@sgbruchrate in HT29-Zellen fuhrt
(Pfeiffer et al. 2007; Fehr et al. 2009). Nach ##xdiger Inkubation war diese Erhéhung je-
doch nicht mehr messbar. Da die gesamte AOH- bihEMenge im Inkubationsmedium zu
diesem Zeitpunkt in glucuronidierter Form vorlagrdvangenommen dass es sich dabei um
einen Entgiftungsmechanismus der Zellen handetiffef et al. 2007). Zur Uberpriifung, ob
ein ahnlicher Effekt auch im Fall der stark genagolen Wirkung von ATX Il von Bedeu-
tung sein konnte, wurden Comet Assays in HT29-BAeitat einer Inkubationszeit von 24
Stunden durchgefuhrt (Abb. 4-29). Die Inkubationt hipM ATX 1l fuhrte zu mittleren
Schweifintensitaten von 23% + 11% (ohne FPG) bA%64: 7,7% (mit FPG), wobei auch
nach 24 Stunden kein Unterschied zwischen der kakof mit 0,01 uM ATX Il und der Ne-
gativkontrolle DMSO erkennbar war. Die beobachtegenotoxischen Effekte waren daher
von gleicher Art und Intensitat wie bei der eingtiglen Inkubation; eine Entgiftung bzw. Re-
paratur der DNA-Schaden wie im Fall von AOH und AMtrde folglich auch nach 24 Stun-
den nicht beobachtet. Bemerkenswert war dabei digchohe Viabilitat der Zellen, die trotz
der sehr starken DNA-Schadigung auch nach 24 Stufidlealle Proben mittels Trypanblau-
Ausschluss im Bereich von 90 - 100% vitaler Zethlemessen wurde.
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Abb. 4-29 Genotoxische Wirkung von ATX Il im Comet-Assaycha&?4 stundiger Inkubation
(HT29-Zellen, 1% DMSO in der Endkonz., 2 min UV-Beblung als Positiv-
kontrolle). Dargestellt sind Mittelwerte und Stardibweichungen aus finf
unabhangigen Bestimmungen. Die Signifikanznivebegpgen auf die jeweilige
Kontrolle, wurden mittelsStudent's -fTest berechnet (*:p<0,05; **:p<0,01,;
***:p<0,001).
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4.13.4 Genotoxizitdt von vermutlichem Stemphyltoxin III

Analog zur Untersuchung von ATX Il wurde das veriche Stemphyltoxin Il ebenfalls im
Comet-Assay hinsichtlich seiner Genotoxizitat usiieht, da die Ergebnisse der genotoxizi-
tatsgeleiteten Fraktionierungen ein vergleichbgesotoxisches Potential dieser Verbindung
vermuten lieRen. Da aufgrund von Stabilitétsprolgierbei der Trocknung kein Stemphylto-
xin Il als reiner Feststoff gewonnen werden konmterde die Losung von Peak 4.2 bzw.
vermutlichem Stemphyltoxin [l in DMSO eingesetateren Gewinnung im Abschnitt
4.10.2.2 beschrieben ist. Die Inkubationslosungen @lnzelnen Konzentrationen wurden
durch entsprechende Verdinnung dieser 2,25 mM Sldsamy mit DMSO und Zellkultur-
medium hergestellt und fur jedes Experiment frisngesetzt. Aliquote der Stemphyltoxin Ill-
Stammldsung, die nicht bei -80 °C gelagert wurdegannen sich nach wenigen Stunden zu
einer dunkleren gelben Farbe hin zu verandern. ebiés$fekt wurde auch von Davis und
Stack (1991) fur Stemphyltoxin Il berichtet. Esrdvengenommen, dass Luftsauerstoff, der
im DMSO bzw. im Inkubationsmedium gel6st ist, di€ssaktion hervorruft, die zum Verlust
des Toxins fuhrt. Wahrend Davis und Stack (1994¢ eiunehmende Verfarbung der Losung
hin zu braun und die Bildung eines braunen Feséstdfeschrieben, wurde dies im Rahmen
dieser Arbeit nicht beobachtet. Es wurde jedochh&ansequent auf die Lagerung der Stem-
phyltoxin 11I-Stammldsung bei -80 °C geachtet, thkubationslésungen immer kurz vor dem
Experiment frisch hergestellt und die Bearbeitungsd Standzeiten der Toxinldsungen so

kurz wie mdglich gehalten.

Wie in Abbildung 4-30 dargestellt &hneln die gematohen Effekte durch das vermutliche
Stemphyltoxin 1l denen von ATX Il, wenn auch etwgexingere Schweifintensitaten gemes-
sen wurden. Wie an den Zellen der Positivkontroilleerkennen ist, lag das Grundniveau bei
diesen Versuchen insgesamt etwas niedriger. Diev&éitthtensitaten der Positivkontrolle ent-
sprachen jedoch den Inkubationen mit 0,5 - 1 puMn@teyltoxin 1ll, analog zu ATX II. Be-
reits ab 0,1 UM Stemphyltoxin lll war eine signdiite Erhéhung der FPG-sensitiven Stellen
zu beobachten. Die Inkubationen bis 0,05 uM fuhrekeiner signifikanten Veranderung. Es
besteht die Mdglichkeit, dass die etwas gering&emweifintensitaten eine Folge von Subs-
tanzverlust im Inkubationsmedium waren. Die erhdeperatur wahrend der Inkubation im
Brutschrank, sowie die grof3e Oberflache des Inkobstnediums in den Petrischalen kénnte
einen Abbau durch Sauerstoff begunstigt haben,dend System so einen Teil der eingesetz-
ten Toxinmenge entzogen haben. Die Induktion FR@Gigeer Stellen war, analog zu den

Beobachtungen der toxizitatsgeleiteten Fraktiomgem, auch durch das praparierte, vermut-
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liche Stemphyltoxin 1ll zu beobachten. Der zusétmi Anstieg der Schweifintensitat ent-
sprach ebenfalls etwa den Werten von ATX II.
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Abb.4-30: Genotoxische Wirkung durch das vermutete Stenpkiyl 11l im Comet-Assay in
HT29-Zellen (1 h Inkubationszeit, 1% DMSO in derdkanz., 2 min UV-
Bestrahlung als Positivkontrolle). Angegeben sindtdWverte und Standardab-
weichungen von funf unabhangigen Experimenten.Sgmifikanzniveaus, bezo-
gen auf die jeweilige Kontrolle, wurden mittelStudent's -Test berechnet
(*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

4.13.5 Genotoxizitat von ATX II und vermutlichem Stemphyltoxin III im
Extrakt

Die Comet-Assays der einzelnen Toxine ATX Il undnvetlichem Stemphyltoxin Il zeigten

deutlich deren Bedeutung fir die beobachteten Efeles komplexen Alternariaextraktes.
Bei den Comet-Assays, die im Zuge der genotoxsagglkiteten Fraktionierung des DSM
62010-Extraktes durchgefuhrt wurden, enthielt dikubationslésung der Fraktion 4.1 eine
abgeschatzte Konzentration von 0,6 uM ATX Il. Digzd gemessenen, durchschnittlichen
Schweifintensitaten betrugen 19% + 5,6% / 29% 3%, (mit FPG / ohne FPG). Sie lagen
damit genau im dem Bereich, der fur 0,5 uM rein€ Al gemessen wurde (15% + 6,6% /
37% = 14%). Die Inkubation mit Fraktion 4.2, dietrabgeschéatzten 0,4 uM Stemphyltoxin
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lll in der gleichen Gréf3enordnung lag, zeigte ebksfSchweifintensitaten im gleichen Be-
reich (18% + 3,9% / 38% + 5%). Der unfraktionieated 1 : 2 verdinnte Gesamtextrakt von
DSM 62010 fuhrte zu Schweifintensitaten von 20%, 290/ 34% + 5,2% (ohne / mit FPG)
die seinem abgeschatzten Gehalt an ATX Il und védichem Stemphyltoxin Il entsprachen
(0,3 uM und 0,2 uM), wobei dieser zusatzlich eimehnhquantifizierte Menge maoglichen
ATX lll aus Fraktion 5.2 enthielt. Weiterhin stiment die unterschiedlich stark genotoxischen
Effekte, die fur die komplexen Extrakte vén alternataDSM 1102 und DSM 12633 beo-
bachtet wurden (Abb. 4-4 und 4-8), sehr gut miehabgeschatzten Gehalten an ATX Il und
vermutlichem Stemphyltoxin Il Gberein. Im FallesdeSM 1102-Extraktes enthielt das Inku-
bationsmedium der hdchsten eingesetzten Extrakéaration neben 200 uM TeA noch etwa
0,19 pM ATX 1l und 0,15 pM Stemphyltoxin Ill. Dieegnessenen Schweifintensitaten von
12% + 4,5% / 49% + 6,3% (ohne / mit FPG) (Abb.)4e8itsprachen dabei den erwarteten
Werten von etwa 10% / 30% durch die Summe des ketlea ATX Il und Stemphyltoxin Ill,
unter Berucksichtigung einer geschatzt ahnlichngem Menge an ATX Ill. Der komplexe
Gesamtextrakt von DSM 12633, der mit reinem AOHgliehen wurde (siehe Abb. 4-4),
enthielt in der hdchsten Inkubationskonzentratiebem 50 UM AOH abgeschatzt etwa 1,3
UM ATX Il und 0,6 uM Stemphyltoxin lll. Die entspria der etwa 5-fachen Menge an Pery-
lenchinontoxinen, verglichen mit dem DSM 1102-Ektravas sich in entsprechend hdheren
Schweifintensitaten niederschlug (vgl. Abb. 4-48 d4nd 4-9). Um direkt die Bedeutung des
ATX 1I-Gehalts eines komplexeA. alternataExtraktes fir dessen Genotoxizitat zu Uberpru-
fen, wurden ein hinsichtlich seines ATX II-Gehathsrch Verdiinnung standardisierter DSM
62010-Extrakt im Comet-Assay parallel mit dem rain&TX Il verglichen. Mdgliche
Schwankungen in der Schweifintensitat, bedingt lollreispielsweise das Schadigungsgrund-
niveau der Zellen, leichte Unterschiede des Agayelseoder bei der Elektrophorese betrafen
so alle Proben des Experiments gleichermal3en Uadbéen eine bessere Vergleichbarkeit.
Wie in Abbildung 4-31 ersichtlich, entsprachen BidA-Schéden die durch den Extrakt ver-
ursacht wurden, genau den Schaden, die auch digemnthaltene Menge an ATX Il beobach-

tet werden.
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Abb. 4-31 Direkter Vergleich vorA. alternataDSM 62010-Extrakt, der hinsichtlich ATX II-
Gehalt durch Verdinnung standardisiert wurde miter ATX Il im Comet-
Assay (HT29-Zellen, 1 h Inkubationszeit, 1% DMSO der Endkonz., UV-
Bestrahlung als Positivkontrolle). Angegeben sinidtéWverte und Standardab-
weichungen von drei Comet-Assays, bei denen derakixind ATX Il parallel
untersucht wurden. Die Signifikanzniveaus, bezoggihdie jeweilige Kontrolle,
wurden mittelsStudent's-fTest berechnet (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

Die Konzentrationsabhangigkeit und Signifikanz gemessenen Effekte zeigte deutlich, dass
ATX Il den mal3geblichen Teil der DNA-Schaden veagtte, die durch den Extrakt beobach-
tet wurden, eingeschlossen die signifikante Zunak@&-sensitiver Stellen, die nicht durch
AOH, AME, TeA oder deren Kombination beobachtetdeer (siehe auch Absatz 4.4.3).

4.13.6 Induktion FPG-sensitiver Stellen

Bei allen getesteten, komplexen Alternariaextrakswie bei allen Extraktfraktionen und
Einzeltoxinen die in Comet-Assays ausgepragte gersmthe Wirkung zeigten, war ebenfalls
eine signifikante Induktion an FPG-sensitiven @®telizu erkennen. Die Schweifintensitat
wurde nach FPG-Behandlung durchschnittlich auf deppelten Prozentwert erhdht. Die
schwacher genotoxischen Alternariatoxine AOH undBAerursachen zwar ebenfalls DNA-
Strangbriiche in HT29-, HCT116- und A431-Zellen (Fehal. 2009; Fehr et al. 2010) sowie
in HepG2- und V79-Zellen (Pfeiffer et al. 2007)) signifikanter Anstieg an FPG-sensitiven
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Stellen wurde jedoch in keinem Fall beobachtet.rAdeutete sich in eigenen Vorversuchen
kein solcher Effekt durch denkbare Synergieeffeteschen AOH, AME und TeA an (Absatz
4.4.3).

FPG spielt als bakterielles Reparaturenzym einétige Rolle bei der Erkennung und Repa-
ratur oxidativer DNA-Schaden, die fortwdhrend atdge von oxidativem Stress durch exo-
gene und endogene Faktoren entstehen. Die haufgstédigung stellt dabei das 8-
Oxodeoxyguanin (8-OxodG) dar, sowie Guanin mit ffegiEm Imidazolring (FapydG). Phy-
siologisch treten etwa 1000 8-OxodG Lasionen pitedend Tag auf (Frosina 2004), die zum
Uberwiegenden Teil erkannt und repariert werderheNe8-OxodG und FapydG werden von
FPG zusatzlich eine Reihe weiterer oxidativer DNZk&ligungen erfasst, wie N7-Methyl-
FapydG, Adenosin mit gedffnetem Imidazolring (FafydSpiroiminodihydantoin, Guanidi-
nohydantoin, 8-Oxodeoxyadenin (8-OxodA), Oxazobihydrouracil, 5-Hydroxycytosin (5-
OHC), Guanosin mit geoffnetem Imidazolring und Ritesamid-Mustard-Gruppe in N7-
Position (N7-PM-FapydG), Guanosin mit gedffnetendemolring und Aflatoxin B1-Gruppe
in N7-Position (N7-AFB1-FapydG), letztere als Folgmn DNA-Adduktbildung (Coste et al.
2004; Frosina 2006). Das 8-OxodG und N7-FapydG,ddieh einen Oxidations- bzw. Re-
duktionsschritt nach Angriff eines OFRadikals auf Guanin gebildet werden kénnen, ma-
chen jedoch den Uberwiegenden Teil aller FPG-geesitStellen aus (Bjelland und Seeberg
2003). Das seltener auftretende 8-Oxodeoxyadeni®x@A) und Dihydrouracil (DHU)
werden von FPG weniger effizient erkannt und audgagen. Modifikationen wie das Afla-
toxin B1-Addukt des Guanins (N7-AFB1-FapydG) diedelrG zwar als Substrat, werden
jedoch aufgrund der sterischen Hinderung am akt&Zemtrum weniger effizient prozessiert
(Coste et al. 2004).

FPG-sensitive Stellen der DNA werden UberwiegersdHahweis flr eine oxidative Schadi-
gung der DNA interpretiert und mit oxidativem S#&gesz.B. durch erhdohte ROS-
Konzentrationen in Verbindung gebracht. Die Vielzalan moglichen DNA-

Basenmodifikationen, die von FPG erfasst werdem&dnerfordern jedoch die Bestatigung
durch andere Methoden, bevor oxidativer StresdJadache fir die FPG-sensitiven Stellen

angenommen werden kann.
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4.13.7 Oxidativer Stress durch ATX II

Die potente Induktion FPG-sensitiver DNA-Stelleallstmeistens einen Hinweis auf oxidati-
ven Stress dar. Hartmann et al. (1989) berichtaeté&erdem von der Fahigkeit der Altertoxine
Superoxid zu bilden. Dies wurde unter breitbandiBelteuchtung durch ATX I, II, und 1lI
beobachtet, wobei die Anwesenheit reduzierenden&ga die Superoxidbildung noch deut-
lich erhohte. Zur Uberprifung ob oxidativer Stress Ursache fiir die beobachteten FPG-
sensitiven Stellen sein konnte, wurden mit ATXdive vermutlichem Stemphyltoxin 11l in-
kubierte HT29-Zellen mit verschiedenen Methoden waeitere Anzeichen fur oxidativen

Stress untersucht.

4.13.7.1 Einfliisse auf den zelluldren Redoxstatus

Der Dichlorofluorescein-Assay (DCF-Assay) wird @&h eingesetzt, um Anderungen des
Redoxstatus in der Zelle zu bestimmen. Der Assayhbeauf dem Prinzip, dass das nicht
fluoreszierende 2',7'-Dichlorofluorescin-diacetdt[PCF-DA) die Zellmembran relativ leicht
passieren kann. In der Zelle wird das Molekul vosteEasen zum hydrophileren 2',7'-
Dihydrodichlorofluorescein (BDCF) und Acetat gespalten. Oxidierende Substanzeder
Zelle kénnen dann das nicht fluoreszierend®€F zum fluoreszierenden DCF oxidieren,
sodass die Zunahme der Fluoreszenz im Fluoreszetwphter erfasst werden kann. In der
Literatur wird haufig die Fluoreszenzintensitat rdém Gehalt bzw. der Bildung von ROS
gleichgesetzt. Diese Definition greift jedoch zuZuda zwar Hydroxylradikale und organi-
sche Hydroperoxide #DCF direkt oxidieren kénnen, das Superoxidradikiaiar(O, ) hin-
gegen nur Uber die Disproportionierung zuud HO, (Wardman 2007). D, bendtigt wei-
terhin einen Katalysator um ,BHCF zu oxidieren. Ein solcher Katalysator kann z.B.
Cytochrom C sein (Wardman et al. 2002), Hanf. leler andere Metallionen (Ohashi et al.
2002).

Peroxynitrite und Stickoxide kdénnen,BPICF ebenfalls direkt oxidieren, weshalb nicht nur
oxidativer, sondern auch nitrosativer Stress dueh Assay erfasst wird (Jakubowski und
Bartosz 2000). Rota et al. (1999) zeigten weitertiass Horseradish-Peroxidase (HRP) in der
Lage ist HDCF zu oxidieren, wobei £ gebildet wird. Durch Disproportionierung (spontan
oder durch Superoxiddismutase (SOD)) wirgDblfrei, welches seinerseits wiederursCHCF
oxidieren kann und so zu einer Selbstverstarkumg-timreszenz fihren kann. Wardman et

al. (2002) zeigten, dass selbst eine Verzwanzigfaghder @ -Bildung bei gleichem Cy-
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tochrom C-Gehalt kaum die Fluoreszenz erhéht, withieei konstanter © -Bildung die
Fluoreszenz linear mit dem Cytochrom C-Gehalt 26 nm) steigt. Als eine Ursache fur er-
hohte Fluoreszenz im DCF-Assay sehen sie den hdh@ygochrom C-Gehalt im Cytosol

praapoptotischer und apoptotischer Zellen.

Die Oxidation von HDCF steht dabei immer in Konkurrenz zu Radikalfangeie GSH.
Werden die Zellen, beispielsweise durch Redox-QgcltSH-depletiert, steigt die Bildung an
DCF an. Bei der verwendeten Positivkontrolle Mepadist dies der Fall. Daher ist es bei
erhohter HDCF-Oxidation angemessener von erhthtem oxidativeosativen Stress der
Zellen zu sprechen als von héherer ROS-Bildungudaski und Bartosz 2000).
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Abb. 4-32 Dichlorofluorescein-Assay von ATX Il und vermuatiem Stemphyltoxin Il im
Konzentrationsbereich des Comet-Assays, in dem $&SHive Stellen gefunden
wurden. Die verwendete Zelllinie (HT29) und Inkubatzeit (1h) entsprechen
ebenfalls den Bedingungen des Comet Assays. Datljesind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von jeweils vier Expertererdie je eine Sechsfach-
bestimmung enthalten. Die gemessenen Fluoreszengitidten wurden pro Expe-
riment auf die Negativkontrolle DMSO normalisiebtie Signifikanzniveaus, be-
zogen auf DMSO, wurden mittelStudent's -Test berechnet (*:p<0,05;
**:p<0,01; ***:p<0,001).

Fur die durchgefihrten DCF-Assays wurde die gleicbiinie HT29 verwendet, bei der im
Comet-Assay ein starker Anstieg der FPG-sensitellen beobachtet wurde. Die einstln-
dige Inkubationszeit sowie der verwendete Konzéninabereich entsprechen ebenfalls de-

nen der Comet-Assays, um Vergleichbarkeit der Engsle zu gewéahrleisten. Wie in Abb. 4-

94



Ergebnisse und Diskussion

32 A zu erkennen, fuhrte ATX Il in keiner der eisg&zten Konzentrationen zu einem Anstieg
der gemessenen Fluoreszenz, verglichen mit dertNkgatrolle DMSO. Lediglich der Re-
dox-Cycler Menadion, der als Positivkontrolle mitget wurde erhthte das Fluoreszenzsig-

nal auf das 2,3-fache der Negativkontrolle.

Die Inkubation mit dem vermuteten, strukturell s@hnlichen Stemphyltoxin 1l (Abb. 4-32
B) zeigte ebenfalls keine Erhohung der Fluoresagnate, abgesehen von der Positivkontrol-
le Menadion. Die gleiche Menadionkonzentration (@@) fihrte im Comet-Assay zu einer
Verdopplung der Schweifintensitat von etwa 10% 20 nach FPG-Behandlung ( Abb. 4-4
und Abb. 4-8). Ahnliche Effekte in Bezug auf Zunahder Schweifintensitat bzw. Induktion
FPG-sensitiver Stellen wurden ebenfalls durch WRATX Il oder 1 uM Stemphyltoxin Ili

im Comet-Assay beobachtet, die im DCF-Assay kesné&iluoreszenzzunahme bewirkten.

Wie erwahnt kann eine Reihe an Faktoren zu eindmihéen Fluoreszenzsignal im DCF-
Assay fuhren, ohne dass ein tatsachlicher Anstieigtaazellularen ROS vorliegen muss, wie
z.B. Photooxidation des BCF oder eine direkte Reaktion des getesteten Nitdeknit
H,DCF. Ein Fluoreszenzanstieg durch erhéhte AbgalmeGyaochrom C ins Cytosol infolge
beginnenden Zelltods wurde aufgrund der Viabildaten (Abschnitt 4.13.1) weder erwartet,
noch wurde ein solcher beobachtet. Die Tatsaclss gebildetes Superoxid nicht direkt das
H.DCF oxidieren kann (Wardman 2007), kann im zeldnebystem dazu fihren, dass es sich
der Detektion entzieht. In der Zelle liegen jedamEniigend katalytische Substanzen sowie
SOD vor, die Uber Disproportionierung des Super®xd einem messbaren Produkt fihren

wurden.

Obwohl eine substanzielle Induktion FPG-sensitllen durch ATX Il bzw. Stemphyltoxin
[l im Comet-Assay beobachtet wurde, ergab sichdmrs DCF-Assays kein Hinweis auf oxi-
dativen Stress durch die Toxine. Im Einklang mit dessungen zur Zellviabilitat bestatigten
die unverandert niedrigen Fluoreszenzsignale aefferdass unter den gewahlten Bedingun-

gen keine Anzeichen fiir beginnenden Zelltod erkanmaren.

4.13.7.2 Modulation des Glutathionspiegels durch ATX II

Die Konjugation von Fremdstoffen mit GSH stelltender wichtigsten Entgiftungswege der
Zelle dar (Forman et al. 2009) und ist eng mit derf2/ARE-Signalweg verbunden. Fehr
(2009) beobachtete eine signifikante Abnahme desa@tglutathiongehalts (tGSH) in HT29
Zellen nach einstundiger Inkubation mit 10 bzw3@ AOH. Um zu Uberprifen ob eine Ver-
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anderung des tGSH-Spiegels durch ATX Il eine Rfilteseine Genotoxizitat spielen kénnte,
moglicherweise aufgrund von Redox-Cycling durch ATXHartman et al. 1989), wurde der
Einfluss einer einstindigen Inkubation von ATX lUfaden tGSH-Gehalt von HT29-Zellen
untersucht. Hierzu wurde die Methode von Tietze6@)9verwendet. Als Positivkontrolle
wurde 2-Vinylpyrimidin (2VP) benutzt, das durch Rean mit GSH den tGSH-Spiegel
schnell senkt, da eine Verwendung von Buthionimsutihin (BSO) zur Hemmung der GSH-
Synthese aufgrund der kurzen Inkubationszeit aisgch
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Abb. 4-33 tGSH-Bestimmung nach Tietze (1969) in HT29-Zeltexth einstiindiger Inkuba-
tion mit ATX Il. Dargestellt sind die Mittelwertena Standardabweichungen von
drei Experimenten. Die Signifikanzniveaus, bezogaghDMSO, wurden mittels
Student's-Test berechnet (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

Fir keine der getesteten ATX II-Konzentrationengieisich eine signifikante Veranderung
gegenuber der Negativkontrolle DMSO. Lediglich dRositivkontrolle (0,01% 2-
Vinylpyrimidin) senkte den tGSH-Gehalt der Zelleuf a@ie Halfte (Abb. 4-33). Dieses Er-
gebnis bestétigte das Ergebnis des DCF-Assaysidmeiebenfalls keine prooxidative Veran-
derung durch ATX Il in den Zellen festgestellt werd
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4.13.7.3 Einfluss auf die Transkriptionsraten Nrf2/ARE-assoziierter Gene

Dem Transkriptionsfaktor Nrf2 kommt eine wichtiged®utung fir die zellulare Abwehr von
oxidativem Stress zu. Die Entgiftung oxidativ sdg@dder Substanzen ist eng mit der Akti-
vierung des Nrf2/ARE-Signalwegs verbunden, in Falgssen die Zelle mit erhdhter Expres-
sion detoxifizierender Phase II-Enzyme und antiatiier  Proteine  wie
NAD(P)H:Chinonoxidoreduktase 1 (NQO1), Glutathio#@nsferasen (GSTs) und Gluta-
mat-Cysteinligase (GCL) reagiert (Lee und Johns0042 Glutathion-S-Transferasen sind
Enzyme, die die Konjugation von Fremdstoffen mit-G3&talysieren und somit deren Entgif-
tung und Ausschleusung beschleunigen. Eine Erhédengranskriptionsrate von Nrf2 bzw.
nachgeschalteter Nrf2/ARE-regulierter Gene kanredalf eine zellulare Reaktion auf oxi-

dativen Stress hindeuten.

Das Nrf2-Gen wurde fir die Untersuchung ausgewdhlgs ein zenrales Gen des Nrf2/ARE-
Signalweges darstellt. Ebenso ist eine erhdhte-Mrdaskription tber den Arylhydrocarbon-
rezeptor (AhR)-Signalweg denkbar, da der AhR digekidie Promotorregion des Nrf2-Gens
binden kann (Miao et al. 2005), und eine Interaktites AhR mit ATX Il aufgrund dessen
planarer, aromatischer Molektilstruktur denkbar wireiterhin wurden die Gene zweier Glu-
tathion-S-Transferasen zur Untersuchung ausgewdihtjese als Nrf2-nachgeschaltete Gene
an der Entgiftung von Chinonen ungB-ungesattigten Carbonylverbindungen beteiligt sind,
und "antioxidant responsive elements" (ARE) sowiohtler Promotorregion des humanen
GSTA2-Gens (Thimmulappa et al. 2002) , als auch @83A1-Gens bei Maus und Ratte
(Rushmore et al. 1991) beschrieben wurden. Eirdliggs die Transkriptionsraten dieser drei
Gene (Nrf2, GSTAL, GSTA2) in HT29-Zellen wurden hdokubation mit ATX Il sowie mit
Stemphyltoxin 11l untersucht. Es wurde dazu realeiPCR eingesetzt, da dies die Detektion
selbst geringer Mengen der untersuchten Transkeptgglicht. Eine Inkubationszeit von
drei Stunden wurde gewahlt, da vorangegangene &lrdlenngen im Arbeitskreis nach dreis-
tundiger Inkubation mit> 10 pM AOH zu signifikanter Erh6éhung der GSTA2-
Transkriptmenge in HT29-Zellen fuhrten, wahrend Bétstiindiger Inkubationszeit keine
Erh6hung beobachtet wurde (Kropat 2008).

Nach Inkubation der HT29-Zellen mit ATX 1l bzw. &tehyltoxin 11l wurde die mRNA der
Zellen isoliert, zu cDNA umgeschrieben und zur rigale-PCR eingesetzt. Da eine Signifi-
kanzberechnung nach der Normalisierung auf die tddgatrolle DMSO AAC:-Wert) nicht

mehr moglich ist, wurde die Berechnung anhand Afef-Werte mittels Student's -Test
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durchgefuhrt (Karlen et al. 2007). Bei beiden usiiehten Toxinen Uberstiegen die ermittel-
ten, durchschnittlichen mRNA-TranskriptionsratexACr) fur Nrf2 und GSTA2 nicht das
1,3-fache der Negativkontrolle. Im Fall von GSTALrden etwas héhere Werte, bis zur 1,6-
fachen Transkriptmenge mit ATX Il und Stemphyltoxlh gefunden, wobei allerdings die
Schwankung bis zu 0,7 relative Transkriptionseit@mebetrug. Diese grol3e Varianz zwischen
den einzelnen Experimenten lag vor allem in degesamt geringen Menge an GSTAL-
Transkripten in den Zellen begriindet. Die durchgtluhen G-Werte fir GSTAL betrugen
31,8. Ahnlich geringe Mengen an GSTA2-Transkrigigurchschnittlicher &Wert von 30,6)
fuhrten auch im Fall von GSTA2 zu Schwankungerzhi®,4 relativen Transkriptionseinhei-
ten. Der durchschnittliche{@Nert fir Nrf2 betrug 21,8, was einer 500 - 1000hfadheren
Transkriptmenge entsprach und sich in einer déugeringeren Varianz zwischen den Expe-
rimenten niederschlug. Keines der untersuchten Gamgte eine signifikant veranderte
Transkriptionsrate durch die ATX II- oder Stempbyin Ill-Inkubation (Abb. 4-34A bzw.
Abb. 4-34B). Die geringfligig erhbhten Werte im Ratin GSTA1 waren Folgen der relativ
gro3en Schwankungen und der insgesamt niedrigarsKiigtmengen und zeigten keinerlei
Konzentrationsabhangigkeit. Eine Aktivierung def2NXRE-Signalweges durch ATX Il oder
Stemphyltoxin 11l in den untersuchten Konzentra@inrwar daher nach dreistiindiger Inkuba-
tion nicht zu beobachten. Es kann jedoch nicht eedgossen werden, dass bei langeren In-
kubationszeiten signifikant erhéhte Transkriptmendeser Gene gefunden werden kdnnten,
da die hier verwendete Inkubationszeit von dren8én relativ kurz gewahlt war. In Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen der Untersuchudvimdulation des Gesamtglutathion-
gehaltes sowie des zellularen Redoxstatus (DCFyAdszl3en die Ergebnisse oxidativen
Stress durch ATX Il und das vermutliche Stemphyhdl als Ursache flr den beobachteten

Anstieg an FPG-sensitiven Stellen jedoch als unsdtginlich erscheinen.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich beiatdradhteten FPG-sensitiven Stellen um
mogliche Addukte von DNA-Basen mit Toxinmolekileankdeln kdnnte, wie dies im Falle
von Aflatoxin B1 bekannt ist (Coste et al. 20040lche DNA-Addukte kdnnen beim Ablesen
der DNA durch Kollision mit dem Transkriptionskoregl zu DNA-Strangbrichen fihren,
wie sie im Comet-Assay beobachtet wurden. DNA-Addukei denen es nicht zum Strang-
bruch gekommen wére, kdonnten dann bei der FPG-Bilnagn durch Basenexzision in
Strangbriiche Uberfuhrt und als erhéhte Schweifsiténdetektiert werden.

In weiterfilhrenden Untersuchungen, beispielsweiitels *P-Postlabeling, sollte daher der
Frage nachegangen werden, ob die beobachteten é#¥@hgen Stellen wie vermutet eine

Folge mdoglicher Adduktbildung sind. Daraus konngéch weitere wertvolle Erkenntnisse
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hinsichtlich des toxikologischen Potentials deryRerchinontoxine sowie den zugrundelie-
genden toxikologischen Wirkmechanismen ergebenakiigell noch vergleichsweise wenig
erforscht sind.

x>

25 557 BSS ATX I

Wz BHQ
209 |mmm ATX

1.5

1.0_ 7

relative mRNA Transkr. [2AC ]

V] DMSO
tBHQ
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2.5+ Stemphyltoxin IlI

relative mRNA Transkr. [2AC ]

Abb. 4-34: Beeinflussung der Gentranskription von Nrf2, GSTA GSTA2 durch Inkuba-
tion mit ATX Il (A) sowie dem vermutlichen Stempkykin Il (Stem 1lI) (B).
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungenvier unabhangigen
Experimenten. Das reine Loésungsmittel DMSO (1% mdd&hsatz) diente als Ne-
gativkontrolle (rel. Transkription = 1), tBHQ (2QOM) als Positivkontrolle. Nor-
malisiert wurde auf 3-Aktin als ,housekeeping gerg&ttident's-Test, berechnet
anhand deACr-Werte ergab keine signifikanten Unterschiede zegadivkontrol-
le DMSO.
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4.13.8 Einfluss von ATX II auf die Zellproliferation

Der Einfluss des reinen ATX Il auf die Proliferatioon HT29-Zellen wurde mittels Sulfor-
hodamin B (SRB)-Assay untersucht. Der von Skehaal. €0.990) entwickelte Assay, der auf
der Anfarbung des Lebendproteins kultivierter Zeleeruht, wurde nach der Modifikation
von Vichai und Kirtikara (2006) durchgefuhrt, diefalas 96-Well-Format optimiert ist. Die
Menge des gefarbten Lebendproteins korreliert ddbekt mit der Zellzahl einer Kultur,
sodass die photometrisch bestimmte Intensitat 88-85sung als Mal} fur die Proliferation
der Zellen dienen kann. HT29-Zellen wurden in 9@8iWatten angeziichtet und fur 24 Stun-
den bzw. 72 Stunden mit ATX Il im Konzentrationstieh 0,01 - 10 uM inkubiert. Analog zu
den Ubrigen toxikologischen Versuchen zeigte auehn &ine Konzentration von 0,01 pM
ATX Il keinen von der Negativkontrolle DMSO versebllenen Effekt. Eine signifikante
Hemmung der Zellproliferation wurde nach 72-stiedimkubation ab einer Konzentratign
0,05 uM ATX Il beobachtet (Abb. 4-35). Der Effekmkonzentrationsabhéngig und konnte
durch eine dreifaktorielle Potenzfunktion gut arigfesrt werden (R= 0,975).

Relative Proliferatiorf%] = 103,32 -20,96 * X->°°

Daraus liefl3 sich eine halbmaximale Hemmkonzentrd@g, = 0,8 UM (= 280 ng/ml) fir

ATX Il in HT29-Zellen berechnen. Im Fall der 24-stligen Inkubation war dieser Effekt
ebenfalls konzentrationsabhangig, jedoch wenigek stusgepragt. Eine signifikante Abnah-
me der Zellproliferation war ab 0,2 uM ATX |l erkdmar. Da die hochste gemessene Kon-
zentration noch 55% relative Proliferation zeidgaennte der IGy-Wert fir 24 Stunden nicht
durch Interpolation berechnet werden. Da die Mes®ngch jedoch sehr gut durch eine drei-
faktorielle Potenzfunktion beschreiben lieRBefh €0,995) und der Wert der héchsten gemes-
senen Konzentration sehr nah bei 50% lag, kannEeitrapolation zur Abschéatzung des;dC
Wertes dienen. Fur die errechnete Konzentrationl@en= 14 uM (5 pg/ml) muss jedoch
bertcksichtigt werden, dass bei dieser Konzentrdigreits deutlich zytotoxische Effekte des

ATX Il zu erwarten waren.
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Abb. 4-35 Einfluss von ATX Il auf die Proliferation von HB2Zellen im SRB-Assay bei 24
h bzw. 72 h Inkubationszeit. Die gemessenen Extinkn wurden auf die Nega-
tivkontrolle DMSO normalisiert. Angegeben sind di@telwerte aus sechs unab-
hangigen Experimenten, die jeweils eine Sechsfatimbmung beinhalten. Die
Signifikanzniveaus, bezogen auf DMSO, wurden nst&ldent's-TTest berech-
net (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

4.13.9 Untersuchung zur Apoptoseinduktion

Apoptose tritt als physiologischer Vorgang bei W&tam und Alterung von Zellen auf, und

besitzt als Gegenstiick zur Mitose eine zentraleeBienhg bei der Aufrechterhaltung der Ho-
maoostase von Zellpopulationen in Geweben. Apopkase den Zellen auch als drastischer
Abwehrmechanismus bei Immunreaktionen und Zellseh&turch verschiedene Noxen die-
nen. DNA-Schaden als Folge physiologischer odehglagjischer Reaktionen, sowie auf-
grund von Bestrahlung oder Chemotherapeutika koniiteer die Aktivierung des p53-

Signalweges zur Apoptose der Zellen fuhren (EIm2087). Ebenso ist p53-unabhangige
Apoptose DNA-geschadigter Zellen moglich, bei dex Hohe der DNA-Schadigung das
Ausmald der Apoptose beeinflusst, ohne dass deiSpi&Rjel verandert wéare (Norbury und
Hickson 2001). Aufgrund der starken DNA-Schéadigudig, im Comet-Assay als Folge der
Inkubation mit ATX Il beobachtet wurde, wurden HF28llen hinsichtlich méglicher Apop-
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toseinduktion durch diese Toxine untersucht. Alst3gstem wurde ein Sandwich-ELISA ge-
wahlt, der die quantitative Bestimmung von Monod @ligonukleosomen erlaubt. Diese ca.
180 bp langen, an Histone assoziierten DNA-Fragenfozw. Vielfache davon) entstehen bei
der Apoptose, da die &a und Md*-abhangige endogene Nuklease die hochkondensierte
DNA an der zuganglichsten Stelle spaltet, alsoidi&rnukleosomalen "linker"-Region. Im

Fall einer Auftrennung durch Elektrophorese im Ag®gel ergeben diese Fragmente die ty-

pische "DNA-Leiter", die ein sicheres Indiz fur Apose ist.

Um einen weiten Zeitraum fir moégliche Apoptoseinoluk durch ATX 1l in HT29-Zellen
abzudecken, wurden Inkubationen von 12 Stundenes@#i Stunden durchgefuhrt. Wie in
Abbildung 4-36 ersichtlich, fuhrte keine der untemisten Konzentrationen von ATX Il zu
Extinktionsdifferenzen, die sich signifikant vonné® der Negativkontrolle unterschieden,
weder bei 12-stiindiger noch bei 24-stiindiger Inkobazeit. Lediglich die Positivkontrolle
(mitgelieferter DNA-Histon-Komplex) fuhrte zu einsignifikant erhdhten Farbreaktion. Der
Assay besitzt eine hohe Empfindlichkeit; der Hdlstanennt eine Sensitivitat von 500 apop-
totischen Zellen pro Milliliter Zelllysat. In dendr durchgefiihrten Experimenten wurde die
empfohlene Menge von 50.000 Zellen pro Milliliteellfysat eingesetzt, sodass selbst ein
Anteil von 1% apoptotischen Zellen an der Gesarimegige noch detektierbar ware. Selbst
fur den Fall einer nur geringfiigigen Apoptoseindakidurch ATX Il hatte folglich ein gerin-
ger Effekt detektierbar sein sollen. Somit ergabeh keinerlei Hinweise fur eine Apopto-
seinduktion durch ATX Il im getesteten Konzentrasbereich 0,01 - 1 uM, in dem potente
genotoxische Effekte im Comet-Assay, sowohl nadsténdiger als auch nach 24 stindiger
Inkubation beobachtet wurden, sowie signifikantelifrationshemmung nach 24 bzw. 72
Stunden.

102



Ergebnisse und Diskussion

3.0+ *kk
[ JATXII, 12 h Inkubation
V2 ATX |l, 24 h Inkubation
259 I Positivkontrolle
g 2.0+
o
2
L 1.5
£
S 1.0
g
LUl
0.5
.
wolcr— A Avarz
O & O & & &
97 N N 97 N N N NI
N NN N NY N > &
AN AP QS

Abb. 4-36 Sandwich-Elisa zur Apoptosedetektion nach ATXnkubation von HT29-Zellen
(CellDeath Detection ELISA® Roche). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von vier unabhangigen Bestiganu Als Positivkont-
rolle diente der mitgelieferte DNA-Histon-KompleRie Signifikanzniveaus, be-
zogen auf die Negativkontrolle DMSO wurden mitt8tsident's-fTest berechnet.
(*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001).

4.13.10 Einfluss von ATX II auf die Zellzyklusverteilung

Neben der Apoptose stellt das Anhalten des Zellwyldine wichtige Moéglichkeit der Zelle
dar, auf DNA-Schaden zu reagieren. Die bedeutend3keckpoints des Zellzyklus befinden
sich am Ubergang von der, @ur S-Phase sowie am Ubergang von der@ M-Phase und
kénnen verhindern dass geschadigte DNA replizier Wwzw. dass es bei DNA-Schaden zur
Mitose kommt. Indem am Checkpoint das Weiterlaudesa Zellzyklus verhindert wird, kén-
nen erkannte DNA-Schaden wahrenddessen repari@értiemZellzyklus anschliel3end fortge-
setzt werden. ¢gS-Arreste sind in der Regel p53-vermittelt. Falls DNA-Schadigung wah-
rend der G-Phase auftritt kann ein fB1-Arrest aber auch unabhangig von p53 eingeleitet
werden. Sind die DNA-Schéden zu schwer oder iradper so kann am &5-Checkpoint die
Apoptose, oder aber ein stabilef/&Arrest eingeleitet werden, wobei beide Prozelsseh
p53 vermittelt werden (Polyak et al. 1997).
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Da ATX Il im SRB-Assay zu einer signifikant gehenemtProliferation von HT29-Zellen
nach 24 Stunden fihrte, ohne dass dabei eine \lemamgl der Zellviabilitat im Vergleich zur
Negativkontrolle DMSO beobachtet wurde, wurde wsueht, welchen Einfluss ATX Il auf
die Zellzyklusverteilung von HT29-Zellen nach l1Bysdiger bzw. 24-stindiger Inkubation
hatte. Die Zellzyklusverteilung wurde durchflusseyetrisch nach Anfarbung mit Propidiu-
miodid (PI) ermittelt, wobei die gemessene Fluoeegmtensitat der einzelnen Zellen ein
Malf fur ihren DNA-Gehalt darstellt, der abhangigner Position im Zellzyklus ist. Vergli-
chen mit Zellen in der §G;-Phase enthalten Zellen in deg-Bhase, die sich kurz vor der
Mitose befinden, die doppelte Menge an DNA. Der &etier aktiv DNA-replizierenden Zel-
len in der S-Phase liegt dazwischen. Die in Ablmlyl4-37 dargestellten Ergebnisse zeigten
einen verringerten Anteil an Zellen in der S-Phaaeh Inkubation mit ATX Il (siehe auch
Abb. 4-38). Dieser Effekt deutet sich bereits bai #12-stiindigen Inkubationszeit an, erreicht
jedoch dort keine statistische Signifikanz. Nachsfighdiger Inkubation fuhrt 1 puM ATX Il
zu einer signifikanten Erniedrigung des AnteilsZailen in der S-Phase, wahrend der Anteil
in der G/G;-Phase signifikant erhoht ist (Abb. 4-37). Bei Betitung der Haufigkeitsvertei-
lung der gemessenen Fluoreszenzsignale ist digfkt Boch deutlicher erkennbar. Der An-
teil an Zellen in der S-Phase, die bei Zellen deg&livkontrolle DMSO gemessen werden
(Abb. 4-38A) verschwindet nach 24 stundiger Inkidraimit 1 uM ATX Il nahezu vollstan-
dig (Abb. 4-38B). Aufgrund von Uberschneidungen &éasen im Grenzbereich zwischen
Go/G;- und S- bzw. S- und /8VI-Phase féllt bei der Messung stets ein geringegehan Zel-
len der einen Phase ins Messfenster der benachlfngse und umgekehrt. Selbst im Falle
der volligen Abwesenheit von Zellen in der S-Phsis&t der gemessene prozentuale Anteil
dieser Phase daher nie auf null. Der signifikaniekgang an Zellen in der S-Phase und der
gleichzeitige signifikante Anstieg an Zellen in d&yG;-Phase legen einen Zellzyklusarrest
am G/S-Checkpoint nahe, wie er bei starken DNA-Schatiech alkylierende Substanzen,
DNA-quervernetzende Substanzen oder Klastogenesctypst (Johnson und Walker 1999).
Im Rahmen weiterfihrender Untersuchungen konntehd@estimmung der p53-Aktivitat
bzw. deren Anstieg nach ATX ll-Inkubation von HTZ8Hen die Vermutung eines 1(S-
Arrests durch ATX Il weiter bestatigt werden (Gieftl und Oren 1998), wobei eine erhéhte
Expression des nachgeschalteten'h241“"* typisch fiir einen @S-Arrest in humanen Ko-
lonkarzinomzellen ist (Waldman et al. 1995) unddi@ p53-vermittelte Apoptose nicht ben6-
tigt wird (Brugarolas et al. 1995; Gottlieb und ©rE998).
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Abb. 4-37. Durchflusszytometrisch ermittelte Zellzyklusvaliag von HT29-Zellen nach
Inkubation mit ATX Il fir 12 bzw. 24 Stunden (Fixieng mit Ethanol, Anfarbung
mit Propidiumiodid, Negativkontrolle DMSO (1% in rdEndkonz.)). Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen viem unabhéngigen Experi-
menten. Die Signifikanzniveaus, bezogen auf dieatlekontrolle DMSO wurden
mittels Student's-Test berechnet. (*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,0Q1)
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Abb. 4-38 Haufigkeitsverteilung der Fluoreszenzsignale #ir27-Zellen nach 24 stiindiger
Inkubation mit der Negativkontrolle DMSO (A) bzwitd uM ATX II (B). Ge-
messen wurden je 5000 Ereignisse; Zelltrimmer {id8kund agglomerierte Zel-
len wurden bei der Messung durch "gating" entfernt.
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Weiterhin kann ein p2f™“"Lyvermittelter Zellzyklusarrest direkt mit einer emdriickten
Apoptose zusammenhéngen (Canman et al. 1998), wiakKdbonkarzinomzellen héaufiger
beobachtet wird, als bei anderen Zelltypen. Diegeviid Einklang mit der beobachteten Pro-

liferationshemmung ohne Anzeichen fiir Apoptose.

Den hier beschriebenen Effekten auf Zellprolifematund Zellzyklusverteilung durch ATX Il

sollte daher weiter nachgegangen werden, beisp&swdurch Untersuchungen zur p53-
Aktivitat bzw. p21-Expression nach ATX II-InkubatioVersuche mit lAngeren Inkubations-
zeiten kénnten aulRerden wichtige Erkenntnisserhefgb der angehaltene Zellzyklus mogli-
cherweise nach erfolgreicher DNA-Reparatur wieddgenommen wird oder als Folge irre-
parabler DNA-Schaden letztlich die Apoptose eingetevird. Insbesondere im Hinblick auf

das sich andeutende, potent genotoxische Poteeti@erylenchinontoxine sind weitere For-

schungsbemiihungen zu dieser bisher wenig unteessuG@ruppe der Alternariatoxine notig.

4.14 Bedeutung der Ergebnisse fiir Lebensmittel

Den Perylenchinontoxinen Altertoxin 1l und Stemghyin Il wurde bei der Analytik und der
toxikologischen Untersuchung bisher weitaus wenig&ssenschaftliche Aufmerksamkeit
entgegengebracht, als den haufig als "Haupttoximezeichneten Alternariatoxinen AOH,
AME, ALT und TeA. Dies konnte in der Tatsache begiét liegen, dass keine Toxinstandards
der Altertoxine oder Stemphyltoxine kommerziell @thch sind, wodurch sowohl Analytik
als auch toxikologische Untersuchungen erschwertleve Infolgedessen existieren zur Zeit
nur sehr wenige Arbeiten die sich mit diesen Toxibefassen (die online-Datenbanksuche
(PubMed) ergab nur 28 bzw. 2 Publikationen zu Adtanen bzw. Stemphyltoxinen, Chemi-
cal Abstracts (SciFinder) ergibt 29 Treffer zu Alitxin I, von etwa 100 Publikationen, die
Altertoxine im weitesten Sinne behandeln). Es @ftish nur sehr wenige Studien, die die
Toxikologie der Altertoxine thematisieren. Percabt(1973) ermittelten akut toxische Dosen
fur ATX 1 und ATX Il von 100 - 200 mg/kg KG bei M&en. Panigrahi und Dallin (1994) er-
rechneten einen LigWert von 200 pg/ml fur Salinenkrebslarvefrtemia salinal). Eine
Hemmung der Zellproliferation durch Altertoxine wlerfir humane HelLa-Zellen (0,5 pg/ml,
(Pero et al. 1973)) und V79 Lungenfibroblasten desesischen Hamsters (> 0,02 pg/ml,
(Boutin et al. 1989)) beschrieben, wobei ATX llbeiden Fallen die starkste Hemmwirkung
zeigte. Eine stark mutagene Wirkung der Altertoxsten S. typhimuriumlrA98, TA100 und
TA1537 beobachtet worden, wobei die Mutagenitatien Reihenfolge ATX Il > ATX Il >
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ATX | abnahm. Eine metabolische Aktivierung der ifexwar nicht erforderlich und ATX 111
zeigte etwa 10% der Mutagenitat des stark mutageabarkarzinogens Aflatoxin B1 (Stack
und Prival 1986). Es existieren bisher keine DatienToxikokinetik der Altertoxine oder zu

ihrer Genotoxizitatn vivo oder in Sdugerzellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, geben Hisavauf ein zytotoxisches und genotoxi-
sches Potential dieser Toxine in Humanzellen, dasbdkannten Effekte von AOH, AME,
ALT und TeA um mehrere Gré3enordnungen ubersteigt.

Wahrend selbst 50 uM AOH bei einstindiger Inkubati@inen Einfluss auf die Viabilitat
von HT29-Zellen erkennen lieBen (durchschnittlieh196 + 0,6% Viabilitdt beim Trypanb-
lauauschluss im Rahmen des Comet-Assays, Abscehdiit) wurden bereits deutliche zyto-
toxische Effekte bei einstundiger Inkubation mit @M ATX Il beobachtet. Vergleichbare
genotoxische Effekte wie 50 uM AOH wurden im CorAssay mit der gleichen Zelllinie
schon bei 0,2 uM ATX Il gemessen, wobei zusatzlibhNA-Basenschaden durch FPG detek-
tiert wurden, die weder bei AOH, AME, TeA oder Mismgen daraus beobachtet wurden .
Die FPG-sensitiven DNA-Schaden waren vermutlichhihdurch oxidativen Stress begrindet,
sondern legen eine substanzielle DNA-Adduktbildurahe. Auch der beobachtete/&
Zellzyklusarrest deutet auf ein hohes Ausmal} deAfddhadigung durch ATX II hin (Polyak
et al. 1997; Johnson und Walker 1999).

Unter geeigneten Wachstumsbedingungen bildetemdisten untersuchte Alternariastamme
neben den "Haupttoxinen" ebenfalls deutliche Merage AT X 1l und Stemphyltoxin Ill, hau-
fig im Bereich 30 - 170 pg/g Kulturmedium. Die Véatlmisse zwischen den gebildeten Pery-
lenchinontoxinen ATX Il bzw. vermutlichem Stemplopin Il und den Benzopyrontoxinen
AOH, AME, ALT bzw. der Tetramsaure TeA waren untdisdlich. Teilweise betrug die
Menge an ATX Il und vermutlichem Stemphyltoxin Weniger als 1% der Menge an "Haupt-
toxinen", teilweise Uberstiegen sie diese. Welcheneén bzw. Verhaltnisse der jeweiligen
Toxine bei Alternariabefall von Lebensmitteln unbatirlichen Bedingungen auftreten, kann
daraus selbstverstandlich nicht abgeleitet werBié@n.den Fall einer Alternariakontamination
sollte jedoch stets bertcksichtigt werden, dassitseeine geringe ATX Il- bzw. Stemphylto-
xin lll-Konzentration aufgrund der héheren Genoratéit maf3geblicher fir das toxikologi-
sche Potential der gesamten Kontamination sein,kalsndie evtl. zehn- bis hundertfache
Menge an AOH oder TeA.

Bei Lebens- und Futtermittelanalysen wurden in desisten Féllen die Altertoxine und
Stemphyltoxine bisher nicht analysiert, weshalb vengleichsweise wenige Daten zur Hau-
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figkeit der Kontamination mit diesen Toxinen exsén. Seit einigen Jahren wird ATX | je-
doch immer haufiger mit untersucht, wobei die Detekgeringer Mengen durch Verbesse-
rungen der instrumentellen Analytik erleichtert dvizwischen 2008 und 2010 betrug die
Fallzahl der positiv auf ATX | getesteten Lebensetiiroben in Deutschland durchschnittlich
76 - 91% der Fallzahlen fur AOH, AME, ALT und TeBONTAM 2011); eine Kontamination
mit ATX | kommt folglich nahezu genauso haufig v&s ist daher zu vermuten, dass Le-
bensmittel, die infolge von Alternariabefall AOHME oder TeA enthalten, ebenfalls mit
ATX I, ATX Il oder Stemphyltoxin Ill kontaminiertsein kdnnten, wobei die enthaltene
Mengen an "Haupttoxinen" jedoch keineswegs pradikii moglicherweise ebenfalls enthal-
tene Perylenchinontoxine sein missen. Mehr Anabtesdzu Vorkommen und Menge der
Altertoxine 1l und Il sowie von Stemphyltoxin lih Lebensmitteln sind fiir die Bewertung
von Gesundheitsrisiken durch Alternariatoxine dadrergend notwendig, insbesondere ange-
sichts des deutlich starker genotoxischen Potentiarglichen mit AOH, AME, ALT oder
TeA, aufgrund dessen bereits deutlich geringeregdenoxikologisch relevant sein kdnnten.
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5 Zusammenfassung

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung kexgn Alternariaextrakte und ihrer enthal-
tenen Toxine sowie ihrer toxikologischen, insbesmadNA-schadigenden Effekte. Ausge-
hend von stark genotoxischen Effekten der Extrgtseits der "Haupttoxine™ AOH, AME,
ALT und TeA wurde die DNA-schadigende Wirkung au¢idunbekannte Substanzpeaks ein-
gegrenzt. Ein Peak wurde eindeutig als Altertoximéntifiziert, bei einem weiteren handelt
es sich vermutlich um Stemphyltoxin Ill. Als vonnteler Bedeutung erwies sich hierbei das
Altertoxin Il, das als bedeutende Ursache fur giaagjoxische Wirkung der untersuchten Al-
ternariaextrakte identifiziert wurde. Zur Toxizitén Altertoxin Il existieren bisher nur sehr
wenige Arbeiten, die hauptsachlich die Mutagenit@akterienkulturen behandeln. Da keine
Substanzstandards der Altertoxine kommerziell drbldl sind, mussten Alternariastamme
kultiviert, extrahiert und die genotoxischen Subgtn identifiziert und prapariert werden,
um reinen Toxinstandard fur die HPLC-Analysen uoxikologischen Experimente zur Ver-
fligung zu haben.

Es wurden verschiedene Methoden der Kultivierung mdternaria erprobt um maoglichst
toxinreiche Extrakte fir die toxikologischem vitro Assays zu gewinnen. Die Kultivierung
auf autoklaviertem Reis bei 24 °C in der Dunkdltiéhrte nach 21 Tagen Kulturdauer zu
reproduzierbar hohen Toxingehalten der Extraktezbisinigen Milligramm pro Milliliter
Extrakt. Die Toxinbildung der einzelnen Alternatéaeme untereinander variierte dabei um
teilweise mehr als das Tausendfache, wahrend dieiljgen Stamme typische, reproduzier-
bare Toxinprofile zeigten. Die untersuchten ExtealiésalRen stark genotoxische Wirkung im
Comet-Assay, die die Effekte der enthaltenen "Hawupte" AOH, AME und TeA weit Uber-
stiegen. TeA zeigte selbst bei einer Konzentratiom 200 uM keine DNA-schadigende Wir-
kung.

Alle getesteten Alternariaextrakte fihrten au3erdeneinem signifikanten und konzentrati-
onsabhangigem Anstieg an FPG-sensitiven StelledemDNA von HT29-Zellen, was auf
zusatzliche oxidative Schadigung von DNA-Basen leilsty oft in Verbindung mit oxidati-
vem Stress. Durch genotoxizitatsgeleitete Fraktiamg der Alternariaextrakte mit Comet-
Assay als genotoxischem Endpunkt wurden sowohIDdN&\-strangbrechende Wirkung als
auch die Induktion FPG-sensitiver Stellen auf drebekannte Peaks eingegrenzt. Mittels
semipraparativer HPLC wurden mehrere MilligrammsdiePeaksubstanzen gewonnen, die
eine ldentifizierung eines Peaks als Altertoximittels NMR, anhand seiner exakten Masse
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(UHR-ESI-TOF-MS) und Uber sein UV-Spektrum erlanbt®ei einem weiteren Peak handel-
te es sich aufgrund seines UV-Spektrums und séftedekil- bzw. Fragmentmassen (ESI-
MS) vermutlich um Stemphyltoxin Ill. Das UV-Spektnudes drittem Peaks deutete darauf
hin, das es sich dabei um Altertoxin 1l handelmikii; er wurde jedoch im Rahmen dieser

Arbeit nicht prapariert oder weiter untersucht.

Mehrere Milligramm reines ATX Il wurden durch semiparative HPLC gewonnen und fur
toxikologische Versuch@ vitro eingesetzt. Das vermutliche Stemphyltoxin Il wairauf-
grund geringer Stabilitat bei der Trocknung alslimiblare Stammlésung in DMSO gewon-

nen, die ebenfalls fur toxikologische Versuche es&jzt wurde.

Fur alle Inkubationen mit ATX Il bzw. vermutliche8temphyltoxin 11l wurde ein Konzentra-

tionsbereich von 0,01 - 1 uM gewahlt, da héherezentrationen bereits zytotoxische Effek-
te zeigten und zu Artefakten bei der Erfassunggidgrotoxischen Wirkung fuhren kdnnten.
Konzentrationen bis 1 uM ATX 1l zeigten auch naghSunden Inkubation keine Verringe-
rung der Viabilitdt von HT29-Zellen. Reines ATXZeigte konzentrationsabhangige, signifi-
kant DNA-strangbrechende Wirkung in HT29-ZellenGglb uM und konzentrationsabh&ngi-
ge, signifikante Erhéhung der Menge an FPG-semsititellen in der DNA.

Das vermutete, strukturell sehr @hnliche StempRirtdll zeigte analoge Effekte, jedoch in
etwas geringerem Ausmall. Der Vergleich zwischenlmarbation mit reinem ATX Il und

komplexem Alternariaextrakt derselben ATX Il-Konm@tion zeigte im Comet-Assay, dass
ATX Il einen substanziellen Beitrag hinsichtlichtAmd Ausmal? der DNA-Schaden leistet,
die durch den komplexen Alternariaetrakt beobachteten. Im Gegensatz zu AOH blieben
die DNA Schéaden auch bei 24 h Inkubation mit ATXuhveréndert in den HT29-Zellen

messbar, was gegen eine schnelle Entgiftung und-BEparatur spricht.

Da die Induktion FPG-sensitiver Stellen in den tegid=allen einen Hinweis auf oxidativen
Stress in der Zelle darstellt und die Méglichkestr &uperoxid-Bildung durch ATX Il in der
Literatur beschrieben ist (Hartman et al. 1989)rdeutiberprift, ob die beobachteten FPG-
sensitiven Stellen eine Folge von oxidativem Stdessh ATX 1l waren. Im DCF-Assay wur-
de keine Verédnderung des intrazellularen Redoxstdtuch ATX Il oder das vermutliche
Stemphyltoxin 11l festgestellt. Da der DCF-Assayp8toxid jedoch nicht direkt erfassen
kann, sondern nur nach Disproportionierung zw@d HO, und in Anwesenheit eines Kata-
lysators wie z.B. Fé, Ham oder Cytochrom C im Cytosol, ist die Empficdkeit des Assays
fur O, geringer als fiir andere ROS (Wardman et al. 2aDi2) Untersuchung der Transkrip-
tionsraten der Gene fur Nrf2, und fur die humanduatahion-S-Transferasen GSTA1 und
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GSTAZ2, die eng mit der zellularen Reaktion auf atieen Stress assoziiert sind, zeigte keine
signifikante Veranderung, wobei nicht auszuschleist, dass bei langerer Inkubationszeit
entsprechende Veranderungen auftreten konntenziHsnd weitere Untersuchungen erfor-
derlich. Ebenso hatte die Inkubation mit ATX Il ken Einfluss auf den Gesamtglutathionge-
halt der Zellen, sodass oxidative Schadigung atathe fir den Anstieg an FPG-sensitiven
Stellen der DNA ausgeschlossen wird. Die Mdglichken DNA-Toxin-Addukten erscheint
als Ursache der FPG-sensitiven Stellen wahrscbainivie dies fur z. B. Aflatoxin B1-
Guanin-Addukte (N7-AFB1-FapydG) beschrieben isbéirta 2004), und sollte im Rahmen

weiterfihrender Arbeiten eingehend untersucht werde

Trotz der stark DNA-schadigenden Wirkung von ATXzHigten HT29-Zellen keine Anzei-
chen fir Apoptose nach 12 bzw. 24 h Inkubationsgich 24-stiindiger Inkubation zeigte
sich ein Zellzyklusarrest am f&-Checkpoint, was typisch fir starke DNA-Schéaderckl
Alkylierung, Quervernetzung und Klastogene ist (B@n und Walker 1999). Insbesondere
bei Kolonkarzinomzellen kann dabei ein stabilerlZddlusarrest an die Stelle der Apoptose
treten (Polyak et al. 1997). ATX Il wirkte konzeationsabh&ngig signifikant proliferations-
hemmend auf HT29-Zellen in Konzentrationen von G,054M, bei denen kein signifikanter
Einfluss auf die Viabilitat von HT29-Zellen beob&sthwurde. Fur 72 h Inkubationszeit wur-

de eine halbmaximale Hemmkonzentratiogl€ 0,8 M ( = 280 ng/ml) ermittelt. Diese pro-

liferationshemmende Wirkung von ATX Il ist vermugtii eine Folge des beobachteten Zell

zyklusarrestes.

Um eine toxikologische Bewertung eines moglichesubeheitsrisikos aufgrund der Alterna-
riakontamination von Lebensmitteln zu erméglicheerden deutlich mehr Daten zu Haufig-
keit und Konzentrationen mit Altertoxin belastetesbensmittel bendétigt. Insbesondere sind
jedoch weitere toxikologische Daten beziglich deskivechanismus und der toxikologisch

relevanten Konzentrationsbereiche von Altertoximeverschiedenen Testsystemen notig.

Nach Wissen des Autors wurden im Rahmen dieseriddsstmals DNA-strangbrechende
Wirkungen von Altertoxin Il und Stemphyltoxin lIhiHumanzellen beschrieben, sowie die
ausgepragte Induktion FPG-sensitiver Stellen ddiebe Toxine, die nicht durch oxidativen
Stress bedingt sind. Der beobachtete Zellzyklusarven humanen Kolonkarzinomzellen
ohne Anzeichen fur Apoptose nach 24 stindiger lakoh mit ATX 1l ist bisher ebenfalls

nicht in der Literatur beschrieben worden. Altertol und das vermutliche Stemphyltoxin Il

wurden als maf3gebliche Faktoren fiur die beobaahg@otoxischen Effekte der untersuch-
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ten komplexen Alternariaextrakte erkannt. Durch eliarbeiteten Methoden zur Gewinnung
der kommerziell nicht erhaltlichen Mykotoxine ATXund Stemphyltoxin Il aus 6ffentlich

verfigbaren Alternariastammen werden weitere, @isalye und toxikologische Studien er-
leichtert, wahrend gleichzeitig eine bessere Verhlearkeit gewahrleistet ist, als bei der Kul-
tivierung selbstisolierter Alternariastamme. Dierliegende Arbeit zeigt leistet somit einen
wichtigen Beitrag zur immer noch sparlichen Datgalaer Alternariatoxine, insbesondere
deren genotoxischer Wirkung, und bietet einen Apkaigspunkt fir notwendige, weiterfuh-

rende Untersuchungen.
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6 Material und Methoden

6.1 Die humane Zelllinie HT29

Die Zelllinie HT29 entstammt einem humanen Adenokem, und wurde 1964 aus dem

Primartumor einer 44 Jahre alten, kaukasischen €ahliert. Die Zelllinie wurde als hetero-

transplantierbar beschrieben, und bildet gut difiererte G1 Tumoren aus (Fogh 1975). Die
Zellen sind hypertriploid mit 17,5 % Polyploidie Kultur zeigen die Zellen adharentes, epi-
theloides Wachstum als Monolayer oder in groReroKieh. Ihre Verdopplungszeit betragt 40
- 60 Stunden (DSMZ, Braunschweig).

6.1.1 Kultivierung und Lagerung

Bei Kultivierung der Zellenn vitro muss sowohl die Zufuhr lebensnotwendiger Substanze
als auch die Neutralisierung schadlicher Stoffwetgredukte tber das Zellkulturmedium
geschehen. Als Kulturmedium diente Dulbecco's MedifEagle Medium (DMEM) supple-
mentiert mit 10% fotalem Kalberserum (FKS, hitzétnadert bei 56 °C fur 30 min) und 1%
Antibiotika-Lésung (Penicillin (10.000 units) undr&tomycin (10.000 pug/ml). Alle Arbeits-
schritte wurden an der Sterilbank durchgefiihrt, afld verwendeten Losungen zuvor im

Wasserbad auf 37 °C temperiert.

6.1.2 In Kulturnahme von Zellstocks

Zellstocks wurden bei -196 °C in einem Kryo-Behaitet flissigem Stickstoff gelagert, bzw.
bei -80 °C in einem Biofreezer. Um Stocks wiedeKuitur zu nehmen, wurden sie bei 37 °C
im Wasserbad aufgetaut und in DMEM resuspendiexs, whit 20% fotalem Kalberserum
supplementiert war. Der als Frostschutzmittel esetgte Anteil von 10% DMSO, der fur Zel-
len bereits toxisch wirkt, wurde dabei auf eineprablematischen Gehalt von 1% verringert.
Die Zellsuspension wurde bei 130 x g fir 5 Minuédazentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Zellpellet in 5 ml frischem DMEM mit 20% EKesuspendiert. Diese Zellsuspension
wurde zunéchst in einer kleinen Zellkulturflascl2® ¢nf Bodenflache) bei 37 °C und 5%
CO, anwachsen gelassen. Nach einigen Tagen, sobalkligs gut angewachsen waren und
sich geteilt hatten, wurde wieder auf 10% FKS-Zusatd grol3ere Zellkulturflaschen (175
cn?) umgestellt.
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6.1.3 Herstellen von Zellstocks

Zur Lagerung wurden Zellen aktiv wachsender Zetlkain abtrypsiniert, abzentrifugiert und
in 70% DMEM : 20% FKS : 10% DMSO resuspendiert. Bedlzahl sollte dabei bei ca. 1
Mio/ml liegen. Aliquote von je 1,5 ml wurden auf2eml| Kryo-Gefal3e verteilt und sofort bei
-20 °C eingefroren. Nach 24 Stunden wurden diesekStdann bei -80 °C im Biofreezer

bzw. bei -196 °C in einem Kryo-Behalter mit fliissng Stickstoff gelagert.

6.1.4 Medienwechsel

Durch den Stoffwechsel der Zellen werden dem Kualolium einerseits standig Nahrstoffe
entzogen, andererseits reichern sich die Ausschggiuodukte der Zellen im Medium an.

Das damit verbundene Absinken des pH Wertes flihdiger Farbveréanderung des enthalte-
nen pH-Indikators Phenolrot von rot nach orangadLR002). Um gleichmalliges Wachstum
der Zellen zu gewébhrleisten ist es notwendig, reg&ig das Kulturmedium zu ersetzen. Ab-
hangig von der Zelldichte war dies alle 2 - 4 Tagag. Dazu wurde das verbrauchte Medium
mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt, urdbdnétigte Menge an frischem Medium

zugegeben.

6.1.5 Passagieren der Zellen

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 70 - 80% efren ist es notwendig die Zelldichte zu
verringern. Dies geschieht durch SubkultivierungvbRPassagieren der Zellen (Lindl 2002).
Dazu wurde das Medium mit einer sterilen Pasteetf@pabgesaugt und das adharente Zell-
layer mit 10 ml PBS gewaschen. Nach Absaugen d&wvRBden die Zellen mit 2-3 ml Tryp-
sinlésung Uberschichtet und ca. 2 min im Brutsckirdag@i 37 °C inkubiert. Durch seitliches
Klopfen an die Zellkulturflasche 16st sich der Zaden vom Boden der Flasche ab. Durch
sofortige Zugabe von serumhaltigem Medium wurdeTagpsin inaktiviert, da eine zu lange

Trypsinbehandlung die Zellen schadigen kann (L202).
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6.1.6 Zellzahlbestimmung und Viabilitat
6.1.6.1 mittels Neubauer Zédhlkammer

Die Bestimmung der Zellzahl ist besonders fur Irdtidnsansatze wichtig, die bei einer be-
stimmten Zellzahl durchgefiihrt werden sollen. Saéark mit einer Neubauer Zahlkammer
mikroskopisch ermittelt werden. Dazu wird die trenk Z&hlkammer angehaucht und vor-
sichtig das Deckglaschen mit etwas Druck aufgesbigtam Rand Newton'sche Ringe (re-
genbogenfarbige Streifen) sichtbar sind. Der Kap@#um ist dann genau 0,1 mm hoch. Ein
Aliquot der zu bestimmenden Zellsuspension wird miheiner gewissen Menge Trypanb-

lau-LAsung versetzt (typischerweise 20 ul + 20eptspr. 1:2 Verdinnung).

Die Zell-Trypanblau-Suspension wird nun in den Klapiaum pipettiert und die Zellen in-
nerhalb der 4 Quadrate unter dem Mikroskop ausdezati gemittelt. Jedes Quadrat hat eine
Flache von 1 mf die Hohe des Kapillarraumes betragt 0,1 mm, ddsriven betragt folg-
lich 0,1 pl. Durch Multiplikation mit 10.000 und aeVerdinnungsfaktor ergibt sich die Zell-

zahl der Suspension pro ml.

6.1.6.2 Lebendzellzahl

Trypanblau ist ein Diazo-Farbstoff, der die intakiellmembran einer lebenden Zelle nicht
passieren kann. Sie erscheinen daher unter denmoskip farblos, wenn der Farbstoff zu
einer Zellsuspension gegeben wird. Tote Zellendwen farben sich blau, wodurch eine Un-
terscheidung maoglich wird. Zur Bestimmung der Lebssilzahl werden nur die farblosen

Zellen gezahlt.

6.1.6.3 Viabilitat

Die Viabilitat bezeichnet den Anteil der lebendexil@n an der Gesamtzellzahl.

lebende Zellen
lebende+tote Zellen

Viabilitit [%)] = * 100%

Eine niedrige Viabilitdt nach der Inkubation dewtef Zytotoxizitat der getesteten Substanz
hin, kann aber auch von Bearbeitungsfehlern heerukz.B. zu lange Trypsineinwirkung, zu

hohe mechanische Belastung der Zellen, AustrocklieeiZellen etc.)
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6.1.6.4 ViaCount (Durchflusszytometrie)

Die Bestimmung der Zellzahl wurde auch mithilfe @asava EasyCyte Durchflusszytometers
(Millipore, Hayward, USA) durchgefuhrt. Zur Fluoeenzfarbung der Zellen wurde das emp-
fohlene Guava ViaCount Reagenz verwendet. Das iBrder Messung beruht auf zwei Fluo-
reszenzfarbstoffen mit unterschiedlicher Membramgabilitat und unterschiedlichen Emis-
sionswellenlangen. Der erste Farbstoff durchdrthgtPlasmamembran lebender sowie toter
Zellen, bindet an die DNA und fluoresziert bei seicharakteristischen Wellenlange, wo-
durch Zellen von weiteren moglichen Messereignissesbesondere Luftblaschen unter-
schieden werden kénnen, die nicht fluoreszierem. deite enthaltene Fluoreszenzfarbstoff
kann die Zellmembran lebender Zellen nicht passieral bindet folglich nur die DNA toter
Zellen. Dies erlaubt die Unterscheidung zwischaendZellen, die beide Emissionswellen-
langen zeigen und lebenden Zellen, die nur eines&ioniswellenldnge aufweisen. Entspre-
chend den Empfehlungen des Herstellers wurde dlsugpension mit der Farbelésung 1:20
verdunnt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiBrtekt vor der Messung wurde das
jeweilige Messréhrchen nochmals kurz auf mittle3arfe gevortext, um eine homogene Sus-
pension zu gewahrleisten. Die Auswertung erfolgittets Guava ViaCount-Software (Milli-
pore, Hayward, USA), wobei pro Probe jeweils 10@llehh gemessen wurden. Die Zellzahl
der verdiinnten Probenlésungen lag stets im Bensch~80 x 16 - 200 x 16 und somit
deutlich unterhalb des empfohlenen Maximalwertes 500 x 16, jenseits dessen die Mes-
sung durch mdgliche Uberlagerungen von Zellen gestin kann. Die Viabilitat in Prozent
errechnet sich, analog zum Trypanblauausschlussdam Anteil lebender Zellen zur Ge-

samtzellzahl.

Geréate und Chemikalien:

PBS 10 x Stammldsung 1710 mM NacCl
100 mM NgHPOy
34 mM KCI
18 mM KHPO,
pH 7,4; mit HOpigestauf 1 | auffillen

PBS PBS 10 x Stammlésung 1:10 verdiinnen und
autoklavieren

Trypsin 500 mg Trypsin
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100 ml 10 x PBS

mit HOpigestauf 1 | auffullen

uber Nacht auf Eis rihren

pH-Wert Uberprifen (7,0-7,4)

steril filtrieren (Porengréf3e: 0,22 um)
Lagerung bei -20 °C

Trypanblaulésung Sigma-Aldrich, Minchen
Durchflusszytometer Guava EasyCyte, Millipore
Guava ViaCount Reagent Millipore, Cat.No. 4000-0040

6.2 Kultivierung der Schimmelpilze

Alle Schimmelpilzkulturen wurden von der DeutscHetammsammlung fur Mikroorganis-
men und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogkle Arbeitsschritte werden, wenn
nicht anders beschrieben, unter einer gesondetégitb@nk durchgefihrt. Durch die zusatzli-
che Filterung der abgesaugten Luft wird weiterhahergestellt, dass keine allergenen Sporen

in die Raumluft gelangen.

6.2.1 Verwendete Schimmelpilzstamme
6.2.1.1 Alternaria alternata DSM 1102

Dieser SchimmelpilAlternaria alternata(Fries : Fries) von Keissler wurde 1976 von Sawa-
mura (1976) beschrieben. Synonym finden sich dizeB&nungerAlternaria mali Roberts
und Alternaria tenuisNees Er wurde von einem Apfelbaum des Kultivars Inéfounus ma-
lus cv. Indo) isoliert und ist ein wirtspezifischerxiobildner, der zur Bildung von Blattfle-
cken fuhrt ("leaf blotch"). Von der DSMZ wird alsuKurmedium V8-Agar empfohlen.

6.2.1.2 Alternaria alternata DSM 12633

Botanisch ebenfall@\iternaria alternata(Fries : Fries) von Keissler, bzwlternaria mali
Roberts odeAlternaria tenuisNees, wird fur diesen Stamm von der DSMZ ein agda&gar

als Kulturmedium empfohlen (Chaetomium-Medium) daben Hefeextrakt und Phosphat-
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puffer noch Natriumnitrat, Magnesiumsulfat, Kaliumarid und Eisen(lll)sulfat enthalt. Es
wurde hier allerdings V8-Medium verwendet, da dsesleenfalls gutes Wachstum erlaubte.

6.2.1.3 Alternaria alternata DSM 62006

Dieser Stamm voWilternaria alternata(Fries : Fries) von Keissl€Alternaria mali Roberts,
Alternaria tenuisNees) wurde urspringlich von Bléattern der Rubenaé Beta vulgari$
isoliert. Als Kulturmedium wird V8-Agar empfohlen.

6.2.1.4 Alternaria brassicicola DSM 62008

BotanischAlternaria brassicicola(Schw.) Wiltshire, wurde dieser Schimmelpilz utspglich
von der RapspflanzéBfassica rapaisoliert. Da auch dieser Pilz gut auf den hiemwande-
ten Medien wachst, wurde nicht der von der DSMZ feimlene Maismehl-Agar verwendet,

sondern ebenfalls V8-Medium.

6.2.1.5 Alternaria alternata DSM 62010

Dieser Stamm voWilternaria alternata(Fries : Fries) von KeissleAlternaria mali Roberts,
Alternaria tenuisNees) wurde von Blattern der Zinnigirjnia eleganyisoliert. Als Kultur-

medium wird, wie von der DSMZ empfohlen, V8-Agarwendet.

6.2.1.6 Alternaria tenuissima DSM 63360

Der StammAlternaria tenuissimgKunze : Fries) Wiltshire wurde von BodenproberNigpal
isoliert. Entsprechend der Empfehlung der DSMZ valsl Kulturmedium V8-Agar verwen-
det.

6.2.2 Reaktivierung der gefriergetrockneten Myzelien

Die von der DSMZ bezogenen Alternariastamme ladsrgefriergetrocknete Myzelien vor.

Zur Reaktivierung wurden die Glasampullen unter Strilbank getffnet, auf das trockene
Mycelpellet 1 ml steriles V8-Flissigmedium (ohneafggegeben und zur Rehydratisierung
30 min stehen gelassen. Danach wurde das Pelleh dRipettieren gut resuspendiert und auf

einer Petrischale mit V8-Agar verteilt. Die Pethate wurde am Rand mit Parafilm versiegelt
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und bei 24 °C im Brutschrank inkubiert. Nach etwaeizTagen war das Myzelwachstum be-
reits mit blofiem Auge erkennbar.

6.2.3 Herstellen von Sporenstocks zur Lagerung

Um lagerfahige Stocks der einzelnen Kulturen heetlen wurde die Agarschicht einer gut

bewachsenen V8-Agar-Petrischale (ca. 14 Tage nawtulation) herausgeldst und in einem
50 ml Falcontube mit 15 ml sterilem PBS versetetsehlossen und 1 min gut geschuttelt,
um die Sporen von der Oberflache zu I6sen. Dietamiene Suspension wurde uber steril
autoklavierte Watte filtriert und die Sporenzahlt miner Neubauer Zahlkammer bestimmt.
Die Suspension wurde bei 3.000 x g abzentrifugiad in einer geeigneten Menge steril filt-

riertem PBS mit 20% Glycerolzusatz aufgenommenasedlie Sporendichte mindestens
100.000 Sporen / ml entsprach, und Aliquote vonl inrfKryo-R6hrchen zunachst bei -80 °C,

dann bei -196 °C eingefroren.

6.2.4 Kultivierung auf Reis

Zur Kultivierung auf Reis wurden pro Ansatz 150 gnggkornreis mit 80 ml destilliertem
Wasser in einem 1 | Erlenmeyerkolben versetzt,aimém Zellstoffstopfen verschlossen und
autoklaviert (15 min bei 121 °C). Sobald sich dettdklav 6ffnen lie3 (bei ca. 80 °C Rest-
temperatur) wurden die Kolben herausgenommen, nrAmirocknen der oberen Reisschich-
ten zu vermeiden. Nach dem Abkihlen auf Raumtenyrereurden die Kolben unter der
Sterilbank get6ffnet und der Reis mit einem sterfgratel aufgelockert. Eine Probe (ca. 5 g
Reis) wurde entnommen und im Trockenschrank bé0ber Nacht getrocknet. Durch Dif-
ferenzwadgung wurde der Wassergehalt bestimmt, @mdReis in den Kulturkolben, wenn
notig, durch Zugabe der entsprechenden Menge avieklen, destillierten Wassers auf 38%
Wassergehalt erganzt. Eine Inokulation mit Sporgpsnsion war aufgrund der geringen Spo-
renbildung (insbesondere vén alternataDSM 1102 undA. alternataDSM 62006) teilweise
problematisch. Zur Inokulation wurden deshalb 7ckttien (d = 7 mm) einer aktiv wachsen-
den V8-Agar-Kultur (Petrischale d = 10 cm) verweinded die Kolben wieder mit einem

Zellstoffstopfen verschlossen.

Kultiviert wurde im Brutschrank bei 24 °C und Dulitkeit. Jeden zweiten Tag wurde der Reis
in den Kolben durch Schiutteln aufgelockert, um\é@&@rklumpen zu vermeiden und ein homo-
genes Wachstum zu gewabhrleisten. Die Kolben wud#sn Licht so wenig wie moglich aus-

gesetzt, um eine mogliche Unterdriickung der Toxidpktion durch Lichteinfluss méglichst
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zu vermeiden (Soderhall et al. 1978; Haggblom uneédtam 1979; Haggblom und Niehaus
1986).

6.2.5 Kultivierung auf Agar
6.2.5.1 Kultivierung auf V8-Agar

Die Sporenstocksuspension wurde bei 37 °C im Whadeaufgetaut, und pro Petrischale (d =
10 cm, 10 ml V8-Agar) ein Aliquot, das 218poren entsprach, verteilt. Die Petrischale wurde
am Rand mit Parafilm verschlossen und bei 24 °Cumadkelheit kultiviert. Nach etwa zwei
Tagen war deutliches Mycelwachstum bereits mit @o(Auge zu erkennen. Nach etwa 4

Tagen waren die Petrischalen komplett bewachsen.

6.2.5.2 Kultivierung auf Tomatensaft-Agar

Die Kultivierung auf Tomatensaft-Agar erfolgte amglzum V8-Agar (10 ml pro Petrischale d
= 10 cm), wobei der Multivitamingemisesaft durchmBtensaft ersetzt wurde. Sowohl beim
verwendeten Tomatensaft als auch beim Gemiisesafa§iv8-Medium wurde darauf geach-
tet, dass es sich um biologisch erzeugte Produkte Zusatz von Konservierungsstoffen
handelte, um denkbare Effekte auf das Wachstum hdurntgliche Pestizid-

[Fungizidrickstande oder Konservierungsmittel assilieRen. Durch HPLC-Analyse nicht
beimpfter Agar-Schalen (Leerwert) wurde sicherditstiass die beobachteten Toxinkonzent-
rationen keine Folge bereits bestehender Altertmaiiakontamination des N&hrmediums

waren.

6.2.5.3 Kultivierung auf Hefeextrakt-Saccharose-Agar (YES)

Beim verwendeten Hefeextrakt-Saccharose-Agar haededich um konventionellen Hefeex-
trakt- (YE-) Agar, der aus kommerziellem YE-Ferggapulver (Carl Roth) hergestellt, jedoch
mit 150 g Saccharose pro Liter supplementiert wuiDde eingesetzte Menge betrug ebenfalls

10 ml pro Petrischale (d = 10 cm)

120



Material und Methoden

Verwendete Gerate und Chemikalien:

Langkornreis, geschalt
Hefeextrakt-Agar

Agar-Agar, bakteriologisch

V8-Flussigmedium
(Zur Reaktivierung der
gefriergetrockneten Mycelien)

V8-Agar

Tomatensaft-Agar

YES-Agar

Kihlinkubator

aus ortlichem Supermarkt

DEV, EN ISO 6222:1999, fur die Mikrobiologie,
Carl Roth, Karlsruhe, enthaltend It. Helstel

Trypton 6 g/l
Hefeextrakt 3 g/l

Agar 15 g/l
pH-Wert 7,2 £0,2

hochrein, fur die Bakteriologie, Carl Roth,
Karlsruhe

20 ml Multivitamin-Gemisesaft
300 mg CagO
MitbBgestauf 100 ml auffillen und
autoklavieren.

20 ml Multivitamin-GemUusesaft
300 mg CaCo
15¢9 Agar-Agar

mit HOgestauf 100 ml auffillen und auf dem
Heizruhrer den Agar l6sen, 15 min bei 121°C.

autoklavie ren, noch heil3 10 ml pro Petia¢eh
(d = 10 cm) verteilen und erstarren lassen.

20 ml Tomatensaft
300 mg CaCo
15¢9 Agar-Agar

mit HOgestauf 100 ml auffillen und auf dem
Heizrihrer 16sen, 15 min bei 121°C autoldavi
ren, noch heild 10 ml pro Petrischale (@=1
cm) verteilen und erstarren lassen.

2449 Hefeextrakt-Agar-Pulver
159 Saccharose

mit HOgestauf 100 ml auffillen und auf dem
Heizrihrer 16sen, 15 min bei 121°C autoldavi
ren, noch heil3 10 ml pro Petrischale (@=1
cm) verteilen und erstarren lassen.

KB 115, Binder
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6.3 Extraktion der Kulturen

Zur Probennahme wurde ca. 1 g bewachsener Rergewogene Kunstoffzentrifugenrohr-
chen gegeben, riickgewogen und auf Eis gestellth agabe von 2 ml eiskalter Extraktions-
[6sung wurde mechanisch homogenisiert und sofoeirmal mit je 5 ml Ethylacetat extrahiert
(auf hochster Stufe 30 Sekunden vortexen und sahjitDer enthaltene Anteil an KClI in der
Extraktionslosung diente dabei der besseren Phasening bei der Zentrifugation. Es wurde
je 10 min bei 3.000 x g und 10 °C zentrifugiere dereinigten Extrakte im Evaporator zur
Trockne eingeengt und der Rickstand in Methanajendmmen. Diese Losung wurde zur
HPLC-Untersuchung eingesetzt. Um die Rohextrakt@eitkulturassays zur Inkubation nut-

zen zu kénnen, wurden die trockenen RickstandeMBO statt in Methanol aufgenommen.

Bei den Agar-Kulturen wurden zur Probennahme prigebale zwei Scheibchen ausgesto-
chen (d = 12 mm, entsprechend 0,5 g Probe), mit Extraktionslésung homogenisiert und

zweimal mit je 2 ml Ethylacetat extrahiert. Zur &®n Phasentrennung wurde ebenfalls je
10 min bei 3.000 x g zentrifugiert. Die vereinigtehasen wurden zur Trockne eingeengt und

zur Analyse in 200 pl Methanol aufgenommen.

Stabhomogenisator Ultra Turrax T25

Extraktionslosung KCI 0,15 Mol/l in Wasser (mit HCI auf pH 3
eingestellt um TeA mit zu erfassen)

Ethylacetat p.a., Carl Roth, Karlsruhe

Methanol Rotisolv HPLC Ultra Gradient Grade, CarlRoth

6.4 HPLC-Untersuchung der Extrakte
6.4.1 Herstellen der Standards

AOH, AME und ALT lagen als reine Substanzstandats Jeweils etwa 1-2 mg wurden auf
einer Feinstwaage (0,001 mg Genauigkeit) eingewageMethanol gelést und zu 1 mM L6-

sungen verdunnt. Da der TeA-Standard als Kupfergatlag, musste das Kupfer zunachst
Uber einen stark sauren lonentauscher abgetremmdemweDazu wurden ca. 1,7 mg des TeA-

Kupfersalzes in 2 ml Methanol geldst und Uber éeomatographiesaule mit 1,5 g lonen-
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tauscher vom Kupfer befreit. Die Sadule wurde mmiMethanol nachgespult und die verei-
nigten Eluate im Zentrifugalevaporator zur Trocleiegeengt. Der Ruckstand wurde in 1,5
ml Methanol aufgenommen und davon eine 1:100 Verdiig gegen reines Methanol bei 277
nm photometrisch bestimmt. Uber die gemessene Edimund den Extinktionskoeffzienten
der Tenuazonsaure wurde der TeA-Gehalt der Lésuiigen das Lambert-Beer'sche Gesetz
berechnet (Solfrizzo et al. 2004).

(3

E=1lxcxpn bzw. c=

~
*
=

E: Extinktion;

I: Klvettenlange [cm]

c¢: Konzentration [mol/l]

K: molarer Extinktionskoeffzient
(12980 I+ mol™* x cm ™)

6.4.2 HPLC-Trennprogramm

Zur Trennung wurde ein Stufengradient gewahlt undB/-Diodenarraydetektor zur Detek-
tion verwendet. Dies ermdglichte eine gute Trenndaguntersuchten Toxine untereinander
sowie von unbekannten Extraktkomponenten im gleichrennlauf. Als Eluent A diente bi-
dest. Wasser, das mit Ameisensaure auf pH 3 eeltiestirde, als Eluent B wurde Acetonitril

: Wasser (90 : 10, v : v) verwendet.

Trennprogramm: 1 min bei 19% B
in 1 min auf 50% B
in 10 min auf 55% B
in 10 min auf 100% B
5 min bei 100% B spilen
in 2 min zurtick auf 19% B
6 min bei 19% B equilibrieren

6.4.3 Detektion und Quantifizierung

Es wurde mittels Diodenarray-Detektor (DAD) bei zwerschiedenen Wellenlangen detek-

tiert. AOH, AME und ALT wurden bei 340 nm gemessda,sie bei dieser Wellenlange gut
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absorbieren, wahrend die meisten unbekannten Estiagtanzen nicht erfasst werden. Das
Signal ist daher sauberer als bei kirzeren Weltgydé. TeA absorbiert bei 340 nm schlecht
und wurde daher bei seinem Absorptionsmaximum \&h rfin gemessen, was jedoch auch
zu einer hoheren Anzahl unbekannter Peaks im Chogreanm fuhrt. Die Peaks werden
anhand ihrer Retentionszeiten und UV-Absorptionsspa im Vergleich mit den reinen
Standards identifiziert. Die meisten Extraktprolesforderten die mehrmalige Messung in
verschiedenen Verdinnungen, um die Peaks der untgen Toxine im jeweiligen Konzent-
rationsbereich der Kalibriergeraden zu messen.TDingehalte der Proben wurden tber die

Regressionsgeraden der externen Kalibrierungercieee

Geréate und Chemikalien:

HPLC-Anlage: Shimadzu prominence
Steuergerat CBM-20A
Entgaser DGU-20A3
Pumpen, Binargradient LC-20AT
Autosampler SIL-20AC
Saulenofen CTO-20AC (40°C)
Diodenarraydetektor SPD-M20A
Séaule Phenomenex Luna 5u C18(2) 250 x 4,6 mm
Auswertungssoftware LC-Solution real timelgsia

software
Acetonitril for HPLC gradient analysis, Acros
Feinstwaagen Sartorius, Mettler Toledo
Methanol Rotisolv HPLC Ultra Gradient Grade, CarlRoth
lonentauscher Dowex 50WX8 100-200 mesh, CarlRoth

Chromatographiesdule  mit Hahn
TeA-Standard ((0,5 Cu)-TeA, Sigma, CAS 610-88-8)
AOH-, AME-, ALT

-Standards Sigma
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6.5 Comet-Assay

Der Comet Assay ist eine Technik zur Einzelzellgbsdtrophorese. Er ermoglicht es, DNA-
Schadigungen in einzelnen Zellen nachzuweiseneilmes urspringlichen Form (Ostling und
Johanson 1984) werden nur DNA-Doppelstrangbriicfessy doch durch die Verwendung
basischer Puffer (Singh et al., 1988) kénnen aublA{Einzelstrangbriche, Alkalisensitive
Stellen (z.B. apurine Stellen), DNA-DNA- und DNAe&Rein-Crosslinks erfasst werden. Mit
diesem Test kdnnen selbst geringe DNA-Schaden eagbgen werden. Durch eine zusatzli-
che Enzymbehandlung mit Formamidopyrimidin-DNA-gigklase (FPG) lassen sich zusatz-
liche DNA-Schadigungen erfassen. Der Comet-Assajehe aus den folgenden Einzelschrit-

ten:

Vorbereiten der Objekttrager (OT)

Zweck der OT-Vorbereitung ist es, moglichst lufd@afreie, homogene Agarosegele zu erhal-
ten, die gut auswertbar sind und fest auf dem Qipfeder haften. Dazu werden einseitig
sandgestrahlte Objekttrager verwendet. Auf die Beite werden 40 pl heil3e, normalschmel-
zende Agarose (NMA) gegeben und mit einem andefezDeinem dinnen Film ausgezo-
gen und trocknen gelassen. Pro OT werden in cen Blstand noch zweimal 60 pul NMA auf
den OT pipettiert und mit je einem Deckglaschetblatenfrei abgedeckt. Der OT wird zum
Aushéarten der Gelpads noch ca. 10 Minuten auf Esefjt und ist dann in einer feuchten

Kammer ca. 2 Tage im Kuhlschrank haltbar.

Inkubation der Zellen

In Kunststoff-Petrischalen (d = 50 mm) werden 300.@ellen in 5 ml serumhaltigem Kul-
turmedium 48 Stunden lang im Brutschrank anwaclggdassen. Zur Inkubation wird das
Medium unter der Sterilbank abgesaugt, und durchl Serumhaltiges Inkubationsmedium
ersetzt. Die Substanzen sind in DMSO gel6st, uedkainzentrationen so gewahlt, dass das
Inkubationsmedium stets 1% DMSO in der Endkonzéotraenthélt. Als Negativkontrolle
dient reines DMSO (1% in der Endkonzentration) ulsikert wird im Brutschrank (37 °C, 5%
CQO,). Danach wird das Medium abgegossen, die Pettsthait 2 ml PBS gewaschen und
mit 0,5 ml Trypsinlésung 90 Sekunden lang im Brh#swk inkubiert. Danach werden sofort
0,5 ml serumhaltiges Medium zugegeben um das Twypsiinaktivieren. Die Zellen werden
durch sorgfaltiges Absptlen mittels Eppendorf-Rgo@bm Boden der Petrischale gel6st, da-

bei durch mehrmaliges Aufziehen vereinzelt undimessgekihltes Eppendorf-Gefald (2 ml)
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Uberfuhrt. Die Petrischale wird nochmals mit 0,5Mddium gespult und die Suspensionen
vereinigt. Lebendzellzahl und Viabilitat werden t@i$ Trypanblau-Auschlussmethode mik-
roskopisch mit einer Neubauer-Zahlkammer bestinsighge Absatz 6.1.6.2). Die Viabilitat
soll dabei stets Uber 80% liegen, um mdogliche Akef aufgrund zytotoxischer, apoptoti-
scher, etc. Effekte zu vermeiden. Um bei den weitdBearbeitungsschritten eine unbewusste
Ungleichbehandlung zu vermeiden werden die eineefteben mit Zahlen kodiert.

Einbetten der Zellen in Agarose

Bei zu hoher Zelldichte im Agarosegelpad wird daszéhlen der Schweife erschwert. Insbe-
sondere bei hohen Schweifintensitaten kénnen danchdJberlappung einzelne Signale fir
die Messung unbrauchbar werden. Es werden deshalbgi Aliquote von nur 30.000 Zellen
entnommen, in je einem neuen Eppendorf-Réhrchemihang bei 425 x g und 4 °C zentri-
fugiert und der Uberstand vorsichtig abpipettiBras Zellpellet ist mit bloRem Auge nicht zu

erkennen. Alle R6hrchen werden standig auf Eisggeta

Die 0,8%-ige LMA-L6sung wird bis zur voélligen Klamg erhitzt (ca. 70 °C) und wieder auf
ca. 40 °C abkuhlen gelassen. Der vorbereitete Q@ mit der Kodierung beschriftet und die
Deckglaschen entfernt. Das Zellpellet wird mit @@gr LMA in drei bis vier Pipettenhiben

resuspendiert, auf das Gelpad pipettiert und sofidrdem Deckglaschen luftblasenfrei abge-
deckt. Somit befinden sich auf jedem OT jeweils izBele der gleichen Inkubation. Zum

Aushérten der LMA-Gele wird der OT 10 min auf Eedept.

Lyse der Zellen

Die Deckglaschen werden entfernt und die OT in eiammer mit Lysepuffer-
Gebrauchslosung tUber Nacht eingelegt. Die Zellwamag sonstigen Zellbestandteile der
eingebetteten Zellen werden dabei fragmentiertaufgelost, sodass die DNA der Zelle sich

frei im entstandenen Hohlraum im Agarosegel vestekann.

Enzymbehandlung

Die Behandlung mit Formamidopyrimidin-DNA-glykosgka (FPG) ausscherichia coli
dient der Uberfiihrung bestimmter DNA-BasenschadedNA-Einzelstrangbriiche (siehe
Abschnitt 2.7.5). Dadurch kénnen weitere, meistlaiive DNA-Schaden miterfasst werden.

Die OT werden dazu dreimal je 5 min mit eiskaltemzympuffer gewaschen. Die FPG-
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Stammldsung wird mit Enzympuffer auf eine geeigréb@zentration verdinnt (1:3000), 50
ul dieser FPG-Losung werden auf das Gelpad gegebémit einem Deckglas abgedeckt.
Auf die nicht zu behandelnden OT werden pro Gelp@dul Enzympuffer gegeben und mit

einem Deckglaschen versehen. Alle OT werden 30lamig im Brutschrank inkubiert.

Alkalisierung und Elektrophorese

Die Alkalisierung (pH > 13) beendet die FPG-Behandl und fiihrt zur Auftrennung der
DNA-Doppelstrange in Einzelstrdnge. So kénnen disazlich durch FPG verursachten
DNA-Einzelstrangbriiche miterfasst werden. Die Dé@&ghen werden hierzu entfernt, die
Objekttrager in die eisgekihlte Elektrophoresekamgedéegt und mit kaltem Elektrophorese-
puffer 3 - 4 mm hoch Uberschichtet. Die Alkalisieguerfolgt 20 min lang im Dunkeln. Da-
nach wird flr 20 Minuten die Elektrophorese beiM26nd 300 mA durchgefiihrt. Die Strom-
starke wird dazu durch vorsichtige Abnahme bzw.abggan weiterem Elektrophoresepuffer

eingestellt.

Anfarben und Auswertung

Nach der Elektrophorese werden die Objekttraganmdige 5 Minuten mit kaltem Neutrali-
sationspuffer gewaschen. Pro Gelpad werden 40 hidliEmbromid-Féarbeldsung aufgetropft
und mit einem Deckglaschen abgedeckt. Anschlie3eliten die OT mdglichst bald ausge-
wertet werden, da die Fluoreszenzintensitat anennsachlasst. Sie sind jedoch in einer
feuchten OT-Aufbewahrungskammer bei +7°C bis zu584hden haltbar. Ausgewertet wird
am Fluoreszenzmikroskop bei 100-facher VergroRenumd rechnergestitzter Bildauswer-
tung. Durch die Migration der DNA-Fragmente zur Aedbei der Elektrophorese erscheinen
Zellen mit geschadigter DNA kometenférmig mit eindNA-Schweif". Je starker die DNA
fragmentiert ist, desto starkere Schweifbildungzistbeobachten. Die Software erfasst das
Fluoreszenzbild der Zelle digital, integriert Ulokrs gesamte Signal und ermittelt den DNA-
Anteil im Kopf und Schweif. Das Intensitatsverh#étamon DNA-Schweif zur Gesamtintensi-
tat wird als Schweifintensitat bezeichnet und eiggieh als Messgrol3e fir das Ausmald der
DNA-Schadigung. Pro Probe bzw. Objekttrager wert@éd Signale ausgewertet (50 pro Ge-
Ipad) und der Mittelwert gebildet.
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Gerate und Chemikalien:

Fluoreszenzmikroskop

Software;

UV-Kammer

Lysepuffer:

Lysepuffer
Gebrauchslésung:

Elektrophoresepuffer:

Neutralisationspuffer:

Phosphatpuffer
fir Agarose:

Normal melting
agarose (NMA)

Low melting
agarose (LMA)
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Axio Scope Al, Zeiss, Quecksil-
berdampflampe, CY- 3-Filter (Ex: 512 nm / Efrb90
nm)

Comet IV-System, Perceptive Instruments

BLX-312, 5 x 8 W, Vilber

2,5 M NacCl
100 mM EDTA
100 mM Tris

in bidest. Wasser l6sen, pH = 10 einstellen, 1%rylaarcosin
zusetzen.

89% (v:v) Lysepuffer Stammlésung
10% (v:v) DMSO (techn.)
1% (v:v) Triton-X 100

60 ml 10 M NaOH
10 ml 200 mM EDTA (pH = 10)
mit bidest. Wasser auf 2 | aufftllen.

0,4 M Tris / HCI (pH = 7,5)

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO,

8,1 mM NaPQO,

mit bidest. Wasser auf 1 | auffillen.

0,5% NMA (BioRad) in Phosphatpuffer

0,8% LMA (BioRad) in Phosphatpuffer
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Die Agarose wird auf der Heizplatte bis zur volhgKlarung
erhitzt. Die Verarbeitung der LMA erfolgt, wenn sieeauf ca.
45°C abgekdihlt ist, um die Zellen bei der Einbeftuicht ther-
misch zu beschédigen.

Ethidiumbromid
(EtBr)-Farbeldsung EtBr-Stammlésung (10 mg/ml) mit bidest. Wasser2guf
pg/ml verdinnen.

Enzympuffer: 40 mM HEPES
0,1 M KClI
0,5 mM EDTA
0,2 mg/ml BSA
Der pH wird mit KOH auf 8,0 eingestellt.
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6.6 Sulforhodamin B (SRB)-Assay

Der Sulforhodamin B Assay ist ein einfacher undsgerer Proliferations-Assay. Der Farb-
stoff Sulforhodamin B bindet in saurem Milieu anlg@eteine. Wird der Farbstoffiilberschuss
durch Waschen entfernt und das gebundene SRB digchugabe von Tris-Base wieder ge-
I6st, korreliert die messbare Extinktion sehr guttaer Zellzahl (Perez et al., 1993). Antipro-
liferative, aber auch proliferative und zytotoxiediffekte der untersuchten Substanzen lassen

sich somit durch einfache photometrische Messusgrhmen.

Durchfuhrung:

Fur den Test werden in 96-Well-Platten je 800 Zefjeo Well ausgeséat und bei 37 °C und 5%
CQO; im Brutschrank 48 Stunden lang anwachsen gelagsesthlieRend wird 24 Stunden
bzw. 72 Stunden lang mit verschiedenen VerdinnumtgnTestsubstanz in serumhaltigem
Zellkulturmedium inkubiert (100 pl/Well), wobei diBMSO-Konzentration im Endansatz
stets 1% betragt. Durch die Zugabe von 10 pl 5086-igichloressigsaure (TCA) wird die
Reaktion gestoppt. Die Platte wird 30 min bei 7ifCKuhlschrank belassen, wodurch die
Zellen am Boden fixiert werden. Durch vorsichtigeigrmaliges Waschen mit bidest. Wasser
werden Zell- und Mediumreste entfernt, die Platiber Nacht luftgetrocknet und am nach-
sten Tag mit 25 pl 0,4%-igem SRB-Reagenz 30 mig Eagefarbt. Der nicht an Zellproteine
gebundene Farbstoffiberschuss wird durch zweinsliyaschen mit bidest. Wasser und
zweimaliges Spulen mit 1%-iger Essigsaure entfétath dem Trocknen werden pro Well 50
pl Tris-Base zugesetzt, der gebundene Farbstothduorsichtiges Schwenken geldst und die

Platte im Plattenphotometer bei 570 nm photomédtnsrmessen.

Zur Berechnung der relativen Proliferation der ipienten Zellen werden die Mittelwerte der
gemessenen Extinktionen jeweils auf die mittlerdirikkion der Negativkontrolle DMSO
bezogen ("test-over-control"), die somit 100% dahstZur Berechnung der halbmaximalen

Hemmkonzentration 1§ wird eine dreifaktorielle Potenzfunktion der Form
y=ax*xbxx°

verwendet, da diese den Zusammenhang zwischerseizger Inkubationskonzentration und
gemessener Extinktionséanderung gut beschreibt ¢ifiegenden Fall R= 0,975 bzw. 0,995).
Auftragung der Werte und Kurvenfitting wurden mitign 8 (Origin-Labs) durchgeflhrt.
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Gerate und Chemikalien:

96-Well-Mikrotiterplatten Greiner

Mikrotiterplattenlesegerat: Victor3V 1240, Perkin Elmer
Sulforhodamin B 0,4 g gelost in 1%iger HAc, CarlRoth
Trichloressigsaure 50% (w : v) in dest. Wasser, CarlRoth
Tris-Base 10 mM (1,21 g/l) in dest. Wasser, CarlRoth

6.7 Dichlorofluorescein (DCF)-Assay

Der DCF-Assay erlaubt die empfindliche Detektiomweranderungen des intrazelluléaren
Redoxstatus. Der Assay beruht auf dem Prinzip, ddies Fluoreszenz-Sonde 2'7'-
Dihydrodichlorofluoresceindiacetat {HCF-DA) die Zellmembran relativ leicht passieren
kann. In der Zelle wird das Molekll von zellular&sterasen zum hydrophileren 2',7'-
Dihydrodichlorouorescein (HDCF) und Acetat gespalten. Oxidierende Substanmeder
Zelle, wie z.B. reaktive Sauerstoff- und Stickstpfzies, kdnnen dann das nicht fluoreszie-
rende HDCF zum fluoreszierenden DCF oxidieren. Ein Intéisanstieg des gemessenen
Fluoreszenzsignals kann daher als Mal} fur einexptative Beeinflussung des intrazellula-

ren Redoxstatus dienen.

Durchfuhrung:

In einer schwarzen 96-Well-Platte werden 40.000edepro Well ausgesat und 48 Stunden
bei 37 °C und 5% COm Brutschrank anwachsen gelassen. Das Medium witeiner Ka-
nile abgesaugt und die Platte mit 100 pl PBS prb ®i#emal gewaschen. Dann wird pro
Well mit je 100 pl HDCF-DA-L6sung 30 min inkubiert und anschliel3end irmad mit 100

ul PBS gewaschen, um extrazellulare Reste destBdsszu entfernen. Die Inkubation mit
den Testsubstanzen erfolgt in 100 ul farblosem DM#&tlium, da der tblicherweise enthal-
tene Indikator Phenolrot die Fluoreszenzmessungrstiviirde. Sobald alle Testsubstanzen
aufgegeben sind, wird im Mikrotiterplattenlesegetét Blindwert der Fluoreszenz gemessen
(Ex: 485 nm / Em: 535 nm, 0,1 s). Die Platte wird Brutschrank 60 min inkubiert und an-
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schlie3end erneut die Fluoreszenz gemessen..DE&HDA lichtempfindlich ist, werden alle
Arbeitsschritte in abgedunkelten Raumen durchgeéfiétis Negativkontrolle dient das Lose-
mittel DMSO (1% in der Endkonzentration), das im dkeichen Konzentration in allen Gbri-
gen Inkubationslosungen ebenfalls enthalten is. Pdsitivkontrolle wird der bekannte Re-
doxcycler Menadion eingesetzt (20 uM), der durdrkst intrazellulare ROS-Bildung den
Redoxstatus der Zelle prooxidativ beeinflusst uredgkmessene Fluoreszenz signifikant er-
hoht. Die aul3ersten Wells jeder Platte werden raakgewertet, um mogliche Artefakte durch
"Randeffekte” zu vermeiden. Jedes Einzelexperin{@6tWell-Platte) erlaubt somit eine
Sechsfachmessung von bis zu acht Probenkonzeneatizeben Positiv- und Negativkontrol-
le.

Fir jedes einzelne Well einer bestimmten Substamzkatration wird die Differenz der Fluo-
reszenz (vor und nach Inkubation) berechnet undvitelwert der sechs Einzelwerte gebil-
det. Die mittlere Fluoreszenzzunahme durch die éhikkubation wird auf die mittlere Fluo-
reszenzzunahme durch die Negativkontrolle DMSO dezd"test-over-control").

Mittelwert(AFluoresz. Probe)
Mittelwert(AFluoresz. DMSO)

Relative Fluoreszenz =

Gerate und Chemikalien:

schwarze 96-Well-Mikrotiterplatten Corning

Mikrotiterplattenlesegerat VictordV 1240, Perkin Elmer

2',7'-Dihydrodichlorouoresceindiacetat Sigma

H.DCF-DA-L6sung (10 mM in DMSO, daraus 1:200
Verdinnung in PBS)

Farbloses DMEM-Medium: Sigma

Multipette: Eppendorf
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6.8 Genotoxizitiatsgeleitete Fraktionierung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten, genattitsgeleiteten Fraktionierungen der
komplexen Alternariaextrakte dienen der Erkennumg) Hingrenzung von Extraktbestandtei-
len, die fir die beobachteten DNA-schadigendenkiigfder Gesamtextrakte verantwortlich
sind. Das Prinzip beruht auf der HPLC-Trennunglaesplexen Extraktes in mehrere Frak-
tionen und die anschlie3ende Prifung der einzdingktionen auf ihr jeweiliges, genotoxi-
sches Potential. Der Comet-Assay eignet sich hiédsonders als genotoxikologischer End-
punkt, da er sehr empfindlich ist und nur geringgbEBnmengen fir die Inkubation erfordert.
Zur Auftrennung wird das beschriebene, analytigdR&C-Trennprogramm mit Stufengra-
dient zwischen Wasser und Acetonitril mit einerlgiischen RP-S&ule (Phenomenex Luna
C18(2) 5u, 250 x 4,6 mm) verwendet. Am Detektoranggwird das Eluat eines HPLC-Laufs
dazu manuell, in Zeitfraktionen getrennt, aufgeandie Fraktionsgrenzen wurden mit Ab-

standen von einigen Minuten gewabhlt; die genauéteZsind in Tab. 6-1 angegeben.

Tab. 6-1 Zeitschema der toxizitatsgeleiteten Fraktionigrun

Fraktion Retentionszeit Enthaltene "Haupt"-Toxine
F1 0-6 min
F2 6 - 10,3 min ALT, ACH
F3 10,3 - 12 min TeA
F4 12 - 15,8 min
F5 15,8 - 19 min AME
F6 19 - 25 min
F7 25 - 30 min
F8 30 - 38 min

Die aufgefangenen Eluate von jeweils einigen Midinh werden im Zentrifugalevaporator
etwa eine Stunde bei 60 mbar Vakuum eingeengt, emmHauptteil des enthaltenen Acetonit-
rils zu entfernen. AnschlieRend werden die wassriggsungen zweimal mit dem jeweils
Doppelten ihres Volumens an Ethylacetat (EtAc) axert, beide EtAc-Phasen der einzelnen
Fraktionen in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen vaggi und im Zentrifugalevaporator zur

Trockne eingeengt. Die Ruckstande werden in 50MED aufgenommen und durch weitere
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Zugabe von je 4,95 ml serumhaltigen Zellkulturmeasudirekt die Inkubationslésungen her-
gestellt, die fir den anschlieBenden Comet-Assaytitg werden. Kann der Comet-Assay
aus Zeitgrinden nicht direkt im Anschluss an diakEonierung erfolgen, so empfiehlt es
sich, die trockenen Rickstdnde der Fraktionen mitsger Zentrifugenréhrchen bis zum
nachsten Tag bei -80°C zu lagern, und sie erst\worrder Inkubation in DMSO und Zellkul-

turmedium aufzunehmen. Somit wird moglichen Vedastinbekannter Extraktbestandteile

von geringer Stabilitat entgegengewirkt.

Die Inkubation und weitere Bearbeitung der Zellewie die Auswertung der Schweifintensi-
taten erfolgte analog zu den in Abschnitt 6.5 besbenen Comet-Assays (3 x°1H8T29-
Zellen in kleinen Petrischalen (d = 5 cm))

6.9 Semipraparative HPLC

Um grolB3ere Mengen der zunachst unbekannten, gaschex Substanzen ATX II, ATX IlI
bzw. Stemphyltoxin Ill zu gewinnen, wurde semipré@ae HPLC eingesetzt. Praparationen
wurden an zwei verschiedenen Systemen durchgeihem Varian-System mit Varian Mic-
rosorb 100-5 C18-Saule sowie an einem Knauer-Systgmhenomenex Luna C18(2)-Saule.
Zur Vorreinigung der komplexen Schimmelextrakte dauzundchst SPE eingesetzt, spater

eine erarbeitete Extraktionsmethode, mit der ellerdate Ergebnisse erzielt wurden.

6.9.1 Vorreinigung mittels Festphasenextraktion (SPE)

Zur Abtrennung von Extraktbestandteilen, die beildBPLC-Trennung des Schimmelpilzex-
traktes storen (insbesondere der hohe Lipidgehaltyle der komplexe Extrakt zunachst mit-
tels SPE vorgereinigt. Der Rohextrakt von 200 gseleimmeltem ReisA. alternataDSM
62010, 21 Tage nach Inokulation) bestand aus etmbttaunschwarzem Ol. Es werden dazu
zunachst Strata C18-E Gigatubes (Phenomenex, 6001d) mit wassrigem KiPO,-Puffer
(10 mM, pH 3,2 eingestellt mit4#0y) equilibriert. Pro Saule werden 200 pl des Exeakh

1 ml ACN geldst bzw. suspendiert, ultraschallbeledndnd mit 10 ml des Phosphatpuffers
verdunnt, auf die Saule aufgebracht und das eetiddgt ACN mit weiteren 10 ml Phosphat-
puffer ausgespult. Mit je 10 ml Methanol : Phosph#fermischungen jeweils ansteigender
Methanolkonzentration (10%, 20%, 30% ... 100%) weidert und aufgefangen bzw. verwor-
fen (Tabelle 6-2). Die ersten 9 Fraktionen entlmattabei keine der interessanten Toxine und
werden verworfen. Der Hauptteil der Peaks 4.1 (ATund 4.2 (vermutlich Stemphyltoxin
) ist in Fraktion 10 (100% Methanol) enthaltddie Saule wird anschliel3end 10 Minuten
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trocken gesaugt, wobei sich vor allem AME im Eltiatlet (Fraktion 11, die ebenfalls ver-
worfen wurde); Peak 5.2 (moglicherweise ATX llluigrt mit reinem Methanol nach dem
Trocknungsschritt, allerdings nur unvollstandiglbSe nach mehreren Elutionsschritten mit
Methanol eluiert immer noch Peak 5.2. Aufgrund sleh daraus ergebenden Substanzverlus-
te und grofRen Elutionsvolumina eignet sich dies¢éhblde weniger gut zur Vorreinigung von
ATX IlI, eine Vorreinigung des enthaltenen ATX Ihd des vermutlichen Stemphyltoxin 111 ist

allerdings maglich.

Tab. 6-2 Fraktionierungsschema der SPE-Methode zur Extoaldinigung.

Eluat- KH,PO,4- )
) Methanol Enthaltene Toxine
fraktion Puffer
1 10% 90% verworfen
2 20% 70% verworfen
verworfen (TeA)
8 80% 20% verworfen
9 90% 10% AOH (wenig Peak 4.1)
10 100% 0% Peak 4.1, Peak 4.2
11
- - AME (wenig Peak 5.2)
(Trocknung)
12 100% 0% Peak 5.2 (wenig AME)
13 100% 0% Peak 5.2
14 100% 0% Peak 5.2

Die vereinigten Eluatfraktionen 10 bzw. 12-14 dewgiligen Saulen wurden im Rotations-
verdampfer auf etwa 10 ml eingeengt. Die so gewoargsung wurde zur Injektion in die
semipraparative HPLC eingesetzt. Weitere Substandienim rohen Schimmelpilzextrakt
enthalten sind und die HPLC-Trennung bzw. -Praparaterschlechtern bzw. stéren kdnnen
(z.B. grolRe Mengen TeA, AOH, AME ...) werden bei Werreinigung mittels SPE ebenfalls
abgetrennt, was grof3ere Injektionsmengen pro HPad-ermdglicht und weiterhin die Ver-

wendung schnellerer Trennprogramme erlaubt.
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6.9.2 Vorreinigung mittels Extraktion

Der komplexe Ethylacetatextrakt der Reiskulturem ydternaria bestand nach Entfernung
des Ethylacetats durch Evaporierung aus braunsezewa®l (etwa 1% der Menge an extra-
hiertem, verschimmeltem Reis), das nicht direkt Injektion genutzt werden konnte. Um
schneller, einfacher und kostengunstiger vom 6ligehextrakt zu einer Toxinlésung zu ge-
langen, die sich zur Injektion in die semiprapaatiPLC eignet, wurde eine Extraktionsme-
thode erarbeitet, bei der die interessierendennBoriit wassrig-methanolischer Lésung aus

der braunschwarzen Olphase extrahiert werden.

Durch vierfaches Ausschitteln des oligen Rohexéiakibn 200 @A. alternataDSM 62010-
Reiskultur (ca. 2 ml) mit jeweils 5 ml eines 60%mgMethanol-Wasser-Gemisches wurden
so 20 ml eines wassrig-methanolischen Reextralde®gnen. Zur besseren Phasentrennung
wurde jeweils 10 Minuten bei 3.000 x g zentrifugi®ie methanolische Phase war beim ers-
ten Ausschutteln stark gelb-orange gefarbt, wobeiFarbintensitat bei jedem weiteren Aus-
schatteln deutlich nachlield und sie schlielichfiimften Schritt vollig farblos war. Die 6lige
Phase des Rohextraktes blieb dabei unverandetirem braunschwarzen Farbe und ihrem
Volumen von etwa 2 ml. Die vereinigten, methandiiséissrigen Phasen enthielten TeA,
AOH, AME sowie ATX Il und das vermutliche Stemplopin 11l. Nur sehr geringe Mengen
ATX 11l wurden mit dieser Methode aus dem 6ligenhigrtrakt abgetrennt, da die Loslichkeit
dieses Toxins bei 60% Methanol gering ist. Wie alyénden Abschnitt dargestellt erleichtert
sich zusétzlich die semipraparative Trennung voK ATund vermutlichem Stemphyltoxin 11
erheblich durch die Abwesenheit von ATX Il im Rémkt, sodass diese schnelle und kosten-
gunstige Methode zur Entfettung des 6ligen Roh&iésagenutzt werden kann, wenn die se-
mipraparative HPLC-Trennung von ATX Il und Stemghbyin 11l angestrebt wird. Zur Reext-
raktion von ATX lll ist diese Methode der wassrigtimanolischen Reextraktion aufgrund der
hohen Lipophilie von ATX Ill nicht geeignet. Selds¢i einer Reextraktion mit hoheren Me-
thanolgehalten, bis hin zum reinem Methanol wirdan geringe Mengen an ATX Il pro
Ausschittelungsschritt in die Methanolphase Ubaemgelhndererseits hat dies auch die L6-
sung grélierer Mengen an Lipiden zur Folge, waschnellen Verstopfung der semipréapara-
tiven HPLC fuhrt.
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6.9.3 HPLC-Trennung der Toxine
6.9.3.1 Varian Dynamax-System

Die durch SPE vorgereinigte, altertoxinhaltige Bkttdsung wurde auf einem semipraparati-
ven, binaren Hochdruckgradienten-HPLC-System (Yargetrennt. Als Programm wurde ein
Stufengradient zwischen Wasser (A) und Methanol €Bigesetzt, wobei die eigentliche
Trennung der ATX II-, ATX Ill und Stemphyltoxin HPeaks bei konstant 66% B erfolgte.
Detektiert wurde mittels UV-Detektor bei einer Veégllange von 278 nm. Pro Trennlauf wur-
den 2 ml manuell injiziert und die Eluate der Sahgpeaks manuell am Detektorausgang
aufgefangen, wobei standig das Detektorsignal igirfieurde. Die Retentionszeiten lagen bei
21 - 21,8 min fur Peak 4.1 (ATX Il), bei 22 - 2Zybn fir Peak 5.2 (ATX Ill) und bei 23 - 24
min fur Peak 4.2 (vermutlich Stemphyltoxin 11l) Diereinigten Eluate der Substanzpeaks aus
den einzelnen Laufen wurden auf SPE-Saule aufgeg@&ieata C18-E Gigatubes, Phenome-
nex). Mit je 30 ml dest. Wasser wurden Reste dedgr#tels ausgespult und die Saulen eine
Stunde lang trockengesaugt. Mit 30 ml Methanol wardnschlieRend die préaparierten Toxi-
ne in Erlenmeyerkolben mit Schliff eluiert. Aus dgelblichen Toxinlésungen wurden durch
anschlieBende Gefriertrocknung einige Milligrammdltend gelben Feststoffes gewonnen
(ATX Il bzw. Peak 4.1). Bei den Losungen des vetimlen Stemphyltoxin Il (Peak 4.2)
und ATX Il (Peak 5.2) fuhrte deren geringe Stdétlibei der Trocknung zum Verlust ihrer
gelben Farbe unter Bildung eines braunen Feststater unldslich in Methanol, Chloroform

oder Hexan war (siehe auch Abschnitt 4.6.1).

HPLC-System Varian Dynamax

Pumpen PrepStar SD-1, Varian (2 x)

UV-Detektor ProStar (Dual Wavelength), Varian (Detektion bei 278 nm)
Saule Microsorb 100-5 C18, 250 x 21,4 mm, Varian

Laufmittel A dest.HO (1% Ameisensaure)

Laufmittel B Methanol, HPLC gradient grade, Fluka

Flussrate 20 ml/min
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Trennprogramm 0 min10%B
5 min10% B
10 min 66% B
23 min 66% B
24 min 100% B
30 min 100% B (Spulschritt)
32 min 10% B
38 min 10% B (equilibrieren)

6.9.3.2 Knauer-System

Bei spateren Préaparationen wurde ein semiprapasbiLC-System von Knauer verwendet.
Zur Injektion wurde der 6lige Rohextrakt einer Reisur vonA. alternataDSM 62010 dabei
nicht mittels SPE vorgereinigt, sondern durch wigssrethanolische Extraktion eine injizier-
bare Toxinldsung gewonnen (s.0.), von der pro Tearnl - 3 ml manuell injiziert wurden.
Die beste Trennung der interessierenden Peaks waokliatisch bei 57 : 43 (v : v) Methanol

. dest. HO erreicht. Das Signal des UV-Detektors (278 nmjdewkontinuierlich beobachtet
und die Eluate der Substanzpeaks manuell am De#eiggang aufgefangen. Die Retentions-
zeiten betrugen 31 - 33 min fir ATX 1l und 40 - @ fur das vermutliche Stemphyltoxin I11.
Die Retentionszeit fir Peak 5.2 liegt dazwischenebga 36 min, wobei jedoch die injizierte
Toxinlésung fast keinen Peak 5.2 enthielt und &th Versuch unternommen wurde diesen
zu praparieren. Ein weiterer Extrakt, der fur diégaration verwendet wurdd.(alternata
DSM 62006) enthielt nur sehr wenig TeA, sodassekeltierende, hthere Trennleistung eine
etwas schnellere Trennung erlaubte (60 : 40, Methawasser). Die Retentionszeiten betru-
gen dabei 26 - 28 min fur ATX 1l und 32 - 35 mim fstemphyltoxin Il (siehe auch Abschnitt
4.10.2).

Die vereinigten Eluatfraktionen der einzelnen Ttéofe wurden bei Raumtemperatur im
Rotationsevaporator eingeengt um den Hauptteibd#saltenen Methanols zu entfernen. An-
schlieBend wurde die Losung zweimal mit dem doppelblumen an Chloroform extrahiert,
wobei die gelbe Farbung in die Chloroformphase gibgr Nach Entfernung des Chloroforms
im Rotationsevaporator blieb ATX Il als leuchterallgr Feststoff im Kolben zuriick, der mit
etwa einem Milliliter Ethylacetat aufgenommen wur@gée gelbe Losung wurde in ein 2 ml
Eppendorfgefald tberfuhrt, das zuvor im Vakuumexsgarcgetrocknet und vorgewogen wur-
de. Im Zentrifugalevaporator wurde das Ethylacetdfernt und das Gefafld tber Nacht im
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Vakuumexsiccator getrocknet, gewogen und die Torimye aus der Differenz berechnet. Mit
Methanol wurde eine Stammlésung zu 1 mg ATX |l ptdliliter hergestellt, in Aliquote zu 1
ml und 100 pl (entsprechend 1 mg und 100 pg ATaliigeteilt, das Methanol im Zentrifu-

galevaporator entfernt und die trockenen Aliquage-BO°C bis zum Gebrauch gelagert.

Im Falle des vermutlichen Stemphyltoxin Il bildetieh im Augenblick vollstandiger Trock-
nung bzw. Entfernung des Losemittels ein braunststaf unter Verlust der gelben Farbe
und der Ldslichkeit in Methanol, Ethylacetat, Clolmrm oder Hexan, analog zur Beobach-
tung bei der Gefriertrocknung (s.0.). Um dennocé darmutliche Stemphyltoxin Il flr toxi-
kologische Versuche einsetzen zu kénnen, wurdeldreEvaporation der Stemphyltoxin IlI-
Lésung noch vor Erreichen der Trockne 1 ml DMSOeagadzt und die Losung noch weitere
funf Stunden bei 60 mbar im Zentrifugalevaporatomvrestlichen Chloroform befreit. Die
somit erhaltene Lésung in DMSO behielt ihre gellagbE und Ldslichkeit, sodass sie fiir
vitro-Versuche einsetzbar war. Eine direkte Wagung eieemn Feststoffes war dadurch aller-
dings nicht mehr moglich. Aufgrund der groRen Abinkieit von Stemphyltoxin 1l zu ATX II
bezuglich Struktur und UV-Spektrum wurde die Kortzation der Losung jedoch nahe-
rungsweise als ATX Il mittels HPLC ermittelt. Dig4ung enthielt demnach etwa 2,25 mM
Stemphyltoxin 1l in DMSO (berechnet anhand dereexén Kalibrierung fur ATX 11) und
konnte in entsprechender Verdunnungifiivitro-Versuche eingesetzt werden. Um Substanz-
verlusten aufgrund der geringen Stabilitat entgegetrken, wurde die Losung aliquotiert,
bei -80°C gelagert und wiederholtes Auftauen undrigiren soweit wie maglich vermieden.
Ebenso wurden alle Inkubationslésungenifiivitro-Versuche kurz vor der Inkubation frisch

angesetzt.

HPLC-System Knauer

Pumpe Knauer Smartline 1000 (LPG)

Steuergerat Knauer Manager 5000

UV-Detektor Agilent G1315D UV/VIS-DAD (mit preparative flonedl)
Steuerungssoftware ClarityChrom, Knauer

Saule Luna C18(2), 5u, 250 x 21,2 mm, Phenomenex
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Laufmittel A dest.HO (1% Ameisensaure)

Laufmittel B Methanol, HPLC gradient grade

beide Laufmittel wurden vor Gebrauch ca. 16 chirch
Ultraschallbehandlung entgast.

Flussrate: 20 ml/min

Trennprogramm: isokratisch, 57% B : 43% A,

(bzw. 60% B : 40% A, schnelleres Programm Aealterna-
ta DSM 62006-Extrakt mit geringem TeA-Gehalt)

Rotationsevaporator: Rotavapor R, Bichi

Zentrifugalevaporator: BA-VC-300H, mit PU-HY-CH Membranbumpe, H.Saur

6.10 Bestimmung des Gesamtglutathiongehaltes (tGSH)

Einflisse auf den Gesamtglutathiongehalt von HT2BesA wurden anhand einer Modifikati-
on der von Tietze (1969) beschriebenen Methodesuntht, wie sie im Arbeitskreis durchge-
fuhrt wurde (Gehrke 2008). Die Methode beruht ppretl auf der Umsetzung von GSH mit
5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoeséure) (DTNB), wobebdtiometrisch ein gemischtes Disulfid
und 5-Thio-2-nitrobenzoat (TNB) entstehen, undtégzs anhand seiner Absorption bei 412
nm photometrisch bestimmt werden kann. Da die exiei Form des Glutathions (GSSG)
nicht mit DTNB reagiert, wird zuvor eine Reduktiamt Glutathionreduktase durchgefinhrt,
bei der GSSG zu GSH umgesetzt wird. Die anschlg®&iimsetzung mit DTNB erfasst so-
mit den Gesamtglutathiongehalt (tGSH) der Zellere I5SH-Gehalte der Proben werden

anhand einer mitgefuihrten Konzentrationsreihe v8i&tandardiésungen errechnet.

Inkubation der Zellen

Es wurden je 1,6 x fAHT29-Zellen in 10 ml DMEM-Kulturmedium (10% FKSY4P/S) pro
Petrischale (d = 10 cm) ausgeséat und 24 Stundeads&n gelassen. Zur Inkubation wurde
das Zellkulturmedium abgesaugt und durch 10 ml gweeiligen Inkubationsmediums
(DMEM, 10% FKS, 1%P/S) ersetzt. Als Negativkonteotliente das Losungsmittel DMSO,

das in allen Inkubationsmedien in der gleichen Bmdkentration (1%) enthalten war. Als Po-
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sitivkontrolle wurde 0,01% 2-Vinylpyrimidin (2-VPgingesetzt, das GSH abfangt und den
tGSH-Gehalt dadurch senkt (Griffith 1980).

Aufarbeitung der Zellen

Nach der Inkubation der Zellen wurde das Mediumegbgsen und die Zellen zweimal mit je
5 ml PBS gewaschen, 1 ml Trypsinlésung zugegebén2umin bei 37 °C inkubiert. Durch
Zugabe von 1 ml FKS-haltigem DMEM-Medium wurde dagpsin sogleich inaktiviert, die
Zellen durch grundliches Abspilen mit der Pipegésgt und in ein eisgekuhltes 15 ml Fal-
contube Uberfuhrt. Verbliebene Zellen wurden dureleimaliges Spulen der Petrischale mit
je 1 ml eiskaltem PBS aufgenommen und mit den @brigellen vereinigt. Die Zellsuspen-
sionen wurden durch mehrmaliges Aufziehen mit dpetie vereinzelt, je ein Aliquot 20 pl
mit 180 pl Trypanblau versetzt und die Zellvialditmithilfe einer Neubauer Z&hlkammer
mikroskopisch kontrolliert. Die beobachteten Vighiien nach einstindiger Inkubation betru-
gen, analog zur Inkubation der Comet-Assays, iméwmi Fall unter 85%, sodass Artefakte
aufgrund von zytotoxischen Effekten bei den duréhigeen tGSH-Bestimmungen ebenfalls
unwahrscheinlich waren. Die Zellsuspensionen wurbi@min bei 4°C und 400 x g zentrifu-
giert, der Uberstand verworfen, das Zellpellet imiLA/B-Puffer resuspendiert, das 15 ml
Falcontube dreimal mit je 20 ul A/B-Puffer gespiittd mit der tbrigen Zellsuspension in
einem 2 ml Eppendorfgefal3 vereinigt. Nach ernezentrifugation (10 min, 4 °C, 400 x Q)
wurde der Uberstand entfernt und das Zellpell&7@ pl frischem A/B-Puffer resuspendiert.
Je zwei Aliquote (10 ul) wurden zur anschlieRen&eateinbestimmung (s.u.) von dieser
Zellsuspension entnommen und in EppendorfgefalRger®0 pl eisgekihltem A/B-Puffer
uberflhrt.

Die verbliebenen 350 ul Zellsuspension wurden zenddurierung der Proteine mit 350 pl
10%-iger Sulfosalicylsaure (SSA) versetzt, gevdrt@® min auf Eis stehen gelassen und die
ausgefallten Proteine anschlieRend 10 min bei 260Qund 4 °C abzentrifugiert. Aliquote

dieses Uberstands wurden sofort zur tGSH-Messurgesetzt.

Messung des tGSH

In einer 96-Well Platte wurden pro Well 10 pl ddseistands gegeben. Daneben wurden von
jeder mitgefuhrten Konzentration des GSH-Standédist Konzentrationen zwischen 20 und
200 UM GSH, gel6st in 5% SSA), sowie des Blindwei@2 SSA) ebenfalls 10 ul in ein

Well pipettiert. Da die enzymatische Reaktion umefiiar nach Zugabe des Reaktionsmix
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beginnt, wurde dieser zigig mittels einer Mehrkpipatte aufgegeben und anschlie3end so-
fort die Messung im Plattenphotometer begonnen.déorMessung wurde die Platte zur Mi-
schung 30 Sekunden lang geschittelt und im Ansshédes Well 0,1 Sekunde lang bei 402
nm gemessen. Nach exakt 2 Minuten erfolgte einateWwéessung, sodass aus der Differenz
die Extinktionszunahme relativ zur Zeit ermittekndten konnte. Die Messungen erfolgten bei
Raumtemperatur, wobei jeweils Doppelbestimmungerchdjefihrt wurden (je 2 Wells pro

Probenlésung, GSH-Standardlésung bzw. Blindwert).

Auswertung

Die Werte der Doppelbestimmungen wurden gemittigdt mittlere Extinktion der ersten Mes-
sung von der der zweiten Messung subtrahiert umdhddie Minuten geteilt, wodurch sich
die Extinktionszunahme pro Minute ergab. Aus dertirkkiionszunahme der GSH-
Standardlésungen wurde eine RegressionsgeradéteB3e tGSH-Gehalt der Proben wurde
anhand dieser Regressionsgeraden aus der Extisktinahme der Proben errechnet. Um
Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Experimerte gewahrleisten, wurde der tGSH-
Gehalt auf die Proteinkonzentration der Probe bezagd als nmol tGSH / mg Protein ange-

geben.

Bestimmung der Proteinmenge mittels Bichinchinoningure (BCA)

Das Prinzip der Bestimmung der Proteinkonzentratiatiels Bichinchinoninsdure (BCA)
beruht auf der Bildung eines EwKomplexes im Alkalischen mit anschlieBender Reiturkt
der Ci*-lonen zu Cirlonen durch Proteine. Das Ausmaf dieser Redulkstodiabei propor-
tional zur vorliegenden Proteinmenge. Die gebilde@ai-lonen bilden mit BCA im alkali-
schen pH-Bereich einen stabilen, violett gefarl{@mplex, der bei 562 nm photometrisch
gemessen werden kann. Durch Mitfihrung von Pratemusrdlosungen bekannter Konzent-
ration kann eine Regressionsgerade erstellt weeddrgnd derer die Proteinkonzentration der

Probenlésungen aus der gemessenen Extinktion eltmitd.
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Durchfuhrung

Alle Messungen wurden als Doppelbestimmung in 9&-Werotiterplatten durchgefihrt (je

2 Wells pro Standard- bzw. Probenloésung). Aus komek erhaltlicher Protein-
Standardldésung (bovines Serumalbumin (BSA), 2 my/murden durch Verdinnung mit
A/B-Puffer sieben Konzentrationen zwischen 0,1 m@/| hergestellt. Von diesen Lésungen
wurden je 25 pl pro Well in die Mikrotiterplattepaittiert, mit 175 pl BCA-Reaktionslosung
versetzt und 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiDie hohere Viskositat der Probenlo-
sungen, verglichen mit den Proteinstandardldsungesthwerte jedoch eine gleichméaRige
Reaktion mit der BCA-Reagenzlésung, sodass diebaton in Eppendorfgefal3en im Heiz-
rattler durchgefuhrt wurde. Dazu wurden je 10 pi Bebenldsung zu 90 ul A/B-Puffer (vor-
gelegt in 1,5 ml Eppendorfgefal3en) pipettiert. Bre%:10-Verdinnungsschritt war notwen-
dig, um den Konzentrationsbereich der Vergleichsigen nicht zu Uberschreiten. Dazu
wurde, analog zur Standardreihe, die 7-fache Memg8CA-Reagenzlosung gegeben (700
pl) und sofort bei 37 °C im vorgeheizten Heizriit®® min lang inkubiert. Zum Abstoppen
der Reaktion wurden die Eppendorfgefal3e anschleeBefort auf Eis gestellt und zur Mes-
sung jeweils 200 pl der Lésungen neben der Stagdeaden in die Mikrotiterplatte pipet-

tiert. AnschlieRend erfolgte sofort die MessungAlattenphotometer bei 595 nm.

Aus den gemittelten Extinktionswerten der Prot@indardiésungen wurde eine Regressions-
gerade erstellt, anhand derer die Proteinkonzémtrater Probenlésungen aus ihren jeweils
gemittelten Extinktionen ermittelt wurden. UnterrBeksichtigung des Verdiinnungsfaktors

(10) wurden die Proteinkonzentrationen der Protsmqg in mg/ml errechnet.

Geréte und Chemikalien

Puffer A 4,25 g KHPO,
0,585 g EDTA
in bidest. Wasser |6sen, auf 250 ml auffillen,
Lagerung bei 4 °C.

Puffer B 10,9 g kHPO,
1,175 g EDTA
in bidest. Wasser |6sen, auf 500 ml auffiillen,
Lagerung bei 4 °C.

A/B-Puffer 15 ml Puffer A
85 ml Puffer B
fur jedes Experiment frisch anzusetzen.
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DTNB-LOsung (6 mM) 11,9 mg DTNB
in 5 ml A/B-Puffer l6sen;
fur jedes Experiment frisch anzusetzen.

Glutathionreduktase-

I6sung (GR) 50 U/ml fur jedes Experiment frisch aus GR-Stammlésung
(168 U/ml, Sigma) mit A/B-Puffer auf 50 U/mér
dunnt.

NaHCOs-Losung (0,5%) 125 mg NaHC@
in 25 ml bidest. Wasser l6sen, Lagerung 7€ 4

NADPH-L6sung (20 mM) 16,1 mg NADPH
in 1 ml 0,5%-iger NaHC£LAsung losen;
Lagerung bei -80 °C

tGSH-Reagenzmix (pro Well)

164 pl A/B-Puffer

20 pl DTNB-L6sung

4 ul NADPH-L6sung

2 ul GR-L6sung (50 U/ml)

unmittelbar vor der Messung anzusetzen.

BCA-Reagenzien zur Proteinbestimmung
(gebrauchsfertige Loésungen, Sigma)

Reagenz A BCA, NaCO;s, Na-Tartrat, NaHCg)
geldstin 0,1 N NaOH, pH: 11,25

Reagenz B 4% (w : v) CuS@* 5 H,O-L6sung

BCA-Reagenzldsung A B-Mischung, 50 : 1 (v :v)
unmittelbar vor der Messung anzusetzen.

Heizrattler Thriller, 1,5 ml, Peglab
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6.11 Untersuchung der Gentranskription (Realtime PCR)

Einflisse auf die Transkription bestimmter Genedearmittels Realtime PCR untersucht.
Dazu wurden HT29-Zellen inkubiert, ihre mRNA isoliand zunachst zu komplementarer
DNA (cDNA) umgeschrieben. Anschlie3end wurden ausgpte Sequenzen dieser cDNA
mittels PCR gezielt vervielféltigt, wobei der Fleszenzfarbstoff SYBR-Green (Qiagen) die
Verfolgung der Menge an PCR-Produkten in Echtzeitoglicht.

Inkubation der Zellen

Je 16 HT29-Zellen wurden pro Petrischale (d = 10 cm)@nml serumhaltigem DMEM aus-
gesat und 48 h anwachsen gelassen. Zur Inkubatiodewdas Medium abgesaugt und durch
10 ml serumhaltigen Inkubationsmediums ersetztAdaslIl bzw. das vermutliche Stemphyl-
toxin Il (gelost in DMSO) enthielt, sodass alleibationsmedien in der Endkonzentration
0,01 - 1 uM ATX Il bzw. Stemphyltoxin lll neben 1BAMSO enthielten. Die Negativkontrol-
le enthielt lediglich DMSO, als Positivkontrolle vden 200 uM tert-Butylhydrochinon
(tBHQ) mitgefuhrt.

Isolieren der mRNA

Die Isolierung der mRNA aus den inkubierten HT2%&tewurde mit dem RNeasy Mini Kit
von Qiagen durchgefuhrt, und alle Arbeitsschrit@ ¢Herstellerangaben entsprechend durch-
gefuhrt. Die adharenten Zellen wurden direkt inletrischale durch Zugabe des mitgeliefer-
ten Extraktionspuffers lysiert, der Gberdies RNAs@ibitoren enthalt. Die enthaltene RNA
wurde unter Ethanolzusatz an die "RNeasy silica bram' der Mini-Spin-Saulen gebunden
und nach mehreren Spulschritten mit verschiedengferA schlie3lich die reine RNA mit
RNAse-freiem Wasser von der Saule in ein RNAseefrétppendorfgefald eluiert. Folgende,

einzelne Arbeitsschritte wurden dazu durchgefihrt.

Durchfuhrung
- Absaugen des Inkubationsmediums.
- Spulen der Zellen auf der Petrischale mit 5 reka&item PBS.

- Absaugen eventueller PBS-Reste in der Petrischale
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- Zugabe von 600 ul RLT-Puffer (Lysepuffer), denvatp-Mercaptoethanol zugesetzt
wurde (10 pl/ ml).

- Abschaben des Lysates mittels sterilem Gummisahaibd Uberfiihrung in ein RNA-

se-freies Eppendorfgefals.

- Homogenisieren des Zelllysates durch 5-fachesernielurch eine 0,9 mm Kanile (20
gauge).

- Zugabe von 600 ul Ethanol (70%), durch Resusgeedimischen und diese Suspen-
sion auf die Membran der Spin-Saule aufgeben urdk@&eorsichtig schliel3en.

- Zentrifugation (15 sek, 10000 x g, Raumtempejaurchfluss verwerfen.
- 700 pl des RW1-Puffers auf die Membran gebenbaeckel vorsichtig schliel3en.
- Zentrifugation (15 sek, 10000 x g, Raumtempejaurchfluss verwerfen.
- 500 pl des RPE-Puffers auf die Membran gebenDeukel vorsichtig schlie3en.
- Zentrifugation (15 sek, 10000 x g, Raumtempejaurchfluss verwerfen.
- 500 pl des RPE-Puffers auf die Membran gebenDeukel vorsichtig schlie3en.
- Zentrifugation (2 min, 10000 x g, RaumtemperatDgrchfluss verwerfen.

- Spin-Saule vorsichtig in neues Eppendorfgefal3fibeen und nochmals 1 min bei

20000 x g zentrifugieren, um die Membran vollstgrui trocken.

- Spin-Séaule vorsichtig in neues Eppendorfgefaltfibeen, 70 ul RNAse-freies Was-
ser auf die Membran aufgeben und 1 min bei 100§@entrifugieren, um die RNA

zu eluieren.

- Lagerung der mRNA-L6sung bei -80 °C .

Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der RNA-LGsung wurde spektralpnogtrisch mit einem Nanodrop 2000c
Spektralphotometer (Peglab) bei 260 nm ermittath@nd des Verhaltnisses zwischen den
gemessenen Extinktionswerten bei 260 nm bzw. 2804y A2s0-Wert) wurde dabei zusatz-
lich die Reinheit der isolierten DNA Uberpruft, waldie Proben stets im Bereich zwischen
1,8 - 2,3 lagen, was guter Reinheit der RNA entspriRNeasy Mini Handbuch, 09/2010).
Vor der Messung wurde das Geréat jedes Mal auf dasendete, RNAse-freie Wasser kalib-

riert.
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Reverse Transkription

Da die Tag-DNA-Polymerase ausschlief3lich DNA vdf@lggen kann, musste die isolierte
RNA zunéachst zu komplementarer DNA (cDNA) umgesaben werden. Dieser Schritt wur-

de vor der eigentlichen PCR mithilfe des viralerzyins Reverse Transkriptase durchgefihrt.

Durchfuhrung

- Verdunnen der isolierten RNA-LAsung auf 500 ngMRMo 6 ul durch Zugabe
von RNAse-freiem Wasser.

- Zugabe von 1 pl gDNA Wipe-out-Puffer (7x).
- 2 min bei 42 °C inkubieren.

- Zusatz von 3 pl RT-Mastermix (0,5 pl QuantiscRaverse Transkriptase, 0,5 pl
RT-Primermix, 2 pl Quantiscript RT-Puffer).

- 15 min Inkubation bei 42 °C.
- 3 min Inkubation bei 95 °C.

Die erhaltene cDNA-L6sung (10 pl) wurde mit weited pl RNAse-freiem Wasser auf in-
sgesamt 20 pl Volumen verdiinnt, um die weitere Hahdng zu vereinfachen. Diese cDNA-

Lésung kann bei -20 °C gelagert werden.

Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion ist eine Methodeexponentiellen Vervielfaltigung definier-
ter DNA-Sequenzem vitro. Der gesamte Prozess umfasst tblicherweise 2GicBQvieder-
holende Zyklen, wobei jeder Zyklus dabei in dreni@®te unterteilt ist. Im ersten, als Denatu-
rierung ("melting") bezeichneten Schritt wird di&B auf 94 - 96 °C erhitzt, wobei die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den DNA-Bagsdist werden, die die DNA-
Doppelstrange zusammenhalten. Sowohl die DNA aih die im Reaktionsmix enthaltenen
Primer liegen danach als Einzelstrange vor. Beisthliel3enden Schritt der Primerhybridi-
sierung ("primer annealing") wird ca. 30 Sekundmrgleine Temperatur eingestellt, die eine
spezifische Anlagerung der eingesetzten Primeli@ihden komplementaren DNA-Stellen

ermoglicht. Diese Temperatur liegt primerspezifisugist im Bereich von 55 - 65 °C. Im drit-
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ten Schritt, der Elongation, ergénzt die Tag-Polyase den DNA-Einzelstrang mit freien
Nukleotiden, die im Reaktionsmix enthalten sindgadr zum Doppelstrang, beginnend am
3'-Ende des angelagerten Primers. Die Elongatidéwie dabei stets in Richtung33' des
neu gebildeten Strangs und bis zum Ende des DN&n§é#ss, der als Vorlage dient. Die dabei
verwendete Temperatur ist abh&ngig vom Temperaiomam der eingesetzten Polymerase
(meist 68 - 72 °C). Mit jedem Zyklus wird somit diatersuchte DNA-Sequenz (zwischen

den eingesetzten Primern) verdoppelt.

Durchfuhrung
Jede Probe wurde doppelt pipettiert.

- Pro Well der PCR-Platte wurden 19 pl PCR-Masterfhd pl SYBR-Green
Mastermix (2x), 2 ml Primer-Mix (10x), 7 ul RNAseefes Wasser) vorgelegt.

- Je 1 ul cDNA-LGsung als Vorlage zugegeben (ertisp25 ng cDNA). 1 pl
RNAse-freies Wasser als Blindwert ("no templatetamt).

- Die PCR-Platte mit einer Klebefolie versiegelt.

- Zentrifugieren der PCR-Platte bei 1000 x g.

- Reaktion und Messung im Thermocycler mit folgenderogramm:
- Inkubation bei 94 °C flr 15 sek (Schmelzen).
- Inkubation bei 55 °C flr 30 sek (Primerhybridrsieg).
- Inkubation bei 72 °C fir 30 sek (Elongation).

- Fluoreszenzmessung (Ex. 488 nm / Em. 524 nm).

Insgesamt wurden 40 Zyklen durchgefuhrt, wobei istesn Zyklus die Schmelzphase langer
war (15 min, um die Polymerase zu aktivieren). Atie8end wurden die Schmelzkurven
zwischen 60 °C (1 min) - 95 °C (15 s) in 0,3 °C @tdn bestimmt, um eventuelle unspezifi-

sche PCR-Produkte ausschlief3en zu kdnnen.

Der enthaltene Farbstoff interkaliert in DNA-Dopgteiinge, wobei der gebildete Komplex im
blauen Spektralbereich absorbiért s = 488 nm) und im griinen Bereich emittiert{x =

524 nm). Die gemessene Fluoreszenzintensitatnsit ®n Mal3 fir die im Reaktionsansatz
enthaltene DNA.
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Auswertung

Um mdgliche Effekte der Inkubationssubstanzen aafTdanskriptionsrate der untersuchten
Gene erkennen zu konnen, wurde die relative Trgrtgkn dieser Gene berechnet. Dazu
wurde ein unreguliertes Kontrollgen mitgefuhrt ¢(hias "housekeeping genf-Aktin) und
die Transkriptmenge der untersuchten Gene auf @dirskriptmenge dieses Kontrollgens be-
zogen. Zur Berechnung der relativen Transkriptiamde dieAACr-Methode verwendet. Der
Ct-Wert ("threshold cycle") bezeichnet dabei die remische Anzahl an Thermocyclerzyk-
len, ab der das gemessene Fluoreszenzsignal diergtumdfluoreszenz der Probe signifikant
Ubersteigt. Der &Wert ist somit ein Mal3 fur die urspringliche Mendgr untersuchten
DNA-Sequenz im Reaktionsansatz bzw. in den inkidmeZellen.

ACt = Gt zielgen) - Cr (Kontroligen)

AANCT=Cr (Probe)™ G (Kontrolle)

rel. Transkription = 244%;

Zielgene: Nrf2, GSTA1, GSTA2
Kontrollgen:3-Aktin
Kontrolle: DMSO

Anhand der relativen Transkriptionswerte ist eilgniikanzberechnung zwischen der Nega-
tivkontrolle DMSO und den Testsubstanzen nicht rmetiglich, da die relativen Transkripti-
onswerte der Substanzinkubationen bereits eine Bl@ierung auf die Negativkontrolle
enthalten. Die Signifikanzberechnung wurde dahbaad deACr-Werte mittelsStudent's-t
Test durchgeflihrt, was eine sinnvolle statistidoberpretation der Messdaten erlaubt (Karlen
et al. 2007).

Verwendete Kits

RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QuantiTect® Reverse Transcription QIAGEN GmbH, Hilden
QuantiTect® SYBR Green PCR-Kit QIAGEN GmbH, Hilden

Quantitect Primer Assays
Hs ACTB_1 SG, QT00095431 QIAGEN GmbH, Hilden

Hs_GSTA2_1_SGQT00015960 QIAGEN GmbH, Hilden
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Hs_GSTA1_1_SG, QT00060739 QIAGEN GmbH, Hilden

Hs_NFE2L2 1 SG, QT00027384 QIAGEN GmbH, Hilden

6.12 Apoptoseinduktion (Cell Death Detection ELISAP'YS)

Um auf mdgliche Apoptoseinduktion nach Inkubati@m\HT29-Zellen mit ATX Il zu unter-
suchen, wurde das kommerziell erhaltliche Cell Bdaetection ELISA™YS Kit der Firma
Roche eingesetzt, das alle benétigten Losungeneskamtrollen enthalt. Die Versuche wur-
den den Herstellerangaben entsprechend durchgedstPrinzip des Tests beruht auf einem
guantitativen Sandwich-Enzymimmunoassay mit monudien Antikrpern der Maus, die
gegen Mono- und Oligonukleosomen gerichtet sinésBica. 180 bp langen, an Histone as-
soziierten DNA-Fragmente (bzw. Vielfache davon)seetien, wenn im Rahmen der Apoptose
die C&*- und Md*-abhangige endogene Nuklease die hochkondensidifead der zugang-
lichsten Stelle spaltet (der internukleosomalenkédr”-Region) und sind ein typisches Indiz

fur Apoptoseinduktion der Zelle.

In die Wells einer mit Streptavidin beschichteterkidtiterplatte wird Zelllysat inkubierter
Zellen pipettiert und eine mitgelieferte MischungmAnti-Histon-Biotin und peroxidasemar-
kierten (POD) Anti-DNA-Antikdrpern zugegeben. Wadeeiner zweistiindigen Inkubations-
zeit binden die biotinmarkierten Anti-Histon-Antiigier an den Histonteil von Nukleosomen
und an die streptavidinbeschichtete Mikrotitergatbie peroxidasemarkierten Anti-DNA-
Antikdrper binden an den DNA-Teil der Nukleosomdlach Entfernung der ungebundenen
Antikorper durch Spulschritte werden die gebunddaxdekleosomen photometrisch bestimmt,
indem die Peroxidaseaktivitdt mit ABTS (2,2’-Azidd3-ethyl-benz-thiazolin-sulfonat]) als
Substrat gemessen wird (Handbuch Cell Death Dete&LISA™"US | Roche).

Durchfuhrung

- 6 x 10 HT29-Zellen in 5 ml serumhaltigem DMEM in Petristdn ausgesat
und 48 h anwachsen gelassen.

- Zellkulturmedium durch Inkubationsmedium (5 miwgahaltiges DMEM, 0,01 -
1 uM ATX Il, 1% DMSO in Endkonz.) ersetzt und 12blw. 24 h im Brut-
schrank inkubiert. Reines DMSO in der gleichen Kaorieation diente als Nega-

tivkontrolle.
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- Inkubationsmedium von der Petrischale abgenomuamehin 15 ml Falcontube
auf Eis Uberfuhrt, Petrischale zweimal mit je 1RPBS gespilt und das PBS mit

dem Inkubationsmedium vereinigt.

- Zellen mit 0,5 ml Trypsinlésung abtrypsiniert sderypsin durch Zugabe von 0,5
ml serumhaltigem DMEM inaktiviert. Zellsuspensian Falcontube mit dem
Inkubationsmedium und PBS vereinigt. Petrischalehnmals mit 0,5 ml serum-
haltigem DMEM nachgespult und ebenfalls ins Falabatpipettiert.

- Zentrifugation bei 450 x g und 4 °C fur 5 min.

- Uberstand vorsichtig abgenommen, 10 ml frisckéskaltes PBS zugesetzt und

Zellen resuspendiert.
- Zentrifugation bei 450 x g und 4 °C fur 5 min.

- 9,5 ml PBS abgenommen; Zellpellet in den verldeden 0,5 ml PBS gut resus-

pendiert.

- Zellzahl- und Viabilitatsbestimmung mittels Duflctsszytometrie (ViaCount,
Guava, s.0.). Dabei wurde kontrolliert, dass didviabilitat stets im gleichen
Bereich wie die jeweilige Negativkontrolle lag, wytotoxische Artefakte aus-

zuschlielRen.

- 200 pl Lysepuffer (im Kit enthalten) in 96-Wellikfotiterplatte vorgelegt; Ali-
quot der Zellsuspension dazu pipettiert, dasZilen entspricht und 30 min bei

Raumtemperatur inkubiert.
- Zentrifugation der Platte bei 200 x g und Raungeratur fir 10 min.

- Vom Uberstand dieses Zelllysates der inkubie#etien vorsichtig 20 pl ins
Well der streptavidinbeschichteten 96-Well Mikretjtlatte pipettiert (bzw. 20 pl
mitgelieferten Positivkontrolle sowie 20 pl desnem "Incubation buffer" zur
Kontrolle des Hintergrunds). 80 ul des frisch gernien Immunoreagens ("In-
cubation buffer" und Antikdrper) dazu pipettieriirHede Probe wurden zwei

Wells pipettiert (Doppelbestimmung).

- Mit Klebefolie abgedeckt und 2 Stunden bei Raungteratur im Schuttelinku-
bator inkubiert (300 rpm).

- Die Wells grindlich abgesaugt und dreimal mi25® pl "Incubation buffer" ge-

spult.
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- 100 pl ABTS-Losung ins Well pipettiert, mit Kleflodie verschlossen und im
Schuttelinkubator (250 rpm) 15 min lang entwicKedtines ABTS als Blindwert

ebenfalls mitgefuhrt).

- Sofortige photometrische Messung im Plattenphetembei 405 nm und 490

nm.

Auswertung

Nach Vorgabe des Herstellers wurden die Extinktie@rge der Doppelbestimmung jeweils
gemittelt und die mittlere Extinktion bei der Refeewellenlangei(= 490 nm) von der mitt-
leren Extinktion bei = 405 nm subtrahiert. Von dieser Extinktionsdifez wurde zusatzlich

die Extinktionsdifferenz des Blindwertes (reinesB abgezogen.

Gerate und Kits

Cell Death Detection ELISA™S Roche Applied Science

Mikrotiterplattenlesegerat VictordV 1240 Multilable Counter, Perkin
Elmer

Zentrifuge Zytofuge, Megafuge 1.0R, Heraeus

Schuttelinkubator SMB30A control, Edmund Buhler

6.13 Untersuchung des Zellzyklus

Einflisse auf die Zellzyklusverteilung von HT29-léel nach Inkubation mit 0,01 - 1 uM
ATX Il wurden durchflusszytometrisch untersucht.sCRrinzip der Messung beruht auf der
Fluoreszenzmessung inkubierter, fixierter ZellenchhaAnfarbung mit dem DNA-
Interkalationsfarbstoff Propidiumiodid (PI), wobdie Fluoreszenzintensitat einzelner Zellen
ein Mal3 fir deren DNA-Gehalt und somit fir ihrewsfte Position im Zellzyklus darstellt.
Verglichen mit Zellen in der §8G;-Phase enthalten Zellen in deg-Bhase, die sich kurz vor
der Mitose befinden, die doppelte Menge an DNA. Behalt der aktiv DNA-replizierenden
Zellen in der S-Phase liegt dazwischen. Als Negatitrolle, diente reines DMSO (1% in der
Endkonzentration in serumhaltigem DMEM) das in dlichen Konzentration ebenfalls in

allen Inkubationsmedien enthalten war.
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Durchfuhrung

Die Zellen wurden unter den gleichen Bedingungesgeasit, inkubiert, trypsiniert und gewa-
schen wie im Fall des Apoptose-ELISA (s.0.). Ebensode durchflusszytometrisch kontrol-
liert, dass die Zellviabilitdt im Bereich der jeligén Negativkontrolle (DMSO) lag. Zur Fi-

xierung wurden die Zellen (suspendiert in 0,5 mBpPBopfenweise in ein 15 ml Falcontube
mit eiskaltem Ethanol (65%) gegeben wéhrend dasoRaibe auf mittlerer Stufe gevortext
wurde. Zur vollstandigen Fixierung wurde diese pttiache Zellsuspension tGber Nacht im
Kihlschrank belassen (7 °C).

- Ein Aliquot der fixierten Zellen in Ethanol (ca.x 17 Zellen) wurde in einem
15 ml Falcontube abzentrifugiert (450 x g, 5 miotdbremse ausgeschaltet, da

die fixierten Zellen ein weniger stabiles Pelldten).
- Vorsichtiges Abnehmen des Uberstands.
- Grundliches Resuspendieren der Zellen in 1 ml BB$SInkubation (1 min).
- Zentrifugation bei 450 x g (5 min) und ausgesigiat Rotorbremse.

- vorsichtiges Abnehmen des Uberstands, grundlitessispendieren der Zellen
in 200 pl "Guava Cell Cycle Reagent". 30 min Inkiidra bei Raumtemperatur

in der Dunkelheit.

- Uberfiihren der Zellsuspension in 1,5 ml Eppergkfid3, resuspendieren durch
kurzes Vortexen auf mittlerer Stufe, um homogendeieng der Zellen zu ge-

waébhrleisten.

- Messung am Guava easyCyte Durchflusszytometelligbtie). Messung von
5000 Zellen pro Probe, wobei Zelltrimmer ("debriswie Zellagglomerate
durch "gating" entfernt wurden. Auswertung mit GaavCyte-Software.

Gerate und Reagenzien

Guava CellCycle Reagent Millipore, Hayward, USA
Guava ViaCount Reagent Millipore, Hayward, USA
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Durchflusszytometer Guava EasyCyte, Millipore, Hayward, USA
mit Auswertunssoftware Viacount bzw.
InCyte

\Vortexer Vortex MS Minishaker IKA, VWR;

\Vortex Genie 2TM, Bender und Hobein AG;

Zentrifuge Zytofuge, Megafuge 1.0R, Heraeus
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6.14 Materialverzeichnis

Chemikalien und Lésungen
Acetonitril, HPLC gradient grade
Low melting agarose (LMA)
Normal melting agarose (NMA)
Bicinchoninsaure (BCA)

Bovine Serum Albumin-Standard

2', 7'-Dichlorofluorescin-Diacetat
(DCFH-DA)

Dikaliumhydrogenphosphat
(K2HPOy)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat
(Na,HPQy)

5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoesaure)
(DTNB)

Essigsaure (HAc) 100 %

Ethanol (EtOH) p. a.

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
L-Glutathion (GSH)

Glutathionreduktase (GR)

lonentauscher Dowex
50WX8 100-200 mesh

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydrogenphosphat (KHPOy)

Acros OrganiGgel, Belgien

Bio-Rad

Bio-Rad

Sigma-Aldrich Chemie GfiMinchen

Pierce BiotechgmpRockford, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. K&arlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH & Co. Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KKarlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. K&arlsruhe
Carl Roth Ghd@bCo. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmhWiinchen

168 U/ml, Sigma-Aldri€hemie GmbH,

Minchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Igarhe
Carl Roth GmbH & Co. KG,&lsruhe

Riedel-de Haén, Honeywell, Seelze
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Menadion (MEN)
B-Mercaptoethanol

Methanol (MeOH)

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHG)O

Natriumdihydrogenphosphat
(NaHPOy)

Natriumhydroxid (NaOH)
Natrium-Lauroylsarcosinat

Nikotinamidadenindinukleotid-
phosphat (NADPH), reduziert

Salzsaure (HCI) 37 %
Sulforhodamin B (SRB)
Sulfosalicylsdure (SSA)

tert -Butylhydrochinon (tBHQ)
Trichloressigsaure (TCA)

Tris(hydroxymethyl-)aminomethan
(TRIS)

Triton X-100

2-Vinylpyridin (2-VP)

Kits

Cell Death Detection ELISA"
Guava CellCycle Reagent
Guava ViaCount Reagent
RNeasy Mini Kit

QuantiTect® Reverse Transcription
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Maea
Fluka, Munchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlge

Carl Roth GmbH & Co. K&arlsruhe
Sigma-Aldrich Cher@mbH, Minchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. K&arlsruhe

Sigma-Aldrich Cher@mbH, Minchen

Fluka, Munchen

Carl Roth GmbH & Co. K@ylsruhe
Sigma-Aldrich Chemie Gmibinchen
Sigma-Aldrich Chemie i Minchen
Sigma-Aldrich ChetGmbH, Minchen

Carl Roth GmbH & CdzKKarlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karl$re

Fluka, Miinchen

Roche Applied Science
Millipore, Hayward, USA
Millipore, Hayward, USA

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbHdEN
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QuantiTect® SYBR Green PCR-Kit QIAGEN GmbH, Hilde
Quantitect Primer Assays
Hs ACTB_1_SG, QT00095431 QIAGEN GmbH, Hilden
Hs GSTAZ2_1 SGQT00015960 QIAGEN GmbH, Hilden
Hs_GSTA1_1 SG, QT00060739 QIAGEN GmbH, Hilden

Hs_NFE2L2 1 SG, QT00027384 QIAGEN GmbH, Hilden

Toxinstandards

Alternariol (AOH) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mchen;

bzw. Dr. Merz, Universitat Kaiserslautern

Alternariolmonomethylether (AME) Sigma-Aldrich &mie GmbH, Minchen;

bzw. Dr. Merz, Universitat Kaiserslautern

Altenuen (ALT) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mimen;

bzw. Dr. Merz, Universitat Kaiserslautern

Tenuazonséaure (TeA) (als €tBalz) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
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Verbrauchsmaterial
Cryo-Rohrchen sterilNUNC
Deckglaser

Eppendorfgefal3e (1,5 ml, 2 ml)
Falcontubes / Zentrifugenréhrchen
Farbetroge / Coplinbecher
Kantlen 0,9 x 40 mm
Kulturflaschen

Objekttrager

Pasteurpipetten

Petrischalen, d = 5, 10 cm
Pipettenspitzen (2,5 - 1000 pl)
Pipettenspitzen (5 ml)
SPE-Gigatubes

TC-Platten, 96-Loch, steril, schwarz
TC-Platten, 96-Loch, steril

Zellschaber, steril
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VWR
Menzel-Glaser
Sarstedt AG & Bombrecht
Sarstedt AGa& limbrecht
Carl Roth GmbH & C@&, Karlsruhe
VWR
Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Menzel-Glaser / Marienfeld, Lauda

Kdnigshofen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Earhe
Sarstedt AG & Cantecht
Sarstedt AG & Bombrecht
VWR
Strata C18-E, 60 ml, 10 g, &nenex
Corning, NIYSA
Greiner Bio-One Gtinlirrickenhausen

Sarstedt AG & Co, NUmbtech



Material und Methoden

Zell- und Schimmelpilzkultur
Agar, bakteriologisch
Calciumcarbonat

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(HT29)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(farblos)

Fotales Kéalberserum (FKS)

Gemdusesatft, pasteurisiert (Bio)
Penicillin/Streptomycin (P/S)
Reis, Langkorn, geschalt
Tomatensaft, pasteurisiert (Bio)
Trypanblau-LAsung

Trypsin

YE-(Hefeextrakt-) Fertigagarpulver

Carl Roth GmbH & Co. KiGarlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, kkanhe

Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Invitrogen, CarlshagA

Ortlicher Supekina
Sigma-Aldrich ChiencmbH, Minchen
Ortlicher Supermarkt

Ortlicher Supearih
Sigma-Aldrich Chemie GmbHjridhen

(Rinderpankreas 3,6 U/ mg) Serva @mb
Heidelberg

Carl Roth Gm&HCo. KG, Karlsruhe
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Material und Methoden

Geréate

Analysenwaagen

Autoklav

Biofreezer (-80 °C),

Brutschranke

Comet-System

Durchflusszytometer

Elektrophoresekammer

Fluoreszenzmikroskop

Electrophorese Power Station

Grobwaagen:

Heiz-Magnetrihrer

HPLC-System Shimadzu

prominence
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CP124 S, Sartorius AG, Goppinge
New Classic MF, ML204/01, Mettler Toledo

Systec D-150, Systec GmbH, Weitegber

EUBIofreezer, Modell U786; New

Brunswick

VIP-Series Ultra Low MDF U535, Sanyo
BD115, Binder

KB115, Binder

Heracell 240 i, C&incubator, Thermo Fisher

Comet-Assay IV-System, Perceptive

Instruments, UK

Guava EasyCyte, Milliporeyiard, USA
mit Auswertunssoftware Viacount bzw.
InCyte

Mod. 41-2025, PeglLab

AXio Scope Al, Zeiss,
Quecksilberdampflampe, CY-3-Filter (Ex: 512
nm / Em: > 590 nm)

EV231, Peqglab

1574 MP8-2, Sartorius AG, Goppinge
New Classic MF, ML6001/01

IKA® RH basic 2, IKA®-Werk8taufen

Steuergerat CBM-20A
Entgaser DGU-20A3
Pumpen LC-20AT
Autosampler SIL-20AC
Saulenofen CTO-20AC (40°C)
Diodenarraydetektor SPD-M20A



Material und Methoden

HPLC-System Agilent 1200

HPLC-System Knauer (semiprep)

HPLC-System Varian Dynamax

Inversmikroskop

Mikrotiterplattenlesegerat

Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter

Elektrophorese Power Supply

Rotationsevaporator

Schuttelinkubator
Spektralphotometer

Sterilbank

Saule Phenomenex Luna 5u C18(2), 250 xn6

Auswertungssoftware LC-Solution

Entgaser G1322A
Quatern.Pumpe G1311A
Autosampler G1329A
Saulenofen G1316A
Diodenarraydetektor G1315D

Auswertungssoftware ChemStation

Steuergerat Knawerdger 5000
Pumpe Knauer Smartline 1000
Diodenarraydetektor G1315D (Agilent)
Saule Luna C18(2), 250 x 21,2 mm,
Phenomenex

Steuerungssoftware ClarityChrom, Knauer

Pumpen PrepStar Shafiav
UV-Detektor ProStar (Dual Wavelength),
Varian
SauleMicrosorb 100-5 C18, 250 x 21,4 mm,
Varian

Axiovert 40C, Zeiss ObjektivePlan,

VictorsV 1240 Multike Counter, Perkin

Elmer
Marienfeld, Lauda-Kodnigshofe

pH 211 Microprocessor pH Meter,
Elektrode: 1420-040, HANNA instruments
Messkette: Mettler Toledo, Inlab 408/120

EV-231, Biotec-Fisher

Rotavapor R-114, Buichi

mit Wasserbad B-480, Bichi
SM30A control, Edmund Buhler
Nanodrop 2000c SpectrofotemBeglab

Biotechnology GmbH
Hera Safe KS 18, Thermo Fischeer8ific

Hera Safe KSP, Thermo Fisher Scientific
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Material und Methoden

Thermocycler StepOne real-time PCR, Appliedsgstems

Tischzentrifugen: 5415 Eppendorf AG, Hamburg;
5415C Eppendorf AG, Hamburg;
5417R, Eppendorf AG,Hamburg;
Mikro 220R, Hettich Zentrifugen;
Mikro 200, Hettich Zentrifugen;
Rotina 420R, Hettich Zentrifugen;
Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg

Ultraschallbad Ultraconic Cleaner, VWR
UV-B-Bestrahlungskammer BLX-312, Vilber
\ortexer Vortex MS Minishaker IKA, VWR;

Vortex Genie 2TM, Bender und Hobein AG;

Wasserbad SW-2004, VWR; GD 100, Grant
Zentrifugalevaporator BA-VC-300H, mit PU-HY-CH Membranbumpe,
H.Saur

Zentrifuge Zytofuge, Megafuge 1.0R, Heraeus
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8 Abstracts

8.1 Abstract Deutsch

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Gewinnungdutoxikologische Charakterisierung
komplexer Extrakte von Schimmelpilzkulturen ausgedei Alternaria spp. Durch Kultivie-
rung verschiedener Alternariastamme auf Reis wulgenakte mit Konzentrationen bis zu
einigen Milligramm der "Haupttoxine" Alternariol @H), Alternariolmonomethylether
(AME) und Tenuazonsaure (TeA) gewonnen. Die Stamengten dabei reproduzierbare, cha-
rakteristische Toxinbildungsprofile. In humanen #&wtarzinomzellen (HT29) vermittelten
die untersuchten Extrakte deutlich starkere DNArggbrechende Wirkung (Comet-Assay),
als anhand der enthaltenen Menge von AQB{ uM) und TeA£ 200 uM) zu erwarten wa-
re. Mittels genotoxizitatsgeleiteter Fraktionierwvgrde diese Wirkung auf drei unbekannte
HPLC-Peaks eingegrenzt, von denen einer anhandrssiikuraten Molekilmasse (ESI-TOF-
MS) und seiner Struktur (NMR) eindeutig als Altedito Il identifiziert wurde. Bei den Ubri-
gen beiden Peaks handelt es sich wahrscheinlictStemphyltoxin Il und Altertoxin Il
(ATX 111). Es konnten Milligrammmengen des reineAll isoliert werden; Stemphyltoxin
lIl wurde als millimolare Stammldsung in DMSO gewemn. Reines ATX Il erwies sich als
potent DNA-schadigend im Comet-Assay(d,1 uM), sowohl bei 1 h als auch bei 24 h Inku-
bation, und trug maR3geblich zur Genotoxizitdt dessdntextraktes bei. Das vermutliche
Stemphyltoxin Ill zeigte vergleichbare Wirkung. DOi&kubation mit ATX Il & 0,05 puM) er-
hohte die Menge an FPG-sensitiven DNA-Basenschaagnfikant, ohne jedoch Einfluss
auf das intrazellulare Redoxgleichgewicht (DCF-Agsdie Transkriptionsrate von verschie-
denen Genen der ROS-Abwehr (real time PCR) odeiGa#mamtglutathiongehalt zu nehmen.
ROS sind als Ursache fir diese Basenschaden dawahtscheinlich. ATX 1l wirkte prolife-
rationshemmend ab 0,05 pM in HT29-Zellen und fukadesinem @G;i-Zellzyklusarrest (1
KM) nach 24 h, jedoch ohne Anzeichen von Apoptagkanhne Veranderung der Zellviabilitat
im gleichen Zeitraum. Da bis heute nur wenige DatenToxikologie und zum Vorkommen
dieser Toxine existieren, sind weitere Untersuclkandringend nétig, um madgliche Gesund-
heitsrisiken durch diese Toxine d&lternaria spp.zu erfassen.

8.2 Abstract Englisch

The production and analysis of complex fungal estg@fAltenaria spp was in the focus of
this work. Fungal extracts, containing up to seivemdligrams per milliliter of the major tox-

ins alternariol (AOH), alternariol momomethyl etH&ME) and tenuazonic acid (TeA) were

172



Abstracts

obtained by cultivating varioualternaria strains on rice. The strains showed reproducible,
characteristic profiles of toxin formation. The mdts exhibited considerably stronger DNA-
damaging properties (comet assay), than to be eeghdéiom their concentration in AOH or
TeA. By genotoxicity guided fractionation theseeets were narrowed down to three un-
known HPLC peaks. One peak was identified as akartll (ATX Il) by its accurate mass
(ESI-TOF-MS) and its molecular structure (NMR), ighthe other peaks presumably con-
sisted of stemphyltoxin Ill and altertoxin 1l (ATXI). Several milligrams of pure ATX Il
were prepared by semipreparative HPLC; stemphyittikiwvas obtained as millimolar stock
solution in DMSO. Purified ATX Il was potently DNAamaging in the comet assay Q.1
uM) after 1 h or 24 h of incubation, thus substdhticontributing to the genotoxic effects of
the complex extract. Incubation with ATX Il sigréintly increased the amount of FPG-
sensitive damages to DNA bases, however, withdldencing the intracellular redox state
(DCF assay), the transcription rate of several geassociated with oxidative DNA damage
(real time PCR) or the total glutathione level loé tell. Reactive oxygen species were there-
fore unlikely as probable cause for the DNA basealges. ATX Il £ 0.05 pM) inhibited the
proliferation of HT29-cells and led toy®; cell cycle arrest (1 uM) after 24 h, without show-
ing indications of apoptosis in that timeframe.d&de, very few toxicological and analytical
data exist for these toxins, rendering further igtsichecessary, in order to detect and prevent

possible health risks b4dternaria contamination.
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9 Formeln
Lineare Regression: y=A+ B *x (berechnet @itgin 7.0 bzw. Excel 2003)

y-Achsenabschnitt (A):

_ (Ziyi )(Zixiz) - (Zixi )(Z(xi * ¥i))

A
N

Steigung (B):
_ n Yl yi) — Cix) Qiyi)

B

Nenner (N):

Fehler der Steigung @)

nS

M= = 2)N

B

Fehler des y-Achsenabschnittsajm

_ S Zixiz
™M= I m=2)N
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Fehlerquadratsumme (S):

S= ) (i~ Bx;— 47

i=1

Standardabweichung(,):

n

’ 1 _

Op_1= % n_l*Z(xi_x)z
i=1
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