Lniversitat
wien

MASTERARBEIT / MASTER'S THESIS

Titel der Masterarbeit / Title of the Master's Thesis

»#Aufreinigung von Altertoxin I, Untersuchung zum Einfluss auf
intrazellulare Glutathionspiegel und Vorstudien zur Bildung von
DNA-Addukten”

.Isolation of Altertoxin Il, research on the impact on intracellular
glutathione levels and preliminary studies on the formation of
DNA-adducts”

verfasst von / submitted by

Victoria Dostal, BSc.

angestrebter akademischer Grad / in partial fulfilment of the requirements for the degree of

Master of Science (MSc.)

Wien, 2015; Vienna, 2015

Studienkennzahl It. Studienblatt / A 066 862
degree programme code as it appears on
the student record sheet:

Studienrichtung It. Studienblatt / Masterstudium Chemie
degree programme as it appears on
the student record sheet:

Betreut von / Supervisor: Prof. Dr. Doris Marko



Inhaltsverzeichnis:

DT ] Y- T=qU ] = PP UPRPPPPPPN 5
L BN I UG s 6
P 1 =Yoo 1< PP PP PPPPPORRRPPPPPIN 7
2.1 Y 21T g1 0= o 1 2 U SEEUR 7
2.1.1 VA0 o] o )] o 1TSS 7
2.1.2 AIEBITIANQ ...ttt et et et e bt e e st e e s abe e s be e e sabeesbeeeanteesareeennneas 9
2.13 Toxine von Alternaria QlternQta ...............ccoeceeeiieeeiiienie e e 10
2,14 Y 1 7= o )1 o T | OO T PSP PRTOPSOP 11
2.2 (G110 714 0 1o o FER PP PRP PRSI 12
2.2.1 NFF2/ARE-SINAIWEE ..ottt ettt ettt e e et e e tre e et e e eaaeeeateseenreeenreeennes 12
222 GIUTALRION ...t s it e sne e sane e 13
2.2.3 GSH-AsSay NACh EIMAN ....euieiiiiii e e rrrr e e e e et e e e e e 14
2.2.4 tGSH-ASSAY NACK TIELZE ettt e e e e e e et rre e e e e e e e e nnrraeees 15
23 DINA-AAAUKEE... ettt ettt et e et sab e e b e s steesabeeesseeesareesanenesaneenas 16
231 DINA-AGAUKLE ...eeeie ettt e st e e s st e e s s sabee e s s sabee e s ensbeeeeenanes 16
2.3.2 Untersuchungen mittels LC-MS/MS ........cuoeoueieeeeeeee ettt et eree e e ens 17
3 Ziel der ArbD@IT ... e 19
I Y 1= o o [T o [PPSR 21
4.1 Vorversuche zur ATX-I1ISOIEIUNG ....eee ittt e s aa e e e earaee s 21
4.1.1 MYKOTOXINEXEIAKE .. .evveeeeiiiee ettt e e e e e et ae e s e snae e e e e abee e e eennes 21
4.1.2 Fraktionierung des Mykotoxinextrakts (semipraperative HPLC) .......cccceecvveeecvieneennee. 21
4.1.3 Aufkonzentrierung der Fraktionen und Peakidentifizierung........ccoceeecvveeincvieecncnneenn, 22
4.1.4 Auftrennung der gesammelten Fraktionen.........cccuvevveciiiiiciiiei e 24
4.2 Hauptversuch ATX-11-1SONEIUNG ....cccviiie ettt e e e e bae e e e sree e e e 25
4.2.1 Herstellung der MyKotoXineXtrakte ........ccceeiiciieiieiiiie e 25
4.2.2 F N I T [ L= U oY TP 25
Masterarbeit

Dostal Victoria, BSc. 2



423 Untersuchung der Fraktionen mittels HPLC-DAD..........cccccveeeciieeeciiee e 26

4.3 F N B L NT L =TT Y =4 U oY -SSR 27
B4 ZeIKUIUT ..ottt sttt et b e sae e sttt e b e b e sbeesanesane e 30
44.1 [ I T4 =T (=T o 30
4.4.2 MEAIUMWECNSE ...t sttt re e 30
443 AUSSTIEUEBN ....evtiii ittt bbbt bbb e e s ba e s s sba e e s eraa e s 30
4.5 TG SH-ASSAY .. annaan 31
45.1 Testversuche zum tGSH-Assay mit AOH UNd AME........cooooiiiiiieeeee e, 31
45.2 GSH-/ GSSG-MESSUNG ...ccvveeeteeeetreeeteeeetteeeeteeeeteeeeteeeeteeeeseeenseeeesseesnseseeseeessesensneesnreeans 33
453 tGSH bei InNkubation Mit ATX-1l......cooiiiiiiieie e s 35
4.6 BCA-METNOGE ...ttt st e ese e e s e e be e e sareesneeesaneenas 37
46.1 Durchfihrung (BCA-VOIVErsUCK) ........ueiiiiiie ettt e 37
4.6.2 Durchfiihrung (BCA-HaUPLVEISUCNE) .....ccuviiieiiee et et 38
4.7 Vorversuch mit Kalbsthymus-DNA zu DNA-Addukten .........cccceeeeieecciiiieeeee e 38
4.8 Vorversuch mit HT29-Zellen zu DNA-AAAUKEEN .......oeieiiiiiieeeeeee e 40
4.9 Vorversuch Adenin/ Guanin INKubation Mt ATX=1l......cooveeoreeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeereeeeeseeenane 42
4.10 Hauptversuch Adenin/Guanin Inkubation mit ATX-1.....ccceeeeeeeeieeeiee e e 43
5 Ergebnisse und DiSKUSSION .....cciviiiiiiiiiiiiiiciiee sttt 46
5.1 Vorversuche zur ATX-I1ISOIEIUNG ....eee ittt e s aa e e e earaee s 46
5.2 Hauptversuch ATX-11 ISOIEIUNE ...cciiiiiee ettt e e e e bee e e e sbee e e e 52
53 ATXA AUTTEINIGUNG . .eeei ettt et e e e e saa e e et e e e esaaeeeesasaeeesansseeesannreeens 54
5.4 Vorversuche vom tGSH-Assay mit AOH UNd AME...........cooiiiiiiiiiiieee e 56
5.5 Bestimmung von tGSH und GSSG in mit ATX-Il inkubierten HT29-Zellen ..........cccccccvveeeneee. 57
5.6  Vorversuche zu DNA-AAAUKEEN.......cooiiiiiiieieeeeeee et 63
5.7 Inkubation von DNA-Basen Mit ATX-Il....ccceiiiiiiiiieieeeseenee et 65
B CONCIUSIO ceeiiiieeee e e e s e e e e e s e e e s nanreeeeas 69
7 MAterialliSte e e 71
Masterarbeit

Dostal Victoria, BSc. 3



7.1 ChemiKalIENIISTE c.ccceeieeeieeeeeeeeeeeeee 71

7.2 (CT=T - 1= I TSROSO PRSPPI 72
I AN o] U 40 oY ={=] o TP PPPPPPPPPRE 74
S B I =T =) AU | OO PPPPPPP R OPOPPPI 76
0 Y o - T o = PP UPOPPPPPN 79

O I R Y o1 o - ot AT PS PR USRPPN 79

10.2  ZUSAMMENTASSUNG ... .uiiiiiiee ittt e e e e e e e e e e e e bt e e e e e e e e seeanbtaaeeeeeesennnsrraaseaaanas 80

10.3  LEDENSIAUT .. s sre e e 81

104 RONAATEN ettt s st e e ea e e s bt e e s ae e e s b e e snee e sareeeanes 82

O R N I | I Ko 1T U o = USSR 82

10.4.2  DINA-AJAUKLE ...eeiiiiiiiie ettt e s e s e e s s bee e s ssabee e e ssabaeesesnbeeeesnanes 84

10.4.3  EGSH-VOIVEISUCNE ....eiiiiieiiiteeeeee ettt sttt e s e s esaneeeaees 90

10.4.4  tGSH-HAUPLVEISUCNE ...eeeieiee ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e nneraeees 91
Masterarbeit

Dostal Victoria, BSc. 4



Danksagung

Ich mochte mich an dieser Stelle bei den Menschen bedanken, die diese Arbeit moglich

gemacht haben.

Allen voran Fr. Prof. Doris Marko, die mir dieses interessante Thema anvertraut hat, sowie
der gesamten Arbeitsgruppe des Instituts fir Lebensmittelchemie und Toxikologie der
Universitat Wien, die mich so herzlich bei sich aufgenommen haben und mir auch immer mit
Rat und Tat zur Seite standen. Mein besonderer Dank gilt dabei Fr. Dr. Christine Tiessen die
mich sehr kompetent betreut hat und die mir stets half, weiters bei Fr. Mag. Jarolim, die
meine Betreuung (ibernommen hat. AuRerdem mochte ich mich noch ausdriicklich bei Hr.
Prof. Rizzi und dem Team des Massenzentrums der Fakultat fir Chemie bedanken, die mir

bei den Messungen meiner Proben und der Interpretation der Spektren halfen.

Zuletzt mochte ich mich hier noch bei meinen Eltern bedanken. lhnen widme ich auch diese
Arbeit, den ohne ihre fortwahrende Unterstiitzung von Kindesbeinen an, wére dies nicht

moglich gewesen.

Masterarbeit
Dostal Victoria, BSc. 5



1 Einleitung

Sichere und gesunde Lebensmittel sind fiir eine normale Entwicklung des Kdrpers von
Mensch und Tier unabdingbar. Allerdings sind nattirliche Lebensmittel wie Obst und Gemise
nicht nur die Nahrungsquellen von hoher entwickelten Lebewesen, sondern vor allem auch
von Mikroorganismen, wie Bakterien und Pilzen aller Art. Dies kann besonders zum Problem

werden, wenn diese Mikroorganismen dabei Toxine bilden (EFSA, 2009).

Obwohl in den Medien meist nur von den Gefahren der weitlaufig bekannten pathogenen
Keime und Bakterien gesprochen wird, stellen haufig Schimmelpilze, welche unter anderem
zum Teil giftige, sekundare Stoffwechselmetabolite (Mykotoxine) produzieren, ein Problem
bei der Produktion, Lagerung und Distribution von Lebensmitteln dar, da diese alle
pflanzlichen Lebensmittel und Futtermittel in allen Stadien der Produktion befallen konnen

und je nach Art ausgesprochen stabil gegen dulRere Einfllsse sind (Lorenz et al., 2012).

Mykotoxine werden von Schimmelpilzen gebildet, um sich einen Wachstumsvorteil auf dem
Nahrboden zu sichern. Wie der Name schon sagt, handelt es sich dabei um Toxine, die auch
bei Menschen und Tieren toxisch wirken kdnnen (Ostry, 2008). Durch die Aufnahme von
kontaminierten Lebensmitteln bzw. Futtermitteln kann es zur Erkrankung des Individuums
oder gar dem Tod durch akute bzw. chronische Wirkung (unter anderem durch
Krebsentstehung) desselben kommen. Einige Mykotoxine, z.B. Ochratoxin A, koénnen in die
Milch oder das Fleisch von Nutztieren gelangen und so den Menschen Uber einen Carry
Over-Effekt schaden (Sgrensen and Elbak, 2005, Fink-Gremmels, 2008).

Diese Arbeit befasst sich ausschlielich mit dem Mykotoxin Altertoxin Il (ATX 1), das zur
Gruppe der Alternaria Toxine gehort. Diese Toxine werden von Pilzen der Gattung Alternaria
wie zum Beispiel A. alternata oder A. solani gebildet. Diese Schimmelpilze befallen Obst,

Gemise und Getreide, sind also ubiquitar in der Ernahrung von Mensch und Tier zu finden.

Neben Lebensmitteln konnen auBerdem Baumaterialen befallen werden, wodurch es zum

,Sick-building Syndrom“ kommen kann (Nielsen et al., 1999).
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2 Theorie

2.1 Schimmelpilze

Schimmelpilze zdhlen zu Mikroorganismen, die fir den Verderb von Lebens- und
Futtermitteln mitverantwortlich sind. Die dabei vom Pilz produzierten (Gift-)Stoffe kdonnen
zu korperlichen Problemen bei Mensch und Tier fiihren. Um das Risiko, dieser Substanzen
abschatzen zu kénnen, bendtigt es fundierte Daten und Studien, die die Toxizitat und die
Toxikokinetik (also der Weg und die Wirkung im Korper) der Substanz untersuchen.
Allerdings sind diese Untersuchungen meist aufwendig und kostspielig (z.B. Tierversuche).
Dementsprechend gibt es fiir einige relevante Toxine noch keine gesundheitlichen

Bewertungen (Lorenz et al., 2012).

Wie viele und welche Toxine ein Schimmelpilz produziert, hdngt nicht nur von der Spezies
ab, sondern auch von den Wachstumsbedingungen, bei denen sich der Schimmel entwickeln
konnte. Faktoren wie die Temperatur, die Wasseraktivitat, der pH-Wert und nicht zuletzt
den Nahrstoffen die der Pilz vorfindet, wirken sich auf dessen Wachstum und dessen
Toxinprofil aus. Auch die Wellenlange bzw. der ganzliche Ausschluss von Licht kann sich stark
auf das Toxinprofil, die Art und die Menge der produzierten Toxine der Schimmelpilze
auswirken (Soderhall et al., 1978, Magan et al., 1984).

2.1.1 Mykotoxine

Unter der Bezeichnung ,Mykotoxine” versteht man sekundare Stoffwechselmetabolite von
Schimmelpilzen.  Nicht alle Arten von  Schimmelpilzen bilden sekundare
Stoffwechselmetabolite, dafiir kénnen die produzierten Mykotoxine fiir den Pilz spezifisch
sein. Diese Substanzen kdnnen toxische Eigenschaften gegeniiber pflanzlichen und tierischen
Organismen zeigen, wobei ihre Toxizitdt, ihr Wirkort und ihre toxische Wirkung stark
variieren. So wirken auch nicht alle Mykotoxine in allen Testsystemen toxisch, sondern nur
auf ein paar bestimmte Organismen. Wahrend Alternariol (AOH) und Alternariol
Monomethylether (AME) beispielsweise DNA-strangbrechend in Saugerzellen und mutagen
in Bakterienzelllinien (Brugger et al., 2006, Fehr et al., 2009) wirken, zeigten die Substanzen

keine toxischen Effekte im Hilhnerembryo-Assay (Griffin and Chu, 1983).

Zu den bekanntesten Mykotoxinen zdhlen unter anderem die Aflatoxine (vor allem Aflatoxin

B1), Patulin, die Zearalenone, die Ochratoxine, die Ergotalkaloide und Toxine aus der Spezies
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Alternaria, wie zum Beispiel Alternariol (AOH) und sein Monomethylether sowie auch die

Tenuazonsdure (TeA).

Haufig bestehen diese Toxine aus einem Polyketid und besitzen ein oder mehrere
Ringsysteme in ihrer Struktur, wobei dies keine Voraussetzung darstellt. Im Normalfall
beziehen sich die Trivialnamen auf die Schimmelpilze von denen sie gebildet werden. So
produziert zum Beispiel Alternaria Alternata die Altertoxine I-lll, Alternariol, etc. Seltener
wurde bei der Namensgebung keine Ricksicht auf den Pilzstamm, der das Toxin erzeugt,

gelegt.

Da viele dieser Toxine hitzestabil sind, kbnnen sie selbst in verarbeiteten Lebensmitteln
nachgewiesen werden. So konnten beispielsweise einige Mykotoxine (darunter AOH und
AME) zwar in verarbeiteten Tomatenprodukten (Ketchup und Tomatensaft) gefunden
werden, daflir nicht in frischen Tomaten. Dasselbe galt fiir Zitrussdfte und entsprechend
dem frischen Zitrusobst (Zhao et al., 2015). Da eine Kontamination aber nicht unbedingt
visuell zu erkennen ist, ist es wichtig bereits die Rohstoffe zu untersuchen und

auszusortieren, sofern diese die vorgeschriebenen Grenzwerte liberschreiten.

Ein groRes Problem bei der Gefahreneinstufung von Mykotoxinen sind unter anderem
synergistische Effekte, welche durch vorliegen von mehreren Mykotoxinen auftreten
konnen. Auf diese Weise wird eine starkere Toxizitat induziert, als wenn die Toxine einzeln
vorliegen wiirden (Pero et al., 1973). Andererseits kann es auch zu antagonistischen Effekten
kommen, was fiur den betroffen Organismus von Vorteil sein kann. Da ein Schimmelpilz
niemals nur ein Mykotoxin erzeugt, ist das Wissen um diesen Umstand und weitere
Untersuchungen in diese Richtung unerlasslich. Hierbei stellt sich dem Experimentator die
Herausforderung, sinnvolle und naturgetreue Mischungen zu finden und zu untersuchen. Es
konnte sich bei diesem Thema um eine zukunftsweisende Entwicklung in der
Mykotoxinforschung handeln, die unter anderem durch genaue, analytische Methoden
(HPLC-MS/MS,...) moglich gemacht wurde.
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Abbildung 1: Einige exemplarische Mykotoxine: Aflatoxin B1 (A), Ochratoxin A (B), Alternariol (C) und Alternariol
Monomethylether (D). AOH und AME gehoren zu den Alternaria Toxinen.

2.1.2 Alternaria

Die Schimmelpilze der Gattung Alternaria sind auch als Schwarzepilze bekannt und ubiquitar
vorhanden. Sie gehdéren zum Stamm der Ascomyceten (Schlauchpilze), in der Klasse der
Dothideomyceten, in der Ordnung der Pleosporales (Lorenz et al., 2012). Die urspriingliche
Gattung Alternaria wurde das erste Mal 1816 von Nees von Esenbeck beschrieben. 2004
wies das Index Fungorum (heute Teil des Kew-Royal Botanic Gardens) bereits 491
Eintragungen von Alternaria Spezies aus (Ostry, 2008). Man findet sie weltweit in den Boden
von Ackern und Feldern, wobei ihre Mengenverteilung und ihr Toxinprofil je nach

klimatischen Bedingungen und geografischer Lage stark variieren (Ostry, 2008).

Besonders bekannte Vertreter der Gattung Alternaria sind die Arten Alternaria alternata und
Alternaria solani. Alternaria alternata befdllt nicht nur Getreide sondern ist auch in
Gebduden, auf Tapeten und Baustoffen zu finden (Nielsen et al., 1999). Alternaria solani
bevorzugt hingegen Nachtschattengewdchse wie Tomaten und Kartoffeln. Andere Spezies
befallen auch Obst und Friichte, A. citri nutzt wie der Name schon sagt Zitruspflanzen als

Substrat. Durch den Einfluss von Alternaria spp. konnen ganze Ernten kontaminiert werden.

Aber nicht nur ihr weltweites Auftreten stellt ein Problem dar, sondern auch ihr Potenzial in
einem groRen Temperaturbereich noch Wachstumsbedingungen vorzufinden. So liegt zwar

die optimale Wachstumstemperatur von Alternaria spp. bei 22-28°C, allerdings kénnen sie
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auch noch bei niedrigeren Temperaturen wachsen und Toxine produzieren. Die besten
Wachstumsvoraussetzungen findet A. alternata bei 25°C und einer Wasseraktivitat von 0,98
bei Weizenkérnern als Substrat vor. Unter diesen Bedingungen werden exponentiell mehr
Toxine produziert, als bei 30°C oder auch 15°C. Findet der Pilz lediglich eine Wasseraktivitat
von 0,90 vor, wird die Toxinproduktion von AOH und AME ebenfalls extrem
heruntergefahren (Magan et al., 1984). Auch A. citri und A. tenuis wachsen bei 25°C am
besten, vertragen aber auch Temperaturen bis 35°C. Die Alternaria-Stamme bevorzugen
einen sauren Nahrboden, wobei dieser im optimalen Fall einen pH von 5,4 aufweist,
Wachstum ist aber noch bei pH 2,7 im sauren Milieu bzw. bis pH 8 im basischen Milieu
moglich (Hasija, 1970).

Durch ihr ubiquitares Auftreten kdnnen Schimmelpilze der Gattung Alternaria Lebens- und
Futtermittel in allen Stadien der Produktion kontaminieren. Die Rohstoffe kdnnen direkt am
Feld kontaminiert werden, beim Transport, bei der Lagerung, bei der Verarbeitung oder auch
erst bei der Lagerung vor dem Verzehr in heimischen Kihlschranken. Die heutige
Globalisierung ermoglicht Alternaria spp. eine breitere Distribution, auch da bei den langen
Transportwegen haufig Schaden an der Fruchtschale entstehen. Normalerweise kdnnten
Alternaria spp. die Fruchtschale nicht durchdringen, durch Fruchtschalenverletzungen (z.B.
entstanden bei der Ernte, zu kihler Lagerung oder unsachgemafen Transport) sind sie
allerdings in der Lage in die Frucht einzudringen und finden damit ein gutes Substrat vor
(Barkai-Golan, 2001).

A. alternata stellt allerdings nicht nur in der Nahrung fiir Menschen eine
Gesundheitsbelastung dar, sondern kommt auch als Schwarzeschimmel an Wanden oder in
der Klimaanlage vor. Schimmelpilze in den Lebensraumen, an Wanden und Tapeten werden
unter anderem fiir Gesundheitsschaden, die von Unwohlsein, Unkonzentriertheit und
Mudigkeit zu der Entwicklung von Allergien reichen verantwortlich gemacht. Man vermutet
auch, dass diese Pilze zum Teil fiir Anzeichen des ,,sick-building syndrom* verantwortlich sind
(Nielsen et al., 1999).

2.13 Toxine von Alternaria alternata

Der Schimmelpilz Alternaria  alternata erzeugt mehr als 70 verschiedene
Stoffwechselmetabolite, die zu den Mykotoxinen gezahlt werden (Lorenz et al., 2012). Diese
kénnen in 5 Ubergruppen eingeteilt werden: die Dibenzo-a-pyrone (z.B. AOH), die
Perylenchinone (z.B. ATX-1l), die AAL-Toxine (z.B. AAL-TA), die zyklischen Peptide (z.B. TEN)
und die Tenuazonsdure (AOH und AME sind Abbildung 1 dargestellt).
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Die bei Alternaria am haufigsten auftretenden und fir Menschen nach derzeitigen
Wissensstand potentiell gefahrlichen Toxine, sind Alternariol (AOH), Alternariol
Monomethylether (AME), Altenuen (ALT), Tenuazonsaure (TeA), sowie Altertoxin | (ATX-I)
und Altertoxin Il (ATX-Il). ATX-II tritt zwar nicht so haufig und nicht in den Konzentrationen
der zuvor genannten auf, es weist allerdings im Comet Assay eine hohere Toxizitat auf als
diese (Schwarz et al.,, 2012). Bereits 1973 untersuchte Pero et al. (Pero et al. 1973) die
Toxizitat von AOH, AME und ATX-Il in HelLa-Zellen. Ermittelt wurden IDso-Werte von 6 pg/mL
fur AOH und 8-14 pg/mL fiir AME. ATX-Il wies einen IDso- Wert von 0,5 pug/mL in Hela-Zellen
auf, woraus man schlieRen kann, dass es sich um das toxischste der drei getesteten Toxine
handelt. Fir AOH und AME konnte spater eine DNA-strangbrechende Eigenschaft
nachgewiesen werden (Fehr et al., 2009). Im Comet Assay mit HT29-Zellen fihrte es nach
bereits einstiindiger Inkubation bei einer Konzentration von 0,1 uM zu DNA-Schaden. Bei
einer Konzentration von 1 uM ATX-Il wurden Schweifintensitdten (bei dem Schweif handelt
es sich um bruchstiickhafte DNA aus dem Zellkern) von ~20% erhalten (Schwarz et al., 2012),
was auf starke DNA-Schaden schlieBen ldsst. Weiters greift ATX-1l in den Zellzyklus von HT29-
Zellen ein. Nach 24-stiindiger Inkubation mit 1 uM ATX-ll befanden sich Signifikant mehr
Zellen in der Go/G; Phase als in einer Negativkontrolle. Da auBerdem wesentlich weniger
Zellen in der S Phase und der G,/M Phase zu finden waren, scheint ein Zellzyklusarrest in der
Zelle in der Go/G; Phase stattzufinden (Schwarz et al., 2012).

2.1.4 Altertoxin Il

Das erste Mal wurde ATX-Il 1973 von Pero et al. beschrieben (Pero et al., 1973), wobei in
dieser Arbeit nur die Summenformel mit CyH140¢ (die Molare Masse entspricht
350,32 g/mol) ermittelt werden konnte, allerdings noch keine Molekilstruktur. Die Struktur
(siehe Abbildung 2) konnte spater von Stack et al. identifiziert werden (Stack and Prival,
1986). ATX-Il wird nicht in den Mengen wie zum Beispiel AOH gebildet. In der Arbeit von C.
Schwarz (Schwarz et al., 2012) wurde aber nachgewiesen, dass es die hauptsachlich giftende
Substanz in einem Mykotoxinextrakt aus Alternaria alternata war. Durch Messungen von
einzelnen Fraktionen im Vergleich zum urspriinglichen Mykotoxinextrakt stellte sich heraus,
dass die gefundenen, starken DNA-Schaden beinahe ausschlieflich von einer Substanz aus
einer Fraktion erzeugt werden. Durch weitere Aufreinigung dieser Fraktion und

anschlieBender Untersuchung wurde es als ATX-Il identifiziert (Schwarz et al., 2012).
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Abbildung 2: Struktur von Altertoxin Il (ATX-11)

Reines ATX-Il weist eine gelbe Farbe auf. Die Reaktivitat von ATX-Il ist vermutlich durch seine
Struktur zu erkldren. Im Gegensatz zu ATX-l besitzt es eine Epoxid-Gruppe statt einer
Hydroxid-Gruppe (Stack and Prival, 1986). Ebenfalls ermittelte Fleck et al. (2014), dass ATX-I
in Caco-2 Zellen durch 1,3- bzw. 1,4-Dithiolen zu ATX-l reduziert (Fleck et al., 2014) wird.
Auch eine Reaktion mit Glutathion konnte mittels LC-DAD-MS Analyse belegt werden, wobei
die genaue Struktur des Konjugats und der genau Reaktionsweg nicht geklart werden
konnten (Fleck et al., 2014).

2.2 Glutathion

2.2.1 Nrf2/ARE-Signalweg

Zellen werden durch endogene sowie exogene (z.B. reaktive Sauerstoffspezies [=ROS])
Faktoren beeinflusst. Wahrend einige von ihnen protektiv wirken konnen, sind andere
schadlich fir die Zellen. Zum Schutz der Zelle und deren Entgiftung gibt es unter anderem
das ,antioxidant response element” (=ARE), welches wichtige Gene die zytoprotektive
Enzyme kodieren, reguliert. Das ARE wird durch die Anwesenheit von elektrophilen und
oxidativ wirkenden Substanzen angeregt. Dabei wird Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related
protein 2) in der Zelle freigesetzt, welches sich im Nukleus akkumuliert und dort
Heterodimere bildet, welche an das ARE binden. Dadurch werden ARE-regulierte Gene
expremiert (Aimee et al., 2008). Als weitere Gene, die zur Detoxifizierung von z.B. ROS
gelten, sind die NAD(P)H:quinon Oxidoreduktase 1, die Superoxid-Dismutase und die

Glutathion-S-Transferase zu nennen.
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ARE
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der ARE-Aktivierung (Aimee et al, 2008). Nrf2 ist in Abwesenheit von ARE-
Induzierern (z.B. ROS) ubiquitiert und unterdriickt (Bild A). Gelangen ARE-induzierende Substanzen in die Zelle, wird die
Ubiquitierung von Nrf2 inhibiert, das Nrf2 wird freigesetzt, es gelangt in den Nukleus und aktiviert ARE, wodurch
zytoprotektive Enzyme aktiviert werden (Bild B).

Die Detoxifizierung der Zelle wird dabei unter anderem durch die Konjugation von
Glutathion an den Fremdstoff durchgefiihrt, was von Glutathion-S-Transferasen (GSTs)

katalysiert wird.

2.2.2 Glutathion

Glutathion bezeichnet ein Tripeptid, bestehend aus den drei Aminosduren Glutaminsaure,

Glycin und Cystein.

HS
O

H
HOOCM N.__COOH

Y N
H
H

Zmn

5 O

Abbildung 4: Struktur von Glutathion

Glutathion stellt einen essentiellen Bestandteil aller Zellen dar, da es als Antioxidans wirkt.
Die reaktive HS-Gruppe des Cysteins ist dazu in der Lage, ROS durch Oxidation,
beziehungsweise Reduktion derselbigen abzufangen, und selbst mit diesen, fir die Zelle
schadlichen, Verbindungen zu reagieren. Dadurch wird verhindert, dass wichtige
Bestandteile und Molekiile der Zelle geschadigt werden. So zeigte Mills bereits im Jahr 1957,
dass Glutathion in Anwesenheit eines, zu diesem Zeitpunkt unbekannten, Cofaktoren den
oxidativen Zerfall von Hamoglobin durch Ascorbinsdure verhindert (Mills, 1957). Er schloss
daraus, dass Hydroperoxide von einer Glutathionperoxidase reduziert werden miussen,
wodurch nur noch ein Alkohol so wie Wasser vorhanden ist und somit das reaktive Potential

der Substanz nicht langer vorhanden ist.

2x GSH + ROOH - GSSG + ROH + H,0
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Durch den GSH-Assay nach Ellman wurde es 1959 moglich, die GSH-Konzentration der Probe
reproduzierbar durch eine Farbreaktion mit DTNB zu bestimmen (Ellman, 1959). Zehn Jahre
spater wurde die Methode durch Tietze weiterentwickelt, wodurch es nun mdoglich wurde
auch das oxidierte Glutathion (GSSG) mitzubestimmen (Tietze, 1969).

Die in einer Zelle enthaltene Konzentration an Glutathion kann Aufschluss liber deren
Stresssituation liefern. Wird viel GSSG gebildet, bedeutet das, dass die Zelle zuvor noch mehr
GSH gebildet haben muss, welches mit einem (Hydro-)peroxid zu GSSG oxidiert wurde.
AuBerdem detoxifiziert es Xenobiotika sowie endogene Stoffe. Eine Hauptfunktion ist
allerdings die Lagerung von Cystein. Da Cystein sehr instabil ist und in der Zelle
autooxidieren und dabei toxische freie Sauerstoffradikale erzeugen kann, wird es bei Bedarf
aus Glutathion gewonnen, wodurch es bis zum bendtigten Zeitpunkt, in einer stabilen Form

vorliegt (Traverso et al., 2013).

ROOH
e GSSG |
GPx or GS1 reductase |
N
GSSC GSSG > NADPH
ROH + H,0

Abbildung 5: Antioxidative Reaktionswege von Glutathion (Traverso et al., 2013). Zwei Molekiile GSH oxidieren zu GSSG
und reduzieren dabei ein Peroxid zu einem Alkohol und Wasser. Diese Reaktion wird von GST oder GPx katalysiert. Auch
die GSSG Reduktase wandelt zwei GSH in GSSG um und verbraucht dabei NADP®. Der tGSH-Assay beruht auf der
Reversibiltat dieser Reaktion, wo GSSG mit NADPH reduziert wird. GST= Glutathion-S-Transferase; GPx =
Glutathionperoxidase

2.2.3 GSH-Assay nach Ellman

Beim GSH-Assay nach Ellman wird die GSH-Konzentration in Zellen bestimmt (Ellman, 1959).
Dafur wird 5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoesaure) (=DTNB) genutzt, welches mit GSH reagiert
(siehe Abbildung 6). Dabei entstehen ein gemischtes Disulfid und 5-Thio-2-nitrobenzoat
(=TNB), welches eine starke gelbe Farbung aufweist. Die Farbdanderung und -intensitat kann
mit Hilfe eines Photometers bei A= 412 nm beobachtet und bestimmt werden. Durch
Vergleich mit einer Kalibiergeraden kann die GSH-Konzentration in der Probe bestimmt

werden.
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DTNB TNB gemischtes Disulfid

Abbildung 6: GSH-Assay nach Ellman: GSH reagiert hier in einer nicht-enzymatischen Reaktion mit DTNB, wobei das
gelbfarbene TNB und ein gemischtes Disulfid entsteht. Die Konzentrationssteigerung an TNB kann iiber eine
photometrische Messung mitverfolgt werden und durch Vergleich mit einer Standardgeraden, die Konzentration an GSH
in der Probe bestimmt werden.

Beim GSH-Assays ist zu beachten, dass DTNB nicht mit GSSG reagieren kann und dieses
somit diskriminiert wird. Da aber auch das Verhaltnis zwischen GSH und GSSG eine wichtige
Information in Bezug auf den Redoxstatus der Zelle liefert, ist die Bestimmung der

Konzentration an GSSG in der Zelle wiinschenswert.

2.2.4 tGSH-Assay nach Tietze

Beim tGSH-Assay nach Tietze wird die Konzentration des gesamten (reduzierten und
oxidierten) Glutathions in der Zelle bestimmt (Tietze, 1969). Durch eine zweite Messung wird
weiters die Konzentration an GSSG ermittelt. Durch Ermittlung dieser beiden Werte kann auf

die Konzentration an GSH in der Zelle zuriickgerechnet werden.

Um die Gesamtglutathionmenge bestimmen zu kdnnen, wird zuerst GSSG mit
Glutathionreduktase (=GR) in zwei Aquivalente GSH umgewandelt. NADPH dient dabei als
Protonenlieferant. Anschliefend wird wie beim GSH-Assay das GSH mit DTNB zu TNB und

einem gemischten Disulfid umgesetzt. Somit erhalt man den tGSH-Wert.

Um die Konzentration an GSSG in der Probe zu ermitteln, wird zuerst samtliches GSH in der
Probe durch 2-Vinylpyridin (=2-VP) abreagiert (siehe auch Abbildung 7). Nach der Inkubation
mit 2-VP ist nur noch GSSG vorhanden, welches erneut mit GR und NADPH zu GSH
umgewandelt wird, welches daraufhin mit DTNB reagiert und so das gelbfarbene TNB
entsteht (in Abbildung 8 dargestellt).

| AN AN

P + GSH - P

N N SG
2-Vinylpyridin

Abbildung 7: Deaktiverung des zellularen GSHs: Um den GSSG-Gehalt in der Zelle bestimmen zu kénnen, muss zuerst
samtliches GSH deaktiviert werden. Dies wird durch die Inkubation mit 2-VP gewahrleistet.
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.
NADPH-+H NADP*

+GR

+ DTNB
GSSG 2 GSH > TNB + gemischtes Disulfid

Abbildung 8: tGSH-Assay: GSSG wird mit GR und NADPH+H+ zu zwei Aquivalenten GSH umgewandelt. Durch die Reaktion
mit DTNB wird das gelbfarbene TNB und ein gemischtes Disulfid gebildet. Je mehr GSH gebildet wird, desto mehr TNB
entsteht, wodurch die Intensitadt der Gelbfarbung steigt.

2.3 DNA-Addukte

2.3.1 DNA-Addukte

Unter einem DNA-Addukt versteht man einen Komplex, der zwischen einem Molekiil (z.B.

Probesubstanz) und einer DNA-Base, besonders haufig Guanin oder Adenin, gebildet wird.

Guanin und Adenin bilden vorrangig DNA-Addukte, da sie tiber ihre Purin-Struktur am besten
von auBen angreifbar sind. Uber das freie Elektronenpaar am Stickstoff des Imidazols des
Purins kdnnen Bindungen mit elektrophilen Stoffen eingegangen werden. Dabei klappt das
Elektronenpaar aus und bildet so die Bindung zwischen dem Stickstoff-Atom und der
elektrophilen Substanz. Durch Umlagerungen in der Struktur kann es dazu kommen, dass das
reagierte Guanin oder Adenin von der DNA abgespalten wird, was zu einer apurinen Stelle in
der DNA fiihrt. Andererseits konnen Molekile auch mit der Amin-Gruppe des Adenins
reagieren, was allerdings seltener vorkommt. Tatsdchlich scheint Guanin die
reaktionsfreudigere Base von den beiden zu sein, da nach momentanen Wissensstand mehr
DNA-Addukte mit Guanin als mit Adenin publiziert sind (Essigmann et al., 1977, Raney et al.,
1993, Wang and Groopman, 1999). Dies kann man auf den elektronenziehenden Sauerstoff

im Guaningrundgerist zurickfihren.

NH,

HN N NZ SN
> [
HzN)\\N N k\N N

Abbildung 9: Strukturen von Guanin (links) und Adenin (rechts)
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Von einigen Mykotoxinen, z.B. Aflatoxin B1 (AFB,), ist bekannt, dass sie DNA-Addukte bilden,
was auf eine Schiadigung der DNA schlieRen l4sst. AFB; bildet dabei ein N’-Guanin-Addukt,
das AFBl—N7—Gua, welches hauptsachlich in der Leber gefunden wird (Essigmann et al., 1977,
Raney et al., 1993). Das Addukt wird schnell von der DNA entfernt und Uber den Urin
ausgeschieden. AFB;-N’-Gua fiihrte im Testsystem zu G>T Mutationen (Wang et al., 1999).
In dieser Arbeit wird untersucht, ob die DNA-strangbrechende Wirkung von ATX-Il ebenfalls
durch eine Reaktion mit den Basen zu erkldaren ist, oder ob ein anderer Mechanismus
aktiviert wird. Es wird davon ausgegangen, dass ein DNA-Addukt ahnlich wie bei Aflatoxin B1

gebildet werden kdnnte, da dieses ebenfalls Gber eine Epoxidgruppe verfiugt.

2.3.2 Untersuchungen mittels LC-MS/MS

Friher wurden die Auftrennungen von Mykotoxinen unter anderem noch auf DC-Platten,
durch Filtration beziehungsweise mittels 2D-Gel-Filtration durchgefiihrt (Chu, 1981, Stack
and Prival, 1986).

Als eine der mittlerweile gangigsten Methoden der Analytik von Mykotoxinen werden
unterschiedliche Arten der Flissigkeitschromatografie (eng. ,liquid chromatography” = LC)
mit einem Massenspektrometer (mit oder ohne UV-Detektor davor) als Detektor gekoppelt
und die Mykotoxine (iber diese aufgetrennt und analysiert. Je nach Art des
Massenspektrometers kénnen Informationen wie das ,,Masse zu Ladung”“-Verhéltnis (=m/z)
und bei hochauflésenden Gerdten daraus die Zusammensetzung der Substanz abgeleitet
werden. Auch quantitative Informationen kdnnen erhalten werden. Dabei ist es notwendig,
das Massenspektrometer je nach Art der Aufgabenstellung zu wahlen. Zum Beispiel kann
man mit einem Triple Quadrupol — Gerat (=QQQ) sehr gut quantifizieren, zur Untersuchung
der exakten Masse benétigt man allerdings z.B. ein QTOF (= Time of Flight)

Massenspektrometer.

Da die Zielsubstanz in der Probe nicht rein vorliegt, sondern mit anderen Substanzen
vermischt ist, wird eine High Performance Liquid Chromatography (=HPLC) zur Auftrennung
der Probe Uber eine Sdule mit oder ohne Losungsmittelgradienten verwendet. Dadurch
treten die verschiedenen Molekiile im Normalfall nicht gleichzeitig, sondern getrennt
voneinander aus. Im Massenspektrometer werden Molekiile anschlieRend mit Hilfe einer
lonenguelle ionisiert. In diesem Fall wurde ein Elektronenspray (=ESI) verwendet, der als
sanfte lonisierungsmethode gilt, was bedeutet, dass groBe Molekiilteile als ganzes erhalten
bleiben und nicht in kleine Fragmente gespalten werden. Dies ist fiir diese Fragestellung von

Vorteil. AuBerdem kann davon ausgegangen werden, dass die erhaltenen Produktionen
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meist einfach positiv oder negativ geladen sind, was die Zuordnung der m/z-Werte zu

potentiellen Strukturen erleichtert.

Flir diese Arbeit wurde eine HPLC-MS/MS-Methode zur Untersuchung auf DNA-Addukte
herangezogen. Dafilir wurde eine HPLC mit einer C18-Saule (reversed phase) benutzt, als
Detektor wurde hauptsdchlich ein Triple Quadrupol (eine TSQ Vantage der Firma
ThermoFisher) und fiir einige Messungen auch ein QTOF-Gerat (eine maXis der Firma
Bruker) verwendet. Als lonenquelle wurde ein Elektronenspray eingesetzt, wodurch

hauptsachlich einfach geladene lonen entstehen.
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3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, auf welche Art ATX-Il die DNA bzw. die Zelle
schadigt. Es wurde davon ausgegangen, dass ATX-Il in der Lage ist, DNA-Addukte zu bilden
und auf diese Art und Weise zu den DNA-Schaden flhrt. Die Bildung von solchen DNA-
Addukten zwischen ATX-Il und der DNA in der Zelle kdnnte Einfluss auf zelluldre Prozesse wie
Replikation oder Transkription haben und, falls Reperaturmechanismen fehlschlagen, zu

Mutationen fihren.

Um das fiir die Versuche bendtigte ATX-1l zu erhalten, musste dieses aus einem bereits in der
Arbeitsgruppe hergestellten Mykotoxinsubstrat (produziert und aufgereinigt aus mit
Alternaria alternata-Stammen inkubierten Reis) extrahiert werden, da ATX-lIl nicht
kommerziell erhaltlich ist. Da in diesem Substrat auch andere Mykotoxine enthalten waren,
die flr weitere Arbeiten der Arbeitsgruppe von Interesse sein konnten, sollte eine Methode
entwickelt werden, um moglichst viele Mykotoxine aus dem Mykotoxinsubstrat zu

gewinnen.

Mit dem hergestellten ATX-Il sollte anschlieRend der Einfluss von ATX-Il auf zelluldres GSH
untersucht werden. Um heraus zu finden, in welchem MaRe ATX-Il die Zelle schadigt, wurde
ein tGSH-Assay nach Tietze durchgefiihrt. Hierbei sollte analysiert werden, ob und wie stark
ATX-Il auf den GSH-Haushalt der Zelle wirkt. In dieser Arbeit wurde an die Arbeit von
Christoph Schwarz angekniipft, welcher die Wirkung von ATX-II auf den Glutathionspiegel bei
Kurzzeitinkubation untersuchte (Schwarz et al., 2012). Dafiir wurden in dieser Arbeit langere

Inkubationszeiten und héhere ATX-1I-Konzentrationen (bis 5 uM) untersucht.

Weiters sollte die potentielle Adduktbildung von ATX-II mit DNA-Basen mittels HPLC-MS/MS
untersucht werden. Da bisher nicht bekannt ist, ob ATX-Il mit DNA-Basen reagiert, aber
bereits die Reaktionen von anderen Substanzen mit einer Epoxidgruppe (z.B. Aflatoxin B1,
Glycidamid) bekannt sind, wurde in dieser Arbeit ebenfalls von einer Reaktion von ATX-Il mit
DNA-Basen Uber die Epoxidgruppe ausgegangen. Im Falle, dass solche Addukte gefunden
worden waren, hatte eine Methode zur Analyse mittels HPLC-MS/MS derselbigen entwickelt

werden sollen.

Die Reihenfolge der Versuchsdurchfiihrungen ist im folgenden Flussdiagramm (Abb. 10)

visualisiert.
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ATH-1I Extraktion

Instrumentierung: semiguant. HPLC
isokrat. Gradient

(43% H,0[0,1 %F A 7% MeOH]

9 Injektionen, je 3 Fr. genamimen

Peakidentifizierung
Instrumentierung: HPLC-DAD
Gradientenelution

AT¥-1l'in Peak 3 enthalten

Aufreinigung worn AT -1
Instrumentierung: SPE, C-18-33ulen (3 om)
extrahient bei 40% ACHM

Aufkonzentrierung von AT -1
Auzschitteln von 40% ACM-Fr. mit CH.C,
Einenaung am Rotavapor

Resuspension in ACH

Peakidentifizierung
Instrumentierung: HPLC-DAD
Gradientenelution

ATHAN

ATH-1-Ldsung auf Eppendorfoefaiie verteilen
Lisungsmittel ahdampfen

Peakidentifizierung
Instrumentierung:
HPLC-DAD und HPLC-MS
Gradientenelution

DMA-Addukt-Experimente
Instrurmentierung:
HPLC-DAD und HPLC-MS
Gradientenelution

135H-Messungen:
Instrumentierung: tGSH-Assay nach
Tietze

Abbildung 10: Flussdiagramm der Arbeitsreihenfolge. Zuerst wurde ATX-Il aus einem Mykotoxinextrakt aufgereinigt. Mit

dem hergestellten ATX-1l wurden die Versuche zu den DNA-Addukten und den tGSH-Messungen durchgefiihrt.
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4 Methoden

4.1 Vorversuche zur ATX-Il Isolierung

4.1.1 Mykotoxinextrakt

Fir die Gewinnung von ATX-Il wurde ein in der Arbeitsgruppe bereits hergestelltes
Mykotoxinsubstrat verwendet. Dieses wurde durch Kultivierung von Alternaria alternata auf
autoklaviertem Reis gewonnen. Das bei -20°C gelagerte Substrat wurde bei Raumtemperatur
aufgetaut und eine Spatelspitze des Mykotoxinsubstrats in 40 mL einer Mischung aus
Acetonitril (ACN)/ Wasser bidest. (50%/50%) gelost, wodurch eine leicht gelb gefarbte
Losung erhalten wurde. Der Mykotoxinextrakt und das librige Mykotoxinsubstrat wurden bei

-20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.1.2 Fraktionierung des Mykotoxinextrakts (semipréaperative HPLC)

Um das ATX-Il aus dem hergestellten Mykotoxinextrakt isolieren zu kénnen, wurde eine
praperative HPLC-Methode mit Gradientenelution gewahlt. 10 mL des geldsten Extrakts
wurden mittels Injektion auf eine semiprdperative Saule aufgebracht und Uber diese
aufgetrennt. Der Anfangsgradient lag bei 60% Methanol/40% H,0p4est Und wurde in 10 bis
20 Minuten-Schritten auf 80%/20% geandert (siehe Tabelle 1). Die Gesamtlaufzeit betrug
eine Stunde und die Durchflussrate wurde mit 10 mL/min festgelegt. Nach jedem Peak
wurde eine neue Fraktion gesammelt, wodurch insgesamt 15 Fraktionen unterschiedlicher

Volumina pro Lauf erhalten wurden. Die Fraktionen wurden bei +4°C gelagert.

Tabelle 1: Gradient zur Elution der Mykotoxine aus dem Substrat

Zeit [min] %A (Methanol) %B (H20 pigest.) Flow [ml/min]
0 60 40
20 65 35
30 70 30 10
50 75 25
60 80 20
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Chemikalien und Geréte:

Knauer System:

Pumpe: KNAUER Smartline Pump 1000
Steuergerate: ClarityChrom in Kombination mit ChemStation
Detektor: Agilent preperative flow cell S3, 3mm path

length, Agilent Technologies 1200 Series
Saule: Luna C18, 250x21,20 mm; 5 um

Flussgeschwindigkeit: 10 mL/min

4.1.3 Aufkonzentrierung der Fraktionen und Peakidentifizierung

Nach der ersten Fraktionsnahme wurden alle Fraktionen an einer SpeedVak fiir 6,5 h bei
2000 rpm und 38°C unter Vakuum eingeengt. Hierbei fiel auf, dass sich in Fraktion 8 ein
gelber Niederschlag gebildet hatte. Anschliefend wurden alle Fraktionen mit einer
analytischen HPLC-DAD untersucht, um so die Fraktion, die ATX-Il enthalt, zu identifizieren.
Bei Fraktion 8 wurde einerseits die Losung, so wie sie nach der Verdampfung am SpeedVak
erhalten wurde, sowie nach Resuspension des gelben Niederschlags durch die Zugabe von
2 mL ACN analysiert. Weiters wurde eine in ACN geloste ATX-1I-Probe unbekannter
Konzentration (vermutlich 100 pug/mL, zuvor hergestellt in der Arbeitsgruppe nach Anleitung
von Schwarz [2012]) als (rein qualitative) Referenz mitgefiihrt. Fiir die Peakidentifizierung
wurden meistens 50 pL (mindestens aber 10 pL iber dem Gesamtinjektionsvolumen) der
Fraktionen in HPLC-Vials pipettiert. Pro Messung wurden zunachst 10 pL der Probe, in
spateren Fallen nur 5 pl injiziert, da dieses Volumen ebenfalls ausreichte, und mittels eines
Losungsmittelgradienten getrennt. Anders als bei der semipraperative HPLC wurde in diesem
Fall ein Losungsmittelgradient aus 90% Acetonitril (Laufmittel B) und angesduertem
bidestillierten Wasser (0,1% Ameisensiure [FAc]) verwendet (siehe Tabelle 2). Uber den
Detektor wurden die Wellenlangen 280,8 nm; 340,8 nm und 262,8 nm gemessen. ATX-II

kann am besten bei 262,8 nm beobachtet werden.

Die Fraktionen 5,6,8, 10 und 12 wurden aulRerdem mittels HPLC-MS/MS analysiert, wobei
einige uL von diesen Uber ein ,direct Inlet“-Verfahren direkt in die lonenquelle injiziert

wurden.
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Tabelle 2: Gradient zur Peakidentifizierung

Zeit [min] %A (0,1%FAc) %B (90%ACN) Flow [ml/min]
0 81 19
1 81 19
2 50 50
12 45 55 1
22 0 100
27 0 100
29 81 19
35 81 19

Auf diese Art und Weise wurden die Fraktionen nach bekannten Toxinen gescreent, wobei
ATX-Il in Fraktion 8 (nach Vergleich mit dem ATX-ll-Standard) gefunden wurde. Um auch
noch andere Toxine isolieren zu konnen, wurden bei folgenden Liufen weiterhin alle 15

Fraktionen aufgefangen.

Die Fraktionen dieser insgesamt 9 Liufe (siehe 4.1.2) wurden jeweils leicht eingeengt und
schlussendlich die gleichen Fraktionen 6, 8, 9 und 10 jeweils in einem Kolben vereinigt.
Aufgrund der hohen, aber unterschiedlichen Volumina wurden diese gesammelten
Fraktionen an einem Rotationsverdampfer eingeengt, um das Methanol/Wasser-Gemisch
schneller und effizienter verdampfen zu kénnen. Die so eingeengten Proben wurden in 3 mL
ACN aufgenommen, der Kolben nochmals mit 2 mL ACN gespiilt und die beiden Losungen
vereinigt. Fir die Messung an der analytischen HPLC wurden 10 pL als Injektionsvolumen

gewadhlt. Der Rest der Losungen wurde bei -20°C gelagert.
Chemikalien und Gerite:

Agilent Technologies 1200 Series:

Pumpe: Quat Pump, G1311A
Steuergerate: ChemStadtion
Detektor: Agilent preperative flow cell S3, 10mm path

length, Belastungsgrenze 120bar, DAD G1315D

Saule: Phenomenex Luna 5u C18 100M, 250x4,6 mm
(5 um)
Flussgeschwindigkeit: 1 mL/min
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ThermoFisher TSQ Vantage (= HPLC-MS/MS):

Betriebssoftware: Thermo Xalibur
Scan time: 0,5 sec.
Injektionsvolumen: 20 pL

Coll. Energy: 19V

4.1.4 Auftrennung der gesammelten Fraktionen

Da durch Messungen an der analytischen HPLC-DAD bei den gesammelten Fraktionen nur
eine geringe Reinheit dieser festgestellt werden konnte, wurden diese erneut Uber die
semipraperative Saule (siehe 4.1.2) aufgetrennt. Beim ersten Lauf der gesammelten Fraktion
8 wurden dafir 1,8 mL injiziert. Da aber auf Grund der unzureichenden Peakscharfe erkannt
werden konnte, dass das Injektionsvolumen zu hoch gewahlt war, wurden bei den folgenden
Ldufen nur noch jeweils 1 mL injiziert. So wurden je gesammelter Fraktion vier bis funf neue
Fraktionen erhalten, welche am SpeedVak eingeengt und bis zur Messung bei 4°C gelagert
wurden. Diese neuen Fraktionen wurden ebenfalls mittels HPLC-DAD analysiert (siehe 4.1.3),
wobei festgestellt wurde, dass bei den Fraktionen von den gesammelten Fraktionen 6, 9 und
10 die Toxine nur in einer so geringen Konzentration vorlagen, dass sich eine weitere
Aufreinigung nicht auszahlte. Auch bei der gesammelten Fraktion 8 funktionierte die
Aufreinigung nicht so wie gewilinscht. ATX-Il wurde stattdessen scheinbar Uber alle
Fraktionen in sehr geringen Mengen verteilt, gleichzeitig war eine Trennung von den
anderen Toxinen nicht der Fall. Bei dem Versuch, eine dieser Fraktionen erneut
einzurotieren und den Rickstand in 2 mL Methanol zu |6sen, konnte bei der Messung gar
kein ATX-Il gefunden werden. Bei spateren Messungen einiger dieser Proben, die bei 4°C
gelagert worden waren, wiesen diese ebenfalls kein ATX-Il mehr auf und auch die Intensitat
der anderen Toxinpeaks war drastisch gesunken. Deswegen wurde vermutet, dass ATX-Il in

der wassrigen Losung bei 4°C nicht stabil ist, sondern nach einiger Zeit zerfallt.

Da dies aber erst spater festgestellt wurde, wurden noch neue Proben mit einem der
Mykotoxinextrakte (siehe 4.2.1) hergestellt und ebenfalls versucht, aus diesen ATX-Il zu
isolieren. Dieser Extrakt wurde 1:3 mit Methanol verdiinnt, da sich ansonsten Schwebstoffe
bildeten. Allerdings wies dieser Extrakt ein anderes Toxinprofil auf, das wesentlich weniger
ATX-Il im Vergleich zu anderen Inhaltsstoffen enthielt, da er aus einem anderen
Mykotoxinsubstrat hergestellt wurde. Da die Proben auBerdem bei 4°C gelagert worden
waren (die Messungen, die bestatigten, das die Losungen nicht bei 4°C lagerfdhig sind,
wurden erst aufgrund eines Verdachtes, der bei Arbeiten mit diesen neuen Proben kam,

gemacht), war es ganzlich unmoglich ATX-1l aus diesen Proben zu isolieren.
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4.2 Hauptversuch ATX-lI-Isolierung

4.2.1 Herstellung der Mykotoxinextrakte

Das jeweilige Mykotoxinsubstrat (eine orange bis braunliche Substanz sehr zahflissiger
Natur, unterschiedlicher Menge) wurde mit 5 mL 60%igem Methanol ausgeschiittelt,
anschlieend wurde der Feststoff flir drei Minuten bei 300 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand mit Hilfe einer 1 mL Eppendorf-Vollpipette entnommen. Dieser Prozess wurde
mit einem Substrat vier Mal wiederholt, wo der Extrakt stark gelblich bis orangefarben
wirkte, die Farbe aber mit jeder weiteren Extraktion heller wurde, wobei die letzte
Extraktion nur noch leicht gelblich bis klar war. Die vier Extrakte eines Mykotoxinsubstrats
wurden miteinander vereinigt, wobei abhdngig von der urspriinglichen Menge an
Mykotoxinsubstrat meist auch die Farbe intensiver war. Die so gewonnenen 20 mL

Mykotoxinextrakt pro Mykotoxinsubstrat wurden bei -20°C gelagert.

4.2.2 ATX-ll Isolierung
Mit der gewdhlten Methode nach Schwarz (2012) konnte die gewlinschte Auftrennung
erzielt werden. Daflr wurden die zuvor hergestellten Mykotoxinextrakte (siehe 4.2.1.)

verwendet.
Aufreinigung von ATX-Il Gber die semipraperative HPLC:

Ein Teil des Mykotoxinextraktes wurde in ein neues Reaktionsgefal® liberfiihrt und dort 1:3
mit Methanol verdiinnt. Von diesem Extrakt wurden 2-4 mL (abhdngig von der Farbintensitat

der Losung) auf die semipraperative Saule injiziert.

Es wurde ein isokratischer Gradient (43% [0,1% FAc]/57% [MeOH]) gewahlt, der andere
Toxine zu Gunsten von ATX-Il diskriminiert, wodurch andere Toxine nicht an der Saule
retardieren konnten bzw. erst beim spilen erneut eluierten. AuBerdem wurde die
Flussgeschwindigkeit auf 13 mL/min erh6ht, wodurch ein chromatografischer Lauf nur noch
45 Minuten dauerte. Der gerdtetechnische Aufbau wurde wie bei den Vorversuchen

beibehalten.

In diesem isokratischen Lauf waren nur noch vier Peaks zu erkennen. Der erste Peak dirfte
anhand seiner Retentionszeit und seiner Grofe von Tenuazonsaure stammen, welche nicht
bendtigt und deshalb nicht gesammelt wurde. Aus der Literatur (Schwarz et al., 2012) war
bekannt, dass der Altertoxin Il Peak (fortan genannt Peak 3) nach ungefdhr 33 Minuten
eluiert. Der Peak, der zu dieser Zeit eluierte, so wie die zwei anderen unbekannten Peaks,

wurden getrennt gesammelt. Die so erhaltenen Fraktionen wurden bei -20°C gelagert.
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Vier bis fiinf Fraktionen (je nach erhaltenen Volumen) der gleichen Art wurden in einem
Rundkolben vereinigt und am Rotavapor ohne Erhitzung abrotiert. Da sich nicht die ganze
Wasserphase abrotieren liefl, wurde das verbliebene Volumen mit insgesamt 60-80 mL
Dichlormethan (abhangig von dem Volumen der auszuschiittelnden Wasserphase)
ausgeschittelt, wobei jeweils ca. 20 mL Dichlormethan zum Ausschitteln verwendet und die

Volumina an Dichlormethan in einem Rundkolben vereinigt wurden.

Das Dichlormethan wurde am Rotavapor abgezogen und der Rickstand in 1 mL Acetonitril
aufgenommen. Durch mehrmaliges Schwenken und Ultraschallen fir 2-5 sec. sollte
gewadhrleistet werden, dass ATX-1l quantitativ Gberfihrt wurde. Die so erhaltene Toxinlésung
wurde in ein Eppendorfgefal tberfiihrt, der Kolben auf dieselbe Weise mit 1 mL ACN
nachgespilt und die Lésungen im Eppendorfgefal vereinigt. Diese wurden bei -80°C bis zur

Reinheitstiberprifung per HPLC-DAD gelagert.
Chemikalien und Gerate:

Semipraperative HPLC- Knauer System:

Pumpe: KNAUER Smartline Pump 1000

Steuergerate+Software: ClarityChrom in Kombination mit ChemStation

Detektor: Agilent preperative flow cell S3, 3mm path
length

Saule: Luna C18, 250x21,20 mm; 5 um

Flussgeschwindigkeit: 13 mL/min

Isokratischer Gradient: 43% 0,1% FAc : 57% MeOH

Injektionsvolumen: 3mL

4.2.3 Untersuchung der Fraktionen mittels HPLC-DAD

Zum analytischen Nachweis der Fraktionen wurden 50 pL der Toxinlosung aus den
EppendorfgefaRen entnommen und in ein HPLC-GefalR Gberfihrt. Es wurden 10 pL von der
Probe in die HPLC-DAD injiziert, wobei der Gerateaufbau und der Gradient wie bei den
Vorversuchen (siehe 4.1.3) gleich belassen wurden. Die Probe wurde dabei erneut bei
mehreren Wellenldangen (280,8 nm; 340,8 nm; 262,8 nm) gemessen, wobei die Messung bei

262,8 nm zur Auswertung und der Berechnung der ATX-1I-Menge verwendet wurde.

Um die Menge an enthaltenem ATX-Il zu bestimmen wurden alle Peaks im Chromatogramm

zuerst mit den Signalen der mitgefiihrten Blanks (10 uL ACN vor jeder Messung) verglichen.
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Wenn die Signale auch im Blank zu sehen waren, wurden sie aus der Liste der
auszuwertenden Peaks herausgestrichen. AnschlieBend wurden die Peakflichen aller
verbliebenen Signale addiert und durch die Peakflache von ATX-Il dividiert. Dadurch konnte
zwar keine genaue Konzentration von ATX-Il in der Lésung, aber der Mengenanteil von ATX-II

in den 2 mL ACN bestimmt werden. Im Durchschnitt lag dieser Mengenanteil bei 83,2 + 3,8%.
Chemikalien und Gerate:

Analytische HPLC - Agilent Technologies 1200 Series

Pumpe: Quat Pump, G1311A
Steuergerate: ChemStation
Detektor: Agilent preperative flow cell S3, 10mm path

length, Belastungsgrenze 120bar

Séaule: Phenomenex Luna 5u C18(2) 100M, 250x4,6
mm (5 um)
Flussgeschwindigkeit: 1 mL/min

4.3 ATX-ll Aufreinigung

Um die Reinheit der ATX-II-Lésung auf mindestens 90% (im optimal Fall fiir spatere Analysen
mind. Uber 93%) zu verbessern, wurde die weitere Aufreinigung mit einer
Festphasenextraktion durchgefiihrt. Dafir wurden Lichrolut RP18, 3 mL-Sdulen von Merck

verwendet.

Aufgrund von Erfahrungswerten in der Arbeitsgruppe wurden dafiir unterschiedlich
konzentrierte ACN-Verdiinnungen verwendet. Beim ersten Versuch wurden 9 Siulen auf
eine Kammer mit angeschlossener Pumpe gesteckt. Zur Aquibilierung der Siule wurde zuerst
mit 3 mL ACN und dann mit 3 mL bidestilliertem Wasser gespiilt. Es wurde bei jedem Spul-
und Elutionsschritt darauf geachtet, dass die Sdule nicht trocken lduft. In der Zwischenzeit
wurden altere ATX-lI-Proben und eine Probe unbekannter Menge neu hergestelltes, nicht
reinen ATX-Il in insgesamt 5 mL ACN geldst und diese Losung dann 1:10 mit bidestillierten

Wasser verdiinnt. Diese wurde gleichmaRig auf die Sdaulen aufgebracht.

Sobald diese auf der Sdule geladen waren, wurden die Saulen jeweils mit 2 mL
bidestilliertem Wasser gewaschen. Fir die Elution wurden jeweils 2 mL einer 10%, 20% und
30% ACN-LOsung hintereinander aufgebracht und in einem Tube gesammelt. Danach wurde
mit je 2 mL 40%, 50% und 60% ACN eluiert und diese Fraktionen ebenfalls in einem Tube
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aufgefangen, wobei ab hier die Migration einer gelben Bande sichtbar war. Zum Schluss

wurde die Saule drei Mal mit je 3 mL reinem ACN gespilt und dieses gesammelt.

Um die Proben analysieren zu kdnnen, wurden sie dhnlich aufgearbeitet, wie zuvor bei der
Trennung des Rohextrakts. Die Fraktion mit 100% ACN wurde komplett am Rotavapor
abrotiert, die Fraktion mit 40-60% ACN (dementsprechend insgesamt eine 50% ACN-L6sung)
wurde zuerst abrotiert, das nicht abrotierbare Volumen mit 60 mL CH,Cl, ausgeschuttelt und
dieses danach abrotiert. Die 0-30% Fraktion wurde direkt mit 60 mL CH,Cl, ausgeschittelt
und abrotiert. Danach wurden die Fraktionen jeweils in insgesamt 2 mL ACN (siehe 4.2.2)
geldst und auf ihren ATX-1I-Gehalt untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die ATX-II-
Fraktion in der 40-60% Fraktion beinhaltet war, diese allerdings auch noch stark mit anderen
Substanzen verunreinigt war. AuBerdem wurden noch Peak 1 und Peak 2 (iber dieselben
Saulen aufgetrennt, um diese auf die enthaltenen Mykotoxine zu untersuchen. Dafiir wurde
die Probenaufarbeitung jeweils leicht abgedndert. Bei der Trennung von Peak 2 wurde
zweimal mit 2 mL bidestilliertem Wasser gespiilt und auBerdem die Fraktionen 10% und
20%, die Fraktionen 30% und 40% sowie die Fraktionen 50% und 60% extra aufgefangen. Die
nachfolgende Aufarbeitung erfolgte wie bei Peak 3 (dem ATX-1l-Peak). Es wurde festgestellt,
dass keine dieser Fraktionen ein Mykotoxin in einer Menge enthielt, die den zusatzlichen
Aufwand gerechtfertigt hatte. Dies gilt auch fiir Peak 1 bei dem auf 8 Sdulen die Auftrennung
in die Fraktionen 0-30%, 40-50%, 60% und 100% ACN erfolgte.

Aufgrund der Beobachtungen von der ersten Aufreinigung wurde die Fraktion 40-60% ACN
von Peak 3 nochmals Uber 4 Sdulen aufgetrennt, wobei die ATX-II-LOsung nur 1:5 verdinnt

wurde. Die Extraktionsschritte sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Es wurden nun alle Eluate einzeln in Tubes aufgefangen. Bei der Extraktion konnte
beobachtet werden, dass bereits ab dem Spilen mit 30% ACN die Bande eluierte und diese
bei 40% ACN ganzlich von der Sdule gespilt wurde. Erneut wurden die Proben mit CH,Cl,
ausgeschittelt (wie oben beschrieben), die Fraktion mit 60% ACN wurde vorher am
Rotavapor so weit wie moglich eingeengt und bei der Fraktion mit 100% ACN wurde das

gesamte Volumen am Rotavapor abgezogen.

Da sich das ATX-Il offensichtlich (gelbe Bande) im Eluat bei 40% ACN befand, wurde das
bidestillierte Wasser zusammen mit den Eluaten von 10%, 20% und 30% ACN aufgefangen.
Die 40% ACN-Fraktion wurde in einem neuen Tube aufgefangen, sowie auch bei 50%, 60%
und 100% ACN. Alle ATX-llI-Rohextrakte wurden mit dieser Methode Uber die SPE-Saulen
aufgetrennt. Nach dem Ausschitteln mit Dichlormethan und abrotieren desselbigen wurden
die Rickstdnde in 1 mL ACN aufgenommen, kurz im Kolben geultraschallt, um das ATX-II

besser 16sen zu kdnnen und in ein Eppendorfgefall pipettiert. Der Kolben wurde mit 1 mL
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ACN nachgespilt und dieses mit der ATX-lI-Losung vereinigt. Zur Reinheitsuntersuchung
wurden 10 plL in die analytische HPLC-DAD injiziert und das Chromatogramm ausgewertet.

Der Altertoxin II-Gehalt wurde wie unter 4.2.3 berechnet.

Tabelle 3: Extraktion von ATX-Il von SPE-Kartuschen

Volumen [mL] Losungsmittel

2x3 H20 4a.

2 10% ACN

2 20% ACN

2 30% ACN
2x2 40% ACN

2 50% ACN

2 60% ACN

6 100% ACN

AnschlieBend wurden die ATX-lI-Lésungen dhnlicher Reinheit miteinander vereinigt und
dreimal mit je 20 mL CH,Cl, ausgeschuttelt. Das Dichlormethan wurde am Rotavapor fast bis
zur Trockene eingeengt und der Riickstand in ein Tube Uberfiihrt. Der Kolben wurde mit
zweimal 2 mL CH,Cl; nachgespilt und die 4 mL mit dem Riickstand vereinigt. Die Losung
wurde auf jeweils vier Eppendorfgefalle aufgeteilt und das CH,Cl, durch vorsichtiges
Verdampfen an der SpeedVak entfernt. Das ATX-Il wurde bei -80°C gelagert. Eines dieser
Aliquote wurde zur Reinheitsmessung der Charge verwendet. Dafiir wurde ATX-Il in 1 mL
ACN gelost und wie oben (siehe 4.2.3) beschrieben die Reinheit des Aliquotes analysiert.
Danach wurde das ACN vorsichtig an der SpeedVak abgedampft. Ein Aliquot wurde weiters
mit der QTOF-MS untersucht. Fiir die erhaltenen Ausbeuten siehe 5.3.

Chemikalien und Geréte:

Analytische HPLC - Agilent Technologies 1200 Series

Pumpe: Quat Pump, G1311A
Steuergerate: ChemStation
Detektor: Agilent preperative flow cell S3, 10mm path

length, Belastungsgrenze 120bar

Saule: Phenomenex Luna 5u C18(2) 100M, 250x4,6

mm (5 um)
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Flussgeschwindigkeit: 1 mL/min
maXis von Bruker (=QTOF-MS):

Software: Compass 1.3

4.4  Zellkultur

Als Versuchsystem wurden HT29-Zellen ausgewahlt. Dabei handelt es sich um eine Kolon
Adenokarzinom Zelllinie, die aus dem Tumor einer Patientin kaukasischen Ursprungs
stammen. Als Medium wurde DMEM mit 10% FKS und 1% P/S verwendet.

4.4.1 Passagieren

Die Zellen wurden regelmafRig auf ihr Wachstum, also die Zelldichte in der Flasche,

kontrolliert. Wenn eine Konfluenz von ca. 70% vorhanden war, wurden die Zellen passagiert.

Um die Zellen zu passagieren wurde zuerst das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 mL
PBS (37°C) gespult. Danach wurde das PBS abgesaugt und es wurden ca. 1-2 mL Trypsin
(ebenfalls 37°C) moglichst flachendeckend und gleichmaRig auf den Zellen verteilt. Die
Inkubation mit Trypsin dauerte 3 Minuten und wurde bei 37°C im Brutschrank bei 5% CO,
durchgefiihrt, wodurch sich die Zellen von der Zellkulturflasche ablosten. Die Trypsinreaktion
wurde mit 10 mL 10% FKS-Medium abgestoppt und die Zellen mit der Pipette vereinzelt. Die
Zellsuspension wurde in ein 50 mL Tube Uberfihrt und darin die Zellen erneut vereinzelt.
Aus der Zellsuspension wurden, abhdngig von der vorhandenen Menge an Zellen und wann
diese als nachstes benotigt wurden, 0,5 - 1 mL entnommen und zuriick in die
Zellkulturflasche pipettiert. Um den Zellen, die fur das Wachstum noétigen Nahrstoffe

zukommen zu lassen, wurden noch 40 ml 10% FKS-Medium hinzupipettiert.

4.4.2 Mediumwechsel

Im Fall, dass die Zellen noch nicht ,,dicht genug” zum passagieren waren, wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen wie beim Passagieren mit 10 mL 37°C warmen PBS gewaschen.
Nach Absaugen des PBS wurden 50 mL warmes (37°C) 10% FKS-Medium in die

Zellkulturflasche geleert und die Flasche zurlick in den Brutschrank gestellt.

4.4.3 Ausstreuen

Zum Ausstreuen der Zellen wurde zuerst mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer mittels
Anfarben mit Tryphanblau die Zellzahl durch Auszahlen unter dem Mikroskop bestimmt.
Daraus wurde die Zellzahl im Zelllysat errechnet wodurch das bendtigte Volumen zum

Ausstreuen ermittelt werden konnte. Das bendétigte Volumen an 10% FKS-Medium und
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Zelllysat wurden in einem Gefal3 vereinigt und durch auf- und abpipettieren homogenisiert.
Es wurden 10 mL Zelllésung pro Platte (10 cm Durchmesser) ausstreut. Die Zellen wurden
anschlieRend fur 48h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Verwendete Losungen:

PBS: 10 x PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung)

1710 mM (100 g) NaCl

— 100 mM (14,2 g) Na,HPO,

— 34 mM (2,54 g) KCI

—  18mM (2,45 g) KH,PO,

— mit HyOpigest auf 1 L auffiillen (pH=7,4)

— steril filtrieren, 1:10 mit H;O0pigest Verdiinnen

und autoklavieren

4.5 tGSH-Assay

Die eigentliche Durchfiihrung erfolgte nach der, in der Dissertation von Gehrke
beschriebenen Methode (Gehrke, 2012). Es wurde lediglich ein tGSH-Assay durchgefiihrt,
aber kein GSH-Assay nach Ellman.

Durchfiihrung des tGSH-Assays:

45.1 Testversuche zum tGSH-Assay mit AOH und AME

Um die Methode kennenzulernen wurde der Assay zunachst zwei Mal mit Testsubstanzen
durchgefiihrt. Verwendet wurden dafir AOH und AME. Da diese Substanzen ein anderes
Loslichkeitsverhalten als Altertoxin 1l aufweisen, wurde bei den Testversuchen DMSO (1%)
als Negativkontrolle verwendet, da die Substanzen in DMSO gelost wurden. Bei den
Hauptversuchen wurde Ethanol (0,1%) als Negativkontrolle eingesetzt. Fiir die beiden
Testversuche wurde jeweils lediglich eine Stunde mit den Testsubstanzen inkubiert, bei den

Hauptversuchen wurden zudem auch drei und 24 Stunden Inkubationen durchgefiihrt.

Ausstreuen:
Sobald die Zellen (HT29) eine Konfluenz von ca. 70-80% in der Zellkulturflasche erreicht
hatten, wurden sie mittels Tryphanblautest ausgezahlt und in sechs Platten mit einem

Durchmesser von 10 cm zu je 1.6 Mio. Zellen pro Platte ausgestreut.
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Inkubation:

Als Negativkontrolle (NK) wurde DMSO (1%) und als Positivkontrolle (PK) fiir das erste
Experiment 4-Vinylpyridin (0,01%) und fir das zweite Experiment 2-Vinylpyridin (0,01%)
mitgefiihrt. Bei AOH und AME wurden beim ersten Experiment Konzentrationen von 10 uM

und 50 uM und beim zweiten Experiment die Konzentrationen 5 uM und 25 pM untersucht.

Durchfiihrung der Inkubation:

Die Platten wurden auf die richtige Konfluenz (ca. 80%) Uberprift. Es wurden je 8 mL
warmes (37°C) 0% FKS-Medium in sechs 15 mL Tubes vorgelegt. Jedes Tube wurde mit einer
Inkubationssubstanz (2x AOH, 2x AME, NK) durch Zugabe von 80 pL bzw. 0,8 uL (PK)
versehen, um die gewlinschte Zielkonzentration im Medium zu erhalten. Die Platten wurden
aus dem Inkubator entnommen und das 10% FKS-Medium abgesaugt. Die Zellen wurden
einmal mit 5 mL PBS (37°C) gespiilt, die vorbereiteten Inkubationslésungen daraufgekippt,
die Platten beschriften und zuriick in den Inkubator gestellt, wo sie fiir eine Stunde bei 37°C
und 5% CO, verblieben.

Ende der Inkubation:
Nach einer Stunde wurde die Inkubation beendet. Das Medium wurde absaugt, danach jede Platte
zweimal mit 5 mL PBS (37°C) gespllt. Es wurde anschlieRend jede Platte mit je 1 mL Trypsin (37°C)

inkubiert und erneut fir 3 min im Inkubator belassen.

Sobald die Inkubation beendet war, wurden die Platten aus dem Inkubator enthnommen und
die restliche Aufarbeitung unsteril durchgefiihrt. Mit 1 mL 10% FKS-Medium wurde bei jeder
Platte die Trypsinreaktion gestoppt. Die Zellen wurden mit Hilfe der Pipette abgeldst und in
vorbeschriftete 5 mL Eppendorfgefdlle lberfihrt. AnschlieRend wurde jede Platte noch
jeweils zweimal mit 1 mL 0% FKS-Medium gespilt und in demselben Reaktionsgefald
vereinigt. Die Zelllésungen wurden kurz gevortext und jeweils 20 pL fir eine
Viabilitatsmessung in ein 1,5 mL Eppendorfgefal} tiberfiihrt. Die restliche Zellldsung wurde
far 15 min, bei 4°C und 420g zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die entnommenen 20 pL
mit 180 uL Tryphanblau versetzt, kurz gevortext und anschlieBend 10 plL dieser Losung in
einer Neubauerzdhlkammer auf ihre Viabilitdit ausgezdhlt. Nach Beendigung der
Zentrifugation wurde der Uberstand mit einer Pipette abgenommen und verworfen und das
entstandene Pellet in 1 mL A/B-Puffer resuspendiert. Diese Losung wurde erneut fir 10 min
bei 4°C und 420g zentrifugiert. Fir die nachfolgende Proteinbestimmung wurden je 90 uL
A/B-Puffer (fur eine Doppelbestimmung) in Eppis vorgelegt. Bei den fertig abrotierten
Zellldsungen wurde vorsichtig der Uberstand quantitativ abgenommen und verworfen und
das Pellet ganzlich in 370 pL A/B-Puffer gelost. Es wurden je Inkubation zweimal 10 uL fir die

Proteinbestimmung entnommen und mit den vorgelegten 90 uL A/B-Puffer vereinigt. Die
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restlichen 350 puL wurden mit 350 pL 10% 5-Sulfosalicylsdure versetzt und diese weiRlich
gefarbte, triibe LOsung quantitativ in ein 2 mL Eppi Uberfiihrt. AnschlieRend wurden die
Suspensionen fur 15 min auf Eis stehen gelassen, dann kurz gevortext und abzentrifugiert
(10 min, 4°C, max. Geschw.). Der Uberstand wurde abgenommen und in einem neuen 2 mL
EppendorfgefdaR gesammelt. Dieses wurde dann bei -80°C fiir den tGSH-Assay gelagert. Die
Proben zur Proteinbestimmung wurden zeitgleich mit der BCA-Methode (siehe 4.6)

aufgearbeitet, um den Proteingehalt zu bestimmen.

4.5.2 GSH-/ GSSG-Messung

Die Proben einer Aufarbeitung wurden auf Eis aufgetaut. AuBerdem wurden fir die GSSG-
Messung je Probe in ein Eppendorfgefdll 100 pL TEA-L6sung vorgelegt. Sobald die Proben
aufgetaut waren, wurden sie noch einmal abzentrifugiert und wieder auf Eis gestellt. 500 pL
des Probeniberstandes wurden zu den vorgelegten 100 pL TEA pipettiert. Unter dem Abzug
wurden weiters 20 pL 2-VP zur Blockierung des, in der Probe frei vorliegenden, GSHs
hinzugefligt und fiir 1 h bei 26°C und 1300 rpm im Dunkeln inkubiert.

tGSH-Messung:
Fiir die tGSH-Messung wurden jeweils 10 pL der GSH-Standards und der Proben als Dublikate

in eine 96-Well-Platte pipettiert. Der Reaktionsmix fir die GSH-Messung wurde fertig
hergestellt und 190 pL dieser Losung mit einer Mehrkanalpipette zu den Proben in die Wells
pipettiert. Sofort danach wurde die erste Messung durchgefiihrt, wobei die Well-Platte
vorher im Platereader fir 30 Sekunden geschittelt wurde und erst dann die Absorption bei
405 nm bestimmt wurde. Eine zweite Messung erfolgte exakt zwei Minuten danach,
ebenfalls bei 405 nm.

GSSG-Messung:

Nach der einstiindigen Inkubation wurden die GSSG-Proben wieder auf Eis gestellt. Je 20 pL

Probe-/Standardlésung wurde pro Well als Dublikat vorgelegt. Ahnlich wie bei der GSH-
Vorbereitung wurde auch hier der GSSG-Reaktionsmix fertig hergestellt, wobei er sich vom
Mischungsverhaltnis etwas von der GSH-Mischung unterschied. Von dem fertigen Mix
wurden mit der Mehrkanalpipette je 180 pL zu jeder vorgelegten Probe und jedem
vorgelegten Standard hinzupipettiert. Diese Platte wurde ebenfalls 30 Sekunden geschiittelt
bevor sie bei 405 nm vermessen wurde. Nach 10 Minuten wurde die zweite Messung

durchgefihrt.

Zur Berechnung der Konzentrationen wurden zuerst die Mittelwerte aus den Dublikaten

gebildet und anschlieend die Ergebnisse der ersten Messung von den Ergebnissen der
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zweiten Messung abgezogen. Uber die Standardgeraden wurde eine Kalibriergerade erstellt

und durch Einsetzen in die Geradengleichung die Konzentration an GSH/GSSG erhalten.

Verwendete Losungen:

Puffer A:

Puffer B:

A/B-Puffer:

5-Sulfosalicylsdure-Losung:

GSH-Stammldsung (1 mM):

GSSG-Stammlosung (1 mM):

Triethanolamin (TEA):
0,5% - NaHCO3-Losung:

DTNB-L6sung (6 mM):

NADPH-L6sung (20 mM):

Glutathionreduktase (GR)-Losung (50 U/mL):

125 mM KH,PO;; 8 mM EDTA; mit
bidestillierten Wasser auf 250 mL auffillen,

Lagerung bei 4°C

125 mM K,HPO;; 8 mM EDTA; mit
bidestillierten Wasser auf 250 mL auffillen,

Lagerung bei 4°C

15 Teile Puffer A auf 85 Teile Puffer B; Losung

immer frisch ansetzen und auf Eis aufbewahren

5% (w/v) bzw. 10% (w/v) gel6st in H,Opidest,
Lagerung bei 4°C
30,736 mg in 1 mL H,0pgest. gelOst,

200 pL der GSH-Lsg. in 19,8 mL 5% - 5-
Sulfosalicylsdure verdiinnt= 20 Aliquote 4 1 mL,

bei -80°C gelagert
61,262 mg in 1 mL H,Opiqest. gelOst,

200 pL der GSSG-Lsg. in 19,8 mL 5% - 5-
Sulfosalicylsaure verdliinnt= 20 Aliquote 4 1 mL,

bei -80°C gelagert
reines TEA 50% (v/V) in H,Opigest. VErdiannt
0,5% (w/v) in 25 mL, mit H,Opigest. gelost

7,134 mg DTNB in 3 mL A/B-Puffer l6sen, fir

jede Messung frisch ansetzen, auf Eis lagern

9,999 mg NADPH in 0,6 mL 0,5%- NaHCO;

I6sen, immer frisch ansetzen, auf Eis lagern

GR-Stammldsung auf 50 U/mL mit A/B-Puffer
verdiinnen, immer frisch ansetzen, auf Eis

aufbewahren
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Reaktionsmix-Zusammensetzungen:

tGSH-Reaktionsmix: A/B-Puffer 164 pL
DTNB-L6sung 20 uL
NADPH-L&sung 4 uL
GR-Losung 2 uL

Zusammensetzung fiir ein Well der Platte,
Reaktionsmix darf erst unmittelbar vor der

Messung hergestellt werden!
GSSG-Reaktionsmix: A/B-Puffer 154 uL
DTNB-L6sung 20 uL
NADPH-L6sung 4 uL
GR-LBsung 2 uL

Zusammensetzung fiir ein Well der Platte,
Reaktionsmix darf erst unmittelbar vor der

Messung hergestellt werden!

45.3 tGSH bei Inkubation mit ATX-II

Da Altertoxin Il in DMSO (1%) unloslich ist, wurde es in Ethanol gelost. Dementsprechend
wurde bei den Tests mit ATX-Il reines Ethanol als Negativkontrolle (0,1%) verwendet. Um die
Wirkung von ATX-ll auf Zellen besser untersuchen zu koénnen, wurden neben
unterschiedlichen Inkubationszeiten (eine, drei und 24 Stunden) auch unterschiedliche
Medias verwendet, einmal mit bzw. ohne 10% FKS. Nur bei den 24 Stunden-Inkubationen
wurde immer mit 10% FKS inkubiert, da ansonsten die Zellen unterversorgt gewesen und

abgestorben waren.

Ausstreuen:

Bei 1 h Inkubationen (sowohl mit 0% FKS als auch mit 10% FKS) sowie bei 3 h Inkubationen
mit 10% FKS wurden 1,6 Mio. Zellen pro Platte ausgestreut und fir 48 h anwachsen
gelassen. Im Falle einer 3 h Inkubation mit 0% FKS wurde 1 Mio. Zellen ausgestreut und lber
einen Anwachszeitraum von 72 Stunden anwachsen gelassen. Fir die 24 h Inkubationen

wurden jeweils 1,2 Mio. Zellen pro Platte ausgestreut und fiir 48 h anwachsen gelassen.

Inkubation:
Fir die Inkubation mit ATX-Il wurde wie oben beschrieben 0,1% Ethanol (v/v) als

Negativkontrolle verwendet. Als Positivkontrolle diente bei den Kurzzeitinkubationen (eine
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und drei Stunden Inkubationen) 2-Vinylpyridin (0,01% v/v), bei den Langzeitinkubationen (24
Stunden) wurde 200 uM tert-Buthylhydrochinon (tBHQ) benutzt, da 2-VP zu toxisch ist. Bei
einigen 24 Stunden Inkubationen wurde weiters 1 mM L-Buthionin-sulfoximin (BSO) als
Positivkontrolle mitgeflihrt, wobei zuerst versucht wurde dieses in Ethanol und spater in PBS
zu l6sen, es in beiden Fallen allerdings zu Loslichkeitsproblemen kam. Untersucht wurden

die GSH-Veranderungen bei ATX-llI-Konzentrationen von 0,1 uM, 1 uM und 5 pM.

Durchfiihrung:

Die Platten wurden auf die richtige Konfluenz (ca. 80%) Uberpriift. Danach wurden jeweils
8 mL warmes (37°C) 0% FKS-Medium bzw. 10% FKS-Medium in finf (bzw. sechs) 15 mL
Tubes vorlegt. Jedes Tube wurde mit einer Inkubationssubstanz angereichert, so dass die
gewilinschte Inkubationskonzentration erhalten wurde. Die Zellen wurden einmal mit 5 mL
warmen (37°C) PBS gespiilt und die vorbereiteten Inkubationslosungen daraufkippt. Die
Platten wurden fir die jeweilige Inkubationsdauer (1 h, 3 h oder 24 h) bei 37°C und 5% CO,

inkubiert.

Ende der Inkubation:
AnschlieBend wurde jede Platte zweimal mit 5 mL warmen PBS (37°C) gespilt, 1 mL Trypsin

(37°C) auf der gesamten Platte verteilt und fiir 3 Minuten im Inkubator inkubiert.

Die Aufarbeitung der Platten erfolgte auf dieselbe Art wie bei den Vorversuchen (siehe
4.5.1).

Auch die GSH und GSSG-Bestimmung wurde wie bei den Vorversuchen durchgefiihrt (siehe
4.5.2), wobei nicht nach jeder Aufarbeitung gemessen wurde, sondern meist 2-4
Aufarbeitungen gleichzeitig untersucht wurden. Je nach Bedarf wurden zusatzliche

EppendorfgefdaRe hergerichtet.

Verwendete Losungen:

t-BHQ (200 uM): 1,662 mg in 50 pL EtOH l6sen, vor Inkubation
immer frisch ansetzen

BSO (1 mM): 4446 mg in 20 pupuL PBS Ibsen
(Loslichkeitsproblem!), vor Inkubation immer

frisch ansetzen
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4.6 BCA-Methode

Die BCA-Methode erlaubt es den Proteingehalt von Zelllésungen zu bestimmen, in denen
Trypsin enthalten ist. Dies ist mit der Bradford-Methode nicht moglich. Fir die BCA-Messung
werden drei Losungen benétigt: Eine Bichinonsaure-Losung, eine Kupfer-(ll)-sulfat-Losung
und die zu untersuchende Probe. Je nach Proteingehalt der Losung farbt sich diese nach der
Inkubation unterschiedlich griin bis blau. Wa&hrend eine L6sung ohne Protein
(Negativkontrolle) sich hell Tirkis farbt, sind Proben mit hohem Proteingehalt in einem
kraftigen blau-violett. Dies erfolgt durch die Bildung eines Cu** -Komplexes im alkalischen
Bereich, der durch Reduktion des Cu** zu Cu® und anschlieRender Reaktion des Cu® mit 2
BCA-Molekilen einen violetten Komplex bildet, welcher im alkalischen Milieu stabil ist. Die
Menge an reduzierten Cu-lonen ist dabei proportional zur Proteinmenge, da die Reduktion
durch die Peptidbindung der Proteine hervorgerufen wird. Da allerdings auch einige
Aminosauren diesen reduzierten Effekt haben, kdnnen die Ergebnisse bei Proteinsequenzen
mit einem hohen Anteil dieser Aminosauren (z.B. Cystein, Tyrosin) verfalscht werden. Die
Proteinkonzentration in der Probe wird Uber eine mitgemessene Proteinstandardkurve
bestimmt. Dafiir wird die Geradengleichung der Standardgerade bestimmt, diese umgeformt
und daraus die Konzentration errechnet. Der so erhaltene Wert wird anschlieRend noch mit
10 multipliziert, da die Probe zuvor 1:10 mit A/B-Puffer (10 pL auf 90 pL) verdiinnt wurde.

4.6.1 Durchfiihrung (BCA-Vorversuch)

Auf diese Art wurde der Proteingehalt der Losungen der Vorversuche vom tGSH-Assay
untersucht. Die Standardgerade wurde aus einer 1 mg/mL BSA-Stamml&sung hergestellt. Der
Konzentrationsbereich wurde von 0,2 mg/mL bis 1 mg/mL festgelegt, die Stammldsung in
H,0 bidest. verdinnt.

Flinfzig Teile von Reagenz A (Bichinonsdure-Losung) wurden mit einem Teil Reagenz B
(Kupfersulfat-Losung) versetzt. Zu den jeweils 100 puL Probe wurden 700 uL BCA-Reagenz
zugesetzt und diese flir 30 min bei 37°C und 1300 rpm inkubiert. 25 puL der Standardlésungen
und des Blindwerts (50 puL A/B-Puffer + 50 puL 10% SSA) wurden als Dublikat in eine 96-Well-
Platte pipettiert, mit 175 pL BCA-Reagenz versetzt und fir 30 min bei 37°C und 5% CO, im
Inkubator inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation der Proben wurden diese auf Eis
gestellt um eine weitere Reaktion zu unterbinden und je 200 pL der Standards (als Dublikat)
in die Wells der inkubierten Platte pipettiert. Danach wurde die Platte bei A= 595 nm

gemessen.
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4.6.2 Durchfuhrung (BCA-Hauptversuche)

Diese folgende Art der Durchfliihrung wurde fiir die eigentlichen Proben verwendet. Zuerst
wurde die Standardgerade ebenfalls aus einer 1 mg/mL BSA-Stammlosung hergestellt, die
dem BCA-Assay-Kit beilag. Spater wurde eine BSA-Stammldsung von Thermo Scientific mit
einer Konzentration von 2 mg/mL verwendet. Der Konzentrationsbereich wurde in beiden
Fallen gleich belassen, namlich von 0,2 mg/mL bis 1 mg/mL, allerdings wurde die

Stammlosung dieses Mal in A/B-Puffer verdiinnt.

Es wurden erneut fiinfzig Teile von Reagenz A (Bichinonsdure-Losung) mit einem Teil
Reagenz B (Kupfersulfat-Losung) versetzt. Zu 100 puL Probe wurden 700 pL BCA-Reagenz
hinzupipettiert, weiters wurden 60 pL der Standardlésungen und des Blindwerts (reiner A/B-
Puffer) mit 420 uL BCA-Reagenz vermischt und diese zusammen fiir 30 min bei 37°C und
1300 rpm inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurden alle Standardlésungen und
Proben auf Eis gestellt und je 200 pL der Losungen (als Dublikat) in eine 96-Well-Platte
pipettiert. AnschlieBend wurde die Platte bei A= 595 nm gemessen, wobei in diesem Fall
auch eine kurze Verzogerung vor der Messung keine wesentlichen Unterschiede in den

Messergebnissen lieferte.
Verwendete Losungen:

A/B-Puffer: 15 Teile Puffer A auf 85 Teile Puffer B; Losung

immer frisch ansetzen und auf Eis aufbewahren

10%ige 5-Sulfosalicylsdure-Losung: 10% (w/v) gel6st in HyOpigest,, Lagerung bei 4°C

4.7 Vorversuch mit Kalbsthymus-DNA zu DNA-Addukten

Um das Handling der Methode zu erlernen, wurden Vorversuche nach der Methode von
Puppel durchgefiihrt (Puppel, 2008). Zuerst wurden Stammldsungen von Glycidamid (GA)
und Kalbsthymus-DNA (KT-DNA) hergestellt. Fir die Stammldsung der KT-DNA wurden 2 mg
KT-DNA in 1 mL bidestilliertem Wasser gelost. Fur die Stammldsung des Glycidamids wurden
2 mg Glycidamid in 1 mL BIS-Tris-Puffer gelost. Beide Losungen wurden bei -20°C gelagert. Es
wurden 0,5 mL der KT-DNA-L6sung mit 0,5 mL GA-Lésung in einem Eppendorfgefal
gemischt, wodurch eine Reaktionsmischung mit einer Konzentration von 1 mg/mL KT-DNA
entstand. Weiters wurde noch eine Losung mit 10 ug/mL hergestellt und beide Losungen bei
37°C fur 24 h geschittelt.

Die thermische Hydrolyse der Losungen wurde anschliefend durchgefiihrt. Dazu wurde das

genaue Volumen der Losungen nach dem Schitteln mittels Gilsenpipette bestimmt und die
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Probe auf je 200 pL in EppendorfgefdaRe aliquotiert. Die Proben wurden 20 Minuten im
vorgeheizten Thermoblock bei 98°C thermisch neutral hydrolisiert. Um das Aufspringen der
Deckel der Eppendorfgefdlle zu vermeiden, wurden diese mit Klammern fixiert und die
Thermoplatte zusatzlich mit einem Styroporbehaltnis abgedeckt, um das Einwirken von Licht
zu unterbinden. AnschlieBend wurden die Losungen auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen
um diese dann mit Centrifugal Filter Devices aufzutrennen. Dafir wurden die
Zentrifugenrohrchen zuerst mit 100 pL bidest. Wasser befeuchtet und fir 10 Minuten bei
1192 rpm zentrifugiert, wobei noch Wasser in den Filtern zu finden war. Das Filtrat so wie
das restliche Wasser im Filter wurden verworfen, 200 uL von der Losung in den Filter des
Zentrifugenrohrchens pipettiert und bei 13000 rpm fir 30 Minuten zentrifugiert. Die Filter
wurden entsorgt und das Filtrat mittels HPLC-MS/MS gemessen. Der Rest der Filtrate wurde
bei -20°C gelagert.

Bei der MS-Messung wurde eine Gradientenelution durchgefiihrt (siehe Tabelle 4). Dabei
wurde zuerst im Full Scan Modus gemessen, um eine breite Bandbreite an m/z zu
analysieren. Da Aufgrund des hohen Hintergrundsignals aber keine brauchbaren Ergebnisse
erzielt werden konnten, wurde weiters eine ,Single Reaction Monitoring” (SRM) Analyse
durchgefiihrt. Bei jeder Messung wurde im positiven lonenmodus gemessen. Hierbei wurde
als Parent-lon fur das Guanin-Addukt nach einem Masse/Ladungs-Verhaltnis von 239 + 1
(was dem errechneten m/z entspricht) gesucht, sowie nach den Fragmenten 152 + 1 m/z.
Fir das Adenin-Parent-lon wurde nach dem Masse/Ladungs-Verhaltnis 223 und einem
Produkt-lon mit 88 m/z, sowie 136 m/z gesucht. Weitere Zielionen konnen der Tabelle 9
entnommen werden. Die Massen 152 m/z und 136 m/z stellen dabei die einfach

protonierten Massen von Guanin bzw. Adenin dar.

Derselbe Versuch wurde auch mit ATX-Il statt GA durchgefiihrt. Dafir wurden 20 mM
Losungen (in Ethanol) von ATX-Il und AOH hergestellt. Es wurden 500 pL KT-DNA-
Stammldsung mit 495 pL BIS-Tris-Puffer und 5 pL 20 mM Toxinldsung (entspricht einer
Endkonzentration von 100 uM Toxin) vermischt und auf dieselbe Weise aufgearbeitet, wie
die mit Glycidamid inkubierte KT-DNA.
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Tabelle 4: Gradient zur Untersuchung der Glycidamid-Addukte auf der HPLC-MS/MS

0 98 2
15 75 25
17 0 100
21 0 100
22 98 2
40 98 2
Verwendete Losungen:
BIS-Tris-Puffer: 0,105 g BIS-Tris; 0,0036 g EDTA; in 100 mL

H,Obidest. gelOst; pH 7,1 eingestellt
Chemikalien und Gerate:

ThermoFisher TSQ Vantage (= HPLC-MS/MS):

Autosampler: Accela Autosampler
Pumpe: Accela 1250 Pump
Betriebssoftware: Thermo Xalibur
Saule: Phenomenex Aqua C-18, 250 x 4,6mm
Flussrate: 0,3 ml/min
Ofentemperatur: 20°C
Tray-Temperatur: 10°C

Scan time: 0,5 sec.

Loop: 5uL
Injektionsvolumen: 5uL

Coll. Energy: 19V

4.8 Vorversuch mit HT29-Zellen zu DNA-Addukten

Nachdem im Vorversuch mit reiner DNA und GA die gewiinschten Addukte gefunden werden

konnten, wurde versucht die Methode (ebenfalls nach Puppel [2008]) auf die Zellkultur
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anzuwenden. Dafir wurden sieben Platten mit je 3.850.000 HT29-Zellen in Petrischalen
(144 mm Durchmesser) ausgestreut. Nach drei Tagen waren die Platten zu ca. 70%
bewachsen. Die Zellen wurden mit 900 uM Glycidamid, welches in 1% DMSO geldst war, fur
22 h inkubiert. Danach wurde das Medium abgegossen, der Zellrasen je zwei Mal mit 3 mL
eiskaltem PBS (4°C) abgespiilt. AnschliefRend wurden die Zellen mit je 2 mL PBS abgeschabt
und je 3,5 Platten in einem 50 mL Tube vereinigt. Die Platten wurden nochmals mit je 2 mL
PBS gewaschen und die Zellsuspension fir 10 min bei 4°C bei 1500g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 5 mL PBS (4°C) resuspendiert und die
Lésungen vereinigt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand erneut verworfen,
das Pellet in 10 mL PBS aufgenommen und die Losung auf 3 Tubes (ungefdhr 100 Mio.
Zellen/ Tube) aufgeteilt. Die Tubes wurden Gber Nacht bei -20°C gelagert.

Fiir die weitere Probenaufarbeitung wurden die Reaktionsgefalle im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und die Zellen flir 15 Sekunden mit dem Ultraschallstab vereinzelt und vorlysieren.
Danach wurden je 10 mL eines kalten (4°C) Lysepuffers zugegeben sowie 30 mL kaltes bidest.
Wasser (4°C). Die Proben wurden 10 Mal iber Kopf geschwenkt und fiir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 4°C und 1300g zentrifugiert.
Fiir die weitere Probenaufarbeitung wurde ein ,Blood and Cell Culture Maxi DNA Kit”
(Quiagen) benutzt. Die Uberstiande wurden verworfen und jeweils 2 mL C1-Puffer (4°C) und
6 mL bidest. Wasser (4°C) zu den Pellets pipettiert. Die Proben wurden erneut zentrifugiert
und die Uberstinde verworfen. Danach wurden die Pellets in je 10 mL G2-Lyse-Puffer gel6st
und fiir 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit gevortext. 200 uL Protease-Losung
wurden zugesetzt und die Proben fir 2 h bei 37°C inkubiert. Die Trennsdulen aus dem Kit
wurden zur DNA-Isolierung mit 10 mL QBT-Puffer equilibriert und die klaren Proben wurden,
nach weiteren 10 Sekunden vortexen, schnell auf die warmen Sdulen aufgetragen. Nach
Einziehen (alleine durch Schwerkraft) der Probe wurde zwei Mal mit je 15 mL QC-Puffer
gewaschen. Danach wurde der Auffangbehiélter der Saulen eingesetzt und mit 15 mL des auf
40°C vorgewarmten, auf pH 7,4 abgesenkte QF-Puffer, die DNA eluiert. Um die DNA zu
prazipitieren wurde das Eluat mit 10,5 mL Isopropanol (4°C) (entspricht 0,7 Vol%) versetzt

und anschlieBend zur Lagerung iber Nacht bei -20°C eingefroren.

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und fiir 1 h bei 4200g zentrifugiert. Der Uberstand,
Uber dem glasigen Pellet wurde abgenommen und erneut fiir ca. 15 Minuten zentrifugiert.
Die isolierte DNA wurde mit 4 mL 70% Ethanol gewaschen, wodurch das restliche
Isopropanol ausgetauscht wurde und nach 15 Minuten Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit und 4°C ein weiRes Pellet erkennbar wurde. Der Uberstand wurde durch
Zugabe von einigen Tropfen Ethanol auf verbliebene DNA geprift und nochmals fiir 15 min

zentrifugiert. Die so erhaltenen Pellets wurden vereint und die DNA nochmals fir 15 min
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zentrifugiert (4°C). Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet in ein ReaktionsgefaR
Uberfihrt und Luft getrocknet. Das DNA-Pellet wurde anschlieBend in 500 uL BIS-Tris-Puffer
(pH 7,1) aufgenommen und fiir 10 Minuten bei 26°C im Thermoblock geschittelt.

Neben der 22 h Inkubation wurde auch noch eine 6 h Inkubation durchgefiihrt. Hierfir
wurden 10 Platten 4 4 Mio. Zellen/Platte ausgestreut. Die Proben wurden auf dieselbe Art
aufgearbeitet, wie die 22 h Inkubation. Bei der Bestimmung der DNA-Ausbeute mittels
Nano-Drop-Methode wurde bei der 6 h Inkubation ein DNA-Gehalt von 2,35 mg/mL
(entspricht 1,175 mg DNA) und bei der 22 h Inkubation ein DNA-Gehalt von 1,5 mg/mL
(entspricht 0,75 mg DNA) bestimmt.

Diese Proben wurden mittels HPLC-MS/MS wie beim Vorversuch bei der Inkubation von KT-
DNA mit Glycidamid analysiert. Dabei konnten die gesuchten Massen nicht in einer Intensitat
gefunden werden, die zu einer eindeutigen Identifizierung notwendig gewesen wire.
Vermutlich waren die Losungen zu niedrig konzentriert und damit waren die Signale nicht

vom Rauschen zu unterscheiden.
Verwendete Losungen:

BIS-Tris-Puffer: siehe 4.7, S.40

Lysepuffer: 292,2 mg EDTA; 605,7 mg Tris; 2,1 mg SDS; in
100 mL H,0yp4est. gelost; pH 8 eingestellt

PBS: siehe 4.4.3,S5.31

4.9 Vorversuch Adenin/ Guanin Inkubation mit ATX-II

Um bei der Suche nach den unbekannten, potentiellen Adduktfragmenten ein geringeres
Hintergrundsignal zu erhalten, wurde ATX-Il mit den reinen DNA-Basen Adenin bzw. Guanin
inkubiert (Methode nach personlicher Korrespondenz mit Pfenning C. entwickelt). Auf diese
Art sollte, im Falle eines Signals dessen m/z-Verhaltnis neu auftritt, die Bestimmung und

Zuordnung erleichtert werden.

Daflir wurden Zielkonzentrationen von 0,75 mmol bei Adenin bzw. Guanin, sowie 1 mmol
fir ATX-Il als Endkonzentration in der Reaktionslosung angestrebt. Da es sich um eine
qualitative Fragestellung handelte, durften die Konzentrationen leicht variieren. Es wurden
0,218 mg Guanin in 2 mL PBS (= 0,721 mM); 0,194 mg Adenin in 2 mL PBS (= 0,717 mM) und
0,336 mg ATX-Il in 20 pL EtOH (= 47,95 mM) (es sollten nur 10 pL sein, allerdings trat ein
Loslichkeitsproblem auf) geldst. 490 uL DNA-Basen-Losung wurden 10 pL ATX-ll-Losung
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hinzupipettiert und fiir 3 Tage unter Lichtausschluss bei 26°C und schiitteln inkubiert. Die so
erstellten Proben wurden mittels HPLC-DAD mit zwei unterschiedlichen Laufmittelsystemen
analysiert, wobei nur eines verwertbare Ergebnisse aufwies. Hierbei wurde ein leicht
abgednderter Gradient mit 0,1% FAc und 90% Acetonitrii verwendet und die
FlieRgeschwindigkeit betrug nur 0,3 mL/min (siehe Tabelle 5). Es wurden auch Messungen
auf der QTOF-MS durchgefiihrt (,direct-Inlet“-Verfahren), da die Proben allerdings in PBS
geldst waren und Phosphat-Puffer schadlich fiir das Massenspektrometer sind, mussten die
Proben 1:100.000 mit Ethanol verdiinnt werden, wodurch die Signale nicht mehr vom

Rauschen unterscheidbar waren.

Tabelle 5: Gradient zur DNA-Addukt Auftrennung auf der HPLC-DAD

Zeit [min] %A (0,1%FAc) %B (90%ACN) Flow [ml/min]
0 81 19
3 81 19
6 50 50
36 45 55 0.3
40 0 100
45 0 100
47 81 19
55 81 19

Verwendete Losungen:
PBS: siehe 4.4.3,S5.31
Chemikalien und Geréate:

maXis von Bruker (=QTOF-MS):

Software: Compass 1.3

4.10 Hauptversuch Adenin/Guanin Inkubation mit ATX-II

Aufgrund der Erkenntnisse durch die Messungen an der HPLC-DAD wurde diese Methode auf
die HPLC-MS/MS Ubertragen. Daflir wurden neue Proben, gelést in Ammoniumacetat und
Salzsdure (da sich ansonsten speziell Guanin nicht gut l6sen ldsst), hergestellt. Die Adenin-
Stammldsung hatte in diesem Fall eine Konzentration von 2,04 mM und die Guanin-

Stammldsung eine Konzentration von 2,02 mM. Um das Adenin zu l6sen wurden zuerst
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zweimal jeweils 1 mL Ammoniumacetat und 0,5 mL 4N HCl zum Feststoff pipettiert und
anschlieend mit 7 mL Ammoniumacetat auf 10 mL aufgefillt. Guanin 16st sich in
Ammoniumacetat nicht ganzlich, weshalb es in 2 mL 4N HCl und 8 mL Ammoniumacetat
gelost wurde. Dieses Mal wurde allerdings das Konzentrationsverhaltnis von den DNA-Basen
zu ATX-Il gedndert, so dass nun die DNA-Basen im Uberschuss vorhanden waren. Es wurde
daflr eine 3,785 mM Altertoxin 1l-Losung (1,326 mg ATX-1l geldst in 1 mL EtOH) hergestellt
und 264 uL der ATX-llI-Lésung mit 736 uL DNA-Basen-Losung gemischt, wodurch man eine
Endkonzentration von 1 mM ATX-Il und 1,472 mM DNA-Base erhilt. Die Losung wurde fir
48 h bei 25°C und 300 rpm unter Lichtausschluss inkubiert. Bei der Messung mittels HPLC-
MS/MS wurde die Methode so adaptiert, dass das bidestillierte Wasser nicht mehr
angesduert wurde und statt 90% ACN, reines ACN verwendet werden konnte.
Dementsprechend wurde der Gradient gedandert (siehe Tabelle 6). Beim Injektionsvolumen
wurden unterschiedliche Modi (Full Loop, No Waste) durchprobiert. Zuerst wurden 5-20 plL
mit der Full Loop-Methode injiziert, wobei diese Methode zuviel Probe bendtigte (bei 20 uL
Injektion werden laut Handbuch insgesamt 96 uL Probe verbraucht). AnschlieRend wurden
einige Messungen mit ,No Waste” durchgefiuhrt, was allerdings die Intensitdten nicht
verbesserte. Da aber mehrere Signale mit einem m/z von 349 + 0,5 gefunden wurden, wurde

versucht diese Substanzen in Fraktionen zu sammeln.

Fir die Fraktionsnahme wurden drei Messungen mit je 20 pL Probe mit der ,,No Waste“-
Injektion Uber die HPLC der MS/MS aufgetrennt und gesammelt. Diese Proben wurden bei
-80°C gelagert. Die gesammelten Fraktionen wurden spater aufgetaut und Uber das ,direct
Inlet“-Verfahren an der QTOF-MS gemessen, wobei festgestellt werden musste, dass das

Hintergrundrauschen scheinbar zu groR war im Vergleich zu den gewiinschten Signalen.

Tabelle 6: Gradient zur Detektion von DNA-Addukten auf der HPLC-MS/MS

Zeit [min] ACN [%]
0 40
6 45
36 50
40 100
50 100
52 40
60 40
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Verwendete Losungen:
5 mM Ammoniumacetat: 38,596 mg NH4Ac auf 100 mL H,O0pigest.
Chemikalien und Geriate:

ThermoFisher TSQ Vantage (= HPLC-MS/MS):

Autosampler: Accela Autosampler
Pumpe: Accela 1250 Pump
Betriebssoftware: Thermo Xalibur
Saule: Phenomenex Aqua C-18, 250 x 4,6mm
Laufmittel A: H2Obidest.

Laufmittel B: Acetonitril
Flussrate: 0,3 ml/min
Ofentemperatur: 40°C
Tray-Temperatur: 10°C

Scan time: 0,5 sec.

Loop: 5puL
Injektionsvolumen: 5 bzw. 20 pL

Coll. Energy: 19V
Kapillartemperatur: 300°C

Spray Voltage: 3000V

maXis von Bruker (=QTOF):

Software: Compass 1.3
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5 Ergebnisse und Diskussion

Da ein Teil der Arbeit die Entwicklung einer neuen Extraktionsmethode fiir ATX-Il umfasste, sind in
diesem Abschnitt einige Methodenspezifische Informationen zu finden. Die genaue Methoden- und

Experimentbeschreibung sind dem Punkt ,,3. Methoden” zu entnehmen.

5.1 Vorversuche zur ATX-Il Isolierung

Da fiir die spateren Versuche ATX-1l benétigt wurde und dieses nicht kommerziell erhaltlich
ist, sollte dieses aus bereits fertig hergestellten Mykotoxinsubstraten (aus Alternaria
alternata Stammen, welche auf Reis kultiviert wurden) gewonnen werden. Diese Substrate
enthalten nicht nur ATX-Il, sondern auch andere Mykotoxine wie Tenuazonsaure, AOH, AME
und viele weitere, von Alternaria alternata produzierte Mykotoxine. Um die Substrate
wirtschaftlicher zu nutzen, wurde anfangs versucht, auch die anderen Toxine zu isolieren.
Groles Interesse wurde unter anderem Stemphyltoxin Il beigemessen, da es schwerer zu
isolieren ist als ATX-Il und bisher nur wenige toxikologische Informationen vorliegen
(Schwarz et al., 2012). Der gesamte Arbeitsverlauf beziiglich der ATX-II-Gewinnung ist im

nachfolgenden FlieBdiagramm (Abbildung 11) dargestellt.

Um die Elution der Toxine aus dem Substrat zu testen wurde ein fertiges Mykotoxinsubstrat
in einer Mischung aus ACN und bidestillierten Wasser (siehe auch Punkt 4.1.1) gel6st und
mittels semipraperativer HPLC aufgetrennt. Diese Injektion wurde als Injektion 0 (Inj.0)
bezeichnet. Bei Inj.0 wurden 15 Fraktionen aufgefangen und mit Hilfe einer analytischen
HPLC-DAD untersucht.

Beim Chromatogramm von Inj. 0 (Abbildung 12) ist zu erkennen, dass die Peaks nicht
ganzlich aufgetrennt sind, allerdings sind sie von einander unterscheidbar. Fraktion 4 (die
Fraktion in der das starkste Signal vorliegt) enthédlt vermutlich Tenuazonsdure. Darauf wird
aufgrund der vorliegenden Daten der Retentionszeit und der Peakintensitdt geschlossen
(Schwarz et al., 2012).

Masterarbeit
Dostal Victoria, BSc. 46



arste Mykotoxinauftrennung
Instrumentierung: semiguant. HPLC
Gradientenelution

9 Injektionen je 15 Fraktionen

FPeakidentifizierung
Instrumentierung: HPLC-DAD
Gradientenelution

ATH-11in Peak 3 enthalten

Yereinte Fraktionen:
Instrumentierung: semiguant. HPLC
Gradientenelution

heue Mykotoxinldsung
Extraktion der Mykotoxinsubstrate mit 60% MeQOH

owaite Mykotoxinauftrennung
Instrumentierung: semiguant. HPLC
Gradientenelution

10 Injektionen je B Fr. {his Inj. 3 je 10 Fr)

ATH-1I Extraktion (neue Methode) FPeakidentifizierung
Instrumentierung: semiguant. HFLC Instrumentierung: HPLC-DAD
isokrat. Gradient Gradientenelution

(43% HaO[0,1%FAC) 57 % MeOH]
9 Injektionen, je 3 Fr. genommen

Feakidentifizierung
Instrumentierung: HPLC-DAD
Aufreinigung van ATH-II Gradientenelution

Instrumentierung: SPE, C-18-Saulen {3 cm)
extrahiert bei 40% ACH

Aufkonzentrierung won AT-I

Ausschitteln von 40% ACKH-Fr. mit CHaClz
Einengung am Rotavapor

Resuspension in ACH

Feakidentifizierung
Instrumentierung: HPLC-DAD
Gradientenelution

FPeakidentifizierung

ATH Instrumentierung:
ATH-Il-Lésung auf Eppendorfyefilie verteilan HPLC-DAD und HPLC-MS
Lésungsmittel abdampfen Gradientenelution

Abbildung 11: Darstellung der Arbeitsschritte zur Gewinnung von ATX-Il. Es wurde zweimal versucht mit einem
Gradientensystem ATX-Il rein zu isolieren, was allerdings nicht gelang (siehe 4.1.2 [hier erste Mykotoxinauftrennung]
und 4.1.4 [hier zweite Mykotoxinauftrennung). Deswegen wurde stattdessen eine isokratische Methode (Schwarz, 2012)
verwendet. Durch die ,Peakidentifizierungen” wurden jeweils die erhaltenen Signale mit bekannten Retentionszeiten
(Schwarz, 2012) verglichen, und so die gefundenen Signale unterschiedlichen Mykotoxinen zugewiesen. Zusatzlich
wurden bei der ersten Mykotoxinauftrennung, sowie bei der isokratischen Auftrennung ein ATX-II-Standard (zuvor in der
Arbeitsgruppe hergestellt) mitgefiihrt, der eine direkte Zuordnung ermaoglichte. semiquant. = semiprap.
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Abbildung 12: Injektion 0 (Mykotoxinextrakt); Der Beginn und das Ende der Fraktionsentnahme werden mittels griiner
Striche symbolisiert, die Nummer der Fraktion ist dariiber ersichtlich. Aufgrund der Héhe und der Lage des Signals im

Chromatogramm ist davon auszugehen, dass es sich bei Fraktion 4 um Tenuazonsadure handelte (Schwarz et al., 2012).

Zur Peakidentifizierung wurden Messungen an einer HPLC mit DAD-Detektor durchgefiihrt.
Die in den Fraktionen 1 und 2 gefundenen Peaks konnten keinen Substanzen zugeordnet
werden (Vergleich mit Schwarz [2012]), die fir eine weitere Nutzung interessant gewesen
waéren, weshalb diese auch nicht weiter untersucht wurden. Finf Fraktionen (5, 6, 8, 10 und
12) wurden zusatzlich mit HPLC-MS/MS mittels , direct Inlet“-Verfahren (direktes Einspritzen
in die lonenquelle) bestimmt, um erste Erfahrungen mit dem Massenspektrometer sammeln
zu konnen. Diese Fraktionen wurden gewahlt, da eine von ihnen ATX-Il (nach Vergleich der
Retentionszeiten mit Schwarz [2012]) beinhalten sollte und um zu Uberprifen, ob die
Auftrennung sauber war oder ob gleiche m/z in unterschiedlichen Fraktionen zu finden sind.
Durch Vergleich der Retentionszeit von ATX-II (mitgefiihrter Standard) konnte bei der HPLC-
DAD-Messung der Peak der in Fraktion 8 eluierte, als ATX-Il identifiziert werden. Auch die
HPLC-MS/MS-Daten bestatigten die Anwesenheit von ATX-Il in dieser Fraktion. Die HPLC-
MS/MS-Messung von Fraktion 12 ergab, dass sie ebenfalls geringe Konzentrationen an ATX-II
enthielt, dies wurde spater allerdings nicht mehr gemessen und auch bei den HPLC-DAD-
Messungen liel8 sich in dieser Fraktion kein ATX-Il nachweisen. Bei Fraktion 8 zeigte sich nach
Aufkonzentrierung an einem Vakuumconcentrator (= SpeedVak) auf ca. 1 mL der
Niederschlag eines gelben Feststoffs, der sich mit ACN wieder in Losungen bringen lieR.
Durch erneute Messung mittels HPLC-DAD wurde festgestellt, dass es sich um beinahe reines
ATX-Il handelte (siehe Abbildung 14), allerdings konnte in weiteren Versuchen das Ausfallen

von ATX-Il weder beobachtet noch herbeigefiihrt werden. Dies liegt vermutlich auch daran,
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dass aus unbekanntem Grund die Mykotoxinpeaks bei der Trennung mittels der semiprap.-
HPLC-DAD eine immer starkere Verbreiterung aufwiesen, was in den Chromatogrammen der
einzelnen Injektionen sichtbar wurde (siehe Abbildung 13). Griinde dafir kbnnten eine
Uberladung der Siule sein, es ist aber von Schwarz et al. (2012) bekannt, dass es bei dieser
Art von Proben groBe Probleme mit enthaltenen Lipiden gibt, die sich nicht mehr von der
Sdule eluieren lassen und so die Sdule verstopfen, bzw. eine Retention der eigentlich
Analyten verhindern. Weiters wurde beobachtet, dass die Peakintensitditen mit jedem

Durchgang stark schwankten.

DAD1 C, 5ig=262,8 Ref=600,100 (FLUSHIN. D)
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Abbildung 13: Injektion 5; Bereits nach fiinf Mykotoxinextraktinjektionen auf die Trennsdule kommt es zu einer starken
Peakverbreiterung, wodurch die einzelnen Peaks nicht mehr gut erkennbar sind. Dadurch wird eine gleichmiRige

Fraktionsnahme stark erschwert.

Wiéhrend in Fraktion 8 ATX-Il gefunden wurde, wurden die Fraktionen 6, 9 und 10 zur
weiteren Aufreinigung ausgewadhlt, da die darin gefundenen Retentionszeiten auf Toxine von
Interesse schlieRen lieRen. Aufgrund der Retentionszeiten im Vergleich zu den, aus bereits
veroffentlichen Arbeiten (Schwarz et al., 2012), bekannten Retentionszeiten von Alternaria
Toxinen, wurde vermutet, dass es sich bei Fraktion 6 um AME, bei Fraktion 9 um ATX-lII
(wurde bei Schwarz et al. (2012) nicht eindeutig identifiziert) und Fraktion 10 um
Stemphyltoxin Il handelte.

Insgesamt wurden neun Injektionen mittels semipraperativer HPLC durchgefiihrt. Die
Fraktionen dieser Laufe wurden ebenfalls an der SpeedVak auf einige Milliliter eingeengt
und bei 4°C gelagert. Daraus wurden durch Vereinigung gleicher Fraktionen sogenannte
,gesammelte Fraktionen” erstellt. Bei den ,gesammelten Fraktionen” wurden jeweils die
Fraktionen der einzelnen Injektionen mit gleichen (bzw. &ahnlichen) Retentionszeiten
vereinigt. So wurden fir die ,,gesammelte Fraktion 8 von den Injektionen LO, L1, L2, L3, L4,
L7, L8 und L9 die jeweilige Fraktion 8 mit der Fraktion 7 (Fr.7) von L5 sowie der Fraktion 9
von L6 vereinigt. Bei L5 wurde Fr.7 gewahlt, da der Ubliche Peak von Fr.7 im Peak von Fr.6
unterging und keine eigene Fraktion genommen wurde. Bei L6 hingegen wurde eine
zusatzliche Fraktion genommen, da das Chromatogramm einen zusatzlichen Peak schon

nach 13 Minuten erahnen lieR.
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DAD1 C, Sig=262,8 Ref=600,100 (ATX-11.D})
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Abbildung 14: Ergebnisse von der analytischen HPLC, Inj. 0, Injektionsvolumen je 10 puL. Chromatogramm A zeigt das als
Referenz gemessene reine ATX-Il (ATX-Il Standard), Chromatogramm B ist das Chromatogramm von dem gelben Feststoff
der in Fr.8 ausgefallen war und wieder in ACN resuspendiert wurde. Chromatogramm C zeigt den Uberstand von Fr.8.
Festzuhalten ist hierbei, dass das Signal von dem resuspendierten Feststoff von Fr.8 gut mit dem Peak des ATX-II-

Standards {iberein stimmt. Im Uberstand von Fraktion 8 ist hingegen fast kein ATX-Il mehr vorhanden.

Auch die Fraktionen 6, 9 und 10 wurden gesammelt und als ,gesammelte Fraktion 6“
(=gFr.6), gFr.9 und gFr.10 bezeichnet, da, wie oben erwdhnt, die Retentionszeiten dieser
Fraktionen auf Toxine schlief3en lieRen, die fiir eine weitere Aufarbeitung interessant sein
kdnnten. Eine Zusammenstellung dieser Fraktionen ist in Tabelle 7 aufgelistet. Diese
gesammelten Fraktionen wurden aufgrund ihrer